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Resumo

O presente relatorio de estagio aborda a importancia do ramo das andlises clinicas
como meio complementar de diagnostico. Inicialmente é feita uma pequena caracterizagao
dos laboratérios onde foi realizado o estagio curricular — LACUC (Laboratério de Analises
Clinicas da Universidade de Coimbra) e CMLGS-Porto (Laboratério Central do Porto do

grupo Germano de Sousa).

Ao longo do relatorio é feita uma caracterizagao geral de cada laboratoério,
abordando os equipamentos e técnicas utilizadas, assim como as determinagoes analiticas
mais pedidas. Por fim, sio abordados casos clinicos enquadrados nas duas valéncias que

serao abordadas com maior pormenor — bioquimica e hematologia.

A realizagao do estagio curricular e do presente relatério permitiu a consolidagao

dos conhecimentos adquiridos ao longo do Mestrado em Analises Clinicas.

Palavras-chave: Anilises clinicas, SARS-CoV-2, Bioquimica, Hematologia, Faculdade de

Farmacia, Universidade de Coimbra.

Abstract

The following internship report addresses the importance of the clinical analysis field
as a complementary mode of diagnostics. Initially, a brief description of the laboratories
where the curricular internship occurred is made — LACUC (Laboratério de Anailises
Clinicas da Universidade de Coimbra) and CMLGS-Porto (Laboratério Central do Porto do

grupo Germano de Sousa).

Throughout the report, a description of each laboratory is done, including the
equipment and techniques used and, simultaneously, the most requested analytical
determinations. Finally, clinical cases related to both areas are explored in more detail -

biochemistry and haematology.

The completion of this curricular internship and this report has allowed the

consolidation of the knowledge acquired during the master’s degree in Clinical Analysis.

Keywords: Clinical Analysis, SARS-CoV-2, Biochemistry, Haematology, Faculty of Pharmacy,

University of Coimbra.

XV






Introducao

O ramo das anadlises clinicas é de extrema importancia no diagnostico de varias
condigoes clinicas e posterior monitorizagao da terapéutica, constituindo a base dos exames

complementares de diagnodstico, depois de uma correta avaliagao por parte do clinico.

E através do laboratério de andlises clinicas, independentemente do seu contexto
(hospitalar ou privado), que o técnico e o clinico trabalham em conjunto para poderem
oferecer uma resposta individualizada a cada utente. Estas respostas personalizadas, baseadas
na realizagao de testes laboratoriais, permitem, muitas vezes, a detecao precoce de novas

patologias e a prevencao de complicagoes de doencgas pré-existentes.

No atual contexto pandémico, os laboratérios de analises clinicas tiveram de se
adaptar a nova realidade, criando areas destinados exclusivamente a detecao de infegoes
pelo novo coronavirus designado Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-

CoV-2), reforgando o valor das analises clinicas na tomada de decisoes médicas.

Através da realizagao do meu estagio curricular, em dois laboratérios distintos,
consegui ter uma nogao mais verdadeira das duas realidades. O meu plano de estagio foi
desenhado de forma a ter uma experiéncia num laboratoério dedicado a detegao de novas

infecoes por SARS-CoV-2, e num laboratoério dedicado as restantes analises.

Na parte | do meu relatério abordo a minha experiéncia no Laboratério de Andlises
Clinicas da Universidade de Coimbra (LACUC), no periodo de 21/01/2021 a 05/03/2021,
dedicada a detecao do SARS-CoV-2. A parte Il é dedicada ao Laboratoério Central do Grupo
Germano de Sousa no Porto (CMLGS-Porto), onde realizei a segunda componente do meu
estagio, no periodo de 15/03/2021 a 16/07/2021, tendo passado pelas valéncias de
bioquimica, hematologia, imunologia e microbiologia, que me permitiram uma visao mais
geral e interligada de todas as areas, dando-me ferramentas para encarar as analises clinicas

como um todo. Neste relatorio aprofundarei as valéncias de bioquimica e hematologia.

Além de todos os equipamentos automatizados, que cada vez ganham mais forga, face
ao elevado numero de pedidos que chegam ao laboratorio, é necessario estes serem
dotados de técnicos qualificados, para que seja possivel o manuseamento cuidado dos
equipamentos, a correta interpretacao de resultados e a sua validagao. Estas competéncias,
juntamente com os programas de controlo de qualidade, permitem chegar a resultados mais

fidedignos.



Parte | — Laboratorio de Analises Clinicas da Universidade de

Coimbra dirigido ao SARS-CoV-2
O Laboratério de Andlises Clinicas da Universidade de Coimbra (LACUC), no qual

foi realizado o meu estagio curricular, estava localizado no 3° piso da Faculdade de Medicina
da Universidade de Coimbra, no Polo | que, no contexto pandémico que atravessamos,
permitiu dar uma resposta rapida a necessidade de maior testagem da populagao da regiao
centro de Portugal. Ao haver uma maior testagem, foi possivel identificar quais os casos
positivos e, ao aplicar as medidas propostas pela Diregao Geral de Saude (DGS), tais como a
sinalizagao dos casos positivos e isolamento dos contatos de risco, foi possivel limitar o

contagio pessoa-pessoa.

O laboratério, destinado a dete¢ao e monitorizagio da infegao por SARS-CoV-2
encontra-se em funcionamento desde abril de 2020, de segunda a domingo, sendo o horario
assegurado por trés equipas, com horarios rotativos. Cada equipa era constituida por cinco
a seis elementos, entre eles farmacéuticos, bidlogos, técnicos de andlises clinicas e
bioquimicos, sendo toda a parte administrativa também assegurada por assistentes
administrativas. Tem como diretoras técnicas a Professora Doutora Ana Miguel Matos e
Dra. Patricia Madaleno, que asseguram a validagao biopatologica dos resultados, e

funcionamento adequado do laboratério.

Antes de abordar da atividade do laboratorio, nomeadamente os métodos de
diagnostico laboratorial, é importante abordar, de forma breve, o virus SARS-CoV-2, a sua

origem, reservatorio, epidemiologia e o seu mecanismo de infegao.

SARS-CoV-2

O virus SARS-CoV-2 é o sétimo coronavirus identificado e responsavel por infetar
humanos. No entanto, é o terceiro coronavirus responsavel por provocar um surto, nos
passados 20 anos. O primeiro surto de sindrome respiratoria aguda grave (SARS) teve
origem na China, no fim de 2002' tendo como balango final 8 098 infetados e 774 mortos.
Seguido por um surto provocado pelo MERS-CoV?identificado em 2012, como causador da
sindrome respiratoria do Médio Oriente (MERS-CoV), com o total de 858 mortes. Por fim,
e ja em 2019, surge o virus SARS-CoV-2, responsavel pela sindrome respiratoria aguda
provocada pelo coronavirus 2, que conta com 605 749 945 de infetados, 6 487 863 mortes e
580 943 965 recuperados.’® Este surto é responsavel pela, agora chamada, pandemia, cujo

inicio foi definido pela Organizagio Mundial de Saide a || de margo de 2020.°



Caracterizacao do SARS-CoV-2

O virus SARS-CoV-2 pertence & familia Coronaviridae, género betacoronavirus.®
Caracteriza-se por ser um virus envelopado, com capside helicoidal e genoma RNA cadeia
simples de polaridade positiva (+) ssRNA.” O virido tem, na sua constituicio, 4 proteinas
estruturais: as proteinas da nucleocapside (N), transmembranar (M), e do envelope (E), que
facilita a adsorgao do virus as células alvo e Proteina Spike (S). O genoma viral codifica,
também proteinas nao estruturais (nsp), como a RNA transcriptase RNA dependente

(RdRp).2

Origem e reservatorio

A pandemia provocada pelo SARS-CoV-2 nao tem uma origem clara, e atualmente
esta ainda em investigagao, mas é considerado pela maioria como tendo tido origem num
mercado de peixe e marisco em Wuhan, sendo a hipotese de transmissao zoondtica a mais
apoiada atualmente.” O reservatério mais comum do SARS-CoV é o morcego. No entanto,
e para conseguir atravessar a barreira e infetar o Homem, defende-se que tenha existido ou

exista um hospedeiro intermediario que é, até hoje, indeterminado. '

Epidemiologia

A transmissio do SARS-CoV-2 ocorre pessoa-pessoa, através de aerossois,
libertados pelo nariz ou boca, aquando de tosse ou espirros. Estas goticulas podem ficar
depositadas em superficies, ou entrarem diretamente em contacto com uma pessoa
proxima, através de contacto com olhos, nariz ou boca. O periodo de incubagao desta

infecdo varia entre | e 14 dias apés o contacto com o virus."

Mecanismo de infecao

O virus SARS-CoV-2 quando entra em contacto com o organismo e numa fase inicial,
tende a procurar os tecidos para os quais tem maior afinidade. A este mecanismo da-se o
nome de tropismo. No caso do SARS-CoV-2, as células para as quais tem tropismo sao as
células do aparelho respiratério, onde o recetor celular deste virus, a enzima conversora de
angiotensina Il (ACE2), se encontra em maior quantidade. A maior infecciosidade, associada
a este virus, deve-se a uma mutagao que sofreu na proteina Spike, que lhe conferiu uma

maior afinidade para o recetor ACE2.'""?

Além do recetor, este necessita também da protease presente no hospedeiro, para
que haja clivagem da proteina Spike e, assim, consiga entrar na célula hospedeira. Depois da

entrada, o virus vai libertar o seu mRNA para o citoplasma da célula hospedeira, onde o
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RNA vai ser traduzido em proteinas, necessarias para a montagem de novas particulas virais

que, posteriormente, serao libertadas pela membrana plasmatica."

Manifestacdes clinicas

Os sintomas, apos a infegao, variam consoante a gravidade da doenga. As principais
manifestagcoes clinicas sao febre, tosse, dores de garganta e musculares. Também pode
provocar, em casos mais graves, pneumonia, sindrome respiratéria aguda grave ou morte. A
auséncia de sintomas define a infegao assintomatica, que contribui para o aumento da

propagacio do virus e aumento da dificuldade no controlo da sua transmissao."

Vacinacao

Um dos maiores passos para o controlo da pandemia foi o desenvolvimento de
vacinas que permitissem criar uma resposta humoral, com células de memodria, e produgao
de anticorpos, sem que houvesse contacto com o virus vivo. A administragao das vacinas
permitiu, a escala global, o desenvolvimento de imunidade e o controlo do numero de

internamentos e mortes, aliviando o sistema nacional de satde.'?

Em Portugal foi desenhado o plano nacional de vacinagao a 3 de dezembro de 2020
de forma a, consoante a prioridade, vacinar toda a populagao, e prevenir os sintomas graves
e complicagoes da doenca e, assim, tentar controlar a evolugao da pandemia. Inicialmente
foram definidos grupos prioritarios para a vacinagdo, de acordo com a idade de

comorbilidades associadas a cada individuo.'

As vacinas aprovadas pela agéncia europeia do medicamento (EMA) para
administragao a populagao tém, na sua constituicao, uma molécula de mRNA que contém
informagao para codificar a proteina S do virus, produzindo, assim, resposta imune
temporaria, com producao de anticorpos. Em Portugal foram autorizadas a Vacina Spikevax®,
Cominarty®, Vaxzevria® e Janssen®. As vacinas Spikevax® e Cominarty® utilizam a técnica do
mRNA recombinante que codifica para a proteina S viral, variando nos tempos de
administracio das diferentes doses.'>'® A vacina Vaxzevria® utiliza adenovirus modificado, que
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contém o gene que codifica a proteina S viral’ e a vacina Janssen utiliza um vetor viral

recombinante que contém DNA que codifica para a proteina S viral.'®

Diagnéstico laboratorial
Na altura em que decorreu o meu estagio, o diagnostico laboratorial era feito através
da utilizagato do método de referéncia — qRT-PCR (Real Time Reverse Transcription —

Polymerase Chain Reaction), sendo utilizado principalmente por ser um método sensivel,
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rapido e especifico. Neste método eram detetados pelos menos dois genes, de entre o gene
S (que codifica a proteina Spike), o gene E (que codifica o involucro), o gene N (que codifica
a nucleocapside) e o gene RdRp (que codifica a RNA dependente da RNA polimerase), que
sao especificos do SARS-CoV-2. Um caso positivo considerava-se confirmado

laboratorialmente quando havia detecao de pelo menos dois alvos distintos do genoma,

sendo um deles especifico do SARS-CoV-2."

Também eram utilizados outros métodos, tais como testes rapidos para a detegao
qualitativa de antigénios SARS-CoV-2 e testes indiretos para detecao qualitativa de
anticorpos SARS-CoV-2. A validagao do teste rapido era efetuada por comparagao com o
teste de referéncia qRT-PCR e o teste serologico era utilizado como indicador da imunidade

do individuo, nio como meio de diagnéstico.”

Caracterizacio do laboratério

No LACUC, e para a realizagdo destes métodos de diagnostico, trabalhava-se em
condi¢oes de biosseguranga nivel 3 (BSL-3), que permitia o manuseamento das amostras
biologicas com a maior seguranca possivel, tentando impedir contaminagoes, quer das
amostras, quer dos colaboradores que as manuseavam. O BSL-3 permite a manipulagao de
agentes patogénicos, tais como o coronavirus, que em condigoes normais provocam doenga

e sio altamente transmissiveis por via respiratoria através de aerosséis.”

O laboratorio estava dividido em duas secgoes — administrativa e analitica. A
atividade do laboratoério iniciava-se na entrada/rececao, onde havia a entrada de amostras,

para posteriormente serem triadas e processadas.

As amostras chegavam ao laboratorio dos mais variados locais da regiao Centro,
entre eles o Instituto Portugués de Oncologia (IPO), Clinica IBERVITA (IBERVITA), Centro
de Medicina de Reabilitagao da Regiao Centro (Rovisco Pais), Agrupamento de Centros de
Salde de Dao Lafoes (Dao-Lafoes), Administracao Regional de Saude do Centro (ARSC),
Medicina Legal (ML), Drive in (Figueira da Foz e Coimbra) Rastreios UC, bem como a titulo
pessoal, tais como pessoas que tinham viagens para Madeira (MA) e Agores (AZ) e

associagoes desportivas que tinham protocolos com o laboratério.

Na seccao de processamento de amostras tinhamos a antecamara, onde se
colocavam os equipamentos de protegao individual (EPI). O EPI incluia touca, 6culos de
protecao, mascara FFP2, fato de protegao integral, bata resistente a fluidos, duas capas de

protecao para os sapatos e dois pares de luvas. No seguimento das instalagoes tinhamos a



antecamara de inativagao, onde eram preparados os tubos com liquido de inativagao (usados
para inativar o virus) e sala de inativagao. Desde a entrada na primeira antecamara até a sala
de inativagao, todo o material tinha um fluxo unilateral e todo o material contaminado era

colocado no lixo considerado perigo biologico, para posteriormente ser incinerado.

ApOs inativagao e preparagao das amostras, nas camaras de fluxo laminar, estas eram
entregues a area de processamento, ja com o virus inativo, estando prontas para entrar no
extrator e posteriormente no termociclador, correspondendo as areas de extragao e

amplificagao, respetivamente.

Todos os resultados obtidos necessitavam de validagao biopatoldgica, que era feita na

area de validagao do laboratério.

Fase pré-analitica

A fase pré-analitica envolve todos os procedimentos antes da analise propriamente
dita da amostra. Esta fase incluia a colheita da amostra, a sua recegao e registo no sistema
informatico. Nesta fase era muito importante a verificagao da identificagao e etiquetagem das
amostras colhidas e recebidas, para que, a cada tubo correspondesse um utente e pedido de

teste associado.
Fase analitica

Amostras

As amostras que chegavam ao laboratério eram colhidas por zaragatoa da regiao
nasofaringea, para a detegao de genoma viral e de antigénio. Para a detegao de anticorpos

(serologica), a amostra de eleigao era soro.

Equipamentos utilizados

O laboratoério tinha diferentes equipamentos para as diferentes determinagoes
analiticas — dete¢ao de genoma viral e anticorpos para o SARS-CoV-2, que estao descritos
na tabela abaixo, assim como os objetivos e métodos de detegao utilizados. Estes métodos
sao distintos consoante o interesse em saber se a infecao estda ativa (RT-qPCR e teste
rapido) ou se ja teve a infegao, ou foi vacinado e, de alguma forma, produziu uma resposta

celular e posteriormente resposta humoral, que vai ser detetada pelo método serologico.

A detegao de antigénio viral nao era feita num equipamento automatizado, mas
manualmente, através da utilizagdo de uma cassete (PanbioTM COVID-19 Ag Rapid Test

Device) que utiliza imunoensaio qualitativo para detegao de antigénio viral.
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Tabela | - Equipamentos utilizados no LACUC

Equipamento utilizado Método de detegao Objetivo
Polymerase chain reaction com
Extrator m2000 sp y Detegao do genoma viral por
transcriptase reversa em tempo real biolosi ecul
i iologia molecular
e Termociclador m2000 rt (RT-qPCR) g
Detecao de anticorpos SARS-
VIDAS® Imunoensaio qualitativo

CoV-2 (serologia)

Detecdao do genoma viral

A metodologia para dete¢ao do genoma viral do SARS-CoV-2 dividia-se em varios
passos, entre eles: inativagio do virus, extragao de acidos nucleicos e amplificacao por
reacao em cadeia da polimerase (PCR — polymerase chain reaction) em tempo real. Na técnica
utilizada, os alvos eram os genes que codificavam para a proteina estrutural N
(nucleocapside) e nao estrutural RARp (RNA polimerase). A reacio de amplificacao e
detecao era necessaria para ser possivel o diagnostico da infe¢ao, uma vez que a quantidade

de RNA presente na amostra direta, podia nao ser suficiente para a sua detegao.

Inativacao do virus

Para a extracdo do RNA e posterior amplificagao por PCR, era necessario fazer a
inativagao viral. A inativagio do virus era feita com 750 pL de liquido de inativacao
(tiocianato de guanidina + detergente) e 750 pL da amostra. Todo este processo permitia o
manuseamento da amostra numa fase posterior, nomeadamente na extragao do RNA, de

forma segura, uma vez que nesta fase o virus perde a sua infecciosidade.

Durante esta fase era sempre necessario que fossem cumpridos todos os
procedimentos de seguranga, para que nao houvesse a contaminagao do operador ou das
superficies fora da camara de fluxo laminar. No final de cada inativagao, era necessario
desinfetar todas as superficies e a camara de fluxo laminar com alcool a 70%, bem como
todo o material utilizado. A parte exterior do EPl (touca, bata, segundo par de luvas e

segundo par de protec¢ao de cal¢ado) era também descartada.

Extracdao do RNA viral
Para a extragao viral existia um conjunto de reagentes que permitiam a extragao dos
acidos nucleicos e remogao de possiveis inibidores da amplificagao das amostras. A extragao

do RNA viral era feita no extrator automatizado, na unidade de preparagao da amostra (sp),
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que pertence ao equipamento da Abbott m2000 Real-time System. Neste equipamento ha um
fluxo unidirecional, da esquerda para a direita, que diminui a possibilidade de contaminagao

das amostras, no decorrer do procedimento.

Os virices do SARS-CoV-2 sao desnaturados pela agao do tiocianato de guanidina e
as membranas sao destruidas pelo detergente Tween (presentes no reagente Lysis). Assim, os
acidos nucleicos livres, vao ser capturados por microparticulas magnéticas (presentes no
reagente Microparticles). Os inibidores e componentes que nao estao ligados, vao ser

removidos pelas solugoes Wash.

Por fim, os acidos nucleicos retidos nas microparticulas eram eluidos, com auxilio de
um tampao fosfato (presente no reagente Elution Buffer), de forma a poderem ser

amplificados pela técnica de PCR.

De forma a ser possivel fazer um controlo de eficacia dos passos de extragao e
amplificacao, era adicionado o controlo interno ao reagente Lysis. O controlo era pipetado
juntamente com o reagente para todas as amostras. Consistia numa sequéncia de RNA
diferente da sequéncia do SARS-CoV-2 a amplificar, que era amplificada em simultaneo.
Também se utilizava um controlo positivo, controlo negativo e agua isenta de RNAses em
cada corrida, que eram processados, cada um deles em separado, como as restantes

amostras.

Todos estes passos permitiam que, no fim da extragao, tivéssemos as sequéncias alvo
(codificantes para N e RdRp), com o minimo de interferentes e inibidores possivel, de modo
a serem amplificadas e detetadas nas melhores condigbes, garantindo a qualidade e

fiabilidade dos resultados.?

Preparacao para a RT-qPCR
A preparagao para a amplificagdo ocorria ainda no m2000 sp e culminava na
preparagao da placa de reagao de 96 pogos (Optical Reaction Plate), que era ser utilizada no

m2000 rt, para a amplificagao das sequéncias alvo, presentes nas respetivas amostras.

Esta preparagao consistia na mistura dos reagentes de amplificagago com o RNA
eluido. O KIT de amplificagao era constituido por: 6 primers (4 complementares aos genes
alvo — gene N e RdRp e dois complementares ao controlo interno), 3 sondas
(correspondentes as sequéncias a amplificar), dNTPs, molécula fluorescente ROX; enzima

polimerase termoestavel (rRTh), derivada da Thermus thermophilus e que apresentava
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atividade de transcriptase reversa na presenca de manganés;” e reagente de ativacio, que

funcionavam como co-fator da enzima porque tinha na sua constituicio manganés.*

RT-qPCR

A placa de 96 pogos era transferida para o equipamento Abbott m2000 rt apos a sua
preparacao. A reagio de PCR tem diferentes etapas: conversio do RNA em DNA
complementar (cDNA) pela transcriptase reversa; amplificagdo do cDNA pela Tag DNA

Polymerase e detegio dos produtos amplificados em tempo real.”

A amplificacao era feita através de ciclos de aquecimento que permitem a
desnaturagao, hibridizagao e extensiao das sequéncias de RNA, sendo as temperaturas de

aquecimento 95°C, 60°C e 72°C, respetivamente para os trés ciclos.”

Inicialmente o RNA era convertido em cDNA pela DNA polimerase com atividade
de transcriptase reversa. Os primers complementares dos genes alvo e controlo interno
ligam-se a cadeia de RNA, e a cadeia complementar é prolongada, formando uma cadeia
simples complementar (ssDNA). Com a temperatura elevada, ha desnaturacao das duas
cadeias e ha ligagdo do segundo primer a cadeia de DNA complementar, que vai ser
prolongada pela DNA polimerase (rRTh polimerase), formando DNA de cadeia dupla
(dsDNA).

A cada ciclo, com a variagao das temperaturas, ha desnaturagao das cadeias, e o ciclo
repete-se, havendo duplicagdo do nimero de cépias da sequéncia alvo. No fim dos 37 ciclos
de amplificagao, obtém-se uma amplificagao exponencial. Assim, o nimero de copias obtidas

no fim da amplificagao vai ser proporcional ao numero de cépias iniciais.

A deteciao das sequéncias dos genes alvo era feita com recurso a sondas
fluorescentes especificas (TagMan). As sondas utilizadas consistiam numa sequéncia de
oligonucledtidos sintéticos, que eram complementares aos genes alvo. Estas sondas sao
marcadas com fluordforo, ligavam-se a extremidade 5’ e um quencher estava ligado na
extremidade 3’. A emissao de fluorescéncia estava dependente da sua hidrolise e excitagao a

um comprimento de onda especifico.

Quando os genes alvo nao estavam presentes, a sonda permanecia intacta e a
emissao do fluoréforo era absorvida pelo quencher. Quando os genes alvo estavam
presentes, a sonda hibridizava com a sequéncia complementar, havia quebra da cadeia e, por

sua vez, emissao de fluorescéncia.



As sondas especificas dos genes que codificam para as proteinas do SARS-CoV-2
(sequéncias alvo) eram marcadas com o mesmo fluoroforo, ao contrario do controlo
interno, que estava marcado com um fluoroforo diferente. Isto permitia detetar
simultaneamente diferentes genes do virus no mesmo pogo e a detegao do gene do controlo

interno.

Validacdao dos resultados e interpretacao das curvas obtidas

Quando terminava a amplificagao, era feita a interpretagao da curva de amplificagao
obtida. As amostras e respetivos controlo negativo e positivo tinham uma curva de
amplificagdo associada. Nas curvas resultantes era lida a fluorescéncia (y) em fungao do
numero de ciclos de amplificagao (x). Para interpretar as curvas de amplificagao é necessario
compreender o que significa ciclo threshold (Ct) e linha threshold (Th). A linha Th,
corresponde ao nivel basal a partir do qual ja é possivel detetar a emissao de fluorescéncia, e
o Ct corresponde ao numero de ciclos necessario para o sinal de fluorescéncia seja igual a
Th e haja detegao de fluorescéncia. De forma geral, podemos considerar que quanto menor

for o ciclo no qual é detetada fluorescéncia, maior a carga viral associada.”

Em cada curva podia ser observada a fluorescéncia do controlo interno e da amostra,
em simultaneo. O controlo interno permite a validagao dos procedimentos analiticos e da
qualidade da amostra, principalmente em termos de inibidores e contaminantes, uma vez que

é processado em simultineo com a amostra, nas mesmas condigoes.

Em termos de controlo negativo e positivo, ambos tinham uma curva de amplificagao,
em separado. No controlo positivo, havia detegao da sequéncia presente no controlo, com
os dois genes a detetar (N e RdRp), o que garantia que a amplificagao das sequéncias virais
estava a ocorrer sem interferentes, que na amostra, quer nos reagentes, que pudessem
interferir na amplificagao da sequéncia alvo. Ja no controlo negativo nao havia qualquer tipo
de amplificagao, por nao ter os genes alvo, encontrando-se, a sua detegao abaixo da linha
threshold. Isto permitia averiguar possiveis contaminagoes e, assim, ajudar a minimizar os

resultados “falsos positivos”.

A anilise da amostra agua sem RNAses foi um acrescento, uma vez que nao era
especificado pela casa comercial. Esta permitia ainda ter uma confirmacao de possivel

contaminagao, e também nao era esperado qualquer tipo de amplificagao e detecao.

O controlo da fluorescéncia (referéncia) era feito pela molécula fluorescente ROX,

que permitia averiguar se a leitura de fluorescéncia estava a ser correta, uma vez que o seu
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valor de fluorescéncia é constante. A interpretacio da curva dava informagao sobre o
correto funcionamento do equipamento de leitura de fluorescéncia e, por ser adicionada
juntamente com os restantes reagentes do KIT de amplificagao, permitia saber se os

reagentes foram adicionados corretamente.

S6 quando estes controlos estao em concordancia com o expectavel é que é possivel

a validagao da curva de amplificagao.

A interpretacao da curva de amplificagdo das amostras pode levar a 3 resultados:

positivo, negativo ou inconclusivo. Para resultados positivos, ha dete¢ao de fluorescéncia das
sequéncias alvo presentes na amostra e, por consequéncia, a linha de amplificagao sobrepoe-

se e ultrapassa a linha threshold. Para resultados negativos, nao ha emissao de fluorescéncia

das sequéncias alvo, e a linha de amplificagdo mantém-se abaixo da linha threshold. Para

resultados inconclusivos, temos um Ct da sequéncia alvo superior a 31,5. Este valor resulta

de uma amplificagao tardia, e que pode ser influenciada pela carga viral no momento da
colheita. Isto pode ser explicado por uma carga viral baixa, resultante do inicio ou fim da
infecao por SARS-CoV-2; O resultado inconclusivo também é dado em situagoes onde se
obtém uma curva nao padronizada e que nao permite uma interpretagao clara do resultado

e se houver falha do controlo interno, nao podendo ser validado o resultado.

Controlo de qualidade
Para cada técnica e equipamento, é necessario fazer o controlo de qualidade, de

modo a podermos aceitar os resultados obtidos e da-los como verdadeiros.

O controlo de qualidade interno era fornecido pela mesma empresa do equipamento
utilizado no laboratério — Abbott. Consiste numa sequéncia de um gene de abdbora, em
plasma negativo. A sequéncia é totalmente diferente das sequéncias alvo do SARS-CoV-2 e é
adicionado ao regente de lise durante a sua preparagao. Este controlo permite demonstrar
que a analise ocorreu de forma correta em cada amostra e, por sua vez, houve amplificagao

das sequéncias alvo, sem a presenca de interferentes que possam inibir a amplificagao.

O controlo positivo consistia numa solugao tampao com genes especificos para o
SARS-CoV-2 (gene N e RdRp) inseridos num plasmideo recombinante; o controlo negativo

consiste também numa solugao tampao, mas sem os genes especificos.

Na andlise dos graficos obtidos, a curva dos controlos tem de corresponder ao
negativo e positivo, e a agua também tem de dar negativo. Deste modo, a agua permite

também aferir se ha contaminagdes no equipamento, que podem inibir a reagao PCR.



O controlo externo da qualidade era feito em parceria com o LabQuality, que envia
ao laboratorio uma amostra cega, da qual nao ha nenhuma informagao quanto ao resultado
expectavel. Era processada e o resultado era dado de igual forma as restantes amostras
processadas em laboratério. Por fim, o resultado enviado para o laboratoério externo que,
passado algum tempo, indicava se o resultado obtido se encontra dentro dos valores de
referéncia, esperados para aquela amostra. Este tipo de controlo permitia fazer uma
comparagao do método utilizado no nosso laboratorio e restantes que tenham participado

no plano de controlo de qualidade.

Detecao de antigénio

O teste rapido para detegao de antigénio € um imunoensaio qualitativo que deteta a
proteina da nucleocapside do SARS-CoV-2.” E utilizado em amostras respiratérias da
nasofaringe” e tem como base a reagio entre antigénio viral, presente ou nio na amostra e

os anticorpos presentes na tira de teste.”

O dispositivo de teste era composto por uma linha de teste (T) e uma linha de
controlo (C). A linha de teste estava revestida com anticorpos anti-SARS-CoV-2 e a linha de
controlo estava revestida com anticorpo monoclonal de murganho anti-galinha. Na
membrana tinha ainda particulas de outro conjugadas com anticorpo especifico contra o Ag
SARS-CoV-2 e particulas de ouro conjugadas com anticorpo de galinha. Se a amostra
contivesse antigénio viral, este ligava-se ao anticorpo anti-SARS-CoV-2, que estava
conjugado a particula de ouro e migrava até a linha T, formando uma linha visivel. O
conjugado de ouro com o anticorpo de galinha migrava até a linha C e ocorria a ligagao
deste anticorpo com o anticorpo imobilizado na linha, provocando o surgimento da linha de

controlo.*®

Na pratica, depois de serem preparados os KITS para a colheita da amostra, que
incluiam a preparagao de cada tubo de extragdo com solugio tampao, e depois de
preparados todos os procedimentos de seguranca, de forma a poderem ser manuseadas as
amostras, eram colocadas 5 gotas da amostra, previamente misturada com tampao, ho
dispositivo de teste e o cronometro era programado para |5 minutos. Apds esta
preparagao, havia migracao da amostra na janela teste e era possivel proceder a leitura dos
resultados, desde que se conseguisse observar a linha controlo. O aparecimento desta linha
certificava que a amostra e o controlo tinham percorrido toda a janela do teste. A presenca

de uma linha de teste e controlo dava um resultado positivo.



Atualmente, esta técnica pode ser utilizada como meio de diagnéstico de infegao, em
contexto de surto, uma vez tem um resultado muito mais rapido e permite a implementagao
de medidas necessarias de forma mais rapida e eficaz. No entanto, um resultado negativo,

nao exclui infegio por SARS-CoV-2%

Controlo de qualidade
O controlo de qualidade interno era assegurado pela linha de teste e apenas quando

esta linha surge é que podiamos validar o resultado.

Detecao de anticorpos

A detecgao de anticorpos anti-SARS-CoV-2 era feita de forma qualitativa, e permitia a
detecao de imunoglobulinas IgG e IgM. Para estas determinagoes eram utilizados dois testes:
VIDAS® SARS-CoV-2 IgM para detegio de IgM especificas e VIDAS® SARS-CoV-2 IgG para
detecao de IgG especificas. Com estas determinagdes podiamos averiguar se individuos
estiveram ou nao expostos a SARS-CoV-2, se a vacinagao permitiu ou nao a produgao de

resposta humoral e se houve uma resposta imune especifica IgM ou IgG.*

A detegao seroldgica € um imunoensaio do tipo sandwich em duas etapas com
detecao final em fluorescéncia (ELFA — Enzyme Linked Fluorescence Assays). O principio de
funcionamento do equipamento aplicava-se as duas determinagoes. As IgG e IgM eram
capturadas por um dominio recombinante do SARS-CoV-2, mais especificamente da
proteina Spike, que estava retido numa fase sélida, no cone (Solid Phase Receptacle - SPR). A
amostra era colocada no primeiro pogo da barrete, e era aspirada pelo cone. O anticorpo
da amostra ligava-se ao antigénio do cone. O anticorpo secundario marcado com substrato
enzimatico ligava-se ao anticorpo primario, presente na amostra.”> No ultimo pogo tinhamos

o substrato, que nos permitia a leitura do produto formado entre antigénio e anticorpo.

Estes testes tém como principais vantagens a celeridade no tempo de resposta® uma
vez que € um ensaio automatizado simples, e a principal vantagem é o tipo de informagao
que nos fornece. Numa escala temporal, este teste foi adquirindo cada vez mais importancia,
uma vez que o de biologia molecular RT-qPCR ou a presenga de antigénio no teste rapido,
ndo deteta infeces passadas.* E também de elevada importincia a avaliagio da producio de
anticorpos aquando da vacinagao, de modo a verificar se esta a ter a resposta imune
pretendida. Os anticorpos resultantes da vacinagao sao anticorpos IgG e IgM produzidos
contra a proteina S viral. Quando ha infecao por SARS-CoV-2, os anticorpos produzidos sao

contra a proteina S, mas também contra outras proteinas virais, tais como a N
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(Nucleocapside). Desta forma, e ao detetar simultaneamente as duas proteinas, sera possivel

distinguir a origem dos anticorpos.

Atualmente, é possivel a dete¢io de anticorpos que sao produzidos através da
vacinagao, assim como a detegao de anticorpos produzidos durante a infecao por SARS-
CoV-2. A duragao destes anticorpos, e a rapidez com que baixam é ainda uma questao que
nao esta totalmente esclarecida, e que sera o proximo passo, para que sejam programados

os novos reforgos da vacinagio, sempre que necessario.*

Controlo de qualidade

O controlo de qualidade desta técnica é feito mensalmente, através da utilizagao de
controlos positivo e negativo. Sao colocados nas racks como amostras e a sua leitura é feita
no equipamento. Consoante os resultados obtidos, sera importante perceber se os

resultados obtidos sao fidedignos e reprodutiveis e, assim, agir em conformidade.

Parte Il — Laboratéorio Central do Porto do grupo Germano de

Sousa

Caracterizacio do laboratoério

O Laboratorio Central do Porto do grupo Germano de Sousa faz parte da rede de
laboratérios do grupo, que da resposta a mais de 90 postos de colheita, espalhados pela
zona norte do pais. Todo o Grupo Germano de Sousa tem como principio base a entreajuda

e o contacto préximo entre o analista e o médico.

E administrado pelo professor Dr. Germano de Sousa, professora Dra. Maria José
Rego de Sousa e Dr. José Germano de Sousa, todos eles médicos patologistas, que assumem
um papel preponderante na ligagao entre o laboratério e o médico. No Laboratério Central

do Porto o diretor técnico € o Dr. José Fleming Torrinha, também médico patologista.

Organizacao laboratorial

O laboratorio é constituido por varias secgdes: colheitas, triagem, hematologia,
citometria de fluxo, bioquimica, imunologia, microbiologia e biologia molecular, incluindo
esta Ultima a area dedicada a detecao do SARS-CoV-2. Estas secgoes diao resposta a,
aproximadamente, 2000 analises por dia. A equipa que permite dar resposta aos diferentes
pedidos é constituida por técnicos de andlises clinicas, técnicos superiores de salde,

farmacéuticos especialistas em andlises clinicas, médicos patologistas, entre outros.
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O departamento administrativo inclui a recegao e sala de conferéncia e faturagao,
onde ¢ feita a abertura, conferéncia e faturagao dos estudos analiticos, para poderem ser

processados e analisados nos respetivos setores.

O departamento de qualidade garante o cumprimento de todos os requisitos de
qualidade, pelos quais se rege o laboratério. A norma de certificagao do laboratorio € a
9001:2015. A qualidade é garantida neste laboratério através de diversos parametros, com
programas de qualidade interna e externa, sendo gerida por um gabinete proprio, que tem

como responsavel a Dra. Eduarda Figueiredo.

As diferentes amostras sao encaminhadas através de um percurso denominado
“clean”, que consiste na organizagao das bancadas consoante as amostras que utilizam,

permitindo um circuito de amostras o mais direcionado possivel.

A area laboratorial, tendo em conta este percurso, inicia-se na zona da triagem, onde
se encontram todos os produtos biologicos, que serao registados no sistema informatico e

passarao para as diferentes secgoes.

Apds a triagem, temos a seccao da hematologia, que inclui a subseccao de
coagulagao, onde ha o controlo dos hipocoagulados e determinagao dos parametros da
coagulagao e a subsecgao que faz a determinagao do hemograma, plaquetas, velocidade de
sedimentagao e hemoglobina glicada (pertencente a sec¢ao da bioquimica). A seccao de

citometria funciona de forma independente.

De seguida, temos a sec¢ao da bioquimica e imunologia, que funcionam em conjunto,
uma vez que o equipamento principal automatizado, Atellica solution V, e o respetivo produto
biologico utilizado para determinagao analitica é comum — soro. A bioquimica e a
microbiologia utilizam frascos de urina e respetivas aliquotas, apesar de nao se situarem na

mesma bancada de trabalho, como explico a seguir.

Equipamentos utilizados

Todas as secgoes laboratoriais tém equipamentos automatizados especificos e
adequados as suas determinagoes analiticas. Como existem determinagoes se
complementam, existem equipamentos automatizados que funcionam em simultineo para

duas ou mais areas laboratoriais (Anexo ).



Fase pré-analitica

Colheitas

Para se proceder a colheita da amostra biologica, ha o registo do pedido de andlise,
tendo como objetivo a associagao do estudo requisitado pelo médico ao tipo de colheita e
material necessario. As salas para colheita de produtos biologicos sao divididas em duas
areas distintas: area COVID e drea nao-COVID. Na area COVID sao realizadas colheitas
com zaragatoa seca na regiao nasofaringea, nas duas narinas. Esta area nao sera abordada
nesta parte do relatorio, uma vez que consta na primeira parte referente ao LACUC. Na
area nao-COVID procede-se a colheita de sangue, urina, exsudados, etc., utilizando o

material adequado.

Material de colheita

Os diferentes materiais de colheita sao destinados as diferentes areas laboratoriais, e
sao especificos para cada analise. Entre as amostras mais pedidas temos o sangue total de
EDTA, plasma de citrato trissodico, soro proveniente de tubo com gel separador, urina

(ocasional e de tempo determinado), fezes, exsudados (vaginal, uretral), expetoragao e pus.

A escolha dos tubos e restante material de colheita é de extrema importancia, uma
vez que cada tubo tem especificagoes para cada determinagao analitica. A secgao de
hematologia utiliza o tubo que contém acido etilenoamino tetra-acético (EDTA), uma vez
que este permite a preservagao da morfologia das células, e impede a formagao do coagulo.
O tubo utilizado na secgao de bioquimica/imunologia tem um gel separador, com ativador de
coagulagao que permite a separagao do soro dos restantes constituintes sanguineos. Por fim,
o tubo utilizado nas provas de coagulagao contém citrato trissddico, que impede a
coagulagao, ao atuar na cascata de coagulagao, funcionando como conservante de

plaquetas.®

Apos a colheita e transporte, as amostras sao entregues a sec¢ao da triagem, para

serem encaminhadas, consoante as analises pedidas, para a secgao correspondente.

Triagem

Esta secgao funciona como “porta de entrada” do laboratério, e é a este local que
chegam todas as amostras que vao ser processadas nas diferentes areas. As amostras sao
provenientes dos postos de colheita, da sala de colheitas do proéprio laboratorio, referida

anteriormente, e de hospitais externos.



Entrada das amostras e distribuicao pelos setores laboratoriais
A triagem da entrada de todos os produtos e confirma que todos estao devidamente
etiquetados e identificados, para que nao haja erros analiticos provenientes de uma ma

identificacao ou acondicionamento incorreto.

A identificagao consiste numa etiqueta impressa aquando da abertura do estudo
analitico e a cada utente corresponde uma sequéncia de trés letras e quatro numeros, que
varia consoante o posto de colheita/hospital onde foi realizada a colheita. No caso do
Laboratorio Central do Porto a sequéncia correspondente é LTP (Laboratério Trindade
Porto). Consoante o pedido de andlise, a etiqueta correspondente vai ter associada uma
extensao de produto (por exemplo: soro 0100; EDTA 0200, etc.), para que seja mais

facilmente associado o produto pedido a analise pretendida.

Conformidade das amostras
A importancia desta sec¢ao prende-se muito pela verificagdo da conformidade das

amostras, utilizando diferentes parametros.

Uma das principais falhas registadas é a troca de extensio de produto, ou seja,
durante a identificagao das diferentes amostras é colocada a etiqueta com uma extensao
diferente da do produto correspondente (por exemplo tubo de EDTA com extensao 0100),
o que resultaria no nao processamento por parte do equipamento automatizado, por nao

reconhecer a extensao do produto.

Além da verificagao destas falhas, ha também a observagao do aspeto macroscépico
das amostras (pode observar-se hemolise ou presenga de coagulos, que podem interferir
nos resultados obtidos), e a verificagao das condi¢oes de transporte e acondicionamento das
amostras. Contudo, a decisao para rejeicao ou nao da amostra é da responsabilidade da

sec¢ao que vai dar resposta as analises pedidas.

Assim, é assegurada a viabilidade, estabilidade e conformidade de todas as amostras,
de forma a garantir que tudo o que entra dentro do laboratorio esta conforme, podendo ser

processado e analisado.

Servico ao exterior
A esta seccao chegam, também, amostras de alguns hospitais, que tém protocolos
com o laboratério. Juntamente com as amostras chegam também as requisicoes médicas e

sao criadas listas de trabalho que permitem o envio das diferentes amostras para os



diferentes setores e laboratérios que fazem parceria e complementam as analises realizadas

no Laboratorio do Porto.

Fase analitica

Depois de selecionadas as amostras conformes, estas encaminhadas para a area de
processamento do laboratorio, que funciona com um circuito limpo de amostras,
mencionado anteriormente. Existem algumas particularidades no que diz respeito a
organizagao das bancadas de trabalho dos diferentes setores, nomeadamente a subsecgao de
urinas. Esta subsecgao abrange diferentes areas e permite a separagao de todos os pedidos
de andlises que podem ser realizados em amostra de urina, quer ocasional, quer de tempo

determinado.

Os setores principais sao: bioquimica, imunologia, hematologia e microbiologia.
Todos eles serao abordados a seguir, e de forma mais aprofundada o setor da bioquimica e

hematologia.

Bioquimica

A seccao de bioquimica € a que tem maior volume de amostras didrio, e todas as
analises bioquimicas sao feitas nesta area, a excecao da andlise de urina, que é feita numa
subseccao dedicada a preparagao das urinas para as restantes secgoes. A determinagao da
hemoglobina glicada também é realizada na secgao da hematologia, por uma questao de
comodidade, uma vez que esta analise é feita em sangue total de EDTA, ao contrario das

restantes, que sao realizadas em soro.

A amostra mais utilizada é o soro, que é obtido por centrifugacao a 3100 rpm,
durante 10’, utilizando um tubo com gel separador, com ativadores da coagulagao. Quando a
amostra chega a esta secgao e, consoante os pedidos de determinagdes, esta é colocada nos
diferentes equipamentos, referenciados anteriormente, e consoante o grau de prioridade, é
definida a ordem de entrada no equipamento principal — Atellica solution V. Quando os
estudos sao abertos como imediatos, as amostras sao colocadas em racks de urgéncia, lidas
pelo equipamento, e processadas da forma mais rapida possivel, ultrapassando as amostras
cujos estudos tém prioridade normal. Depois de fazer a leitura e processar as amostras,
funciona como uma pequena ‘“triagem” desta seccdao. Para isso, consoante os restantes
pedidos, as amostras sao colocadas em diferentes posi¢oes das racks de saida, que
correspondem ou aos restantes equipamentos: Liaison e Minicap ou aos estudos que ja se

encontram completos, cujas analises foram todas determinadas no proprio equipamento.
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As determinagoes analiticas feitas nesta area permitem o estudo de alteragoes tanto
nas vias metabdlicas como fungoes de determinados orgaos, através da determinagao de
marcadores especificos. As determinagoes analiticas permitem, muitas vezes, compreender
essas alteragoes e, juntamente com o clinico, chegar a um diagndstico e possivel tratamento

da patologia.

Metabolismo dos hidratos de carbono

A fonte dos glicidos/hidratos de carbono no organismo pode ser enddgena e/ou
exdgena. Estas moléculas sao utilizadas, maioritariamente, para a obtengao de energia sob a
forma de adenosina trifosfato (ATP), que é a maior fonte de energia utilizada no

funcionamento dos érgaos e organitos celulares.

No contexto laboratorial, a glicose pertence a classe das determinagoes mais pedidas,
uma vez que a sua homeostase é a chave para o metabolismo dos glicidos. A sua
determinagao pode ser feita de forma direta ou indireta. Os niveis de glicose sao regulados
pelas hormonas insulina e glucagina. Quando a glicose aumenta na corrente sanguinea
(momento poés-prandial), ha produgao de insulina pelo pancreas, o que ativa as vias
metabodlicas que utilizam glicose. Ao ser utilizada, a sua concentragao diminui na corrente
sanguinea, regressando aos niveis basais. Quando ha diminuicao da glicose, ha produgao de

glucagina, que vai levar a utilizagao de vias metabdlicas que resultam na sua sintese.

As alteragoes neste metabolismo, em diferentes individuos podem ter diferentes
causas e conduzir a situagoes distintas: niveis muito elevados de glicose (hiperglicémia) ou

niveis baixos (hipoglicémia).

Tabela 2 - Determinagdes analiticas para avaliagdo do metabolismo dos hidratos de carbono

Determinagao analitica Técnica utilizada Valores de referéncia

Hexoquinase-glicose-6-fosfato
Glicose 70-110 mg/dL
desidrogenase

Hemoglobina glicada Cromatografia de alta eficiéncia (HPLC) 4,3-6,1 %

Hexoquinase-glicose-6-fosfato
PTGO desidrogenase aos 0’, 30’ e 120’ apos
ingerir 75g de glicose




Determinacao da glicose

Ao determinar os niveis de glicose e com o auxilio das curvas de glicémia, é possivel
associar o mecanismo a diferentes situagoes. A hiperglicémia pode ser provocada por dois
mecanismos: nao produgao de insulina (diabetes tipo |) ou resisténcia a insulina (diabetes
tipo 2). A curva elevada ao longo do tempo pode também estar associada a outras doengas
que nao a diabetes, onde ha desregulacao hormonal, e que provoca alteragdes nas vias de
utilizagao da glicose, por exemplo na tirotoxicose, em que ha uma produgao excessiva das
hormonas da tiroide — T3 e T4, responsaveis pelo aumento do metabolismo da glicose.” Os
casos de hipoglicémia podem ocorrer quando ha produgao em excesso de insulina, por

exemplo.

Determinacao da hemoglobina glicada

Para fazer a diferenciagao do tipo de hiperglicémia (diabetes ou tirotoxicose, por
exemplo) faz-se a determinagao da hemoglobina glicada, que aparece aumentada no caso da
diabetes e quando os niveis de glicose estao aumentados durante grandes periodos. A sua
permanéncia no organismo € mais prolongada que a glicose, uma vez que esta se liga a
hemoglobina, o que permite uma avaliagao retrospetiva dos niveis de glicémia durante 3
meses. Esta determinagao permite o diagnostico da diabetes (Se HbAlc > 6,5%) ou a

monitorizagio destes pacientes.®

Prova de tolerancia oral a glicose (PTGO)

Quando nao ha um aumento dos niveis de glicose, e nao existe um alerta para estes
niveis, nao é possivel fazer o doseamento da glicose da forma convencional, uma vez que nao
ha reposta fisiologica que contraria os niveis elevados ou baixos de glicose. Nestes casos,
pode ser realizada a prova de tolerancia a glicose para o diagndstico da diabetes. O
diagnostico pode ser feito se forem obtidos valores superiores a: 125 mg/dL aos 30’ou 200
mg/dL apés 60’ Esta prova permite tirar conclusdes sobre a reposta do utente a

concentragoes elevadas de glicémia ao longo do tempo.

Metabolismo lipidos

A avaliagao do metabolismo lipidico também pertence a categoria de analises mais
pedidas no setor da bioquimica. As alteragoes neste metabolismo podem ser avaliadas
recorrendo a marcadores de risco de doenca cardiovascular que, ao serem detetados
precocemente, permitem uma intervengao atempada e uma consequente diminuigao da taxa

de mortalidade por doengas cardiovasculares.*
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Os elementos desta classe de moléculas tém diferentes fungdes no organismo, tais
como: precursores hormonais, fungao estrutural e como fonte de energia. Por serem

insollveis nos fluidos bioldgicos, estes sio transportados por moléculas — lipoproteinas.*'

As lipoproteinas sao separadas e classificadas tendo em conta a sua densidade,
mobilidade eletroforética, tamanho, quantidade relativa de moléculas, tais como colesterol,
triglicerideos e proteinas expressas a superficie (apoproteinas). Dividem-se em cinco classes:
quilomicron, very-low-density lipoproteins (VLDL), intermediate-density lipoproteins (IDL), low-
density lipoproteins (LDL), high density lipoproteins (HDL).*

As alteragoes no seu metabolismo sao denominadas dislipidemias, e podem dever-se
a alteragdes funcionais em qualquer fase do metabolismo lipidico.”” As dislipidemias estio
associadas ao risco de doenga cardiovascular aterosclerotica, traduzindo-se por um aumento
dos niveis de LDL, colesterol, triglicerideos e lipoproteina a (Lp(a)), assim como pela
diminuigao dos niveis de HDL. Os fatores secundarios, como a diabetes tipo |l, pancreatite e

hepatoesteatose também podem estar associados a estas alteragdes metabdlicas.”

No contexto laboratorial, é possivel observar o aspeto macroscopico dos soros.
Quando este é turvo, podemos inferir que tem uma quantidade de quilomicron superior a
considerada normal. Isto acontece porque estas moléculas sio consideradas grandes, e

dispersam a luz, dando um aspeto “lipémico” ao soro.

Tabela 3 - Determinagdes analiticas utilizadas na avaliagdo do metabolismo lipidico

Determinagao analitica Técnica utilizada Valores de referéncia

Método enzimatico (conversao colesterol
Colesterol total <200 mg/dL
oxidase-esterase)

Colesterol HDL Método enzimatico colorimétrico direto 30-70 mg/dL

Colesterol LDL Método enzimatico colorimétrico direto < 160 mg/dL

Método enzimatico (glicerol fosfato
Triglicerideos 35-160 mg/dL
oxidase/peroxidase)

Determinacao de colesterol total
O colesterol faz parte de uma classe de moléculas denominadas esteroides.
Desempenha diversas fungdes no organismo tais como a regulagao de vias metabdlicas,

precursor de hormonas esteroides e vitaminas e producao de acidos biliares. O colesterol
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total € uma soma de todos os tipos de colesterol que podemos ter presentes no nosso
. 44 . . . ;o T
organismo.”™ Desta forma, e para diferenciar os tipos de colesterol, é imprescindivel a
realizagao de um perfil lipidico, que inclui a determinagao do colesterol total, HDL, LDL e
triglicerideos. Para estas determinagoes analiticas € necessario jejum de |2h, para que a dieta

do utente nio influencie os seus valores.***

Determinacao de colesterol LDL
As lipoproteinas LDL provém da remogao progressiva de triglicerideos a partir das
VLDL. Posteriormente, a partir da lipoproteina-lipase, sao convertidas em IDL e depois em

LDL, mas também podem ser sintetizadas diretamente pelos hepatocitos.*

As LDL conseguem entrar no endotélio das artérias, podendo sofrer oxidagao pelos
radicais livres presentes, promovendo inflamagao e dano na parede das artérias. Quando isto
acontece, os macrofagos atuam, para fagocitar as lipoproteinas LDL, e ha estimulagao da

, 46 3T .1s . . .
aterogénese. ©© Como o endotélio se encontra fragilizado, permite que se depositem ainda
mais lipidos, formando uma placa aterosclerdtica que, em casos mais graves, pode levar a

enfarte agudo do miocardio, se esta placa obstruir a artéria coronaria.”'

Assim, a determinagao do colesterol associado as lipoproteinas LDL torna-se mais
relevante do que a determinagao do colesterol total, uma vez que, por si s6, estas moléculas
. . . 47 T A L.
constituem um fator de risco para a doenga cardiovascular®™ Sendo um objetivo terapéutico
a manutencao dos niveis LDL abaixo de determinados valores, consoante o risco de doenca

cardiovascular seja baixo, moderado ou alto.*

Determinacio de colesterol HDL

A determinagao dos niveis de colesterol HDL é de extrema importancia, uma vez
que estas moléculas estiao associadas a efeito protetor cardiovascular. Estas macromoléculas
fazem o transporte reverso do colesterol, prevenindo a oxidagio das LDL, tém também
acio anti-inflamatoria, assim como efeitos anti tromboéticos* Quando ha uma diminuicio dos
seus niveis, este indicador é também considerado um marcador de risco de doenca

aterosclerotica.”

Determinacao dos triglicerideos
Os triglicerideos sao constituidos por 3 acidos gordos ligados a uma molécula de
glicerol, e sao transportados no core das lipoproteinas. Encontram-se em maior quantidade

nos quilomicron e nas VLDL.
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Sao determinados em contexto laboratorial, em conjunto com o restante perfil
lipidico, para avaliar o risco de aterosclerose. Quando em valores superiores a 1000 mg/dL

também podem ser considerados fatores de risco para a pancreatite aguda.*

Embora nao possam ser descritos como fator de risco de doenga cardiovascular,
podem agravar a doenga se ja houver niveis elevados de LDL e/ou nivel baixos de HDL,

podendo, assim, ser chamados de marcadores de risco de doenga cardiovascular.®!

Metabolismo proteinas

As proteinas sio macromoléculas constituidas por cadeias longas de aminoacidos
ligados entre si, por ligagoes peptidicas. Tém diversas fungdes no organismo, desde
moléculas transportadoras, recetores, moléculas antigénicas, hormonas e catalisadoras de
reagoes. Desempenham, também, um papel fundamental estruturalmente, na manutengao da

pressio coloide osmética, e podem ser uma importante fonte nutricional no organismo.*!

Tabela 4 - Determinagdes analiticas para avaliagdo do metabolismo das proteinas

Determinacao analitica Técnica utilizada Valores de referéncia

Proteinas totais Reacao de biureto a ponto final 6,0-7,8 g/dL

Método de fixagao - purpura de
Albumina 3,5-5,5 g/dL
bromocresol

Proteina C reativa Imunoturbidimetria reforcada com latex < 10 mg/dL

Determinacao das proteinas totais

As proteinas plasmaticas totais incluem a albumina, que constitui 54% das proteinas e
pelas globulinas, que completam as restantes proteinas plasmaticas. A quantidade total de
proteinas pode ser influenciada pelo estado nutricional e fisioldgico do individuo. Como o
valor total nao da indicagao sobre as alteragoes na sintese, distribuicao e eliminagao, por se

manter constante, é necessaria a avaliacio dos valores da albumina.*

Eletroforese das proteinas séricas
A realizagao do proteinograma, através da eletroforese das proteinas séricas, permite
a sua diferenciacao e fracionamento, dando informagio sobre gamapatias monoclonais e

policlonais.*

O perfil eletroforético das proteinas séricas (Anexo 2) é feito utilizando dois

capilares de silica e permite a identificagdo das proteinas plasmaticas — albumina e globulinas.
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As globulinas sao divididas em: proteinas transportadoras, enzimas, complemento e

imunoglobulinas.”

Consoante o desenho da curva obtida através da mobilidade eletroforética, podemos
ter informagao sobre diferentes patologias, que provocam alteragao no desenho da curva,
como ¢ o caso do mieloma multiplo, doengas inflamatorias, doengas autoimunes, infecao e

perda proteica.*

Determinacao da albumina

A albumina é a proteina que se encontra em maior concentragao no plasma. Como é
considerada uma proteina pequena, é encontrada nos diferentes fluidos bioldgicos. E
sintetizada no figado, e a sua principal fungao é a manutengao da pressao osmotica nos
espagos intra e extravasculares. Tem também um papel importante no transporte diferentes

moléculas, como 4cidos gordos, fosfolipidos, hormonas e bilirrubina.*

Os valores da albumina podem estar diminuidos em situagoes como: ascite, edema,
insuficiéncia hepatica, inflamagao, sindrome nefrético ou queimaduras. Por sua vez, a

principal causa dos niveis aumentados de albumina é a desidratagio.*

Determinacao proteina C reativa

A proteina C reativa € uma proteina de fase aguda, produzida pelo figado, durante
uma resposta inflamatéria. *' Atua na resposta anti-inflamatéria nio especifica, ativando a via
do complemento, resultando, na maioria dos casos, em fagocitose do invasor. Os niveis

desta proteina estio aumentados quando existe uma resposta inflamatéria em curso.”

Nos casos em que o aumento € até 2000 vezes o valor normal, podemos estar na
presenga de enfarte agudo do miocardio, stress, infegao, trauma, situagdes pos cirurgicas e
neoplasias. Nos casos em que o aumento se aproxima de 1000 vezes o valor normal, a causa
pode ser de inflamagao aguda. Os seus valores também se podem correlacionar com a
extensao de lesao tecidular, nomeadamente queimaduras. Quanto maior a extensao, mais

altos os valores desta proteina.*

No entanto, € sempre necessario proceder a exames complementares de
diagnéstico, uma vez que os seus valores podem estar aumentados em diversas situagoes. °
O seu aumento da-se de 6 a 12h apds o inicio da resposta inflamatoria, e apresenta o seu

pico maximo as 48h.*'

Em situacoes de doenca cardiovascular, como esta associada a niveis basais de

inflamagao crénica, temos aumentos desta proteina, que se mantém constantes ao longo do
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tempo. Nestes casos, € importante a diferenciagao, utilizando o marcador da proteina C

reativa de alta sensibilidade (hs-CRP).*

Avaliacdo da funcdo hepatica

O hepatocito desempenha diferentes fungdes no organismo, nomeadamente no
metabolismo das principais moléculas — hidratos de carbono, lipidos e proteinas. Também
desempenha um papel fundamental na produgao e excregao de bilis, através do metabolismo

da bilirrubina, sintese proteica, destoxificagao de xenobidticos e catabolismo de porfirinas.

A avaliagao da fungao hepatica ajuda o clinico a chegar a possiveis diagndsticos das
diferentes hepatopatias, provocadas por alteragoes na capacidade de sintese e perturbagoes

na regulagao dos niveis de glicose no organismo.

Além da avaliagao da fungao, também se faz a avaliacdo da lesao hepatocelular, que
pode ocorrer em diversas situagoes. As lesoes hepaticas mais comuns sao a lesao citotoxica
(inclui hepatite toxica, necrose hepatocelular, cirrose e esteatose) e colestase, que pode ser
provocada por perturbagoes no metabolismo da bilirrubina, desregulagao na sintese proteica

e hemolise.”’

Tabela 5 - Determinagdes analiticas para avaliagao da fungio hepatica

Determinagao analitica Técnica utilizada Valores de referéncia
Alanina aminotranferase (ALT) 10-40 U/L
Aspartato aminotranferase (AST) Método colorimétrico 15-40 U/L
ultravioleta
Gama-glutamil-transpeptidase
8-78 U/L
(GGT)
Homem: 30-100 U/L
Fosfatase alcalina p-nitrofenilfosfato

Mulher: 45-115 U/L

Bilirrubina direta 0,1-1,0 mg/dL

Método de oxidagao quimica

Bilirrubina total (vanadato - agente oxidante) 0,0-0,3 mg/dL

Determinacao das transaminases: ALT e AST
As enzimas responsaveis pela transferéncia do grupo amina de aminoacidos para
cetoacidos sio chamadas de transaminases. No figado, as transaminases que tém maior

relevancia sao a alanina aminotransferase, que faz a transferéncia do grupo amina do acido
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glutdmico para o oxaloacetato e a aspartato aminotransferase que faz a transferéncia do

grupo amina do glutamato para o piruvato.”’

A determinagao destas duas enzimas tem particular relevancia na avaliagao da lesao
hepatocelular, uma vez que ha um aumento sérico das transaminases quando ocorre lesao
hepatocelular, aguda ou crénica. Tanto a AST como a ALT tém elevadas concentragoes no
figado, sendo a ALT mais especifica, funcionando como marcador da lesao hepatocelular. O
seu aumento é classificado em leve, moderado e acentuado, e consoante o valor, é possivel a

orientagio da investigagio em diferentes sentidos.”

Determinacao da fosfatase alcalina (ALP) e gama glutamil transferase (GGT)

A determinagao da fosfatase alcalina e gama glutamil transferase é importante, uma
vez que estas enzimas estao presentes nas vias biliares, e alteragoes nos seus valores dao
indicagao de lesGes nestas vias. A fosfatase alcalina esta associada as membranas e superficies
celulares, nomeadamente no hepatdcito, fazendo parte da membrana das células dos

canaliculos biliares.

Em circunstancias em que ha lesio nas vias biliares, que pode ser causada por
colestase ou acumulagao de acidos biliares, pode-se verificar um aumento da sua sintese e
atividade. Como niao é muito especifica, e tem atividlade em diferentes orgaos,
nomeadamente osteoblastos (células que formam tecido osseo), pode-se fazer uma
determinacao das isoenzimas da fosfatase alcalina ou a associacao entre a fosfatase alcalina e

a gama glutamil transferase, que € mais utilizado que a determinagao das isoenzimas.

A gamaglutamil transferase esta presente nos hepatocitos e € um marcador sensivel,
mas nao especifico da lesao hepatica. No casos de alcoolismo, esta pode esta aumentada até

|0 vezes, e 2-3 vezes mais aumentada em casos de esteatose hepatica.

Quando ha elevagao de ambas (GGT e ALP), podemos considerar que ha lesao das
vias biliares, que pode ser provocada por obstrugao das vias biliares, cirrose, uso de

farmacos, etc.”’

Determinacao da bilirrubina

A bilirrubina é uma molécula que resulta do catabolismo da hemoglobina. Quando
ocorre a sua biodegradagao, esta liberta o grupo heme que, apds algumas reagoes quimicas,
da origem a bilirrubina nao conjugada. Esta é transportada para o figado pela albumina.
Quando ¢ captada pelo hepatocito, esta € conjugada com o acido glucorénico, através da

glucuronil transferase. Assim que € conjugada, é excretada pela bilis.
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Em condi¢oes normais nao temos a presenga de bilirrubina conjugada na corrente

sanguinea, e se estiver aumentada, o figado ji perdeu 50% da sua capacidade excretora.’’

Quando a bilirrubina esta aumentada na corrente sanguinea (hiperbilirrubinémia) e
excede a capacidade de eliminagao do figado, provoca ictericia, que se manifesta clinicamente

pela coloragio amarelada da pele e mucosas.”

As situagoes de hiperbilirrubinémia, quando provocadas pela bilirrubina nao
conjugada podem-se dever ao aumento da produgao de bilirrubina, ou a diminuicao do
aporte de bilirrubina nao conjugada pelo figado. A hemolise pode estar na base destas
situagoes, assim como a sindrome de Gilbert, que consiste numa deficiéncia genética da
enzima glucuronil transferase, nao havendo conversao em bilirrubina conjugada. Também
pode acontecer, de forma menos frequente a reabsor¢ao de hematomas e uma eritropoiese

ineficaz, que leve ao aumento da bilirrubina nao conjugada.”

A hiperbilirrubinémia também pode ocorrer devido ao aumento da bilirrubina
conjugada, quando ha comprometimento da captacao hepatica, ou quando ha obstrugao dos

canaliculos biliares.

De forma a facilitar o diagnostico, € sempre necessario recorrer a outros

biomarcadores, e entender o papel destes no hepatocito.

Avaliacao da funcao pancreatica
O pancreas é um orgao que desempenha duas fungdes distintas — fungao endocrina e

exdcrina, funcionando como glandula mista.

O pancreas endodcrino, através dos llhéus de Langerhans, é responsavel pela produgao
de hormonas, nomeadamente glucagina e insulina, cujo papel é fundamental na homeostase
da glicose. O pancreas exdcrino, através das células acinares, que produzem suco
pancredtico, produz enzimas que participam ativamente na digestao, como é o caso da

amilase e da lipase.*

As perturbagdes mais comuns associadas a este 6rgao sao a pancreatite — aguda ou
crénica, que consiste na inflamacao do pancreas, que pode ser provocada pela ativagao das
enzimas pancreaticas, o que provoca a lesao do proéprio o6rgao. Dentro da pancreatite, a mais

comum é pancreatite aguda, que pode ser provocada por calculos biliares.

Para o diagnostico da pancreatite aguda é necessario fazer a determinagao

laboratorial da amilase e lipase.*'
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Determinaciao da amilase sérica
No laboratério é feita a determinagao analitica da amilase sérica, onde é utilizado o

método cinético enzimatico por inibi¢ao, cujos valores de referéncia sao 6,0-7,8 g/dL.

A amilase é a enzima que converte hidratos de carbono complexos, como o amido,

em hidratos de carbono mais simples, para que possam ser utilizados pelo organismo.**

A sua determinagao é feita em casos de pancreatite aguda, uma vez que esta enzima
sofre um aumento (de 4 a 8 vezes o valor normal) apés 2h — 12h do incidente, que provoca
libertagio desta enzima, e pode voltar ao seu valor basal 3 a 4 dias apds os sintomas.*' Além
das situagoes de pancreatite aguda, também pode ocorrer um aumento dos niveis da amilase
(hiperamilasémia) devido a alcoolismo, obstrugao biliar, nomeadamente devido a presenga

de calculos (coledocolitiase).>

Para fazer o despiste das diferentes causas, € sempre necessirio usar outros

biomarcadores e testes funcionais, que permitam diferenciar as diferentes situagoes.

Caso clinico |
Homem, 53 anos, com historial de alcoolismo. Soro apresentava aspeto ictérico. Os

parametros analiticos determinados encontram-se na tabela abaixo:

Tabela 6 - Determinagdes analiticas avaliados no caso clinico |

Determinacao analitica Resultado Valores de referéncia
Colesterol total 240 mg/dL <190 mg/dL
Aspartato aminotransferase 1499 U/L 15-37 U/L
Alanina aminotranferase 599 U/L 16-63 U/L
Gama-glutamil-transpeptidase 1174 U/L 15-85 U/L
Bilirrubina total 30.20 mg/dL 0.20-1.00 mg/dL
Bilirrubina direta 21.46 mg/dL 0.00-0.20 mg/dL
Amilase 108 U/L 25-115U/L

Estes parametros analiticos sao concordantes com o historial clinico apresentado —
alcoolismo croénico. Uma das consequéncias do alcoolismo € insuficiéncia hepatica, que se

caracteriza por alteragao nos valores das principais enzimas hepaticas, referidas na avaliagao
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da fungao hepatica. Neste caso, como os valores de bilirrubina total e direta estao muito
aumentados, pode-se concluir que o figado perdeu 50% da sua capacidade excretora. No
caso do aumento da GGT, superior a 10x é também concordante com o historial de

alcoolismo crénico.

O aspeto macroscopico do soro, que se apresentava ictérico (cor esverdeada) é

também importante, uma vez que apoia os valores obtidos referentes a bilirrubina.

Avaliacao da funcao renal

A avaliagao da fungdo renal faz-se através da avaliagio da producio de urina

(determinagao de propriedades fisico-quimicas da urina: densidade, cor, turvagao), equilibrio

acido base, em que também ha participagao da respiragao, equilibrio hidrico e secregao

hormonal e de vitaminas, produzidas no rim.*

Tabela 7 - Determinagdes analiticas para avaliacdo da fungio renal

Determinagao analitica Técnica utilizada Valores de referéncia
Urina tipo Il Nefelometria
Creatinina Reacao de Jaffé modificada 0,6-1,2 mg/dL
H: 75-115 mL/min/1,73 m2
Clearance creatinina Valor calculado
M: 85-125 mL/min/1,73 m?2
Ureia Método enzimatico (urease e glutamato
' 7-18 mg/dL
(Azoto ureico sérico) desidrogenase)
Microalbuminuria Turbidimetria com polietilenoglicol <30 mg/24h
Acido Urico Reacdo enzimatica com a uricase (Fossati) 3,0-8,2 mg/dL

Determinacdo da analise sumaria de urina (urina tipo Il)

A andlise sumaria de urina divide-se em trés determinagoes: fisica, quimica e
microscopica. A andlise fisica inclui a observagao da cor, odor e turvagao, é a determinagao
mais dependente do técnico, uma vez que os parametros sao mais subjetivos. A analise
quimica faz a determinacao da densidade, pH, proteina, bilirrubina, urobilinogénio,
eritrocitos, corpos cetonicos, nitritos e leucocitos. A analise microscopica permite a
visualizagao ao microscopio do sedimento urinario, o que permite a pesquisa de células

epiteliais, bactérias e leveduras, cristais, cilindros, leucocitos e eritrécitos.
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O conjunto dos trés parametros permite a avaliagao da fungao renal e de patologias
adjacentes, tais como diabetes mellitus, necrose tubular e pielonefrite. Esta determinagao é
considerada de screening, uma vez que permite uma distingao entre a patologia renal e outras

patologias, que podem ser sistémicas.”'

Determinacao da creatinina sérica

A creatinina é uma molécula que resulta do metabolismo do musculo esquelético,
sendo produzida em quantidades equivalentes a 20 mg/kg em adultos. O valor da creatinina
sérica pode ser influenciado por diferentes fatores, tais como a massa muscular, idade, etc.
Como ha pouca variagao na massa muscular, de dia para dia, podemos considerar que a sua
taxa de producio é quase constante. E por este motivo que a determinagio pode ser
utilizada para avaliagdo da fungao renal, uma vez que se trata de uma substincia enddgena,
com taxa de produgao constante e eliminagdo maioritariamente renal, por filtragao

glomerular ou secregao tubular.”

Quando estamos na presenga de problemas na eliminagao de moléculas, ou na
presenca de diminuigao da taxa de filtragao glomerular, devido a redugao do fluxo sanguineo,
ou diminuigao da pressao arterial, vai haver um aumento plasmatico de moléculas que sao
eliminadas maioritariamente pelo rim, tais como creatinina e ureia. Por este motivo, a
creatinina sérica € um importante biomarcador da taxa de filtragdo glomerular e, por

conseguinte, da fungdo renal.*’

Determinacio da clearance da creatinina

Apesar do surgimento de novos marcadores da fungao renal mais especificos e
sensiveis, tais como a cistatina C, a determinagao da creatinina continua a ser muito utilizada
no contexto clinico para a avaliagao da fungao renal. Como a concentragao plasmatica da
creatinina nao € muito sensivel, uma vez que varia com o peso, quantidade de massa
muscular, faz-se a determinagao da clearance da creatinina (mL/min), que tem em conta a

idade, massa corporal e concentragao da creatinina sérica.
Equacao | - Clearance da creatinina

o [creatinina urinaria] X débito urinario 1,73 m?
Clearance da creatinina = — — X =
[creatinina sérica] Area corporal

A determinagao da clearance da creatinina é mais sensivel do que a determinagao da
creatinina sérica e, por isso, € mais utilizada no contexto laboratorial e clinico para a

avaliacio da funcio renal.*’
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Determinacao ureia sérica

A ureia é o principal metabolito do metabolismo das proteinas e aminoacidos, através
da sintese enzimatica que resulta do ciclo da ureia/amoénia. A maioria da sua eliminagao é
feita pelo rim. Por isso, quando ha uma disfungao renal, ha uma acumulagao de ureia no
sangue. Atualmente, a determinagao da creatinina é mais utilizada na avaliagao da funcao
renal, uma vez que os valores da ureia sao fortemente influenciados por fatores externos,
tais como dieta rica em proteina, aumento do seu catabolismo, ou alteragoes na perfusao

renal.®’

Determinacao microalbumindria urinaria

A microalbuminuria define-se pela eliminagao de albumina entre 30 mg a 300 mg/dia
via renal. A determinagao desta molécula na urina é de extrema importancia, uma vez que se
trata do primeiro marcador para a nefropatia diabética.®’ Os pacientes com diabetes tém um
risco acrescido de sofrer lesao renal, provocado por diferentes fatores, tais como, niveis
elevados e prolongados de glicose no sangue, que se tornam toxicos para o nefronio,

hipertensao, diabetes prolongada, etc.®’

A determinagao deste parametro além da monitorizagao da diabetes, e da evolugao
da lesao renal, é util em utentes nao diabéticos, pois da informagoes relevantes acerca do

risco de doencas coronarias.®'

Determinacio acido urico sérico

O 4acido urico provém do catabolismo dos nucleétidos, tais como purina, adenosina e
guanidina. As purinas provenientes dos acidos nucleicos sio convertidas diretamente em
acido urico. As purinas que estao presentes no organismo podem ser provenientes da dieta,
ou enddgenas, por degradagao dos acidos nucleicos. A sua eliminagao é feita por via renal
(2/3), e esta dependente de quatro fases: filtragao, reabsorgao tubulo proximal, secregao e
reabsorcao tubulo distal, o que resulta na excregao, através da urina, de 6-12% da
quantidade de acido Urico filtrado. O intestino é responsavel pela eliminagao de |/3 do acido

arico.®

A avaliagao da sua concentragao pode auxiliar no diagnéstico de diferentes alteragoes
nomeadamente no seu metabolismo, tais como gota, disfungao renal, ingestao excessiva ou

deficiente de purinas ou outro tipo de patologias que alterem a sua concentragio.®
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Equilibrio hidroeletrolitico

O equilibrio hidroeletrolitico permite, dentro do contexto laboratorial, definir
desidratacao e ajudar no diagnostico de algumas patologias, que podem levar a desequilibrios
hidroeletroliticos. Para o seu calculo, é necessaria a determinagao dos ides potassio, sodio e
cloreto. Esta determinagao pode também ser chamada de ionograma, e é feita por

potenciometria indireta.

Os eletrolitos sao classificados em anides (ido com carga negativa) ou catides (ides
com carga positiva). Os eletrélitos mais importantes a nivel fisiolégico sio: Na*, K*, Ca*,
Mg“, CI, HCOy5, H,POy4, HPO,. Os principais eletrolitos, que se encontram em condigoes
fisiologicas como ides livres, e sao determinados de forma rotineira no contexto
laboratorial, sao: Na*, K*, CI' e HCO;. O Ca**, Mg*, em condigdes fisiologicas, encontram-

se ligados a proteinas, nomeadamente & albumina.®

Determinacao do sodio

O sodio é o catiao mais abundante no fluido extracelular, e é responsavel por
metade da pressao osmotica do plasma. O organismo necessita de |-2 mmol/dL de sodio, e
o restante sodio presente (essencialmente proveniente da dieta) é eliminado via renal, sendo

o rim o responsavel pela regulagio de sédio no organismo e, por sua vez, da 4gua.®

As alteragoes nas concentragoes de sodio, designam-se por hiponatremia, quando ha
diminuicao da sua concentragao (<135 mEq/L) e hipernatremia, quando ha aumento da sua
concentragao (>146 mEq/L). As situagoes de hiponatremia podem ser provocadas por efeito
de diluicao, quando ha hipervolémia, ou por diminuicao da sua excregao. Ja a hipernatremia
pode ser provocada por hipovolémia, ou por administragdo excessiva de sddio,

relativamente a quantidade de 4gua.**

Determinacao do potassio

O potassio é o catido mais abundante do espago intracelular, e a sua concentragao é
mantida pela bomba sodio/potassio ATPase, que necessita de energia oxidativa, e que faz o
seu transporte do potissio contra o gradiente de concentragio.®’ A sua absorcio di-se pela
via intestinal, sendo distribuido e absorvido em pequena quantidade pelas células e o
restante eliminado via renal. As alteragdes nos niveis de potassio sérico designam-se
hipocaliémia, quando as concentragdes no espago extracelular estao abaixo do normal (<3.5
mEqg/L), ou hipercaliémia, quando as concentragoes estao acima dos valores do intervalo de

referéncia (>5.0 mEq/L).*®
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A hipocaliémia pode ser causada por: ingestao diaria insuficiente, alteragao no
transporte para o espago intracelular ou eliminagao excessiva via renal ou gastrointestinal.
Pode provocar diferentes alteragoes, nomeadamente musculares, fungao renal e

gastrointestinal, provocando alcalose metabolica.

A hipercaliémia pode ser provocada por: ingestao excessiva, alteragao no transporte
para o espago intracelular, e deficiente eliminagdo via renal ou gastrointestinal. As
manifestagoes clinicas sio mais generalizadas, tais como fraqueza generalizada, sintomas
gastrointestinais, dores musculares e que podem ser mais graves, podendo ocorrer fibrilagao

ventricular ou assistole, que pode levar a morte.*

Determinacao do cloreto

O cloro € o aniao mais abundante no espago extracelular e, juntamente com o sodio,
faz a manutengao do equilibrio da agua, pressao osmotica e equilibrio entre aniao/catiao. A
sua absorgao da-se a nivel intestinal e é eliminado via renal. A sua determinagao permite

fazer o diagnéstico diferencial dos desequilibrios acido base.*

As perturbagdes na concentragao sérica do cloreto podem resultar no aumento da
sua concentragao sérica (hiperclorémia, se >105 mEq/L), devido a perda de agua sem
eletrolitos ou em estados hipermetabdlicos, o que resulta no excesso deste ido no
compartimento extracelular.®® A hiperclorémia também pode ocorrer devido a alcalose

metabdlica, devido a compensagio renal ao excretar HCO;.*°

A hipoclorémia (concentragao <95 mEq/L) pode acontecer quando ha diminuigao da
ingestao de cloreto de sodio, perda de fluidos gastrointestinais, uso de diuréticos ou quando
ha retencio de 4gua, aumentando a quantidade de 4gua no espaco extracelular. * A
hipoclorémia também pode ocorrer devido a acidose respiratoria, sendo acompanhada de

aumento do ido HCO; .

Biomarcadores do metabolismo do ferro

O ferro é fundamental para a sobrevivéncia do ser humano. Comegou por ser
estudado pela importancia que desempenha na sintese do grupo heme da hemoglobina.
Atualmente, é estudado pela importancia que o seu aporte e biodisponibilidade tém no
organismo, uma vez que, quando baixo, pode ser responsavel por diferentes doengas. Como
nao existe uma forma de excrecdo do ferro, o controlo dos seus niveis séricos é feito

essencialmente no passo da absor¢io.*’
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Tabela 8 - Determinagdes analiticas para avaliagio do metabolismo do ferro

Determinacao analitica Técnica utilizada Valores de referéncia

Ferro Método colorimétrico 50-170 g/dL

Capacidade total de ligacao

Teste Ferene 0,25-4,25 mg/dL
do ferro (TIBC)

H: 215-365 mg/dL

Transferrina Turbidimetria com polietilenoglicol
M: 250-380 mg/dL
H: 30-100 U/L
Ferritina Quimioluminescéncia
M: 45-115 U/L

Determinaciao do ferro
O ferro é responsavel pelo transporte de oxigénio no organismo, encontrando-se na

forma oxidada (Fe’*), por estar em contacto com o oxigénio.*®

Este elemento existe, na dieta, sob a forma de ferro heme e ferro nao-heme. O ferro
nao-heme é o maior componente ingerido na dieta (90%) e existe, essencialmente, em frutas
e vegetais. O ferro na forma nao-heme tem ainda de ser solubilizado, a pH acido no
estdbmago, de modo a poder ser absorvido no organismo, sob a forma de Fe*.*® O ferro
heme esta presente principalmente em carnes vermelhas, sob a forma de mioglobina e

hemoglobina, e apresenta maior biodisponibilidade que o ferro nio-heme.®

As alteragoes nos seus niveis séricos devem-se ou a sua deficiéncia ou sobrecarga no
organismo, e podem estar na origem de diferentes doengas, sendo as mais comuns: anemia
ferropénica (por deficiéncia de ferro) e hemocromatose (quando ha sobrecarga), onde ha

deposito de ferro nos tecidos.®

Determinacao da capacidade total de ligacao ferro
A capacidade total de ligacao de ferro (TIBC) da-nos informagao da quantidade total
de ferro que se pode ligar a transferrina, sendo uma medida indireta dos niveis de

transferrina livres no plasma e locais de ligagio disponivel para o ferro no plasma.*

Determinacio da transferrina
A transferrina é uma proteina de baixa massa molecular, responsavel pelo transporte

do ferro para o hepatécito e restante organismo. E formada pela ligacio da apotransferrina
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ao ferro livre (Fe**). Cada molécula de transferrina transporte dois atomos de ferro (Fe’),

tendo um tempo de meia-vida de 8 a 10 dias.

Os niveis de transferrina variam juntamente com os niveis de ferro. Quando ha
deficiéncia de ferro, temos valores altos de transferrina. O contrario também se verifica

quando ha sobrecarga de ferro, e temos niveis baixos de transferrina.

Os valores mais elevados de transferrina podem dever-se a anemia por deficiéncia de
ferro, ou na toma de contracetivos orais. Também podemos ter niveis baixos de ferritina
quando estamos na presenca de sindromes de perda proteica, nomeadamente sindrome
nefrotico, alteragoes genéticas, doenga hepatica severa e em situagoes em que ha um estado
inflamatorio generalizado sendo considerada, por este motivo, proteina de fase aguda

negativo. Os seus niveis de saturagao sao calculados da seguinte forma:

Equacdo 2 - Cilculo da saturagdo da transferrina

) __ Ferro sérico
TICB

Saturagdo transferrina (% x 100 *

Determinacio da ferritina

A determinagao da ferritina é o teste laboratorial mais pertinente quando se
pretende avaliar os niveis de armazenamento de ferro no organismo.”’ A ferritina é uma
proteina globular constituida por dois tipos de cadeias — L (leves) e H (pesadas) que, no seu
todo, totalizam 24 subunidades. No centro, tem capacidade de ligar até 4500 ices de ferro.
Esta molécula apesar de ser considerada uma proteina de fase aguda, normalmente
encontra-se em baixas concentragoes no plasma e normalmente acompanha os valores
séricos de ferro. No entanto, ha a sua libertacao em situacdes nao relacionadas com o ferro,
como é caso de doenca hepatocelular, alcoolismo, tumores, pelo que o seu valor isolado

pode nio ter significado clinico.®®

A determinagao da ferritina € muito util no diagnéstico diferencial dos diferentes
tipos de anemia, nomeadamente por deficiéncia de ferro uma vez que, ainda antes do valor
de hemoglobina descer, a sua sintese ja esta afetada. Neste caso, os valores séricos de
ferritina diminuem, uma vez que as reservas de ferro no organismo sio gastas.”* Quando os
valores estao abaixo de 12-15 pg/L, pode-se considerar que as reservas de ferro no

organismo estdo muito baixas.*®
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Avaliaciao da funcao muscular
A avaliagio da fungao muscular é de extrema importancia, especialmente quando
direcionado para a avaliagao da fungao cardiaca, uma vez que a doenca cardiaca isquémica

continua a ser das principais causas de morte em Portugal.®’

O sistema muscular é responsavel pelo movimento corporal, manutengao da postura,
respiragao, producao de calor corporal, comunicagao, constricio de érgaos e vasos e pelo
batimento cardiaco. O musculo além das diferentes propriedades, tais como contratilidade,
excitabilidade, extensibilidade e elasticidade, pode ser classificado em diferentes tipos —
musculo esquelético, musculo cardiaco e musculo liso.”” O musculo cardiaco est presente
no coragao, e possui determinadas caracteristicas que permitem a sua contragao ritmica e

involuntaria.®

Os biomarcadores utilizados para a avaliagao da fungao cardiaca podem ser divididos
em diferentes categorias, tais como: biomarcadores de necrose, onde se insere a creatina
quinase, biomarcadores de isquémia, biomarcadores de stress hemodindmico e marcadores

de prognéstico e de inflamagao.”

Tabela 9 - Determinages analiticas para avaliagdo da fungdo muscular

Homem: 25-90 U/L

Creatinina quinase (CK)
Método colorimétrico ultravioleta Mulher: 10-70 U/L

Lactato desidrogenase 45-90 U/L

Determinacao da creatinina quinase

A creatina quinase é uma enzima, que se encontra em diferentes tecidos, nos quais
tem diferente atividade. A creatina quinase divide-se em trés subtipos diferentes — creatina
quinase MM, MB e BB.® A isoenzima que tem maior atividade no musculo cardiaco é a
fragao creatina quinase MB. A sua determinagao pode ser utilizada para a detegao do enfarte
agudo do miocardio, uma vez que os valores séricos desta enzima aumentam 3 a 4h apds o

episodio de enfarte agudo do miocardio e podem retornar aos valores basais apés 36h.*!

Determinacao da lactato desidrogenase
A enzima lactato desidrogenase (LDH) estd presente no citoplasma de todas as
células do organismo, sob a forma de isoenzimas, que tém presengas relativas diferentes nas

diferentes células e tecidos. Como a sua concentragao nos tecidos € muito superior a
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concentragao plasmatica, quando esta esta presente em elevada quantidade, pode-se
considerar que ha lesao celular. Por isso, apesar de nao ser muito especifica, permite a
detecao de pequenas lesoes, e pode ser importante na detecao de diferentes patologias ou

condig¢des, como é o caso do enfarte agudo do miocardio.®

Metabolismo mineral 6sseo
O sistema musculo-esquelético é responsavel pela forma e estrutura do organismo,
pela protecao dos 6rgaos e pelo movimento. E constituido pelos ossos, articulagoes e

musculo esquelético.”'

O osso é constituido por uma fase mineral, cuja constituigdo principal é
hidroxiapatite e fase organica, que é constituida por colagénio, proteinas nao colagénicas,
lipidos e 4gua.”” Do ponto de vista celular, o osso esta em constante renovagao, tendo dois
tipos de células com atividades complementares, que permitem a remodelagao 6ssea, que €
necessaria para a reparagao e adaptagao da estrutura ossea ao meio e para a homeostase do
calcio plasmatico. Os osteoclastos fazem a reabsorg¢ao, sendo removidos do tecido osseo
pelos macroéfagos, que provoca a libertagao dos seus constituintes para a corrente sanguinea.

Por sua vez, os osteoblastos fazem a sintese do osso novo.®

Tabela 10 - DeterminagGes analiticas para avaliagio do metabolismo mineral ésseo

Determinagao analitica Técnica utilizada Valores de referéncia
Cilcio 8,4-10,2 mg/dL
Fosforo Método colorimétrico 3,0-4,5 mg/dL
Magnésio 1,5-2,0 mEq/L

Determinacio do calcio

O célcio € o ido inorganico mais abundante no organismo, e 90% esta armazenado
nos ossos. Por isso, é importante a sua determinagao no contexto da avaliagio do
metabolismo mineral ésseo. No organismo existe em 3 formas distintas: ionizado, livre
(50%) e ligado a proteinas (albumina) (40%) ou anides difusiveis (fosfato, bicarbonato, lactato
ou citrato) (10%). A ligagao do calcio a albumina depende do pH sanguineo, uma vez que o
ido calcio (Ca®") se liga a parte da molécula de albumina com carga negativa. Por isso, quando
ha um aumento do pH sanguineo, ha menos calcio livre na corrente sanguinea. O contrario

se verifica quando ha diminui¢io do pH sanguineo.*
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O calcio desempenha um papel importante em diferentes processos no organismo,
nomeadamente como mensageiro intracelular, ajudando no processo de contragao muscular,
na secregao hormonal, cascata de coagulagao, como co-fator, etc. O osso é responsavel por
parte da homeostase de cilcio, sendo responsavel pelo seu armazenamento, libertagao,
reabsorg¢ao, através do metabolismo mineral 6sseo. A regulacao da concentragao de calcio é

feita por hormonas — paratormona (PTH) e 1,25 hidroxivitamina D (forma ativa da vitamina

D).

Quando as concentragoes de calcio decrescem — em situagoes de hipocalcémia, a
glandula paratiroéide secreta paratormona e ha libertagao do cdlcio dos ossos para a corrente
sanguinea e também incita a reabsor¢ao de calcio no rim e intestino. Nas situagoes de
hipocalcémia, pode ocorrer tetania muscular. Estas situagoes podem ser provocadas por
alteragées na glandula paratiroide (hipoparatiroidismo), deficiéncia de vitamina D,

malabsorgao gastrointestinal, falha renal cronica ou deficiéncia de magnésio.

A hipercalcémia, que consiste no aumento da concentragao de calcio, € mais comum
na pratica clinica, e pode ser assintomatica. Em situagoes mais leves pode provocar fadiga,
mal-estar e fraqueza.”” Quando o organismo esta exposto a grandes concentragdes de calcio,
em situagoes mais graves, e por longos periodos, ha deposicao de sais de calcio insoluveis
nos tecidos e ha produgao de calculos renais. Pode ser provocado por cancro,
hiperparatiroidismo, concentragoes elevadas de vitamina D, doenga renal cronica e doenga

de Paget.*

Determinacio do fosfato

A maioria do fosforo presente no organismo encontra-se nos sais insoluveis de calcio
presentes nos 0ssos, O restante esta presente nos tecidos sob a forma de ésteres de fosfato.
O fosfato organico esta presente nos acidos nucleicos, fosfolipidos, fosfoproteinas e em
moléculas como ATP. Como o fosforo estd presente na maioria dos alimentos, a sua

suplementagao nao é dificil, tal como a sua excrecao pelos rins, quando em excesso.

Uma vez que o cilcio e fosfato estao ligados no osso como fosfato de calcio, as
hormonas que regulam o célcio, também tém influéncia na concentracao de fosfato. Quando
ha estimulagao para a reabsorgao de calcio, ha estimulo pela PTH para excregao de fosfato.
Por isso, quando ha aumento da concentragao de cilcio, vai haver uma diminuicao de

fosfato."!
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Quando ha diminuicado de fosfato na corrente sanguinea, da-se o nome de
hipofosfatémia. A hipofosfatémia que pode ser provocada por diminuicao da absor¢ao do
fosfato pelos rins ou intestino, que pode ser devido a doencas renais, hiperparatiroidismo,
etc. Esta condicao pode provocar disturbios neuromusculares, anemia hemolitica e outras

alteraces nas células sanguineas.*

Em situagoes em que ha o aumento da concentragcao de fosfato na corrente
sanguinea, da-se o nome de hiperfosfatémia, e pode ser causada por hipocalcémia,
metastases osseas, hipotiroidismo, falha renal ou intoxicagao por vitamina D. Normalmente,
as criancas e adolescentes tém valores mais elevados do iao fosfato, devido aos niveis

elevados da hormona de crescimento.

Determinacao magnésio

O catiao magnésio encontra-se no organismo, na sua maioria presente no 0sso,
complexado com o calcio e fosfato. A sua concentragao € mais alta no espago intracelular e
existe, essencialmente, sob a forma ionizada (70%), e o restante esta ligado a albumina (30%).
No organismo desempenha diferentes fungoes, nomeadamente como cofator de inumeras

reacdes enzimaticas.*'

Este catido é absorvido a nivel intestinal, e eliminado a nivel renal. Assim, o rim ¢
responsavel pela manutenc¢ao do seu balango no organismo. Quando ha diminui¢ao do nivel
sérico de magnésio, o rim absorve o magnésio disponivel, se o seu nivel sérico estiver

aumentado, o rim excreta mais magnésio, retendo potassio e excretando sédio.*!

A diminuicao dos niveis séricos de magnésio, denominada hipomagnesémia, pode ser
provocada por vomitos, diarreia, uma vez que nestes casos ha uma maior excregao de
magnésio. Também pode ocorrer devido a terapéutica com diuréticos, em situagoes de
alcoolismo, diabetes mellitus ou doenga renal. Os niveis baixos normalmente resultam de
terapéutica ou doenga associada. Esta condicao pode provocar tetania, tal como quando na
presenca de niveis baixos de calcio. Em situagoes mais graves, pode provocar taquicardia e

fibrilagao, quando nio é feito um tratamento adequado.*

A hipermagnesémia ocorre quando os niveis séricos de magnésio estao acima dos
valores de referéncia. Pode ser provocada por ingestio de sais de magnésio, usados no
tratamento de obstipacao, quando existe doenca renal, desidratagao severa ou deficiéncia de
aldosterona. Esta condicao manifesta-se muscularmente, com paralisia dos musculos,

desaparecimento de reflexos tendinosos e, em situagoes mais graves, pode levar a paragem
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respiratéria, quando ha paragem do miocardio. Devido a aumento dos niveis de magnésio,
ha diminuicao dos niveis de paratormona e, por consequéncia, diminuicio dos niveis de

calcio.*

Controlo de qualidade

De modo a garantir a precisao e exatidao dos resultados obtidos, sao utilizados dois
tipos de controlo — interno e externo. Nesta secgao, o controlo interno é feito diariamente,
sendo utilizadas amostras com concentragoes conhecidas, cujas determinagoes resultam
num grafico Levey Jennigs, que vai ser avaliada pelo responsavel da secgao. Sao utilizados trés
niveis de controlo: baixo, médio e alto. As determinagoes dos diferentes niveis sao

alternadas e estao calendarizadas, de forma a ser mais facil este controlo.

Quando os valores obtidos se encontram fora dos limites padronizados previamente,
¢é efetuado um ajuste, designado calibragao. Este ajuste também é feito quando um novo lote
de reagentes € colocado a uso, ou quando o calibrador a uso expira o prazo de validade.

Desta forma, é possivel garantir a rastreabilidade e fiabilidade dos resultados obtidos.

Além do controlo de qualidade, sao feitas manutengoes diarias, semanais, quinzenais
e mensais, em todos os equipamentos utilizados nesta seccao cuja complexidade varia
consoante a regularidade com que é feita (a limpeza mensal é a mais completa). Isto inclui a

mudanca de reagentes, dos residuos (solidos e liquidos), por exemplo.

Equipamentos utilizados

Atellica solution V

O equipamento Attelica solution V € um equipamento automatizado com dois médulos
distintos: quimica e imunologia. Faz a maioria das determinagoes analiticas pedidas nesta
area, através de diferentes metodologias, tais como ensaio fotométrico (ensaios cinéticos,
enzimaticos), imunoturbidimetria, potenciometria (ISE) e quimioluminescéncia. Este faz o
transporte magnético e bidirecional das amostras, depositando-as na rack de saida, apos

terem percorrido o circuito de amostras.”

Sebia MINICAP

O Sebia MINICAP é um equipamento totalmente automatizado que permite uma
separacao precisa das diferentes proteinas plasmaticas, utilizando a eletroforese por
capilaridade. Permite duas migragoes em simultaneo, contando com uma capacidade total de

28 amostras, podendo ser em ciclo continuo. O equipamento tem uma zona de consumiveis,
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com as solugoes de lavagem, agua e despejos (solidos e liquidos) e uma zona de amostras,

que inclui controlo e respetivas amostras.”*

Aution max™ AX-4030

O AUTION MAX™ AX-4030 é um equipamento totalmente automatizado, que
permite a andlise sumaria de urina, por nefelometria, utilizando tiras-teste Uriflet S e analise
do sedimento urindrio, utilizado para o exame microbiologico de urina. Estas tiras
determinam os valores semiquantitativos de glicose, proteinas, bilirrubina, urobilinogénio,
pH, sangue, cetonas, nitritos e leucocitos. Da também a cor, densidade e turvagio da

amostra’>’

Premier Hb9210 Resolution

Este equipamento utiliza cromatografia liquida de alta pressao (HPLC), e esta
integrado na sec¢ao da hematologia. Este equipamento faz a quantificagao da hemoglobina
A2, hemoglobina F e variantes da hemoglobina mais comuns ou raras. E especialmente
utilizado na detegao da hemoglobina glicada, especialmente relevante do diagnostico da

diabetes.”’

Hematologia

A secgao de hematologia € a secgao do laboratério que contabiliza mais pedidos de

determinagoes analiticas, sendo a principal o hemograma (com ou sem plaquetas).

Nesta area a organizagao de trabalho e bancada baseia-se em listas de trabalho.
Como em quase todos os estudos analiticos é pedida a determinagao do hemograma, todos
os tubos que entram nesta secgao entram no equipamento que faz esta determinagao —
Sysmex XE 2100. Depois, consoante as analises pedidas, que fazem parte da lista de trabalho
(que inclui a velocidade de sedimentagao e hemoglobina glicada), sao encaminhados para os
restantes equipamentos. No caso da velocidade de sedimentagao, esta é feita no

equipamento VesMatic Cube 200.

No fim do dia, s3o selecionados os estudos analiticos que necessitam de lamina para
observagao do esfregaco de sangue periférico, e os que tém pedidos de determinagao de
grupo sanguineo e teste de Coombs. Os esfregacos sanguineos sao feitos apenas para os
estudos que apresentem parametros com valores alterados no hemograma cujo grafico de
dispersao apresente valores discrepantes dos referenciados sao realizadas, utilizando a

coloracao de Wright e sao observados diariamente pelo médico patologista. Relativamente a
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determinagao de grupo sanguineo e teste de Coombs, estes sao realizados numa subsecgao,

que realiza estas determinagdes manualmente, e por lista diaria de trabalho.

Nesta seccao também ha a determinagao das provas da coagulagao e hemostase, no
equipamento BCS-XP System, no qual se realiza a determinagao do tempo de protrombina,
fibrinogénio e tempo de tromboplastina parcial ativada. Além da determinagao dos fatores
de coagulagio, ha também o controlo de pacientes sujeitos a terapéuticas com
anticoagulantes, que necessitam de um controlo mais rigoroso, e controlo da janela
terapéutica. Quando necessario, ha ajustes nas doses, e existe o contacto entre paciente e o

analista, consoante os valores obtidos nas determinagoes analiticas.

Formacao das células sanguineas

A determinagao de células sanguineas e elementos do sangue permite verificar as
principais alteragoes nos diferentes elementos, e prever as patologias que possam advir
dessas alteragoes. Os elementos do sangue incluem as células sanguineas e o plasma. As
células sanguineas — eritrocitos, leucocitos e plaquetas podem sofrer alteragoes quantitativas
e qualitativas. O plasma faz o transporte das células e outros componentes necessarios ao

organismo.

Os eritrocitos sao as células sanguineas mais numerosas, responsaveis pelo
transporte do oxigénio dos pulmoes para os tecidos e diéxido de carbono no sentido
inverso. Estas células tém uma vida média de 120 dias.”® Os leucécitos sio constituidos por
quatro tipos de fagocitos: neutrodfilos, eosindfilos, basofilos e mondcitos — que tém
diferentes fungoes, nomeadamente a protegao contra infe¢oes bacterianas e fungicas e
linfocitos — células B, envolvidas na produgao de anticorpos e células T, envolvidas na
resposta imune e protegao contra infegoes. O tempo de vida média destas células é variavel.
As plaquetas, por sua vez, participam na coagulagao e tém como fungao a hemostasia. O seu

tempo de vida média é de 10 dias.”

Todas as células sanguineas sao formadas por um processo designado hematopoiese
(Figura 1) que ocorre durante o desenvolvimento embrionario. Este processo esta dividido
em duas fases — primitiva e definitiva, que s3o ativadas em diferentes fases do

desenvolvimento.”’
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Chichester, West Sussex; UK: Wiley Blackwell).

A hematopoiese no adulto da-se, essencialmente, na medula 6ssea, podendo ser feita
noutros orgaos, nomeadamente figado e bago, designada hematopoiese extramedular. Este
processo inicia-se na célula tronco pluripotente, que tem capacidade de originar qualquer
célula pertencente as diferentes linhagens celulares, através de uma célula progenitora, com

o estimulo de fatores de crescimento, dando origem a célula madura final.

Todo este processo € possivel, na medula 6ssea, através da criagao de um ambiente
adequado, constituido por estroma e rede microvascular, espago esse que é essencial para a

sobrevivéncia, autorrenovagio e formagio de células progenitoras diferenciadas. "

As células progenitoras hematopoiéticas, denominadas células estaminais, podem
seguir duas linhagens celulares diferentes: mieldide e linfoide. Dentro da linhagem mieldide,
podem ser seguidas a linhagem eritréide, que resulta na producio de eritrécitos, regulada
pela eritropoietina; megacariocitica, que resulta na produgao de plaquetas, com regulagao da
trombopoietina; granulocitica, que pode originar a neutrofilos, eosindfilos e baséfilos e
monocitica, que da origem aos monocitos. A linhagem linféide, pela linfopoiese, resulta na
producao de linfocitos B e T, que sofrem o seu processo de maturagao na medula e no

timo.”®

As diferentes linhagens tém diferentes estadios, que podem ser observados num
esfregaco de medula éssea, que pode contemplar as diferentes células em diferentes fases de
cada linhagem. Ao contrario do esfregaco de sangue periférico que, em condi¢oes
consideradas normais, permite a visualizagao de células maduras. Caso seja possivel observar
células imaturas no esfregaco de sangue periférico, isto pode ter relevancia clinica e

laboratorial, pois pode ser indicador de patologia.
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Hemograma
O hemograma € o paramero analitico que faz a melhor avaliagao da hematopoiese no
organismo, permitindo a detecio de doencas do sistema hematopoiético. ** Este subdivide-se

em trés partes fundamentais: eritrograma, leucograma e trombocitograma.

Eritrograma

O eritrograma faz a contagem dos globulos vermelhos, determinagio da
concentragao de hemoglobina (Hb), hematocrito (Ht), volume corpuscular médio (VCM),
hemoglobina corpuscular média (HCM), concentragao da hemoglobina corpuscular média

(CHCM) e distribuicao dos eritrocitos (RDW).

Contagem de eritrocitos

A contagem de eritrocitos da-nos o numero de globulos vermelhos por unidade
volume de sangue total, sendo expressa em n° células por L ou pL de sangue. Os eritrocitos
tém um tempo de meia vida de 80 a 120 dias, e esta determinagao é um indicador da sua

produgao e do seu tempo de meia vida.

Quando ha um aumento do valor de eritrocitos, acima dos valores de referéncia, é
dado o nome de policitémia. Quando os valores se encontram abaixo dos referenciados,
podemos estar na presenca de anemia. No entanto, para a definicao de anemia é necessario
fazer a determinagdo de outros parametros, nomeadamente a concentracao da

hemoglobina.>*

Concentracao da hemoglobina
A hemoglobina é constituida por uma molécula heme — que contém ferro e porfirina,
e quatro cadeias de globina. No adulto, estas cadeias sao de dois tipos: duas cadeias alfa e

duas cadeias tipo beta.”

A determinagao da concentracao de hemoglobina permite, de forma indireta,
determinar a capacidade de transporte de oxigénio no organismo. Por outro lado, é através
da concentragao de hemoglobina que se é definida a anemia, quando as suas concentragoes
se encontram abaixo dos valores estipulados consoante o género, idade ou estilo de vida do
paciente.’*’® A concentragio da hemoglobina é expressa em g/dL, e pode ser influenciada

por habitos tabagicos, hemorragia intensa, anemia, etc.”

Hematocrito
O hematocrito € calculado com base na razio entre o volume ocupado pelos

eritrocitos e o volume de sangue total, expresso em percentagem. Este valor pode ser
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influenciado pelo tamanho das células, pelo que devera ser tido em consideragao quando for

interpretado o seu valor.

Também é necessario ter em consideragao o histérico do doente, uma vez que,
quando associado a grandes perdas sanguineas, o seu valor pode estar dentro do
considerado normal, uma vez que hd perda tanto de células como de plasma. A sua
determinagao é muito importante como auxilio no diagnostico diferencial de inimeras

patologias.**

Classificacido dos eritrocitos
Os eritrocitos transportam o oxigénio através das moléculas de hemoglobina. A
quantidade de oxigénio fornecida esta dependente da quantidade e fungao dos eritrocitos e

da sua concentragao em hemoglobina.

A classificacio dos eritrocitos é feita tendo em conta as constantes eritrocitarias:
volume corpuscular médio, hemoglobina corpuscular média e variagio do tamanho dos
globulos vermelhos (RDW). Esta classificagao permite determinar se o eritrocito contém a

concentragio adequada de hemoglobina ou se o seu tamanho é considerado normal.**

Volume corpuscular médio
O volume corpuscular médio determina o tamanho médio dos glébulos vermelhos,
sendo expresso em fentolitros (fL). Esta determinacao permite a diferenciacio dos

diferentes tipos de anemias.

A classificagao dada pelo volume corpuscular médio é: anemia microcitica — quando o
VCM ¢ inferior a 80 fL. Pode dever-se a deficiéncia na sintese da hemoglobina, deficiéncia de
ferro, talassémia ou anemia sideroblistica (deficiéncia na sintese do heme)®’; anemia
normocromica — quando o VCM esta dentro dos valores considerados normais (80 a 97 fL);
ou anemia macrocitica — quando o VCM é superior a 100 fL, e pode ter duas etiologias
diferentes: deficiéncia na membrana dos eritrocitos, quando ha doenga hepatica ou
hipotiroidismo ou deficiéncia na sintese de DNA, no caso da anemia megaloblastica ou
quimioterapia. Uma das maiores causas de anemia macrocitica é a presenga de reticulocitos,

cujo tamanho se aproxima dos 160 fL.

Hemoglobina corpuscular média
A hemoglobina corpuscular média da-nos informagao do conteido médio de

hemoglobina em cada globulo vermelho, e é expressa em picogramas (pg). Este valor pode
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ser util no diagndstico diferencial de anemias, mas preferencialmente devera ser utilizada a

concentragiao de hemoglobina corpuscular média.®'

Concentracdo de hemoglobina corpuscular média

A concentragao de hemoglobina corpuscular média da-nos indicagao da concentragao
média de hemoglobina presente em cada eritrocito, e € expressa em g/dL. Esta determinagao
permite classificar as anemias em: hipocrémicas, quando o valor de CHCM ¢ inferior a 32

g/dL, o que pode ocorrer em situagoes de deficiéncia de ferro ou talassémia;

normocromicas, se os valores da CHCM estiverem entre 32-36 g/dL ou hipercromicas, se
valor superior a 36 g/dL, o que nao ocorre normalmente. Quando os valores de CHCM se
encontram entre 36-38 g/dL, ha indicagao para estudo de esferdcitos. Também se podera
dever a presenca de aglutininas frias, o que podera ser resolvido com a incubagio da

amostra a 37 °C, durante |5 minutos.®'

Distribuicio do tamanho dos eritrocitos

O valor da distribuigao do tamanho dos eritrocitos da-nos informagao sobre o grau
de heterogeneidade, no que diz respeito ao tamanho dos glébulos vermelhos. E calculado a
partir do volume corpuscular médio e a contagem de eritrocitos, € expresso em
percentagem, e da-nos informagao do grau de anisocitose (condicao em que os eritrocitos

nao sio todos do mesmo tamanho).**

O aumento do valor de RDW ¢ indicativo desregulagao da homeostase do eritrocito,
implicando uma alteragao da eritropoiese, que pode ser resultante de perturbagoes
fisioldgicas, tais como stress oxidativo, inflamagao ou alteragio na funcio da eritropoietina. *
Este parametro permite fazer a distingao entre a anemia e talassémia. Tanto na anemia como
talassémia, o valor do volume corpuscular médio é baixo, mas no caso da anemia por

deficiéncia de ferro, esta tem um valor alto de RDW, ao contrario da talassémia, que

apresenta valores normais para RDW.*

No caso de VCM alto e RDW também alto, pode sugerir deficiéncia de folato e/ou

vitamina B12 ou mielodisplasia.®'

Contagem de reticulocitos
Os reticulécitos sao células imaturas, representando o Uultimo estadio antes da
maturagao dos eritrocitos. Normalmente, passam dois dias na medula 6ssea e um dia no

sangue periférico até atingirem a maturagao. Estas células ainda contém acidos ribonucleicos
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remanescentes e organelos, tais como mitocondria e ribossomas. A contagem de

reticulécitos é utilizada para avaliar a atividade eritropoética na medula 6ssea.”’

A contagem pode ser feita de forma percentual ou absoluta. Nos casos em que se
verifique anemia, a contagem de reticulocitos estara acima do considerado normal, devido

ao aumento da eritropoietina.”®

Leucograma

Os leucécitos podem ser classificados em fagocitos ou linfocitos. Os fagocitos fazem
parte do sistema imune inato, que tem uma agao rapida apos uma infegao. Os linfocitos
medeiam uma resposta imune adaptativa, que pode desenvolver células de memoria. Dentro
dos fagocitos, estes podem ser divididos em granulocitos e monocitos. Os granuldcitos

incluem os neutrofilos, eosinéfilos e basofilos.>

A fungao destas células é a protecao contra agentes externos, e possiveis lesoes. Ao
termos um valor reduzido de leucécitos, podemos designar de leucopenia. Quando os
valores estao aumentados, designa-se leucocitose. Como os diferentes tipos de leucocitos
tém diferentes fungoes no organismo, a sua contagem total é importante, mas é limitada,

uma vez que devem ser avaliados os diferentes tipos de leucocitos no sangue.

Contagem total de leucdcitos
A contagem total de leucocitos inclui todos os leucocitos mencionados
anteriormente (neutrdfilos, linfocitos, monocitos, basofilos, eosindfilos) e células imaturas ou

nao tipicas no sangue. E expressa em n° células/L ou n° células/pL.

A leucocitose e leucopenia podem ser observadas nas mais diversas situagoes,
incluindo as situagoes benignas e malignas. Por este motivo, é sempre necessario fazer
exame diferencial e morfolégico, de forma a conseguir determinar qual a linha celular desta

linhagem que est4 alterada.”

Formula leucocitaria
A férmula leucocitaria consiste na percentagem e numero absoluto de cada linhagem
leucocitaria, o que inclui neutrdfilos, linfocitos, mondcitos, eosindfilos e basofilos. E feita a

contagem absoluta (n° células/L ou n° células/pL) e relativa (%).

Trombocitograma
As plaquetas sao pedacos do citoplasma de megacariocitos, que sao formados na
medula. Circulam na corrente sanguinea durante 8 a 12 dias, sendo removidas pelo bago.

Estas células sao essenciais para a hemostase e coagulagdo. Quando ha lesao celular, sao
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responsaveis pela formacio de um tampio plaquetirio, que impede a hemorragia.®* A
contagem de plaquetas da informagoes importantes sobre a produgao plaquetaria, e permite

a monitorizagao de farmacos.

Os valores aumentados de plaquetas (superiores a 400000/uL) designam-se
trombocitose, e podem ser provocados por infe¢ao aguda, leucemia cronica, cirrose, entre
outros. Ja os valores diminuidos, designado trombocitopenia (inferiores a 150000/uL),

podem ser devidos a leucemia aguda, aplasia medular, esplenomegalia, entre outros.*

Esfregaco sanguineo

O esfregago de sangue periférico € um meio complementar no estudo de alteragoes
nas células sanguineas. E realizado obrigatoriamente, desde que os valores do hemograma
nao estejam concordantes, ou se for previamente solicitado pelo clinico. Na observagao do
esfregagco é possivel fazer a contagem e identificagcao de células e possiveis anormalidades na

forma, tamanho ou cor.

O procedimento para a preparagao do esfregaco consiste na colocagao de uma gota
de sangue colhido num tubo de EDTA, devidamente homogeneizado, a fim de forma uma
fina camada de sangue estendida sobre a lamina, para posterior coloragao e observagao ao
microscopio. A coloragao utilizada é a coloragao de Wright, que utiliza o corante de Wright,
que consiste numa mistura de corante acidico (eosina) e corante alcalino (azul de metileno)
que cora os componentes celulares e citoplasmaticos de todas as células, facilitando,
visualmente, a diferenciagao dos tipos celulares. Apds a preparagao da lamina, pode ser
observado o esfregaco ao microscépio, utilizando a objetiva de 40x, de forma a ser possivel
encontrar um campo adequado. A zona de visualizagao devera ser a meio do esfregago, para
que a densidade celular seja média, e seja possivel observar as células sem sobreposigoes.
Assim que seja encontrado esse campo, devera ser colocada a objetiva de 100x, na qual é
possivel fazer a contagem diferencial de leucocitos, plaquetas e observagao da morfologia das

células sanguineas.®'

Morfologia dos eritrécitos

Os eritrocitos, por serem discos biconcavos sem nucleo, quando corados com a
coloragao de Wright, apresentam uma coloragao rosada, devido a hemoglobina presente, que
se liga a eosina presente no corante. Além das alteragdes no seu tamanho, designada
anisocitose, que pode ser classificada como microcitica ou macrocitica, também podem

sofrer alteragoes na forma, com aparecimento de células com formas caracteristicas de
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determinadas patologias, tais como drepandcitos (células em forma de foice) e target cells

(células em alvo), caracteristicas da anemia falciforme.*

A cor dos eritrocitos também pode sofrer alteragao, nomeadamente a perda de cor,
sendo a concentragao de hemoglobina responsavel por esta alteragao, e de acordo com os

indices MCH e CHCM, pode ser classificada em hipocrémica ou normocrémica.*

Morfologia dos leucocitos
Os diferentes leucocitos apresentam coloragoes diferentes consoante o seu tipo, mas

mantém todos o nucleo azul-escuro, o que varia é a coloragao das diferentes granulagoes.

A alteracio na morfologia dos leucécitos é comum em muitas patologias.
Normalmente, por campo, é possivel observar até de 2-5 leucocitos. Quando se observa
mais do que 5 leucécitos por campo, suspeita-se de leucocitose, e a leucopenia é quando o

nimero de leucécitos por campo é inferior a 2.%*

A proporgao de células polimorfonucleares (PMN) no sangue periférico € de 40-75%
leucocitos, 20-45% nos linfocitos, 1-6% nos eosindfilos, 2-10% nos mondcitos e <1% nos

basofilos.

As principais alteragoes verificadas sao: neutrofilia verifica-se quando neutroéfilo tem
pelo menos 6 segmentos nucleares. Pode dever-se a resposta a infegoes bacterianas,
inflamagao aguda ou queimaduras. Da-se o nome de desvio a esquerda quando ha aumento
da proporgao de precursores de neutrdfilos. A linfocitose deve-se a diferentes tipos de
patologias, tais como doengca do tecido conjuntivo, tireotoxicose e insuficiéncia
adrenocortical. A eosinofilia pode ser observada em situagoes de alergia ou infecao por
parasitas. Quando existe eosinofilia acentuada, sugere-se sindrome hipereosinofilica ou
neoplasia, especialmente quando ha displasia celular associada (leucemia eosinofilica croénica).
A basofilia verifica-se em casos de hipersensibilidade e em casos de malignidade, como nos
linfomas e leucemia mieloide cronica. A monocitose € comum nas infegoes bacterianas
cronicas, como a tuberculose, doenga de Chron, neoplasias hematoldgicas (leucemia

mieloide crénica e aguda).*

Morfologia plaquetar
As alteragoes mais comuns na morfologia de plaquetas, observadas no esfregago
sanguineo sao os agregados plaquetares, que provocam uma falsa diminuicao do niimero de

plaquetas, ou a presenca de coagulo na amostra de sangue.’’ Também podem ser observadas
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plaquetas gigantes, que sao caracteristicas de doengas hereditarias ou devido a patologias

adquiridas, como é o caso da anemia megaloblastica.®*

Caso clinico 2

Homem, 73 anos. Sem historial clinico associado. Os parametros analiticos

determinados encontram-se na tabela abaixo:

Tabela |1 - Parimetros analiticos avaliados no caso clinico 2
Determinacao analitica Resultado Valores de referéncia
Hemoglobina 9.3 g/dL 13.0-17.0 g/dL
Eritrocitos 4.12 x10¢/uL 4.50-5.50 x106/uL
Hematocrito 31.2% 40.0-50.0 %
VCM 75.7 fL 80.0-97.0 flL
HCM 22.6 pg 27.0-32.0 pg
CHCM 29.8 g/dL 32.0-36.0 g/dL
RDW 19.5% 11.6-14.0 %
Leucacitos 3.6 x103/uL 4.0-10.0 x103/uL
Neutrofilos 62.5 x103/uL 40.0-80.0 x103/uL
Eosinofilos 2.5 x103/uL 1.00-6.00 x103/uL
Basofilos 0.0 x103/pL 0.00-2.00 x103/pL
Linfocitos 29.2 x103/uL 20.00-40.00 x103/pL
Mondcitos 5.8 x103/pL 2.00-10.00 x103/uL
Plaquetas 199 x103/pL 150-400 x103/uL

Este boletim analitico é concordante com caso de anemia microcitica (VCM < 80fL) e

hipocromica (CHCM < 32 g/dL). Apesar de nao ter presente no boletim analitico o valor

sérico de ferro, para o diagnostico diferencial da anemia, seria relevante a sua determinagao.

Os parametros analiticos determinados no hemograma com plaquetas sao
concordantes com a observagio do esfregago sanguineo, que apresenta anisocitose

eritrocitaria, concordante com os valores de RDW que, em casos de anemia por deficiéncia
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de ferro, esta aumentado. O esfregago também apresentava hipocromia, o que apoia os

valores de CHCM e, mais uma vez, suportam a hipotese de anemia por deficiéncia de ferro.

«
-

Figura 2 - Esfregago sanguineo concordante com boletim analitico.
(Warner MJ, Kamran MT. Iron Deficiency Anemia. [Updated 2021 Aug
I'1]. In: StatPearls [Internet]. Treasure Island (FL): StatPearls Publishing;

2022 Jan-)

Velocidade de sedimentaciao

Este teste baseia-se no principio da sedimentagao dos gldbulos vermelhos no plasma
de amostra de sangue de colhido em tubo de EDTA, durante um periodo especifico e €
expressa em milimetros/hora. A velocidade de sedimentagao ¢ influenciada por diferentes

fatores, incluindo alteragoes dos eritrocitos e proteinas plasmaticas.

A velocidade de sedimentagao é um teste pedido em contexto laboratorial para
detetar e monitorizar processos inflamatorios, tais como artrite reumatoide, infecao e
processos cancerigenos. Também pode ser utilizado no diagnéstico de artrite temporal e
polimialgia reumatica. No entanto, este teste nao é muito especifico para doengas
inflamatorias, e este parimetro esta muitas vezes aumentado noutras circunstancias, tais

como, mieloma plasmécitos, gravidez, anemia e com o envelhecimento.®

Hemostase

A hemostase define-se como o conjunto de eventos mecanicos e bioquimicos que
ocorrem desde a lesao de um vaso sanguineo até a sua reparagao. Os principais elementos
celulares necessarios para este processo siao as células endoteliais, fator tecidular
extravascular e plaquetas. Os elementos do plasma necessarios sao as proteinas fibrinoliticas

e da coagulagao e os seus inibidores.

Esta divide-se em duas fases: hemodstase primaria, em que ha vasoconstricio e a

chamada de plaquetas, que vao ser ativadas e vao aderir ao local da lesao, para a formagao

51



do trombo primario (nao estavel). Pode haver falhas nesta fase se houver alteragcoes dos
niveis de colagénio, trombocitopenia ou alteracoes em qualquer um dos elementos

necessarios neste processo e hemostase secundaria, em que o trombo primario é

transformado em fibrina, pela cascata de coagulagao, em que ha ativagao das proteinas da
coagulagao, nomeadamente enzimas proteoliticas, para a formagao do coagulo de fibrina.
Estas proteinas circulam sob a forma inativa (zimogénios), sendo ativadas no processo de
coagulagao, e formam complexos com outras proteinas para a formagao da trombina, que é
a enzima que converte o fibrinogénio no coagulo de fibrina localizado. O ultimo passo da
hemostase é a digestao gradual e remocao do coagulo, assim que haja a regeneragao do

tecido.

Apesar de haver elementos que sao caracteristicos de cada uma das fases da
hemostase, nomeadamente as plaquetas e células endoteliais ha a interagao continua de

todos estes elementos quer na fase primaria, quer na secundaria.®

Testes de coagulacdo sanguinea

Os testes de coagulagao permitem a avaliagdo de determinados parametros ou fases
da hemostase, nomeadamente defeitos na via intrinseca, extrinseca e comum da cascata de
coagulagao, indicadas na figura 4. No laboratorio os principais testes pedidos sao o tempo de
tromboplastina parcial ativados, tempo de protrombina e o fibrinogénio, como indicado na

figura 3.
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Figura 3 - Cascata da coagulagio simplificada (ADAMS, R.L.C. and BIRD, R.J. (2009), Review
article: Coagulation cascade and therapeutics update: Relevance to nephrology. Part |: Overview

of coagulation, thrombophilias and history of anticoagulants. Nephrology, 14:)
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Tempo de tromboplastina parcial ativado (aPTT)

O tempo de tromboplastina parcial ativado mede o tempo necessario a formagao da
fibrina, desde a via intrinseca. Esta determinagao permite a avaliagao da via intrinseca e via
comum da coagulagao. Permite a detegao de disturbios hemorragicos, devido a deficiéncia

dos fatores VII, IX, X, XII (via intrinseca), e Il (protrombina), V e X (via comum).®'

Esta determinacao é util como auxiliar de diagnostico de diferentes patologias,
nomeadamente as associadas a alteragoes genéticas, herdados ou adquiridos, nos ativadores

de coagulagio e na monitorizagdo da terapéutica com heparina.®'

Tempo de protrombina

O tempo de protrombina avalia a via extrinseca, sendo sensivel a alteragdes na via
intrinseca, nomeadamente fator VIl e fator |, V e X da via comum da coagulagao e ao
fibrinogénio. * Esta determinagao é muito utilizada no controlo da terapéutica com varfarina.
No entanto, e devido a sua sensibilidade ao reagente utilizado, varia consoante o fornecedor
e equipamento utilizados. E necessario, por isso, normalizar o resultado obtido, utilizando
uma medida internacional — INR (indice normalizado internacional), que permita comparar

os valores obtidos em todos os laboratérios.®'

Equacdo 3 - Determinagao do INR

International sensivity index (ISI)

INR = ( Tempo de protrombina paciente )
~ \Tempo de protrombina referéncia

Fibrinogénio

O fibrinogénio é uma macromolécula soluvel, conhecido como fator |, é o precursor
insolGvel da fibrina, pela agdo da trombina. Esta molécula também é necessaria para a
agregacao plaquetar, na fase primaria da heméstase. Os coagulos de fibrinogénio sao
dissolvidos pelo sistema fibrinolitico, através de reacdes enziméticas.* A determinacio do
fibrinogénio permite a avaliagio da hemostase de forma eficaz, e permite o diagnosticar
possiveis alteragdes, tais como coagulagao intravascular disseminada, fibrindlise primaria e

outras altera¢des.®'

Determinacao do grupo sanguineo

A determinagao do grupo sanguineo € uma determinagao analitica muito pedida e util
na pratica clinica, principalmente nas transfusdes sanguineas, quando necessario. Baseia-se na
determinagao do sistema ABO e Rh. O sistema ABO inclui quatro grupos diferentes, que se

baseiam nas glicoproteinas expressas a superficie dos eritrocitos: A, B, AB e 0. A sua
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determinagao é feita com base na presenga ou auséncia dos antigénios A e B, nos eritrocitos.
Na pratica, o principio da técnica baseia-se na reagao anticorpo (presente no na coluna) com

o antigénio (presente na membrana dos eritrocitos).”

A determinagao do sistema Rh ¢é feita tendo como base a presenga ou auséncia ao
antigénio D. Para esta determinagao é utilizado um anticorpo anti-D, que vai, ou nao reagir
com o antigénio presente nos eritrocitos. Quando ha essa reagao, é considerado Rh
positivo.”” Neste caso, é utilizado o sistema ORTHO BioVue®, que se baseia no principio de

aglutinagao, em coluna, com os anticorpos, para a determinagao do sistema ABO e Rh.

Teste de Coombs

O teste de Coombs também ¢é feito utilizando o sistema ORTHO BioVue®. Este teste
permite a detecdo de anticorpos presentes na superficie dos eritrécitos. E principalmente
util na investigagado de anemias hemoliticas, nomeadamente a do recém-nascido ou

autoimune.

A determinagao pode ser feita de forma direta, quando se determina a presenga de
anticorpos ligados aos eritrocitos na amostra do paciente.”* Pode ser feita de forma indireta,
quando se deteta anticorpos circulantes no sangue do paciente, que podem reagir contra

eritrocitos, por exemplo, em transfusdes sanguineas.>*

Controlo de qualidade

A semelhanca da seccio da bioquimica, sio feitos dois tipos de controlo: interno e
externo. Nesta seccao, o controlo interno é feito diariamente, ao inicio do dia, sendo
utilizadas amostras com concentragoes conhecidas. O controlo realizado tem trés niveis:
baixo, médio e alto. Os valores obtidos sao confirmados e verificados através de cartas de

controlo, que seguem as regras de Westgard.

Quando os valores obtidos se encontram fora dos limites padronizados previamente,
¢é efetuado um ajuste, designado calibragao. Este ajuste também é feito quando um novo lote

de reagentes é colocado a uso.

Além do controlo de qualidade, sao feitas manutengoes diarias, semanais, quinzenais

e mensais, em todos os equipamentos.
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Equipamentos utilizados

Sysmex XE2100
O equipamento Sysmex XE2100 faz a determinagao do hemograma com plaquetas,
de forma automatizada. Utiliza diferentes métodos, que permitem as diferentes

determinagoes, dentro do mesmo equipamento.

Este equipamento utiliza trés técnicas distintas: impedancia e foco hidrodinamico — a

contagem de plaquetas e eritrocitos € feita num canal, que faz a sua medicao com base na
alteracao da corrente elétrica. A alteragao gera um pulso elétrico proporcional ao volume
da célula. Este método também faz a determinagao do hematécrito; método

cianometahemoglobina, onde ha a lise dos eritrocitos, para que a hemoglobina seja libertada.

I3

o

O grupo heme da hemoglobina liga-se ao complexo laurilsulfato de sédio sem cianeto, e

[SP

posteriormente quantificado por fotometria, sendo a luz absorvida proporcional

concentragao de hemoglobina na amostra; e citometria de fluxo com fluorescéncia, em que

ha marcagao das células com marcador fluorescente, que faz a diferenciagao das diferentes
populacoes celulares. A leitura é feita por laser, cuja dispersao de luz é feita lateralmente e
frontalmente. A dispersao lateral permite verificar a complexidade celular e a dispersao

frontal permite verificar o tamanho celular e rugosidade da superficie.®®

Para os resultados que se encontrem fora dos valores de referéncia, é impressa uma
folha, de forma automatica que, normalmente, corresponde aos estudos em que é

necessario a realizagao do esfregago sanguineo.

Ves-Matic Cube 200

O equipamento Ves-Matic Cube 200 é um equipamento automatizado que faz a
velocidade de sedimentagao dos eritrécitos. Antes de ser colocado o tubo de EDTA na rack,
este € homogeneizado e, ja dentro do equipamento, fica em repouso, para que ocorra a
sedimentagao dos eritrocitos. A leitura da sedimentagao ¢é feita por sensores analdgicos, e a

velocidade de sedimentacio é calculada automaticamente e dada em mm/h.*’

Quando as amostras tém pouco volume, ou sao colhidas em tubos pediatricos, esta
determinagao ¢ feita pelo método manual, que segue o método de Westergren modificado.
Nesta metodologia é utilizada uma pipeta graduada, que é colocada na vertical, numa
superficie nivelada, utilizando um suporte especifico. Apos | hora, é medida a distancia que

os eritrocitos percorreram, ao depositarem, e o resultado é dado em milimetros por hora.
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BCS XP System

O equipamento BCS XP System permite executar os ensaios da formagao de coagulo,
utilizando ensaios fotométricos, cromogénicos (com diferentes comprimentos de onda —
405 nm ou 560 nm). Faz a determinagao de diferentes parametros que permitem a avaliagao
da hemostase, tais como tempo de protrombina, tempo de tromboplastina parcial ativada e

fibrinogénio.”

Imunologia
A area da imunologia baseia-se na determinagao de anticorpos ou antigénios
presentes no analito, incluindo autoanticorpos. Dentro desta sec¢ao, temos as analises

imunoquimicas e as de imunoserologia.

Consoante a determinagao analitica pedida, é utilizado um equipamento distinto,
nomeadamente o Atellica solution V através do moédulo de imunologia, que utiliza
quimioluminescéncia, o Ligison XL, que também utiliza quimioluminescéncia e o Immunocap

unicap, que utiliza ensaios fluoroenzimaticos, para determinagao de alergénios.

Na subsecgao de imunoserologia sao ainda realizados testes seroldgicos e de

screening, que incluem a pesquisa de anticorpos, antigénios e autoanticorpos (Anexo 4).

Microbiologia
Nesta seccao do laboratério sao feitas todas as andlises microbiolégicas e esta
funciona de forma isolada, por exigir um nivel de seguranca mais elevado, devido ao risco de

contaminagao de determinados agentes patogénicos.

O tipo de amostra e processamento varia consoante a analise pedida. As amostras
biolégicas incluem urina, expetoragoes, exsudados (purulentos, vaginais, uretrais, etc. —

colhidos com zaragatoas secas ou com meio de transporte) e fezes.

A anilise de rotina mais pedida é a determinagao de urina assética. As urinas sao
semeadas em meio de cultura CPS, indicada para a identificagao de agentes patogénicos
urinarios, depois de determinado o seu sedimento, no equipamento Aution Max AX-4030.
No dia seguinte, sao observadas as placas e, consoante o seu crescimento, sao repicadas as
colonias, em meio de isolamento ou seletivo, a fim de identificar o microrganismo
responsavel pela infecao. As restantes determinagoes analiticas desta area laboratorial,

seguem os mesmos passos, com diferentes alteragoes consoante o produto biologico.
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A identificagao dos microrganismos, e respetivo antibiograma, é feita nos
equipamentos automatizados Walkaway e Vitek 2. O equipamento Walkaway utiliza um
sistema fotométrico automatizado que faz a identificacao bacteriana e teste de sensibilidade
aos antibioticos, sendo utilizado na rotina, para dar resposta aos pedidos de anilise
bacterioldgica de urina. O Vitek 2 é um equipamento automatizado, que faz a identificagao
bacteriana e de suscetibilidade antimicrobiana através de um método fluorimétrico ou
colorimétrico, sendo utilizado em situagoes de urgéncia ou em casos em que seja necessario

fazer repeti¢coes de identificagao ou antibiograma, realizadas previamente no Walkaway.

Controlo de qualidade

No controlo de qualidade sao avaliados diferentes parametros para as diferentes
técnicas e areas do laboratorio. A exatidio e precisio dos métodos siao avaliadas
diariamente no controlo de qualidade interno. Cada setor do laboratério tem diariamente
um controlo, para todos os parametros que pretendem executar, sendo monitorizadas as

cartas de controlo pelos responsaveis de cada setor, seguindo as regras de Westgard.”'

O controlo de qualidade interno inclui a manutencao dos equipamentos e
determinagao dos diferentes niveis de controlos, para cada area, que sao definidos de
acordo com um mapa mensal que determina qual o nivel a determinar em cada dia. Deste
modo, os resultados obtidos poderao ser aceites e validados, garantindo a fiabilidade do

método utilizado.

Estes controlos tém um intervalo de valores conhecidos, que nos permitem contruir
uma curva e posterior carta de controlo. Se o valor se encontrar fora dos parametros
esperados, e fora do desvio considerado aceitavel (isto de acordo com as regras
estabelecidas pelo laboratorio) é necessario verificar qual origem da falha. Esta falha pode
ser provocada por falta de estabilidade, validade, preparagao do controlo com material ou

agua contaminados ou calibragao do equipamento expirada.

Os diferentes setores estao também sujeitos a uma avaliagao externa da qualidade,
normalmente mensal, em que os diferentes parametros sao determinados “as cegas”, para
depois poderem ser comparados com os diferentes laboratorios que utilizam o mesmo
método ou o mesmo equipamento. Consoante a area da andlise, estao inseridos em

diferentes programas de avaliagao externa da qualidade (AEQ).

No caso da seccao da bioquimica o controlo de qualidade externo é feito através de

um programa que permite a avaliagao inter-laboratorial (p.e. SEQC). Na hematologia, o
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controlo de qualidade externo é o UKNEQAS, que funciona como entidade externa, que faz
o envio de amostras de concentracao desconhecida a diferentes laboratorios. Este controlo
permite a avaliagao dos diferentes laboratorios, fazendo uma comparagao inter-laboratorial,
atribuindo um lugar no ranking dos laboratorios que participam nos programas de controlo

de qualidade externo.

O laboratério adota um sistema de Gestio da Qualidade de forma a melhorar o seu
desempenho e capacidades globais, para cumprir requisitos, numa perspetiva de melhoria

continua.

Fase pés-analitica

A fase pos analitica inclui a validagao biopatolégica pelo médico patologista, ou
especialista em andlises clinicas. Nesta fase os resultados obtidos em contexto laboratorial
sao assinados, € feito o seu processamento pelos servigos administrativos e o seu envio para

o utente, médico ou entidade de saude responsavel.
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Conclusao
A realizacao do estagio curricular e do presente relatorio permitiu a consolidagao de
conhecimentos, fundamentais para a compreensao dos conteudos abordados ao longo do

mestrado, nas diferentes areas laboratoriais.

A componente realizada no LACUC deu-me uma perspetiva muito proxima da
realidade que vivemos durante o confinamento imposto no inicio de janeiro 2021, o que foi

desafiante, mas ao mesmo tempo muito gratificante.

Uma vez que o LACUC tem apenas a area dedicada a detecao do SARS-CoV-2, foi
necessario integrar num outro laboratério, neste caso o CMLGS-Porto, onde me receberam
de bragos abertos. Por ter sido um ano atipico, esta componente do estagio foi encurtada,

de forma a conseguir passar por todas as valéncias em tempo util.

O periodo de estagio, e posterior periodo de escrita, permitiu um crescimento tanto
a nivel pessoal como profissional, tendo tido oportunidade de conhecer de perto e melhor o

funcionamento do laboratorio de analises clinicas.

Por fim, e a licdo mais importante que levo destes Ultimos anos — a resiliéncia é a

chave para o sucesso, a todos os niveis.

59






Bibliografia

National Center for Immunization and Respiratory Diseases (NCIRD) D of VD. SARS
| Basics Factsheet | CDC. Published 2020. Acedido Agosto 24, 202I.

https://www.cdc.gov/sars/about/fs-sars.html

Middle East respiratory syndrome coronavirus (MERS-CoV). Published online 2022.
Acedido Agosto 24, 2021. https://www.who.int/health-topics/middle-east-respiratory-

syndrome-coronavirus-mers#tab=tab_|

COVID Live - Coronavirus Statistics - Worldometer. Acedido Agosto 28, 2022.

https://www.worldometers.info/coronavirus/

Gorbalenya AE, Baker SC, Baric RS, et al. The species Severe acute respiratory
syndrome-related coronavirus: classifying 2019-nCoV and naming it SARS-CoV-2. Nat
Microbiol. 2020;5(4):536-544. doi:10.1038/s41564-020-0695-z.

Cucinotta D, Vanelli M. WHO declares COVID-19 a pandemic. Acta Biomed.
2020;91(1):157—160. doi:10.23750/abm.v91i1.9397.

Human  Coronavirus Types | CDC. Acedido Agosto 24, 2021I.

https://www.cdc.gov/coronavirus/types.html

HASOKSUZ M, KILIC S, SARAC F. Coronaviruses and SARS-COV-2. TURKISH | Med
Sci. 2020;50(SI-1):549-556. doi:10.3906/sag-2004-127.

Wang MY, Zhao R, Gao L), Gao XF, Wang DP, Cao JM. SARS-CoV-2: Structure,
Biology, and Structure-Based Therapeutics Development. Front Cell Infect Microbiol.

2020;10(November):1-17. doi:10.3389/fcimb.2020.587269.

Zhu N, Zhang D, Wang W, et al. A Novel Coronavirus from Patients with Pneumonia
in China, 2019. N Engl | Med. 2020;382(8):727-733. doi:10.1056/nejmoa2001017.

Wang LF, Shi Z, Zhang S, Field H, Daszak P, Eaton BT. Review of bats and SARS.
Emerg Infect Dis. 2006;12(12):1834—1840. doi:10.3201/eid1212.060401.

Harrison AG, Lin T, Wang P. Mechanisms of SARS-CoV-2 Transmission and
Pathogenesis. Trends Immunol. 2020;41(12):1100—1115. doi:10.1016/].it.2020.10.004.

Shang J, Wan Y, Luo C, et al. Cell entry mechanisms of SARS-CoV-2. Proc Natl Acad
Sci. 2020;117(21):11727-11734. doi:10.1073/pnas.2003138117.

Grigoryan L, Pulendran B. The immunology of SARS-CoV-2 infections and vaccines.

Semin Immunol. 2020;50(September):101422. doi:10.1016/j.smim.2020.101422.
6l



20.

21.

22.

23.

62

Plano Vacinagao COVIDI9 - Covid 19 estamos ON. Acedido Agosto 24, 2021.

https://covid | 9estamoson.gov.pt/plano-vacinacao-covid- 9/

DGS - Diregao-Geral da Saude. Campanha de Vacinagao contra a COVID-19 Vacina
SPIKEVAX®. Norma n° 001/2021 14/01/2021 atualizada a 03/11/2021. Published
online 2021:1-25. https://www.dgs.pt/normas-orientacoes-e-informacoes/normas-e-

circulares-normativas/norma-n-001202|-de-1401202 | -pdf.aspx

DGS - Diregao-Geral da Saude. Campanha de Vacinagao contra a COVID-19 Vacina
COMIRNATY®. Norma n° 021/2020 23/12/2020 atualizada a 10/10/202 1. Published
online 2021:1-19. https://www.dgs.pt/normas-orientacoes-e-informacoes/normas-e-

circulares-normativas/norma-n-0212020-de-23122020-pdf.aspx

DGS - Diregao-Geral da Saude. Campanha de Vacinagao contra a COVID-19 Vacina
VAXZEVRIA. Norma n° 003/2021 08/02/2021 atualizada a 17/06/2021. Published
online 2021:1-22. https://www.dgs.pt/normas-orientacoes-e-informacoes/normas-e-

circulares-normativas/norma-n-003202 | -de-0802202 | -pdf.aspx

DGS - Direcao-Geral da Saude. Campanha de Vacinagao contra a COVID-19 COVID-
19 Vaccine Janssen®. Norma n° 004/2021 30/04/202| atuadlizada a 08/06/2021.
Published online 2021:1-24. https://www.dgs.pt/normas-orientacoes-e-

informacoes/normas-e-circulares-normativas/norma-n-004202 | -de-3004202 | -pdf.aspx

DGS - Direcao-Geral da Saude. Orientacao n° 015/2020, 24 de abril - COVID-19:

Diagnéstico Laboratorial. Published online 2020:1-7.

ECDC. Options for the use of rapid antigen detection tests for COVID-19 in the
EU/EEA - first update, 26 October 202|. Ecdc. 2021];(October).
https://www.ecdc.europa.eu/sites/default/files/documents/Options-for-the-use-of-
rapid-antigen-tests-for-COVID- | 9-first-update.pdf

WHO. Laboratory biosafety manual Third edition World Health Organization. World
Heal Organ. Published online 2004:1—-178. doi:10.1007/SpringerReference_61629.

Corman V, Bleicker T, Brinink S, et al. Diagnostic detection of 2019-nCoV by real-
time RT-RCR. Charité Virol Berlin, Ger. Published online 2020:13.

Cai D, Behrmann O, Hufert F, Dame G, Urban G. Capacity of rTth polymerase to
detect RNA in the presence of various inhibitors. PLoS One. 2018;13(1).
doi:10.137 | /journal.pone.0190041.



24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

Corman VM, Landt O, Kaiser M, et al. Detection of 2019 novel coronavirus (2019-
nCoV) by real-time RT-PCR. Eurosurveillance. 2020;25(3). doi:10.2807/1560-
7917.ES.2020.25.3.2000045.

Nolan T, Hands RE, Bustin SA. Quantification of mRNA using real-time RT-PCR. Nat
Protoc. 2006;1(3):1559—1582. doi:10.1038/nprot.2006.236.

Waudby-West R, Parcell BJ, Palmer CNA, Bell S, Chalmers ]D, Siddiqui MK. The
association between SARS-CoV-2 RT-PCR cycle threshold and mortality in a
community cohort. Eur Respir J. 2021;58(1):10—13. doi:10.1183/13993003.00360-2021.

Linares M, Pérez-Tanoira R, Carrero A, et al. Panbio antigen rapid test is reliable to
diagnose SARS-CoV-2 infection in the first 7 days after the onset of symptoms. | Clin
Virol. 2020;133(October):3—6. doi:10.1016/j.jcv.2020.104659.

Lai CKC, Lam W. Laboratory testing for the diagnosis of COVID-19. Biochem Biophys
Res Commun. 2020;538:226-230. doi:10.1016/j.bbrc.2020.10.069.

Koczula KM, Gallotta A. Lateral flow assays. 2016;(June):111-120.
doi:10.1042/EBC20150012.

Porte L, Legarraga P, Vollrath V, et al. International Journal of Infectious Diseases

Evaluation of a novel antigen-based rapid detection test for the diagnosis of SARS-

CoV-2 in respiratory samples. 2020;99:328-333. doi:10.1016/j.ijid.2020.05.098.

Renard N, Daniel S, Cayet N, et al. Performance Characteristics of the Vidas SARS-
CoV-2 I1gM and IgG Serological Assays. | Clin  Microbiol. 2021;59(4).
doi:10.1128/JCM.02292-20.

Chandrasekaran B, Fernandes S. Monitoring antibody response following SARS-CoV-2
infection: diagnostic efficiency of 4 automated immunoassays. Diabetes Metab Syndr.

2020;14(4)(January):337-339.

Zhao J, Yuan Q, Wang H, et al. Antibody Responses to SARS-CoV-2 in Patients with
Novel Coronavirus Disease 2019. Clin Infect Dis. 2020;71(16):2027-2034.
doi:10.1093/cid/ciaa344.

Winter AK, Hegde ST. The important role of serology for COVID-19 control. Lancet
Infect Dis. 2020;20(7):758-759. doi:10.1016/S1473-3099(20)30322-4.

Xia S, Duan K, Zhang Y, et al. Effect of an Inactivated Vaccine Against SARS-CoV-2 on

Safety and Immunogenicity Outcomes: Interim Analysis of 2 Randomized Clinical

63



36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

64

Trials. JAMA - | Am Med Assoc. 2020;324(10):951-960. doi:10.1001/jama.2020.15543.

BD. BD Vacutainer® Tube Guide Trust BD Vacutainer® Brand System of products you

can rely on. Published online 2007. http://www.bd.com/resource.aspx?IDX=11068

Gouveia S, Leitao F, Ribeiro C, Carrilho F. Fatores de interferéncia no estudo da
funcao tiroideia. Rev Port Endocrinol Diabetes e Metab. 2016;11(2):277-286.
doi:10.1016/j.rpedm.2016.02.008.

McCowen KC, Smith RJ. Diabetes Mellitus: Classification and Chemical Pathology. Vol 2—4.
Elsevier Ltd.; 2012. doi:10.1016/B978-0-12-375083-9.00072-6.

Direcao-Geral da Saidde. Diagnostico e Classificagao da Diabetes Mellitus. Norma da

Direcdo Geral da Satude. Published online 201 1:1-13.

Santos P. The Role of Cardiovascular Risk Assessment in Preventive Medicine: A
Perspective from Portugal Primary Health-Care Cardiovascular Risk Assessment. |

Environ Public Health. 2020;2020. doi:10.1155/2020/1639634.

Larson D, Hayden |, Nair H. Clinical Chemistry: Fundamentals and Laboratory Techniques.;
2015.

Cox RA, Garcia-Palmieri MR. Cholesterol, Triglycerides, and Associated Lipoproteins.
Clin Methods Hist Phys Lab Exam. Published online 1990.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21250192

Berberich AJ, Hegele RA. A Modern Approach to Dyslipidemia. Endocr Rev.
202 1;XX(Xx):1-43. doi:10.1210/endrev/bnab037.

Sonal Sekhar M, Marupuru S, Reddy BS, Kurian S, Rao M. Physiological role of cholesterol
in human body. INC; 2020. doi:10.1016/b978-0-12-816918-6.00021-4.

Kaplan LA, Pesce AJ. Clinical Chemistry: Theory, Analysis, Correlation. Mosby/Elsevier;
2010. https://books.google.pt/books?id=WsRPPgAACAA|

Freeman MW, Walford GA. Lipoprotein Metabolism and the Treatment of Lipid Disorders.
Vol 1-2. Seventh Ed. Elsevier Inc.; 2015. doi:10.1016/B978-0-323-18907-1.0004 | -X.

Wadhera RK, Steen DL, Khan |, Giugliano RP, Foody JM. A review of low-density
lipoprotein cholesterol, treatment strategies, and its impact on cardiovascular disease
morbidity and mortality. J Clin Lipidol. 2016;10(3):472—489.
doi:10.1016/j.jacl.2015.11.010.

Diregao-Geral da Saude. Abordagem Terapéutica das Dislipidémias no Adulto. Norma



49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

019/201 1. Published online 201 1:17.

Bardagjy AS, Steinberg FM. Relationship between HDL functional characteristics and
cardiovascular health and potential impact of dietary patterns: A narrative review.

Nutrients. 2019;11(6). doi:10.3390/nul 1061231.

Kota S, Kota S, Krishna SVS, Modi K, Jammula S. Hypertriglyceridemia-induced
recurrent acute pancreatitis: A case-based review. Indian | Endocrinol Metab.

2012;16(1):141. doi:10.4103/2230-8210.9121 1.

Murtagh IBAMG, Cooney VMMT, Tomkin IMGG. Dyslipidemia Therapy Update : the
Importance of Full Lipid Profile Assessment. 2009;26:711-718. doi:10.1007/s12325-
009-0052-3.

Gwladys Ekwe Priso |, Pierre Nda Mefo’o ], Okalla Ebongue C, et al. Electrophoretic
Profile of Serum Proteins Using Capillary Technique in Patients Attending the Douala
General Hospital, Cameroon. Avicenna | Med Biochem. 2018;6(2):50-55.
doi:10.15171/ajmb.2018.11.

H Kenneth Walker, MD, W Dallas Hall M. Clinical Methods: The History, Physical, and
Laboratory Examinations. 3rd editio. (] Willis Hurst M, ed.). Butterworth-Heinemann;
Subsequent edition; 1990. https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK20 | /# _ncbi
_dlg_cpyrght_ NBK201.

Wilson DD. Manual of Laboratory & Diagnostic Tests. The McGraw-Hill Companies, Inc;
2008. doi:10.1036/0071481524.

Pepys MB, Hirschfield GM. C-reactive protein: a critical update. | Clin Invest.
2003;112(2):299-299. doi:10.1172/jci18921cl.

Nehring SM, Goyal A BP. C Reactive Protein. Em: StatPearls [Internet]. StatPearls
Publishing, Treasure Island (FL); 2021. https://www.ncbi.nim.nih.gov/books/
NBK441843 .

Giannini EG, Testa R, Savarino V. Liver enzyme alteration: A guide for clinicians. Cmaj.

2005;172(3):367-379. doi: 10.1503/cmaj. 1040752.

J. Larry Jameson et al. Harrison’s principles of internal medicine. 20th editi. New York:

McGraw-Hill Education; 2018.

Pasala S, Carmody JB. How to use... serum creatinine, cystatin C and GFR. Arch Dis

Child - Educ Pract Ed. 2017;102(1):37—43. doi:10.1 | 36/archdischild-2016-311062.

65



60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

66

Burtis, CA., Bruns D. Tietz Fundamentals of Clinical Chemistry and Molecular Diagnostics.
7th Editio. Elsevier; 2016.

Direcao Geral de Saude. Orientacao n° 005/2011 Prevencao e Avaliacaio da
Nefropatia Diabética. Orientacdo n° 005/201 I. Published online 201 |:1-7.

Thomas MC, Brownlee M, Susztak K, et al. Diabetic kidney disease. Nat Rev Dis Prim.
2015;1(July):1-20. doi:10.1038/nrdp.2015.18.

Li F, Guo H, Zou |, et al. Urinary excretion of uric acid is negatively associated with
albuminuria in patients with chronic kidney disease: a cross-sectional study. BMC

Nephrol. 2018;19(1):95. doi:10.1186/s12882-018-0892-7.

Bagshaw SM, Townsend DR, McDermid RC. Disorders of sodium and water balance
in hospitalized patients. Can | Anesth Can d’anesthésie. 2009;56(2):151-167.
doi:10.1007/s12630-008-9017-2.

Schaefer TJ, Wolford RW. Disorders of potassium. Emerg Med Clin North Am.
2005;23(3 SPEC. ISS.):723-747. doi:10.1016/j.emc.2005.03.01 6.

Morrison G. Serum Chloride.; 1990. http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21250151.

Abbaspour N, Hurrell R, Kelishadi R. Review on iron and its importance for human
health. | Res Med Sci. 2014;19(2):164-174. http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed
12477867 |

Hinzmann R. Iron Metabolism , From Diagnosis to Treatment and Monitoring. Sysmex

] Interntational. 2004;13(2):65-74.
OCDE. Health at a Glance 202 1. OECD; 2021. doi:10.1787/ae3016b9-en.
Stewart G. The Skeletal and Muscular Systems (Your Body, How it works).; 2004.

Jacob R, Khan M. Cardiac Biomarkers: What Is and What Can Be. Indian | Cardiovasc
Dis Women WINCARS. 2018;03(04):240-244. doi:10.1055/s-0039-1679104.

Boskey AL. Bone composition: relationship to bone fragility and anti-osteoporotic

drug effects. Bonekey Rep. 2013;4:11. doi:10.1038/bonekey.2015.79.

Solugao Atellica de Analisadores de Imunoensaio e Quimica Clinica - Siemens
Healthineers  Portugal. Acedido Julho 12, 2022. https://www.siemens-

healthineers.com/pt/integrated-chemistry/systems/atellica-solution-analyzers

MINICAP  FLEX-PIERCING | Sebia | PT. Acedido Julho 12, 2022



75.

76.

77.

78.

79.

80.

8l.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

https://www.sebia.com/pt-pt/instruments/minicap-flex-piercing/

Galimany R, Arambarri M, Biosca C, et al. European multicentre evaluation of the
super aution SA-4220 urinalysis analyser. Clin Chem Lab Med. 1998;36(12):947-957.
doi:10.1515/CCLM.1998.164.

Aution Max-4030. http://www.arkray.eu/english/upload/docs/ax-4030.pdf

HB9210 RESOLUTION. Acedido Agosto 21, 2022. https://www.menarini
diagnostics.com/en-us/Home/Laboratory-products/Haemoglobin-Analysis/Hb92 1 0-

Resolution/Features

Hoffbrand AV, Moss PAH. Hoffbrand’s Essential Haematology. Seventh ed. Chichester,
West Sussex; UK: Wiley Blackwell; 2016.

Jagannathan-Bogdan M, Zon LI. Hematopoiesis. Development. 201 3;140(12):2463-2467.
doi:10.1242/dev.083 147.

Cascio M), Deloughery TG. Anemia. Med Clin North Am. 2017;101(2):263-284.
doi:10.1016/j.mcna.2016.09.003.

Keohane EM, Otto CN, Walenga JM. Rodak’s Hematology. 6th Editio. Elsevier; 2020.
doi:10.1016/C2013-0-19483-4.

Salvagno GL, Sanchis-Gomar F, Picanza A, Lippi G. Red blood cell distribution width:
A simple parameter with multiple clinical applications. Crit Rev Clin Lab Sci.

2015;52(2):86—105. doi:10.3109/10408363.2014.992064.

Chabot-Richards DS, George Tl. White Blood Cell Counts. Reference Methodology.
Clin Lab Med. 2015;35(1):11-24. doi:10.1016/j.cll.2014.10.007.

Nwogoh B, Transfusion B, State E, Transfusion B, State R. The Peripheral Blood Film.
Peripher Blood Film. 1974;12(2):71-79. doi:10.1016/c2013-0-06261-5.

Raber MN. Coagulation tests. Em: Walker HK, Hall WD H], ed. Clinical Methods: The
History,  Physical, and Laboratory  Examinations. 3rd editio. ; 1990:9.

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK265/?report=reader

Weisel JW. Fibrinogen and Fibrin. Em: Advances in Protein Chemistry. Vol 70. Elsevier;
2005:247-299. doi:https://doi.org/10.1016/S0065-3233(05)70008-5.

Li H Guo K, Guo K. Blood Group Testing. 2022;9(February):I-I1I.
doi:10.3389/fmed.2022.827619.

67



88.

89.

90.

91.

92.

68

XE-2100. Acedido Julho 17, 2022. https://www.sysmex.com/LA/pt/Products
/Hematology/XESeries/Pages/XE-2100-Hematology-Analyzer.aspx

Perovic E, Bakovic L, Valcic A. Evaluation of Ves-Matic Cube 200 — an automated

system for the measurement of the erythrocyte sedimentation rate. Published online

2010:88-94. doi:10.1111/j.1751-553X.2008.01 | 35.x.

BCS XP System https://nacce.siemens-info.com/wp-content/uploads/2022/05/T05001.
0002-BCS-XP-Quick-Ref-Guide_ eff-date-03-14-22.pdf

Westgard  Sigma  Rules -  Woestgard. Acedido Agosto 21, 2022.

https://www.westgard.com/westgard-sigma-rules.htm

File:1913 ABO Blood Groups.jpg - Wikimedia Commons. Acedido Setembro 7, 2022.
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:1913_ABQO_Blood_Groups.jpg



Anexos

Anexo |

Equipamentos utilizados nas diferentes areas no CML-Porto

Area laboratorial Equipamento utilizado Determinagoes analiticas
Triagem/Colheitas Centrifuga Centrifugagao de amostras
Minicap Eletroforese das proteinas séricas
Urina tipo Il
Aution Max AX-4030 )
Bioquimica Sedimento urinario
Premier Hb9210 Resolution Hemoglobina glicada
Atellica solution V
Atellica solution V Paridmetros imunoquimicos
Liaison XL
Imunologia
Determinagao dos niveis de IgE totais e
Immunocap
especificos
BCS XP Hemostase
Hematologia Sysmex XE 2100 Hemograma
Ves-Matic Cube 200 Velocidade de sedimentagao
Citometria de fluxo BDFacs Canto | Analises de parametros celulares
Vitek 2 Identificacao e antibiograma de
Microbiologia
Walkaway microrganismos
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Anexo 2

Perfil eletroforético normal das proteinas séricas. 4/

Anexo 3

Sistema ABO. 92
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Anexo 4

Equipamentos automatizados utilizados na sec¢ao da imunologia e determinagdes analiticas

Equipamento utilizado

Determinacoes analiticas

Antigénio especifico da proéstata (PSA); Triiodotironina Livre (FT3);

Atellica solution V Tiroxina Livre (FT4); Gonadotrofina coriénica humana (hCG);
Hormona foliculoestimulante (FSH); Insulina; Progesterona;

Prolactina; Hormona paratiroideia intacta (PTH); Testosterona;

Ferritina; Vitamina Bl2; Folato

imunoglobulina IgE total (PRIST); niveis de IgE especifica; Phadiatop
(alergia inalante); RAST Dermatophagoides pteronyssinus (d1); RAST
Dermatophagoides farinae (d2); RAST multiplo de Gramineas (gx|)

Immunocap unicap

Anti-tiroglubulina (Ac-TG); Anti-tireoperoxidase (Ac-TPO); Anti-
Liaison XL

citomegalovirus IgG e IgM; Anti-rubéola IgG e IgM; Anti-SARS-CoV-

2 IgG e IgM; Anti-toxoplasma IgG e IgM; 25-hidroxivitamina D

Determinagoes analiticas realizadas na subsecgao da imunoserologia

Determinagao analitica

Método/Técnica utilizada

Teste de screening VDRL (Venereal Disease

Research Laboratory)
Pesquisa de anticorpos para Treponema pallidum

Teste de hemoaglutinagao para o Treponema

pallidum (TPHA)

Reacao de Waaler-Rose
Identificagao de fatores reumatoides

RA teste

Pesquisa de anticorpos para Epstein-Barr Teste Paul-Bunnell

Pesquisa de aglutininas especificas para a Brucella Teste da brucelose

Pesquisa de anticorpos para Rickettsia sp Reagao de aglutinagao de Weil-Felix

Pesquisa de anticorpos para Salmonella sp Reagao de aglutinagao de Widal
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