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PDW - Coeficiente de variagao do volume das plaquetas (platelet distribuition width)
PLT - Plaquetas

PO.* - Fosfato

POD - Peroxidase

PS - Proteina S

PT - Tempo de Protrombina (prothrombin time)

PVX - Gelose de chocolate enriquecida com PolyViteX

RDW - Coeficiente de Dispersao dos Eritrécitos (red cell distribuition width)
SLS - Sulfato Lauril de Sédio (sodium lauryl sulfate)

SPC - Servigo de Patologia Clinico

TEP - Tromboembolismo pulmonar

TFG - Taxa de filtragao glomerular

TIBC - Capacidade total de fixagao do ferro (total iron binding capacity)
TSDT - Técnicos superior de diagnostico e terapéutica

TT - Tempo de trombina (thrombin time)

TVP - Trombose venosa profunda

UCE - Unidade de Concentrado Eritrocitario

UH - Unidade Hospitalar

VGM - Volume glomerular médio

VLDL - Lipoproteina de muito baixa densidade (very low density lipoproteins)
VS - Velocidade de sedimentacao

WBC - Leucocitos totais (white blood cells)

y-GT - Gama-glutamil transferase






Resumo

O presente Relatorio de Estagio Curricular é um elemento de avaliagio no ambito do
Mestrado em Analises Clinicas da Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra. Neste
documento serao abordadas as atividades laboratoriais desenvolvidas no Servigo de Patologia
Clinico do Centro Hospitalar do Médio Tejo, onde serao detalhadas as metodologias aplicadas
nas areas de Hematologia e Bioquimica. Sera ainda feita uma breve referéncia a aspetos
metodologicos mais relevantes nas areas da Imunoquimica e Microbiologia. Nas areas da
Hematologia e Bioquimica serao descritos os parametros determinados rotineiramente bem
como os tipos de amostras, equipamentos e técnicas mais utilizadas. Simultaneamente serao

apresentados e discutidos casos clinicos que surgiram no decurso deste estagio.

Palavra-chave: Hematologia, Bioquimica, Anadlises Clinicas, Centro Hospitalar do Médio

Tejo, Diagnostico laboratorial.

Abstract

The presente document is an evaluation element of the Master’s Degree in Clinical Analysis
of the Faculty of Pharmacy, University of Coimbra. This document will address the laboratory
activities developed in the Clinical Pathology Service of the Centro Hospitalar Médio Tejo,
which will detail the methodologies applied in the areas of Hematology and Biochemistry. A
brief reference will also be made to the most relevant methodological aspects in the areas of
Immunochemistry and Microbiology. In the areas of Hematology and Biochemistry, the
parameters determined routinely as well as the types of samples, equipment and techniques
most used will be described. Simultaneously, clinical cases that emerged during this internship

will be presented and discussed.

Keywords: Hematology, Biochemistry, Clinical analysis, Centro Hospitalar Médio Tejo,

Laboratory diagnosis.






I. Introducio

O presente Relatério de Estagio, foi realizado no ambito do Mestrado em Andlises Clinicas
da Faculdade de Farmacia de Coimbra. Este relatério contempla uma primeira parte onde é
apresentado o Servigo de Patologia Clinico (SPC) de Tomar e uma segunda parte onde sao
descritas as atividades ali desenvolvidas. Nesta segunda parte sao descritos, detalhadamente o
controlo de qualidade, a fase pré-analitica, e as areas de Hematologia e Bioquimica. A descrigao
destas dreas é acompanhada pela apresentagao e discussao de casos clinicos, de modo a
consolidar e integrar conhecimentos. O presente relatorio culmina com uma breve referéncia
as areas de Imunologia e Microbiologia.

O estagio curricular realizado esta incluido no plano de estudos do Mestrado em Analises
Clinicas e tem varios objetivos, tais como: a adaptagao ao meio laboral, por em pratica
conhecimentos adquiridos no curso em situagoes reais, desenvolver o espirito critico face a
determinados dados assim como resolugao de problemas de cariz laboratorial e desenvolver
a capacidade de realizar as tarefas diarias de um laboratério de Analises Clinicas.

O Laboratério de Analises Clinicas é fundamental no diagnostico, no progndstico de
doengas e na monitorizagao de terapéuticas. O estagio foi realizado no SPC do Centro
Hospitalar do Médio Tejo (CHMT), dirigido pelo diretor Dr. Carlos Cortes e decorreu entre
margo e julho de 2021. O SPC é constituido por 4 areas: hematologia, bioquimica, imunologia
e microbiologia, e tem como objetivo garantir uma resposta adequada e eficaz aos utentes do

CHMT.

2. Caracterizacao do Laboratoério de Estagio

O CHMT é constituido por 3 unidades hospitalares, localizadas em Abrantes, Tomar e
Torres Novas, abrangendo uma area geografica de intervengao de |5 concelhos e servindo
cerca de 266 mil habitantes.

Nos ultimos 5 anos, no ambito de tornar o servigo mais eficaz e com capacidade de uma
resposta mais abrangente, o SPC do CHMT foi centralizado na Unidade Hospitalar (UH) de
Tomar, com sede na Av. Maria de Lourdes de Mello Castro, 2304-909 Tomar, permanecendo,
nas restantes Unidades Hospitalares, apenas um servico apropriado para responder a
situagoes de urgéncia e internamentos.

O SPC de Tomar é composto por 8 setores principais, o setor de Colheita de amostras,
Rececao e Triagem de amostras, Microbiologia, Hematologia, Imunologia, Bioquimica, Biologia
Molecular e gabinetes de Validagao. Para além destes sectores existe ainda uma sala de

microscopia e uma sala de lavagem e tratamento de residuos.



Desde de 2016, apos a centralizagao, o SPC encontra-se certificado de acordo com a ISO
9001:2015.

Toda a equipa tem como objetivo garantir uma resposta adequada e eficaz satisfazendo as
necessidades do doente e do hospital. O SPC ¢é dirigido pelo Dr. Carlos Cortes médico
Patologista Clinico e a equipa é formada por 61 Técnicos Superiores de Diagnostico e
Terapéutica (TSDT), 5 Técnicos Superiores de Saude, 4 Médicos Patologistas Clinicos e 7
Médicos internos de formagao especifica em Patologia Clinica.

De forma a assegurar uma gestao eficiente de todas as sec¢oes do laboratério, é usado o
sistema informatico Modulab. Este sistema estd conectado a todos os analisadores e tem
como principais funcionalidades a criagao e gestao de dados principais e pedidos, recolha e
rececao de amostras, gestao de controlo de Qualidade (CQ), validagao e elaboragao de

relatorios, permitindo assim a rastreabilidade de exames, amostras, utilizadores e doentes.

3. Controlo de Qualidade

O CQ é essencial para garantir a satisfagao do cliente, garantindo a conformidade das
caracteristicas do servico e a qualidade dos dados obtidos. No Laboratério de Andlises
Clinicas, para atingir a qualidade é necessario a monitorizacao de todas as fases analiticas,
sendo esta feita através do Controlo de Qualidade Interno (CQI) e a Avaliacao Externa da

Qualidade (AEQ).

3.1 Controlo de Qualidade Interno

O CQI consiste no conjunto de agdes com o objetivo de assegurar a qualidade dos
resultados das anadlises a medida que estas sao executadas. Permite essencialmente o controlo
da reprodutibilidade dos métodos e resultados identificando tendéncias e erros fortuitos.!"

No SPC de Tomar este controlo é feito através do processamento de niveis de controlos
cuja sua frequéncia esta estipulada nas instrugoes de trabalho do laboratério. No entanto,
existem algumas circunstancias em que € necessario processar novamente estes controlos,
nomeadamente: sempre que sao efetuadas calibragoes, manutengoes preventivas e corretivas,
apos abertura de novo reagente, quando identificadas tendéncias e sempre que o técnico achar
vantajoso, registando sempre as ac¢oes efetuadas.

Os resultados destes controlos sao registados em cartas de controlo (Carta de Levey-
Jennings) e analisados diariamente aplicando as Regras de Westgard a fim de identificar erros

aleatorios e sistematicos.
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3.2 Avaliacio Externa da Qualidade

A AEQ consiste na avaliagao, por uma entidade externa, da qualidade dos resultados
emitidos pelo laboratorio apos processamento de amostra fornecida pela entidade externa do
programa de AEQ. Permite a uniformidade e credibilidade do laboratério assim como melhora
os niveis de desempenho do mesmo.['?

No SPC de Tomar a maior parte dos parametros analisados estao inseridos num programa

de AEQ, avaliando a inexatidao dos resultados. Sempre que existam nao conformidades com

os resultados sao implementadas agoes corretivas.

4. Fase Pré-Analitica

A fase Pré-Analitica consiste em todas as etapas desde a requisigao médica até ao inicio da
fase analitica, incluindo a preparagao do utente para a colheita, a colheita, preparagao,
distribuicio e armazenamento da amostra. E descrita como a fase com maior probabilidade
de ocorréncia de erros laboratoriais, devido as diversas “variaveis pré-analiticas” de dificil
controlo, tais como a identificagao e preparagao do utente, selegao do tipo de amostra, a
colheita e identificacdo da amostra, transporte e erros associados ao operador dado ser a fase
menos automatizada.”!

Para reduzir os erros nesta fase é essencial o treino de pessoal, a padronizagao dos
procedimentos e o registo das atividades.

O estagio teve inicio na fase pré-analitica que foi realizada nas enfermarias COVID da UH
Abrantes e na sala de colheitas da UH de Tomar onde presenciei todo o processo de colheitas
de sangue e efetuei colheitas de exsudato de nasofaringe e orofaringe no ambito da pesquisa

de SARS-CoV-2, tendo sido uma experiéncia enriquecedora a nivel da formagao pratica.

4.1 Colheita de Amostras

As amostras sao colhidas na sala de colheitas, na urgéncia e internamentos de cada UH. A
colheita é um passo crucial para a obtencao de resultados representativos da realidade, sendo
por isso essencial seguir as diretrizes e atender as particularidades para cada colheita.

Algumas diretrizes a seguir:

— Evitar a aplicagao prolongada do garrote (podendo causar estase do fluxo sanguineo,
hemoconcentragao e aumento da concentragao de analitos).
— Evitar veias esclerosadas, locais edemaciados, hematomas, cicatrizes, queimaduras e

tatuagens.
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— Seguir sempre a ordem de colheita: hemoculturas, tubos sem aditivos, citrato, tubo
com gel, heparina, EDTA K; (acido etilenodiaminotetracético tripotassio, do inglés, tripotassium
ethylenediamine tetraacetic acid), oxalato/fluoreto.™!

Antes de efetuar a colheita é confirmada, de forma inequivoca, a identificacao do utente e
feita a etiquetagem dos recipientes ou tubos. As etiquetas de identificagdo possuem numero
de registo, codigos de barras, nome, n.° de processo e idade do utente, tipo anticoagulante
usado ou amostra e a area analitica a que se destina.

De seguida é colhido o produto de acordo com os procedimentos preconizados e, a fim de
efetuar a rastreabilidade das amostras, € registado no sistema informatico ModulLab-Colheitas,

a data, a hora, o local da colheita e quem colheu e ou recebeu a amostra.

4.2 Acondicionamento, envio e transporte de amostras biologicas

Dado o circuito de amostras entre os 3 laboratorios do SPC e os laboratoérios externos é
crucial a existéncia de um sistema coordenado e organizado para garantir a integridade e a
rastreabilidade das amostras.

Todas as amostras colhidas nas UH de Torres Novas e Abrantes, a exce¢ao das amostras
urgentes e de internamentos, sao devidamente identificadas, registadas no sistema informatico
e enviadas para a UH de Tomar. Para que as amostras mantenham a sua qualidade, sao
respeitadas as condigoes de conservagao e regras de seguranga, através de objetos que
permitem a contengao e termoestabilizagao adequada, de modo a manter a integridade das

amostras e evitar contaminagoes de colaboradores e do ambiente.

4.3 Rececao e Triagem de Amostras.

A recegao dos malotes de transporte de amostras € feita pelos TSDT que sao responsaveis
por registar a data, a hora e o local, e verificar a integridade das amostras, a correta
identificagao e a temperatura de transporte tendo em conta as suas caracteristicas e os exames
a realizar. O colaborador deve aplicar critérios de rejeicao de amostras tais como a
identificagao incorreta ou incompleta, volume inadequado, tubo de colheita incorreto, amostra
hemolisada, lipémica ou ictérica caso haja interferéncia com os parametros a analisar, amostra
coagulada, contaminagao dos tubos/materiais usados para a colheita, armazenamento ou

transporte incorretos, entre outras.>®!
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Caso cumpram todos os critérios de aceitagao, efetua-se o registo de entrada das amostras
no sistema informatico Modulab, através do codigo de barras, e sao colocadas no
equipamento AutoMate que faz as aliquotas e organiza as amostras de acordo com os testes
analiticos associados a cada equipamento, havendo como excegao as amostras de

microbiologia e hematologia que sao distribuidas manualmente.

Amostra cumpre os 2 s . . - Solicitar nova
o — Nao —>  Rejeicio Imediata? — Sim —>  Amostra rejeitada —» .
critérios? colheita
Sim N
Nao

' |

50 —> .
Néo Aceitagio com

Entrada do produto . -
Sim restricoes?

l

Centrifugagdo do
produto, quando
aplicavel

l

- Distribuicdo das amostras pelas areas
analiticas (AutoMate, exceto amostras
de Hematologia e Microbiologia)

- Armazenar (quando o processamento
ndo é imediato)

- Enviar para outros laboratérios

Figura |. Fluxograma geral de rececio e triagem de amostras. (Adaptado de PI).

5. Hematologia

O setor de Hematologia visa o estudo do sistema hematopoiético e da hemostase. Neste
capitulo serao abordados todos os parametros hematologicos, a velocidade de sedimentagao,
a hemoglobina glicada e os parimetros da avaliagio da hemostase determinados no referido

setor do SPC de Tomar, assim como as metodologias usadas.

5.1 Hemograma

O hemograma completo é dos exames de sangue mais pedidos em analises de rotina, sendo
um grande auxilio no rastreio, no diagnostico e na monitorizagao de diversas patologias. Esta
analise consiste na determinagao do eritrograma, do leucograma e do plaquetograma, obtendo

informagao quantitativa e qualitativa das linhas celulares.

a. Eritrograma

Contagem de glébulos vermelhos (GV) - Numero de eritrécitos por unidade de volume de

sangue (litros), sendo essencial nos calculos dos indices eritrocitarios.”
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Hematocrito - Consiste no volume composto por GV num dado volume de sangue, e é
expresso em percentagem.!’

Concentracao de Hemoglobina (Hb) - Este parametro é expresso em g/dl e é essencial na

detecao, avaliagao e vigilancia terapéutica de anemias assim como no calculo dos indices
eritrocitarios.”

Contagem de reticulocitos - Parametro que determina o niumero de GV recém-formados

num determinado volume de sangue (litros), sendo essencial para avaliar a capacidade da
medula 6ssea de produzir novos eritrocitos. No caso de anemias, os reticulocitos sao
importantes para as classificar em hiporregenerativas (reticuldcitos <50 G/I) ou regenerativas

(reticulécitos >100G/1).1"8]

— Indices Eritrocitarios

Volume Globular Médio (VGM) - Este parametro obtém-se através da divisao entre o volume

ocupado dos eritrocitos pelo nimero total destes, sendo o resultado expresso em fentolitros
(fl). E essencial para avaliar o tamanho dos glébulos vermelhos e classifica as anemias como
microcitica (VGM <80 fl), normocitica (VGM 80-100 fl) ou macrocitica (VGM >100 f).”

Hemoglobina Glomerular Média (HGM) - Determina a hemoglobina existente em cada

eritrocito, dividindo a concentragao de hemoglobina pelo niumero de eritrocitos, sendo

expressa em picogramas (pg)'.”!

Concentragao Média da Hemoglobina Glomerular (CMHG) - Trata-se da concentragao de

hemoglobina por unidade de volume de um eritrocito, calculado através da divisao da
concentragio de hemoglobina pelo hematocrito, e o resultado é expresso em g/d|'."”]

Coeficiente de Dispersao dos Eritrocitos (RDW, do inglés Red Cell Distribuition Width) -

Consiste no coeficiente de variagio dos volumes dos GV, indicando o nivel de
heterogeneidade da distribuicao do tamanho dos mesmos, é expresso em percentagem dado
ser um coeficiente de variagao. Este parametro é um indice de anisocitose eritrocitaria e é
muito util no diagnodstico diferencial de anemias com populagao homogénea de eritrocitos
(Talassémia minor - RDW normal) versus populagao heterogénea (anemia ferropénica - RDW

aumentado).”

b. Leucograma

Contagem dos leucocitos totais (WBC, do inglés white blood cells) - Niumero total de

leucocitos por unidade de volume de sangue (litros).

! A HGM e a CMHG sio fundamentais na avaliagio da alteragio da cor do eritrécito podendo classificar os
mesmos em hipocrémicos ou normocrémicos.
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Contagem de neutrdfilos - Numero de neutrofilos por unidade de volume de sangue (litros).

Os neutroéfilos consistem em metade dos leucocitos circulantes e sao fundamentais na defesa

do organismo contra infegdes bacterianas piogénicas.!'”

Contagem de eosindfilos - Numero de eosindfilos por unidade de volume de sangue (litros).

Os eosindfilos sao muito importantes na resposta imune em situagoes de infegoes por

parasitas.!'”

Contagem de basodfilos - Numero de basofilos por unidade de volume de sangue (litros). Os

baséfilos representam <1% dos leucécitos em circulagio.!'”

Contagem de mondcitos - Numero de monodcitos por unidade de volume de sangue (litros).

Os mondcitos possuem um papel fundamental na fagocitose.!'”

Contagem de linfocitos - Trata-se do numero de linfécitos por unidade de volume de sangue

(litros). Cerca de 85% dos linfocitos circulantes sao linfocitos T ou células natural killer. Os
linfocitos estao envolvidos na resposta imunologica nomeadamente em situagoes de infegoes

virais.['?

c. Plaguetograma

A contagem de plaquetas (PLT) - Numero de plaquetas por unidade de volume de sangue

(litros)."”!

— Indices plaquetarios

Plaquetdcrito (PCT) - Corresponde ao volume total de plaquetas num determinado volume

de sangue."”!

Coeficiente de variacdo do volume das plaquetas (PDVV, do inglés platelet distribuition width) -

E o equivalente ao RDW dos eritrécitos e é calculado através do histograma de distribuigio

do tamanho plaquetério.”

5.2 Esfregaco de sangue periférico

O esfregaco de sangue periférico (ESP) é um exame essencial em hematologia que
complementa os resultados obtidos por métodos automaticos, permitindo avaliar
qualitativamente e quantitativamente as células sanguineas. Este é feito sempre que haja
solicitagao por parte do clinico ou sempre que na validagao do hemograma seja necessario
confirmar os resultados obtidos através do equipamento.

O ESP usa como amostra sangue total colhido sem adigao de anticoagulante ou em EDTA
K;. Geralmente, o sangue colhido para tubos de heparina nao deve ser usado para realizar o
esfregago pois as suas caracteristicas de coloracao diferem das do sangue colhido com

anticoagulante EDTA K,.I'"
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Para efetuar o ESP coloca-se uma gota de sangue na extremidade da lamina e, de seguida
com outra lamina ou uma lamela, num angulo de 45° colocada na frente da gota desliza-se para
tras até entrar em contacto com a gota. Quando a gota estiver completamente espalhada pela
lAmina superior, num movimento Unico e uniforme faz-se a extensio da gota (Figura 2).I'!

A fiabilidade das informagoes obtidas depende muito de uma boa execucao do ESP. Para tal
€ necessario respeitar o tempo maximo para a observagao do ESP de modo a minimizar os
artefactos de fixagao ou de coloragao, usar laminas limpas, homogeneizar bem a amostra e
evitar alguns erros na preparagao do ESP que podem levar a uma ma distribuicao das células

ao longo do esfregaco (Figura 3).I""

~|

<4
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Figura 2. Execucio do esfregaco de

sangue periférico. Figura 3. ESP bem efetuado a esquerda. ESP

mal efetuado a direita. (Fonte: SPC Tomar).

Para a realizagao da coloragao das laminas pelo método de May-Grunwal Giemsa é utilizado
o aparelho RAL Stainer que tem a capacidade de corar varias laminas em simultaneo. Apos a
coloragao as células adquirem cores especificas.

O exame do ESP baseia-se na observagao das linhagens eritroide, granulocitica, linfocitica,
monocitica e plaquetar, sendo essencial saber observar a morfologia normal das células para
identificar uma morfologia atipica e perante a historia clinica e os restantes dados
compreender se devemos valorizar ou nao as observagoes feitas.

Relativamente a linhagem eritroide, existem varias alteragoes que é necessario ter em

atengao para além da observagao de células imaturas como os eritroblastos e os reticulocitos.
Estas alteracoes refletem-se no tamanho (anisocitose), na forma (poiquilocitose), na cor
(anisocromia) e nas inclusdes eritrocitarias. Consoante as variagoes observadas, o clinico
direciona o seu diagnostico. (Consultar Anexo |).

Relativamente a linhagem branca, é necessario ter em conta a morfologia das células, o

estado de maturagiao (relagao nlcleo/citoplasma) e as alteragdes no n.° de leucocitos,
corrigindo a férmula leucocitaria facultada pelo equipamento, sempre que necessario.

(Consultar Anexo II).
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Relativamente a linhagem plaquetar, deve-se observar se existem agregados plaquetares que

possam estar a causar uma falsa trombocitopenia (explicado na Tabela 2.), confirmar
trombocitose ou trombocitopenia, anisocitose com ou sem presenga de plaquetas gigantes e

observar desgranulagao das plaquetas. (Consultar Anexo lll).

5.3 Velocidade de sedimentacao

A velocidade de sedimentagao (VS) consiste na distancia, em milimetros, da sedimentagao
dos eritrocitos por acio da gravidade, num determinado periodo de tempo (I hora). E um
marcador de inflamagao nao especifico, usado em associagdo com outros marcadores, para
detetar processos inflamatorios, neoplasicos e infeciosos, assim como para monitorizagao de
doenca e da terapéutica.!'”

Existem fatores plasmaticos e eritrocitarios que afetam as interagoes entre os GV (forgas
de repulsao), e consequentemente afetam a VS. O aumento da VS esta associado a processos
inflamatorios, infeciosos e neoplasicos em que as proteinas de fase aguda estao aumentadas, e
a casos de anemia, policitémia, aumento do colesterol e gravidez em que as forgas repulsivas
entre os GV estao diminuidas. A diminuicao da VS esta associada com insuficiéncia cardiaca

congestiva, poiquilocitose, aumento de albumina, e hipofribrinogenémia devido a dificuldade

de agregacio celular.!"’]

5.4 Hemoglobina Glicada

O doseamento da Hemoglobina Glicada (Hb A,) é um parametro muito utilizado no
diagnoéstico (desde 2009) e monitorizagao da Diabetes mellitus, uma vez que avalia os niveis
médios de glicémia na corrente sanguinea nos ultimos 120 dias, tempo médio de vida dos
GV.'" No entanto, existem fatores como hemoglobinopatias, situagdes de anemia com
elevado turnover eritrocitario, perda crénica de sangue e insuficiéncia renal cronica, que
podem condicionar negativamente esta analise.['”]

A nivel clinico este doseamento tem grandes vantagens uma vez que os individuos nao
necessitam de estar em jejum no momento da colheita, da indicagao da concentragao média
de glucose na corrente sanguinea nos ultimos 3-4 meses, ajuda na monitorizagao da
terapéutica e indica a predisposicao ao desenvolvimento de complicagoes microvasculares
associadas a diabetes.['”!

A determinagao da HbA,  é feita através da metodologia Cromatografia Liquida de Alta
Pressao (HPLC, do inglés High Performance Liquid Chromatography) utilizando o mecanismo de

separagao a troca ionica.
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5.5 Hemoglobina e variantes

O conteldo dos eritrocitos é formado por varias moléculas de hemoglobina e tem como
principal fungao o transporte de oxigénio. A hemoglobina é uma proteina tetramérica
constituida por dois pares de cadeias polipeptidicas, cada uma com um grupo heme que
consiste hum componente organico, a Protoporfirina IX, e um componente inorganico, o
ferro. Existem seis cadeias polipeptidicas diferentes nos individuos normais a o, B, 6, v, €, §
sendo que as ultimas duas formam quatro tipos de hemoglobinas presentes apenas no embriao.
As hemoglobinas presentes na idade adulta sao a Hb A (a2, B2), HbA, (a2, 62) e a HbF (a2,
¥2), constituindo aproximadamente cerca de 97%, 2-3% e <|% da hemoglobina total,
respetivamente.!'®

Alteragoes genéticas da hemogloblina originam sindromes talassémicos e
hemoglobinopatias. As talassémias derivaram de alteragoes quantitativas que resultam da
deficiéncia ou auséncia da sintese de uma ou mais cadeias globinicas. As hemoglobinopatias
sao alteragoes qualitativas que resultam de alteragoes estruturais das cadeias globinicas,
provocadas por mutagoes pontuais € nao so, resultando em variantes de hemoglobina como
HbS, HbC, HbD, HbE, entre outras.!'!

Para diagnostico de talassémias e hemoglobinopatias € utilizada uma combinagao de testes
laboratoriais como hemograma, a observagao do ESP, a HPLC como teste de screning e para
quantificagao da HbF e HbA, (descrito em 5.6.6) e a eletroforese das hemoglobinas (descrito
em 5.6.7).l' O método de HPLC nio pode ser usado na identificagio das variantes de
hemoglobina pois existem variantes de hemoglobinas que podem co-eluir a0 mesmo tempo,
como é o caso da hemoglobina E e Lepore que tém o mesmo tempo de retengao que a HbA,.

Assim é usado a eletroforese como teste confirmatério.!'®!

5.6 Metodologias

5.6. Focagem Hidrodinamica

A focagem Hidrodindmica é usada tanto no método de impedancia como no método de
citometria de fluxo e consiste no alinhamento individual das células. A medida que as células
passam pela camara de fluxo, sao revestidas por um fluido de baixa pressao que vai criar um
fluxo laminar for¢ando as células a moverem-se para o centro e a alinharem-se de forma

individual para serem analisadas.!'"”

5.6.2 Impedancia com Focagem Hidrodindmica

O método da impedancia ou Principio de Coulter, é baseado na variagio da resisténcia

elétrica que se faz sentir quando uma particula com baixa condutividade elétrica, suspensa
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num liquido condutor de eletricidade (diluente), passa por uma abertura de dimensoes
especificas no meio de uma fonte constante de energia, que € mantida por 2 elétrodos. Em
hematologia, estas particulas sao células sanguineas que a medida que vao sendo transportadas
pela abertura, deslocam parte do liquido condutor e aumentam a resisténcia elétrica. Isto
produz uma variagao no potencial entre os elétrodos, cuja duragao coincide com o tempo que
o eritrocito leva para passar pela abertura. Isto leva a formagao de um impulso elétrico que é
detetado, amplificado e registado. A altura dos impulsos produzidos indica o volume das
células que passam pela abertura sendo que particulas entre 2 e 20 fL sao contadas como
plaquetas, e as que medem mais de 36 fL sao contados como eritrocitos. Por outro lado, o

nimero de impulsos est4 diretamente relacionado a contagem de células.!'>”]

5.6.3 Citometria de fluxo

A citometria de fluxo é uma técnica automatizada que visa detetar, qualitativa e
quantitativamente, varias propriedades de células ou dos seus constituintes. O seu principio
baseia-se na passagem de células ou outras particulas suspensas numa camara de fluxo, onde
se faz incidir um feixe de luz (laser de diodo) e se deteta a luz dispersa frontal e lateralmente’.
Também é possivel detetar a fluorescéncia emitida no caso da célula estar marcada com um
fluoroforo ou corada com um corante fluorescente especifico, permitindo assim a
quantificagdo e a avaliagdo da morfologia celular de forma detalhada.!"”!

No equipamento XN-1000 sao utilizados os corantes fluorescentes polimetina, especifico
para acidos nucleicos, e a Oxazina especifica para as superficies do reticulo endoplasmatico

rugoso e das mitocondrias.

£ Figura 4. Histograma obtido por citometria de

SFL

¥ fluxo, contendo a dispersao normal dos
leucdcitos numa amostra de sangue total. SFL-
Luz fluorescente lateral (do inglés, Side
Fluorescence Light) SSC- Luz dispersada
lateralmente (do inglés, Side Scatter Light).
(Retirado de ")

LINFO NEUT + BASO

SSC €0

2 A luz desviada frontalmente mede o tamanho da célula e a dispersio lateral esti relacionada com a complexidade
celular e a irregularidade nuclear.
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5.6.4 Método de Sulfato Lauril de Sédio, livre de cianeto

Para o doseamento da hemoglobina o equipamento utiliza o método de Sulfato Lauril de
Sodio (SLS, do inglés, sodium lauryl sulfate), isento de cianeto, que tém uma boa correlagao
com o método de referéncia (cianometahemoglobina). O reagente SLS lisa a membrana do
eritrocito libertando a hemoglobina, e combina-se subsequentemente com a esta, formando

um composto corado, estavel, que é quantificado por espetrofotometria.’!

5.6.5 Fotometria Capital de Fluxo

O método de referéncia é o Método de Westergreen na determinacao da VS que consiste
na medicao apos 60min da distancia percorrida pelos GV, e inclui 3 fases. A primeira fase
consiste na agregacao dos GV ou formacao dos rouleaux (10 min), a segunda corresponde a
sedimentagao dos rouleaux (40 min) e a terceira corresponde ao acumular dos GV no fundo
do tubo (£10 min).!'2

O método fotometria capital de fluxo baseia-se na leitura por fotometria de infravermelhos
a 950 nm de um capilar com a amostra, apos centrifugacao a 20 G. O detetor de fotodiodo
deteta o feixe de luz e regista o sinal num periodo de tempo especifico, usando os dados para
delinear uma curva de sedimentagao para cada amostra. Estes dados sao convertidos em

valores equiparaveis com os valores do Método de Westergreen.

5.6.6 Cromatografia liquida de alta pressao

A HPLC tem como aplicagdes na clinica o doseamento no sangue total da HbAlc e o
doseamento das fragoes HbA, e HbF uteis no diagndstico de doengas especificas (por

exemplo, talassemia), discutidas no capitulo Hemoglobinas e variantes (ponto 5.5).['”]

A HPLC é uma técnica de separagao que utiliza uma coluna cromatografica (com resina de
troca ionica) onde esta adsorvida a fase estacionaria, uma fase movel liquida e bombas de alta
pressao a fim de enviar um fluxo constante e reprodutivel de fase movel, onde a amostra é
arrastada, obtendo assim tempos de analise mais curtos.!"”

Como mecanismo de separagao o aparelho utiliza a troca iénica que separa os varios tipos
de hemoglobinas com base na sua carga. As hemoglobinas, nas condigoes do ensaio, possuem
carga positiva e tém diferentes afinidades para a resina de troca idnica (com carga negativa).
O hemolisado ¢ aplicado na coluna seguido de um tampao de eluigao que tem um pH e uma
forga ionica especificos, fazendo com que os tempos de retengao sejam diferentes para os
varios tipos de Hb (Figura 5).'7 A detegio do material eluido é feita por espetrofotometria

fazendo a leitura da absorvancia a 415 e 690 nm.
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O tempo de retengao das varias hemoglobinas, normais e variantes, € comparado com uma
hemoglobina conhecida usada como controlo (HbA, e /ou HbF) sendo possivel quantificar,
através das areas dos picos cromatograficos, as hemoglobinas normais (HbA, HbA,, HbF) e
obter uma determinagio presuntiva das variantes como Hb S, C, D" e GPPh2 [¥1No caso
da HbA,. o resultado do seu doseamento é expresso em percentagem em relagao a HbA

total.l'”!

45.0

] Figura 5. Conjunto de hemoglobinas
743 separadas por HPLC. Da esquerda para

200 a direitas esta representado o pico da Hb
] F (valor fora do intervalo esperado), Hb
Alc, A0, Hb A2 (valor fora do intervalo

esperado), Hb S e Hb C. (Adaptado de
(13

225 ]
15.0

75 ]
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5.6.7 Eletroforese

No SPC a separagao das Hb normais (Hb A e HbA,) e a detegao das principais hemoglobinas
anémalas (Hb S ou Hb D e Hb C ou Hb E) faz-se por eletroforese em gel de agarose em meio
alcalino (pH 8,5) no aparelho semi-automatico HYDRASYS.!'®]

A hemoglobina é composta por aminoacidos que possuem cadeias laterais ionizaveis devido
aos grupos (-NH, e -COOH), tendo por isso caracteristicas anfotéricas, ou seja, a sua carga
vai depender do pH do tampao do gel e do pK dos seus aminoacidos. Assim as variantes de
hemoglobinas, devido a substituicio dos aminoacidos por mutagao, tém diferentes cargas

s 2 Em meio

superficiais e, consequentemente, diferentes mobilidades eletroforética
alcalino as hemoglobinas humanas apresentam uma carga total negativa, migrando em diregao
anodo (elétrodo positivo). Uma vez separadas, as diferentes bandas de hemoglobina sao
visualizadas apos coloragao com negro de amido e quantificadas por densiometria através de
um scanner que |é o diagrama eletroforético (Figura 6) e determina as concentragoes das
diferentes hemoglobinas em percentagem relativamente a Hb A total, nio sendo por este
motivo método de referéncia para a quantificagao. Os valores de referéncia para adultos sao
os seguintes: Hb A = 96,5%, Hb A, < 3,5% e Hb F < 2,0%.I''"!

Para a diferenciagao das Hb S e Hb D ou Hb C e Hb E, que migram em posi¢oes idénticas

na eletroforese em meio alcalino, utiliza-se a eletroforese em meio acido.l'”
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Figura 6. Representacao esquematica da

AR +A) — ';\{AC +A) mobilidade eletroforética das hemoglobinas
— S-D normais (a esquerda) e das principais
A A-C-E hemoglobinas anémalas (a direita), em gel de
: : agarose e meio alcalino. (Adaptado de ['*)
—— anhydrase —— anhydrase 3 ’ P :
R application point >

5.7 Estudo da hemostase

A hemostase é um processo fisiologico complexo que consiste num conjunto de
mecanismos que atuam localmente, em caso de lesio no endotélio, a fim de controlar
processos hemorragicos. Este controlo é feito de forma autolimitada e de modo a nao
comprometer o normal fluxo sanguineo, restabelecendo assim as suas normais fungdes.?"!

No sistema hemostatico existem 3 componentes essenciais: |) os vasos sanguineos e células
endoteliais, 2) as plaquetas e 3) as proteinas plasmaticas onde se incluem os fatores de
coagulacio, os inibidores da coagulacio e o sistema fibrinolitico. E de notar, no entanto, que
estes componentes sao simultaneamente ativados e mutuamente dependentes uns dos
outros.?"?

Ao ocorrer uma lesao no endotélio existe uma vasoconstrigao local havendo exposi¢ao do
colagénio e do fator de von Willebrand (FvW). Isto conduz a uma mudanga na conformagao
das plaquetas, induzindo a sua adesao no local da lesao. A adesao ao endotélio e a ligagao da
GPIIb/llla ao FvW promove a ativagao das plaquetas havendo secregao de granulos e agregagao
plaquetar, formando de um trombo. Este processo é denominado de hemostase primaria.l*"

A hemostase secundaria engloba a ativagao do sistema procoagulante, a formagao de fibrina
e a ativagao do sistema inibidor. De acordo com o modelo classico da coagulagao existem
duas vias: |) a via extrinseca, que é ativada apos lesao do endotélio pela ligagao do fator
tecidular, expresso na superficie do endotélio, ao fator VIl em circulagao e 2) a via intrinseca,
que ¢ ativada pela pré-calicreina (fator de Fletcher), pelo quiminogénio de alto peso molecular
(fator Fitzgerald) e pela autoativagao do fator XllI quando contactam com os fosfolipidos
carregados negativamente na superficie das plaquetas ativadas. No final, estas duas vias unem-
se numa via comum a fim de formar grandes quantidades de trombina que hidrolisa o
fibrinogénio formando mondmeros de fibrina que, por agao do fator Xllla, formam um coagulo
de fibrina estavel (Figura 7).

Existem varios mecanismos para garantir que a formagao do coagulo de fibrina nao se
perpetue no tempo e que seja limitado ao local de lesao. Nestes mecanismos incluem-se os

anticoagulantes naturais sendo eles o inibidor da via do fator tecidular (TFPI), que inibe o
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complexo FVlla-TF, a proteina S (PS) e C (PC) que inibem os fatores Va e Vllla e a antitrombina
(AT) que é responsavel pela inibicio da protrombina (fator lla) e do fator Xa (Figura 7)."

Por dltimo, ocorre a fibrindlise que consiste na degradagao do coagulo de fibrina e a sua
dissolugao, restabelecendo o normal fluxo sanguineo e impedindo que o coagulo seja libertado
na circulagao e provoque acidentes vasculares. Na fibrindlise o plasminogénio é convertido
em plasmina através do ativador de plaminogénio tecidular (t-PA) e do ativador de
plasminogénio de urocinase (UPA). A plasmina por sua vez degrada o coagulo de fibrina. No
entanto para que nao ocorram quadros hemorragicos, este mecanismo é regulado também
pelos inibidores da fibrindlise, nomeadamente o inibidor | do ativador de plasminogénio (PAI-
1) que inibe a formagio de plasmina e a a2- antiplasmina que inibe a plasmina.?"

Alteragoes da hemostasia podem conduzir a processos hemorragicos ou tromboticos e por
isso é essencial realizar testes de avaliacao de distlirbios na hemostase e monitorizacao de
terapéuticas. Os testes devem ser executados de imediato e em caso de impossibilidade deve-

se refrigerar ou congelar as amostras.

Tissue factor pathway Contact activation pathway  FPolyphosphates
(haemostasis) (thrombosis) /\
Negatively Activated

Tissue injury charged surfaces | platelets

1E Cytokines

| @

Vil TF/FVila

Common pathway
(thrombin generation)

Fil “Am Thrombm

« ] @PO PC
|
' Feedback

Signalling Fibrinogen amplification
1 1 Platelet Feedback ___ Thrombomodulin
Tissue Fibrin activation inhibition and thrombin
remodelling
Inflammation Blood clotting Feedback regulation

Figura 7. Representagio esquemética dos mecanismos da hemostase secundaria.’*”!

5.7.1 Parametros avaliados no estudo da hemostase

e Tempo de Tromboplastina Parcialmente Ativada: O tempo de tromboplastina
parcialmente ativado (APTT, do inglés activated partial thromboplastin time), mede o tempo de

coagulagao do plasma apés a ativagao do fator de contacto (sem adigao do fator tecidular) e
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a adigao de fosfolipidos e cloreto de calcio (CaCl,) indicando a eficiéncia geral da via intrinseca
(fator XII, XI, IX e VIIl) e comum (X, V, |l e fibrinogénio). Permite ainda a detegao da deficiéncia
do fator de contacto, a presenga de inibidores, especialmente anticoagulantes tipo Lupico e
monitorizagao da terapéutica anticoagulante heparina (Figura 8). O método utilizado na
detecao da formagao do coagulo é a turbidimetria (descrito em 5.7.2.2.) através do ensaio

coagulométrico.']

e Tempo de Protrombina: O tempo de protrombina, (PT, do inglés prothrombin time),

mede o tempo de coagulagio do plasma com adicao de calcio, na forma de CaCl, e
tromboplastina (fator tecidular) avaliando a eficiéncia da via extrinseca e comum e é

dependente dos fatores VII, X, V e |l e da concentragio de fibrinogénio no plasma (Figura 8).1']

Devido ao facto de existirem diferengas entre os testes usados para determinagao do TP
entre os varios laboratorios, foi desenvolvido o indice de normalizagao internacional (INR, do
inglés international normalized ratio) para padronizar a monitorizagao da terapéutica com
anticoagulantes orais. O método utilizado na detegao da formagao do coagulo é a turbidimetria
(descrito em 5.7.2.2.) através do ensaio coagulométrico."!

IS1
|NR=( PT(doente) )
PT(controlo)

e Tempo de Trombina: O tempo de trombina, (TT, do inglés thrombin time), trata-se do

tempo decorrido até a formaciao de coagulo apds a adicao de trombina ao plasma. Este
parametro é afetado pela concentragao e atividade funcional do fibrinogénio e pela presenga
de inibidores, sendo utilizado para a avaliagao da coagulagao intravascular disseminada (CID),
para a monitorizagao da terapéutica com heparina e outros anticoagulantes e anomalias
quantitativas e qualitativas do fibrinogénio (Figura 8). O método utilizado na detegao da
formacdo do codgulo é a turbidimetria (descrito em 5.7.2.2)) através do ensaio

coagulométrico.
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Figura 8. Esquema da cascata de coagulagdo com os respetivos de ensaios de coagulagdo (APTT, PT e TT).

e Fibrinogénio: O fibrinogénio é uma proteina que € sintetizada no figado, e que tem um

papel muito importante na formacao do coagulo de fibrina. Alteragoes na sua concentragao

podem conduzir a diversas patologias descritas na Tabela |.”*? A sua quantificagio é feita pelo

método de Clauss, que consiste na adicao de trombina em excesso ao plasma diluido (para

impedir a presenca de inibidores), seguido da medi¢cao do tempo de formagao do coagulo pelo

método turbidimétrico (descrito em 5.7.2.2). Através de uma curva de calibragao, obtém-se a

quantidade de fibrinogénio na amostra que é inversamente proporcional ao tempo de

formagio do coagulo.?"

Tabela |. Testes utilizados na investigagio da hemostase. (Adaptado de ')

PT APTT Fibrinogénio Plaquetas Condicées
Hemostase normal
Deficiéncia do fator XIl|
Disfungao das plaquetas
Alteracao vascular
Alteragao na fibrindlise
Deficiéncia do fator VI

Ligeira deficiéncia do fator Il, V ou X

Insuficiéncia hepatica ou deficiéncia de vitamina K

Deficiéncia nos fatores da via intrinseca

Anticoagulante Lupico
Anticoagulantes orais (ex. heparina)

Défice do fator VIII (devido a doenga de von

Willebrand (DvW))



Deficiéncia/Alteragao do fibrinogénio
Hiperfibrindlise
Terapéuticas com anticoagulantes

f f N ouanormal N Deficiéncia de mudltiplos fatores devido a
insuficiéncia hepatica
Deficiéncia de vitamina K

N N N ! Trombocitopenia
Insuficiéncia hepatica

i 1 N ou anormal l cIb

e D-dimeros: Os D-dimeros sao péptidos obtidos apds a protedlise da fibrina pela
plasmina. O seu aumento sugere que estd em curso a decomposicao de um coagulo em
circulagao. A quantificagao é util no auxilio no diagnéstico de CID, tromboembolismo
pulmonar (TEP) e trombose venosa profunda (TVP), em que os valores estao aumentados. O
ensaio utilizado para a determinacao dos D-dimeros é um ensaio imunoturbidimétrico
utilizando anticorpos monoclonais altamente especifico para o dominio D-dimero, sendo os

complexos formados detetados por turbidimetria (descrita em 5.7.2.2).%%

e Fator de von Willebrand: O FvWV é uma glicoproteina sintetizada por células endoteliais

e megacariocitos. Tem como fungao mediar a adesao das plaquetas a camada subendotelial e
transportar e estabilizar o fator VIII. Este teste é pedido pois é essencial ao diagnostico de
DvW, sempre que exista historia clinica relevante ou histéria familiar de hemorragias.”'! O
ensaio usado para a determinagao da quantidade de antigénio FYW é o imunoturbidimétrico

e o método de detegao do complexo formado ¢é a turbidimetria (descrito em 5.7.2.2).

e Antitrombina: A AT é uma proteina sintetizada pelo figado, que exerce um efeito
anticoagulante principalmente pela inibicao do fator lla e o fator Xa (Figura 7). O efeito inibidor
da AT pode ser potencializado pela presenca de heparina endégena e exdgena.” Esta prova
¢ utilizada para excluir ou diagnosticar o défice de AT congénito em doentes com tendéncia
para o tromboembolismo’], na CID, sindromes nefréticos, hepatopatias e terapéutica com
heparina ou concentrados de AT?* %! O método de detecio da antitrombina é o ensaio

enzimatico indireto com detecao por espetrofotometria (descrito em 5.7.2.1).

e Proteina C ativada (PCa): A PCa é uma proteina dependente da vitamina K localizada

na superficie das células endoteliais e é ativada pelo complexo trombina-trombomodulina. A
deficiéncia da PCa esta associada a um aumento do risco de tromboembolismo venoso, mas
também se encontra diminuido em doentes com patologia hepatica, deficiéncia de vitamina K

e em situagdes de terapéutica antagonistas da vitamina K (ex. varfarina).?? O método de
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detecao da antitrombina é o ensaio enzimatico direto com detegao por espetrofotometria

(descrito em 5.7.2.1).

e Proteina S (PS): A PS é uma proteina dependente da vitamina K que atua como co-

fator da PCa e do TFPI, amplificando os efeitos anticoagulantes e profibrinoliticos.”**””! No
plasma, 60% da PS circula ligada a proteina de ligagao do C4b (C4BP) nao tendo um papel
significativo na hemostase. Os restantes 40% circulam na forma livre funcionando como um
co-fator da PCa e do TFPL.?*) A deficiéncia de PS aumenta o risco trombotico e esta associado
a doengas hepaticas, deficiéncia de vitamina K, terapéuticas antagonistas da vitamina K (ex.
varfarina), entre outras.”*! A PS livre é quantificada através de um ensaio
imunoturbidimétrico (descrito em 5.7.2.2), recorrendo a C4BP purificada adsorvida em
particulas de latex que reage com elevada afinidade para a PS livre no plasma do doente na
presenca de ides calcio (Ca’"). Este complexo, por sua vez, reage com um segundo reagente
que possui anticorpos monoclonais, acoplados a particulas de latex, especificos para a PS. O

grau de aglutinagao é diretamente proporcional a concentragao de PS livre presente no plasma.

5.7.2 Metodologias utilizadas na hemostase

5.7.2.1 Ensaio enzimatico com substrato acoplado a um cromoéforo detetado por

espetrofotometria

As enzimas serina proteases da cascata de coagulagao tém especificidade para um pequeno
peptideo sintético (substrato) que tem acoplado ao aminoacido terminal um cromoéforo (p-
nitroanilina). Quando o peptideo sintético se liga a enzima, o cromoforo é clivado e detetado
por espetrofotometria a 405 nm. A luz absorvida é detetada no fotodetetor e é convertida
num sinal elétrico. Através de logaritmos matematicos que aplicam a Lei de Lambert-Beer, é

feita a quantificagao do analito que é proporcional ao sinal elétrico.

Os ensaios podem ser diretos ou indiretos. Os ensaios diretos sao aqueles que o analito de
interesse (ex. proteina C ativada- serina protease) reage diretamente com o peptideo
sintético, sendo a absorvancia diretamente proporcional a atividade enzimatica. Os ensaios
indiretos sao aqueles em que o analito de interesse (ex. AT) se liga a uma enzima (ex. fator
Xa- serina protease) inativando-a, e as restantes enzimas ativas clivam o peptideo sintético
libertando o cromoéforo. Neste caso a concentragao de analito € inversamente proporcional

a absorvincia detetada.*'?

5.7.2.2 Turbidimetria
A turbidimetria baseia-se na medicao do aumento da absor¢ao de luz causada pela formagao

de particulas. Ao incidir um feixe de luz numa cuvete de reagao, parte dela é absorvida pelas
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particulas e outra parte é detetada por um fotodetetor posicionado a 180° e convertida num
sinal elétrico. A quantidade de luz absorvida por uma suspensao depende da concentragao da
amostra e do tamanho da particula.”*

e Ensaio Coagulométrico: Consiste na detegao do coagulo de fibrina por turbidimetria a

405 nm, sendo que a medida que ocorre a formagao do coagulo, a absorvancia vai aumentando.
Com base no sinal elétrico e através de logaritmos matematicos é obtido o tempo de formagao
do coagulo.

e Ensaio imunoturbidimétrico: O ensaio imunoturbidimétrico consiste na utilizacao de

microparticulas de latex, revestidas com anticorpos monoclonais ou policlonais especificos
para o antigénio de interesse. Estes anticorpos sao incubados com a amostra (plasma)
formando um aglutinado de microparticulas de latex devido a formagao do complexo
antigénio-anticorpo. Esta aglutinagao leva a um aumento da turvagao do meio de reagao e
consequente aumento da absorvancia medida por espetrofotometria a 450 nm. Usando
logaritmos matematicos e uma curva de calibragao, é determinada a concentragao do antigénio

de interesse.*"

Tabela 2. Analitos analisados em Hematologia e respetivas amostra, metodologias e equipamentos.

Analito Amostra Metodologia Equipamento
GV, Plaquetas Impedancia Sysmex
WBC Sangue Total em Citometria de quxo. XN-1000
Hb EDTA K; SLS/Espetrofotometria
Alif
VS san%lg_p:tél em Fotometria por fluxo capilar Test II %I)'(HL
Sangue Total em Arkray Adams
HbA|., HbA, HbA,, HbF HPL
Al T lladln EDTA Ks c Alc HA-8160
Hemolisado da
lavagem dos GV
HbA, HbA,, HbS, HbF obtido de sangue Eletroforese HYDRASYS
total em EDTA K3
APTT, PT, TT, Ensaio coagulométrico
Do, Sangue total L .
Fibrinogénio . [Turbidimetria
- _ colhido num tubo _
D-dimeros, antigénio com anticoagulante Ensaio imunoturbidimétrico
FVW, PS citrato sodico na [Turbidimetria
PC razio 1/9 e Ensaio enzimatico direto ACL Top 300 e
a :
centrifugado a /Espetrofotometria 500
1500 rpm/15 Ensaio enzimatico indireto
AT minutos .
/Espetrofotometria

Nota”: O uso de anticoagulante EDTA K; é essencial uma vez que este funciona como agente quelante que
complexa o Ca®" evitando que ocorra a ativagio da cascata de coagulagio e que a amostra fique coagulada. No
entanto, este anticoagulante pode levar a fendmenos de falsa trombocitopenia dado que expde e proporciona a
ligacao de anticorpos anti-criptoantigénios da glicoproteina lIb/llla levando a aglutinagao plaquetar formando
aglutinados. Nestes casos € necessario utilizar como anticoagulante o citrato ou a heparina.
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5.8 Caso Clinico |

Historia Clinica - Mulher de 71 anos, enviada do lar para o servi¢co de urgéncia por alteragoes

analiticas de novo (hemoglobina de 7.6 g/dL), cansago facil e mucosas descoradas.

Tabela 3. Valores do eritrograma do caso clinico .

Tabela 4. Valores de bioquimica do caso clinico I.

Valores
Referéncia

Parametros Resultado

Parametros

Valores
Referéncia

Resultado

476 10"7L
74 g/dL
269 %
56.7 fL

Eritrocitos
11.5-155
34.0 - 46.0
80.0 - 100.0

Hemoglobina
Hematocrito

VCM

Ferro sérico
Ferritina
TIBC

Saturagao da 3 %

60.0 - 180.0

11.0 - 306.8

291.0 - 430.0
20 - 50

10.0 pg/dL
12.1 pg/dL
456.7 ug/dL

Trasferina

HCM
CHCM
RDW

27.0 - 32.0
32.0-35.0
11.6-14.0

155 pg
27.5 g/dL
279 %

Observacio do esfregaco
AP RO R

Figura 9. Observacao do ESP. (Fonte: SPC de Tomar).

Interpretagao

-~ com presenga

Observou-se  uma  populagao de

eritrocitos hipocromica  microcitica,

anisopoiquilocitose moderada a elevada
de

anulocitos, células

alongadas “pencil cells” e policromatofilia.

Ao analisar o hemograma observa-se a presenga de uma anemia (Hb - 7.4 g/dL) microcitica
(VCM - 56.7 fL), hipocrémica (HCM - 155 pg; CHCM - 275 g/dL), com contagem de

eritrécitos diminuida (4.76 10'%/L) e um aumento do RDW (27.9%) sendo muito sugestivo de

uma anemia por deficiéncia de ferro. A observacao do ESP confirmou estes resultados e

revelou GV atipicos muito carateristicos de anemia por deficiéncia de ferro.

As anemias microciticas hipocroémicas podem advir de varias causas (consultar Anexo V).

Assim foram pedidos testes de estudo do metabolismo do ferro (Tabela 3) para distinguir

anemia sideropénica de anemia por doenca cronica ou talassémia (consultar Anexo V). Os

valores diminuidos de ferro sérico, ferritina e saturagao da transferrina conjugados com o

aumento da capacidade total de ligagao do ferro (TIBC, do inglés total iron binding capacity) sao

confirmatérios de uma anemia sideropénica. O tratamento de anemia sideropénica pode
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passar pela administragao de ferro por via oral/endovenosa ou até administracao de unidade

de concentrado eritrocitario (UCE).

5.9 Caso Clinico 2

Historia Clinica - Doente de 55 anos, sexo feminino, com hérnia do hiato. Realizou endoscopia

digestiva alta que revelou erosoes antrais além de volumosa hérnia do hiato ja conhecida. A
pesquisa de Helicobacter pylori foi negativa. Resultante deste quadro clinico a paciente
desenvolveu anemia sideropénica estando sob terapéutica com ferro oral. Na consulta

apresentou os seguintes valores.

Tabela 5. Valores do eritrograma do caso clinico 2.

Parametros  Resultado Valores
Referéncia -
Lo b
Eritrocitos 499 10'%/L o
& -
Hemoglobina 10.6 g/dL 11.5- 155 e
Hematécrito  35.9 % 34.0 - 46.0 e
VCM 719 fL 80.0 - 100.0
HCM 21.2 pg 27.0 - 32.0 Figura 10. Histograma dos GVs obtido por
CHCM 295 g/dL 320 _ 350 impedéncia, com evidéncia de duas populagées
de eritrocitos ambas em grande quantidade.
RDW Nao calculavél 11.6 - 14.0

Observaciao do ESP
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A série eritrocitaria apresenta uma anisocitose marcada, observando-se a presenca de duas
populagoes distintas de eritrocitos, uma populagio microcitica e hipocrémica e outra
populagao normocitica normocromica. Apresenta também poiquilocitose com presenca de
algumas células em alvo, células alongadas “pencil cells” e policromatofilia. Nao se observam
eritroblastos nem inclusdes eritrocitarias. A linhagem granulocitica, linfocitica e plaquetar

apresentam-se normais em numero e morfologia.
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Interpretagao

A terapéutica com ferro é um estimulo direto a produgao de GV pela medula dssea. Resulta
numa reticulocitose em 3-5 dias apos terapéutica e atinge o maximo aos 8-10 dias, seguindo-
se um aumento significativo da concentracio de hemoglobina até a concentragao ser
normalizada e existir sintese de GV normais (~3 semanas).”” No entanto, dado o tempo
médio de vida destas células ser de ~120 dias, ocorre uma co-existéncia de duas populagoes
eritrocitarias distintas nao sendo possivel a determinagao do RDW pelo equipamento.

Esta situagao de co-existéncia de duas populagoes pode ainda observar-se em pacientes

sujeitos a transfusao com UCE.

5.10 Caso Clinico 3

Historia Clinica - Doente de 67 anos do sexo masculino, apresentava adenopatias cervicais

méveis, indolores a palpagao e sem sinais inflamatorios, e ainda uma perda ponderal de peso
(15 Kg). As andlises de rotina revelaram uma leucocitose com linfocitose. Face ao quadro

clinico foi pedida a biopsia ganglionar e estudo de citometria de fluxo do sangue periférico.

Tabela 6. Hemograma do caso clinico 3. Figura 12. Histograma de citometria de fluxo do caso
Pardmetros  Resultado Valores clinico 3. (Fonte: SPC de Tomar).
Referéncia s

Eritrocitos 423 10'%/L

Hemoglobina 12.1 g/dL 11.5-155
Hematoécrito  38.1 % 34.0 - 46.0
VCM 90.1 fL 80.0 - 100.0
HCM 28.6 pg 27.0 - 32.0
CHCM 31.8 g/dL 32.0-35.0
RDW 142 % 11.6 - 14.0

Leucécitos  71.13 10°/L 40-10.0
Neutréfilos 9.25 10°/L 1.5-7.0
Linfocitos 36.28 10°/L 1.0-3.7
Mondcitos 14.94 10°/L 0.0-0.7
Eosinofilos 0.00 10°/L 00-04
Basofilos 0.00 10°/L

Plaquetas 151.0 10°/L 150 - 400
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Observacao do esfregaco
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Observa-se populagao linfocitaria atipica
caraterizada por células pequenas, com
relagio  nucleo/citoplasma  aumentada,
cromatina nuclear densa, sem sinais de
imaturidade. Observam-se ainda sinais de
fragilidade do citoesqueleto linfocitario com

presenca de manchas de Gumprecht.

Imunofenotipagem (citometria de fluxo do sangue periférico) (Andlise feita no exterior)

O estudo fenotipico do sangue periférico revelou a presenca de 82% de células B clonais

Kappa e com fenétipo similar ao observado na LLC-B.

Fenotipo: CD5+, CD20+, CD38+, CD23+, CD200+, CD43+ e kappa+

CDI10-, CD79b- e lambda-

Interpretacao

O hemograma apresenta valores normais exceto na populagao de leucécitos onde existe

um aumento derivado de uma linfocitose absoluta. Ao observarmos o histograma (Figura 12)

verificamos a presenca de uma grande quantidade de células no |° quadrante esquerdo, onde

se situam os linfécitos maduros, por apresentarem um tamanho pequeno e pouca

complexidade. Posto isto, foi feita a observagdo do ESP que confirmou a linfocitose de

linfocitos maduros e a presenga de manchas de Gumprecht, muito caracteristicos de situagoes

de Leucemia Linfocitica Croénica (LLC).

A imunofenotipagem revelou a presenga de CD5+, CD20+, CD23+ e monoclonalidade das

cadeias leves de imunoglobulinas (kappa+, lambda-) muito caracteristico de situagoes de LLC.

Esta patologia é mais predominante no sexo masculino entre os 65 e os 70 anos de idade.

Consiste numa neoplasia que se caracteriza pela acumulagao de linfocitos maduros no sangue,

na medula e nos tecidos linfoides devido a resisténcia das células aos mecanismo de

apoptose.””

Dado o relatério clinico e os resultados da imunofenotipagem a hipdtese mais provavel foi

uma LLC-B.”” No entanto é necessario prosseguir os estudos e analisar os dados de Anatomia

Patoldgica a fim perceber qual o prognostico.
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5.11 Caso Clinico 4

Histéria Clinica - Doente de 81 anos do sexo feminino, que mantinha anemia microcitica

hipocromica com contagem eritrocitaria normal e alteracao insignificante do RDW. Dado o
quadro clinico o médico pediu o despiste de talassémias e hemoglobinopatias.

Tabela 7. Hemograma do caso clinico 4.

FAeEies e e Valor?s . O hemograma foi concordante com a presenca
Referéncia

Eritrocitos 545 10'%/L de anemia (Hb- 10.I g/dL) microcitica (VCM-

Hemoglobina 10.I g/dL  I1.5-155  61.3 fL), hipocrémica (HCM- 18.5 pg; CHCM-

Hematécrito  33.4 % 340-46.0 302 g/dL), com contagem de eritrécitos normal

VCM 61.3 fl 80.0 - 100.0 (5.45 10'%/L) e um ligeiro aumento do RDW

HCM 18.5 pg 27.0-320 (14.7%)

CHCM 302 g/dL  32.0-35.0

RDW 14.7 % 1.6 -14.0

Observacio do esfregaco
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Figura 14. Imagem do ESP do
A série eritrocitaria apresenta-se microcitica e hipocrémica com anisocitose e

poiquilocitose. Apresenta células em alvo, células alongadas (pencil cells), cerca de 2 a 3
esquizocitos por campo e raros dacriocitos. Nao se observam eritroblastos nem inclusoes
eritrocitarias. As linhagens granulocitica, linfocitica e plaquetar apresentam-se normais em

numero e morfologia.

Doseamento das hemoglobinas (HPLC)

%  Valores referéncia
Hb A 95% 96.0-99.0
HbF 04% 0.2-1.0
HbA, 4.5% 0.0-3.5

O perfil cromatografico e tempos de retengao revela um aumento da Hb A,
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Eletroforese das hemoglobinas

% Valores referéncia
Hb A 96.5% 96.0-99.0 |
Hb A, 3.5% 0.0-3.5 Vi

Figura 15. Perfil eletroforético
de hemoglobinas do caso clinico 4.

Trago eletroforético evidencia um aumento da Hb A, e uma diminuigao da percentagem de

Hb A.

Interpretacao

Existem dois tipos de sindromes talassémicos, as a-talassémias e as P-talassémias que se
caracterizam pela diminuicao da sintese de cadeias a e B, respetivamente. As a-talassémias
afetam a sintese das 3 hemoglobinas fisiologicas (Hb A (a2, B2), HbA, (a2, 62) e a HbF (a2,
¥2)). As cadeias a sao codificadas por 4 genes e o silenciamento de |, 2, 3 ou 4 genes leva a
a-talassémias.P!

Nas B-talassémias apenas a Hb A ¢ afetada sendo que existe um aumento da HbA, e a HbF
para compensar a diminuigao das cadeias 3. Tendo em conta as caracteristicas fenotipicas e
genotipicas as B-talassémias dividem-se em major, intermédias e minor. As B-talassémias major
(B%B°) caracterizam-se por uma anemia severa dependente de transfusdes, nio havendo
producao de Hb A e aumento da Hb F como mecanismo compensatério. A B-talassémia
intermédia (B'/B") aparece normalmente como uma anemia moderada hipocréomica e
microcitica em que a produgao de Hb A, é superior a 3.5% e a Hb F situa-se entre 10% e 60%.
Por dltimo, a [B-talassémia minor é caraterizada por uma anemia ligeira, hipocromica e
microcitica com uma percentagem de Hb A, superior a 3.5%, e normalmente nao apresenta
sintomas associados.P"!

Ao analisar todos os dados quer hematométrios quer morfoldgicos foi sugerido um quadro
de B-Talassémia minor. No entanto para confirmagao teve que prosseguir com estudos

genéticos.
5. Bioquimica

Neste capitulo serao abordados os parametros bioquimicos de maior interesse na rotina
laboratorial, encontrando-se agrupados pelos diferentes sistemas e orgaos. No final, serao
abordadas todas as metodologias usadas na determinagao dos parametros bioquimicos pelos

equipamentos do SPC do Tomar.
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6.1 Parametros Bioquimicos

6.1.1 lonograma

O equilibrio eletrolitico é essencial para a homeostasia e fisiologia celular e, por conseguinte,
para a manutencgio da saide humana. Os principais eletrdlitos sdo o sédio (Na®), potassio (K*)
e cloreto (CI") tendo diversas fungoes importantes como a regulacao hidrica entre os varios
compartimentos de fluidos corporais, a regulagao do equilibrio acido-base, a manutengao da
funcao cardiaca e muscular e ainda sao utilizados como co-fatores enzimaticos. Todos estes
ioes sao obtidos através da dieta sendo absorvidos a nivel intestinal e excretados, quando em
excesso, a hivel renal.’?

O Na" e CI sdo os principais ides presentes no liquido extracelular, desempenhando um
papel crucial na regulagio da pressao osmotica e consequentemente na manuten¢ao da
distribuicio normal da agua.’® A hiponatrémia pode ser devida a sobre-hidratagio
(hiponatrémia dilucional) ou devido a perda de Na’, originando sintomas como nauseas,
fraqueza generalizada e, em casos graves, convulsdes. Por outro lado, a hipernatrémia tem
como principais causas a desidratagdo (causa mais comum), hiperaldosteronismo,
hipercortisolismo, entre outras e origina sintomas como tremores, irritabilidade, ataxia
confusio e, eventualmente, coma.™!

O K" é o principal catido intracelular sendo a sua concentragio mantida devido a uma bomba
Na'/K* ATPase que transporta o K' para dentro das células contra o gradiente de
concentragio.”™ A hipocalémia tem como principais sintomas a fraqueza muscular,
irritabilidade e paralisia e ocorre devido perdas gastrointestinais (ex. vomitos e diarreia),
consumo de diuréticos (ex. tiazidicos e diuréticos da ansa ascendente de Henle), alteragoes
da fungdo renal (ex. diurese osmotica e perda de K* na urina), entre outras. As causas de
hipercaliémia sao fundamentalmente lise celular, faléncia renal, acidose, pseudohipercaliémia
(devido a hemdlise, leucocitose ou trombocitose) e origina sintomas como confusao mental,
paralisia dos musculos respiratérios e bradicardia.

A determinagao do ionograma é feita por potenciometria (descrito em 6.2.3).

6.1.2 Avaliacio do metabolismo Osseo

A determinacio de célcio total, fosforo inorginico e magnésio (Mg**) nos fluidos biolégicos
fornece informagoes importantes sobre o metabolismo 6sseo permitindo o diagndstico de
anomalias e doengas de multiplos 6rgaos e tecidos.

O Ca™ é o catido mais prevalente sendo que, no plasma o Ca** apresenta-se de trés formas:

50% livre/ionizado, 40% ligado as proteinas e 10% complexado. A sua concentragao plasmatica
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¢ altamente regulada pela paratormona (PTH) e pela calcitriol (1,25 (OH),D) que aumentam
a reabsorgio de Ca*’ no intestino, no rim e no esqueleto quando os seus niveis plasmaticos
estio baixos. O Ca®" é fundamental na contragio muscular, na mineralizacio Ossea e
coagulagao do sangue. A hipocalcémia pode dever-se a situagoes de hipoalbuminémia (mais
frequente), insuficiéncia renal cronica e deficiéncias da vitamina D. Situagoes de hipercalcémia
observam-se em hiperparatiroidismo e terapéuticas com vitamina D. A determinagio do Ca**
na urina reflete a ingestao de calcio, absorgao intestinal, reabsorcao esquelética, e filtracao
renal e reabsorcio tubular.?*

O fosfato (PO.*) é um ido que circula na corrente sanguinea sendo que cerca de 10% est4
ligado as proteinas, 35% complexado e 55% na forma livre. O PO,> é importante na estrutura
ossea, bem como na formagao de acidos nucleicos, fosfolipidos, compostos de alta energia
entre outros. A hipofosfatémia pode resultar da perda a nivel renal e da diminuicao da
absorgao intestinal. A hiperfosfatémia ocorre em situagoes de diminui¢ao da sua excrecao (ex.
insuficiéncia renal crénica), hipotiroidismo e aumento da lise celular.*”

O Mg* é o segundo catido intracelular mais prevalente e é um cofator enzimatico
fundamental. E absorvido pelo intestino delgado e filtrado pelo rim onde volta a ser
reabsorvido. A hipomagnesiémia € comum nas perdas gastrointestinais (ex. vomitos e diarreia)
e renais, sendo que a hipermagnesiémia ocorre devido a ingestao excessiva no tratamento de

determinados quadros clinicos.¥

e Cilcio Total: A determinagio do Ca® é realizada através da reagio quimica com
Arsenazo Il que forma um composto corado detetado por espetrofotometria (descrito em
6.2.1). O reagente Arsenazo lll, em pH 4acido tem uma grande afinidade para o Ca** ligando-
se e formando um complexo roxo que absorve a 650 nm. A absorvancia é diretamente

proporcional & concentragao de Ca** na amostra.>

Ca’* + Arsenazo Il ——— > Complexo Ca-Arsenazo llI

pH acido (composto roxo)

e Fosfato inorganico: A determinagao do PO,> é realizada através da reacio quimica com

fosfomolibdato que forma um composto detetado por espetrofotometria (descrito em 6.2.1).
Esta reacao é baseada na reacao dos ides fosfato com o molibdato, em meio acido, a fim de
formar o complexo fosfomolibdato que absorve a 340 nm. A formacao deste complexo é
influenciada pelas proteinas e, por isso, sao usados agentes solubilizantes para prevenir a

precipitagdo de proteinas para eliminar esta interferéncia.’"

7 H3PO4 + 12 (MO7024)6- +72 H+ —_—> 7 H3PO4(MOO3)|2 + 36 Hzo
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e Magnésio: A determinacio do Mg** é realizada através da reacio quimica com Azul de
Xilidil que forma um composto corado detetado por espetrofotometria (descrito em 6.2.1).
O reagente azul de xilidil, em meio alcalino, liga-se ao magnésio formando um complexo
vermelho que absorve a 600 nm. A interferéncia do calcio e das proteinas neste método sao
eliminadas usando um agente quelante de Ca** (EGTA, do inglés egtazic acid) e dimetilsulfoxido

respetivamente.”¥

Mg”* + Azul de xilidil Complexo vermelho
pH 11,4

6.1.3 Avaliacio do metabolismo do ferro

O ferro esta envolvido em diversas fungoes biologicas como a ligagcao e transporte de
oxigénio no grupo heme da hemoglobina. A sua homeostase é altamente regulada pelos
enterocitos duodenais, responsaveis pela absorcao do ferro da dieta, pelos percursores dos
GV, que utilizam grandes quantidades de ferro para a formagao de novos GV e pelas células
responsaveis pelo seu armazenamento na forma de ferritina e hemossiderina (macroéfagos e
hepatécitos).*”]

A deficiéncia de ferro, a sua sobrecarga e a anemia por doengas cronicas sao as causas mais
prevalentes das alteragdes do metabolismo do ferro.P”]

A diminuicao de ferro pode ser causada por aumento da necessidade fisioldgica, em criangas,
por perda de sangue estando maioritariamente associado a um quadro de anemia microcitica
hipocromica ou na anemia por doengas cronicas. Esta anemia é caracterizada por ser
normocitica normocromica, no entanto os valores de ferritina encontram-se elevados devido
ao estado inflamatério subjacente.””]

O aumento de ferro na corrente sanguinea pode dever-se a multiplas transfusoes com
unidades de concentrados eritrocitarios, suplementagao e distirbios no eixo hepcidina-

ferroportina.l’™

e Ferro sérico: A determinagao do ferro sérico é realizada através do acoplamento de
reagoes quimicas que no final originam um composto corado cuja a sua absorvancia € lida por

espetrofotometria (descrito em 6.2.1) e é proporcional i concentragio de ferro na amostra.””

Ferro-Transferrina + Tampao ——> Apotransferrina + Fe®*
Fe3* + acido ascorbico + HLO — > Fe®" + icido dehidroascérbico + H;O"

Fe’* + Composto cromogénio —> Complexo de Fe**
(composto azul)
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e Ferritina: A concentragao de ferritina sérica reflete o armazenamento de ferro no
organismo. Esta é um indicador muito sensivel para a deficiéncia de ferro uma vez que diminui
muito antes das alteragoes na concentragao de hemoglobina, nos GV ou na concentragao de
ferro sérico.’® A concentracio plasmatica de ferritina encontra-se aumentada em caso de
sobrecarga de ferro sendo usada na monitorizagao de terapéuticas com quelantes de ferro e
remocao de sangue (flebotomia). A ferritina é proteina de fase aguda positiva estando também
aumentada em doencas inflamatérias.®® A determinacio da ferritina é feita através de um
ensaio imunoenzimatico nao competitivo, com detegao por quimioluminescéncia (descrito em
6.2.6 e 6.2.4, respetivamente). Este ensaio utiliza um anticorpo monoclonal anti-ferritina fixo
na fase solida, um anticorpo monoclonal anti-ferritina acoplado com a enzima fosfatase alcalina
e um substrato que ao ser hidrolisado pela fosfatase alcalina, forma um composto
quimiluminescente. A detecao de luz é diretamente proporcional a quantidade de ferritina

presente na amostra.?’!

e Transferrina: A transferrina € uma proteina sintetizada principalmente no figado que
transporta o ferro no plasma. A determinagao dos niveis séricos de transferrina é muito util
no diagnostico diferencial de anemia. A determinagao da transferrina é realizada através de um
imunoensaio com detegao por turbidimetria (descrito em 5.7.2.2). Este ensaio utiliza
anticorpos anti-transferrina que reagem especificamente com a transferina presente na
amostra formando imuno-complexos que sao detetados por turbidimetria. Sendo que a
absorvancia dos imuno-complexos é diretamente proporcional a quantidade de transferrina

na amostra.’”

6.1.4 Anilise das Proteinas

As proteinas plasmaticas sao sintetizadas essencialmente no figado e fazem parte deste grupo
principalmente a albumina, as globulinas e o fibrinogénio. Estas proteinas apresentam diversas
fungoes como transporte, imunidade humoral, manutengao da pressao oncotica, catdlise

enzimatica, entre outras.?®

e Proteinas séricas totais: As proteinas séricas totais consistem no conjunto de todas as

proteinas que circulam na corrente sanguinea. A determinagao deste parametro é muito
importante no diagnostico e no tratamento de patologias associadas aos rins, figado ou medula
ossea. A alteragcao do normal valor das proteinas pode dever-se a erros pré-analiticos
(hemoconcentragao devido a erros na colheita), alteragoes na sintese, no catabolismo ou
alteracdes no estado de hidratacio.” A determinacio das proteinas totais séricas realiza-se

através da reagao de Biureto pelo método de espetrofotometria (descrito em 6.2.1). Sob
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condicdes fortemente alcalinas o ido cobre (Cu*) forma um complexo multivalente com as
ligagoes peptidicas das proteinas. A formagao deste complexo muda o espetro de absorgao
do ido Cu** para um comprimento de onda mais curto, levando a uma mudanga de cor de azul
para violeta. Posteriormente ¢ lida a absorvancia deste complexo a 545 nm, que é diretamente

proporcional & concentragio de proteinas na amostra.’”!

OH-
Proteina + Cu”¥ ——> Complexo azul-violeta

(absorve a 545 nm)

e Proteinas totais na urina/ liquido cefalorraquidiano (LCR): A determinagao de proteinas

totais na urina € muito importante principalmente no diagnostico e tratamento de patologias
associadas ao rim, tais como glomerulonefrites e insuficiéncia renal. A proteinuria pode ser de
4 tipos diferentes: proteinuria glomerular, proteinuria tubular, proteinuria por secregao e
proteinuria por excesso (ex. proteinuria de Bence Jones). A determinagao das proteinas totais
do LCR é essencial no auxilio do diagnostico de situagoes de infecao (ex. distingao de
meningites bacterianas ou viral), hemorragias ou tumor cerebral. A determinagao das
proteinas totais na urina /LCR realiza-se através da reagao com vermelho de pirogalol-
molibdato pelo método de espetrofotometria (descrito em 6.2.1). O complexo vermelho
pirogalol-molibdato possui cor vermelha com absorvancia maxima nos 470 nm. Este complexo
ao ligar-se aos grupos amina das proteinas forma um complexo azul purpura aumentado o seu
pico de absorvancia para 600 nm. A absorvancia deste complexo é diretamente proporcional

a concentracio de proteinas na amostra.®

Vermelho de pirogalol-molibdato + proteihna —————> Complexo PR-MO-proteina

(absorve a 600 nm)

e Albumina: A albumina é a proteina plasmatica mais abundante no plasma humano,
representando cerca de 55-65% do total de proteinas plasmaticas. As suas principais fungoes
sa0 manter a pressao oncotica e o transporte de ides e substincias lipossoluveis como o
calcio, hormonas, farmacos, bilirrubina nao conjugada, acidos gordos livres, entre outros.’”7 A
hipoalbuminémia pode ter varias causas tais como: diminuicao da sintese (ex. malnutrigao,
insuficiéncia hepatica), excrecao anormal ou catabolismo excessivo (ex. sindrome nefrotico,
enteropatias, neoplasias), diluicional (hiperhidratacao) e distribuicao anormal (ex. processos
inflamatérios, ascite).”! A hiperalbuminémia é menos frequente e tem como principal causa a
desidratacao grave. A determinagao da albumina sérica realiza-se através da reagao com verde
de bromocresol pelo método de espetrofotometria (descrito em 6.2.1). A albumina em meio

acido (pH 4.2) encontra-se na forma cationica e liga-se especificamente ao verde de
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bromocresol produzindo um complexo corado que absorve a 628 nm. A intensidade da

coloracio (complexo verde) é proporcional a concentragio da albumina na amostra.*”

pH 4.2
Albumina + Verde de bromocresol ————>  Complexo verde

(absorve a 628 nm)

6.1.5 Avaliacio do Metabolismo dos Lipidos

A avaliagao de rotina do metabolismo dos lipidos faz-se através da determinagao do
colesterol total, colesterol HDL (do inglés, high density lipoproteins), colesterol LDL (do inglés,
low density lipoproteins) e dos triglicéridos. Estes parametros sao fundamentais no diagnéstico
de hiperlipidémias e hiperlipoproteinémias, na avaliagao do risco de doencas cardiovasculares
e no controlo de doentes sujeitos a terapéuticas ou dietas hipolipemiantes.

Os desequilibrios no metabolismo lipidico sao um fator de risco elevado no
desenvolvimento de aterosclerose e de doencas cardiovasculares. O aumento da
concentragao plasmatica de colesterol em certas fragoes de lipoproteinas (nomeadamente
LDL) pode resultar no aumento da deposicao e retengao de colesterol na camada intima
levando a formacio de lesées ateroscleroticas. "

No entanto, embora a associacao com aumento do risco de doengas cardiovasculares o
colesterol é um componente essencial das membranas das células e lipoproteinas e é
igualmente um precursor para a sintese de hormonas esteroéides e acidos biliares. O valor de
colesterol total pode ser influenciado pela idade, sexo, fatores genéticos e pela dieta.""

Outro lipido também muito importante sio os triglicerideos que constituem uma
importante fonte de energia. A sua determinagao é muito utilizada na avaliagao de fatores de
risco ateroscleroético assim como no diagnodstico e tratamento de doentes com pancreatite
aguda, Diabetes mellitus, obstrugio biliar extrahepatica, entre outras patologias.™”

Tanto o colesterol como os triglicéridos circulam na corrente sanguinea através de
lipoproteinas. Estas lipoproteinas sao divididas em quilomicrons, VLDL (do inglés, very low
density lipoproteins), IDL (do inglés, intermediate density lipoproteins), LDL e HDL.H'(Ver
classificacao e caracteristicas das lipoproteinas no Anexo VI).

As lipoproteinas HDL possuem como principal fungao o transporte reverso do colesterol
que consiste na remog¢ao do excesso de colesterol das células e libertagao do mesmo no
figado onde vai ser metabolizado. Assim, o colesterol HDL esta inversamente relacionado com
o risco de doencas cardiovasculares.!*”

As lipoproteinas LDL sao os principais transportadores de colesterol. Os niveis elevados de

colesterol LDL estao associados a hipercolesterolémia familiar e ao risco acrescido de doengas
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cardiovasculares. Por outro lado, niveis baixos de colesterol LDL podem ocorrer em situagoes

de ma absorcio e ma nutricio.[*2

e Colesterol total: A determinacao do colesterol total é realizada através da reacao

enzimatica com formagao de quinoneimina quantificada por espetrofotometria (descrito em
6.2.1). O colesterol esterificado presente na amostra € hidrolisado em colesterol livre e acidos
gordos por agao da colesterol esterase (CE) (reagao |). De seguida, o colesterol livre formado,
juntamente com o colesterol livre existente na amostra sao oxidados por agao da colesterol
oxidase (CO), formando peroxido de hidrogénio (H,O,) e colestenona (reagao 2). O H,O,
formado na reagao 2, juntamente com a 4-aminoantipirina e o fenol, na presenga da enzima
peroxidase (POD), da origem a quinoneimina (reacgao 3), que absorve a 500 nm. A intensidade
da coloragao (quinoneimina) é proporcional a quantidade de colesterol presente na

amostra.®!

CE
Ester do colesterol + H,O ————> Colesterol + acidos gordos (1)

co
Colesterol + O, ——mm> Colesterona + H,0, (2)

POD
2 H,0, + 4-aminoantipirina + Fenol — > Quinoneimina + 4 H,O (3)

e Colesterol HDL: A determinagao do colesterol HDL é realizado através da reagao

enzimatica com formagao de um composto azul quantificado por espetrofotometria (descrito
em 6.2.1). O anticorpo anti-B-lipoproteina humana liga-se especificamente as lipoproteinas
VLDL, LDL e quilomicrons, excepto as HDL, formando um complexo antigénio-anticorpo
(reagao l). A formagao deste complexo impede a reagao destas lipoproteinas com as enzimas
CO e CE. Assim apenas o colesterol presente nas lipoproteinas HDL reage com as enzimas
CO e CE formando colesterona, acidos gordos e H,O, (reagao 2). O H,0, libertado, na
presenca da POD, 4-aminoantipirina e N-etil-N-(2-hidroxi-3-sulfopropil)-3,5-dimetoxi-4-
fluoroanilina (F-DAQOS) forma um complexo azul (reagao 3). A intensidade da coloragao do

complexo azul é diretamente proporcional & concentragio do colesterol-HDL.[*?

Anticorpo anti-B-lipoproteina
humana

LDL, VLDL e quilomicrons Complexo antigénio-anticorpo (1)

CEeCO
Colestero HDL + H,O + O, — > Colesterona + acidos gordos + H,0, (2)

POD
H,O, + 4-aminoantipirina + F-DAOS —> Corante azul® + F + 2 H,0 (3)
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e Colesterol LDL: O colesterol-LDL é determinado aplicando a Férmula de Friedewald,

no entanto esta formula apenas é valida para valores de triglicéridos inferiores a 400mg/dL.
Quando superiores a este valor a determinagao é feita laboratorialmente com um método

muito semelhante ao da quantificacio do colesterol HDL.H

Colesterol LDL = (Colesterol total) — (Colesterol HDL) — (

Triglicéridos)
5

e Triglicéridos: A determinagao dos triglicéridos é realizada através da reagao enzimatica
com formagao de um composto azul, quantificado por espetrofotometria (descrito em 6.2.1).
Os triglicéridos sofrem hidrolise por acao da enzima lipoproteina lipase formando glicerol e
acidos gordos (reagao |). O glicerol é fosforilado, na presenca de adenosina trifosfato (ATP),
por agao da glicerol cinase (GK, do inglés glycerol kinase) (reagao 2), por sua vez o glicerol
fosforilado é oxidado, reagao catalisada pela glicerol fosfato oxidase (GPO), formando
dihidroxiacetona e H,0O, (reagao 3). O H,0O, formado reage com a 4-aminoantipirina e N,N-
bis-(4-sulfobutil)-3,5-dimetilanilina sal dissédico (MADB) que na presenca de peroxidase
produz um composto corado (reagao 4). A intensidade da coloragao do complexo azul é

diretamente proporcional & concentragio dos triglicéridos presentes na amostra.*”

Lipase

Triglicéridos + H,O > Glicerol + Acidos gordos (1)

GK, Mg2+
Glicerol + ATP > Glicerol-3- fosfato + ADP (2)

GPO
Glicerol-3- fosfato + O, Dihidroxiacetona + H,0O, (3)

POD
H,O, + 4-aminoantipirina + MADB > Corante azul* + OH" + H,O (4)

6.1.6 Avaliacao do metabolismo dos Hidratos de Carbono

e Glucose: A determinagio da glucose no sangue é fundamental no rastreio, diagndstico’
e monitorizagao da Diabetes mellitus, assim como na avaliagao do metabolismo dos hidratos
de carbono em patologias como diabetes gestacional, hepatite aguda, pancreatite aguda e
doenga de Addison.*! A hiperglicémia tem como causa mais frequente a Diabetes melittus
devido a insuficiéncia ou ineficacia da insulina. A hipoglicémia pode surgir em pacientes com
disfungao hepatica, tumores pancreaticos produtores de insulina, devido a um jejum

prolongado ou a deficiéncias enzimaticas e tem como principais sintomas a fraqueza muscular,

3 Diagnéstico da Diabetes Mellittus: Glicémia plasméatica em jejum 2126 mg/dL; PTOG(2h) 2200 mg/dL;
Glicémia ao acaso 2200 mg/dL se houver sintomas; Hemoglobina glicada (HbAlc) 26.5%.1*”!
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a.l A determinagio da glucose na urina é (til

confusao mental ou, em casos mais graves, com
no diagnostico e monitorizagao da diabetes mellitus assim como na avaliagdo de patologias
renais nomeadamente a nivel tubular. A determinagao da glucose no LCR é importante no
diagnéstico diferencial de meningites bacterianas, fingicas e virais, e em caso de tumores.**!
A determinagao da glucose é realizada através da reagao enzimatica com formagao de NADH
e quantificagao por espetrofotometria (descrito em 6.2.1). A glucose é fosforilada pela enzima
hexocinase (HK) na presenca de ATP formando glucose-6-fosfato e adenosina difosfato (ADP).
A glucose-6-fosfato por sua vez é oxidada por agao da glucose-6-fosfato desidrogenase

(G6PDH) com redugao de NAD+ a NADH. A quantidade de NADH produzida é diretamente

proporcional & quantidade de glicose na amostra e é medida a 340 nm."*

HK
Glucose + ATP ——————> Glucose-6-fosfato + ADP ()

G6PDH
Glucose-6-fosfato + NAD*———> 6-fosfogluconato + NADH + H* (2)

e Hemoglobina Glicada (descrito em 5.4)

6.1.7 Marcadores de inflamacao

e Proteina C reativa: A proteina C reativa (PCR) é uma proteina plasmatica de fase aguda

muito sensivel. A sua concentragao plasmatica esta aumentada em situa¢oes de enfarte agudo
do miocardio, infegao, inflamagao, apos cirurgia ou proliferagao neoplasica. No entanto, nao é
especifica de nenhum 6rgao nem tecido, tendo que ser sempre interpretada em conjunto com
outros marcadores de inflamagao. O aumento da PCR, que é proporcional a extensao da lesao
tecidular, ocorre 6 a 12 horas apds a lesio, atingindo o pico as 48 horas.’”! Estudos
epidemiologicos revelaram que concentragoes ligeiramente aumentadas de PCR estao
associadas a processos ateroscleroticos. Assim desenvolveram-se ensaios de alta sensibilidade
(limite de detegao abaixo de 0.3 mg/L) para determinagao da PCR sendo utilizada na avaliagao
do risco de doencas cardiovasculares.’” A determinagio da PCR é feita a partir de um
imunoensaio com detecao por turbidimetria (descrito em 5.7.2.2). Neste ensaio sao utilizadas
particulas de latex revestidas com anticorpos anti-PCR. Ao adicionar a amostra a PCR
presente no soro liga-se aos anticorpos formando aglutinados que sao detetados por
turbidimetria. A absorvancia é diretamente proporcional a concentragaio de PCR na

amostra.’’#!

e Velocidade de Sedimentagao (descrito no ponto 5.3)
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6.1.8 Avaliacao da lesao no musculo esquelético

e Creatina Cinase: A creatina cinase (CK, do inglés creatine kinase) possui duas

isoenzimas principais, M e B, formando 3 tipos de dimeros: MM (presente principalmente no
musculo esquelético), MB (predominante no musculo cardiaco) e BB (predominante no
cérebro e no intestino). A CK ¢ utilizada no diagnostico de enfarte agudo do miocardio, ainda
que apresente baixa especificidade, e na lesao do musculo-esquelético. A lesao do musculo
esquelético pode ocorrer devido a um trauma ou injegoes intramusculares (aumentos de CK
na ordem de 5 a 6 vezes dos limites de referéncia) e devido a necrose muscular,
nomeadamente, rabdomidlise (aumento de CK 20 vezes o limite superior de referéncia).*®! A
determinacao da CK é realizada através da reacao enzimatica com formacao de NADH e
quantificagao por espetrofotometria (descrito em 6.2.1). A reagao enzimatica catalizada pela
CK nao possui nem um substrato nem um produto quantificavel passivel de quantificar esta
enzima. Assim a reagao | é acoplada a reagao de determinagao da glucose (descrito em 6.1.4.)
para produzir NADH. O aumento da absorvancia a 340 nm, devido & reducio de NAD" a
NADH, é proporcional a concentragao de ATP formado como produto final da reagao | e,

consequentemente proporcional atividade enzimatica da CK.H

cK
Creatina fosfato + ADP ———> Creatina + ATP (l)

HK
Glucose + ATP — > Glucose-6-fosfato + ADP (2)

G6PDH
Glucose-6-fosfato + NAD* — > 6-fosfogluconato + NADH + H* (3)

e Lactato Desidrogenase: A lactato desidrogenase (LDH) é uma enzima que faz parte da

via glicolitica e como tal é encontrada no citoplasma de todas as células e tecidos do corpo.
Isto faz dela um marcador muito sensivel a lesao de 6rgios e tecidos, apesar da sua
inespecificidade.* A determinacio da LDH é realizada através da reacio enzimética com
formacao e quantificagio de NADH por espetrofotometria (descrito em 6.2.1). A LDH catalisa
reversivelmente a oxidagao do lactato a acido pirdvico, tendo como co-fator o NAD+ que é
reduzido a NADH. O ultimo, absorve a 340 nm, sendo a atividade enzimatica da LDH

diretamente proporcional 4 absorvancia lida a este comprimento de onda.*®

LDH
Acido lactico + NAD* — Acido pirtvico + NADH + H*
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6.1.9 Avaliacao da Funcao Cardiaca

Os biomarcadores cardiacos desempenham um papel muito importante no auxilio do
diagnostico de doencas cardiovasculares.*! No SPC os marcadores utilizados sio marcadores
de lesao (ex. CK-MB e hs cTnl) e marcadores de fungao (ex. NT- proBNP). A utilizagao destes
marcadores juntamente com a avaliagdo de sintomas, o eletrocardiograma e técnicas de

imagem do miocéardio permitem um diagnéstico precoce.*”

e Isoenzima MB da Creatina Cinase (CK-MB): A quantificagao da isoenzima CK-MB é

utilizada com o objetivo de auxiliar o diagnostico precoce de enfarte agudo do miocardio,
sendo o seu aumento proporcional a lesio do musculo cardiaco. No entanto, este
biomarcador esta a entrar em desuso uma vez que existem outros biomarcadores mais
sensiveis e especificos (ex. hs cTnl). A determinacio da CK-MB é realizada através da reagio
enzimatica com formagao e quantificacio de NADH por espetrofotometria (descrito em
6.2.1). Sao utilizados anticorpos para inibir seletivamente as unidades CK-M presentes na
amostra. Assim ficam inibidas metade das isoenzimas CK-MB e todas as isoenzimas CK-MM,
permanecendo livres apenas as subunidades nao M. De seguida, através da mesma reagao
quimica para a determinagao da atividade da CK (descrita em 6.1.5) é determinada apenas a

atividade enzimética da isoforma CK-MB que é proporcional a absorvancia a 340 nm.[*!

e N- terminal pro-péptido natriurético cerebral (NT-proBNP): O peptideo natriurético

cerebral (BNP, do inglés Brain Natriuretic Peptide) € uma neuro-hormona libertada
principalmente nos ventriculos. O BNP é formado nos cardiomidcitos em resposta a
hipervolémia, promovendo a vasodilatagdo, natriurese e diurese."” A ativagio do BNP resulta
da produgao de uma molécula percursora proBNP, a qual é clivado por endoproteases dando
origem ao fragmento C terminal, ao BNP ativo e ao fragmento N terminal (NT-proBNP)
inativo. As concentragcoes de BNP e NT-proBNP no plasma estao correlacionadas mas os
niveis de NT-proBNP (semi-vida 120 minutos) sao superiores aos niveis de BNP (semi-vida
60 minutos).”'" Os niveis elevados de NT-proBNP sio muito importantes no diagnéstico de
insuficiéncia cardiaca aguda e prognéstico de dispneia aguda, insuficiéncia crénica e angina
instavel. No entanto, também se encontram elevados em situagdes que afetam a fungao
ventricular, como hipertensio arterial, embolia pulmonar e arritmias.”® A determinacio do
NT-proBNP é realizado através do ensaio imunoenzimatico nao competitivo (descrito em
6.2.6), com detecao por fluorescéncia (descrito em 6.2.5) (ELFA, do inglés, Enzyme-Linked
Fluorescent Assay). Neste ensaio sao utilizados anticorpos monoclonais anti-NT-proBNP,

anticorpos monoclonais anti-NT-proBNP marcados com fosfatase alcalina e o substrato
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enzimatico 4-metilumbeliferil fosfato. O valor do sinal de fluorescéncia detetado a 450 nm é

proporcional a concentragio de NT-proBNP presente na amostra.P'!

e Troponina | de alta sensibilidade (hs Tnl): As troponinas (I, T e C) fazem parte de um

complexo de proteinas que modulam a interagao do calcio com a actina e a miosina nos
miocitos, promovendo a contragao muscular. A troponina | é altamente especifica do musculo
cardiaco, ja a troponina T e C podem aparecer quer no musculo cardiaco, quer no musculo
esquelético.”'’ No enfarte do miocérdio os niveis de Tnl aumentam atingindo um pico as 24
horas e descem para niveis basais 5 a 10 dias depois. No entanto, o seu aumento pode ocorrer
também em situagoes de miocardite, insuficiéncia cardiaca congestiva, toma de farmacos
cardiotéxicos, entre outros.P'! A utilizagdo de ensaios de alta sensibilidade permite a detegio
da libertacao de Tnl em baixas concentracoes, aumentando assim a sensibilidade da técnica de
diagnéstico do enfarte agudo do miocardio.” A determinagio da hs Tnl é realizada através
de um ensaio imunoenzimatico nao competitivo, com detegao por quimioluminescéncia
(descrito em 6.2.6 e 6.2.4, respetivamente). Este ensaio utiliza um anticorpo monoclonal anti-
cTnl fixo na fase sélida, um anticorpo monoclonal anti-cTnl marcado com a enzima fosfatase
alcalina e um substrato que, ao ser hidrolisado pela fosfatase alcalina, forma um composto
quimiluminescente. A detecao de luz é diretamente proporcional a quantidade de cTnl

presente na amostra.[*’]
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6.1.10 Avaliacao da Funcao Hepitica

O figado é composto por trés componentes: o hepatdcito que tem fungao de sintese,
metabolismo de xenobidticos e metabdlica; o sistema hepatobiliar responsavel pela excrecao
da bilis; e o sistema reticuloendotelial (células de Kupffer) responsavel pela resposta
imunologica a bactérias e toxinas bacteriana derivadas do trato gastrointestinal. A fungoes do
figado podem ser avaliadas de forma nao invasiva, determinando os niveis séricos dos analitos

que a seguir se descrevem.P”
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As enzimas aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), gama-
glutamil transferase (y-GT) e a fosfatase alcalina (ALP, do inglés, alkaline phosphatase) sao
frequentemente utilizadas como marcadores de ledo hepética.>

A AST e a ALT sao duas enzimas intracelulares presentes nos hepatocitos, sendo que a ALT
se situa exclusivamente no citoplasma enquanto que a AST possui uma isoforma citoplasmatica
e uma isoforma mitocondrial. A AST pode ser encontrada no figado, no musculo cardiaco e
esquelético, enquanto que a ALT existe principalmente no figado e no rim, sendo mais
especifica do figado do que a AST.P”

As transaminases encontram-se elevadas no plasma em situagoes de doenga hepatica,
mesmo antes do paciente desenvolver ictericia. Habitualmente a ALT encontra-se mais elevada
que a AST, no entanto, o contrario ocorre em situagoes de hepatite alcodlica ou devido a
drogas ou farmacos, cirrose hepatica e neoplasia hepatica.””!

A ALP esta presente em varios tecidos como o figado, o osso, o rim, o intestino e a placenta,
no entanto as suas concentragoes plasmaticas advém essencialmente do figado e do osso. No
figado esta situada na superficie dos canaliculos biliares sendo um marcador da lesao das vias
biliares.**! O aumento da concentragio da ALP no plasma, est4 relacionado maioritariamente
com situagoes de obstrucgao extra e intra-hepatica e doenga 6ssea com aumento da atividade
dos osteoblastos.””!

A y-GT esta presente nos canaliculos biliares sendo utilizada em associagao com a ALP para
detetar lesoes nas vias biliares, pois € sensivel mas nao especifica da doenga hepatica. O
aumento da sua concentragao no plasma também esta associado ao consumo crénico de alcool
e terapéutica com alguns firmacos (ex. paracetamol, fenitoina e carbamazepina).®

A determinagao da bilirrubina total, direta e indireta é essencial na avaliagao da fungao
excretora do figado. A bilirrubina é um pigmento amarelo alaranjado insoluvel, derivado do
grupo heme, que é biotransformado no figado e excretado na bilis."*”

A hiperbilirrubinémia esta associada ao aparecimento de ictericia que consiste na deposicao
do pigmento amarelo da bilirrubina na pele, mucosas e esclera. Este aumento pode dever-se
tanto ao aumento da bilirrubina indireta como direta.”

O aumento da bilirrubina indireta (forma insoluvel, nao conjugada) no plasma esta associado
principalmente a situagoes de hemolise, enquanto que o aumento de bilirrubina direta (forma
soluvel, conjugada) ocorre essencialmente por obstrucdes extra e intra-hepética.”

Para a avaliagio da funcio de eliminagio de compostos toxicos a determinagao da
concentragao de amoénia é muito importante. A amonia € uma substincia téxica, derivada

principalmente do metabolismo dos aminodcidos, sendo metabolizada exclusivamente no

figado pois é o Unico que processa o ciclo da ureia, convertendo a aménia em ureia para que

57



possa ser eliminada.” Situagées de hiperamonémia podem surgir em situagdes de cirrose,
insuficiéncia hepatica fulminante, entre outras, em que as enzimas responsaveis pelo ciclo da
ureia sao destruidas provocando aumentos séricos de amonia que tém efeitos toxicos no

sistema nervoso central.”!

e Aspartato Aminotansferase: A determinagao da AST é realizada através de uma reacgao

enzimatica com formagio de NAD" que é quantificado por espetrofotometria (descrito em
6.2.1). A AST é uma enzima que catalisa reversivelmente a reagao de transaminagao entre o
aspartato e o o-cetoglutarato originando oxalacetato. Este é reduzido a malato pela malato
desidrogenase (MDH, do inglés malate dehydrogenase) e o NADH ¢é oxidado a NAD"
provocando uma diminuicao da absorvancia a 340 nm. A absorvincia é diretamente

proporcional a concentragiao da AST na amostra.l’!

AST
a-cetoglutarato + L-Aspartato ———— > L-Glutamato + Oxalacetato

MDH
Oxalacetato+ NADH + H* L-malato + NAD"

e Alanina Aminotransferase: A determinagao da ALT é realizada a partir da reagao

enzimética com formacio de NAD" que é quantificado por espetrofotometria (descrito em
6.2.1). A ALT é uma enzima que catalisa reversivelmente a reagao de transaminagao entre a
alanina e o a-cetoglutarato originando piruvato. Este é reduzido a lactato pela LDH e o NADH
é oxidado a NAD" provocando uma diminuicdo na absorvincia que é diretamente

proporcional & concentragio da ALT na amostra.F’!

ALT
a-cetoglutarato + L-Alanina L-Glutamato + Piruvato

LDH
Piruvato + NADH + H* L-lactato + NAD"

o Gama-Glutamil Transferase: A quantificacao da y-GT é feita a partir da reagao

enzimatica com formagao de um composto corado que é quantificado por espetrofotometria
(descrito em 6.2.1). A y-GT catalisa a transferéncia do grupo glutamil da L-y-Glutamil-3-
carboxi-4-nitroanilido para a glicilglicina formando a p-nitroanilida (composto corado). A
absorvancia do composto corado € diretamente proporcional a concentragao da y-GT na

amostra.’

y-GT
L-y-Glutamil-3-carboxi-4-nitroanilido ——— L-y-Glutamilglicilglicina+ p-nitroanilida
+ Glicilglicina (absorve a 405nm)
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e Fosfatase Alcalina: A quantificagao da ALP é realizada a partir da reagao enzimatica com

formacao de um composto corado que é quantificado por espetrofotometria (descrito em
6.2.1). A ALP cataliza a transferéncia do grupo fosfato do substrato p-nitrofenilfosfato para o
aceitador de fosfato, formando p-nitrofenol (composto corado). A absorvancia do composto

corado é diretamente proporcional a concentragio da ALP na amostra.’”]

ALP, Mg
p-nitrofenilfosfato ——> p-nitrofenol + fosfato inorganico
pH alcalino (composto corado)

e Bilirrubina direta: A quantificagao da bilirrubina direta é feita a partir da reagao quimica

com diazo, com detecio por espetrofotometria (descrito em 6.2.1).*1 A bilirrubina direta
reage diretamente com sais diazotados (ex. acido sulfanilico diazotado), formando
azobilirrubina (composto vermelho) que absorve fortemente a 540 nm. A absorvancia é

proporcional & concentragio de bilirrubina conjugada na amostra.**”!

Bilirrubina conjugada + acido sulfanilico diazotado — >  Azobilirrubina
(absorve a 540 nm)

e Bilirrubina Total: A quantificagao da bilirrubina total é feita a partir da reagao quimica
com diazo, com detegio por espetrofotometria (descrito em 6.2.1).%*! A determinagio da
bilirrubina total utiliza o mesmo método que a determinagao da bilirrubina direta (descrito
em anteriormente) diferindo apenas a utilizagao de catalisadores como alcool ou cafeina que

facilitam a reagdo da bilirrubina nio conjugada com o acido sulfanilico diazotado.>*’]

Cafeina

Bilirrubina + acido sulfanilico diazotado ——————>  Azobilirrubina

(direta e indireta) (absorve a 540 nm)

e Bilirrubina indireta: A bilirrubina indireta é obtida por calculo através da diferenga entre

a bilirrubina total e a bilirrubina direta.

e Amonia: A quantificagdo da amonia é feita através da reagao enzimatica com formagao
de NADP que é quantificado por espetrofotometria (descrito em 6.2.1). A amonia é
normalmente medida por uma reagao enzimatica usando a glutamato desidrogenase (GLDH),
que catalisa a reacao de a-cetoglutarato e amonia para formar glutamato, com oxidagao de

NADPH a NADP ocorrendo uma diminuicao na absorvancia a 340 nm.?’!

GLDH
NH, + a-cetoglutarato + NADPH — >  Glutamato + NADP + H,0O
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6.1.11 Avaliacao da Funcao Renal

O rim possui varias fun¢oes, sendo elas a manutengao do volume e da composigao do fluido
extracelular, a regulagdo hidrica e eletrolitica e fungdes endécrinas.”® Para avaliar todas estas
fungoes existem diversos testes laboratoriais a fim de diagnosticar e monitorizar patologias
renais.”

Para avaliar a fungao glomerular sao necessarios testes que avaliem a capacidade de filtragao
e permeabilidade do glomérulo. Para tal a determinagao da taxa de filtragao glomerular (TFG),
a concentragao plasmatica de compostos azotados nao proteicos eliminados por filtragao
glomerular (creatinina, ureia e acido uUrico) e a determinagao das proteinas na urina e GV
indicativo de uma diminuida integridade da membrana glomerular, sao utilizados no SPC de
Tomar.P’]

A determinagao da densidade da urina, do pH, da glicosuria e de proteinas de baixo peso

molecular sio muito Uteis na avaliacio da funcio tubular.”!

e Taxa de Filtracao Glomerular: A TFG é um teste muito Gtil e sensivel na avaliacao da

integridade do glomérulo assim como na monitorizagao de doengas renais como a insuficiéncia
renal crénica.®® Esta determinagio é feita pelo clearance de creatinina, no entanto dado as
variaveis nao controladas relativas a colheita da amostra, a determinagao da TFG é feita
recorrendo a formulas matematicas que estimam a TFG usando a creatinina sérica corrigida

tendo em conta o sexo, a drea corporal, a raca e a idade.””

Equacdo |. Formula de Cockcoft-Gault

Clearance de creatinina calculada (mL/mn)

[(140-idade(anos))xPeso(Kg)]
72xConcentracgdo sérica de creatinina(mg/dL)

x 0.85 (se mulher)

e Creatinina: A determinagio da creatinina é feita através da reacio de JAFFE com
detecao do complexo creatinina-acido picrico por espetrofotometria (descrito em 6.2.1) a

520 nm. A absorvancia é diretamente proporcional a concentracio de creatinina a amostra.””

OH
Creatinina + acido picrico Complexo creatinina-acido picrico
pH alcalino (absorve a 520 nm)

e Ureia: A determinagao da ureia é feita através do acoplamento de duas reagoes
quimicas. A ureia na presenga da enzima urease forma amonio, este por sua vez reage com o

a-cetoglutarato e o NADH. Na presenca da enzima GLDH o NADH é oxidado originando
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NAD’. A diminuigdo da absorvincia é lida por espetrofotometria (descrito em 6.2.1) e é

diretamente proporcional & concentragio de ureia presente na amostra.””

Urease

Ureia + HLO — > NH," + CO,*

GLDH
NH, + a-cetoglutarato + NADH — > Glutamato + NAD" + H,O

e Acido Urico: O 4cido urico é determinado através do acoplamento de duas reagdes
enzimaticas. O acido Urico na presenga de O,, agua e a enzima uricase forma H,0O,, este por
acao da peroxidase e na presen¢a de MADB e 4-Aminofenazona forma um composto azul que
absorve a 660 nm. A absorvancia é lida por espetrofotometria (descrito em 6.2.1) e é

diretamente proporcional 4 concentragio de acido Urico presente na amostra.”

Uricase

Acido drico + O, + H,LO ——————> Alantoina + CO, + H,0,

POD
H,O, + MADB* + 4-Aminofenazona ——— > Corante azul* + OH + H,0O
* MADB- N,N-bis(4-sulfobutil)-3,5-dimetilanilina (absorve a 660 nm)

e Albuminuria (Microalbuminudria): A Microalbuminudria é determinada através de um

imunoensaio com detegao por turbidimetria (descrito em 5.7.2.2). Este ensaio utiliza
anticorpos policlonais anti-albumina humana tendo maior sensibilidade (limite de detegao |
mg/L) que o ensaio descrito em 6.1.2 permitindo a detegao de albumina de baixa concentragao

(30-300 mg/L).

e Proteinas totais na urina: A determinagao das proteinas totais na urina descrito no

ponto 6.1.2 também é muito importante na avaliagao renal.

6.1.12 Analise sumaria de urina tipo Il

A andlise da urina tipo Il, € um teste muito importante no sreening e na monitorizagao de
um paciente com doengas renais, do trato urinario, assim como doencas hepaticas. Este exame
compreende o exame fisico e quimico da urina e a analise microscopica do sedimento urinario.
Para a realizagao desta analise o SPC de Tomar possui os equipamentos Aution Max e SediMax

que utiliza como amostra a primeira urina da manha.

e Exame fisico e quimico (Tira reagente): Esta analise é realizada através de tiras

reagentes impregnadas com reagentes para o analito em questao (URIFLET S I0UB), detetado

por refletometria (descrito em 6.2.2).
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Densidade: Uma das principais fungoes do rim é a regulagao da homeostase dos fluidos
corporais e do equilibrio acido-base, assim o volume de urina e a concentragao de solutos
excretados pelo rim sao variaveis resultando em valores de densidade diferentes. A densidade
pode estar diminuida em situagoes de diabetes insipida e perda da capacidade de concentragao
da urina pelo rim, pelo contrario pode estar aumentada em situa¢oes de proteinuria, glicosuria,

s.* A determinagao é feita pela tira

desidratacao, insuficiéncia cardiaca congestiva, entre outra
reagente que possui um tampao, polimeros e um indicador de pH. A mudanga do pKa dos
polimeros consoante a concentragao iénica da urina, diminui/aumenta o pH mudando a cor
do indicador de pH para azul escuro (densidade de 1.000) ou para amarelo esverdeado

(densidade 1.030).1°*"

pH: A determinacao do pH na urina é til na avaliagao de desequilibrios hidro-eletroliticos. A
tira reagente é impregnada com dois indicadores de pH que mudam de cor consoante a

quantidade de ides de H" na amostra.’*”

Leucécitos': A presenca de esterase leucocitaria é indicativo de piuria. A reagio é baseada na
presenca de esterase leucocitdria que ao reagir com os reagentes impregnados na tira teste

forma um composto corado (roxo)."”

Nitritos': A detecio de nitritos na urina é indicativa da presenca de bactérias que reduzem os
nitratos excretados na urina. A reagao é baseada na presenga de nitritos que ao reagir com
os reagentes impregnados na tira teste forma um composto cor de rosa.”

' A detecio de leucécitos e de nitritos na urina é muito importante no diagndstico de infegio

do trato urinario.>”

Proteinas: A presenga de proteinuria € indicativa de lesao renal, no entanto pode aparecer
apods exercicio exaustivo. O teste de tira reagente para a detegao de proteina total possui
impregnada um indicador de pH e um tampao de citrato (pH 3). A reagao é baseada no “erro
de proteina” em que certos indicadores de pH alteraram a cor na presenga de proteinas.
Assim este indicador possui cor verde na presenga de proteinas a pH 3 e amarelo na auséncia

de proteinas. Este método tem uma limite de detegdo entre 150 a 300 mg de proteina/L."”

Glicose: A glicosuria acontece sempre que o limiar renal é ultrapassado (ex. Diabetes mellitus)
ou quando a capacidade de reabsorgao no tubulo proximal esta afetada. O método da tira
teste é baseado na reagao com glucose oxidase que forma H,O, na presenca de glucose e na
mudanca de cor do composto cromogénio na presen¢a de H,O,, pela agao da peroxidase.
Este método ¢é especifico para a glucose nao havendo interferéncias na presenca de lactose,

galactose ou frutose.”*”
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Corpos cetonicos: A presenga de cetonuria esta relacionada com o aumento de corpos

cetonicos no plasma que acontece em situagoes de jejum prolongado, cetoacidose diabética,
hipertiroidismo, entre outras. A tira possui impregnada nitroprussiato de sédio que reage com

os corpos cetdénicos, em meio alcalino, formando um composto de cor violeta.!*”

Urobilinogénio: O urobilinogénio é formado no célon pelas bactérias a partir da bilirrubina

conjugada excretada na bilis. Parte do urobilinogénio é reabsorvido na circulagao porta e re-
excretado maioritariamente no intestino e apenas uma minoria na urina. Em situagoes em que
o figado nao consegue reabsorver o urobilinogénio do sistema porta este é excretado
maioritariamente pela urina (ex. lesao hepatocelular). Em casos de hemolise o urobilinogénio
pode estar aumentado na urina. A auséncia de urobilinogénio na urina pode resultar de
processos de colestase que impedem a sua formagio.®” Para a sua detegdo a tira reagente
possui uma solugao tampao acida e um sal diazonio que na presenca de urobolinogénio forma

um composto de coloragao vermelho-acastanhado.”

Bilirrubina: A bilirrubina aparece na urina em concentragoes vestigiais, o aumento da
bilirrubina na urina ocorre em situagoes de aumento da bilirrubina conjugada no plasma (ex.
colestase). A tira possui um sal diazotado que na presenca de bilirrubina e em meio acido

muda de cor.”!

Hemoglobina: A presenca de hemoglobinuria/hematuria pode advir de doengas glomerulares,
tubulo-intersticiais, pos-renal ou hemolise. A tira teste esta impregnada com peroxido
organico e tetrametilbenzidina (cromogénio). Este método é baseado na libertagao de H,O,
pela acao da peroxidase do grupo heme presente na amostra. A mudanga de cor varia de
laranja claro a verde escuro podendo detetar hemoglobina livre, eritrocitos intactos ou
mioglobina. Este método tem uma limite de detegao entre 150 a 600 ug de hemoglobina livre/L

ou 2 a 20 eritrocitos intactos/ pL.P>*

e Anidlise microscopica do sedimento urinario: No SPC de Tomar esta analise é

executada no equipamento SediMax que processa automaticamente as amostras e capta
imagens da andlise microscopica. Estas imagens sao validadas e sempre que necessario
confirmar algum resultado o processo é feito manualmente. O processo manual consiste na
centrifugacdo da amostra a 1500 rpm durante 10 minutos, seguida da decantagio do
sobrenadante. O sedimento é entao ressuspenso e usado para a observagao a fresco ao
microscopico. Esta analise permite a visualizagao de células (eritrécitos, leucocitos e células
derivadas do trato urinario), cilindros, cristais e microrganismos (bactérias, leveduras e

parasitas).’” (Ver Anexo VII).
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6.1.13 Avaliacio da Funcao Pancreitica

No SPC os biomarcadores mais utilizados na investigacao de doencgas pancreaticas, mais
especificamente, na pancreatite aguda, sao a lipase e a amilase.””

A lipase é produzida nas células acinares do pancreas e tem como fungao a hidrdlise da
ligacao éster de acidos gordos de cadeia longa. Esta enzima é muito util no diagnostico de
pancreatite aguda uma vez que, € mais especifica e permanece mais tempo na corrente
sanguinea apos o episdédio do que a amilase. No entanto, obstrugdes no ducto pancreatico
por calculos ou carcinoma e insuficiéncia renal levam também a aumentos da lipase.””

A amilase é uma enzima que catalisa a hidrolise da ligagao |,4-0-glucosidicas de
polissacarideos e encontra-se em maior concentragao nas glandulas salivares (isoforma S) e
no pancreas (isoforma P). A atividade da amilase no sangue sofre grandes aumentos em
situacoes de pancreatite aguda e inflamagao das glandulas salivares, no entanto, a sua
especificidade para o diagndstico de pancreatite € baixa uma vez que esta também se encontra
aumentada em diversos disturbios agudos intra-abdominais (ex. obstrugao intestinal) e extra-
pancreaticos (ex. insuficiéncia renal). A determinagao na urina desta enzima torna-se mais
vantajoso uma vez que esta atinge concentragoes mais elevadas e persiste durante mais

tempo.F’]

e Lipase: A determinacao da lipase é realizada através da reagao enzimatica com detegao
de um composto corado por espetrofotometria (descrito em 6.2.1). O substrato 1,2-
diacilglicerol, especifico do pancreas, € hidrolisado pela lipase originando 2-monoacilglicerol
(reacao |). Este através de varias reagoes enzimaticas acopoladas forma numa reagao final
(reacdo 5) um composto corado (corante quinonediimina) que absorve a 550 nm. A

absorvancia deste composto é diretamente proporcional a atividade da lipase na amostra.””]

Lipase
|,2-diacilglicerol + HLO ————> 2-monoacilglicerol + acido gordo (N
pH 8,7
'MGLP
2-monoacilglicerol + H,O ——— = Gilicerol + acido gordo (2)
GK
Glicerol + ATP ——> Glicerol-3-fosfato + ADP (3)
GPO

Glicerol-3-fosfato + O2 ———> Fosfato de dihidroxiacetona + H,O, (4)

POD
2 H,O, + 4-aminofenazona + *TOOS — > Corante quinonediimina + 2 H,O (5)

'MGLP- Lipase monoacilglicerol
TOOS- N-etil-N-(2-hidroxil-3-sulfopropil)-m-toluidina de sédio
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e Alfa-Amilase: A determinagcao da a-amilase é realizada através da reagao enzimatica
com detecao de um composto corado por espetrofotometria (descrito em 6.2.1). Esta reagao
utiliza como substrato o 4,6-etilideno-4-nitrofenil-maltoheptaose que ao ser hidrolisado pela a-
amilase forma oligossacarideos livres (Gs,G4,G3) e 4-NP-G,, 4-NP-G; e 4-NP-G, (reagao 1). De
seguida, a a-glucosidase hidrolisa os 4-NP-glicosideos libertando o 4-nitrofenil (4-NP) (reagao
2). O aumento da absorvancia a 405 nm é diretamente proporcional a atividade da a-amilase na

amostra.’

a-amilase  Etilideno- Gs + 4-NP-G, +
Etilideno-4-NP-G; + H,O — > Etilideno- G, +4-NP-G; + (I)
Etilideno- G; + 4-NP-G,

a-glucosidase

4-NP-G, + 4-NP-G; + 4-NP-G,+ HHO — = 4-NP + glucose (2)

6.2 Metodologias

6.2.1 Espetrofotometria

A espetrofotometria € uma metodologia essencial na determinagao quantitativa de analitos

em fluidos corporais, estando associadas a reagdes enzimaticas, colorimétricas e
T [15]
turbidimétricas.

Este método tem por base a medigao da radiagao absorvida ou transmitida por uma solugao
contendo o analito, num determinado comprimento de onda. O espetrofotometro é
constituido por uma fonte de radiagao, um seletor de comprimento de onda, um suporte para

. . . 61
a cuvete, um fotodetetor, um processador de sinal e um sistema de leitura.

A intensidade de luz absorvida pela amostra é medida e a concentragao do analito de
interesse € calculada utilizando a lei de Beer-Lambert que relaciona a luz detetada com a
concentragio do analito em questio, sendo que esta relagio é diretamente proporcional.’*!

Na quantificagcao do analito de interesse ¢ essencial a utilizagao de uma solugao de referéncia
(solugao padrao) com concentragao conhecida, usando varias diluicoes da mesma a fim de
obter uma curva de calibragao, permitindo assim obter o valor da absortividade molar utilizada

na lei de Beer.

6.2.2 Refletometria

A refletometria consiste na detecao da luz refletida. O instrumento usado é um
espetrofotometro que mede a quantidade de luz refletida, apos incidéncia de um feixe de luz
num suporte solido (tira reagente) onde foi dispensada a amostra. A quantidade de luz que é

refletida é inversamente proporcional a concentragao do analito de interesse porque ao incidir

65



o feixe de luz na tira reagente, os cromoéforos ai absorvidos absorvem no comprimento de
onda da sua cor e refletem a luz de todos os outros comprimentos de onda em varios angulos
diferentes.['” No SPC esta técnica é utilizada na andlise de tira reagente de urina no 4mbito da

determinagao da sumaria de urina tipo Il.

6.2.3 Potenciometria

A potenciometria consiste na medigao da diferenga do potencial entre dois elétrodos numa
célula eletroquimica em condigoes de corrente nula (célula galvanica). Esta célula é constituida
por um voltimetro para medigao do potencial e dois elétrodos, um elétrodo de referéncia e
um elétrodo de medicio?, que sio conectados por uma solucio eletrolitica. Esta solugido é a
amostra que, nao obstante, pode ser substituida por uma solugao de referéncia a fim de efetuar
calibracoes.l”

O elétrodo de medicao é aquele que em que o seu potencial nao é constante e é sensivel a
alteragoes na concentragao de ides na solugao. O potencial gerado pela sua semicélula é
proporcional ao logaritmo da atividade i6nica ou concentragao do analito de interesse na
amostra.®? O elétrodo de referéncia, por sua vez, é aquele em que o potencial da semicélula
€ conhecido, constante e insensivel a composi¢ao da amostra, sendo utilizado para comparar
o seu potencial com o potencial produzido pelo elétrodo de medigao.!'"”

Assim através da diferenga de potencial entre os elétrodos e da Equagao de Nernst é
determinado a concentracio do i3o de interesse na solugio amostra.['”

Na quimica clinica os elétrodos de membrana seletiva a ides sao os mais utilizados. Os
elétrodos de membrana seletiva a ides possuem uma permeabilidade seletiva para o iao em

estudo, sendo o potencial produzido através da interagao especifica do analito na solugao

amostra com a membrana.’”

6.2.4 Quimioluminescéncia

A quimioluminescéncia é a emissao de luz quando um eletrao regressa de um nivel de energia
excitado para um nivel inferior de energia. O evento de excitagao € causado por uma reagao
quimica que envolve a oxidagao de um composto organico (tais como luminol, isoluminol,
esteres de acridina), por um oxidante (por exemplo, H,O,, CIO’, O,), sendo a luz emitida
derivada do produto formado na reagao de oxidagao. Estas reagoes ocorrem na presenga de
catalisadores, como enzimas (fosfatase alcalina ou peroxidase de rabano), ides de metal ou

complexos metalicos (por exemplo, hemina).l*!

40 elétrodo de medicdo é também denominado de elétrodo indicador.
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6.2.5 Fluorescéncia
A fluorescéncia é a emissao de radiagao eletromagnética, no ultravioleta ou visivel, por uma
molécula ou atomo, apos ter sido excitada por uma fonte de luz. O dtomo ou molécula que
produz fluorescéncia é denominado de fluoroforo. A intensidade da luz emitida é diretamente
. \ ~ . . [61,63] . . ’
proporcional a concentragao das moléculas excitadas. A fluorimetria é amplamente
utilizada na automatizagdo dos imunoensaios uma vez que € aproximadamente 1000 vezes

mais sensivel quando comparada a técnicas espectrofotométricas.’’’

6.2.6 Imunoensaio Enzimatico nao competitivo

O imunoensaio é uma técnica extremamente especifica e sensivel que permite a detecao de
analitos presentes nos fluidos biologicos em concentragdes muito baixas. Nesta técnica sao
utilizados anticorpos especificos para detetar o antigénio de interesse, permitindo a
identificacio e a quantificagdo de substincias por varios métodos de detegdo.!*¥

No ensaio imunoenzimatico ndao competitivo sao imobilizados anticorpos na fase sélida
através da regiao Fab. Ao adicionar a amostra com o antigénio de interesse estes vao se ligar
aos anticorpos presentes na fase solida. Apos lavagem é adicionado um segundo anticorpo
marcado com uma enzima, que reage com o antigénio de interesse num epitopo diferente, é
novamente efetuada uma lavagem e por fim adiciona-se o substrato enzimatico (Figura 17). A

quantidade de produto formado é proporcional a quantidade de antigénio na amostra.’*"

* Anticorpo 2°- Anticorpo especifico para um epitopo diferente do antigénio de interesse

/-. Substrate
e

d \ . o=
L N2 Produto
Antigénio de %
interesse
N7 N Adicio da N / \
amostra Lavagem
— e
I . Incubacio o - Adicio do - I
e . . anticorpo 2* =,
" Fase sdlida com anticorpo especifio para um Apds nova lavagem, é adicionado o substrato que,
| determinado epitopo do antigénio de interesse por catalise enzimatica forma um preduto cujo o

sinal & proporcional ac analito de interesse.

Figura 17. Esquema representativo do ensaio imunoenzimatico ndo competitivo. Adaptado de 1.
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Tabela 8. Analitos analisados em Bioquimica e respetivas amostra, metodologias e equipamentos.

Amostra
o
5 2
Analito 0 g g g < g ¢ g 6 M®todo Equipamento
g =22 =0 &S5 35 3
a P o w o g
I
Na*, K, CI X X X X Potenciometria
Proteinas totais
sérica, Albumina,
Colesterol total,
Triglicéridos, ALT,
X X X
y-GT, Bilirrubina
Total
HDL, LDL, CK,
CK-MB. AST Espetrofotometria
Bilirrubina direta, = X X DxC 700 AU
Lipase, Ferro
Glucose X X X X
Creatinina, ia,
re-ja.lnln? 'urela X X
acido Urico
Amonia X X X
PCR X X X
Transferrina X X X Turbidimetria
Microalbumindria Urina de 24 horas
Analis.e sumaria de I? urina da manha Refletometria Aution Max
urina tipo Il
I -
NT-proBNP X X X munoensaio VIDAS
fluoroenzimatico
I -
Ferritina X X _munoensaio Unicel DxI 800
quimioluminescente
I -
hs Tnl X X . n;lunoc?nsalo Access 2
quimioluminescente

6.3 Caso Clinico 5

Historia Clinica - Doente de 75 anos do sexo masculino com antecedentes de pneumonia por

SARS-CoV-2, miocardiopatia hipertrofica e hiperuricémia. Foi encaminhado pelo médico
assistente para o internamento de Nefrologia por edema dos membros inferiores associado
ao agravamento da fungao renal nos Ultimos 6 meses, hematuria e proteinuria. As analises a

entrada foram as seguintes.
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Tabela 9. Valores bioquimicos do caso clinico 5.

Tabela 10. Valores da analise sumaria de urina Tipo

Parametros Resultado Valores Il e Sedimento urinario do caso clinico 5.
Referéncia Parametros Resultado Valores

Creatinina 8.4 mg/dL 08-14 Referéncia
Ureia 156 mg/dL 17 - 43 Densidade 1.013 1.010 - 1.025
Acido Urico 9.8 mg/dL 35-72 Leucécitos 500.0/uL 0.0 -25.0
Sédio 127 mmol/L 136 - 146 Proteinas 200.0 mg/dL 0.0-10.0
Potassio 5.7 mmol/L 3.5-5.1 Hemoglobma 1.00 mg/dL <0.03
Cloro 87 mmol/L 101 - 109
Albumina 3.2 g/dL 35-52 Sedimento
Proteinas Totais 5.5 g/dL 6.6 -83 Leucocitos >500/Campo <4
Calci 2.18 IlL  2.20-2.65

alcto mme Eritrocitos >300/Campo <4
Fosforo 2.88 mmol/L  0.81 - 1.45

Pesquisa de Cilindros: Presenca de 26 cilindros
Magnésio 2.2 mg/dL 1.8-26 - . Rt
granulosos e 4 cilindros eritrocitarios

Hemoglobina 7.7 g/dL 11.5-155
VCM 85.3 fL 80.0 - 100.0
MCH 29.8 pg 27.0 - 32.0
MCHC 35.0 g/dL 32.0-35.0

Interpretagao

O paciente apresenta edema, este pode ser explicado pela diminui¢ao da albumina no
plasma, uma vez que esta é a principal responsavel pela pressio oncética existindo um
desequilibrio na distribuicao da agua entre os compartimentos. A causa mais provavel para a
diminuicao do valor de albumina e consequentemente diminui¢ao do valor de proteinas totais
€ a sua perda através do glomérulo que é fundamentada pela anilise da urina tipo Il que indica
proteinuria.

O desequilibrio entre a pressao oncotica e a pressao hidrostatica leva a uma diminui¢ao da
depuragao urindria e consequentemente a diminuicdo da taxa de filtracio glomerular,
evidenciada pelo aumento de creatinina, ureia e acido Urico no plasma.

Os valores de Na" e CI séricos estio diminuidos, a hiponatrémia neste caso deve-se
principalmente a duas causas: a diluicao sérica provocada pela retencao de agua devido a
diminuicdo da taxa de filtragdo glomerular e devido a perda de Na® a nivel renal pois os
mecanismos de reabsor¢ao estio comprometidos (incapacidade do rim em manter a
osmolaridade da medula). Os valores também indicam uma hipercaliémia que pode ser
explicada pela destrui¢io dos tubulos renais nio havendo excrecio dos ides de K.

Na insuficiéncia renal cronica o rim perde a capacidade de sintetizar hormonas como a
eritropoietina e o calcitriol (1,25 (OH),D). A eritropoietina é responsavel pela estimulagao

das células progenitoras dos eritrocitos na medula éssea, sendo que sem esta hormona a
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producao de GV fica comprometida. Isto explica a anemia normocitica normocrémica (Hb 7.7
g/dL, VCM 85.3 fl, MCH 29.8 pg e MCHC 35.0 g/dL) que é, de resto, muito tipica nas situagoes
de doenga renal croénica. O calcitriol € uma hormona responsavel pela absor¢ao de calcio e
fosforo no intestino e, sem esta hormona, ocorre uma diminuicdo de calcio. Apesar da
diminuicao da absorgao de fosforo, este apresenta um valor elevado explicado pela diminuicao
da sua eliminagao renal.

A presencga de cilindros granulosos e eritrocitarios € muito sugestivo de doenga renal
cronica.
Conclusao

A analise dos valores e principalmente pela presenca de edema, hematuria, leucocituria e
proteinuria levou o clinico a dar um diagnostico de insuficiéncia renal crénica em contexto de

glomerulonefrite, sem etiologia estudada por ébito em internamento.

6.4 Caso Clinico 6

Historia Clinica- Doente de 43 anos do sexo masculino com antecedentes patologicos de

Ulcera duodenal, sindrome psicético e litiase renal e vesical. Dirigiu-se ao servigo de urgéncia

por descompensagao psiquiatrica e dor abdominal.

Tabela 11. Valores bioquimicos do caso clinico 6. Tabela 12. Valores da analise sumaria de urina tipo Il
Parametros Resultado Valores do caso clinico 6.
Parametros Resultado Valores
Referéncia 2
Referéncia

Glicose 120 mefdl - 74-106 Densidade 1001 1.010-1.025
Ureia 26 mg/dL 17-43 pH 65 50-8.0
Creatinina 1.0 mg/dL 0.8-1.4 Proteinas 00 mg/dl  00-10.0
Bilirrubina total 2.3 mg/dL 0.3-1.20 Glicose 0.0 mg/dL <30.0
Bilirrubina direta 1.97 mg/dL <0.50 Corpos ceténicos 0.0 mg/dL <50
Bilirrubina indireta 0.33 mg/dL Urobilinogénio 0.2 mg/dL <=0.2
Fosfatase alcalina 468 1U/L 30-120 Bilirrubina 0.8 mg/dL <02
GGT 789 UL 0-55 Hemoglobina 0.00 mg/dL  <0.03
AST 205 U/L 0-50
ALT 280 U/L 0-55

Interpretacao

O valor de bilirrubina direta esta aumentado, isto significa que nao esta a ocorrer a sua
excregao no intestino passando para a corrente sanguinea. A presenca de bilirrubina na urina
também ¢ indicativa de que esta nao esta a ser excretada a nivel intestinal, mas sim na urina.

Os valores de AST e ALT estao aumentados indicando uma lesao nos hepatocitos, no

entanto os valores ALP e y-GT apresentam o dobro do aumento da AST e da ALT significando
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que esta a ocorrer uma lesao nos canaliculos biliares responsavel pela lesao nos hepatocitos.
Estes dados sao muito sugestivos de uma obstrucao a nivel biliar que nao permite que a
bilirrubina conjugada seja excretada no intestino.
Conclusao

Devido a estas andlises, juntamente com os sintomas e o historial do paciente, este foi
internado na Unidade de Observagao Cirurgica para orientagao terapéutica por colecistite
litiasica. Apds estabilizagao do quadro clinico teve alta para consulta de cirurgia geral com

medicagao sintomatica.

6.5 Caso Clinico 7

Historia Clinica- Doente de 7 anos do sexo masculino dirige-se ao servico de urgéncia por

polidipsia e perda de peso (cerca de 5/6 quilos) com uma semana de evolugao. No servigo de
urgéncia apresentava Glasgow Coma Score de 15, lentificacdo do discurso, polipneia, palidez

cutanea e glicémia de 472 mg/dL. Apds estabilizacao clinica foram requisitadas as seguintes

analises.

Tabela | 3. Valores bioqul’micos do caso clinico 7. Tabela 14. Valores da analise sumaria de urina
Parametros Resultado Valores tipo |l do caso clinico 7.

Referéncia 2
oH 689 735.7 45 Parametros Resultado \I{alor?s .
eferéncia
pO, 51 mmHg 83-108 Densidade 1.020 1.010-1.025
pCO, 4 mmHg 35-48 pH 6.0 5.0-8.0
HCO; <3.0 mmol/L ~ 21.0-28.0 Leucocitos 0.0/uL 0.0-25.0
Glucose 464 mg/dL 74-106 Proteinas 100.0 mg/dL  0.0-10.0
Ureia 21 mg/dL 17-43 Glicose 1000.0 mg/dL <100
Creatinina 0.7 mg/dL 0.5-1.2 Corpos ceténicos  150.0 mg/dL <300
Sédio 133 mmol/L 136-146
Potéssio 4.8 mmol/L 3.5-5.1 Tabela 1I5. Valores de andlises imunologicas do caso
clinico 7.
Cloro 106 mmol/L 101-109
Parametros Resultado Valores
Proteinas totais 6.9 g/dL 6.6-8.3 Referéncia
Colesterol Total ~ 219 mg/dL <190 Insulina 32 mULL  1.9-230
Colesterol HDL 35 mg/dL >40 Anticorpos anti-insulina 25 Ul/mL  0.0-20.0
Colesterol LDL 132 mg/dL <115 Peptido C 0.21 ng/mL  0.90-3.73
Triglicéridos 795 mg/dL <150 Ac. anti-descarboxilase do  87.2 Ul/mL 0.0-17.0
acido glutdmico
Hb A, 12.6 % 4.0-6.0
! Ac. anti-ilhéus pancreaticos NEGATIVO

Lactato 1.4 mmol/L 0.0-1.3

Interpretagao

O valor de glicémia encontra-se extremamente elevado e, dada a idade do paciente e os
sintomas apresentados, a hipotese de cetoacidose diabética € proposta.
Tal como demonstrado o doente apresenta valores de insulina proximos do limite inferior

da normalidade (Tabela 15). Sem insulina a glicose nao consegue entrar nas células, ficando
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retida na corrente sanguinea (glicémia - 464 mg/dL). Além disso, as hormonas antagonistas da
insulina (adrenalina e glucagina) sao libertadas promovendo uma mobilizagao descontrolada de
acidos gordos do tecido adiposo, justificando os valores alterados do metabolismo lipidico
(triglicéridos 795 mg/dL) e a perda de peso. Os acidos gordos entram na corrente sanguinea
e seguem para o figado onde, nos hepatocitos, se processa a cetogénese formando cetoacidos
(B-hidroxibutirato, acetoacetato e propanona) em grandes quantidades. Estes cetoacidos,
quando em concentragoes elevadas, sao excretados pelo rim (B-hidroxibutirato, acetoacetato)
e pelo pulmao (propanona). Estes dados sao concordantes com a hipotese de diagndstico de
(corpos cetonicos na urina- 150.0 mg/dL).

Os cetoacidos em concentragoes elevadas induzem acidose metabdlica pois o aumento dos
acidos na corrente sanguinea conduz a uma diminui¢ao do pH (pH - 6.89) e de HCO; (HCO5y
- <3.0 mmol/L). Como mecanismo compensatorio o paciente comegou a hiperventilar
(polipneia) justificando os valores de pCO, diminuida (pCO,- 14 mmHg). Apesar de nao ter
sido calculado o hiato aniénico (do inglés, Anion gap) este estaria provavelmente aumentado.

A polidipsia pode ser justificada pela hiperglicémia que promove a diurese osmotica,
justificando a glicosuria e diminuicdo dos valores de Na” (glucose na urina - 1000.0 mg/dL, Na*
- 133 mmol/L), fazendo com que haja desidratagao e hiperosmolaridade plasmatica, ativando
o centro de sede.

A presenga glicémia ao acaso 2 200 mg/dL com presenga de sintomas ou hemoglobina glicada
(HbAlc) 26.5% faz o diagnostico de Diabetes mellitus. Neste caso, o doente apresentava
ambos os critérios.

O estudo imunologico revelou a presenca de anticorpos anti-descarboxilase do acido
glutamico superior ao normal sendo a possivel causa da insuficiéncia de insulina.

Conclusao
Conclui-se que o doente sofreu um episodio de cetoacidose diabética no contexto de uma

Diabetes mellitus tipo | inaugural.

6.6 Caso Clinico 8

Historia Clinica- Doente de 80 anos do sexo feminino a quem, por suspeita de gamapatia

monoclonal, foram requisitadas as seguintes analises:
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Tabela 16. Valores do hemograma do caso Tabela 17. Valores bioquimicos do caso clinico 8.

clinico 8. Parametros Resultado Valores
Paraimetros  Resultado Valores Referéncia
Referéncia Glicose 83 mg/dL 74 - 106
;. 9
Leucocitos 6.61 10°/L 4.0-10.0 Ureia 118 mg/dL 17 - 43
Plaquetas 256 10°L 150 - 400 Creatinina 2.0 mg/dL 0.8 - 1.4
Hemoglobina 9.0 g/dL  11.5-155 Sédio 133 mmol/L 136 - 146
Hematocrito  28.3 % 34.0 - 46.0 Potassio 42 mmollL  3.5-5.
VCM 86.5 fL 80.0 - 100.0 Cloro 104 mmol/L 101 - 109
HCM 27.5 pg 27.0 - 32.0 Albumina 343 g/dL 35-52
CHCM 31.8 g/dL 32.0-35.0 Proteinas Totais  8.67 g/dL 6.6 -83
Fosfatase alcalina 152 UI/L 30-120
Tabela 18. Valores da anilise sumaria de urina tipo Il Calcio 2.17 mmol/L 2.20 - 2.65
Sedimento urinario e urina de 24h do caso clinico 8. Fosforo 24 mmol/L 08I - | .45
Parametros Resultado Valores
Referéncia
Densidade 1.009 1.010 - 1.025
pH 7.0 5.0-8.0
Leucécitos 25.0/uL 0.0 - 25.0
Proteinas 100.0 mg/dL 0.0-10.0
Hemoglobina 0.06 mg/dL <0.03
Células epiteliais de <| /Campo <5
descamagao
Leucécitos 8 /Campo <4
Eritrocitos <| /Campo <4

Microproteinuria, 24h  572.00 mg/24h ~ 50.0 - 80.00
Micrialbumindria, 24h  288.7 mg/24h 0.0 - 30.0

Eletroforese das proteinas séricas

. ' . ' Tabela 19. Quantificagdo das proteinas séricas do caso

clinico 8.

Fragao % Valores g/dL  Valores
Referéncia Referéncia

Albumina 46.1 603-714 3.67 3.70 - 5.60

Alfa | 2.9 14-29 0.23 0.09 -0.20

Alfa 2 13.6 72-11.3 1.08 0.40 - 0.90

Beta 1.4 8.1 —-127 091 0.50 - 1.00

Gama 26.0 8.7-16.0 2.78 0.50 - 1.30

Albumina/ 0.86

Globulinas

Figura 18. Grifico da eletroforese
das proteinas plasmaticas
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Imunofixagao séricas

Tabela 20. Quantificacao das imunoglobulinas da
imunofixacdo sérica do caso clinico 8.

Parametros Resultado Valores

Referéncia
IgG 2280 ¢g/lL 7.51-15.60
IgA 093 g/L 0.82-453
IgM 0.78 g/L 0.46-3.04
Cadeias leves Kappa  27.90g/L  6.29 — 13.50
Cadeias leves Lambda  2.47 3.13-7.23
Kappa/ Lambda 11.30

Figura 19. Gel da imunofixagao sérica.
(Fonte: SPC de Tomar)

Imunofixacio- Bence Jones

Tabela 21. Quantificacio das cadeias leves livres do
caso clinico 8.

Parametros Resultado Valores
Referéncia
Cadeia Kappa 318.3 mg/L 33-194

Cadeia Lambda 25.8 mg/L 5.7-26.3
Relagio K/L 12.34 0.26 — 1.65

ELPGAM K L K L
Figura 20. Imunofixacio- Bence Jones
(Fonte: SPC de Tomar).

Interpretacao

Os valores de ureia e creatinina sao indicativos de uma taxa de filtragio glomerular
diminuida. Ao analisar os outros valores encontramos uma diminuicao da albumina
(hipoalbuminémia) e um aumento das proteinas plasmaticas (hiperproteinémia). Existe uma
diminuicdo dos valores de Na" que se pode dever a hiperproteinémia que faz aumentar o
volume de plasma. Esta nao é uma verdadeira hiponatrémia, mas sim uma hiponatrémia
dilucional. O valor de célcio também se encontra ligeiramente diminuido, o que pode estar
relacionado com a hipoalbuminémia uma vez que parte do calcio circula ligado a albumina.
Com os valores baixos de albumina a determinagao do calcio pode sofrer interferéncia sendo
um falso valor. A andlise da urina tipo Il e da urina de 24h revelou ainda a presenga de
proteinuria acentuada.

O padrao eletroforético (Figura 18) das proteinas séricas demonstra um aumento na zona
gama que se assemelha a um pico de uma proteina monoclonal (pico M). A quantificagao de
proteinas (Tabela 19) revela uma diminuicao da fragao de albumina e um aumento da fragao

gama (hipergamaglobulinémia).’**!
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A maioria das gamapatias monoclonais consistem na produc¢ao nao controlada de um tipo
de imunoglobulina por um clone de células B produtoras de imunoglobulinas formando um
pico M. Foi realizada a imunofixagao sérica (Figura 19 e Tabela 20) para identificar o tipo da
imunoglobulina obtendo um pico monoclonal IgG/Kappa. Foi ainda realizada a imunofixacao
de Bence Jones (Figura 21) que revelou a presencga de cadeias Kappa livres. O doseamento das
imunoglobulinas e das cadeias leves livres (relagio Kappa/Lambda) é fundamental no
disgnostico.™®!

O hemograma (Tabela 16) revelou ainda uma anemia normocitica normocromica.
Conclusao

As gamapatias monoclonais podem ser pré-malignas (ex. MGUS) ou malignas (ex. mieloma
multiplo). Apesar das informagoes Uteis deste relatorio clinico o diagnostico desta paciente
ainda nao pode ser concluido sendo necessarias mais informagoes nomeadamente a realizagao
do medulograma e estudos genéticos para juntamente com estes dados obter o diagnostico

mais correto.

7. Imunologia

No sector de imunologia sao executadas andlises que visam a determinagao e quantificagao
de analitos uteis no estudo de imunologia, marcadores tumorais, autoimunidade e alergias. A
amostra usada preferencialmente é o soro, no entanto o plasma (ex. ACTH e renina) e a urina

(ex. cortisol urinario) sao utilizados em determinadas analises.

Tabela 22. Analitos analisados em Imunologia e respetivas amostra, metodologias e equipamentos.

Analitos Metodologia Equipamento

e Hormonas .
Imunoensaio

e Marcadores tumorais - j Unicel DxI 800
L quimioluminescente
e Vitaminas

e Doseamento de imunoglobulinas e cadeias

leves; Imunoensaio-
e Doseamento de proteinas de fase aguda; Turbidimetria Immage 800
e Doseamento de Apolipoproteinas; /Nefelometria
e Doseamento de proteinas do complemento
e Alergias Imunoensaio .
o Autogimunidade fluoroenzimatico Unicap 250

e Imunoensaio
e Serologia infeciosa fluoroenzimatico VIDAS

Imunoensaio enzimatico

e Serologia infeciosa; (ELISA)/
. . A Mago Plus
e Autoimunidade Imunofluorescéncia
indireta
¢ Hormonas; Imunoensaio )
s - : Maglumi 800
e Serologia infeciosa quimioluminescente
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8. Microbiologia

O setor de microbiologia no SPC consiste numa variedade de procedimentos destinados ao

diagnostico e monitorizagao da terapéutica em infegoes bacterianas, parasitologicas e fungicas.

e Produtos: No SPC dao entrada diversos produtos a fim de realizar andlises
bacteriologicas, parasitologicas e micologicas, sendo eles, urinas, fezes, sangue, expetoragao e
aspirados bronquicos, liquidos (LCR, pleural, peritoneal e sinovial) e exsudatos (vaginais,
uretrais, feridas purulentas, oculares, nasais e auriculares). De seguida as amostras sao

processadas respeitando o nivel de prioridade.

e Exame direto: Esta andlise é a primeira a realizar e determina a qualidade da amostra
e € um grande auxilio no diagnostico da doenca infeciosa e na interpretagao das culturas. Este

exame pode ser a fresco ou corado (coloragao de Gram, Ziehl-Neelsen e Auramina).

Infecdes bacterianas

e Inoculagdio em meios de cultura: Consoante o tipo de produto e o grupo de bactérias

que se espera encontrar, estes sao inoculados em caldos e meios de enriquecimento para
microrganismos fastidiosos (ex. BHI, gelose de sangue e PVX), meios de isolamento seletivos
que evitam o crescimento de determinadas bactérias (ex. CLED, HAE, gelose de Campylosel),
meios seletivos e diferenciais que possuem substancias permitem distinguir bactérias (ex.

gelose Hektoen, gelose de MacConkey) e meios cromogénicos (ex. gelose strepto B, MRSA).

e Incubagao: Os meios sao incubados com condigoes apropriadas de temperatura, tempo

de incubagao e atmosfera consoante a suspeita de bactéria existente.

e ldentificagdo: Apos incubagao é feita a identificagdo recorrendo ao método
espetrofotometria de massa, no equipamento IVD Maldi byotiper, que faz a identificacao

bacteriana através da estrutura antigénica recorrendo a uma biblioteca de referéncia.

o Suscetibilidade aos antimicrobianos: Uma vez identificado o microrganismo causador

da infecao sao executados testes de suscetibilidade antimicrobiana através do equipamento
Vitek 2 utilizando o método turbidimétrico, que orientam o clinico na terapéutica mais

adequada a usar.

Infecdes fungicas

e Inoculagdo em meios de cultura: Apds o exame direto, os produtos sao semeados em

meio seletivo (Gelose de Sabouraud) e incubados.
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¢ Identificagao: A identificagao fungica é feita recorrendo ao exame macroscépico e
microscopico das culturas através da observacao de estruturas reprodutores, hifas, etc. no
caso de fungos filamentosos. No entanto no SPC a maioria das infe¢oes fungicas sao por

leveduras que sao identificadas no equipamento IVD Maldi byotiper.

InfecOes parasitologicas

A sua identificagao é feita recorrendo ao exame direto macroscopico e microscopico e
usando como auxilio, testes imunocromatograficos (ex. Rida®Quick para pesquisa da Giardia

lamblia, Entamoeba histolyticaldispar e Crysptosporidium parvum).

9. Conclusdo

O estagio curricular em Andlises Clinicas no SPC de Tomar foi fundamental na consolidagao
de conhecimentos e na obtengao de experiéncia e competéncias no meio profissional apenas
possivel alcangar através da realizagao deste estagio.

O laboratério de Analises Clinicas é cada vez mais automatizado diminuindo os erros nas
varias fases analiticas e aumentando a fiabilidade dos resultados, no entanto é cada vez mais
necessaria a presenca de profissionais de salde com espirito critico e com conhecimento vasto
na area clinica e laboratorial capazes de resolver eventuais erros. Neste sentido o
conhecimento adquirido no Mestrado em Andlises Clinicas foi bastante til para a realizagao
das tarefas de rotina do SPC de Tomar, no entanto os laboratoérios de analises clinicos estao
em constante evolu¢ao sendo necessario uma continua adaptacgao as novas metodologias.

Para finalizar, este estagio proporcionou ainda a aquisicao de novos métodos de trabalho,

que possibilitaram a execugao das tarefas de forma planeada, organizada e autonoma.
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Anexos

Anexo |

Tabela 23. Observagoes do ESP de GV com alterages visualizadas no SPC de Tomar, usando a coloragdo de May-
Grunwal Giemsa, e as principais causas. (Adaptado de [6¢])

Aparéncia Alteracdo Principais Causas

Células imaturas

Anemia hemolitica
Eritoblastos ) )
Sindrome mielodisplasica

Suspeita de reticuldcito (para
confirmar fazer coloragao Anemia regenerativa

supra-vital)

Tamanho

Anemia por deficiéncia de ferro
Hemoglobolinopatias

GVs microciticos
Anemia de doengas cronicas
Anemia sideroblastica
Sindrome mielodisplasica
Alcoolismo

GVs macrociticos Anemias megaloblastica por deficiéncia de
Bi e acido folico
Hepatopatias
Transfusao

; Tratamento de anemia
Populagao dimérfica

Sindrome mielodisplasica

Cor
Anemia regenerativa
Tratamento de anemia
Policromasia
Anemia Hemolitica
Hipocromia Causas semelhantes aos GV microciticos.
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Forma

Eliptocitos ou células em

“caneta” (do inglés, pencil cells)

Deficiéncia de ferro

Eliptocitose Hereditaria

Células em alvo (do inglés,

target cells)

Deficiéncia de ferro

Talassémia

Doengas hepaticas

Artefactos

Esquizocitos (fragmentos de

GVs)

Coagulagao Intravascular Disseminada
(CID)

Parpura Trombocitopénica Trombética
(PTT)

Sindrome Hemolitico-Urémico (SHU)

Estomatocitos

Doenga hepatica, Alcoolismo

Artefacto (devido a secagem lenta em
ambiente hiimido)

Equinocitos

Artefacto

Urémia

Deficiéncia da piruvato cinase

Acantocitos

Doenca hepatica severa

Abetalipoproteinémia

Malnutricao

Pos-esplenectomia

Hipotiroidismo

Dacriocitos

Mielofibrose

Sindrome mielodisplasica

Hematopoiese extracelular

Deficiéncia de ferro severa

Talassémia

Anemia megaloblastica




Esferocitos

Esferocitose Hereditaria

Anemia hemolitica autoimune

Incompatibilidade ABO

Queimaduras severas

Drepandcitos

Anemia Falciforme

Inclusoes

Ponteado basofilo

Intoxicagao por chumbo

Anormal produgao do heme

Talassémia

Sindrome mielodisplasica

Corpos de Howell-Jolly

Esplenectomia

Anemia megablastica

Parasita Plasmodium falciparum

Malaria

(Fonte: SPC de

Tomar)
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Anexo |l

Tabela 24. Observacoes do ESP dos neutrofilos, eosindfilos, basoéfilos, monocitos e linfocitos assim
como as principais alteragoes, visualizadas no SPC de Tomar, usando a coloragio de May-Grunwal
Giemsa, e as principais causas. (Adaptado de [!9]).

| Morfologia Alteracoes Principais causas |
Infecbes

Tratamentos com

corticosteroides

Intoxicacao

Sindrome Mieloproliferativo

Neutrofilia
(>7,0 x 10°/L)

Neutropénia Doengas heriditarias

(<1,5x 10%/L) Anticorpos anti-neutrofilos

Neutrofilos

. Anemia megaloblastica
Hipersegmenta-cao dos

neutroéfilos (>6 lobulos ou
>3% dos netrofilos com 5

°‘ lobulos)

ra n Algumas terapéuteuticas

Ligeira em urémia

Alergias
Infe¢Ses com parasitas

Eosinofilia Eosinofilia reativa

> 9
(>04x 10°L) Sindrome hiperosinofilico

idiopatico
é Sindrome Mieloproliferativo
0
£
L§ Eosinopenia Administragao prolongada de
esteroides
Desgranulagao do - L,
granutac Ativacao dos eosindfilos
eosindfilo
[
(=]
&
(%}
Ne]
= o
7 = . Sindrome mieloproliferativo
- 3 Basofilia nomeadamento leucemia
S (>0.15 x 10%/L) . .
mieloide crénica
(%]
0
5
s Blastos com nucléolos e razao
£ nucleo citoplasma diminuida,
3 tipico de leucemia mieloblastica
)
‘g aguda
8 &
(9}
3
Q
|
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Monocito

ipicos

Linfécitos t

ipicos

r e

Linfocitos at

0 0.
(Fonte: SPC de Tomar)

Monocitose
(>0,7x 10%/L)

Monocitopenia
(<0,1 x 10°/L)

Promonoécito

InfegSes (ex. tubercolose)
Doenga inflamatoria (ex. doenga
de Crohn)

Leucemias mieloides (ex.
leucemia mielomonocitica
crénica)

Terapéutica com glucocorticoides

Célula imatura com nlcleo
irregular e citoplasma  azul
acinzentado com granulos finos,
sendo tipicos em quantidades
vestigiais

Linfécito pequeno de cromatina densa e cuja relagio

nucleo/citoplasma € igual a |

Linfocitose
(>3,7 x 10°/L)

Linfocito ativado

Leucemia linfocitica cronica e
aguda

Infegdes virais

Mononucleose infeciosa

LGL (do inglés, large granular lymphocytes) razao nucleo
citoplasma diminuida, cromatina laxa, e granulos azurdfilos.

Plasmocitos, nlcleo redondo e excéntrico, com halo

perinuclear.

Blastos com nucléolos e uma baixa razio nicleo/citoplasma,
formas imaturas tipicas de leucemia linfocitica aguda (retirado de

(es)

Linfocitose, com linfécitos muito maduros, e presenca de
manchas de Gumprecht caracteristicas de leucemia linfocitica

cronica.

Linfécitos com nucleo polilobulado, caracteristicos de infegoes
por HTLV-I e linfomas das células T.
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Anexo Il

Tabela 25. Observagées do ESP de plaquetas assim como as principais alteragdes, visualizadas no SPC
de Tomar, usando a coloragao de May-Grunwal Giemsa, e as principais causas. (Adaptado de [!]).

Alteracoes Principais causas

Sindromes mieloproliferativos

. Processos inflamatorios agudos
Trombocitose

Hemorragias

Trombocitopenia imune primaria

Purpura Trombocitopenia

Trombocitopenia Tromboética

Coagulagao intravascular disseminada

Malaria

Sindrome mielodisplasica

Aglutinagao plaquetar devido ao
Pseudotrombocitopenia  anticoagulante EDTA K3

Sindrome de Bernar-Soulier

Plaqueta gigante

Sindrome mieloproliferativo
(anisocitose plaquetar)
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Anexo IV
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Figura 2I1. Representagio esquemadtica do diagnostico diferencial das anemias microciticas,

normociticas e macrociticas. Retirado de [¢¢]
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Anexo V

Tabela 26. Dados laboratoriais tipicos na anemia microcitica. Adaptado de [¢¢l.

Testes Percentagem
Recetor da | TIBC Ferro da saturagao | Hepcidina
Doencas Ferritina transferrina sérico do ferro
Anemia por deficiéncia *
de ferro ¢ ¢ ¢ ¢ ¢(< 10%) ¢
Anemia por Normal Diminuido | Normal ou
cronicas ¢ ¢ ou Normal | Aumentado ¢
(>10%)
Normal Normal ou | Normal | Normal ou | Normal ou | Diminuido
Talassémia ou Diminuido Aumentado | Aumentado | ou
Aumentado (>10%) Aumentado

ferro.

Notas: * Um valor baixo de ferritina, na maioria das situagdes é consistente com uma anemia por deficiéncia
de ferro. No entanto, a ferritina € uma proteina de fase aguda e pode estar normal ou até ligeiramente
aumentada em alguns pacientes com anemia por deficiencia de ferro. Portanto, um resultado normal de
ferritina nao exclui a anemia por deficiéncia de ferro.

A sobrecarga de ferro observada por vezes na talassémia, pode ser atribuida @ diminuigdo da hepcidina
observada em alguns desses pacientes, o que pode levar ao aumento da absorgao de ferro e sobrecarga de
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Anexo VI

Tabela 27. Classificacao e caracteristicas das lipoproteinas. Adaptado de [#!1.

Lipoproteina Densidade Media do Mobilidade Fonte Funcdo
(g/mL) diametro eletroforética principal
(nm)
Transporte
Quilomicron <0.95 500 Origem Intestino exogeno dos
triglicéridos
Transporte
VLDL 0.96-1.006 43 Pré-p Figado endégeno dos
triglicéridos
IDL 1.007-1.019 27 Banda larga Catabolismo das  Percursor das
entre Pré-B e VLDL LDL
LDL 1.02-1.063 22 B Catabolismo das  Transporte
VLDL, via IDL do colesterol
Figado, intestino; ~ Transporte
HDL 1.064-1.21 8 a catabolismo dos reverso do
quilomicrons e colesterol
das VLDL
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Anexo VII

Tabela 28. Estruturas que podem ser visualizadas na andlise microscopica do sedimento urinario.

Adaptado de [601.

Célula

§8”

Leucocitos

Eritrocitos

Células epiteliais

de descamacgao

Células do
epitélio de
transicao

Células tubulares
renais

Valores
Referéncia

<4/campo

<3/campo

<5/campo

<2/campo

<2/campo

Patologias

Processos inflamatorios ou infeciosos

Doenga renal (ex. glomerulonefrite),
doenga do trato urinario inferior (ex.
infegao, calculo renal), causa extra-renal
(ex. tumores), reagoes toxicas (ex.

drogas) e causas fisiologicas.

Estio presentes na urina feminina, em
maior quantidade. Nao se encontram
relacionadas nenhum estado

patologico.

com

Sem significado clinico, exceto quando

presentes em aglomerados e com
morfologia atipica indicativo de neoplasia

das células de transicao.

Rejeicao de transplante renal, lesao

tubular renal e lesoes derivadas de

processos isquémicos.

O:s cilindros formam-se nos tubulos renais a partir da glicoproteina de Tamm-

Cilindros

Horsfall que é secretada pela ansa de Henle. A matriz desta glicoproteina

capta elementos presentes no filtrado tubular como células, eritrocitos,

leucocitos entre outros componentes formando os cilindros.

Imagem Cilindro

Cilindros Hialinos

Cilindros
Granulosos

Cilindros
eritrocitarios
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Patologias

Doenca renal, desidratagao, terapéutica com diuréticos,

febre e insuficiéncia cardiaca congestiva.

Doencgas glomerulares, doengas tubulo-intersticiais e

rejeicao de transplante renal.

Glomerulonefrites agudas e isquemia renal.



Cristais

Imagem

Cilindros
Leucocitarios

Pielonefrite, nefrite intersticial e sindrome nefraotica.

Os cristais formam-se pela precipitagao de sais urinarios quando ocorrem

alteragoes na sua solubilidade. Estas alteragoes podem ser no pH da urina, a

temperatura ou a concentrac¢ao dos sais.

Cristais

Cristais de
oxalato de calcio

Ciristais de acido
urico

Uratos amorfos
(calcio, potassio e
magnésio)

Cristais de cistina

Cristais de
tirosina

Cristais de
fosfato triplo

Microrganismo

Formas
leveduriformes

Parasita (ovo)

Parasita

Condicoes de formacao / Patologias

pH acido ou neutro
Sem significado clinico relevante.

pH acido
Sem significado clinico relevante.

Urina concentrada e com pH ligeiramente acido.
Sem significado clinico relevante.

pH acido
Paciente com cistinuria

pH acido
Doengas tirosinemia

pH alcalino
Infecao urinaria por Proteus sp. ou Klebsiella sp.

Patologias

Infecao por Candida sp.

Infecao por Schistosoma haematobium

Infegao por Trichomonas vaginalis
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Bactérias

Infecao por bactérias ou contaminagao da urina pela
flora (depende do tipo colheita de urina usada na
analise)





