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RESUMO

O presente relatéorio tem como objetivo a descri¢ao da aprendizagem teérica e pratica
relativa ao estagio no @mbito do Mestrado em Anadlises Clinicas da Faculdade de Farmacia da
Universidade de Coimbra. Além de abordar a dindmica laboratorial, de dois laboratorios
(privado e publico), referindo os equipamentos, as metodologias e os parametros mais
frequentemente determinados, assim como as amostras correspondentes, este relatorio

também descreve o local de estagio.

Paralelamente a descrigao dos parametros clinicos, sao apresentadas situagoes de casos
clinicos, enfatizando a importancia das andlises clinicas como diagnostico complementar. Ao
longo do relatorio sao abordadas, de uma forma genérica, todas as areas em que trabalhei,

com uma descrigao mais detalhada das areas de Bioquimica e Hematologia.

Palavras-chave: Anilises clinicas, Microbiologia, Imunologia, Bioquimica, Hematologia.

ABSTRACT

This report aims to describe the theoretical and practical learning related to the
internship within the scope of the Master's Degree in Clinical Analysis from the Faculty of
Pharmacy, University of Coimbra. In addition to addressing the laboratory dynamics of two
laboratories (private and public), referring to the most frequently determined equipment,
methodologies and parameters, as well as the corresponding samples, this report also

describes the location of the internship and the quality control of each one of the areas.

Parallel to the description of clinical parameters, situations of clinical cases are
presented, emphasizing the importance of clinical analyzes as a complementary diagnosis.
Throughout the report, all the areas in which | worked are covered, with a more detailed

description of the areas of Biochemistry and Hematology.

Keywords: Clinical analysis, Microbiology, Immunology, Biochemistry, Hematology.
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INTRODUCAO

Em 2012 os centros de saude realizaram 1,4 milhdes de atos complementares de

diagnéstico — 67,3% dos quais relativos a andlises clinicas '

, ja em 2018 aumentou para |54,6
milhoes o nimero de atos complementares de diagnostico realizados, isto €, exames ou testes
necessarios para o estabelecimento de um diagnostico (andlises laboratoriais, exames

imagiolégicos, endoscopias, bidpsias e outros) .

As andlises clinicas sao um meio complementar de diagnodstico, ou seja, sao exames
solicitados pelo médico, no sentido de ajudar a esclarecer hipoteses de diagnostico,
estabelecer prognosticos ou monitorizar o tratamento, indispensaveis para a qualidade elevada

do Sistema Nacional de Saude.

O estagio curricular desenvolveu-se em dois laboratérios, privado e publico, em
periodos distintos e por sua vez, o presente relatorio encontra-se dividido em duas partes. A
|* parte conta com uma a descrigao do periodo de estagio realizado no Coimbralab, uma
instituicao privada, onde foi possivel obter uma experiéncia bastante dindmica, pois neste
periodo foi possivel observar todas as valéncias, das quais € descrita a bioquimica de forma
detalhada. A Dra. Helena Cunha Leal foi responsavel pela orientagao. A 2° parte é referente
ao periodo de estagio no Instituto Portugués de Oncologia de Coimbra FG (IPO), uma
instituicio publica, em que observei uma abordagem multidisciplinar, que se dedica
principalmente ao diagnodstico e tratamento da doenga oncologica. Nesta parte é descrita a
valéncia de hematologia detalhadamente, mas também a microbiologia e a imunologia de forma

genérica.
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CARACTERIZACAO DO LABORATORIO DE ESTAGIO

O Laboratério Cruz de Celas - Coimbralab é duplamente certificado pelas Normas
para Laboratorios Clinicos e pela EN NP ISSO:9001, cujos certificados sao respetivamente:

2002/NLC 1808 e 2002/CEP 1808.

Foi o |° Laboratorio a ser duplamente certificado na zona centro, mantendo-se até aos

dias de hoje.

O laboratoério Cruz de Celas - Coimbralab iniciou a sua atividade a |6 de maio de 1984
na zona de Celas sob a Direcio Técnica da Dra. Helena Cunha Leal. E especialista em Andlises

Clinicas e Especialista em Genética Humana pela Ordem dos Farmacéuticos.

E constituido por um laboratério central na zona do Vale das Flores, em Coimbra e
diversos postos de colheitas situados em Coimbra e arredores: Vila Nova de Poiares,
Brasfemes, Lousa, Penacova, Celas, Sao Martinho do Bispo, Figueira do Lorvao, Santa Clara,
Taveiro e Gois. Possui também um servico de colheita de amostras em lares e associagoes,

medicinas do trabalho, tendo também ao dispor dos utentes servigo ao domicilio.

O laboratério Central é dividido em areas distintas: Rececio e Atendimento; Area

Laboratorial e Area Administrativa.

Rececdo e Atendimento

Aqui os utentes sao atendidos por colaboradores com elevada formagao para que no
ato da inscrigao no sistema informatico nao ocorram erros. E atribuido um nimero que sai
acompanhado de varias etiquetas com codigos de barras correspondentes aos varios tipos de

tubos de acordo com os pedidos do clinico, que serao agrafados na requisi¢ao do utente.

Apods a inscricio dos utentes, estes sao chamados pelo proprio nome, pelo

flebotomista que seguirao para a sala de colheitas.

Aqui é efetuada a leitura cuidadosa pelo flebotomista, do pedido de anilises efetuada
pelos clinicos e serao selecionados os respetivos tubos (pois conforme os pedidos os tubos
contém anticoagulantes especificos), sendo colocada em cada um a respetiva etiqueta. Segue-

se a colheita de sangue ao utente.



Area Laboratorial

A Area Laboratorial integra uma zona de triagem. Aqui as amostras que provém da
sala de colheitas da unidade central e dos diferentes postos de colheita (sao transportadas
devidamente acondicionadas em malas térmicas, as quais é controlada a temperatura e
registada em folha propria a sua chegada). Na zona de triagem, as amostras que necessitam de
centrifugagao, sao centrifugadas e depois os diferentes tubos marcados com os cddigos de
barras sio distribuidos para as respetivas secces. E um local muito dindmico no qual se
integram varios setores funcionais, sendo estes: Hematologia, Microbiologia, Bioquimica e

Imunologia.

Uma vez que os tubos estao marcados com o céddigo de barras, podem entrar de
imediato nos equipamentos pois estes ja estao devidamente calibrados e controlados e como
se encontram ligados ao sistema informatico, € possivel gragas a utilizagao de um leitor otico
associar o tubo que o equipamento estd a processar ao utente correspondente. Apos a
obtengao de um resultado os equipamentos enviam-no para o sistema informatico. O Técnico
Superior valida os resultados tendo sempre em atengao os critérios de validagao e de rejeigao,

para cada analito assim como o historico de cada utente.
Segue-se a fase da validagao biopatoldgica pela Diretora Técnica.

Uma vez os resultados validados biopatologicamente serao entregues aos utentes

conforme seu pedido (CTT, mao propria, email, enviado ao Centro de Saude, etc.).

O laboratério tem em média 192 utentes por dia, sendo no laboratoério central que a
maior parte das andlises é processada. As andlises que nao podem ser processadas no
laboratério sao enviadas a um laboratério subcontratado, ou para o laboratoério central da

Unilabs no Porto.

Area Administrativa

Na Area Administrativa, é feita uma nova conferéncia dos dados dos utentes e
retificado o pedido das andlises, sendo depois efetuada a sua faturagao para os diferentes

organismos.



ACTIVIDADES DESENVOLYVIDAS

Durante o periodo de estagio no Coimbralab, tive a oportunidade de contactar com
quatro valéncias das Analises Clinicas: Bioquimica, Microbiologia, Imunologia e Microbiologia.
Acompanhei todo o processamento laboratorial desde a fase pré-analitica a pods-analitica,
sendo de referir, que a fase pods-analitica foi apenas de acompanhamento com a Diretora
Técnica na validagao biopatoldgica. Ao longo de todo o processo, fui contactando com todos
os técnicos e adquirindo conhecimentos sobre o funcionamento de cada area. Ao ter a
oportunidade de acompanhar as diferentes etapas durante todo o processo analitico, pude
observar os procedimentos comuns a todas as valéncias, tais como: manutengao diaria dos
equipamentos; preparagao de reagentes e reconstituigao de controlos (Controlo de Qualidade
Interno) e calibradores. Também tomei conhecimento como efetuar a preparagao e
programagao de amostras para a Avaliagao Externa de Qualidade (AEQ). A automatizagao dos
equipamentos para a determinagao dos diferentes parametros (Tabela |) permite dar a
resposta ao nUmero elevado de amostras, pelo que se torna importante perceber o

funcionamento de todos os equipamentos no laboratério.

Tabela | — Equipamentos e respetivos métodos e andlises no Coimbralab.

Equipamento Método Anilise
Olympus® AU680 !Ensalos fot.ome:crlf:os, cinéticos, enzimaticos e Bioquimica
imunoturbidimétricos
Minicap® Eletroforese capilar Proteinograma
Hb-9210 Premier® Cromatografia liquida de alta eficiéncia HbA.

. . Imunoensaio de microparticulas por .
Architect® i2000SR o ) . Imunologia
quimioluminescencia

Citometria de fluxo + Espetrometria de

Pentra® 80 UV/Visivel + Impedancia Hemograma e Plaquetas
Trombolyser® Otico PT e aPTT

Vesmatic® Diesse VS

Aution Max® 4280 Espectrometria UV/Visivel + Refratometria Urina tipo Il

I. Bioquimica

A bioquimica analisa diversos parametros que constituem uma grande importancia no
diagnostico e monitorizagao de algumas patologias. A glicémia, o colesterol, a creatinina, entre
muitas outras sao fundamentais em situacoes como a diabetes, avaliacio do risco

cardiovascular ou mesmo avaliagao da fungao renal, respetivamente.



1.1 Equipamentos e métodos utilizados

Como descrito na Tabela |, o Olympus® AU680 realiza a determinagao da maioria dos
pardmetros bioquimicos. As técnicas realizadas podem ser divididas de acordo com o seu
principio  tedrico: ensaios cinéticos, ensaios fotométricos, ensaios enzimaticos,
imunoturbidimétricos e possui ainda uma unidade ISE (Elétrodo Seletivo de Ioes) onde sao

determinados os ioes.

A hemoglobina glicada (HbA,) é quantificada no Hb-9210 Premier®, através de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (Tabela |). Para a andlise deste parametro utiliza-se

sangue total, colhido em tubo de EDTA.

A urianalise é efetuada no Aution Max® 4280 e o sedimento é observado no
microscopio otico. A eletroforese de proteinas séricas é feita no Minicap®, obtendo-se as

diferentes bandas do proteinograma por eletroforese capilar.

1.2  Controlo de qualidade interno e externo

No Olympus® AU680 a calibragao da creatinina, calcio e bilirrubinas no soro é feita
diariamente e a creatinina urinaria assim como as proteinas especificas sao calibradas uma vez
por semana. Ja os restantes parametros sao calibrados apenas quando ocorre uma mudanga
de lote ou sempre que necessario. O controlo interno é constituido por dois niveis: Normal
e o Patologico. Sao efetuados diariamente. Caso alguma das técnicas nao esteja dentro dos
limites de confian¢a do controlo de qualidade (regras de Westgard) nao se podera prosseguir
com o servico. Existem agoes corretivas para resolver o problema. Apos a sua resolugao pode-

se dar inicio a execucao das analises.

O Controlo Externo (Avaliagao Externa da Qualidade) é realizado uma vez por més.
Sao analisados 26 parametros enviados pela entidade SEQC (Sociedade Espanhola de

Laboratério Clinico), tendo-se obtido um score total de elevada satisfagao.

1.3 Metabolismo glucidico

Os glucidos estao envolvidos numa multiplicidade de fungoes, nomeadamente como
fonte e armazenamento de energia. A digestao destas moléculas é levada a cabo pela agao da
amilase salivar, amilase pancredtica e dissacaridases, tendo como produto principal a glicose.

A glicose é usada em diferentes vias metabdlicas, de forma a manter a homeostase e é



armazenada no figado e musculo esquelético na forma de glicogénio e no tecido adiposo apods
a conversao em triglicerideos °.

A diabetes mellitus é a mais conhecida perturbacao do metabolismo dos hidratos de
carbono. A diabetes afeta 10% da populagao portuguesa entre os 25 e os 74 anos, sobretudo
os homens e os grupos etarios com mais idade: 23,8% dos individuos entre os 65 e os 74

anos”.
1.3.1 Glicose

A glicose € um monossacarideo e € uma das principais fontes de energia das células. A
glicose € sintetizada a nivel hepatico e renal a partir de intermediarios como o lactato, o
glicerol e outros produtos do metabolismo (neoglicogénese) °, ou pode ser obtida através da

dieta.

A concentragao de glicose no sangue é regulada por uma interacao complexa de
multiplas vias bioquimicas reguladas por diferentes hormonas, como ¢ o caso da insulina e do
glucagon. Alteragoes a nivel hormonal levam a alteragao da homeostase da glicose levando a

niveis anormalmente altos (hiperglicemia) ou anormalmente baixos (hipoglicemia) °.

As medicoes de glicose sao utilizadas no diagndstico e tratamento de desordens no
metabolismo dos hidratos de carbono, incluindo diabetes mellitus, hipoglicemia neonatal e

hipoglicemia idiopatica, e de carcinoma de células dos ilhéus pancreaticos.

O método usado para a determinagao da glicose consiste na fosforilagao da glicose,
através da hexocinase, de forma a produzir glicose-6-fosfato (G-6-P). A glicose-6-fosfato
desidrogenase (G6P-DH) oxida especificamente G-6-P, formando-se 6-fosfogluconato, com
reducdo simultinea de NAD" e formagio de NADH. A quantidade de NADH produzido é
diretamente proporcional a quantidade de glicose na amostra e é medida pelo aumento da

absorvancia a 340 nm .
1.3.2 Hemoglobina glicada

A hemoglobina glicada (HbA,.) desempenha um papel fundamental no controlo clinico
da diabetes mellitus. A diabetes mellitus € um conjunto de doengas metabodlicas muito
prevalente, que se divide principalmente em dois grandes grupos a diabetes mellitus tipo | e a
diabetes mellitus tipo Il. A diabetes mellitus tipo | consiste numa deficiéncia absoluta de insulina
resultante da destruicao das células beta dos ilhéus de Langerhans do pancreas, responsaveis
pela sua producao. Na diabetes mellitus tipo Il, responsavel por cerca de 90% dos casos, ocorre

uma resisténcia a insulina levando a hiperglicemia. A obesidade, hipertensao e a dislipidémia



sdo fatores de risco para este tipo de diabetes ’. A diabetes gestacional corresponde a qualquer
grau de anomalia do metabolismo da glicose documentado, pela primeira vez, durante a

gravidez °.

A determinagao da HbA,. é amplamente usada para a monitorizagao da concentragao
da glicose a longo prazo em pacientes com diabetes tipo | e tipo |l. A HbA,. é uma medida de
percentagem de hemoglobina glicada nos eritrocitos circulantes, e correlaciona-se com os
niveis médios de glicose no sangue. A HbA,. fornece um indice do nivel médio de glicose no

sangue nos Ultimos 2 a 3 meses, avaliando assim os niveis retrospetivamente °.

De acordo com a norma da Direcgao-Geral de Saude (DGS) sobre o Diagnostico e
Classificagao da Diabetes Mellitus, o diagnostico da diabetes € realizado com base nos seguintes
parametros para a populagao em geral:

a) Glicémia em jejum 2 126 mg/dl; ou

b) Sintomas classicos associados a um valor de glicémia ocasional 2 200 mg/dl; ou

c) Glicémia 2 200 mg/dl as 2 horas, na prova de tolerancia a glucose oral (PTGO) com

75 g de glicose; ou

d) Hemoglobina glicada A, (HbA,,) 2 6,5%.

O método utilizado para a determinagao da HbA,  é a Cromatografia Liquida de Alta
Eficiencia (HPLC), sendo a HbA |, e outras fragoes de hemoglobina separadas por diferencgas

de cargas °.

1.3.3 Prova de tolerdncia oral a glicose (PTGO)

A Prova de Tolerancia a Glicose Oral (PTGO) consiste na determinagao da glucose
pelo método da hexocinase, como descrito anteriormente, as | e 2 horas apds o paciente

ingerir 75 mg de glucose.

O diagnostico da diabetes gestacional faz-se com base nos seguintes valores, de acordo
com a norma da DGS anteriormente referida:
a) Glicémia de jejum, a realizar na |.* consulta de gravidez, 2 92 mg/dl e < 126 mg/dl;
b) Se glicémia de jejum < 92 mg/d|, realiza-se PTGO com 75 g de glicose, entre as 24
e as 28 semanas de gestacio. E critério para diagnostico de diabetes gestacional, a
confirmagao de um ou mais valores de glicémia as 0 horas superior a 92 mg/dl, a |

hora superior a 180 mg/dl e as 2 horas superior a 153 mg/dl.



1.4 Metabolismo dos lipidos

Os lipidos sao moléculas muito versateis apresentando diversas fungoes tais como,
precursores de hormonas, fonte de energia e componentes estruturais em membranas
celulares. Os lipidos sao transportados na corrente sanguinea na forma de lipoproteinas,

complexos macromoleculares constituidos por lipidos e proteinas °.

As lipoproteinas tém diferentes propriedades fisico-quimicas e podem subdividir-se em
quilomicron, VLDL (very-low density lipoprotein), IDL (intermediate-density lipoprotein), LDL (low-
density lipoprotein) e HDL (high-density lipoprotein).

Defeitos no aumento da sintese e no catabolismo das lipoproteinas resultam em
dislipidémia que tém um papel significativo no desenvolvimento da aterosclerose. O excesso
de LDL associado a uma redugao de HDL resulta na formagao de placas de colesterol que se
depositam nas artérias. Estima-se que 70% dos individuos com doenga coronaria prematura

apresentam dislipidémia °.
1.4.1 Colesterol total

O colesterol é uma molécula essencial existente no nosso organismo, em que uma
parte é produzida no figado, e outra parte é obtida através da alimentagao. O colesterol
elevado pode advir de determinadas condigoes médicas como diabetes ou fatores genéticos,

como a hipercolesterolemia familiar '

I o

A taxa de prevaléncia de colesterol total elevado é de 63,3% de acordo com

Inquérito Nacional de Saide com Exame Fisico 2015 %,

A anilise do colesterol sérico total € um dos parametros do perfil lipidico util no
diagnostico das dislipidémias e do risco cardiovascular. O colesterol LDL e HDL, em conjunto
com a determinagao dos triglicerideos, fornecem informagoes valiosas para a previsao da

doenca cardiaca coronaria.

O método utilizado para a determinagao do colesterol total consiste na hidrolisagao
dos ésteres de colesterol no soro. O colesterol livre é oxidado pela colesterol oxidase em
colest-4-en-3-ona com a produgao simultinea de perdxido de hidrogénio (H,0,), o qual
condensa oxidativamente com 4-aminoantipirina e fenol na presenca de peroxidase para

produzir quinoneimina, pode ser medido espectrofotometricamente a 550 nm ®,



1.4.2 Colesterol HDL

As concentragoes de colesterol HDL (40 a 45 g/dL) sao um biomarcador de diminuigao
do risco de doenga cardiovascular verificando-se que, niveis baixos constituem um prognéstico
6

altamente fiavel do risco cardiovascular O colesterol HDL apresenta efeitos anti-

inflamatérios e antioxidantes e protege contra a aterosclerose .

A concentragao de colesterol associado as HDL é determinada apos as lipoproteinas
nao HDL serem fisicamente removidas ou mascaradas, por ligagao do anticorpo anti-
lipoproteina-B-humana as lipoproteinas, exceto as HDL. Os complexos antigénio-anticorpo
formados, bloqueiam as reagoes enzimaticas e o colesterol HDL é quantificado através da
presenca de um sistema de cromogénio enzimatico a 505 nm, como descrito para o colesterol

total ©.
1.4.3 Colesterol LDL

O colesterol LDL constitui a maior parte da lipoproteina LDL, formada através da agao
da lipoproteina lipase na VLDL. O colesterol LDL esta diretamente relacionado com o risco
cardiovascular. Elevadas concentragoes de Apo B, apoproteinas que existem principalmente

nas LDLs, estio associadas a um risco acrescido de aterosclerose .

De acordo com a norma da DGS n.° 019/201 | relativa a abordagem terapéutica das
dislipidémias no adulto, de || de maio de 2019, uma pessoa com risco cardiovascular baixo a
moderado deve manter colesterol LDL inferior a |15 mg/dl, uma pessoa assintomatica com
risco cardiovascular alto o valor de colesterol deve ser inferior a 100 mg/dl e ja as pessoas
com risco cardiovascular muito alto devem manter o colesterol LDL inferior a 70 mg/dl "°.
Como se pode verificar quanto maior o risco cardiovascular menor deve ser o valor da

concentracao de colesterol LDL.

Na medi¢ao do colesterol LDL, este é mascarado, de forma a que todas as
lipoproteinas nao LDL sejam decompostas através da reagao com a colesterol esterase e a
colesterol oxidase. O H,0, produzido por esta reagao é decomposto pela catalase. Por fim,
o colesterol LDL é desmascarado e a catalase € inativada, o colesterol LDL pode entao ser

quantificado.
1.4.4 Triglicerideos

Os triglicerideos sao marcadores que fazem parte do perfil lipidico de um individuo.

Estudos clinicos demonstraram que a redugao dos niveis de triglicerideos esta associada a



diminuicao do risco cardiovascular, pelo que os niveis de triglicerideos elevados sao um

marcador de risco cardiovascular .

Situagoes de hipertrigliceridémia muito elevada, superior a 1000 mg/dL, estaio muito

associadas a pancreatites '°.

O método utilizado para a determinagao dos triglicerideos consiste na hidrolise dos
triglicerideos pela lipoproteina lipase em glicerol e acidos gordos. O glicerol é fosforilado numa
reagao que requer ATP, catalisada pela glicerol cinase produzindo glicerol-3-fosfato, que ¢é
oxidado pela glicerol-3-fosfato oxidase em dihidroxiacetona fosfato e H,O,. O H,0O, formado

é medido como descrito para o colesterol total °.

1.5 Metabolismo das proteinas

As proteinas apresentam inimeras fungoes essenciais, das quais a catalise de reagoes
quimicas, incluindo a sintese de DNA, RNA e proteinas, produgao de energia, transporte de
moléculas, defesa imunitaria, entre muitas outras fungoes. Assim, as proteinas apresentam

grande diversidade estrutural °.

Estas também apresentam grande interesse na clinica, sendo usadas no diagndstico e

monitorizagao de diferentes patologias.
1.5.1 Proteinas totais

As proteinas totais sao determinadas usando o método do Biureto, que consiste na
reacao das proteinas e dos polipeptideos que contém, pelo menos, duas unides de péptidos e
que reagem com os ioes cupricos numa solugao alcalina produzindo um complexo de cor
violeta. A absorvancia a 540/660 nm deste complexo é diretamente proporcional a

concentragio de proteinas na amostra °.

Além das proteinas totais, € importante conhecer a concentragao das diferentes
fragoes, realizando o proteinograma. Na clinica podem ser observadas tanto
hiperproteinémias como hipoproteinémias devido a, respetivamente, aumentos e diminuigoes
das diferentes fragoes. Assim as medi¢coes de proteinas totais sao utilizadas no diagnostico e
no tratamento de diversas doengas que envolvem o figado, os rins ou a medula éssea, bem

como outras perturbacoes metabolicas e nutricionais .

Para além da avaliagao das proteinas totais pode-se proceder a separagao das diferentes

proteinas presentes no soro, formando um perfil eletroforético onde se pode observar a
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presenca de cinco bandas distintas: albumina, alfa-|-globulina, alfa-2- globulina, beta-globulinas

e gama-globulinas (Figura 1) '°.

O perfil eletroforético, como teste de diagnostico apresenta uma variedade de usos
que facilitam o diagnostico. Este teste é particularmente util no diagnostico e monitorizagao
do mieloma, mas pode se encontrar alterado também em situagoes inflamatorias agudas e

cronicas, doencas hepaticas ou renais, e patologias hereditarias '°.

Albumin o, a, B Y

& 2 =

Figura | — Perfil eletroforético normal das proteinas presentes no soro 8.

O método utilizado para a determinagao das diferentes fragoes de proteinas é a
eletroforese capilar, que permite a separagao das proteinas em solugao livre. As moléculas

carregadas sio separadas em fun¢ao da mobilidade eletroforética °.

1.5.2 Albumina

A albumina é a proteina mais abundante e ¢é sintetizada a nivel hepatico. A meia-vida
normal da albumina no plasma é de |5 a 19 dias, enquanto a maioria das restantes proteinas
plasmaticas apresentam uma meia-vida de 7 dias ou menos. A albumina é um importante

transportador de varios compostos, como acidos gordos, bilirrubina, célcio ou farmacos °.

Niveis elevados de albumina no soro sao normalmente resultado de desidratagao.
Niveis reduzidos de albumina no soro sao detetados em varias condic¢oes, incluindo doenca

renal, doenca hepatica, inflamagio, edema, ascite e desnutrigao proteica °.



A um pH de 4,2, o verde de bromocresol reage com a albumina, formando um
complexo verde intenso. A absorvancia do complexo é medida espectrofotometricamente a

600/800 nm e é proporcional a concentragao de albumina na amostra °.
1.5.3 Alfa-1, Alfa-2, Beta e Gama

A proteina alfa-1 é a fracao do proteinograma que inclui a a,-lipoproteina, a,-
antitripsina e o-fetoproteina. Uma auséncia desta banda pode indicar doenga hepatica ou
deficiéncia da a,-antitripsina. O aumento da banda pode ter varias patologias subsequentes

como por exemplo, neoplasias hepéticas, estados inflamatérios ou gravidez .

A fragao alfa-2 inclui as proteinas: a,- macroglobulina, haptoglobulina e ceruloplasmina.
As doengas hepaticas, hemolise e ma nutrigao sao algumas das patologias onde se observa uma
diminuigao nesta fragao. Um aumento desta pode ser devido a situagoes de insuficiéncia renal,

uso de esteroides e sindrome nefrética 'S.

As Beta proteinas podem dividir-se em duas fragoes, sendo que a transferrina e a f3;-
lipoproteina fazem parte da fragao Beta-|, e a B,-microglobulina e o C3 fazem parte da fragao
Beta-2. Diminuigoes da fragao podem indicar ma nutrigao ou consumo de C3, enquanto os

aumentos podem indicar estados inflamatérios, deficiéncia de ferro e hiperlipedémias '®.

As imunoglobulinas fazem parte da fragao gama do perfil eletroforético e a sua
diminuicao indica doengas renais, sepsis ou infe¢ao viral, enquanto que o seu aumento pode

ser indicativo de mieloma multiplo '°.
1.5.4 Proteina C reativa (PCR)

A proteina C reativa (PCR) no soro é amplamente utilizada na clinica como um
marcador sensivel da inflamagao. A PCR tem um papel na eliminagao de bactérias e células

mortas e alteradas '°.

A concentragcdo da PCR no soro pode aumentar drasticamente apos enfarte do
miocardio, stress, trauma, infegao, inflamagao, cirurgia ou proliferagao neoplastica. O aumento
ocorre num prazo de 24 a 48 horas e o nivel pode ser 2000 vezes superior ao normal. No
entanto, como o aumento nao ¢ especifico, nao pode ser interpretado sem um historial clinico
completo e, mesmo assim, s6 deve ser interpretado através da comparagao dos valores

anteriores °.

Estudos recentes demonstraram que valores ligeiramente elevados podem indicar um

aumento do risco de doencas cardiacas em pacientes assintomaticos '°. Para a analise de risco
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cardiaco, além da hs-PCR, devem ser realizados em paralelo testes especificos, assim como

biomarcadores sensiveis e exatos para avaliar o risco cardiovascular.

O método utilizado para a determinagao da PCR consiste na formagao de complexos
imunes em solugao que dispersam a luz. O aumento na absorvancia através das particulas

suspensas na solugdo é o resultado dos complexos formados durante a reagao imunologica °.
Caso Clinico |

Homem de 81 anos realizou uma eletroforese das proteinas séricas e obtiveram-se os

seguintes resultados (Tabela 2) e perfil eletroforético (Figura 2):

Tabela 2 = Boletim analitico do caso clinico I.

Proteinas totais 6,8 g/dL 6,6 - 83
Albumina *43,3% 2,9 g/dL 55,8 - 66,1
Glob. Alfa | *7,1% 0,5 g/dL 2,9-49
Glob. Alfa 2 *12,2% 0,8 g/dL 7,1 -11,8
Glob. Beta | 6,7% 0,5 g/dL 47-72
Glob. Beta 2 *23,6% 1,6 g/dL 32-6,5
Glob. Gama *7,1% 0,5 g/dL I, -188
Rel. A/G *0,8% 09-2,0

Figura 2 — Perfil eletroforético do utente.

Os dados obtidos sao caracteristicos de uma sindrome nefrética, que é definida por
uma albuminémia inferior a 30 g/l e uma proteinuria superior a 3 g/dia (sem dados). O perfil
eletroforético tem o aspeto de um duplo pico com elevacao das globulinas alfa 2 e beta

globulinas e uma diminuigao das gama globulinas.



Caso Clinico 2

Mulher de 76 anos que apresenta sintomas de infecao urinaria dirige-se ao laboratério
e no exame cultural observa-se crescimento de Escherichia coli (10° UFC/ml), a bactéria é
multirresistente. Nas analises realizadas também foi pedido a PCR que apresenta um valor de
16,30 mg/dL. O valor da PCR, que apesar de inespecifica, ajuda a ter uma resposta rapida se

ha ou nao infegao, pois € um biomarcador de inflamagao.

1.6 Biomarcadores de avaliacao hepatica

As analises laboratoriais permitem avaliar varias fungoes hepaticas, estas
complementam o historial do paciente e o exame fisico. Estas analises podem ser solicitadas
como parte de uma avaliagao de triagem ou para avaliar melhor os sinais e sintomas clinicos,
levando em consideragao doengas hepaticas, como hepatomegalia, ascite, ictericia, urina

escura, fezes com coloragio clara ou sangramento gastrointestinal '°.

Este painel inclui tipicamente medigoes de proteina total, albumina, aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina (ALP), gama
glutamiltransferase (GGT), bilirrubina (conjugada e nao conjugada), tempo de protrombina

(PT), entre outros "°.
1.6.1 Alanina Aminotransferase (ALT) e Aspartato Aminotransferase (AST)

A AST e a ALT sao enzimas intracelulares, que quando ocorre lesao celular estas sao
libertadas para a corrente sanguinea. A ALT é encontrada predominantemente nos
hepatocitos, e um aumento na sua concentragao € mais especifico do que um aumento na

concentragio da AST para doengas hepaticas (por exemplo, hepatite viral e cirrose) '°.

A AST é uma enzima principalmente mitocondrial e também esta presente no coragao,
musculo, rim e cérebro. Niveis elevados sao observados em necrose hepitica, enfarte do

miocardio, lesio muscular e insuficiéncia cardiaca congestiva .

Na maioria das doencas hepaticas (por exemplo, hepatite viral), os niveis de ALT sao
maiores ou iguais aos niveis de AST. Na doenca hepidtica alcoodlica, no entanto, a AST
geralmente é duas vezes maior que a ALT (razao AST / ALT> 2). Uma relagao AST / ALT
maior que 3 é 97% especifica para o alcool como causa subjacente. Niveis de transaminase

extremamente altos (15 vezes o limite superior normal) geralmente indicam necrose



hepatocelular aguda por causas virais ou toxicas, que indicam obstrugao aguda do ducto biliar

ou isquémia hepatica '°.

O método utilizado para a determinagao da ALT e da AST consiste na redugao da
absorvancia devido ao consumo de NADH, que é medida a 340 nm e é proporcional a

atividade de ALT e da AST na amostra °.
1.6.2 Gama glutamiltransferase (GGT)

A gama glutamiltransferase (GGT) é uma enzima microssomal presente no figado, mas
também em muitos outros tecidos e a sua atividade pode ser induzida pelo consumo de dlcool
e pela doenca hepatica. Nao indica doenga hepatica se os outros testes bioquimicos hepaticos

sao normais, nomeadamente a fosfatase alcalina (ALP).

A GGT aumenta paralelamente a ALP na colestase, pois possui uma via de excregao
semelhante. Isso também se aplica a 5-nucleotidase (5’-NT), outra enzima microssomal que

pode ser analisada *°.

A GGT catalisa a transferéncia do grupo gama-glutamil do substrato, para glicilglicina
produzindo 5-amino-2-nitrobenzoato. O 5-amino-2-nitrobenzoato é medido por
espectrofotometria a 410/480 nm e é diretamente proporcional a atividade do GGT na

amostra °.
1.6.3 Fosfatase Alcalina (ALP)

A fosfatase alcalina (ALP) esta presente nas membranas canaliculares e sinusoidais
hepaticas, no osso, intestino e placenta *°. Outras enzimas sio libertadas dos hepatécitos para
a corrente sanguinea, simultaneamente 5'-NT e GGT, confirmando que a ALP elevada é de

origem hepitica '°.

A ALP sérica aumenta na doenga colestatica intra-hepatica e extra-hepatica de qualquer
causa. Niveis elevados também ocorrem com infiltragoes hepaticas (por exemplo, metastases)

e em situagdes de cirrose, frequentemente na auséncia de ictericia .

Um nivel elevado isolado de ALP pode ser a unica pista para obstrugao dos ductos
biliares ou doenga hepatica neoplasica ou granulomatosa. Na ictericia colestatica, os niveis
podem ser de quatro a seis vezes o limite normal *°. Os niveis séricos elevados de ALP
associados a niveis normais de 5'-NT e GGT geralmente sugerem uma causa nio-hepatica (por
exemplo, doenca &ssea, gravidez, insuficiéncia renal croénica, linfoma, insuficiéncia cardiaca

congestiva) '°.
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A atividade da fosfatase alcalina é determinada através da medicao da taxa de conversao
de p-nitro-fenilfosfato na presenca de 2-amino-2-metil-I-propanol. O p-nitro-fenilfosfato é
medido por espectrofotometria a 410/480 nm e é diretamente proporcional a concentragao

de ALP na amostra ®.
1.6.4 Bilirrubina

A bilirrubina esta presente no soro de duas formas: nao conjugada (indireta) e
conjugada (direta). A bilirrubina € um produto final do catabolismo do heme das
hemeproteinas. E conjugada com o acido glucurénico no figado e a forma conjugada é
eliminada da circulagao por excregao na bilis. A forma nao conjugada da bilirrubina circula na

corrente sanguinea ligada a albumina ?'.

A hiperbilirrubinémia é um aumento da concentragao de bilirrubina no sangue, que
pode levar a ictericia, ou seja deposicao de pigmentos biliares na pele, em membranas mucosas,

que levam a uma aparéncia amarelada do utente °.

A bilirrubina pode aumentar na corrente sanguinea devido a situagoes de hemodlise,
que se caracterizam por um aumento de bilirrubina nao conjugada. A bilirrubina apenas é
excretada eficientemente se for conjugada, pelo que deficiéncias a nivel hepatico responsaveis

pelo decréscimo da conjugacio e por sua vez levam a hiperbilirrubinémia 2'.

O aumento da bilirrubina total associado a ictericia obstrutiva é provocado
principalmente pelo aumento da bilirrubina conjugada, nao havendo excrecao biliar da

bilirrubina para o intestino e esta atinge a corrente sanguinea causando hiperbilirrubinémia °.

O 3,5-diclorofenil diazénio tetrafluoroborato reage com a bilirrubina formando a
azobilirrubina, a sua absorvancia a 546 nm é proporcional a concentragao de bilirrubina na

amostra ®.



Caso Clinico 3

Homem de 72 anos dirigiu-se ao laboratorio para realizar analises e os valores obtidos

sao apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 = Boletim analitico do caso clinico 3.

AST

ALT

GGT

ALP

Bilirrubina Total
Bilirrubina Direta

Bilirrubina Indireta

*227
*213
*2243
*936
* 15,16
*8,03
*7,13

ul/L <50
ul/L <50
ul/L <55
ul/L 30-120
mg/dL 0,30 - 1,20
mg/dL <0,20
mg/dL < 1,00

De acordo com os resultados obtidos verifica-se que as enzimas AST e ALT estao

aumentadas, assim como a GGT e a ALP, o que indica uma possivel colestase intra-hepatica

e pos-hepatica. Outro biomarcador indicativo do diagndstico proposto é a bilirrubina

aumentada, tanto a direta como a indireta, o que pode indicar também uma hemdlise. Os

dados relativos a qualquer tipo de terapéutica nao sao fornecidos ao laboratério.

Caso Clinico 4

Homem de 23 anos apos uma gripe, para a qual tomou medicagao, fez andlises e

apresentou o seguinte boletim analitico (Tabela 4):

Tabela 4 - Boletim analitico do caso clinico 4.

Analise 03/01/2020
AST *108
ALT * 60
GGT 27
LDH * 406
PCR * 8,65

09/01/2020

*89
*219
30
*259
*0,67

27/02/2020
32 UL <50
* 59 UL <50
5 UL <55
149 UL <248
- mg/dl <05

O valor da LDH encontra-se elevado, a AST estd mais elevada do que a ALT no dia 3,

o que se inverte no dia 9, como se pode observar na Tabela 4. Com o passar dos dias os

valores regressam a normalidade o que pode indicar uma possivel hepatite toxica de

origem medicamentosa e citolise.
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1.7 Biomarcadores da funcdao pancreatica

O pancreas é uma glandula com fungdes endocrinas e exocrinas. Como glandula
exocrina produz suco pancreatico que contém enzimas digestivas, como a amilase, a lipase e
as proteases, quando endocrino é responsavel pela produgao de hormonas, como a insulina e

o glucagon.

A pancreatite aguda é uma sindrome de inflamagao do pancreas que pode ser avaliada

através do doseamento da amilase, tanto sérica como urinaria.
1.7.1 Amilase

A amilase é principalmente sintetizada pelas células acinares pancreaticas e pelas
glandulas salivares. Os Humanos apenas contém uma isoenzima, a a-amilase. Os niveis

elevados no soro estio associados a pancreatite aguda e outras perturbagdes pancreaticas 2.

A concentragao de amilase no soro reflete normalmente o balango entre a sua sintese
e remogao e no caso de uma pancreatite aguda, o aumento da amilase no soro é até 3 vezes
superior ao limite normal. A amilase € uma proteina relativamente pequena e, por isso, €
rapidamente filtrada e eliminada na urina. A enzima pode ser detetada em concentragoes
elevadas, apos um episodio de pancreatite, na urina por periodos mais longos em comparagao

com O soro 22.

A amilase na urina exclui situagoes de macroamilasémia, em que a amilase se encontra
ligada a imunoglobulinas, o que leva a um decréscimo da fungao renal e um prolongamento da

presenca da amilase no soro °.

A hiperamilasémia pode ocorrer devido a outras perturbagoes pancreaticas como
obstrugao e cancro a nivel do pancreas. Condigoes nao pancredticas que podem estar

envolvidas no aumento da amilase incluem: hepatite, cirrose, gravidez e queimaduras *.

O método utilizado para a determinagao da amilase consiste na reagao do 2-cloro-4-
nitrofenil-a-D-maltotrioside com a a-amilase. A libertagao de 2-cloro-4-nitrofenol resulta no
aumento da absorvancia a 410/480 nm, que esta diretamente relacionado com a atividade de

a-amilase na amostra 6.
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1.8 Biomarcadores da funcao renal

Os rins apresentam um papel fundamental na manutengao da composigao e quantidade

dos fluidos corporais, e uma falha renal é manifestada por disfungio de multiplos 6rgaos °.

A urina pode ser utilizada para avaliar a fungao renal verificando os parametros fisico-

quimicos, assim como o sedimento urinario.

A creatinina, a ureia e o acido uUrico sao depurados do organismo pelo rim apos
filtracao glomerular. Em individuos saudaveis a ureia e a creatinina séricas nao se elevam acima
do intervalo estabelecido até que haja uma redugao de 50 a 60% na taxa de filtragao glomerular
(TFG) *. As concentragdes destes metabolitos sio usadas como indicadores da fungio renal

e de outras condicdes °.

1.8.1 Uriandlise ou Urina tipo Il — Andlise bioquimica e microscépica do

sedimento urindrio

A andlise de urina € a terceira analise mais solicitada em laboratorios clinicos e pode
ser usada para identificar pacientes com doencas renais, doengas hepaticas, infe¢oes do trato

urinario ou diabetes mellitus 2.

A analise de urina tipo |l permite a avaliagao quantitativa das substancias na urina, além
de ser possivel a observagao do sedimento urinario ao microscopio onde se podem observar

eritrocitos, leucocitos, células epiteliais, cilindros, bactérias, parasitas e leveduras/fungos.

A técnica de colheita da amostra serve tanto para homens como para mulheres,
colhendo o jato intermediario da urina da manha, podendo também ser efetuado em amostras
aleatorias ao longo do dia. No entanto, nas mulheres um procedimento de limpeza genital
diminui o ndmero de contaminagoes. A urina deve ser refrigerada se nao for analisada

imediatamente **.

A analise fisico-quimica da urina permite avaliar parametros fisicos (cor e densidade) e
quimicos (pH, glicose, proteinas, bilirrubina, urobilinogénio, hemoglobina, corpos ceténicos,
nitritos). Na Tabela 5 estes parametros sao relacionados com os aspetos clinicos mais

relevantes.

A analise do sedimento urinario é indispensavel na urianalise, devido a identificagao de
células (leucocitos, células epiteliais escamosas, células epiteliais ndo escamosas, eritrocitos),
cristais (oxalato de calcio, acido urico), bactérias e leveduras, cilindros (hialinos ou granulares),

entre outras estruturas. A presenga de leucécitos em grande numero normalmente esta
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associada a uma infecao do trato urinario, ja as células epiteliais escamosas sao indicativas de
contaminagao. Os cristais sao frequentemente encontrados nos sedimentos urinarios, mas

nem sempre indicam doenga estando presentes em pessoas saudéveis **.

O exame microscopico da urina foi introduzido na pratica clinica em 1830 e verificou-

se a sua importancia no diagndstico de pacientes com suspeita de doenca renal »

. A presenga
de cilindros é geralmente indicativa de patologia renal, pelo que é necessario distinguir os

cilindros patologicos dos nao patologicos de forma a perceber a gravidade da situagao.

Tabela 5 — Parametros analisados no exame fisico-quimico da urina e sua relagio com a clinica 24.

Cor

Alimentagao, medicagao, produtos metabolicos e infegdes podem causar cores
anormais na urina.

Odor

O odor normal da urina é suis generis, o odor pode ser forte em amostras
concentradas. Cetoacidose diabética pode causar um odor frutado ou doce.

Densidade

Indica o estado de hidratagio da pessoa e também reflete a capacidade de
concentragao renal.

pH

O pH urindario é normalmente ligeiramente acidico devido a atividade
metabdlica, este parametro varia consoante a alimentagdo. O pH urindrio
geralmente reflete o pH do soro exceto em pessoas com acidose tubular renal.

Sangue

Um teste positivo pode indicar hematuria, mioglobinuria ou hemoglobinuria. A
visualizagao de eritrocitos intactos no sedimento urinario pode distinguir
hematuria de outras situacoes.

Proteinas

Em pessoas saudaveis a parede glomerular é permeavel apenas para proteinas
com baixo peso molecular. A proteinuria é a perda de proteina na urina e é um
marcador da doencga renal. A microalbuminuria é um sinal precoce de doenga
renal, particularmente em diabéticos.

Glicose

Glicosuria ocorre quando a glicose filtrada pelo glomérulo excede a capacidade
de reabsorcao tubular.

Corpos
cetonicos

Produtos do metabolismo dos acidos gordos, muito associado a diabetes nao
controlada, também a alimentagao e a hipoglicémia.

Nitritos

Nitritos nao sdo encontrados geralmente na urina, mas resultam da reducao dos
nitratos a nitritos pela agao de bactérias.

Bilirrubina

A bilirrubina conjugada na urina pode indicar disfungao hepatica ou obstrugao
biliar.

Urobilinogénio

Producto final da bilirrubina conjugada depois de atravessar os ductos biliares e
ser metabolizada no intestino. O urobilinogénio é reabsorvido para a circulagao
portal. Hemodlise e doengas hepatocelulares podem elevar os niveis de
urobilinogénio.
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1.8.2 Creatinina

A creatina ¢ principalmente sintetizada a nivel renal, hepatico e pancreatico antes de
ser transportada para os tecidos e 6rgaos, onde é metabolizada a creatinina. As concentragoes
de creatinina sao utilizadas no diagnodstico e tratamento de doenga renal. As medigoes de
creatinina do soro sao Uteis na avaliagao da fungao glomerular renal e na monitorizagao da

didlise .

A taxa de filtragao glomerular (TFG) permanece notavelmente constante, mas em
situagoes de doenga (por exemplo, uma redugao no fluxo sanguineo intrarrenal, dano ou perda
de glomérulos, obstrugao do fluxo livre de ultrafiltrado ao longo do tubulo), a TFG diminui. A
capacidade de eliminar metabolitos, regular o volume e a composi¢ao do fluido corporal

diminuem. Esta situagdo manifesta-se com um aumento na ureia plasmatica ou da creatinina ».

O nivel de creatinina € muito menos dependente da dieta, mas esta mais relacionado com
a idade, sexo e massa muscular. O nivel de ureia depende tanto da TFG como da taxa de
producao. Este ultimo é fortemente influenciado pela ingestao de proteinas e do seu
catabolismo. Com isto, uma vez elevada, a creatinina sérica € um biomarcador mais exato para

a avaliagio da TFG do que a ureia. ».

O método utilizado para a determinagao da creatinina é o de Jaffé. Este consiste na
reagao da creatinina com o acido picrico a um pH alcalino, formando um complexo amarelo-

laranja, que é medido por espectrofotometria a 520/800 nm ©.
1.8.3 Clearance da creatinina

A creatinina sérica € o marcador de diagndstico habitualmente utilizado para a
estimativa da taxa de filtragao glomerular (TFG) na rotina clinica. Devido as interferéncias e
limitagoes pré-analiticas e analiticas, a creatinina nao pode ser considerada exata e surgiu a
cistatina C, que é produzida em concentra¢oes constantes por todas as células nucleadas e
filtrada livremente no glomérulo. Contudo, a depuragao da creatinina continua a ser a mais

utilizada para avaliar a TFG e a fungio renal ».

Para a avaliagdo deste parametro analitico, é utilizada a idade, a massa corporal, uma
amostra de soro para determinar a concentragao da creatinina sérica, que é multiplicada por
72 para homem e 85 para mulher, de modo a permitir o calculo, que se efetua consoante a

seguinte equagao:

(140 — Idade) x Massa corporal

Clearance da creatina = — —
72 [Creatinina sérica]
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A clearance da creatinina é entao expressa em mL/min.

Este parametro é um biomarcador mais sensivel e especifico para a detecao de

disfungdo renal do que a creatinina plasmética °.
1.8.4 Ureia

A ureia é o principal metabolito do catabolismo das proteinas sendo que, o azoto dos

aminoacidos é convertido em ureia, no figado, pela agio das enzimas do ciclo da ureia °.

Mais de 90% de ureia é excretada pelos rins e consequentemente, uma disfungao renal
traduz-se no aumento de ureia no sangue. A filtragao da ureia do sangue para a urina pelos

glomérulos renais é o principal meio de eliminagdo do azoto °.

A concentragao de ureia € um biomarcador da fungao renal, mas é afetada por varios
fatores extra renais que influenciam a concentragao de ureia circulante, o que limita o seu
valor como biomarcador da fungao renal. Por exemplo, a concentragao sérica de ureia

aumenta com uma dieta rica em proteina, desidratagio ou aumento do catabolismo proteico®.

Embora a ureia por si nao seja um biomarcador sensivel e exato para avaliar a fungao

renal, em conjunto com a medicio da creatinina sérica pode ser muito Gtil °.

Na determinagao da ureia, esta é hidrolisada pela urease a amoénia e didxido de
carbono. A amonia e o a-oxoglutarato sao convertidos em glutamato. Simultaneamente, o
NADH ¢ oxidado. A taxa de alteragao na absorvancia a 340 nm, devido ao desaparecimento

de NADH, é diretamente proporcional a concentragio de ureia na amostra °.
1.8.5 Microalbumindtria

A primeira prova clinica de nefropatia consiste no surgimento de niveis baixos (> 30
mg/dia), porém anormais, de albumina na urina. Uma excregao de albumina entre 30 mg e 300
mg por dia é chamada de microalbuminuria e é um indicador clinicamente importante da

deterioracio da funcio renal em individuos diabéticos *.

Um rastreio regular da perda de albumina urinaria ¢é util para monitorizar diabetes tipo
| e 2. Um aumento na excregao de albumina urinaria precede e é altamente preditivo de
nefropatia diabética, doencga renal crénica terminal e mortalidade cardiovascular. Além disso,
um aumento na excregao de albumina urinaria identifica um grupo de individuos nao diabéticos

que apresenta um risco acrescido de doengas coronérias °.
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E mais conveniente, pratico e relativamente preciso testar a microalbuminuria usando

amostras de urina aleatorias 2.

O método utilizado para a determinagao da microalbumindria consiste na reagao de
anticorpos de albumina que se ligam a albumina da amostra para formar complexos imunes
que dispersam a luz. A absorvancia destes agregados é proporcional a concentragao de

albumina na amostra °.
1.8.6 Acido urico

O 4cido urico é o produto final do metabolismo dos nucleosideos de purina (adenosina
e guanosina), os quais podem derivar da dieta, da sintese endégena de purinas e do catabolismo
dos acidos nucleicos. A concentragao deste metabolito no sangue depende do equilibrio entre
a sintese da purina e a ingestao de purinas na dieta, e a eliminagao do urato pelo rim (66%) e

intestino (33%) .

As medigoes de acido urico sao utilizadas no diagnostico e tratamento de varios
disturbios renais e metabolicos, incluindo insuficiéncia renal, gota, leucemia, psoriase, caréncia
alimentar croénica ou outras condigoes de doentes que estejam a tomar medicamentos

citotdéxicos °.

O método utilizado para a determinagao do acido Urico consiste na conversao deste
pela uricase em alantoina e H,0,. O H,0, reage com a 4-aminoantipirina na presenga de sal
dissédico N,N-bis(4-sulfobutil)-3,5-dimetilanilina para produzir um cromoéforo que é lido
espectrofotometricamente a 660/800 nm. A quantidade de corante formado é proporcional a

concentracio de acido Urico na amostra ©.
Caso Clinico 5

Homem de 82 anos, apresenta valores de ureia e de creatinina elevados. A
concentragao de ureia € de 242 mg/dL, valor de referéncia é 17-43 mg/dL e a concentragao
de creatinina é de 4,69 mg/dL, valor de referéncia é 0,81-1,44 mg/dL. Estes valores sao
indicativos de uma insuficiéncia renal. O utente tem anemia macrocitica hormocrémica
(hemoglobina de 9,2 g/dl, valor de referéncia 13,6-18 g/dL e volume globular médio 103,0 fl,
valor de referéncia é 80-97 fl) o que pode ser devido a uma deficiente producao da hormona

eritropoietina, que é produzida no rim.

Caso Clinico 6

Mulher de 81 anos, apresenta uma microalbumindria elevada e a concentragao de

albumina e de proteinas totais baixas (Tabela 6), o que corroboram a hipotese de perda de
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proteinas na urina. A utente tem anemia normocitica e normocrémica e os leucocitos

aumentados.

Tabela 6 = Boletim analitico do caso clinico 6.

Proteinas totais *5,6 g/dL 6,6 - 83
Albumina *2,9 g/dL 3,5-52
Microalbuminuria *1289,34  mg/dL <20
Hemograma

Hemoglobina *9,9 g/dL [1,5-16,0
Leucécitos *13,8 10°/L 40-10,0

Na urina asséptica ha 8-10 leucocitos e eritrocitos por campo indicando que ha
inflamagao e hematdria respetivamente, encontrando-se também descrita a presenca de
Pseudomonas aeruginosa resistente a praticamente todos os antibioticos exceto a cefepima e a

amicacina. De acordo com o caso clinico a utente pode sofrer de uma sindrome nefrotica.

1.9 Biomarcadores do metabolismo do ferro

O ferro é fundamental para a sobrevivéncia de quase todos os organismos vivos. No
entanto, niveis inadequadamente baixos ou altos de ferro sao prejudiciais e contribuem para

uma ampla gama de doengas.

Os niveis de ferro sao cuidadosamente equilibrados através da absorcao de ferro a
partir da alimentagao, pois corpo nao possui um mecanismo fisiologico para excretar ferro. O
corpo humano contém aproximadamente 3,5 g de ferro, dos quais a maioria é encontrada no
grupo heme da hemoglobina (aproximadamente 2,3 g). O ferro restante esta localizado na
mioglobina das fibras musculares esqueléticas (0,35 g), figado (0,2 g), macroéfagos (0,5 g) e

medula éssea (0,15 g) *.

Uma dieta ocidental tipica fornece |5 mg de ferro/dia, dos quais apenas
aproximadamente 10% é absorvido. A absorgao de ferro pode, no entanto, aumentar até 20

vezes para se recuperar de uma situagao de hemdlise ?'.
1.9.1 Ferro

O ferro na dieta existe como ferro heme e nao-heme. O ferro heme é encontrado na
hemoglobina e na mioglobina e é derivado de carne vermelha, peixe e aves; o ferro nao-heme

existe principalmente em frutas e vegetais .
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Enquanto o ferro heme é absorvido por incorporagao em porfirinas, o ferro nao-heme
existe principalmente como ferro férrico (Fe’*) e para ser absorvido deve ser reduzido a ferro
ferroso (Fe™). O ferro nio-heme possui assim uma biodisponibilidade mais baixa que o ferro

heme 7.

A determinagao da concentragao de ferro é utilizada no diagndstico e tratamento de
doengas como anemia ferropénica, hemocromatose (uma doenga associada ao deposito
generalizado, nos tecidos, de dois pigmentos que contém ferro, e que se caracteriza pela
pigmentagao da pele) e doenga renal cronica. A transferrina é a principal proteina portadora

de ferro no soro ©.

Num meio acido, o ferro ligado a transferrina dissolve-se em ices de ferro livre e
apotransferrina. O acido cloridrico e o ascorbato de sédio convertem os ides de ferro no
estado ferroso. Os ides ferrosos reagem depois com um cromogéneo para formar um
complexo de cor azul que pode ser medido espectrofotometricamente. O aumento na
absorvancia a 600/800 nm ¢ diretamente proporcional a quantidade presente de ferro ligado

a transferrina ®.
1.9.2 TIBC

A capacidade total de fixacao do ferro (TIBC) representa uma medida indireta da
transferrina circulante e dos locais de ligagao disponiveis para o ferro no plasma. Este
parimetro é determinado através da adicio suficiente de Fe’* para saturar locais de ligagio do
ferro na transferrina. Em seguida, o ferro que nao se ligou é removido e obtém-se o valor da

TIBC por imunoturbidimetria °.
1.9.3 Saturacdo da Transferrina

No plasma, o Fe*" circula ligado a transferrina, uma glicoproteina que possui dois locais
de ligagao ao ferro e mantém o ferro na forma soluvel. A transferrina tem duas fung¢oes
importantes: limita a formagao de radicais toxicos e entrega ferro as células. Em pessoas

saudaveis, cerca de 1/3 da transferrina é saturada com ferro .

Os niveis de transferrina sobem em caso de deficiéncia de ferro e descem em caso de
excesso de ferro. O aumento da transferrina pode ser observado em anemia por deficiéncia
de ferro e também pode aumentar no final da gravidez e em mulheres que tomem
contracetivos orais. Esta diminui em condi¢oes associadas a perda elevada de proteinas, como
sindrome nefrotica, insuficiéncia renal crénica, queimaduras graves, estados de deficiéncia de

proteinas e doengas hepaticas graves. A transferrina é uma proteina de fase aguda negativa e
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diminui durante qualquer estado inflamatério ou doenga grave °. O indice da saturagio da

transferrina é entao calculado a partir da seguinte equagao:

) Ferro sérico
Saturacio de transferrina (%) = —Tic ¥ 100

1.9.4 Ferritina

O nivel de ferritina sérica reflete a quantidade de ferro armazenado. Na deficiéncia de
ferro, uma ferritina sérica baixa confirma o diagndstico. As medigoes de ferritina ajudam no
diagnostico de doengas que afetam o metabolismo do ferro, como a hemocromatose (excesso

de ferro) e a anemia por deficiéncia de ferro *.

No entanto, a ferritina € um biomarcador de fase aguda e os niveis aumentam na
presenca de doencas inflamatdrias ou malignas. Niveis muito altos de ferritina podem ser

observados na hepatite *°.

O método utilizado para a determinagao da ferritina consiste na reagao da ferritina
presente no soro com anticorpos anti-ferritina que leva a uma aglutinagao e o valor é obtido

por imunotubidimetria °.

1.10 Biomarcadores da lesio do miocardio

Os biomarcadores da fungao cardiaca fazem com que seja possivel a diminui¢ao da taxa

de mortalidade, que se tem vindo a verificar ao longo dos anos .
1.10.1 Creatina Cinase (CK)

Existem trés principais isoenzimas da creatina cinase (CK), duas estao presentes no
citosol e uma nas mitocondrias. As isoenzimas do citosol sao do tipo muscular (cadeia M) e
do tipo cerebral (cadeia B). As isoenzimas do citosol podem produzir o heterodimero CK-

MB ou os dimeros CK-MM e CK-BB *.

O método utilizado para a determinagao da CK consiste no aumento da absorvancia
devido a formagao de NADH, que é medida a 340 nm e é diretamente proporcional a atividade

de CK na amostra ®.

A CK-MB esta presente principalmente no musculo cardiaco, a CK-MM no musculo
esquelético e a CK-BB no musculo liso e na maioria dos tecidos nao musculares, como o

cérebro *.
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Apo6s lesao muscular, hd um aumento da libertagao da CK na corrente sanguinea.
Assim, a CK ¢ indicativa de dano muscular. CK-MB é um biomarcador mais especifico de dano
do musculo do miocardio, enquanto CK-MM é um biomarcador de dano do musculo
esquelético. Com isto, pode-se inferir que a avaliagdo da CK sérica é um biomarcador
importante na monitorizagao de pacientes com fraqueza muscular ou mialgia e na avaliagao de

pacientes com miopatias ou rabdomidlise *'.

A CK-MB atinge o pico em 24 horas, comegando a aumentar entre 4 a 9 horas apos a
lesao do miocardio e diminuindo para o intervalo normal apos 48 a 72 horas. Os niveis totais

de CK e CK-MB estio correlacionados com a gravidade do enfarte *.
1.10.2 Lactato Desidrogenase (LDH)

A lactato desidrogenase encontra-se em todas as células do organismo, mais
concretamente no citoplasma. Visto a concentragao de LDH nos tecidos ser 500 vezes
superior a existente no plasma, a ocorréncia de danos numa pequena porgao de tecido pode
conduzir a um aumento significativo na atividade de LDH no soro. Por conseguinte, o principal

papel da LDH reside na detegio de pequenas lesdes °.

O enfarte do miocardio esta habitualmente associado a uma elevacao de 3 a 4 vezes
do total de LDH; aumentos semelhantes na LDH podem ocorrer na miocardite e arritmias

cardiacas ©.

A LDH catalisa a oxidagido do lactato a piruvato juntamente com a redugido de NAD"*
a NADH. O aumento de NADH é medido a 340 nm e é diretamente proporcional a atividade

enzimatica na amostra, permitindo assim a sua determinagao °.
1.10.3 High sensitivity - Troponina cardiaca |

As troponinas cardiacas sao proteinas estruturais do sistema contratil dos midcitos
cardiacos, estas sao libertadas na circulagao apés a morte das células dos miocitos cardiacos.
A determinagao da concentragao de troponina cardiaca circulante tornou-se um biomarcador

importante no diagnéstico e tratamento do enfarte agudo do miocardio *.

O desenvolvimento de ensaios de alta sensibilidade permitiu a dete¢ao da troponina |
cardiaca (hs-cTnl) em concentragoes mais baixas, o que levou a uma identificagdo mais precoce
da lesao do miocardio e aumentou a precisao diagndstica em pacientes com suspeita de enfarte

do miocardio *.
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1.10.4 High sensitivity - Proteina C reativa

A proteina C reativa é uma proteina de fase aguda produzida pelos hepatécitos. A
concentragao de PCR aumenta 4 a 6 horas apos a lesao aguda do tecido ou inflamagao e

diminui rapidamente com a resolugdo do processo lesivo *.

A High Sensitivity - Proteina C reativa (hs-PCR) é detetada em niveis mais baixos, o
que permite uma detegao mais precoce do seu aumento. Este biomarcador demonstra um

papel importante na avaliagio do risco cardiovascular **.

1.1l Metabolismo mineral 6sseo

O osso é constituido por células e uma matriz organica de proteinas e minerais
inorganicos. As principais fungoes do osso sao: mecanica, protetora e metabolica. O sistema
esquelético é constantemente remodelado pela degradacao do tecido velho e sua substituigao
por matriz 6ssea nova. Dois tipos de células osseas, osteoblastos e osteoclastos, sao os
principais responsaveis pela remodelagio. E possivel analisar tanto a formagio quanto a

reabsorcao dssea por métodos clinicos e laboratoriais *.
I.11.1 Calcio

A avaliagao da concentragao do calcio € usada no diagnostico e monitorizagao de
disturbios da paratirodide, diversas doengas osseas e doenca renal crénica. Os ossos funcionam
como um reservatorio de modo a que o calcio sérico se mantenha relativamente constante,
libertando calcio, quando necessario para evitar a hipocalcemia e retendo o calcio, para
prevenir niveis excessivamente elevados de calcio sérico. A absorgao e a libertagao de calcio

a nivel 6sseo sao controladas pela hormona paratiroideia (PTH).

O calcio é importante na transmissao dos impulsos nervosos, como um cofator em
diversas reagoes enzimaticas, na preservagao da contractilidade muscular normal, e no
processo de coagulagao. Uma redugao significativa na concentragao do cilcio resulta em
tetania muscular. Uma concentragao de ides de cilcio acima do normal produz uma
excitabilidade neuromuscular diminuida e fraqueza muscular juntamente com outros sintomas

mais complexos °.

O método utilizado para a determinagao do calcio baseia-se na reagao de ides de calcio
(Ca*") com Arsenazo lll para formar um complexo de cor roxa intensa. O aumento resultante
da absorvancia a 660/700 nm é diretamente proporcional a concentragao de calcio da

amostra®.
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1.11.2 Fosfato

O fosforo apresenta duas formas, o fosfato inorganico e o fosfato organico, este é um
elemento amplamente distribuido no corpo humano. O fosfato inorganico ¢ a fragao medida

pelos laboratérios clinicos °.

Hipofosfatemia ou deplecao de fosfato pode ser causada por perda renal ou diminuigao
da absorgao intestinal. A hiperfosfatemia é geralmente secundaria a incapacidade renal de
excretar fosfato, como na insuficiéncia renal. Moderado aumento de fosfato no soro ocorre
em individuos com baixo nivel de PTH (hipoparatireoidismo) ou resisténcia ao PTH (pseudo-

hipoparatireoidismo) °.

Com isto a avaliagao da concentragao do fosforo permite realizar o diagnostico e

monitorizagao de varios disturbios, incluindo doengas renais e das glandulas paratiréides.

O método utilizado para a determinagao do fésforo consiste na reagao do fosfato
inorganico que reage com o molibdato, formando um complexo heteropoliacido. A leitura é

feita espectrofotometricamente a 340/380 nm °.
I1.11.3 Magnésio

O magnésio € um dos principais catioes intracelulares em termos de concentragao,
logo a seguir ao potassio. As medigoes de magnésio sao utilizadas no diagnostico e tratamento
da hipomagnesemia (anormalmente baixa) e hipermagnesemia (anormalmente elevada). O
magnésio € cofator de varios sistemas enzimaticos importantes, como a fosfatase alcalina,

fosfatase acida e creatina cinase °.

Foram observados niveis reduzidos de magnésio no soro em casos de diabetes,
alcoolismo, diurese, hipertiroidismo, hipoparatiroidismo, enfarte do miocardio, insuficiéncia
cardiaca congestiva e cirrose hepatica. Niveis elevados de magnésio no soro foram detectados

em casos de insuficiéncia renal, desidratacio, acidose diabética grave e doenca de Addison °.

O método utilizado para a determinagao do magnésio € um método direto no qual o
magnésio forma um complexo colorido com azul de xilidil numa solugao fortemente basica. A
cor produzida é medida espectrofotometricamente a 520/800 nm e é proporcional a

concentragio de magnésio °.
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1.12 Equilibrio hidro-eletrolitico

Os eletrélitos sao anides, ides carregados negativamente, ou catides, ioes carregados
positivamente. Os eletrdlitos fisioldgicos mais importantes sio: Na*, K*, Ca**, Mg**, CI", HCO,;,
H,PO, e HPO,”. Os principais eletrélitos (Na*, K, CI" e HCO;) estio presentes
principalmente como ides livres, enquanto o Ca*’e o Mg”* se encontram ligados a proteinas,

principalmente a albumina °.
1.12.1 Sédio

O saédio € o principal catiao do fluido extracelular. O corpo humano requer cerca de
| a2 2 mmol/dL, o excesso, obtido pela alimentagao, é excretado pelos rins, que sao os

reguladores finais da quantidade de Na* (e, portanto, da 4gua) °.

A hipernatremia e a hiponatremia designam concentragoes elevadas e baixas de sddio,
respetivamente. A hipernatremia surge em situagoes de desidratacao (hipovolémia) ou
hidratagao excessiva (hipervolémia). Os sintomas de hipernatremia sao principalmente
neurolégicos. A maioria dos casos de hipernatremia ocorre em pacientes com estado mental

alterado ou em recém-nascidos, os quais podem ter dificuldade na reidratagao °.

O método utilizado para a determinagao do soédio € o elétrodo seletivo de ides (ISE),
que consiste num elétrodo potenciométrico especial constituido por uma membrana
seletivamente permeadvel a um Unico tipo iao; o potencial produzido na interface membrana/

solugdo de amostra é proporcional ao logaritmo a concentragio do ido em questio °.
1.12.2 Potdassio

O potassio é o principal catiao intracelular. As concentragoes intracelulares elevadas sao
mantidas pela bomba de Na*/K*-ATPase, que funciona apenas com o fornecimento de energia
oxidativa para transportar continuamente o K" contra o gradiente de concentragio. O
potassio absorvido no trato gastrintestinal é rapidamente distribuido, com uma pequena

quantidade absorvida pelas células e o excesso excretado pelos rins, a semelhanca do sédio °.

Perturbacdes na homeostase de K* geram consequéncias graves. Por exemplo, a
diminuicdo de K" extracelular (hipocaliemia) é caracterizada por fraqueza muscular,
irritabilidade e paralisia. Altas concentracdes de K extracelular (hipercaliemia) podem gerar
sintomas de confusao mental, fraqueza, formigamento e fraqueza dos musculos respiratorios.

Efeitos cardiacos da hipercaliemia incluem bradicardia e defeitos de condugio °.
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O método utilizado para a determinagao do potassio € o elétrodo seletivo de ices

(ISE), como descrito para o sodio.
1.12.3 Cloretos

O cloreto (CI) é o principal aniao extracelular e esta significativamente envolvido na
distribuicao de agua, na pressao osmotica e no equilibrio aniao-catiao no fluido extracelular.
Os ioes cloreto sao quase completamente absorvidos a partir do trato intestinal e sao

excretados pelos rins °.

As concentragdes de Cl™ no plasma geralmente acompanham as concentragdes de Na®.
No entanto, a determinagao da concentragao plasmatica de CI" é Gtil no diagnostico diferencial
de disturbios de desequilibrio acido-base. Alteragoes na concentragao dos cloretos levam a
situagoes de hipoclorémia, baixa concentragao de CI’, normalmente acompanhado por um
aumento de HCOy', levando a situagoes de acidose respiratoria. O aumento da concentragao
plasmatica de CI', ocorre em situagoes de desidratagao ou diarreias prolongadas com perda
de bicarbonato de sédio. Um aumento na concentragao de CI” também pode ocorrer na

alcalose respiratéria devido a compensagio renal ao excretar HCO;™ ©.

O método utilizado para a determinagao do cloreto € o elétrodo seletivo de ices (ISE),

como descrito para o sodio.

1.13 Espermograma

O espermograma é um dos primeiros exames a praticar no caso de esterelidade de
um casal. No Coimbralab esta é uma andlise que se realiza no setor da bioquimica e é
frequentemente pedida pelos utentes. O espermograma é recolhido apos 3 ou 4 dias de
abstinéncia. Uma abstinéncia mais longa implica o risco diminuir a mobilidade; mais curta,

diminui a taxa de espermatozoides. A recolha faz-se por masturbacao.

O esperma normal tem um volume de 2 de 6 ml e um aspecto branco e translucido;
liquefaz-se em menos de 30 minutos e o seu pH esta compreendido entre 7,2 e 7,8. Contém

entre 25 e 250 milhoes de espermatozdides/ml, sendo mais de 60% de formas normais.

O estudo da mobilidade aborda a progressao linear rapida (tipo a), a progressao linear
lenta (tipo b), movimento sem progressao (tipo c) e imobilidade (tipo d) dos espermatozoides.
O tipo a e o tipo b quando somados tem que ser superior a 32% para ser normal. Para o
estudo da vitalidade contam-se os espermatezoides vivos que coram de branco e os

espermatozoides mortos que coram de rosa (Tabela 7).
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Tabela 7 - Avaliagao da vitalidade dos espermatozoides.

Imagem Legenda

Espermatozoide vivo

Espermatozoéide morto

No estudo morfoldgico verificam-se as formas e anomalias dos espermatozoides.

Alguns exemplos de defeitos morfologicos estao representados na Tabela 8.
Tabela 8 - Principais alteragées encontradas na morfologia dos espermatozoides.

Imagem Legenda

Alteracao da cauda

(Bicéfalos)

Alteragio da pega

intermédia

Alteragao da cabega

(duas cabegas)

A interpretacao de um espermograma € sempre delicada porque numerosos factores
influenciam a composicao do esperma humano. Algumas perturbagoes sao conhecidas como
a azoospermia que se define pela auséncia de espermatozoides e a oligospermia que se define

por uma taxa de espermatozéides inferior a 20 milhdes/ml **.
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CARACTERIZACAO DO LABORATORIO DE ESTAGIO

O Instituto Portugués de Oncologia de Coimbra (IPO) integra a rede de prestagao de
cuidados de saude do Servico Nacional de Saude (SNS) e é responsavel pelo diagnostico e

tratamento da doenga oncoldgica na Regiao Centro.

O estagio foi realizado no Servigo de Patologia Clinica (SPC), situado no edificio da
Oncologia Médica e Laboratoérios e € constituido por quatro setores distintos, sendo o diretor

do servigo o Dr. Luis Nina, médico especialista em patologia clinica.

O utente dirige-se ao laboratério e o pessoal administrativo da secretaria é o
responsavel por documentar os dados do utente e, com base nas requisigoes médicas, registar
quais as analises a efetuar. Apos o registo, € atribuido a cada utente um numero de
identificagao composto por 9 digitos, que engloba a data da colheita e o nUmero da amostra

dessa mesma data, o que facilita o fluxo das amostras no laboratério.

A colheita é realizada para os contentores adequados, consoante as analises
previamente requisitadas pelo médico. Quanto aos doentes internados no IPOCFG, as suas
amostras sao colhidas pelo pessoal técnico do SPC e depois sao enviadas para o SPC, passando

também pelo registo na secretaria. Por norma, sao colhidas em média 350 amostras por dia.

Apos a realizagao das colheitas, os contentores sao devidamente etiquetados e, as
requisi¢coes ficam no secretariado (ordens COVID), exceto a Microbiologia que regista as suas
proprias analises. Os contentores sao entao distribuidos pelos diferentes setores —
Hematologia, Microbiologia, Bioquimica e Imunologia/Hormonologia — onde se procede de

imediato a recegao da amostra e ao seu correto processamento analitico.

Apos a obtencao dos resultados analiticos, os valores obtidos sao enviados para o
programa informatico, de modo a efetuar-se a validagao biopatoldgica e a emissao do boletim

de resultados para o clinico.

ACTIVIDADES DESENVOLVIDAS

Nos diferentes sectores os equipamentos apresentam uma grande importancia,
realizando a maioria das analises de forma automatica, evitando erros analiticos € uma maior
exatidao e precisao. Abaixo sao descritos os equipamentos e os respetivos métodos e analises

dos sectores de Microbiologia e Imunologia’hormonologia (Tabela 9).
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Devido ao elevado niumero de parametros analisados em alguns equipamentos sao

descritos apenas alguns exemplos.

Tabela 9 - Equipamentos e respetivos métodos e analises dos sectores de Microbiologia e
Imunologia’/hormonologia.

(Fluorescéncia)

Equipamento Método Anilise
Microbiologia
Viteck® 2 Método Viteck Ident|f'|c'af;ao dos microrganismos e estudo da
suscetibilidade antimicrobiana.
Batec® 9050 Método BD Incubagao de hemoculturas.

Estufas a 37°C (com e
sem CO,), 30°,25° e
42°C

Incubagao de primoculturas e sementeiras.

Imunologia

Immulite® 2000 XPi

Quimioluminescéncia

CEA, FEritropoietina, AFP, Anticorpos anti-
peroxidase (TPO), PSA total e livre, Gastrina, Beta
2 microglobulina, HCG  total, A4 -
Androstenediona, HGH e IGF-1.

Advia Centaur® XP

Quimioluminescéncia

Ferritina, 250H-vitamina D total, LH, TSH, FSH,
PTH, Estradiol, Progesterona, Prolactina.

IDS Isys®

Quimioluminescéncia

Renina plasmatica, Anticorpos anti-rubéola, anti-
Toxoplasma gondii, anti-HSV | e 2 e anti-EBV

Viva-E®

Imunoensaio enzimatico
de multiplicagdo (EMIT)

Metotrexato, Carbamazepina, Acido valpréico,
Gentamicina, Fenitoina, Fenobarbital.

Cobas® 600 e 601

Eletroquimioluminescéncia

CA 19.9, CA 724, CA 125, Cortisol, Testosterona
total, Acido félico, Vitamina B12, T3 total e livre, T4
total e livre.

Kryptor® Gold

Time-Resolved Amplified
Cryptate Emission (TRACE)

NSE, Procalcitonina, CA 15.3, CGA, SCC.

Attelica® NEPH630

Nefelometria

Proteina-C reativa alta sensibilidade, Complemento
C3 e C4, Transferrina, Recetores sollveis da
transferrina.

Optilite®

Turbidimetria

Cadeias leves Kappa e Lambda, 1gG4 e IgD.

ImmunoCAP® 200

FEIA

Anti-dsDNA, anti-Cardiolipina IgG e IgM, anti-p2-
Glicoproteina | IgG e IgM, anti-CCP2, anti-RF IgM.

I. Microbiologia

A area da microbiologia compreende o estudo do diagnostico e controlo de doengas
infeciosas, na qual é analisada uma ampla variedade de produtos biologicos, nomeadamente

urina, sangue, fezes, cateteres, expetoragées entre outros PI"OdUtOS.

Para a pesquisa de bactérias e leveduras, as amostras sao inoculadas em meios

adequados e sao incubadas. Apds a incubagao, procede-se a observagao das culturas,
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analisando o possivel crescimento microbiano. Na presen¢a de crescimento é efetuada a
avaliagao da morfologia, cor e cheiro das coldnias, o que permite uma identificagao presuntiva

dos microrganismos presentes.

Posteriormente, é efetuado o teste identificacio de bactérias e leveduras e a sua
suscetibilidade aos antimicrobianos, no VITEK® 2 (Tabela 9), cuja execugao é critica para o
estabelecimento da terapéutica. O equipamento fornece o valor da concentragao minima

inibitoria (CMI) e indica se os antibidticos sao suscetiveis, intermédios ou resistentes. E

realizada uma avaliagao externa de qualidade trimestralmente.

Caso Clinico 7

Mulher, de 46 anos, apresenta queixas de obstrugao nasal de longa data. Foi

encaminhada para uma consulta de Otorrinolaringologia no IPO de Coimbra para avaliagao.

No exame objetivo é evidente a presenca de uma massa na cavidade nasal direita,
tendo-se realizado exames imagioldgicos que revelaram a presenga de um abcesso no seio
maxilar direito, pelo que se efetuou a sua drenagem cirurgica. Foi solicitada a analise
microbiologica do drenado, mas a amostra sé foi enviada para o Sector de Microbiologia no
dia seguinte a colheita, em contentor estéril, tendo sido conservada no frio até esse momento,
informagao que so foi obtida apds contacto com o clinico, devido a dificuldades de valorizagao

das culturas.

O exame direto da amostra corado pela técnica de Gram apresentou alguns leucocitos
polimorfonucleares e flora muito escassa com raros cocos Gram positivo e alguns cocobacilos

Gram negativo pleomérficos (Figura 3).

Figura 3 — Exame direto da amostra corado pela técnica de Gram do

exsudato nasal purulento profundo.

As culturas foram repetidas 3 vezes, porque nao se conseguiram recuperar os bacilos

Gram negativo pleomorficos com morfologia caracteristica de Haemophilus influenzae, mas

4|



apresentaram desenvolvimento de coldnias de Staphylococcus aureus (MSSA) e Citrobacter Koseri,

que nao integram a microbiota local, tendo sido valorizados (Figuras 4 e 5).

Figura 4 - Staphylococcus aureus e Citrobacter koseri.

Figura 5 — Primoculturas repetidas 3 vezes, sendo que a ultima foi inoculada por inundacao.

Apos colheita iniciou terapéutica com amoxiciclina-acido clavulanico, durante 8 dias e

na consulta de avaliacao verificou-se melhoria clinica.

Como se pode verificar foram cometidos trés erros pré-analiticos nesta historia clinica.
O primeiro ocorreu colheita da amostra que foi feita em contentor e nao em meio de
transporte para anaerdbios ou seringa capsulada, visto tratar-se de um abcesso que foi
drenado. O segundo observa-se no tempo de espera entre a colheita da amostra e o seu envio
para o laboratorio e o terceiro reside na refrigeracao da amostra que pode ser responsavel

pela nao viabilidade dos microrganismos a considerar.

42



2. Hematologia

A hematologia é ciéncia que se dedica ao estudo do sangue. Sao estudadas as células do
sangue ou seja, os eritrocitos, os leucocitos e as plaquetas e os 6rgaos hematopoiéticos, como

a medula 6ssea, ginglios linfaticos e baco **.

2.1 Equipamentos e métodos utilizados

Os equipamentos utilizados no setor da hematologia estao evidenciados na Tabela 10,

assim como os respetivos métodos e analises que realizam.

Tabela 10 - Equipamentos e respetivos métodos e analises do sector de hematologia.

Equipamento Método Anailise
Aerospray 7150 Slide Stainer . Coloragio de esfregacos
Centrifuge ® Coloracdo sanguineos
Coulter DxH 900 Analyzer® Principio de Coulter Hemograma
Testl BCL® Fotometria cinética Velocidade de sedimentagao
ACL Top® CTS 350 Turbidimetria Provas de coagulagao
Cytomics® FC500 Citometria de fluxo Imunofenotipagem
GeneXpert® PCR em tempo real Detecao do gene BCR-ABL

A coloragao dos esfregagos sanguineos ¢ feita pelo Aerospray 7150 Slide Stainer

Centrifuge®, usando a coloragio de Wright (Tabela 10).

O Coulter DxH 900 Analyzer® é o equipamento usado para a realizacio dos
hemogramas através da utilizagao do principio de Coulter que consiste na passagem de uma
particula através de uma abertura, e quanto maior a particula, maior a resisténcia, maior a
voltagem. Cada pico de tensio é diretamente proporcional ao tamanho da célula **. Apés a
realizacgio dos hemogramas, os tubos seguem para o Testl BCL® que permite avaliar a

velocidade de sedimentagao (Tabela 10).

O ACL Top® CTS 350 realiza as provas de coagulagio como a protrombina (PT), o
tempo de protrombina parcialmente ativado (PTTa), o tempo de trombina (TT), o

fibrinogénio, os D-dimeros, a proteina C e S e o anticoagulante lUpico.

O Cytomics® FC500 permite realizar a imunofenotipagem de diferentes amostras

(sangue, LCR, bidpsias de ganglios, aspirados medulares, entre outras amostras) (Tabela 10).
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2.2 Hematopoiese

A hematopoiese é o processo de maturagao de células sanguineas que inclui renovagao
celular, proliferagao, diferenciagio e maturagao. Estes processos resultam na formagao,

desenvolvimento e especializagao de todas as células sanguineas funcionais que sao libertadas
da medula 6ssea para a circulagio *°.

Nos adultos, o tecido hematopoiético esta localizado na medula 6ssea, nos ganglios

linfaticos, no bago, no figado e no timo. A medula 6ssea contém células eritroides, mieloides,

megacariociticas e linféides em desenvolvimento .
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Figura 6 — Hierarquia das células hematopoiéticas durante a diferenciagao normal de células
estaminais derivadas da medula 6ssea em células sanguineas de linhagem especifica 37.

As células estaminais hematopoiéticas, por definicao, sao capazes de autorrenovagao,

sao pluripotentes e dao origem a linhas celulares diferenciadas. As células estaminais
indiferenciadas podem-se diferenciar em células progenitoras da linhagem linféide ou mieldide
(Figura 6). As células progenitoras linfoides proliferam e diferenciam-se em linhagens T, B e
linfocitos NK e linhagens dendriticas; as células progenitoras mieloides proliferam e

diferenciam-se em linhagens granulociticas, eritrociticas, monociticas e megacariociticas
individuais .
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2.3 Hemograma

O hemograma completo é provavelmente um dos testes mais amplamente realizados

no mundo *.
2.3.1 Parametros de avaliacdo eritrocitaria

O eritrograma analisa os diferentes parametros relacionados com os eritrocitos, que
inclui a contagem dos eritrocitos, concentragao da hemoglobina, hematocrito e os indices
eritrocitarios: volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM),
concentragao da hemoglobina corpuscular média (CHCM) e distribuicao do tamanho dos

eritrocitos (RDW).
2.3.1.1 Contagem de eritrécitos

Todos os dias, sio produzidos cerca de 10'> novos eritrécitos por meio de um
processo complexo e regulado. Os eritrécitos tém a fungao de transportar o oxigénio dos
pulmoes para os tecidos, onde este € libertado. Isto é conseguido pela ligagao do oxigénio a

hemoglobina *.

A contagem de eritrocitos € um indicador da produgao e tempo de meia vida dos

eritrocitos e é expressa em numero de células por microlitro .
2.3.1.2 Concentracdo de Hemoglobina

A concentragao da hemoglobina (Hb) é muito util para a determinagao de situagoes de
anemia, sendo um biomarcador especifico e exato **. A determinagio da concentracio de Hb

€ normalmente expressa em g/dL.

A anemia é entao definida por uma concentragao de hemoglobina abaixo do intervalo
especifico para idade, sexo ou estilo de vida. A concentragao de hemoglobina pode ser

influenciada por outros fatores, como altitude e habito tabagicos *.
2.3.1.3 Hematécrito

O hematocrito corresponde a raziao entre o volume ocupado pelos eritrocitos e o
volume de sangue total é expresso na forma de percentagem. O valor do hematécrito pode
ser influenciado pelo tamanho dos eritrocitos, sendo que se deve ter em consideragao este

fator quando se interpreta este parametro *°.

O hematocrito é importante para o diagndstico e monitorizagao de muitos distUrbios,

como anemia falciforme, anemias macrociticas, anemias hipocrémicas, esferocitose e
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talassémia. Outras causas de alteracao do hematocrito sio hemdlises recentes ou situagoes

de desidratacio *.

Indices de classificacao dos eritrocitos

A classificagao dos eritrocitos baseia-se em indices eritrocitarios, que permitem avaliar
o tamanho, quantidade e a concentragao de hemoglobina, sendo usados na classificagao

morfologica das anemias.
2.3.1.4 Volume corpuscular médio (VCM)

O volume corpuscular médio (VCM) representa o tamanho dos eritrocitos e pode
diferenciar possiveis etiologias da anemia. Isso levou aos conceitos de anemia “microcitica”,

“normocitica” e “macrocitica” ¢,

As anemias microciticas apresentam volume corpuscular médio (VCM) diminuido e as
causas que levam a diminuicao deste parametro sao a insuficiéncia de ferro, talassemia ou

anemias sideroblasticas (defeito da sintese do heme) *.

As anemias macrociticas caracterizam-se por VCM aumentado e distinguem-se dois
tipos principais de perturbagoes, quer associado a defeitos de membrana, quer relacionado
com defeitos de sintese de DNA. Os defeitos na membrana dos eritréocitos podem ocorrer
em situagoes de doenga hepatica ou hipotiroidismo, ja os defeitos na sintese de DNA

observam-se na anemia megaloblastica ou em situagdes de quimioterapia *.

A dificuldade em usar o volume dos eritrécitos como meio de distingao de patologias
que levam a anemia, reside no facto de os eritrocitos demonstrem um tamanho normal,
anemia normocitica, como se observa em estagios iniciais de deficiéncia de ferro ou quando
duas patologias ocorrem em simultianeo, como por exemplo deficiéncia de ferro e doenga

hepatica ou em situagdes de doengas cronicas *°.
2.3.1.5 Hemoglobina corpuscular média (HCM)

A hemoglobina corpuscular média (HCM) representa o conteudo médio de
hemoglobina em cada eritrécito. Geralmente, nao é utilizada na classificagao das anemias,

sendo preferivel a utilizagio da CHCM *.

A HCM ¢é calculada a partir da seguinte férmula:

_ HGB (g/dL)x10
~ RBC(x1012/L)

HCM
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Sendo que, HGB € a concentragao de hemoglobina e RBC a contagem de eritrocitos.

E expresso em picogramas (pg).
2.3.1.6 Concentracdo da hemoglobina corpuscular média (CHCM)

A concentragao de hemoglobina corpuscular média (CHCM) representa a
concentragao média de hemoglobina em cada eritrocito, e permite classificar as anemias como
hipocromicas, quando diminuida, ou normocrémicas, quando dentro do intervalo de
referéncia.

A CHCM ¢é calculada a partir da seguinte equagao:

HGB(g/dL)x100

HCM =
CHC HTC(%)

Em que HBG é a concentragao de hemoglobina e HTC é o hematocrito. Este

parametro é expresso em g/dL.
2.3.1.7 Distribuicdo do tamanho dos eritrécitos (RDW)

A distribuicao do tamanho dos eritrécitos (RDW) é um parametro, que reflete o grau de
heterogeneidade do tamanho dos eritrocitos (convencionalmente conhecido como
anisocitose) e é tradicionalmente utilizado na hematologia laboratorial para diagndstico

diferencial de anemias “.

Um aumento da RDW reflete uma desregulagao da homeostase eritrocitaria, ou seja, uma
eritropoiese alterada, que pode ser atribuida a uma variedade de perturbagoes fisioldgicas
subjacentes, como stress oxidativo, inflamagao, dislipidémia, hipertensao, fragmentagao dos

eritrocitos e alteracio da funcio da eritropoietina “.

Embora o esquema de classificagao nao seja exato, um VCM baixo com alta RDW sugere
deficiéncia de ferro, enquanto um VCM alto e RDW alta sugere deficiéncia de folato e/ou

vitamina B12 ou mielodisplasia *°.
2.3.1.8 Reticulécitos

O reticulocito € o estagio imediatamente anterior ao amadurecimento do eritrécito e
€ o estagio que completa a produgao de hemoglobina a partir do RNA mensageiro residual
usando os ribossomas. Uma pequena quantidade de RNA ribossomico residual esta presente
e pode ser visualizado em coloragao com azul de metileno. Os ribossomas residuais aparecem

como pequenos pontos azuis *.
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A contagem de reticulocitos varia entre 0,5 e 2,5% e estes valores podem elevar-se em
situagoes de anemia. Niveis baixos de reticulocitos em pessoas anémicas sugerem diminuigao

da fun¢do da medula 6ssea *'.
2.3.2 Parametros de avaliacdo leucocitaria

Os leucocitos sao células dedicadas a proteger o hospedeiro de infegoes e lesoes.
Uma contagem reduzida de leucocitos designa-se de leucopenia e uma contagem aumentada
de leucocitos designa-se de leucocitose. A contagem dos leucdcitos totais tem um valor clinico

limitado, devendo ser avaliados os diferentes tipos de leucocitos no sangue.
2.3.2.1 Contagem total de leucécitos

A contagem de leucocitos consiste na determinagao de varios parametros como, o
numero de neutrdfilos, linfocitos, mondcitos, eosindfilos, basofilos e células imaturas ou
atipicas presentes no sangue. Tanto a leucocitose como a leucopenia, podem ser observadas
numa ampla gama de condigoes, incluindo condigoes benignas e malignas. Ambas as situagoes
requerem um exame diferencial e morfologico preciso, de forma a determinar qual a linha

celular que estd aumentada ou diminuida .
2.3.2.2 Férmula leucocitdria

A formula leucocitaria refere-se as percentagens e numero absoluto de cada linhagem
leucocitaria, ou seja, neutrdfilos, linfocitos, mondcitos, eosinéfilos e baséfilos 7. Também é
possivel distinguir a presenca de células imaturas das diferentes linhagens, tendo em conta que

se avaliam varios fatores, como por exemplo volume e dispersao de luz.
2.3.3 Parametros de avaliacdo plaquetar

As plaquetas sao fragmentos do citoplasma do megacariécito que contribuem para a
manutencao da integridade dos vasos sanguineos, aderindo aos vasos sanguineos danificados
e formando agregados plaquetares, de forma a desencadear processos de formagao de
coagulos. As plaquetas sao os principais fragmentos que controlam a hemostasia, ou seja, uma

série de mecanismos celulares e plasmaticos que reparam os vasos evitando as hemorragias™.

A ativagao descontrolada das plaquetas é responsavel por patologias como, trombose

venosa profunda, embolia pulmonar ou acidentes vasculares cerebrais *.

Uma contagem de plaquetas elevada (trombocitose) é sinal de possivel inflamagao ou
trauma, sendo necessario confirmar estas situacoes usando outros biomarcadores. Uma baixa

contagem de plaquetas (trombocitopenia) é uma consequéncia comum do tratamento com
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quimioterapicos e pode ser fatal. Como as plaquetas sao responsaveis pela manutengao e
reparo normais dos vasos sanguineos, a trombocitopenia geralmente é acompanhada de

contusdes faceis e hemorragia descontrolada *.

2.4 Esfregaco sanguineo

Um esfregaco de sangue periférico, corado e cuidadosamente examinado pode
fornecer informagoes valiosas sobre a saide de um paciente. A relevancia diagnéstica de um
esfregaco é enorme. O esfregago deve avaliar todas as caracteristicas da morfologia de cada
linhagem hemopoiética. A distribuicao, tamanho, forma, cor, inclusdes celulares das diferentes

linhagens sio cuidadosamente avaliadas **.
2.4.1 Morfologia dos eritrécitos

O eritrocito normal apresenta forma de disco biconcavo, apresentando cor rosa
quando corados com a coloragao de Wright, porque o conteudo de hemoglobina dos
eritrocitos capta a eosina, componente acidofilico do corante. Variagoes anormais no
tamanho, forma, cor, presenga de inclusoes intracelulares e arranjo patologico das células

sugerem uma série de anormalidades *.

Normalmente, os globulos vermelhos exibem pequenas variagdes no tamanho,
refletidas pela largura normal de distribuicao de globulos vermelhos (RDW). Uma grande
variacao no tamanho das células é descrita como anisocitose. Anormalidades no tamanho das
células podem ser microcitos (menores) ou macrocitos (eritrocitos maiores). Os macrocitos
podem ser ovais ou redondos e isso tem implicagoes no diagndstico. A macrocitose oval esta
associada a anemias megaloblasticas (deficiéncia de folato ou cobalamina), mielodisplasia e uso

de drogas. Os macrécitos redondos sio vistos na doenca hepitica e no alcoolismo *.

A cor dos globulos vermelhos é refletida pelo seu conteido de hemoglobina, e de
acordo com os indices hematimétricos MCH e CHCM pode classificar-se como normocromia

ou hipocromia *.
2.4.2 Morfologia dos leucécitos

A confirmagao em lamina da contagem automatizada, através do esfregaco do sangue
periférico, € normalmente realizada quando ocorrem situagoes de leucocitose ou sempre que

a avaliagao dos histogramas fornecidos pelo equipamento o justifiquem.
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No sangue periférico, a proporgao de células polimorfonucleares (PMN) representam
cerca de 40 a 75% dos leucocitos, linfocitos de 20 a 45%, eosindfilos de | a 6%, monodcitos de
2 a 10% e basofilos < 1%. Redugoes ou aumento em qualquer série de células brancas podem

ser absolutas ou relativas .

A neutrofilia é geralmente uma resposta a infegoes bacterianas, outras situagoes
patologicas podem ser devidas a enfarte do miocardio, queimaduras, uso de corticosterdides,
malignidade, leucemia mieldide créonica. Um aumento anormal na proporgao de neutrofilos

precursores, designa-se por desvio a esquerda *.

O desvio a direita ou a hipersegmentagao de neutrofilos € um recurso diagndstico da
anemia megaloblastica. E definido pela presenga de pelo menos um neutroéfilo com 6 ou mais
segmentos nucleares. A hipersegmentagao de neutrofilos pode estar associada a anemia por

deficiéncia de vitamina B12 ou de folato *.

A linfocitose é devida a infegoes virais agudas, doengas do tecido conjuntivo,
tireotoxicose e alteragoes adrenocorticais. As causas de linfocitose absoluta incluem
condigoes reativas como mononucleose infeciosa, hepatite, infeg¢oes por citomegalovirus,
infecoes bacterianas intracelulares cronicas (como tuberculose ou brucelose), leucemia

linfocitica croénica, leucemia linfoblastica aguda e derrames leucémicos de linfomas .

Eosinofilia significativa pode ser observada em alergias e infegoes por parasitas. No
entanto, eosinofilia acentuada sugere sindrome hipereosinofilica ou uma entidade neoplasica,

especialmente quando ha displasia celular associada, como na leucemia eosinofilica crénica *.

A basofilia é vista em estados de hipersensibilidade e condigoes malignas, como

linfomas e leucemia mieldide croénica .

A monocitose é observada em infecoes bacterianas crénicas, como tuberculose,
condigoes inflamatorias como a doenga de Crohn, neoplasias hematologicas como leucemia

mieldide crénica e leucemia mieldide aguda .
2.4.3 Morfologia das plaquetas

As plaquetas podem estar falsamente diminuidas devido a agregacao plaquetaria

induzida por EDTA ou na presenca de coagulos na amostra de sangue *.

Podem ser observadas plaquetas gigantes em condi¢oes hereditarias como a sindrome
de Bernard Soulier, doenga de May-Haggelin ou sindrome de Wiskott Aldrich e patologias

adquiridas como anemia megaloblastica e distdrbios mieloproliferativos *.
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2.5 Velocidade de sedimentacdo (VS)

A velocidade de sedimentagao (VS) é baseada no principio da sedimentagao de globulos
vermelhos no plasma de uma amostra de sangue durante um periodo de tempo especifico e é
expressa em milimetros/hora. A VS é influenciada por uma ampla variedade de fatores,
incluindo alteragoes dos eritrocitos, bem como alteragdes nas concentragoes normais de

varias proteinas plasmaticas *.

Este parametro fornece uma medida do nivel de proteinas da fase aguda e, portanto,
de inflamagao. Embora o teste nao seja especifico para nenhuma doenga em particular, este
permanece amplamente utilizado devido a sua utilidade clinica no estabelecimento de

diagnéstico de varias doengas, além de permitir a monitorizacio da resposta terapéutica *.

2.6 Heméstase

A hemostase é um processo fisioldgico complexo que quando ocorre uma lesao,
produz um coagulo para interromper o sangramento, confina o coagulo ao local da lesao e,

finalmente, dissolve o codgulo a medida que a lesdo cicatriza *¥.

A hemostase primaria refere-se a vasoconstrigao, que diminui o fluxo sanguineo e a
ativagao das plaquetas, que aderem ao local da lesao e agregam-se com outras plaquetas para
formar um tampao plaquetar. A vasoconstricao e a formagao de agregadados de plaquetas
compreendem a resposta inicial, rapida e de curta duragao aos danos nos vasos. A hemostase
secundaria corresponde a ativagao de diferentes proteinas de coagulagao no plasma, para
formar um codgulo de fibrina. Estas proteinas sao ativadas durante o processo de coagulacao.
O evento final da hemostase € a fibrindlise, ou seja a digestao e a remogao gradual do codgulo

de fibrina 2 medida que a cicatrizagio ocorre *°.

Quando os mecanismos de hemostase estao desequilibrados, hemorragia
(sangramento) ou trombose (coagulagao patologica) podem ser fatais. A auséncia de um Unico
procoagulante plasmatico pode levar o individuo a situagoes de hemorragia, inflamagao cronica
e dependéncia de transfusoes. Por outro lado, a auséncia de uma proteina de controlo permite
que a coagulacao continue sem controlo e resulta em trombose, acidente vascular cerebral,

embolia pulmonar, trombose venosa profunda e eventos cardiovasculares *.
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Figura 7 — Representacao da cascata de coagulagao 4.

2.6.1 Testes de coagulacdo sanguinea
Os testes de coagulagao sanguinea sao ensaios que permitem avaliar uma fase particular
da hemostase. Estes testes sao comumente usados para identificar defeitos das vias intrinseca,
extrinseca e comum (Figura 7) da cascata de coagulagao, para que testes mais direcionados

possam ser realizados para identificar defeitos especificos *. Estes exames complementares

permitem estabelecer um diagnéstico definitivo e correto.

Os testes utilizados sao: o tempo de protrombina (PT), tempo de tromboplastina

parcial ativado (aPTT) e o tempo de trombina (TT), para além do doseamento do fibrinogénio

e D-dimeros que, numa abordagem sequencial, podem levar a determinagao do anticoagulante

lupico, proteina C, proteina S e antitrombina.
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2.6.1.1 Tempo de tromboplastina parcial ativada (aPTT)

O aPTT é usado para avaliar as vias intrinseca e comum da coagulagao (Figura 7), deteta
disturbios hemorragicos devido a deficiéncias dos fatores VI, IX; XI, XII da via intrinseca e I,

V, X da via comum ¥,

O aPTT é atil clinicamente como teste de triagem para deficiéncias de fatores herdados

e adquiridos, bem como para a monitorizagao da terapia de heparina “.
2.6.1.2 Tempo de protrombina (TP)

O tempo de protrombina (TP) avalia a fungao da via extrinseca e comum da coagulagao.
O TP é sensivel a fatores das vias extrinseca (VIl) e comum (fatores Il, V e X), bem como ao

fibrinogénio .

O TP é comumente usado para a monitorizagao da terapia anticoagulante de varfarina.
A sensibilidade do TP varia de acordo com o fornecedor da tromboplastina, mas também varia
de acordo com o instrumento utilizado. Para corrigir essas diferengas, o indice normalizado
internacional (INR) foi desenvolvido para melhorar a padronizagao dos valores de PT
globalmente. O INR representa a razao do TP que seria obtido se a tromboplastina de
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referéncia internacional tivesse sido usada para testar o paciente ™, calcula-se através da

seguinte equagao:

TPpt >ISI

INR =
<TPref

Em que o TP, indica o tempo de protrombina do paciente, o TP,.f indica o tempo

de protrombina de referéncia e o ISl é o International Sensitivity Index.
2.6.1.3 Tempo de trombina (TT)

O tempo de trombina (TT) é usado para avaliar a conversao de fibrina em fibrinogénio
na via comum da cascata de coagulagao (Figura 7). O TT mede o tempo que demora até a

formagio do coagulo de fibrina quando a trombina é adicionada ao plasma *.

A trombina catalisa a conversao de fibrinogénio em fibrina, na ultima fase da formacgao
final do coagulo *. O intervalo de referéncia normal do TT varia de acordo com o tipo e a

concentragao da preparagao de trombina usada no ensaio e é estabelecido pelo laboratoério.
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2.6.1.4 Antitrombina

A antitrombina é o principal inibidor fisiolégico da coagulagao sanguinea. Inativa a

trombina e o fator X ativado *°.

A deficiéncia de antitrombina pode resultar de doengas hepaticas, ma nutrigao,

cirurgias, queimaduras, heparina ou hemodidlise °'.
2.6.1.5 Proteina C e Proteina S

A proteina C é uma pro-enzima serina protease dependente de vitamina K, esta é
convertida em proteina C ativada (aPC) pela trombina e pelo complexo de trombomodulina.
Apos a ativagao, a aPC forma um complexo com a proteina S numa superficie fosfolipidica

para inativar rapidamente os fatores Va e Vllla *°.

Deficiéncia de vitamina K, ma nutricao, doengas hepaticas, coagulagao intravascular
disseminada ou sepsis podem ser algumas das causas que levam a uma diminuigao de proteina

cl

A proteina S € um cofator da proteina C, que aumenta a ligagao da proteina C ativada
a superficie dos fosfolipidos. Esta proteina circula ligada a proteina de ligagao C4b, mas cerca
de 30-40% permanece nio ligada e ativa (proteina S livre) *°. A proteina S também funciona
como um cofator do inibidor da via do fator tecidual (TFPI), aumentando a inibicao do fator

Xa?®'.

Causas como sindrome nefrotica, contracetivos orais, terapia de reposi¢ao hormonal,

Lupus eritematoso ou gravidez, podem estar associadas ao decréscimo da proteina S °'.
2.6.1.6 Fibrinogénio e D-dimeros

A ativacio do fibrinogénio pela trombina leva a formacio de um codgulo eficaz *®. Na
maioria das ocasioes, o ensaio de fibrinogénio serve para fazer uma triagem hemostatica geral
em que se realiza em conjunto com o teste de PT e aPTT. O ensaio funcional do fibrinogénio

é geralmente considerado o método mais confidvel para uso generalizado **.

Os ensaios de fibrinogénio sao Uteis para o diagnostico de coagulagao intravascular

disseminada, fibrindlise primaria e outras condi¢des clinicas *.

O D-dimero é um produto especifico da digestao apenas de fibrina reticulada e,
portanto, € um marcador de trombose e fibrindlise, ou seja, trombina, fator Xllla e ativagao
da plasmina. O imunoensaio D-dimero é usado para identificar a coagulagao intravascular

;. . 35
crénica e aguda e descartar tromboembolismo venoso *.
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2.6.1.7 Anticoagolante Lupico

O anticoagulante lupico define um grupo heterogéneo de imunoglobulinas que inibem
as reagoes de coagulagao dependentes de fosfolipidios na auséncia de deficiéncia de um fator

de coagulagio especifico *.

De acordo com os critérios de classificagao, anticoagulante lipico persistente e/ou
niveis médio-alto de IgG/IgM anti-B2 glicoproteina | e/ou anticorpos 1gG/IgM anticardiolipina

constituem os critérios laboratoriais para o diagndstico de sindrome antifosfolipidica .

A presencga de anticoagulante lipico é considerado o fator de risco adquirido mais
importante para trombose, sendo também detetado em pessoas com acidente vascular

cerebral, enfarte do miocardio, trombose venosa profunda e abortos espontineos *°.

2.7 Analise genética do gene BCR-ABL

O teste molecular do gene de fusao BCR-ABL é o teste de rotina mais sensivel para a

monitorizacio da resposta a terapia em pacientes com leucemia mieldide crénica (LMC) **,

A LMC é uma neoplasia mieloproliferativa com incidéncia de | a 2 casos por 100 000
adultos. Esta resulta da translocagao do gene ABLI, presente no cromossoma 9, para o gene
BCR, presente no cromossoma 22. Este processo resulta no gene de fusaio BCR-ABLI,

também conhecido por cromossoma Filadélfia (Ph) *°.

O diagnostico da LMC é simples e consiste numa leucocitose inexplicavel persistente
(ou ocasionalmente trombocitose) e na presenga do cromossoma Ph, que é detetado por
citogenética de rotina, por fluorescéncia in situ hibridizacao (FISH) ou por estudos

moleculares®.
Caso Clinico 8

Mulher, de 66 anos, dirige-se ao IPO para uma consulta de Dermatologia, para repetida
curetagem e crioterapia de varias verrugas plantares de ambos os pés. A avaliagao do
hemograma pela Dermatologia (27-07-2020) levou ao encaminhamento da doente para
consulta de Hematologia Clinica, por trombocitose evidente, que foi confirmada com a doente

persistir desde janeiro de 2020.

Na consulta de Hematologia Clinica foi requerido hemograma (10-09-2020), que

confirmou a manutengao da trombocitose com ligeiro agravamento (Tabela I 1).
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Tabela I | = Hemograma do caso clinico 8.

Hemograma

Leucécitos
Neutrofilos
Linfocitos
Mondcitos
Eosindfilos
Basdfilos
Mielocitos
Neut. em Bastao
Eritrocitos
Hemoglobina
Hematocrito
VCM

HCM

CHCM

RDW
Plaquetas
Plaquetocrito

PDW

10

54,0
38,0
3,0
1,0
2,0
1,0
1,0

-09-2020
8,0
43
3,0
0,2
0,1
0,2
0,08
0,08
*3,9
*11,5
35,0
89,7
29,4
32,8
*20,7
*910
*0,862
*18,6

27-07-2020

61,9
27,0
78
1,7
1,6

8,0

*3,77
*11,1
*342
90,6
29,3
32,4
*20,4
* 747
*0,706
*18,8

50
22
0,6
0,1
0,1

Valores de referéncia

40-11,0
1,8-7,0
1,0-5,0
0,1 -12
0,0-0,6
0,0-0,2

4,0-55

12,0 - 16,0

35,0 - 47,0

85,0 - 95,0

27,0 - 32,0

32,0 - 36,0

I,5-145

140 - 400
0,160 - 0,350
9,8 - 16,1

Unidades

103/uL
103/uL
103/uL
103/uL
103/uL
103/uL
109/ L
109/ L
1012/L
g/dL
%
fL
Pg
g/dL
%
103/uL
%
fL

Dados os resultados o clinico efetuou colheita de aspirado de medula 6ssea, com pedido

de pesquisa de mutagio do Jak2"®'”" de forma a confirmar a suspeita de diagndstico

(Trombocitémia essencial).

As amostras para pesquisa de mutagio do Jak2"*'’f sio enviadas para o Hospital

Pediatrico de Coimbra (CHUC) e analisado por PCR com primer especifico.
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Os resultados do medulograma estao representados a seguir (Tabela 12):

Tabela 12 = Medulograma e Citomorfologia do caso clinico 8.

Medulograma

Promielocitos

Mieldcitos neutréfilos
Metamielécitos neutroéfilos
Neutrofilos em bastao
Neutrdfilos

Monécitos

Eosindfilos

Basofilos

Linfécitos

Eritroblastos policromaticos

Eritroblastos ortocromaticos

Citomorfologia
Megacariocitos

Fragmentos de medula 6ssea

Série eritroide

Série mieldide

Razao mieldide/eritroide

Coloragao de Perls

15/09/2020
I
I

Alguns.

Alguns. Observam-se fragmentos da medula o&ssea hipercelulares e
megacariocitos.

Pouco representada.

Contaminagdo por sangue periférico com elevada contagem de neutréfilos
maduros.
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Poucos fragmentos de medula 6ssea. Nio foi possivel avaliar os depésitos de

ferro.

Algumas imagens relativas ao esfregaco de sangue periférico e ao aspirado da medula

ossea (megacariocitos e fragmentos) encontram-se a seguir (Figuras 8, 9 el0):
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Figura 8 — Esfregaco de sangue periférico com marcada anisocitose plaquetar e eritrocitaria com
células em alvo e eliptocitos. Observam-se baséfilos e neutrofilos.

Figura 9 - Aspirado de medula 6ssea que mostra proliferagio principalmente da linhagem
megacariocitica, com aumento do niumero de megacariécitos maduros com nucleos hiperlobulados.

Figura 10 — Fragmento da medula 6ssea com hipercelularidade visivel.
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O JAK2"*"""foi positivo, confirmando a suspeita de diagndstico previamente sugerido. O

paciente iniciou acido acetilsalicilico (AAS) para diminuir o risco trombético.

A trombocitemia essencial é uma neoplasia mieldide croénica caracterizada por uma

contagem de plaquetas = 450% | 0°/L e histologia da medula dssea caracteristica **.

A maioria dos pacientes com trombocitémia essencial (aproximadamente 50 a 60%)

expressa a mutagio JAK2'¢'

e esta mutagao leva a sinalizagdo independente de citocinas
aberrantes por meio da ativagao constitutiva da via JAK-STAT. Mutagoes nas tirosina cinases
levam a mieloproliferagao que é independente ou hipersensivel aos efeitos do fator de

crescimento .

O AAS interrompe a sintese do tromboxano A2 (TXA,) levando a diminuigao da

agregacio plaquetar e por sua vez, a diminuigio do risco trombético .

3. Imunologia

Neste setor, é realizado um conjunto de determinagoes que possibilitam o diagnostico
e monitorizagao de doengas associadas ao sistema imunitario, assim como o acompanhamento
de doentes oncologicos. As tecnologias utilizadas tém como base o imunoensaios, que permite
quantificar marcadores tumorais e proteinas de fase aguda, e também para avaliar e
monitorizar farmacos, bem como pesquisar auto-anticorpos. Estes biomarcadores em
associagao contribuem para a monitorizagao do doente oncologico e da sua terapéutica. A

grande maioria das determinagoes sao efetuadas por equipamentos automatizados.

As amostras biologicas mais comuns para a determinagao dos parametros analiticos sao
o soro, plasma e a urina pontual e de 24h. O plasma e o soro sao obtidos apds a centrifugagao
durante 10 minutos a 2000g e as amostras sao analisadas nos respetivos equipamentos,

consoante os parametros analiticos requisitados.

Hormonas, marcadores de infecdo ou marcadores tumorais sao principalmente
determinadas com base na reagao antigénio-anticorpo, dada a afinidade entre os locais de
ligacdao. Trata-se de uma interagao altamente especifica e sensivel, pelo que se projeta como a

base de funcionamento da generalidade dos equipamentos utilizados neste setor.
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CONCLUSAO

O estagio foi uma experiéncia muito enriquecedora e o ponto mais alto dos dois anos
de mestrado. Foi possivel experimentar a realidade de um laboratorio clinico, e no meu caso,
um laboratorio privado e um laboratorio publico. Foram duas experiéncias muito diferentes
devido ao numero de amostras e tamanho de cada laboratério, assim como o

acompanhamento de todo o processo de uma amostra e as técnicas e aparelhos utilizados.

A automatizagao das técnicas permite a obtengao de resultados mais exatos e
precisos, diminuindo assim os erros na fase analitica, mas por outro lado faz com que o

estagiario perca a nogao de como ¢ realizado e do porqué.

A necessidade de adquirir novos biomarcadores, assim como biomarcadores de

previsao denota-se bastante na rotina laboratorial.

Foi uma experiéncia muito enriquecedora, adquiri novos conhecimentos assim como
apliquei os ensinamentos das aulas. E uma mais valia para a minha formagao profissional sendo

que tive a possibilidade de visualizar duas realidades diferentes.

Um obrigado a todos os envolvidos que se disponibilizaram a ensinar tudo o que

sabiam, todas as pessoas foram fantasticas e atenciosas.
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