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Resumo

Este relatério refere-se as atividades realizadas no Laboratorio de Analises Clinicas do
Centro de Saude Militar de Coimbra relativas ao estagio curricular do Mestrado em Analises
Clinicas da Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra. Nele estao descritas de
forma detalhada as atividades desenvolvidas nos setores de hematologia e bioquimica, bem
como a sua fundamentacao tedrica. Ha também um breve resumo da rotina de trabalho nos

setores de imunologia e microbiologia.

Palavras-chaves: Hematologia; Bioquimica; Analises Clinicas; Estagio; Laboratorio.

Abstract

This report refers to the activities carried out in the Laboratério de Analises Clinicas
do Centro de Saude Militar de Coimbra due to the curricular internship of the Masters in
Clinical Analysis of the Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra. In it are
described in detail the activities developed in the hematology and biochemistry sectors, as
well as their theoretical basis. There is also a brief summary of the work routine in the

sectors of immunology and microbiology.

Key-words: Hemathology; Biochemistry: Clinical Analysis; Intership; Laboratory.
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I.INTRODUCAO

Este relatorio é referente ao estdgio curricular que ocorreu no Laboratério de
Analises Clinicas do Centro de Saude Militar de Coimbra, no periodo de dezembro de 2017
até final de maio de 2018, no ambito do Mestrado em Analises Clinicas da Faculdade de
Farmacia da Universidade de Coimbra, sob a supervisaio do Tenente-Coronel Farmacéutico
Mestre Mario Jodao Gongalves Roque. Este laboratério atende na sua maioria, militares e
familiares, além de realizar as andlises obrigatorias que todos os militares devem fazer
durante as provas de aptidao fisica.

Neste laboratério realizam-se analises no ambito da hematologia, bioquimica,
imunologia, microbiologia e endocrinologia. Faz também a pesquisa de drogas de abuso.

O estagio prevé a passagem por todos os setores que constituem o LACCSMC e a
permanéncia de um més em cada um deles. Como o estagio tem a duragao de seis meses
pude escolher um setor para permanecer até ao final.

Durante o tempo que permaneci no laboratorio e tive contacto com as varias valéncias
que ele oferece, escolhi a hematologia e a bioquimica como as dareas que pretendo

aprofundar neste relatorio.



2. CARACTERIZAGAO DO LOCAL DE ESTAGIO

O Laboratério de Analises Clinicas do Centro de Saude Militar de Coimbra tem como
especialista responsavel o Dr. Mario Joao Roque. Este servigo é composto por uma sala de
espera, uma recegao, uma secretaria, uma sala de colheitas e pelos setores de Hematologia,
Bioquimica/Imunologia e Microbiologia. Na rece¢do ocorre o primeiro contacto com o
paciente. Aqui, as requisicoes dos utentes sao registadas no sistema informatico e ¢é
atribuido um numero diferente a cada utente. Dependendo da requisigao feita pelo médico,
sao impressos os codigos de barras que contém informagoes sobre o nome e niumero do
utente, analises requisitadas e indicagao do tubo para o qual deve ser feita a colheita.

Geralmente chegam ao laboratorio cerca de 30 amostras por dia, exceto naqueles em
que ha atividades do Departamento de Saude Operacional, que podem ultrapassar, em
média, 60 amostras. Na sala de colheitas sao feitas as colheitas sanguineas (o tubo escolhido
depende dos parametros a analisar). Também la sao recebidas todas as amostras bioldgicas
provenientes de colheitas do exterior, tais como, urina, raspados de unhas, pele, exsudados
purulentos e zaragatoas contendo material bioldgico. Porém, se as condigoes de colheita,
armazenamento e/ou transporte forem inadequadas, a amostra € rejeitada.

Apos a colheita do sangue pelo técnico designado, as amostras sao distribuidas pelos

setores onde serao analisadas.



3. HEMATOLOGIA

Neste setor ocorre a andlise qualitativa e quantitativa do sangue periférico e seus
constituintes (eritrocitos, leucocitos, plaquetas e reticulocitos). Além disso, também é
avaliada nesta secao do laboratério a funcao hemostatica, a velocidade de sedimentagao
eritrocitaria (VS), a hemoglobina glicada, a determinacao dos grupos sanguineos (sistema
ABO e Rhesus) e a eletroforese de hemoglobinas e proteinas.

Durante o estagio pude acompanhar e realizar toda a rotina de trabalho desse setor,
que consiste em recolher os tubos na sala de colheitas, processar as amostras nos respetivos
analisadores, preparar e corar esfregagos sanguineos, observar e identificar os elementos do
sangue ao microscopio, fazer as provas de coagulagao (TP, TTPa e fibrinogénio), determinar
os grupos sanguineos, preparar as amostras para a eletroforese de hemoglobinas e/ou
proteinas, executar os ensaios referentes aos controlos internos e externos de qualidade, e
realizar os procedimentos de manutengao dos autoanalisadores do setor.

Os procedimentos técnicos e a interpretagao dos resultados sao feitas pelo técnico
responsavel por esse setor, no entanto, a validacao dos resultados é feita pelo diretor do

laboratorio.

3.1. Hemograma

O hemograma expressa algumas caracteristicas do sangue periférico num certo
momento da vida de um individuo. Nele aparecem registados os valores quantitativos das
diferentes células do sangue (eritrocitos, leucocitos e plaquetas). Fazem parte também
algumas anotagoes relativas aos indices hematimétricos, que também podem orientar no
diagnostico de varias patologias (Lorenzi, 2006).

O sangue ¢ colhido para tubos que contém EDTA como anticoagulante, porém, em
alguns casos a colheita é feita para tubos com citrato de sédio como anticoagulante para
evitar uma pseudotrombocitopenia, ja que em alguns casos o EDTA pode favorecer a
formacao de agregados plaquetarios, provocando uma contagem inadequada das plaquetas na
amostra.

A determinagao dos varios parametros que compoem o hemograma pode ser feita de
duas formas: manual e automatizada. Ainda que a contagem automatizada seja mais rapida e

mais precisa, os métodos manuais nao podem ser de todo abandonados, por serem



necessarios em situagoes especificas (Erichsen et al, 2009). Um dos procedimentos manuais
vulgares é a realizagao de esfregacos do sangue periférico sempre que se verifica um dos

critérios apresentados na tabela abaixo (Tabela I).

Tabela |: Critérios para a realizacao de esfregagos do sangue periférico.

OHb < 11.0 g/dL ou = 15.0 g/dL
3Hb < 12.0 g/dL ou = 17.0 g/dL
RDW 2 15.0%
Plaquetas < 150 x10°*/uL ou > 500 x|0°/uL sem histérico
WBC = 12.0 x 10°/L
Monocitos = 15.0%
Basofilos 2 3%
Qualquer IF com WBC 2 8.0 x 10”/L ou linfécitos = 50.0%

IF com diferenga de 10% Linfécitos > Neutrofilos

3.1.1. Eritrograma

O eritrograma é a parte do hemograma que avalia a série vermelha e engloba a
contagem de eritrocitos, a quantificagdo da hemoglobina, a determinagao do hematocrito e
os indices hematimétricos (Erichsen et al, 2009).

O eritrécito é uma célula que possui a forma de um disco biconcavo de 8 pm de
diametro, coloracao rosea e sem nucleo. Esta célula vive cerca de 120 dias na circulacao
sanguinea. Durante a sua vida estima-se que o eritrocito viaja cerca de 480 km por uma vasta
rede de vasos sanguineos, desde os grandes vasos até aos pequenos capilares, cujo didmetro
minimo é de 3,5 pm. Eles percorrem vasos sanguineos em que a circulagao é lenta, nos quais
ocorre uma verdadeira estagnagao do sangue, e passam por locais em que o fluxo é muito
rapido e turbulento.

O eritrocito possui uma capacidade de deformagao muito grande, gragas a estrutura
anatomica muito especial da membrana, composta por lipidos na porgao externa e proteinas,
que formam o citoesqueleto adjacente (Hoffbrand, 2013; Lorenzi, 2006).

Apods passar por varios tipos de agressoes o globulo vermelho vai perdendo

gradativamente a sua capacidade de deformar-se e a membrana fica cada vez mais rigida. Por



causa disso, o eritrocito acaba por ficar retido no bago onde é fagocitado pelos macroéfagos
da polpa vermelha.

Os eritrocitos tém como principal fungao transportar o O, para os tecidos e levar o
CO, dos tecidos para os pulmoes. Para conseguir executar essa fungao os eritrocitos
possuem uma proteina especializada, a hemoglobina. Ela é composta por duas partes, uma
porcao nao proteica que possui ferro, denominada heme, e uma porgao proteica,
denominada de globina. O heme pertence a uma classe de moléculas organicas denominada
de porfirinas. Elas sio formadas por quatro anéis pirrdlicos ligados entre si e possuem
grande afinidade para ides metalicos. Cada molécula de heme combina-se com uma cadeia de
globina. Forma-se um tetramero de cadeias de globina, cada cadeia com seu préprio nicleo

+++

heme agrupado num “bolso” que protege a oxidacio do Fe™ (ferroso) a Fe'™ (férrico).

No adulto a hemoglobina principal é a hemoglobina A, (Hb A,) que é formada por
quatro cadeias polipeptidicas, duas o (alfa) e duas [3 (beta). A figura | contém uma
representacgao ilustrativa da Hb A,. Além disso o sangue do adulto normal ainda possui
outras duas hemoglobinas, a Hb A, e a Hb F, as quais possuem cadeias 0, porém com cadeias

O ey, respetivamente, em vez de cadeias [3 (Tabela 2) (Hoffbrand, 2013; Lorenzi, 2006).

Cadeia B 1 CadesiaB 2

Cadeiaa 1

Figura |: Representagao ilustrativa de uma molécula de Hb A.
Disponivel na internet https://cnx.org/

Tabela 2: Hemoglobinas normais no sangue de um adulto

Hb A, Hb A, Hb F

Estrutura a,B, a,9, a,Y,

Normal (%) 96-98 1,5-3,2 0,5-0,8



Apos a fagocitose dos eritrocitos no final do seu tempo de vida. As moléculas de
hemoglobinas sao metabolizadas e ocorre uma “reciclagem” dos seus componentes. Elas sao
separadas em heme e globina. O grupo heme é oxidado pelo reticulo endotelial das células
do bago, figado e medula, através da enzima heme oxigenase. Por agao dessa enzima, o heme
fica em cadeia aberta (aciclico), sendo chamado de biliverdina. Por acao da biliverdina
redutase essa molécula é reduzida a bilirrubina, composto hidrofébico que é o produto final
da degradacao do heme.

A globina é degradada nos seus aminoacidos constituintes, que sao reutilizados para
suprir necessidades metabolicas gerais (Devlin, 2007).

A quantificacao da hemoglobina é muito importante para o diagnostico da anemia, que
é definida como uma situagao patoldgica que se caracteriza por uma diminuigdo da
concentragao de hemoglobina abaixo dos valores de referéncia para a idade e sexo.

Outro componente do eritrograma € o hematocrito, que corresponde a razao entre o
volume ocupado pelos eritrocitos e o volume total de sangue. Esse valor pode ser obtido
através de técnicas manuais, mas na atualidade os analisadores automaticos de hematologia
fornecem esse dado.

Além de quantificar as hemacias e determinar a quantidade de hemoglobina que estao
presentes nelas, o eritrograma da-nos ainda os indices hematimétricos como forma de

avaliar a qualidade do eitrécitos. Sao eles:

e Volume Corpuscular Médio (VCM): E calculado dividindo o
valor do hematocrito pelo nimero de eritrocitos presentes num
volume unitario de sangue. Atualmente os aparelhos avaliam
diretamente o VCM e utilizam este valor para obter o hematocrito.
O VCM expressa-se em fL. Este parimetro é importante para
classificar as anemias em microciticas (VCM abaixo dos valores de
referéncia), normociticas (VCM dentro dos valores de referéncia)
ou macrociticas (VCM acima dos valores de referéncia).

e Hemoglobina Corpuscular Média (HCM): Expressa a
quantidade média de hemoglobina que existe dentro de uma
hemacia, expressa em pg. Este indice é muito utilizado para
classificar as anemias em hipocromicas ou normocrémicas, se o
valor estiver diminuido ou normal, respetivamente, em relagao aos

valores de referéncia.



e Concentracio de Hemoglobina Corpuscular Média
(CHCM): E a concentragio média de hemoglobina presente em
todos os eritrocitos, expressa-se em g/dL.

e Red Cell Distribution Width (RDW): Avalia a variagao da
distribuicao dos eritrocitos quanto ao tamanho e reflete a diferenca

do tamanho dos eritrécitos (anisocitose).

3.1.2. Leucograma

E a parte do hemograma que expressa as caracteristicas qualitativas e quantitativas dos
leucocitos. Assim como nos eritrocitos, a sua contagem pode ser feita manualmente, porém
esta realidade hoje é praticamente inviavel, visto que quando feita de forma manual leva um
tempo consideravelmente maior que as metodologias automaticas. Entretanto, a avaliagao
humana ainda é muito importante, pois apesar da tecnologia dos aparelhos automaticos
continuarem evoluindo, as células brancas possuem grande diversidade de caracteristicas e
quando fogem ao padrao normal os contadores automaticos nao sao tao capazes, quanto um
profissional devidamente preparado, de realizar a correta identificagao e classificagao dos
leucocitos.

A contagem global e diferencial é muito importante para avaliar o estado de saude do
paciente, principalmente alteragoes nesta linhagem celular, desde as mais simples, como uma
inversao de formula (maior percentagem de linfocitos do que neutrofilos) até as mais graves,
como as leucemias e linfomas.

A contagem diferencial, também chamada de formula leucocitaria, visa classificar os
leucocitos quanto aos tipos celulares e estado de maturagao e identificacdo das atipias
celulares (Erichsen et al, 2009; Lorenzi, 2006).

Quanto a morfologia, os leucocitos sao classificados em polimorfonucleares e
mononucleares. Polimorfonucleares sao os leucocitos que, no seu estado mais avangado,
apresentam o nucleo com segmentacoes e compreendem os seguintes tipos de celulares:
neutrofilos, eosinofilos e basofilos. Leucocitos mononucleares siao aqueles que nao

apresentam lobulagao nuclear: Monocito e linfocito (Erichsen et al., 2009).



3.1.3. Plaquetograma

Consiste na contagem de plaquetas, manual ou automatizada.

As plaquetas sao muito pequenas e com diametros de 3 a 4 pm. A sua principal fungao
¢ a formagao do tampao mecanico durante a resposta hemostatica normal a lesao vascular.
Na sua auséncia, pode ocorrer vazamento espontaneo do sangue através dos vasos
sanguineos.

Além da avaliagao quantitativa, o analisador hematologico do laboratorio também da
infformagao acerca do volume plaquetirio médio (MPV). Este parametro encontra-se
aumentado em plaquetas grandes, o que pode ocorrer, por exemplo, em hemorragias agudas

e em plaquetopenias secundarias a destruicao imunoldgica (Erichsen et al, 2009; Hoffbrand,

2013).

3.1.4. CELL-DYN® Ruby

No LACCSMC existe o equipamento CELL-DYN Ruby (Figura 2), um analisador
automatico de hematologia para diagnostico in vitro e que realiza a contagem de células por
citometria de fluxo.

A citometria de fluxo € uma técnica que permite a analise multiparamétrica das células
sanguineas, individualmente. Esta técnica, introduzida na metade do século passada, era
utilizada apenas na contagem de células e na andlise do tamanho celular. Posteriormente,
Fulwyler (1965) idealizou o primeiro aparelho que visava a selegao de células especificas (cell
sorter). Esses instrumentos foram aperfeicoados na década de 1970, com a combinagao de
sondas fluorescentes e a separagao de células especificas. Iniciava-se entio a era da
separagao de células ativadas por fluorescéncia (fluorescence activated cell sorting — FACS), a
principio restrita a area de investigacao. Nas Ultimas duas décadas, a analise celular tornou-se
o principal objetivo da citometria de fluxo, sendo hoje uma técnica de uso rotineiro, tanto

em investigagdo como na area clinica (Lorenzi, 2006).



Figura 2: CELL-DYN®Ruby.

3.1.5 Valores de referéncia

Na tabela 3 encontram-se os valores de referéncia, utilizados no laboratério, do

hemograma de um homem adulto.

Tabela 3: Valores de referéncia do hemograma de um homem adulto no LACCSMC.

Valores de Referéncia para o Eritrograma

Eritrocitos 45 —6,5x10"%/L

~ .

Valores de Referéncia para o Leucograma

Valor de Referéncia para o Parametro Plaquetograma



3.2 Reticulocitos

Sao eritrocitos jovens que apresentam RNA ribossomal residual. Sao células que
abandonam a medula &ssea e terminam a maturagao celular (desaparecimento dos
ribossomas e sintese da hemoglobina) em aproximadamente 72 horas apés a entrada na
circulagao, em condigoes normais.

Para a sua visualizagao ao microscoépio é necessario utilizar uma técnica de coloragao
especial com azul-brilhante-de-cresil, por exemplo, que precipita o RNA em granulos, que se

encadeiam e formam um reticulo de facil observacao (Figura 3).

Figura 3: Reticulocitos em microscopia otica
(Adaptado de Theml, Color Atlas of Hematology).

No laboratério, a contagem de reticulocitos é feita de forma automatizada, porém, a
amostra deve ser preparada utilizando um kit para a contagem de reticuldcitos que
acompanha o autoanalisador. Os valores de referéncia sao de 0,5 — 2,5% de reticulécitos em
relagio ao numero total de eritrocitos do paciente, logo, deve-se sempre fazer o
hemograma da amostra antes da contagem de reticulocitos. De salientar que a contagem
manual era muito demorada, com alta variabilidade e apresentava resultados cujos valores
serviam apenas para dar uma ideia numérica imprecisa em casos de reticulocitoses obvias a
simples observagao microscopica (Failace et al,, 2009).

Esta andlise permite avaliar a resposta da medula 6ssea a um quadro de anemia e, com
isso, auxiliar na classificagao das anemias, dividindo-as em regenerativas e hiporregenerativas,

além de permitir avaliar a resposta ao tratamento (Erichsen et al, 2009).

10



3.3. Analise morfologica

As maquinas nao “veem” tudo, e o que nao veem pode ser clinicamente significativo

ou, pelo menos, biologicamente relevante (Failace et al.,, 2009).

No eritrograma

Policromatocitose

Pecilocitose (de um modo geral)

Pecilécitos especificos

Inclusées (Jolly, pontilhado baséfilo, outras)
Eritroblastos < 5% (salve alguns modelos top of line)
Rouleaux

No leucograma

Desvio & esquerda (hé flag Imm Grans/Bands em 80% dos casos com
neutrofilia, mas em menos de 40% dos casos sem neutrofilia); a
anomalia de Pelger-Huét nunca é notada

Granulagdes téxicas e corpos de Déhle

Plasmécitos

Linfécitos atipicos (hé flag Variant lymphs em 80% dos casos com
linfocitose, mas, em menos de 30%, sem linfocitose; identificam muitos
como mondcitos)

Linfécitos linfomatosos ou leucémicos em pequeno nimero
(hé Flog Blasts quando mais de 5-10%)

Linfécitos com granulagé@o ou vacuolizagdo anormais

Hairy cells geralmente aparecem como monécitos

No plaquetograma

Agregagdo, quando discreta (agregagdo acentuada sempre causa
Flag Pit oggregation)
Satelitismo plaquetério (héd trombocitopenia sem flag)

Figura 4: Alteragoes hematoldgicas nao identificadas pelos analisadores hematologicos automaticos
(Adaptado de Failace et al., 2009).

Analisando as informagoes da figura 4 é possivel notar que apesar da automatizagao ser
um recurso indispensavel na rotina de trabalho dos laboratérios de analises clinicas, a
microscopia ainda é necessaria para verificar caracteristicas morfologicas das células do
sangue.

Ao longo do dia, conforme as amostras vao sendo processadas pelo autoanalisador, é
necessario verificar se algum dos parametros dos respetivos hemogramas (Conforme a
Tabela 1) torna aquela amostra suscetivel de analise morfologica.

A técnica utilizada pelo laboratério para corar as laminas com esfregaco sanguineo é a
técnica de May Griinwald — Giemsa, que permite a visualizacido de todos os elementos
celulares do sangue periférico. Esta técnica contém uma mistura de corantes que cora os
eritrocitos, as plaquetas e os nucleos e citoplasmas dos globulos brancos de tons

avermelhados (quando acidos) ou azulados (quando basicos). A coloragao de May Griinwald



— Giemsa também € usada para corar esfregacos de medula 6ssea (Graga, 2007; Piaton,
2015).

A avaliagao morfoldgica dos eritrocitos é feita observando-se a zona de transigao entre
“corpo e cauda” do esfregaco. Nesta zona eles apresentam-se proximos uns dos outros, mas
nao estao sobrepostos, salvo alguma situagao atipica. Deve-se avaliar tamanho, forma,
coloragio e inclusdes citoplasmaticas. Como a microscopia é sempre feita apos o
hemograma, ao analisar os indices hematimétricos ja é possivel ter uma nogao de como os
eritrocitos estarao em relagao a cor (hipo ou normocrémicos) e tamanho (micro, normo ou
macrociticos), porém s6 com a microscopia € possivel verificar alteragoes na sua forma.

No esfregago de sangue normal os eritrocitos sao, na sua maioria, ligeiramente ovais
com palidez central, causada pela sua forma de disco biconcavo. Em condigoes anormais
podem assumir diferentes formas, situagao esta denominada de poiquilocitose. Algumas
dessas formas alteradas (tais como ovalocitos e equinocitos) sao comuns a varias condigoes
diferentes, portanto, nio possuem relevancia clinica, por vezes, nio sendo mencionada no
relatorio final da analise para nao induzir o clinico em erro. Ja os esferocitos e os
drepandcitos (eritrocitos falciformes), fornecem informagoes clinicas importantes. Na figura

5 é possivel observar algumas dessas alteragoes.

oed

4 #

Poiquilocitose Esferocitos Ovalécito Drepanécito

Figura 5: Exemplos de alteragoes na forma dos eritrocitos.
(Disponivel na internet: http://www.cellavision.com/en/cellavision-cellatlas).

A contagem diferencial de leucocitos manual é obtida pela observagao ao microscopio
de 100 leucocitos e anotagao da percentagem de cada tipo. Na rotina do laboratério, esta
analise € apenas feita para confirmar ou corrigir a contagem feita pelo aparelho.

Para a correta identificacido dos leucocitos é importante saber bem as suas
caracteristicas. Os neutrdfilos, em condi¢oes normais, sio os leucocitos que aparecem em
maior nimero no esfregaco. E classificado quanto a sua segmentacio nuclear em bastonete

(nGcleo em forma de bastao, geralmente curvado) ou segmentado (geralmente com dois a
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cinco lobulos, podendo apresentar maior nimero em determinadas patologias). Os linfocitos
possuem nucleo arredondado, cromatina densa e homogénea, geralmente apresentam
citoplasma escasso, mas podem apresentar citoplasma mais amplo de cor azul-palido.
Eosindfilos sao leucocitos com granulos alaranjados, brilhantes, grandes e individualizados no
citoplasma e com nucleo geralmente bilobulado. Ja os baséfilos caracterizam-se pela
presenca de granulos de cor azul escuro, grandes e que encobrem completa ou parcialmente
o nucleo. Por fim, o mondcito é caracterizado pelo tamanho grande, nucleo ovalado ou
reniforme, com cromatina de padrao delicado e citoplasma mais amplo, de cor azul-
acinzentado. Eventualmente podem apresentar vaclolos citoplasmaticos (Erichsen et al,

2009). A figura 6 contém uma representacao das células sanguineas normais.

Figura 6: Representacao das células do sangue. A: eritrécito; B: neutrofilo segmentado; C:
eosindfilo; D: Basdfilo; E: monécito; F: linfocito; G: plaqueta (Adaptado de Erichsen et al,, 2009).

Assim como os eritrocitos, os leucocitos possuem uma extensa variedade de
alteragdes na sua forma normal, as mais comuns sao alteragoes nos neutrofilos, que podem
apresentar: granulagoes toxicas; corpusculo de Dohle; vacuolizagao citoplasmatica;
hipogranulagao; hipersegmentacao.

As plaquetas também siao observadas durante a analise morfolégica do sangue
periférico. Ha um risco potencial para contagens falsamente baixas ou altas nos analisadores
hematologicos. Assim, agregados plaquetarios, macroplaquetas e plaquetas gigantes podem
conduzir a resultados falsamente diminuidos na contagem feita pelo equipamento. No
entanto, fragmentos de eritrécitos e microcitos com volume proximo do limite de corte das
plaquetas, lipémia, bactérias e leveduras podem conduzir a resultados falsamente

aumentados (Comar et al., 2009).



3.4. Grupos sanguineos

Algumas proteinas da superficie dos eritrocitos funcionam como antigénios, tendo sido
descrito cerca de 400 tipos diferentes. Esses antigenos agrupam-se em 29 sistemas, sendo os
mais importante clinicamente o: ABO, Rhesus, MNS, |, P, Lewis, Lutheran, Kell, Duffy, Kidd e
Xg.

No laboratério faz-se a determinagao do grupo sanguineo de acordo com os sistemas
ABO e Rhesus.

O sistema ABO classifica os tipos sanguineos em: tipo A (antigénio A), tipo B (antigénio
B) tipo AB (antigénios A + B) e tipo 0 (auséncia de A e de B).

Aos antigénios eritrocitarios A e B correspondem anticorpos naturais (aglutininas
naturais) anti-A e anti-B. Assim, nos individuos do grupo 0 sao encontrados anticorpos anti-
A e anti-B. Os anticorpos naturais sao imunoglobulinas, geralmente I1gM e IgG, e a reagao
com os antigénios correspondente é otima a temperaturas baixas (4°C), por isso sao
chamados de anticorpos frios, apesar de também serem reativos a 37°C. Ao entrar em
contacto com um tipo de sangue diferente do seu, o organismo produzira anticorpos contra
o antigénio eritrocitario estranho, que dara uma reagao antigénio/anticorpo violenta.

O sistema Rhesus (normalmente designado de Rh) é composto por dois genes
estruturais relacionados, RhD e RhCE, que codificam proteinas de membrana que possuem
os antigénios D, Cc e Ee. O gene RhD pode estar presente ou ausente, resultando nos
fenotipos Rh D+ e Rh D-, respectivamente. Anticorpos Rh raramente ocorrem de forma
natural. A maioria é resultado de transfusao ou gravidez anterior. Anticorpos anti-D (IgG)
sao capazes de atravessar a placenta durante a gravidez, caso a mae seja Rh— e tenha tido
uma gravidez anterior com um feto Rh+, pelo que numa posterior gravidez com um feto

Rh+ podem surgir graves complicacoes que se nao forem tratadas podem levar a morte

deste (Hoffbrand, 2013; Lorenzi, 2006).

3.5 Velocidade de sedimentacao

O teste da velocidade de sedimentagao das hemacias (VS) foi idealizado para auxiliar
no diagnostico da gravidez, sendo posteriormente empregado como indicador de doengas
inflamatorias ou infeciosas e até mesmo da condigao geral de saude ou doenca. Atualmente,
mesmo com a disponibilidade de exames complementares mais sofisticados, a VS continua a

ser solicitada com muita frequéncia.
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Entre as técnicas existentes para a determinagao da VS, a de referéncia é a técnica de
Westergren a qual exige que o tubo com a amostra de sangue seja mantido exatamente na
vertical e permanega em repouso pelo menos durante uma hora. A leitura é dada pela altura
da coluna de plasma, no limite de separagao com as hemacias sedimentadas. O resultado é
expresso em milimetros por hora (mm/h).

No laboratério, esse exame ¢ feito utilizando um instrumento automatizado BD
Vacutainer® Sedi-15™utilizando um tubo de colheita de sangue especifico para essa andlise.
Valores aumentados de VS geralmente estao associados com hemodiluigao (anemias agudas
ou croénicas), aumento de proteinas de fase aguda (erisipela, doenga reumatica), presenca de
proteinas plasmaticas anormais (mieloma multiplo), aumento de imunoglobulinas (processos
infeciosos ou inflamatérios) e uma associagio desses mecanismos (neoplasias malignas). E
importante salientar que os valores normais da VS aumentam com a idade do paciente.

Note-se que a VS é um exame muito inespecifico, pois varias situagoes clinicas e
fisiologicas alteram os seus valores normais, portanto, esse exame deve ser usado apenas
como auxilio no diagnostico, embora possa ser utilizado para a monitorizagao de pacientes

com doenga ja diagnosticada (Santos et al., 2009).

3.6. Hemostase

Hemostasia é o processo pelo qual o organismo procura controlar a perda de sangue
devido a lesao de um vaso sanguineo. Essa resposta deve ser eficiente e rapida para estancar
o sangramento e garantir a sobrevivéncia do individuo. No entanto, precisa de ser
estritamente controlada para evitar desenvolvimento de coagulos extensos, assim como
destrui-los apos a reparagao do vaso. O sistema hemostatico € um equilibrio entre
mecanismos pro-coagulantes e anticoagulantes, aliado a um processo de fibrindlise. Os cinco
principais componentes desse processo sao: plaquetas, fatores de coagulacao, inibidores da
coagulagao, componentes do sistema fibrinolitico e vasos sanguineos.

O mecanismo de hemostasia pode ser divido em duas fases. A primeira, denominada
de hemostasia primaria, ocorre logo apods a lesao do vaso sanguineo. Ha imediata constri¢ao
deste com a finalidade de diminuir o fluxo local e de permitir maior contacto entre as
plaquetas circulantes e o ponto onde o endotélio sofreu a lesao. Ao entrar em contacto com
o local lesado, as plaquetas aderem (adesao plaquetaria) e sao ativadas. Essa acumulagao de
plaquetas é chamada de tampao plaquetirio e é o primeiro mecanismo de defesa do

organismo contra a perda de sangue. Fora isso, as plaquetas ativadas libertam uma série de

15



substancias que: promovem a agregagao das plaquetas; ativam o mecanismo de coagulagao;
diminuem a permeabilidade vascular e mantém o tonus da rede vascular.

A fase secundaria da hemostasia compreende os eventos que se destinam a formagao
de um codagulo consistente, que se forma gragas a deposi¢do de uma rede de fibrina nas
plaquetas agregadas. A fibrina é formada pela ativagao dos fatores da coagulagao sanguinea,
desencadeada pela lesao do vaso.

A Ultima etapa da hemostasia, é o processo de fibrindlise, que tem a fungao de destruir
a fibrina formada quando esta ja ndo é mais necessaria. A fibrindlise também é importante

para lisar qualquer coagulo que surja na circulagio sanguinea (Figura 7) (Hoffbrand, 2013;

Lorenzi, 2006).

Vaso (parede lesada)

/

Constrigdo Subandatélio vascular exposio

¢ l

Aderéncia e .
agregagao de - Al E‘:ng_;l Ol'rl'a{f;:‘;ms
plaguetas Foaguiac:

| |

Tampdo ou plug plaguetdrio —————— = Codgulo —————— = Lise do codgulo

!

Fatores inibidores
e fibrindlise

Figura 7: Esquema da hemostasia (Adaptado de Lorenzi, 2006).

A coagulagao do sangue envolve um sistema de proteinas precursoras circulantes (os
fatores enzimaticos da coagulagiao), que tém por finalidade a transformagao da trombina e
posterior transformagao do fibrinogénio em fibrina. Ela rodeia os agregados plaquetarios nos
locais da lesao vascular e converte os tampoes primarios e instaveis de plaquetas em
tampoes firmes, definitivos e estaveis.

Antigamente, considerava-se que o mecanismo de coagulagao se processava por duas
vias distintas: a via intrinseca e a via extrinseca, que ocorriam segundo uma série de
acontecimentos ou de sequéncias de reagoes, chamada de cascata da coagulagao (Figura 8).
Atualmente sabe-se que in vivo o mecanismo de coagulagio é dividido em duas fases:
iniciagao e amplificagao. Na iniciagao sao produzidas pequenas quantidades (concentragoes
picomolares) de trombina e na fase de amplificagido a concentragao de trombina atinge

valores micromolares, um milhao de vezes maiores que a fase de iniciagao (Hoffbrand, 2013).
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Atendendo a que as reagoes que ocorrem na fase de iniciagao se confunde com as da
via extrinseca e que as da fase de amplificagao com as da via intrinseca, continua a usar-se
essas designagoes, sobretudo a nivel laboratorial pois permite uma mais facil interpretagao
dos resultados dos testes de screening da coagulacao.

Assim a fase de iniciagao € capaz de gerar trombina apés o contacto do fator tecidular
(FT) com o fator VIl ativado (Vlla), ativando o fator X (fator Xa) (Hoffbrand, 2013; Lorenzi,
2006), responsavel pela transformagao da protrombina em trombina, juntamente com o
fator Va.

A seguir na fase de amplificagdo, os fatores VIl e V sao ativados pela trombina formada
anteriormente. Nesta fase o fator Xa, juntamente com o fator Va, fosfolipidos e Ca*,
formam o complexo protrombinase o que resulta na grande produgao de trombina. Esta age

no fibrinogénio para formar o coagulo de fibrina (Hoffbrand, 2013).
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Figura 8: Cascata da coagulagao, vias intrinseca e extrinseca (Adaptado de LORENZI, 2006).



3.6.1. Avaliacao da hemostasia

A hemostase desempenha um papel muito importante para o bem-estar do paciente,
visto que o seu bom funcionamento é essencial para evitar hemorragias ou a formagao de
trombos desnecessarios na circulagio sanguinea. Assim, ao longo do tempo varios testes
foram desenvolvidos para avaliar a fungao hemostatica.

O hemograma, apesar de nao ser um teste especifico para a avaliagio da hemostase,
informa acerca do numero de plaquetas existente na circulagao sanguinea. Como estas
desempenham um papel muito importante na coagulagao, quando o seu numero esta abaixo
dos valores de referéncia (trombocitopenia) o paciente pode apresentar hemorragias.

Para o diagnostico dos desvios da hemostasia e coagulagao o laboratério possui o
equipamento semi automatizado Option®4 Plus da BioMérieux, que permite calcular o
tempo de protrombina (TP), o tempo de tromboplastina parcial ativado (TTPa) e quantificar
o fibrinogénio.

O TP avalia a via extrinseca da coagulagiao, possuindo valores aumentados nas
deficiéncias isoladas ou conjuntas dos fatores Il, V, VII, X e fibrinogénio. Esses quatro fatores
sao sintetizados no figado, dos quais trés sao vitamina K-dependentes (ll, VIl e X). Esta
andlise é usada para auxiliar no estudo das coagulopatias secundarias as doencgas
hepatobiliares, monitorizar pacientes que utilizam varfarina, como farmaco anticoagulante e
quando ha suspeita de deficiéncia da vitamina K. Os resultados podem ser expressos em
segundos, mas o ideal é que sejam expressos como razio internacional normalizada (INR),
que é a razao entre o TP do paciente e o TP de um plasma controlo normal, elevado ao
indice de sensibilidade internacional (ISI), que é um indice de afericao da tromboplastina

usada como reagente:

TP(paciente) )ISI
TP(controlo)

INR= (

Para pacientes que nao fazem uso de terapia anticoagulante, os valores de referéncia

para o INR estio entre 0,9 e |,l. Ja para pacientes em uso de anticoagulantes orais, os
valores de referéncia estao entre 2 e 3.

O tempo de tromboplastina parcial ativado avalia a via intrinseca da coagulagao e os

valores de referéncia vio de 30 a 40 segundos. E utilizado para a monitorizacio terapéutica
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de pacientes que utilizam heparina classica, pacientes hemofilicos e pacientes com
insuficiéncia hepatica.

A quantificagdo do fibrinogénio faz-se por um método que determina a taxa de
conversao do fibrinogénio em fibrina, na presenca de um excesso de trombina. Numa
amostra de plasma diluido, a concentragao de fibrinogénio é inversamente proporcional ao
tempo de coagulagao. Os valores de referéncia sao 200 a 400 mg/dL de fibrinogeno no

plasma humano.

3.7. Eletroforese de hemoglobinas

O LACCSMC possui um equipamento de eletroforese semi automatizado, o Pretty da
INTERLAB, que ¢ utilizado para realizar eletroforese de hemoglobinas e proteinas séricas.

A eletroforese de hemoglobinas tem como principal objetivo a detegao e quantificagao
da hemoglobina S (Hb S).

A Hemoglobina S é uma das mais comum das alteragoes hematologicas hereditarias
conhecidas no homem. E causada por mutagio no gene beta da globina, produzindo
alteragao estrutural na molécula. Ha troca de uma base nitrogenada do codao GAG para
GTG, resultando na substituicdo do acido glutimico pela valina na posicdo 6 da cadeia da [3-
globina. Os eritrocitos com a variante Hb S sofrem falcizagao, fisiologicamente provocado
pela baixa tensao de oxigénio, acidose e desidratagao. As células falcizadas passam entio a
apresentar a forma de foice ou de lua em quarto crescente, com consequéncias variaveis no
seu portador, dependentes da quantidade de hemoglobina S. A presenca de hemoglobina
Fetal no eritrocito com hemoglobina S oferece protegao a esta célula, contra o processo de
falcizacao, pois nao interage com hemoglobina S quando esta precipita.

O traco falciforme caracteriza o portador assintomatico, heterozigético para Hb S,
representado laboratorialmente pela presenca das hemoglobinas A e S. Os portadores nao
apresentam a doenc¢a, nem possuem anormalidades no nimero e forma das hemadcias,
geralmente evidenciados por analises de rotina. Porém, o portador do trago falciforme pode
apresentar sinais clinicos quando estiver em condicoes que propiciam o processo de
falcizagao, como hipoxia, acidose e desidratagao (Murao et al., 2007). Por outro lado, no
estado homozigotico (Hb SS), chamado também de anemia falciforme, as alteragoes clinicas e
hematoldgicas sao bem evidentes (Tomé-Alves et al., 2000).

Os globulos vermelhos em forma de foice nao circulam adequadamente na

microcirculagao, resultando tanto em obstrucao do fluxo sanguineo capilar como na sua
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propria destruicao precoce. Este mecanismo fisiopatologico acarreta graves manifestagoes
clinicas, com maior frequéncia apds os 3 meses de idade, as mais comuns e conhecidas sao:
hemolise, anemia e acidente vascular cerebral (AVC) (Di Nuzzo et al., 2004).

A pesquisa de Hb S é um exame obrigatério para militares que pretendem fazer parte
das tropas especiais, sendo de carater eliminatorio caso o candidato seja homozigético (Hb
SS) ou heterozigotico (Hb AS), pois militares das tropas especiais tem de estar aptos a
passar por condicoes em que essa patologia os impede de atuar de forma plena, além de ser

um risco para a saude do militar.
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Figura 9: Exemplo de separagao eletroforética de hemoglobinas e perfis eletroforéticos. (A) Gel de
separagao eletroforética de hemoglobinas. (B) Perfil eletroforético normal. (C) Perfil eletroforético
de um paciente com Hb S (Heterozigético). (Material cedido pelo LACCSMC).

Na figura 9 pode observar-se um gel com separagao eletroforética de hemoglobinas
em amostras de treze militares, dos quais apenas uma (amostra 8) apresenta Hb S (imagem
A). A imagem B representa o perfil eletroforético normal e a imagem C o perfil
eletroforético da amostra 8, onde pode se ver claramente a elevada percentagem de Hb S.

O laboratoério possui ainda um cromatografo (ADAMS A, ®HA-8160 da ARKRAY)
que faz a separagao e a quantificagao das Hb A,, Hb F e Hb S, utilizando a técnica de HPLC.
Desta forma, o sangue do paciente é analisado por duas técnicas diferentes garantindo a
confiabilidade do resultado final. Na figura 10 mostra-se um cromatograma de um paciente

normal (esquerda) e de um paciente com trago falciforme (direita).
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Figura 10: Cromatogramas de um paciente sem alteracoes (esquerda) e de um paciente portador
do traco falciforme (direita). (Imagens cedidas pelo LACCSMC).

3.8. A minha experiéncia no setor de hematologia

A primeira coisa a ser feita no inicio da rotina laboratorial é ligar os analisadores. A
seguir sao processados os controlos internos de hematologia, embora para a coagulacao e
Hb A,. seja sé processado uma vez por semana (segunda-feira). Caso algum teste de
parametro analitico nao esteja dentro dos valores de referéncia é necessario tomar as
medidas corretivas, que vao desde a simples repeticio do teste até ao contacto com a
assisténcia técnica do aparelho.

Apos o controlo dos analisadores, as amostras dos pacientes podem ser processadas,
sempre atentos para qualquer valor muito alto, muito baixo ou discrepante do histérico do
paciente.

Nos hemogramas as alteragdes mais comuns durante a minha permanéncia no setor
foram anemia, trombocitopenia, inversao da formula leucocitaria e monocitose. Assim, eram
sempre feitos esfregacos sanguineos desses pacientes, porém eu tinha a liberdade de
preparar laminas de pacientes que nao se enquadravam nos critérios estabelecidos pelo
laboratério (Ver Tabela |). A andlise morfologica do sangue era feita pelo diretor técnico do
laboratorio, que aproveitava o momento em que observava as laminas para me ensinar ou
testar os meus conhecimentos em hematologia, desde temas muito basicos até assuntos
pouco comuns. Também pedia para eu fazer a identificacado do que estava no campo do
microscopio e a contagem diferencial dos leucocitos sem o resultado do hemograma do

respetivo paciente previamente obtido no autoanalisador.
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Um caso interessante aconteceu quando, ao tentar processar o hemograma de uma
paciente idosa, o aparelho mostrava varios sinais de erro que persistiam ao tentar repetir a
analise. Quando fui preparar o esfregago do sangue notei que o mesmo apresentava varios
granulos, que transmiti ao diretor e que ele suspeitou que a paciente tivesse crioaglutininas.
Assim, sugeriu que o tubo com o sangue da paciente ficasse na estufa a 37°C por algumas
horas. Apds esse tempo, a amostra foi novamente analisada e desta vez, todos os
parametros estavam de acordo com os valores de referéncia.

Muitas vezes foi necessario que um dos técnicos do laboratoério fosse fazer a colheita
de amostras externa, a militares que estavam em treino ou em quarteis que ficavam longe de
hospitais militares. Nessa situagao algumas amostras vinham mal colhidas ou com volume
insuficiente para as analises requeridas. Houve uma situagdo em que o sangue coagulou no
tubo com EDTA, pelo que o hemograma foi feito utilizando a amostra do tubo da VS, sé que
este apresenta um volume de anticoagulante maior que o tubo de EDTA, pelo que é
necessario multiplicar os valores do hemograma por [,2 para evitar resultados falsamente
diminuidos.

Avalio como positiva as experiéncias que tive neste setor. Pude por em pratica os
conhecimentos adquiridos nas aulas teoricas, melhorar as minhas capacidades na anilise
morfoldgica do esfregago sanguineo e desenvolver sentido critico para a andlise dos

resultados.
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4. BIOQUIMICA

A Bioquimica Clinica cobre aspetos relevantes para a medicina e explica o
funcionamento do organismo como um grande sistema de reagdes quimicas. Foca-se nas
alteragoes bioquimicas que ocorrem em situagoes patologicas e orienta no sentido do que
deve ser feito para restaurar as fungdes normais. Além disso, a bioquimica clinica consegue
explicar como o estilo de vida tem influéncia na saude.

O organismo humano ¢, por um lado, um sistema metabdlico integrado,
cuidadosamente controlado e, por outro lado, um sistema que é aberto e se comunica com
o ambiente. Apesar destas duas caracteristicas aparentemente contraditérias, o organismo
funciona no sentido de manter a composi¢ao quimica do seu meio interno constante.
Assegura regularmente as necessidades energéticas (consumo de alimento) e de agua, e a
captagao de oxigénio requerido para o metabolismo oxidativo (a respiragao €, de fato, uma
reagao de combustao a baixa temperatura e controlada). A energia gerada pelo metabolismo
assegura normalmente as necessidades energéticas e mantem a temperatura corporal. O
organismo elimina didéxido de carbono, agua e residuos nitrogenados mantendo o equilibrio
azotado. A quantidade e a composicao dos alimentos que consumimos tém impactos
significativos na nossa saude. Tanto a desnutrigao, quanto a obesidade, sao atualmente os
principais problemas de saide publica no mundo. Um dos aspetos relevantes da Bioquimica
Clinica é a compreensao das interagoes entre a nutricao, o metabolismo e a genética na
salde e na doenga (Baynes e Dominiczak, 2010).

Com o avango da ciéncia foi possivel identificar marcadores bioquimicos que permitem
avaliar o estado de saude, bem como desenvolver técnicas (no inicio manuais, hoje
automatizadas) que permitem avaliar esses marcadores que servem de auxilio para o
diagnostico de uma patologia, ou para acompanhar a evolugao do estado de saude do
paciente durante a terapéutica.

No LACCSMC, as analises nos ambitos da Bioquimica e da Imunologia sao efetuadas
no mesmo espaco fisico, designado “Setor de Bioquimica e Imunologia”, pois o aparelho
automatizado ARCHITECT ¢i8200 é composto por dois modulos, um que realiza os ensaios
bioquimicos e o outro, os imunoensaios.

As amostras para anadlises bioquimicas e/ou imunolégicas devem ser colhidas para um
tubo que contém um ativador da coagulagao, que faz com que o processo de coagulagao seja

acelerado, e também um gel separador. Apos a colheita deve-se deixar o tubo em repouso
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por uns quinze minutos, em média, para que haja a completa retragao do coagulo. A seguir, a

amostra é centrifugada para a separagao do soro e analise posterior.

4.1. Avaliacao da funcao hepatica

O figado é um o6rgao que desempenha multiplas fungdes metabdlicas, excretoras e
secretoras, de armazenamento, circulatérias e fungoes criticas na coagulagao sanguinea.

A sintese e o metabolismo dos hidratos de carbono estao centralizados no figado. O
glicogénio ¢ sintetizado a partir da glicose proveniente dos hidratos de carbono ingeridos e
armazenados no figado, com posterior reconversao a glicose, quando necessario. Uma
importante fungao também localizada no figado, é a gliconeogénese, definida como a
obtencao de glicose a partir de aminoacidos e outros compostos. Além disso, outras
hexoses sao convertidas em glicose pelas células hepaticas.

A maioria das proteinas plasmaticas sao sintetizadas no figado. Entre elas estao a
albumina, fibrinogénio, Q,-antitripsina, haptoglobina, transferrina, a,-fetoprototeina e
protrombina. No figado, ocorre também a desaminagao do glutamato como a principal fonte
de amonia, convertida posteriormente em ureia.

A sintese das lipoproteinas plasmaticas VLDL e HDL, assim como a conversao da
acetil-CoA em acidos gordos, trigliceridios e colesterol sao realizadas no figado. Este 6rgao é
o principal local de remogao dos quilomicrons “remanescentes”, assim como do
metabolismo ulterior do colesterol a acidos biliares.

A formagao de corpos cetdnicos estimulada pela acumulagao de acetil-CoA ocorre,
quase exclusivamente, no figado.

O local de armazenando das vitaminas lipossoluveis (A, D, E e K) e varias vitaminas
hidrossoluveis como a vitamina B2 é o figado. Outra fungao relacionada com as vitaminas é
a conversao do caroteno a vitamina A.

O figado ¢ a fonte de somatomedina e angiotensina além da depuragao metabolica de
outras hormonas. Como fonte de transferrina, ceruloplasmina e metalotioneina, este orgao,
exerce papel fundamental no transporte, armazenamento e metabolismo do ferro, cobre,
zinco e outros metais.

O mecanismo mais importante na atividade desintoxicante é o sistema microssomial
de metabolizagao de xenobidticos. Este sistema é induzido por varios compostos e €
responsavel por mecanismos de desintoxicagao (biotransformagao) que incluem oxidagao,

reducao, hidrélise, hidroxilagao, carboxilagao e desmetilagao. Estes mecanismos atuam na
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conversao de compostos nocivos ou pouco solUveis em substancias menos toxicas ou mais
sollveis em agua e, portanto, excretadas pelo rim.

A conjugacao com o acido glicurénico, glicina, acido sulfurico, glutamina, acetato,
cisteina e glutationa, converte substincias insolliveis em formas sollveis passiveis de
excregao renal.

O figado secreta a bile, que é composta de pigmentos biliares (fundamentalmente,
ésteres da bilirrubina), acidos e sais biliares, colesterol e outras substancias extraidas do
sangue (alguns corantes, metais pesados, enzimas). Os dcidos biliares primarios sao formados
no figado a partir do colesterol. Os acidos biliares sao conjugados com a taurina ou glicina,
formando os sais biliares. Estes sais atingem os intestinos quando a vesicula biliar contrai
apos cada refeicao. Aproximadamente 600 mL de bile é vertida por dia no duodeno, onde
participa na digestao e absorg¢ao dos lipidos.

Tendo em mente a grande versatilidade do figado é evidente que quando esse 6rgao
comega a trabalhar de forma anormal varias fungoes do nosso organismo comegam a operar,
por consequéncia, com ineficiéncia. Logo, € importante a existéncia de varios biomarcadores
da fungao hepatica, para averiguar a sua funcionalidade (Motta, 2003).

As aminotransferases (transaminases) fazem parte dos biomarcadores mais comuns da
funcao hepatica. A alanina aminotransferase (ALT/TGP) é encontrada principalmente no
figado e nos rins e em menores quantidades no coragao e musculo esquelético. A aspartato
aminotransferase (AST/TGO) é encontrada principalmente no coracao, figado, musculo
esquelético e rins. Quando ocorre o aumento dessas enzimas para além dos valores de
referéncia é sinal que ha lesao hepatocelular, no entanto, é importante monitorizar a
evolugao desses valores para conseguir um diagnostico mais exato (Williamson et al,, 2013).

Outro dado relevante é a relagao AST/ALT, que geralmente é superior a um na
doencga hepatica alcodlica, e inferior a um na esteatohepatite nao-alcodlica. (Zamin Jr et al,
2002).

A albumina é a proteina plasmatica mais abundante, sendo responsavel por
aproximadamente metade da quantidade total de proteinas plasmaticas. Por causa de sua alta
concentragao plasmatica e do seu tamanho relativamente pequeno, a albumina também é o
principal componente proteico da maioria dos liquidos corporais extravasculares, incluindo o
liquido intersticial, a urina e o liquido amnidtico. Aproximadamente 60% do total da
albumina do corpo encontra-se no espago extravascular. Ela nao tem cadeias laterais de
hidrato de carbono, mas é altamente solivel em agua devido a sua elevada carga global

negativa a pH fisiolégico (Burtis; Bruns, 2008). Possui grande influéncia no efeito osmotico
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do plasma e é responsavel pelo transporte de varias substancias pouco sollveis em agua.
Valores aumentados geralmente indicam desidratagao, enquanto que valores diminuidos
podem ser causados por sintese diminuida, reagao de fase aguda, inflamagao, doenca crénica,
excesso de perda pela superficie corporal, aumento do seu catabolismo e expansao do
volume plasmatico (Motta, 2003; Williamson et al, 2013).

Outro parametro que avalia a fungao hepdtica é a concentragao das proteinas séricas
circulantes, chamado de proteina total. Valores aumentados indicam normalmente
hipergamaglobulinemias (mono ou policlonal) ou estados hipovolémicos. Valores diminuidos
sdo sugestivos de: sintese diminuida ou ineficaz de proteinas (doenga hepatica grave), perda
aumentada, catabolismo aumentado e aumento do volume plasmatico (Motta, 2003;
Williamson et al,, 2013).

A bilirrubina provém do processo natural de morte dos eritrocitos. E uma substancia
muito apolar e é transportada para o figado através da circulagao sanguinea ligada a albumina
(bilirrubina indireta ou nao-conjugada). Neste o6rgao, a UDP-glicuronil transferase catalisa a
rapida conjugagao com o acido UDP-glicurénico, produzindo a bilirrubina conjugada que é
excretada na bile. O aumento dos valores dessas bilirrubinas no soro pode ser indicativo de
alteragao da fungao hepatica.

A fosfatase alcalina (ALP) é, na verdade, uma familia de enzimas relativamente
inespecifica, que catalisam a hidrolise de varios fosfomonoésteres a pH alcalino. O pH otimo
da reagao in vitro situa-se proximo de 10, mas depende da natureza e concentragao do
substrato utilizado. Esta enzima esta amplamente distribuida nos tecidos humanos,
nomeadamente na mucosa intestinal, figado (canaliculos biliares), tubulos renais, bago, ossos
(osteoblastos) e placenta. A forma predominante no soro em adultos normais provém,
principalmente do figado e esqueleto. Uma diversidade de patologias pode levar a valores
elevados de ALP no soro, mas a que mais se relaciona com o figado € a obstrugao do ducto
biliar.

A gamaglutamiltransferase (GGT) tem um papel fundamental no ciclo da glutationa
(GSH), o principal antioxidante das células. Esta enzima metaboliza a GSH presente nos
fluidos extracelulares nos seus aminoacidos constituintes, que sao o acido glutimico, a
cisteina e a glicina. A cisteina é utilizada pelas células para a produgao de uma nova GSH
(Whitfield, 2001). A atividade desta enzima ligada a membrana provém principalmente do
figado. Ela é um indicador sensivel da presenga de doenga hepatobiliar, estando elevada na
maioria dos individuos com doenga hepatica independentemente da causa. A sua utilidade

clinica, entretanto, € limitada pela falta de especificidade. Assim como com a ALP, a GGT
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encontra-se mais elevada nos casos de obstrugao biliar intra e pos-hepatica, alcangando
atividades que variam de 5 a 30 vezes o limite de referéncia superior. Valores muito
elevados da GGT também sao observadas em pacientes com neoplasmas hepaticos
primarios ou metastaticos. Nessas condigoes, as variagoes podem ocorrer precocemente e
sao mais pronunciadas do que aquelas de outras enzimas hepaticas. Elevagoes moderadas
(duas a cinco vezes o limite de referéncia superior) ocorrem em hepatites infeciosas.
Pequenos aumentos da atividade de GGT sao observados em pacientes com esteatose
hepatica e aumentos similares, mas transitorios, sio notados em casos de intoxicagao por
drogas. Na pancreatite aguda ou croénica e alguns tipos de malignidades pancreaticas
(especialmente se associadas a obstrugao hepatobiliar), a atividade enzimatica pode ser de 5
a |5 vezes o limite de referéncia superior.

Atividades aumentadas de GGT sao encontradas nos soros de pacientes com hepatite
alcodlica e na maioria dos soros de pessoas que sao alcodlicos crénicos. Concentragoes
aumentadas da enzima também siao encontradas no soro de individuos que fazem uso de
farmacos anticonvulsivantes, tais como a fenitoina e o fenobarbital. Este aumento na
atividade da GGT no soro pode refletir a indugao da atividade enzimatica pela agao do alcool
e de farmacos e/ou pelos seus efeitos toxicos nas estruturas microssomais das células

hepaticas (Burtis; Bruns, 2008).

4.2. Avaliacao da funcao renal

O sistema renal atua na regulagao dos fluidos, eletrolitos e na eliminagao dos residuos
metabdlicos. Os rins sao os componentes mais importantes desse sistema pois tém a
capacidade de: eliminar os residuos metabolicos, reter nutrientes, regular o equilibrio
eletrolitico e sintetizar substancias (eritropoetina, renina, prostaglandinas e a forma ativa da
vitamina D).

No laboratorio, a fungao renal é avaliada pela quantificagao da ureia e creatinina,
andlise da urina e pela taxa de filtragcao glomerular (TFG) que pode ser determinada através
da clearance da cretinina ou calculada — taxa de filtracdo glomerular estimada (TFGe). A
determinagao sérica da creatinina é o método mais usado para avaliagio da fungao renal,
embora apresente limitagoes, como interferéncias na determinagiao e baixa sensibilidade na
detecdo de graus menos avancados de perda de fungao renal. Somente apos a perda de
aproximadamente 50% da fungao renal é que a concentragao da creatinina sérica comega a

aumentar e nao ha proporcionalidade entre a perda da fungao e os valores séricos.
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A concentragao da creatinina sérica pode ser influenciada nao so6 pela taxa de filtragao
glomerular, mas também pela massa muscular e atividade fisica. Valores reduzidos sao
observados na distrofia muscular, paralisia, anemia e leucemia, enquanto que valores
aumentados ocorrem na glomerulonefrite, insuficiéncia cardiaca congestiva, desidratagao e
choque hipovolémico (Ross et al., 1998).

A TFG é considerada a melhor medida global da fungao renal, ajudando a determinar
se existe alguma lesao renal. Se a taxa de filtragao glomerular se encontra diminuida, indica
que os rins n3o estao a funcionar de forma adequada. Na pratica clinica é muitas vezes

determinada por calculo, com base em varias formulas, nomeadamente, a CKD-EPI:

TFGe(mL/min/1,73 m?) = 141 x min(Cre/k, 1)* x max(Cre/k, 1)"?**x 0,993'%

Nesta formula “Cre” € a creatinina sérica, “k” € 0,7 para mulheres e 0,9 para homens,
“a” é 0,329 para mulheres e 0,411 para homens, “min” indica o minimo de Cre/k ou I,
“max” indica o maximo de Cre/k ou |. Caso seja uma paciente do sexo feminino, deve-se
multiplicar o resultado por 1,018. Quando for um paciente afro-americano, o resultado final
deve ser multiplicado por I,159 (Levey et al., 2009).

O catabolismo das proteinas e dos acidos nucleicos resulta na formagao de ureia e
amonia. A ureia é sintetizada principalmente no figado, e mais de 90% sao excretados pelos
rins. A determinagao da ureia é o teste de triagem mais comum para avaliagio da funcao
renal e valores superiores aos de referéncia indicam que a fung¢ao renal esta comprometida.

Embora a andlise da urina seja realizada noutro setor do laboratério, € importante
menciona-la. E constituida por um conjunto de provas nio invasivas e baratas que fornecem
informacdes sobre varias funcdes metabédlicas do organismo. E (til no diagndstico e
tratamento de doenga renal ou do trato urinario como, também, na detecao de doengas
metabolicas ou sistémicas nao relacionadas com o rim. O teste consiste na verificagao da cor
e aspeto da amostra; determinagao do pH e densidade; pesquisa de proteinas, glicose,
corpos cetoénicos, urobilinogénio, bilirrubina, sangue, nitrito e leucécitos. Estes parametros
sao analisados utilizando tiras reagentes que sao lidas pelo aparelho Uritest 300A. Também é
feita a analise do sedimento urinario. Durante a observagao do sedimento ao microscépio
deve estar-se atento para a presenca de células epiteliais, leucocitos, hemacias e cristais.

Outro exame relevante é a avaliagaio de baixas concentragoes de albumina
(microalbuminuria) em amostra de urina espontinea ou urina de 24 horas. E um indicador
do aumento da permeabilidade capilar e serve como um marcador inicial da lesao renal.
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Conclui-se que a avaliagao da fungao renal nao é simples, pois é necessario a analise de

varios parametros para que seja possivel a sua correta avaliagao.

4.3. Diabetes mellitus

O corpo humano, bem como o de outros seres vivos, necessita de um fornecimento
constante de energia que, é obtida primariamente através da nossa alimentagao. Os
substratos energéticos mais importantes em mamiferos sao a glicose e os acidos gordos.
Apos a ingestao de alimentos o seu excesso € armazenado para ser novamente libertado,
caso necessario. Isto salvaguarda a falta de energia entre as refei¢coes e, em circunstancias
extremas, pode garantir a sobrevivéncia de um organismo por semanas e meses.

Em circunstancias normais, a glicose é o unico combustivel usado pelo cérebro, pelo
que, o seu suprimento continuo é essencial para a sobrevivéncia. A glicose também é
preferencialmente usada pelo musculo durante os periodos iniciais de exercicio. Se o jejum é
mais longo, outro mecanismo de aporte de glicose entra em jogo, a sua sintese a partir de
moléculas que nao sao hidratos de carbono (gliconeogénese). A garantia de um
fornecimento continuo de glicose é uma das principais fungoes do metabolismo energético.

A homeostase da glicose é controlada, por um lado, pela hormona anabdlica insulina e,
por outro, por hormonas catabolicas (glucagon, catecolaminas, cortisol e hormona do
crescimento), conhecidas também como hormonas hiperglicemiantes (Baynes e Dominiczak,
2010).

A insulina é produzida e armazenada nas células 3 do pancreas- Apds uma refeicao o
aumento da concentragao de glicose nessas células funciona como um estimulo para que a
insulina seja secretada. Ela tem como principal fungao permitir a entrada de glicose nas
células.

A diabetes mellitus caracteriza-se por um estado de intolerancia a glicose e
hiperglicémia em jejum resultante da aciao deficiente da insulina. Apresenta, também,
anormalidades no metabolismo dos hidratos de carbono, proteinas e lipidos.

Atualmente a diabetes é dividida em dois tipos: tipo | e tipo Il. Na diabetes tipo |
ocorre destruicao das células 3 do pancreas, normalmente devido a um processo autoimune
(forma autoimune; tipo |A) ou menos comumente de causa desconhecida (forma idiopatica;
tipo 1B). Na forma autoimune ha um processo de insulite e estao presentes autoanticorpos

circulantes.
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A diabetes tipo Il € mais comum do que a tipo |, perfazendo cerca de 90% dos casos
de diabetes. E uma entidade heterogéna, caracterizada por distdrbios da agio e secrecio da
insulina, com predominio de um ou outro componente (Gross et al,, 2002).

Atualmente, 415 milhoes vivem com diabetes no mundo e a perspetiva é de que esse
numero aumente para 642 milhdes até 2040, segundo o relatorio de 2015 da Federagao
Internacional de Diabetes.

De acordo com a Norma da Direcgao-Geral da Saide N° 002/2011 o diagndstico da
diabetes ¢é feito com base nos seguintes parametros e valores para plasma venoso na
populagao em geral: glicémia de jejum 2 126 mg/dL (ou 2 7,0mmol/L); ou sintomas classicos
+ glicémia ocasional 2 200 mg/dL (ou 211,I mmol/L); ou glicémia 2 200 mg/dL (ou 211,
mmol/L) as 2 horas na prova de tolerancia a glicose oral (PTGO) com 75 g de glicose; ou
hemoglobina glicada A, 2 6,5% .

Além da determinagao da glicémia em jejum, é feito no laboratério a PTGO, que
também auxilia no diagnostico da diabetes. O paciente, em jejum, ingere uma solugao que
contem 75 g de glicose e apds duas horas ¢é feita a determinagao da glicémia. Diferente da
glicémia em jejum, este teste requer um cuidado adicional. Antes do inicio do teste é
determinada a glicémia capilar. Caso o paciente apresente valores iguais ou superiores a 150
mg/dL fica impossibilitado de realizar a PTGO. Outra situagao especial é no diagnostico da
diabetes gestacional, em que a PTGO é feito com a ingestao de 75 g de glicose e a medigao
da glicémia ¢é feita apos 2 horas. E critério para diagnostico de diabetes gestacional um valor
de glicémia 2 153 mg/dL (ou = 8,5 mmol/L).

No caso de pacientes com diagnéstico de diabetes ja confirmado um excelente exame
para fazer o controlo dos niveis da glicémia é a quantificacao da hemoglobina glicada. Esta é
formada pela reagao entre a hemoglobina A e a glicose. A membrana da hemacia é altamente
permeavel a molécula de glicose, fazendo com que a hemoglobina presente no seu interior
fique exposta praticamente a mesma concentragao da glicose plasmatica. A glicagao ocorre
em maior ou menor grau, conforme o nivel de glicémia. A hemoglobina glicada permanece
dentro das hemacias e a sua concentragao, num determinado momento, depende,
basicamente, do valor da glicémia média e da meia-vida das hemacias (Sumita et al.,, 2008).

Apesar de ser um parametro bioquimico, esta anadlise é realizada no setor de
hematologia do laboratério, em que a amostra de sangue total colhido para o tubo com
EDTA. A determinagao da Hb A,  é utilizada para avaliar a glicémia média dos 2-3 meses
anteriores. Assim, mesmo que a glicémia de jejum apresente valores normais, a Hb A,. nao

vai deixar o paciente enganar o médico. Se os valores da hemoglobina glicada estiverem
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dentro dos valores de referéncia, o clinico possui uma indicagao confiavel relativamente a
terapia usada e probabilidade de lesoes microvasculares (Saudek, 2009).

E de salientar que a determinagio de Hb A,  pode apresentar resultados falsamente
aumentados ou diminuidos. Pacientes que possuem anemia ou alguma patologia que diminua
o tempo de vida média dos eritrocitos, deficiéncia da glicose-6-fosfato desidrogenase por
exemplo, apresentam determinagoes com resultados falsamente diminuidos. Por outro lado,
o uso excessivo de suplementos de vitaminas C, B e E, colesterol elevado, doengas hepaticas

e renais podem levar a resultados falsamente aumentados (Sherwani et al,, 2016).

4.4. lonograma

Os eletrdlitos sao os anides ou catides com cargas elétricas negativas ou positivas,
respetivamente. Os principais eletrolitos encontrados no homem sao: sédio, potassio, calcio,
magnésio, cloreto, fosfato, bicarbonato e sulfato.

A sua fungao no organismo vivo é bastante variavel. Praticamente nao existe nenhum
processo metabdlico que nao seja afetado pelos eletrolitos. No laboratério faz-se a
determinagao do sddio, potassio, calcio e cloreto.

O sdédio, que é o principal catido extracelular, exerce uma importante influéncia sobre
a osmolalidade plasmatica. Desempenha um papel central na manutengao da distribuicao
normal da agua e pressao osmotica.

O sédio € livremente filtrado pelos glomérulos. Setenta a oitenta por cento da
quantidade de Na’ filtrada é entdo ativamente reabsorvida nos tubulos proximais com o
cloreto, e a agua segue passivamente de maneira isosmotica e eletricamente neutra.

As alteragoes no sodio sérico refletem, com mais frequéncia, alteragées do equilibrio
hidrico, do que do equilibrio do sédio. E ajustado pela hormona antidiurética e pelos
recetores de sede para manter a osmolalidade e o volume do plasma. Apresenta valores
elevados na desidratacao e no hiperaldosteronismo.

O cloreto ¢ o principal aniao extracelular. Juntos, sodio e cloreto representam a maior
parte dos constituintes osmoticamente ativos do plasma. Ele esta envolvido de forma
significativa na manutencao da distribuicdo da agua e na pressao osmotica. Em contraste as
suas altas concentracoes no fluido extracelular, a concentracio de ClI° nos fluidos
intracelulares é muito baixa.

Os ides cloreto da alimentagao sio quase que completamente absorvidos no trato

intestinal, filtrados do plasma pelos glomérulos e passivamente reabsorvidos, junto com o
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Na®, nos tlbulos proximais. No ramo ascendente da ansa de Henle, o CI" é ativamente
reabsorvido pela bomba de cloreto, cuja agio promove a absor¢io passiva de Na’. Os
diuréticos de ansa, como a furosemida, inibem a bomba de cloreto. O CI" excedente ¢
excretado na urina e também é eliminado no suor. A determinagao deste iao é usada como
um indicador de fibrose quistica (Burtis; Bruns, 2008).

O potassio é um iao intracelular primario. As concentragoes intracelulares elevadas
sdo mantidas pela Na'/K" ATPase, que transporta continuamente potdssio para dentro da
célula contra um gradiente de concentragao. Antes de quantificar o potassio € importante
observar se a amostra apresenta hemolise, uma vez que os globulos vermelhos contém
potassio que vai aumentar o potassio sérico. A quantificagdo do potassio sérico ajuda na
avaliagdo do equilibrio eletrolitico, arritmias cardiacas, fraqueza muscular, encefalopatia
hepatica e insuficiéncia renal. Hipercaliemia e hipocaliemia funcionam como parametros
auxiliares para o diagnostico de varias patologias.

A determinagao do calcio € muito Util para o diagndstico e monitorizagao de uma
ampla variedade de disturbios, incluindo disturbios das proteinas e da vitamina D, bem como

doencas oOsseas, do rim, das glandulas paratiréides ou do trato gastrintestinal.

4.5 Perfil lipidico

Os lipidos sao moléculas organicas insollveis em agua, porém sollveis em solventes
apolares. Estao presentes em todos os tecidos e apresentam grande importancia em varios
aspetos da vida. Atuam como hormonas ou precursores hormonais, substrato metabdlico,
componentes estruturais e funcionais das biomembranas, isolante que permite a conducao
nervosa e previne a perda de calor. Os lipidos principais no plasma humano sao o colesterol,
ésteres de colesterol, triglicerideos, fosfolipidios e os acidos gordos nao esterificados
(Motta, 2003).

As lipoproteinas sao complexos lipoprotéicos que transportam os lipidos apolares
(insoliveis em agua) no seu nucleo. Estes complexos sao constituidos por quantidades
variaveis de colesterol e seus ésteres, triglicerideos, fosfolipidios e apoproteinas, sendo
sollveis no plasma devido a natureza hidrofilica da parte proteica. Com base na densidade,
as lipoproteinas plasmaticas sao separadas em: quilomicrons, lipoproteinas de muito baixa
densidade (VLDL), lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e lipoproteinas de alta densidade
(HDL) (Motta, 2003).
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Os ensaios de rotina disponiveis no laboratorio para a andlise dos lipidios e
lipoproteinas sao: concentragoes séricas do colesterol (total, c-LDL e c-HDL) e
triglicerideos (TG).

Os triglicerideos, constituem uma importante fonte de energia para o orgasnimo,
sendo armazenados no citosol dos adipocitos e transportados no plasma integrados nas
lipoproteinas, em particular nas VLDL e quilomicrons. Apds a ingestao de alimentos, os
niveis sanguineos de TG aumentam devido ao aumento de quilomicrons. Os niveis elevados
de triglicerideos no sangue estao associados a risco aumentado de doenga cardiovascular e
aterosclerose.

O colesterol é o esterol em maior quantidade nos tecidos humanos. E transportado na
corrente sanguinea incorporado nas lipoproteinas. E necessirio para a constituigio das
membranas celulares e como precursor dos acidos biliares, progesterona, vitamina D,
estrogénios, glicocorticoides e mineralocorticoides. Valores de colesterol total aumentados
ocorrem, principalmente, em pacientes com uma dieta, ao longo da vida, com alto teor de
colesterol e gorduras, e em pacientes com varios defeitos genéticos, entre os quais a
hiperexpressao do gene PCSK9, que diminui o nimero de recetores hepaticos para as LDL,
causando hipercolesterolemia (Horton et al,, 2009).

O c-HDL é conhecido como bom o colesterol, tendo multiplas fungoes benéficas,
nomedamente o transporte reverso do colesterol. Valores elevados podem indicar que o
paciente sofreu perda de peso e/ou que pratica exercicios fisicos regulares, mas valores
elevados também podem indicar doenga hepatica cronica.

O c-LDL é popularmente conhecido como o mau colesterol e os seus niveis elevados
estao associados a aterosclerose e coronariopatias. Diferente dos parametros anteriores, o
c-LDL nao é doseado por ensaio quimico no LACCSMC, mas pelo uso da equagao de

Friedewald:

LDL (mg/dL) = colesterol total — (colesterol HDL) — (TG x 0,20)

Esta formula so é valida para valores de TG inferiores a 400 mg/dL.

4.6 Proteinas séricas e eletroforese

A proteina sérica total refere-se a concentragao das proteinas circulantes. A
determinagao da proteina total no soro é uma analise que mede as quantidades de proteina

total, albumina e globulinas no sangue. E Gtil no diagnéstico e tratamento de doencas que
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acometem o figado e os rins, bem como outros distirbios metabodlicos ou nutricionais e na
triagem para deficiéncias nutricionais e gamopatias.

A eletroforese das proteinas séricas (EPS) € um método que permite a separagao das
moléculas de proteina, com base na carga elétrica ou na carga e tamanho molecular. As
alteragoes que ocorrem nas proteinas, quando separadas por eletroforese, possibilitam ao
médico detetar e monitorizar varios estados fisiopatologicos. A EPS, complementada por
procedimentos como quantificagdo das proteinas e imunofixagao, fornece uma melhor
ferramenta para a triagem geral do estado de saide do ser humano.

As proteinas sao classificadas pela sua posigao final, uma vez concluida a eletroforese,
em 5 regides gerais: albumina, a,-globulinas, a,-globulinas, B-globulinas e y-globulinas. As
varias classes de imunoglobulinas (IgG, IgA, IgM, IgD e IgE) exibem habitualmente mobilidade
gama e ocupam a maior parte da regiao gama; entretanto, podem ser também encontradas
nas regioes beta-gama e beta e, em certas ocasides, podem estender-se a area da Q,-

globulinas.

A EPS mostra-se bastante util para o diagndstico e monitorizagao das gamopatias

monoclonais.

Enquanto que a determinagao das proteinas totais é feita no setor de bioquimica, a EPS

é feita no setor de hematologia do laboratoério.
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Figura |1: Eletroforese de proteinas séricas. (A) Separagio eletroforética em gel de agarose das
proteinas séricas de varios pacientes. (B) Perfil eletroforético normal. (C) Perfil eletroforético tipico
de uma gamopatia. (Imagens cedidas pelo LACCSMC).
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Na figura Il temos um exemplo de uma separagao eletroforética de 9 amostras
distintas. As amostras | a 8 apresentam perfis normais, enquanto a amostra 9 apresenta um

pico monoclonal, na regiao das y-globulinas,

4.7. Marcadores bioquimicos de lesao cardiaca

O infarto do miocardio (IM) é o resultado do bloqueio do fluxo sanguineo para o
coragao, levando a necrose irreversivel deste 6rgao. Ha a diminuigao no volume de ejegao
sanguinea e, portanto, um aumento da atividade cardiaca, como mecanismo compensatorio,
que aumenta a isquémia no tecido cardiaco.

A consequéncia inicial, bioquimica, da isquémia no miocardio, consiste na cessagao da
glicolise aerdbica e consequentemente no estabelecimento da glicolise anaerdbica dentro de
poucos segundos. Isso leva a uma produgao insuficiente de fosfatos de alta energia (fosfato
de creatinina e trifosfato de adenosina) e a acimulagdo de acido lactico, o que resulta na
diminuicao do pH celular e em alteragoes metabodlicas. Sem energia para a manutengao da
atividade metabdlica normal e integridade da membrana celular a célula morre por necrose,
libertando as suas macromoléculas na circulagao (Robbins et al., 2000).

A lesao tecidular resulta na libertacdo de enzimas intracelulares para o sangue. Entre
estas estao a lactato desidrogenase (LDH), creatinacinase (CK), AST e troponina.

Atualmente, a AST nao é utilizada na rotina laboratorial, como auxiliar no diagnéstico
do IM devido a sua inespecificidade e por ser pouco sensivel em relagio a marcadores
recentemente descobertos, como a troponina.

Apesar da determinacao isolada da LDH também ser muito inespecifico de lesao
cardiaca, combinada com outros marcadores, torna-se eficiente para o diagnéstico do IM.

A CK é uma enzima predominante em células musculares (musculo liso, cardiaco e
esquelético) e cérebro. Por ser uma molécula dimérica, constituida por mondémeros
distintos denominados de M e B, a sua associagao possibilita a formagao de trés isoenzimas a
BB, a MB (mais especifica do musculo cardiaco) e a MM.

A CK pode apresentar valores elevados em situagoes em que nao ha lesao do musculo
cardiaco, por exemplo, traumas, cirurgias, intoxicagoes por barbituricos, uso de anfotericina
B, meningite bacteriana, encefalite, acidentes vasculares cerebrais, apds exercicio fisico
moderadamente intenso, ou ainda, devido a ingestao de alcool, entre outras condigoes.

Deste modo, nao se deve usar a CK de forma isolada como um marcador da lesao cardiaca.
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A troponina é uma proteina estrutural, localizada no filamento fino do aparelho
contractil do musculo esquelético e cardiaco, que regula a interagao calcio-dependente entre
a actina e a miosina. E constituida por trés fragées: troponina C (TnC), que se une ao calcio;
troponina T (TnT), que se liga a tropomiosina.

E considerado um dos marcadores mais especificos na detecio do IM a longo prazo,
porém tem a sua sensibilidade reduzida durante as primeiras 6 horas a partir do inicio dos
sintomas. Apresentando-se negativo, deve-se realizar novamente até |2 horas depois. Por
isso, é recomendavel para avaliagdo do paciente que se apresentam depois de 24 horas do
IM (Lopez-Sendon, 2003).

Na figura 12 apresenta-se a variagdo dos niveis dos marcadores acima descritos ao
longo dos dias apos o IM. Nota-se que deve haver muito cuidado na hora de ser feita a
requisicao para avaliar estes marcadores, devido a sua grande variagao ao longo do tempo

apos o infarto.
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Figura |2: Padroes de libertagao temporal de troponinas, CKMB, AST e LDH
(adaptado de: https://bpac.org.nz/BT/2009/December/troponin.aspx).

No LACCSMC também ¢ feito a determinagao da homocisteina e da proteina C-
reativa (PCR) que sao indicadores de risco para doenga cardiovascular.

A homocisteina € um aminoacido sulfurado produzido intracelularmente pela
desmetilagao da metionina. Evidéncias epidemiolégicas mostram que a hiperhomocisteinémia
€ um fator de risco independente para a doenca vascular, doenga cerebral e arterial
periférica, além de poder contribuir para a manifestacio prematura e para a severidade da
doenca arterial e de representar um preditor de mortalidade, independentemente dos

fatores de risco tradicionais conhecidos (Vannucchi, 2009).
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A PCR é uma proteina hepatica, produzida sob estimulo da interleucina-6, que
desempenha papel primordial na resposta imune inata humana. Atualmente existem muitas
evidéncias sobre o papel do processo inflamatoério na fisiopatogenia da aterosclerose, sendo
amplamente aceite que a inflamagao a nivel endotelial é o seu fator desencadeador. Niveis
plasmaticos de marcadores inflamatorios, particularmente a proteina C-reativa, mostram-se
preditivos para angina instavel, infarto do miocardio e morte subita em individuos adultos e
idosos, com ou sem doenga cardiovascular estabelecida, com mais eficiéncia do que poderia

ser estimado pelos fatores de risco tradicionais (Blauth et al,, 2008).

4.8. Valores de referéncia

Na tabela 4 apresenta-se os valores de referéncia (para individuos do sexo masculino)

de alguns marcadores bioquimicos avaliados no LACCSMC.

Tabela 4: Valores de referéncia para marcadores bioquimicos no LACCSMC.

Unidade Intervalo de referéncia
g/dL 3)4 - 4)8
U/L < |50
U/L <55
U/L <34

mmol/L 2,10 — 2,55
GGT

U/L < 64

“ mmol/L 136—145
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4.9. A minha experiéncia no setor de bioquimica

Assim como na hematologia, o trabalho diario tem inicio com a preparagao do
autoanalisador ARQUITECT ¢i8200. No LACCSMC o setor de bioquimica e imunologia
estao no mesmo espago, pois o equipamento realiza as determinagoes de quimica clinica e
os ensaios imunoquimicos. No entanto, enquanto que o moédulo de quimica clinica tem de
ser calibrado diariamente, o modulo para os ensaios imunoquimicos € apenas calibrado uma
vez por semana.

Dada a instabilidade dos reagentes da bioquimica, nem sempre todos os parametros
produziam resultados dentro dos limites dos controlos logo na primeira tentativa, pelo que
havia necessidade de repetir o teste, trocar o reagente, ou mesmo, trocar a amostra
controlo. Apés um certo tempo nesse setor consegui perceber qual era a melhor
abordagem quando os controlos apresentavam erros.

Apos todos os parametros estarem devidamente controlados, a rotina seguia com a
andlise dos soros dos pacientes. Era preciso ficar atento as requisicdes que acompanhavam
as amostras, pois frequentemente apareciam analises que nao eram feitas no LACCSMC, mas
enviadas para outro laboratorio com o qual possuia parceria. Assim, era preciso fazer a
correta identificagao do soro, bem como o seu armazenamento (refrigeracao ou congelagao,
dependendo da andlise) até ao envio para o outro laboratério.

Ao fim do dia era retirada uma aliquota dos soros dos pacientes, e guardada em arca
congeladora a -80°C, onde essas aliquotas ficam armazenadas pelo tempo minimo de cinco
anos.

Acompanhar a rotina deste setor, bem como analisar e discutir os resultados das
amostras com o técnico do setor e o diretor técnico do laboratério, foram muito
importantes para firmar os conhecimentos adquiridos ao longo das cadeiras tedricas do

curso.
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5. IMUNOLOGIA

O setor de Imunologia ficava junto do setor de bioquimica, logo, a rotina didria era
bastante semelhante. Os ensaios imunoquimicos executados no LACCSMC permitiam a
avaliagao e andlise de marcadores da: anemia, infarto agudo do miocardio, fungao endodcrina,
carcinomas, serologia de infe¢oes bacterianas e viricas e alergias.

Apesar de nao possuir um fluxo de amostras muto grande, tornou possivel uma analise
mais calma e detalhada dos resultados apresentados nas analises.

Foi uma mais valia, ter os dois setores no mesmo local, assim era possivel cruzar os
dados da bioquimica e imunologia para verificar se os valores encontrados eram

concordantes.
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6. MICROBIOLOGIA

A Microbiologia clinica é a especialidade que estuda os principais agentes microbianos
causadores de doengas infecto-contagiosas em humanos (virus, bactérias, parasitas ou
fungos). Neste setor pude aperfeicoar e adquirir autonomia na realizagdo de culturas
bacteriologicas, saber escolher o meio correto para a pesquisa de bactéria pretendida,
identificar corretamente a bactéria em estudo, executar e interpretar o antibiograma e
executar exames parasitolégicos de fezes.

O exame mais requisitado eram as uroculturas, mas também haviam requisi¢oes para
coproculturas, exame parasitolédgico de fezes e cultura de exsudatos nasais, além de pesquisa

e cultura de fungos em raspados de pele.
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7. CONCLUSAO

A realizagao deste estagio foi de suma importancia para o bom aproveitamento do
Mestrado. No LACCSMC tive a oportunidade de aplicar todo o conhecimento tedrico que
adquiri ao longo do curso, fora os conhecimentos em novos procedimentos, técnicas,
conceitos e métodos. Isso so6 foi possivel gragas a o6tima equipa técnica do laboratério,
sempre disposta a ensinar e ajudar.

O estagio também fez com que eu percebesse a grande responsabilidade que os
funcionarios de um laboratério de analises clinicas possuem, principalmente no que diz
respeito aos controlos de qualidade interno e externo. Sem eles ficamos impossibilitados de
langar um resultado com a seguraga que os valores, determinados representam, para a

realidade do paciente.
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