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RESUMO

O presente relatério de estagio pretende descrever todas as atividades que
acompanhei e realizei durante os 6 meses de estagio curricular, realizado no ambito do
curso de Mestrado em Andlises Clinicas, da Faculdade de Farmacia da Universidade de
Lisboa.

O estdgio foi realizado no laboratério de andlises clinicas Nova Era-Luz e
durante o decorrer do mesmo, acompanhei as valéncias de Bioguimica, Hematologia e
Imunologia.

Inicialmente permaneci na seccdo de Bioguimica onde sdo realizadas analises
principalmente em amostras de soro (Olympus AU400 e MiniCap) e urina (Aution Max
AX4280 — determinacdo de parametros quimicos).

A seccdo de hematologia é a que engloba um maior nimero de técnicas manuais
e de aparelhos automaticos. Os aparelhos automaticos presentes nesta seccdo sdo o
Sysmex XT2000i (realizacdo de hemogramas); o VesMatic 30/30 Plus (determinacdo da
velocidade de sedimentacdo); o Adams A1C HA8160 (doseamento da hemoglobina
glicada); o Hb Gold (electroforese de hemoglobinas); e 0 Sysmex Ca500 (estudo da
coagulagdo sanguinea).

Por fim, passei pela seccdo de imunologia onde as analises sdo realizadas
principalmente em dois aparelhos, o Advia Centaur e 0 VIDAS.

O relatério encontra-se divido pelas areas referidas e em cada uma delas
apresento um fundamento tedrico da técnica, principios e ainda uma explicacdo dos
resultados obtidos em cada um dos aparelhos presentes nas varias seccbes bem como

das técnicas manuais.
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ABSTRACT

The present report will describe all the activities that | have performed during
my 6 months internship as a master student of clinical analysis at the Faculty of
Pharmacy of the University of Lisbon.

| worked as an intern at Nova Era-Luz laboratory and | did several procedures in
three specific areas: Biochemistry, Hematology and Immunology.

At the beginning, in the biochemistry section, | started by doing serum
(Olympus AU400 e MiniCap) and urine (Aution Max AX4280 — chemical parameters)
analyses.

Hematology department is the one that has a major number of manual
techniques and automatic devices which include Sysmex XT2000i (CBC); VesMatic
30/30 Plus (sedimentation rate); Adams A1C HA8160 (glycated hemoglobin assay); Hb
Gold (hemoglobin electrophoresis) and Sysmex Ca500 (blood coagulation assay).

Lately, in the immunology section | took contact with the two principle devices
that are used for this type of analysis: Advia Centaur and VIDAS.

So, this report is divided in the three sections mentioned above and in which one
of them 1 present a theoretical foundation of the technique, principles and an
explanation of the obtained results either by device or manual technique.
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APR[ESENTAQAO DO LOCAL DE ESTAGIO/ DESCRICAO GERAL DO
ESTAGIO

O meu estagio curricular, realizado no ambito da frequéncia do mestrado em
Analises Clinicas da Faculdade de Farmacia da Universidade de Lisboa, decorreu no
Laboratorio Nova Era - Luz localizado na rua Sao Tomas de Aquino nas Laranjeiras.

Este laboratorio ¢ da responsabilidade técnica do Doutor José Luis Viana e da
Doutora Margarida Mendes, ambos especialistas em analises clinicas pela ordem dos
farmacéuticos.

Este laboratorio ¢ um open-space e encontra-se apetrechado, na sua maioria,
com equipamentos automatizados onde sdo realizadas as analises pelas técnicas de
laboratério presentes. Os resultados obtidos sdo posteriormente validados pelos
especialistas em analises clinicas.

Os servicos encontram-se todos informatizados, possuindo uma rede informatica
com o programa e-Deialab desenvolvido pela SLICE. Através deste programa
informatico passam todos os passos desde a abertura dos processos dos utentes até a
emissao dos resultados, de modo a facilitar a parte pré-analitica, analitica e pos-analitica
do laboratério de andlises clinicas.

O laboratério adoptou um Sistema de Gestdo da Qualidade, no qual sdo
aplicados e cumpridos os requisitos da Norma EN ISO 9001:2008, das Normas para o
Laboratorio Clinico da Ordem dos Farmacéuticos e do Manual de Boas Praticas
Laboratoriais.

O estagio teve a duragdo de 6 meses e durante o mesmo, acompanhei toda a
parte pré-analitica, nomeadamente as colheitas e abertura de processos num posto de
colheitas situado na Amadora, pertencente ao laboratério central referido. Apos o
horério das colheitas neste posto deslocava-me para o laboratorio central acima referido
onde realizei as valéncias de Bioquimica, Imunologia e Hematologia sobre as quais

incidem a primeira parte deste relatorio.
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1° PARTE — RELATORIO DE ESTAGIO

I.  BIOQUIMICA

A bioquimica € a area das andlises clinicas onde o principal objectivo de estudo
sdo0 as vias metabolicas e alteracbes nestas que possam dar origem a estados
patoldgicos.

Estdo inseridas nesta seccdo um grande nimero de analises de rotina que séo
requisitadas com muita frequéncia pelo médico como a glicemia, o colesterol e os
triglicéridos.

A esta sec¢do chegam-nos amostras de soro, urina e também de fezes.

O sangue ¢ colhido em tubos secos de gel e mais tarde centrifugado a 3500 rpm
durante 15 min de modo a se obter a amostra de soro.

Relativamente as amostras de urinas, estas podem ser chegar ao laboratério em
pequenos recipientes (urina tipo Il, muitas vezes ainda designada como a primeira urina
da manha ou uma amostra de urina aleatdria), ou em grandes volumes quando o médico
requer parametros que sdo medidos numa urina colhida durante 24 horas.

As urinas tipo Il séo analisadas quimicamente e posteriormente centrifugadas e
observado o seu sedimento ao microscopico Optico, e as amostras de urina aleatérias
procede-se apenas a determinacdo dos parametros bioquimicos pedidos.

Nas urinas de 24 horas € necessario realizar inicialmente a leitura do seu volume
e posteriormente procede-se a determinacgdo dos parametros bioquimicos, para 0s quais
o0 volume depois é tido em conta nos célculos finais.

As amostras de fezes sdo recolhidas em frascos proprios durante os dias
prescritos pelo médico (ex.: 3 ou 6 dias) e chegam ao laborat6rio nos mesmos frascos de
modo a que seja usada apenas uma minima quantidade para analise. A principal analise
bioquimica requeridas nas amostras de fezes é a determinagdo do composto

hemoglobina.
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APARELHOS AUTOMATICOS

Olympus AU400

O olympus AU400 é um auto-
analisador de andlises quimicas, no qual séo
realizados a maioria dos testes referentes a

seccdo da bioguimica. Quer as amostras de

soro, quer de urina podem ser analisadas neste

Figura 1: Auto-analisador — Olympus
aparelho. As técnicas realizadas pelo auto- AU400

analisador podem dividir-se segundo o seu principio tedrico: ensaios cinéticos, ensaios
fotométricos, ensaios enzimaticos, imuno-turbidimétricos e possui ainda uma unidade

ISE onde séo determinadas espécies ionicas.

METABOLISMO PROTEICO
Proteinas séricas totais

As proteinas séricas consistem no total de todas as proteinas em circulacéo,
sendo um parametro analitico que avalia no seu conjunto, as proteinas no plasma ou no
soro. As proteinas sdo as moléculas biolégicas mais importantes e as suas funcdes
bioldgicas sdo numerosas (manutencdo da pressdo oncética do plasma, transporte,

armazenamento, imunidade entre outras).

Principio:

Ensaio de cor fotométrico
IGes cupricos numa solucdo alcalina reagem com proteinas e polipéptidos que
contenham pelo menos duas ligacbes peptidicas, produzindo um complexo de cor

violeta.

OH~-
Protefna + Cu?* — Complexo azul — violeta

A absorvancia deste complexo a 540/660 nm é directamente proporcional a
concentracdo de proteinas na amostra (1).
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Interpretacdo Clinica:

Um aumento das proteinas totais (hiperproteinémia) € observado em situagdes
de desidratacdo, devido a ingestdo de 4gua inadequada, ou pela perda de agua excessiva
em situagBes de vomitos intensos, diarreia, doenca de Addison ou acidose diabética. A
hiperproteinémia pode ser ligeira e resultar de um aumento nas concentraces das
proteinas presentes em concentracdes baixas como as imunoglobubinas policlonais,
numa infec¢do. Ou, por outro lado, pode ser acentuada e resultar de um aumento das
imunoglobulinas monoclonais (por exemplo no mieloma multiplo).

Uma hipoproteinémia pode ser ter como causas uma diminuicdo da sintese
hepatica de proteinas (nomeadamente da albumina que se encontra em maior
concentracdo no soro); um aumento da excrecao devido a lesdo renal; disturbios em que
as proteinas ndo sdo absorvidas ou ingeridas adequadamente como na doenca celiaca ou

doenga inflamatério dos intestinos; aumento da volémia entre outras (2).

Proteinas urinarias

As proteinas sdo filtradas no glomérulo renal consoante o0 seu peso molecular e a
sua concentracdo no plasma. A presenca de proteinas plasméaticas na urina em

quantidades superiores ao normal tem assim, um grande valor interpretativo.
Principio:

Ensaio de cor fotométrico

O vermelho de Pirogallol reage com o molibdato formando um complexo
vermelho com uma absorvancia maxima a 470 nm. Este complexo liga-se aos grupos
amina das proteinas formando um complexo azul purpura com uma absorvancia
méaxima a 600 nm que é directamente proporcional a concentracdo de proteinas na

amostra (1).

Interpretacdo Clinica:

A proteinaria avalia a quantidade de proteinas presentes na urina, € € um dos
principais parametros utilizados na monitorizagdo da funcéo renal.
O aumento da quantidade de proteinas presentes na urina (proteindria)

ocorre com um aumento da permeabilidade glomerular (proteindria glomerular), sendo
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a albumina a principal proteina urinaria excretada; por defeito na reabsorcéo tubular

(proteinuria tubular), resultando na excrecdo maioritariamente de proteinas de baixo

peso molecular; devido a um aumento da concentragdo de proteinas no plasma normais

ou anormais, tais como hemoglobinas ou proteina de Bence Jones (proteindria de

sobrecarga); e secrecdo anormal de proteinas no tracto urinario (proteinuria pés-renal).

Alguns dos estados clinicos patologicos, nos quais ha evidéncias de proteindria
sdo o sindrome nefrotico (proteindria glomerular), mieloma multiplo, insuficiéncia
renal, nefrite associada ao IUpus eritematoso sistémico, glomerulonefrites e tumores
renais malignos. O aumento de proteinas na urina também se pode observar em
situacOes intermitentes como no decorrer do exercicio fisico ou num estado febril (2).

A taxa de excre¢do das proteinas deve ser determinada numa colheita de urina de

24 horas, uma vez que a concentracdo de proteinas na urina varia durante o dia.

Albumina

A albumina é a proteina mais abundante no plasma humano representado cerca
de 60% das proteinas plasmaticas. E sintetizada no figado e tem como principais
fungdes o transporte e armazenamento de uma grande variedade de compostos, e a

manutencdo da pressdo oncética do plasma (2).

Principio:

Ensaio de cor fotométrico

pH 4,2
Albumina + Verde de bromocresol —— complexo verde.

A absorvancia do complexo é medida bicromaticamente (600/800nm) e é

proporcional a concentragédo de albumina na amostra (1).

Interpretacdo clinica:

Um aumento da concentracdo de albumina (hiperalbuminémia) é raro, podendo
ocorrer em casos de desidratacdo aguda ou estase venosa excessiva.

A diminuicdo da concentragdo de alboumina (hipoalouminémia) pode resultar de
uma sintese prejudicada; aumento do catabolismo; perda de proteinas na urina ou nas
fezes (hipoalbuminénia mais grave); absorcdo reduzida de aminoacidos; ou uma

distribuicdo alterada da albumina noutros compartimentos. Niveis baixos de albumina
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sdo vistos em doencas hepaticas como na cirrose hepatica, em doengas renais como o

sindrome nefrético, situacBes de desnutricdo, doencas inflamatdrias, entre outras (2).

PCR (Proteina C reactiva)

A PCR é uma proteina de fase aguda positiva produzida pelo figado e libertada

para a circulacdo ap0ds algumas horas do inicio de uma reaccdo inflamatoria.

Principio:

Método de aglutinacdo

A PCR existente na amostra reage com particulas latex revestidas de anticorpos
PCR anti-humanos, formando agregados insollveis cuja absorvancia € proporcional a

concentragdo de PCR na amostra (1).

Interpretacdo clinica:

Niveis aumentados de PCR observam-se especialmente apo6s um infarto agudo
do miocardio, em situacdes de trauma, infec¢des bacterianas e virais, cirurgia e em
neoplasias.

O seu resultado pode ser positivo ou negativo (PCR reactiva), ou também um

valor numérico (PCR doseada ou ultra-sensivel), consoante a prescricdo médica.

IMUNOGLOBULINAS
19G

A 1gG ¢ constituida por 4 subclasses (IgG1, 1gG2, 1gG3 e 1gG4) e ¢ a
imunoglobulina mais abundante no sangue. Esta presente em todo o corpo e participa na
defesa contra a invasdo bacteriana e outros antigénios. E a Unica imunoglobulina que
atravessa a placenta e por essa razdo € muito importante na defesa das criangas contra
infeccdes.

Principio:

Ensaio imuno-turbidimétrico
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IgG presentes na amostra reagem especificamente com anticorpos IgG anti-
humanos, presentes numa solugéo anti-soro, formando complexos antigénio-anticorpo.

A absorvéancia destes complexos é proporcional a concentragdo de 1gG na amostra (1).

Interpretacdo clinica:

Os valores de 1gG encontram-se diminuidos numa agamaglobulinemia, na
SIDA, como resultado de queimaduras, no sindrome nefrético, enteropatias com perda
de proteinas e mielomas néo-IgG.

Niveis aumentado de IgG podem ocorrer em gamapatias monoclonais como no
mieloma multiplo do tipo 1gG, em linfomas, leucemias, em gamapatias policlonais, nas
doencas imunes (lGpus eritematoso sistémico, artrite reumatoide, sindrome de Sjogren),
sarcoidose, doenca hepatica crénica, algumas doencas parasitarias e infecgdes cronicas

ou recorrentes.

IgA

A IgA é a imunoglobulina predominante em secrecBes: saliva, lagrima, leite,
mucosas do tracto gastrointestinal, tracto respiratorio e genitourinario. Também existe
como forma sérica contudo, o seu papel ndo € evidente. O seu principal papel é a

ligacdo a microorganismos nas mucosas, protegendo assim 0 organismo.

Principio: (igual ao da IGG)

Interpretacdo Clinica:

Niveis reduzidos de IgA sdo observados no sindrome nefrotico,
gastroenteropatias com perdas proteicas severas, nas leucemias linfoblasticas agudas e
cronicas, sindrome de ma absorcdo, agamaglobulinemia congénita e adquirida,
hipogamaglobulinemia entre outras. Pessoas com niveis de IgA diminuidos tém
tendéncia a sofrer infeccdes com mais frequéncia nas mucosas, atopia e doengas auto-
imunes.

Niveis aumentados de IgA estdo presentes em gamapatias monoclonais, como no
mieloma multiplo do tipo IgA e em gamapatias policlonais, na doenca hepatica cronica,
infeccBes crdnicas, especialmente do tracto respiratdrio e gastrointestinal, neoplasia do
tracto respiratorio inferior, doenca inflamatdria intestinal e alguns estados de

imunodeficiéncia tais como o sindroma de Wiskott-Aldrich e artrite reumatoide.
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IgM

A IgM ¢é a primeira imunoglobulina a responder a presenca de antigénios.
Circula no plasma na forma pentamérica, e 0 seu grande peso molecular evita a
passagem para espacos extracelulares. As suas fungdes na resposta imunitaria sdo a

aglutinacdo de patogéneos e a activacao da via classica do complemento.

Principio: (mesmo para IGG e IGA)

Interpretacdo Clinica:

A deficiéncia de IgM é rara e esta associada a infec¢des pirogénicas recorrentes.

Os niveis de IgM vém aumentados em gamapatias monoclonais como no caso de
macroglobulinemia de Waldenstrom e linfoma maligno, e em gamapatias policlonais
como no caso de cirrose biliar primaria, infec¢bes sanguineas por protozoarios tais

como a malaria, infec¢des virais ou bacterianas e artrite reumatdide.

PROTEINAS DO COMPLEMENTO

O complemento é um elemento essencial da imunidade humoral sendo
constituido por proteinas. A maior parte destas proteinas sdo sintetizadas no figado e

circulam no plasma na sua forma inactiva (2).

C3

O C3 é sintetizado no figado e corresponde a cerca de 70% da quantidade de
proteina total do sistema complemento. O seu papel € central no processo de activacdo

das vias classica e alternativa.

Principio:

Ensaio imuno-turbidimétrico
O C3 presenta na amostra reage especificamente com anticorpos C3 anti-
humanos presentes numa solugdo de anti-soro, formando agregados insoluveis cuja

absorcéo ¢ proporcional a concentracdo de C3 na amostra (1).
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Interpretacdo clinica:

Os niveis de C3 estdo diminuidos quando hé activacao quer da via classica, quer
da via alternativa. Niveis diminuidos de C3 podem estar associados a glomerulonefrite
aguda, doenca de complexos imunes, endocardite infecciosa, IUpus eritematoso
sistémico, deficiéncia congénita de C3 entre outras.

Os valores de C3 estdo aumentados face a respostas inflamatdrias de fase aguda

positiva.
C4
O C4 participa apenas na via classica do complemento.
Principio: (igual ao C3)

Interpretacdo clinica:

Niveis reduzidos de C4 podem estar associados a doenca dos imunocomplexos,
lUpus eritematoso sistémico, crioglobulinemia, angioedema hereditario, deficiéncia

congénita de C4 entre outras.
Os niveis de C4 também se encontram aumentados em respostas inflamatorias

de fase aguda positiva.

METABOLISMO GLICIDICO

Glicose

A glicose é uma das principais fontes de energia do organismo. A sua
concentracdo no sangue varia entre limites bem estreitos devido a accdo de varias

hormonas como a insulina.

Principio:
Ensaio UV enzimatico
A determinacéo da glicose € feita pelo método da hexoquinase:

2+

HK,Mg
Glucose + ATP ——— Glucose — 6 — fosfato + ADP

G6P—DH
Glucose — 6 — fosfato + NAD™ —— Gluconato — 6 — fosfato + NADH + H*

A quantidade de NADH produzido é directamente proporcional a quantidade de

glicose na amostra e a absorvancia é medida a 340nm (1).
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A glicemia pode ser medida em jejum (apds 8 a 10 horas de jejum), a qualquer
hora (amostra aleatoria), ap6s uma refeicdo (pos-prandial) ou como parte de um teste de

tolerancia a glicose (PTOG).

PTOG (prova de tolerancia oral a glicose)

Esta prova avalia a clearance da glicose em circulacdo apds uma sobrecarga
(administragéo oral de glicose) definida e em condi¢fes controladas.

E realizada principalmente em gravidas nio diabéticas como rastreio, ou em
pessoas que tenham apresentado valores de glicemia em jejum aumentados. E efectuada
a medicao de glicose em 3 alturas: 0", 60°e 120" em gravidas e é critério de diabetes

gestacional caso haja um ou mais valores alterados:

1. O'- glicemia > 92 mg/dl
2. 60" - glicemia >189 mg/dl
3. 120 - glicemia > 92 mg/dl (3)

Interpretacdo Clinica:

Um aumento das concentracGes de glicose no sangue (hiperglicemia) traduz-se

numa doenca metabdlica- Diabetes Mellitus. A diabetes Mellitus pode apresentar 4 tipos

distintos:

. Diabetes Mellitus tipo I: as elevadas concentracdes de glicose resultam

de uma destruicdo, na maioria dos casos auto-imune, das células f do pancreas levando
a um défice da hormona insulina responsavel pela diminuicdo dos niveis de glicose;

o Diabetes Mellitus tipo II: ha uma resisténcia a accdo da insulina ou

defeito na secrecdo da mesma, correspondendo a cerca de 90% dos casos de diabetes;

o Diabetes associada a outras causas como defeitos genéticos da ac¢do da

insulina, doengas pancreatica com insuficiéncia endocrina ou induzida por farmacos;

o Diabetes gestacional: anomalias no metabolismo da glicose que

acontecem pela primeira vez durante uma gravidez. Este tipo de diabetes, caso nao seja

controlada, pode ser responsavel por anomalias congénitas no feto (3).

Niveis elevados de glicose em geral indicam diabetes, mas outras doencas e
estados clinicos podem causar hiperglicemia tais como, o hipertiroidismo, pancreatite,

sindrome de Cushing, traumatismo e infarto do miocardio.
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Niveis reduzidos de glicose no sangue (hipoglicemia) em jejum estao associados
a uma série de doencas, entre as quais a ingestdo de alcool, insulinomas, disfuncéo
hepatica, hipotiroidismo, defeitos congénitos enzimaticos, sindrome de Reye,

septicemia e insuficiéncia renal crénica (2).

METABOLISMO LIPIDICO
Colesterol

O colesterol € um componente essencial das membranas celulares e
lipoproteinas. Actua também como precursor para a sintese de hormonas esterdides e
acidos biliares. Uma parte do colesterol é derivado da alimentacdo, contudo a sua

maioria € sintetizada no figado e outros tecidos (2).
Principio:
Ensaio de cor enzimatico

, colesterol esterase P
2 ésteres de colesterol + 2 H,0 —————— 2 Colesterol + 2 Acido gordo

colesterol oxidase
2 colesterol + 20, ——— > 2 Colesteno —3 —ona + 2 H, 0,

peroxidase . L.
2 H,0, + 4 — Aminoantipirina + Fenol ———— Quinoneimina + 4 H,0

O produto final corado, quinoneimina é medido espectrofotometricamente a
540/600 nm ().

Interpretacdo clinica:

Valores de colesterol alterados devem ser avaliados em conjunto com os valores

de lipoproteinas (HDL e LDL) e triglicéridos - perfil lipidico.

Triglicéridos
Os triglicéridos sdo os ésteres de colesterol mais comuns na alimentacdo

humana. Podem ser adquiridos pela alimentacdo ou produzidos pelo préprio organismo
no figado. A maior parte dos triglicéridos encontra-se no tecido adiposo, mas uma
pequena quantidade circula no sangue e é usado como fonte de energia para 0s

musculos.
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Principio:
Ensaio de cor enzimatico
lipase
Triglicéridos + 3H,0 —— Glicerol + 3 &cidos gordos

quinase de glicerol, Mg2+

Glicerol + ATP Glicerol — 3 — fosfato + ADP

oxidase de fosfato glicerol

Glicerol — 3 — fosfato + O, Dihidroxiacetona + H,0,

peroxidase

H,0, + 4 — AAP + MADB ——— Corante azul + OH™ + 3 H,0

O produto final corado é medido a 600/800 nm e a absorcdo € proporcional a
quantidade de triglicéridos presentes na amostra (1).

Interpretacdo clinica:

O valor de triglicéridos também inclui o perfil lipidico na avaliagdo do risco de
doencas corondrias. Contudo, valores muito elevados de triglicéridos também estédo

associados a um grande risco de desenvolvimento de pancreatites.

LIPOPROTEINAS

Colesterol HDL

O colesterol HDL corresponde ao colesterol ligado a lipoproteinas de alta
densidade (HDL). As HDL removem o colesterol dos tecidos para o figado, para ser
metabolizado ou excretado. No figado é transformado em &cidos biliares que sdo

excretados para os intestinos atraves das vias biliares (2).

Principio:

Ensaio de cor enzimatico

O anticorpo anti-lipoproteina-B-humana vai-se ligar as lipoproteinas (LDL,
VLDL e quilomicra) formando complexos antigenio-anticorpo que ficam assim
blogueados impedindo a ac¢do do sistema enzimatico nestas lipoproteinas. Assim, s6 0

colesterol HDL é quantificado pelo seguinte sistema de reacgoes:

. . Anticorpo . .
LDL, VLDL e quilomicrones ——— Complexos antigénio — anticorpo
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colesterol esterase ,colesterol oxidase

Colesterol HDL + H,0 + 0, Colest —4 —en — 3 —ona

+ Acidos gordos + H,0,

peroxidase

H,0, + 4— AA + F — DAOS —— Corante Azul* + F~ + 2H,0 (1)

Interpretacdo Clinica:

Os valores de HDL devem ser interpretados juntamente com 0s outros
parametros referentes ao perfil lipidico, contudo valores baixos de HDL constituem um

factor de risco para doencas das artérias coronarias.

Colesterol LDL

As lipoproteinas de baixa densidade (LDL) transportam uma grande parte do
colesterol do figado até aos tecidos, onde ira ser utilizado. S&o estas lipoproteinas que
sdo responsaveis pelos depositos do colesterol nas paredes das artérias, formando as

placas da aterosclerose (2).

Principio:

A determinacdo do colesterol LDL é calculada através da formula de Friedwald:
LDL (mg/dL) = Colesterol total — (Triglicéridos /5 + HDL)

Nota: Esta formula traduz resultados invalidos quando o valor dos triglicéridos é

superior a 400 mg/dl.

Interpretacdo Clinica:

Ao contrario do colesterol HDL, niveis elevados de LDL encontram-se

associados a um maior risco de desenvolvimento de aterosclerose.

AVALIACAO DO PERFIL LIPIDICO

Os valores de colesterol, triglicéridos, HDL e LDL constituem o perfil lipidico e
sdo importantes para a avaliacdo do risco de doenca cardiaca coronaria. Concentracoes
elevadas de lipidos traduzem-se por hiperlipoproteinémias e reduzidas por

hipolipoproteinémias.
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HIPERLIPOPROTEINEMIAS

As hiperlipoproteinémias podem ser classificadas de acordo com 5 fenotipos

segundo a classificacdo de Fredrickson (Tabela 1).

Tabela 1: Classificagdo de hiperlopoproteinémias (2)

Fenotipo Lipoproteina  Col. Trig. HDL LDL  Associacdo

elevada Clinica
: QM Nat ™M1t Na| N Pancreatite aguda, dor abdominal,
baixa incidéncia de DCV (doenca
(rara) .
cardiovascular) e aterosclerose
1A LDL ™" N Nal] 1 Risco aumentado de DCV
(comum)
11B LDLeVLDL 11 "1 Na|] 11 Risco aumentado de DCV
(comum)
Il IDL ™" "1 Na] Na] Riscoaumentado de DCV
(interm.)
v VLDL Nat 1 Na| N Risco aumentado de DCV
(comum)
V VLDL e Qm Nat ™M Nal] N Risco aumentado de DCV e
(rara) pancreatite

HIPOLIPOPROTEINEMIAS

Tabela 2: Classificacdo das hipoliproteinémias (2)

Fendtipo Lipoprotein ~ Col. Trig. HDL LDL Associacao
a anormal Clinica
Abetaliporproteinemia LDL LU 1 N ausente M4 absorcao;

deficiéncia mental; falha

no crescimento

Hipobetalipoproteinemia LDL lallll N N 1l Risco diminuido de
DCV
Analfalipoproteinemia HDL Nall N ausente N Risco aumentado de
(Doenca de Tangier) hiperesplenismo e DCV
Hipoalfalipoproteinemia HDL Nal|]l N a [| Naft Risco aumentado de
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Natt || DCV

APOLIPOPROTEINAS
Apoliproteina B

A apolipoproteina B desempenha um papel essencial no fornecimento do
colesterol para os tecidos. Existe sobre duas formas: Apo B100 e apo B48. A apo B100
é a forma mais importante e a que esta presente nas lipoproteinas sintetizadas no figado

(VLDL e LDL). A apo B48 é uma proteina estrutural constituinte das quilomicra.
Principio:

Ensaio imuno-turbidimétrico
A Apo B presente na amostra reage especificamente com anticorpos Apo B anti-
humanos contidos numa solucdo anti-soro formando agregados insoltveis. A absor¢ao

destes agregados é proporcional a concentracdo de Apo B na amostra (1).

Interpretacdo clinica:

Os niveis elevados de apo B estdo associados a um aumento do risco da doenca
das artérias corondrias estando a sua concentragdo aumentada nas
hiperlipoproteinémias.

Niveis  diminuidos  estdo  presentes na  abetaliproteinemias e

hipobetalipoproteinemia.

Apoliproteina Al

A apoliproteina Al é sintetizada pelo intestino e pelo figado e, é o principal
constituinte das HDL. A apoAl desempenha um papel importante na eliminacdo do
excesso de colesterol dos tecidos extra-hepaticos e activacio da LCAT

(lecitina:colesterol aciltransferase).

Principio: (igual ao anterior)
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Interpretacdo Clinica:

A concentracdo de Apo Al encontra-se principalmente diminuida na
analfalipoproteinemia e hipoalfalipoproteinemia e aumentada na
hiperalfalipoproteinemia familiar.

FUNCAO RENAL
Ureia

A ureia ¢ o principal produto final do metabolismo proteico. E sintetizada no
figado e excretada em grande quantidade na urina, sendo apenas uma minima

quantidade reabsorvida pelos rins.

Principio:
Ensaio UV cinético

urease

Ureia + 2 H,0 — 2 NH,* + C03%-

glutamato
desidrogenase
—_—

2 — oxoglutarato + 2 NH,* + 2 NADH 2 L — Glutamato + 2 NAD* + 2 H,0

A reducdo da absorvancia de NADH por unidade de tempo é proporcional a

concentracdo de ureia. (1)

Interpretacdo Clinica:

Soro

O doseamento da ureia em conjunto com a determinacao da creatinina no soro
séo frequentemente determinadas para a avaliagdo da funcéo renal.

Os valores de ureia podem surgir aumentados como resultado de uma perfuséo
diminuida dos rins (infarte do miocardio, choque, insuficiéncia cardiaca congestiva);
aumento do catabolismo proteico; desidratacdo; como resultado de doencas renais
(insuficiéncia renal cronica e aguda, glomerolonefrite); e em causas p6s-renais causadas
por situacOes que levam a obstrucdo do fluxo urinério (tumores do aparelho urinério e

na prostata, calculos renais).
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A hipouremia ndo apresenta qualquer significado clinico na avaliacdo da fungéo
renal. Podem observar-se valores diminuidos de ureia em jejuns prolongados, como

consequéncia de uma dieta pobre em proteinas ou doencas hepaticas graves. (2)

Urina
Niveis aumentados podem surgir com um aumento do catabolismo proteico,
dietas hiperproteicas ou hipertiroidismo, enquanto niveis reduzidos observam-se na

insuficiéncia renal e hepatica, dietas pobres em proteinas e obstru¢des do tracto urinario.

Creatinina
A creatinina resulta do metabolismo da creatina e da fosfocreatina no musculo.
A creatinina € libertada para o plasma e excretada pelos rins numa velocidade constante,

que é proporcional @ massa muscular da pessoa.

Principio:

Ensaio de cor cinético

A creatinina forma um complexo amarelo alaranjado com o acido picrico num
meio alcalino, cuja absorvancia a 520/580 nm € proporcional a concentracdo de

creatinina na amostra (1).

Interpretacéo Clinica:

A creatinina é um optimo parametro de avaliacdo da funcdo renal, ja que a sua
producdo, apenas depende do metabolismo celular muscular e, é quase exclusivamente
eliminada por filtragdo glomerular, ndo sendo influenciada directamente pela ingestéo
de alimentos.

Como quase toda a creatinina é removida do corpo pelos rins, 0s niveis
sanguineos de creatinina sdo uma indicacdo da capacidade de filtragdo dos glomérulos.

Um aumento dos niveis de creatinina no soro indica problemas que afectam a
funcdo renal, tais como glomerulonefrites, pielonefrites, necrose tubular aguda,
obstrucGes do trato urinario por célculos, reducdo da perfusdo renal devido a situagdes
de choque, desidratacao, insuficiéncia cardiaca congestiva ou aterosclerose entre outras
causas. Niveis sanguineos elevados de creatinina podem ser observados

temporariamente apos lesdes musculares.
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Uma reducdo nos valores de creatinina, normalmente € devido a causas
fisioldgicas e sdo observados durante a gravidez, perda de massa muscular e terapéutica
com esteroides (2).

Os niveis de creatinina sanguineos sdo avaliados em conjunto com 0s niveis

urinarios, recorrendo a uma urina de 24 horas para o calculo da depuracao da creatinina.

Depuracao da creatinina

Este parametro é calculado de modo a avaliar a velocidade e a eficiéncia da
filtracdo renal. Para o calculo da depuracéo é necessario uma medida da concentragao
de creatinina numa amostra de sangue e numa amostra de urina de 24 horas.

A depuracéo de creatinina é calculada pela seguinte formula:

creatinaria (mg/dL) x volume (ml)
creatinémia (mg/dL) x 1400 (s)

Depuragdo (ml/min) =

Como a quantidade de creatinina produzida depende da massa muscular, o
calculo usa um factor de correc¢do que tem em conta a area de superficie corporal
padrdo (1,73) e a area de superficie corporal do paciente, calculada a partir do peso
corporal e da altura. O resultado ap0s esta correc¢do pode assim ser comparado com 0s

valores de referéncia.

Interpretacdo Clinica:

A depuracdo da creatinina varia inversamente com a concentracdo de creatinina
no soro, ou seja, quando a creatinina no soro € elevada (situacdes acima referidas) a
depuracéo ¢é diminuida, indicando dano renal.

Um aumento da depuragdo da creatinina pode ser observado ocasionalmente
durante a gravidez, ap0s exercicios ou apos a ingestdo de grandes quantidades de carne,

mas 0 exame em geral ndo € usado nesses casos.

Acido drico
O écido drico € um composto nitrogenado abundante na urina e resulta como

produto final do metabolismo de degradagdo das purinas (adenina e guanina). E
excretado, sobretudo na urina (cerca de 75%) e o restante nos intestinos.
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Principio:
Ensaio de cor enzimatico

uricas

Acido trico + 0, + 2 H,0 ——5 Alantoina + C0, + H,0,

2H,0, + N,N — bis(4 — sulfobutil) — 3,5 — dimetilanilina + 4 — Aminofenazona

peroxidase
—— corante azul* + OH~ + 3H,0

O produto final colorido é lido bicromaticamente a 660/800 nm e a absorvancia

é proporcional a concentracao de &cido Urico na amostra (1).

Interpretacdo clinica:

Soro

O acido Urico nédo é considerado um bom parametro de avaliacao da funcéo renal
devido a presenca de alteracdes metabolicas ou alimentares que aumentam a sua
concentracdo plasmatica (hiperuricemia) sem que haja a disfuncéo renal.

A hiperuricemia encontra-se presente em varias doencas:

o Doencas com o catabolismo proteico aumentado, como é o caso da gota
em que ha& deposicdo de cristais de acido drico nas articulagdes, doencas
mieloproliferativas e terapia com drogas tdxicas (quimioterapia em leucemias e
linfomas);

. Doencas renais, como na insuficiéncia renal cronica, envenenamentos
com chumbo ou alcoolismo;

. Defeitos enzimaticos especificos como a deficiéncia de hipoxantina-
guaninafosforribosil transferase ou de glucose-6-fosfato.

A hipouracemia pode ser consequéncia da diminuicdo da sintese (deficiéncia em
xantina oxidase, disfuncdo hepatica aguda), deficiéncia tubular renal e ainda por acgéo

de certas drogas, como a varfarina (2).

Urina

Niveis elevados de acido urico na urina sdo observados em situa¢fes como a
gota, mieloma multiplo, leucemias, linfomas e dieta rica em purinas, e estdo associados
a um risco de formacdo de célculos renais, por outro lado, niveis reduzidos podem

ocorrer em doencas renais, dieta pobre em purinas e alcoolismo crénico.
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Microalbumindria

A microalbumindria traduz a presenca de albumina em amostras de urina, em
quantidades superiores ao normal, ou seja, excrecdo urinaria de albumina superior a 30
mg/dia. A albumina encontra-se presente em grandes quantidades no sangue, mas quase
nenhuma é eliminada na urina quando a funcéo renal esta normal. Contudo, quando ha

uma lesdo ou doenca renal a albumina é eliminada na urina (4).

Principio:

Ensaio imuno-turbidimétrico

A albumina humana reage especificamente com anticorpos de albumina anti-
humanos presentes numa solucdo anti-soro formando agregados insollveis, cuja

absorvancia destes, é proporcional a concentragdo de albumina na amostra (1).

Interpretacdo clinica:

A determinacdo de microalbumindria é importante no controlo dos doentes com
diabetes Mellitus, uma vez que a presenca da microalbumindria nestes doentes indica
um comprometimento renal (nefropatia diabética). A microalbumindria é um factor de
risco da evolucdo para nefropatia clinica em doentes com Diabetes Mellitus tipo 1 e
representa também um risco aumentado de doenca renal progressiva e morbilidade e

mortalidade cardiovascular na Diabetes Mellitus tipo 2 (5).

FUNCAO HEPATICA
AST /GOT

O aspartato aminotransferase € uma das duas transaminases responsaveis pela
transformacdo de cetoacidos em aminoacidos pela transferéncia de grupos amina.
Encontra-se presente numa variedade de tecidos, tendo actividade méaxima no figado e

sistema musculo-esquelético (2).

Principio:

Ensaio UV cinético

aspartato

aminotransferase
—_—

2 — oxoglutarato + L — aspartato L — glutamato + oxaloacetato
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malato

desid
Oxaloacetato + NADH + HT Z229%C1 _ malato + NAD™T

A reducdo da absorvancia devido ao consumo de NADH é medida a 340 nme €

proporcional a actividade de AST na amostra (1).

Interpretacdo clinica:

Como a AST encontra-se presente em altas concentrages no citoplasma e nas
mitocdndrias do figado, musculos esquelético e cardiaco, rins, pancreas e eritrocitos,
quando qualquer um desses tecidos é danificado, a AST é libertada no sangue e 0 seu
aumento esta associado a uma lesdo de qualquer um destes orgaos.

Niveis aumentados de AST podem ser detectados em hepatites agudas na
maioria viricas (niveis muito aumentados), doencas hepaticas associadas a necrose,
cirrose hepética, colestase extra-hepatica, carcinoma hepatico excepto nos estadios
iniciais de doenca, distrofia muscular progressiva, dermatomiosite, embolia pulmonar.

Elevagdes ligeiras a moderadas da AST podem ocorrer na pancreatite aguda,
doenca hemolitica, gangrena, lesbes por esmagamento muscular, apos a ingestdo de
alcool ou administracdo de drogas como 0s opiaceos.

A actividade da AST também se eleva apds um infarto do miocardio e o seu
doseamento pode ser Gtil na monitorizacdo da evolucéo.

Os valores de AST podem encontrar-se falseados em amostra de soro
hemolisadas, uma vez que a AST estd presente nos eritrocitos numa concentracao

superior a do soro normal.

ALT/GPT

A alanina aminotransferase é a outra transaminase. E a enzima mais especifica
do figado e, elevacOes nesta enzima raramente sdo encontradas em condi¢Ges sem ser
nas doengas hepaéticas.

Encontra-se presente no citoplasma dos hepatdcitos e quando os niveis estdo

aumentados significa deterioragéo da integridade da membrana dos hepatocitos (2).

Principio: Igual ao anterior

Interpretacdo Clinica:

Niveis acentuadamente elevados de ALT podem ser detectados nas hepatites

viricas, hepatites toxicas, cirrose, mononucleose, carcinoma hepatocelular, colestase
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extra-hepatica, lesdes hepaticas apds insuficiéncia cardiaca. Niveis moderados também

podem ser detectados ap0s a ingestao de alcool ou administracdo de drogas.

vGt

O gama-glutamil transferase € uma enzima que catalisa a transferéncia de
aminoacidos de um péptido para um aminoacido ou outro péptido.

O yGT existe em todas as células do organismo, expecto nas dos masculos,
contudo a enzima presente no soro parece originar essencialmente do sistema
hepatobiliar (2).

Principio:

Ensaio de cor cinético

GGT
L —y — Glutamil — 3 — carboxi — nitroanilido + Glicilglicina — L — y — Glutamilglicilglicina + 5

— Amino — 2 — nitrobenzoato

A alteracdo na absorvancia a 410/480 é directamente proporcional a actividade

do yGT na amostra (1).

Interpretacdo clinica:

O yGT é um indicador enzimatico muito sensivel de doencas hepatobiliares, e a
sua actividade é elevada em todas as formas de doenca hepatica.

Niveis aumentados de yGT ocorrem na colestase intra ou extra-hepética (em
niveis muito acentuados), no carcinoma hepatico primario ou metastatico, pancreatite
aguda e cronica e cirrose. O yGT aumenta em doentes com ictericia obstrutiva,
colangite e colecistite havendo elevagdo mais cedo e durante mais tempo que a fosfatase
alcalina.

Elevagdes da yGT também podem estar associadas, sem nenhum significado
patoldgico, ao consumo de grandes quantidades de alcool e algumas drogas que causam

efeito tdxico no tecido hepatico.

ALP

A fosfatase alcalina € uma enzima presente em quase todos os tecidos,

encontrando-se especialmente em niveis elevados no epitélio intestinal, tabulos renais,

38



Relatério de estagio — Mestrado em Analises Clinicas

2014

osteoblastos, figado e placenta. A sua funcdo encontra-se associada ao transporte dos

lipidos e calcificagdo dos 0sso0s.

Principio:
Ensaio de cor cinético

ALP,Mg?*,
pNPP (p — nitro — fenilfosfato) + AMP oA, pNP(p — nitrofenol) + AMP — PO,

A formacéo de pNP € lida bicromaticamente a 410/480 nm, e é directamente

proporcional a concentracdo de fosfatase alcalina na amostra (1).

Interpretacéo Clinica:

O doseamento da fosfatase alcalina é particularmente importante no estudo das
doencas hepatobiliares e doencas 0sseas.

Nas doencas hepatobiliares os niveis de fosfatase alcalina encontram-se
aumentados em situacdes de obstrugdo extra e intra-hepética, obstrucdo intra-hepética
do fluxo biliar e hepatites infecciosas.

Em doencas 6sseas 0s niveis de ALP encontram-se elevados na doenca de Paget,
osteomalacia, raquitismo, carcinoma dsseo osteogénico, e em doencas secundarias dos
0ss0s como o hiperparatiroidismo, insuficiéncia renal, mieloma maltiplo ou sarcoidose.

Mulheres na gravidez de terceiro trimestre também apresentam niveis elevados

de fosfatase alcalina, nomeadamente da fosfatase alcalina placentaria.

Bilirrubinas
Bilirrubina total

A maioria da bilirrubina produzida (cerca de 85%) é derivada da fraccdo heme
da hemoglobina libertada pela decomposicéo dos eritrocitos senescentes, destruidos nas
células do sistema reticulo-endotelial do figado, baco e medula dssea. Os restantes 15%
resultam dos precursores dos eritrocitos, destruidos na medula dssea e do catabolismo

de outras proteinas contendo o grupo heme como a mioglobina e os citocromos.

Principio:
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Ensaio de cor fotométrico

cafeina, surfactante
Bilirrubina + DPD (3,5 — diclorofenildiazonio) Azobilirrubina

A reaccdo é lida a 540nm sendo a absorvancia proporcional a concentracdo de
bilirrubina total na amostra (1).

Interpretacéo clinica:

O aumento da concentracdo de bilirrubina total deve-se quer a um aumento da
bilirrubina ndo-conjugada, aumento da bilirrubina conjugada ou de ambas.

A hiperbilirrubinemia ndo conjugada inclui a anemia hemolitica, reaccgdes
transfusionais, infeccdes virais e bacterianas, doenca rara em que a actividade do
UDP:bilirrubina glicironil-trasnferase é totalmente ausente (sindrome de Crigler-Najjar
tipo 1) ou reduzida (sindrome de Crigler-Najjar tipo Il) e a sindrome de Gilbert
(distarbio mais comum).

A hiperbilirrubinemia conjugada deve-se a obstru¢fes do fluxo da bilis como a
colestase, hepatite alcoolica, hepatite virica aguda, colangite, cirrose biliar,
mononucleose, carcinoma (figado, vias biliares ou péncreas) e sindrome de Dubin-
Johnson em que a excrecédo de bilirrubina para a bilis € prejudicada (2).

Amostras hemolisadas devem ser evitadas, pois conduzem a resultados

falsamente baixos.

Bilirrubinas Directa (ou conjugada)

Como a bilirrubina € insoltvel no plasma, esta é transportada ligada a albumina
até ao figado onde vai ser conjugada com o acido glucorénico tornando-a hidrossoltvel

(Bilirrubina directa), sendo depois eliminada pela bilis (2).

Principio:

Ensaio de cor fotométrico

Bilirrubina directa + DPD (3,5 — Diclorofenil — diazénico — tetrafluorborato)

meio 4cido . .
—— Azobilirrubina

A reaccdo é lida a 570nm sendo a absorvancia proporcional a concentracdo de
bilirrubina directa na amostra (1).
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Interpretacdo Clinica:

As situacdes que elevam a bilirrubina directa ou conjugada estéo referidas acima

na interpretacdo da bilirrubina total.

FUNCAO PANCREATICA
Amilase

As amilases sdo um grupo de hidrolases que fraccionam os glicidos complexos.
No organismo estdo presentes em diversos orgaos e tecidos. Contudo, estdo presentes
em maior concentracdo no pancreas e nas glandulas salivares onde actuam na hidrolise

dos glicidos provenientes da alimentagao (2).

Principio:
Teste de cor cinético

2 — cloro — 4 — nitrofenil — « — D — maltotriosideo (CNPG3;) + H20

a—amilase
———— 2 —cloro — 4 — nitrofenil(CNP) + Maltotriose

A medicdo da absorvancia € lida a 410nm e é proporcional a actividade de

amilase na amostra (1).

Interpretacéo Clinica:

A amilase esta presente no sangue e urina em pequenas quantidades. Quando ha
lesdo das células dos 6rgdos produtores de amilase, como nas pancreatites, 0s niveis

sanguineos e urinarios da enzima elevam-se.

Soro

A medicdo da amilase no soro encontra-se muitas vezes associada a medigdo da
lipase no diagnostico e acompanhamento de pancreatites e doencas do pancreas.

S80 muitas as causas que levam a um aumento da actividade da amilase. Entre
elas destacam-se a pancreatite aguda e crénica e suas complicacfes; carcinoma
pancredtico; obstrugdes intestinais, das vias biliares e do canal pancreatico; peritonite;

apendicite; lesdes das glandulas salivares; insuficiéncia renal; tumores do pulméo e
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serosos do ovario; cetoacidose diabética; intoxicacdo alcodlica aguda; ou uso de drogas
toxicas.
A hipoamilasemia foi observada na fibrose quistica avancada, doenca hepatica

grave e pancreatectomia.

Urina
A amilase é filtrada no glomérulo e excretada na urina. Na pancreatite
observam-se aumentos na excrec¢do de urina conduzindo a uma elevagdo da enzima na

urina muitas vezes até mesmo antes da sua elevagao no soro.

METABOLISMO DO FERRO
Ferro sérico

O ferro é um elemento essencial, pois participa numa série de processos vitais
para 0 organismo que vdo desde os mecanismos de oxidacdo celular ao transporte de
oxigénio para as células. Participa também na producao de proteinas importantes, como
a hemoglobina, mioglobina e algumas enzimas.

E absorvido através da alimentacio e transportado pelo organismo pela
transferrina. Cerca de 70% do ferro absorvido é necessario para a producdo das
hemécias sendo incorporado a hemoglobina e o restante é armazenado na forma de
ferritina ou hemossiderina.

A concentragdo de ferro medida no soro é principalmente o Fe** ligado a

transferrina, ndo inclui o ferro existente no soro como hemoglobina livre.

Principio:
Ensaio de cor fotométrico
meio acido
Transferrina 2 (Fe3*) ——— 2(Fe3*) + Apotransferrina

2(Fe3*) + acido ascérbico + 2 H,0 - 2(Fe?*) + 4cido dehidroascérbico + 2 H;0*

Fe?* +2,4,6,—Tri — (2 — pyridyl) — 5 — triazina (TPTZ) - Complexo de ferro®*
(complexo de cor azul)
O composto colorido formado € medido bicromaticamente a 600/800nm. O

aumento na absorvancia é directamente proporcional a quantidade de ferro ligado a

transferrina (1).
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Interpretacdo Clinica:

Um aumento da concentracdo de ferro ocorre nas doengas por excesso de ferro
como na hemocromatose (doenca autossdmica recessiva). Concentragdes superiores as
normais também podem resultar de um aumento da ingestdo de ferro, de mdltiplas
transfusdes de sangue, de casos de envenenamento agudo por ferro, principalmente em
criancas apds a ingestdo de medicamentos com ferro, ou doencas hepaticas.

ConcentragOes reduzidas de ferro sdo observadas em anemias por falta de ferro,
em distdrbios inflamatorios cronicos, em infecgdes agudas como no infarto do
miocardio, em hemorragias recentes ou agudas, doencas malignas, gravidez tardia e

menstruacéo.

Ferritina

A ferritina é uma fonte de armazenamento de ferro rapidamente disponivel. E
encontrada em quase todas as células e o seu doseamento permite avaliar a quantidade

de ferro armazenada no organismo.

Principio:

Ensaio imuno-turbidimétrico
A ferritina presente na amostra aglutina com particulas latex revestidas com
anticorpos anti-ferritina de coelho formando complexos antigénio-anticorpo cuja

absorvancia é lida espectrofotometricamente (1).

Interpretacéo Clinica:

O doseamento da ferritina € um indicador sensivel dos niveis de ferro presentes
no organismo. Variag0es na concentracdo de ferro sdo reflectidas nos valores de
ferritina.

ConcentracOes diminuidas de ferritina estdo presentes nas anemias por defice de
ferro.

Por outro lado, concentracBes aumentadas sdo observadas em doengas crénicas
como a artrite reumatoide ou doenca renal; leucemias e linfomas; hepatites virais; ou

hemocromatose.
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O seu doseamento é importante, sobretudo no decorrer do tratamento de anemias
ferropénicas, uma vez que a sua normalizacdo traduz-se numa reconstituicdo das

reservas de ferro (2).

Transferrina

A transferrina é uma glicoproteina, em grande parte sintetizada no figado. Esta
proteina tem como principal funcdo a captacdo do ferro das suas reservas e transporte
por todo o corpo. A sua sintese € inversamente proporcional a quantidade de ferro

intracelular (2).

Principio:

Ensaio imuno-turbidimétrico

A transferrina presente na amostra reage especificamente com anticorpos de
transferrina anti-humanos presentes numa solugdo anti-soro formando agregados

insolveis, cuja absorvancia € proporcional a concentracdo de transferrina na amostra

(D).

Interpretacdo clinica:

Niveis aumentados de transferrina observam-se em casos de caréncia de ferro
como nas anemias por falta de ferro, em hemorragias, durante a gravidez e na
administracao de estrogénios.

A transferrina é uma proteina de fase aguda negativa, logo as suas concentracdes
vém diminuidas em estados inflamatérios. Niveis diminuidos ocorrem também em
condicBes associadas a um aumento de perda de proteinas, tais como o sindrome

nefradtico, estados de deficiéncia de proteinas e na doenca hepatica cronica.

FUNCAO CARDIACA
CKou CPK

A creatina quinase € uma enzima que catalisa a fosforilacdo reversivel da
creatina por ATP. Apresenta-se na forma de dimero, cuja subunidades M (musculo) e B

(cérebro) originam trés isoenzimas:

. CK-MM (encontrada principalmente nos musculos esqueléticos);
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. CK-MB (encontrada principalmente no coracao);

. CK-BB (encontrada principalmente no cérebro).

A presenga de CK no sangue provém principalmente dos muasculos. A CK do

cérebro quase nunca passa para o sangue (4).
Principio:
Ensaio UV cinético

CK
Fosfato de creatina + ADP — Creatina + ATP

hexoquinase

ATP + Glucose ——  ADP + Glucose — 6 — fosfato

glucose—6—fosfato
desidrogenase

Glucose — 6 — fosfato + NADP* 6 — fosfogluconato + NADPH + H™

O aumento da absorvancia a 340/660 nm devido a formacdo de NADPH é
directamente proporcional & actividade de CK na amostra (1).

Interpretacdo clinica:

Os niveis sanguineos de creatina quinase (CK) elevam-se quando ha uma lesdo
do musculo-esquelético ou do musculo cardiaco.

As lesbes do musculo esquelético que elevam a CK sdo principalmente as da
distrofia muscular progressiva (do tipo Duchenne, particularmente).

Ao nivel do musculo cardiaco, a CK encontra-se elevada apds um infarto agudo
do miocérdio e situacfes de trauma cardiaco, normalmente ap06s cirurgia cardiaca.
Situagbes como angina do peito, choque cardiogénico, miocardite, taquicardia,
insuficiéncia cardiaca congestiva entre outras também podem conduzir a um aumento
da actividade de CK total.

SituacBes como exercicio fisico intenso, alguns medicamentos como estatinas

podem conduzir a resultados falsamente positivos (2).

LDH

A lactacto desidrogenase € uma enzima que catalisa a oxidacao reversivel do L-

lactato em piruvato utilizando NAD® como aceitador de hidrogénio. Encontra-se
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presente em quase todas as células do organismo, mais concretamente no citoplasma e
eleva-se apos lise celular.

A actividade de LDH total reflecte um doseamento geral das cinco isoenzimas
da LDH:

. LDH-1: masculo cardiaco, eritrocitos, rim e células germinativas;
o LDH-2: musculo cardiaco, eritrocitos e rim;

o LDH-3: pulmdes e outros tecidos;

o LDH-4: leucdcitos, nddulos linfaticos, musculo e figado;

. LDH-5: figado e masculo esquelético (4).

Principio:

Ensaio UV cinético

LDH
Lactato + NAD* — Piruvato + NADH + H*
O aumento do NADH é medido a 340nm e é directamente proporcional a

actividade enzimatica na amostra (1).

Interpretacdo clinica:

Os niveis de LDH encontram-se elevados numa ampla variedade de situacGes
como resultado da sua distribuicdo generalizada nos tecidos. Assim, niveis elevados de

LDH surgem no musculo cardiaco ap6s um infarto agudo do miocéardio, miocardite,

insuficiéncia cardiaca e na presenca de proteses de valvulas cardiacas; no_figado numa

hepatite virica, hepatite toxica com ictericia, mononucleose; no musculo-esquelético

numa distrofia muscular progressiva; nos eritrocitos na presenca de hemdlise; e nos rins
numa glomerulonefrite cronica, lGpus eritematoso sistémico, nefroesclerose diabética.

SituacBes como exercicio fisico intenso e hemdlise podem afectar os valores de
LDH, causando resultados falsamente positivos. A concentragdo de LDH nas hemécias
é cerca de 150 vezes superior a do plasma/soro (2).

METABOLISMO MINERAL E OSSEO
Caélcio total

O célcio é um composto mineral essencial para o bom funcionamento dos

musculos, nervos e do coracgdo. E necessario na coagulacdo do sangue e na formagéo

46



Relatério de estagio — Mestrado em Analises Clinicas

2014

dos o0ssos. Cerca de 99% do célcio é encontrado nos 0ssos, e 0 restante encontra-se nos
tecidos moles e liquido extracelular.

O célcio encontra-se no sangue em trés formas: calcio livre ou ionizado (cerca
de 50% correspondendo a fraccdo fisiologicamente activa), cerca de 40% ligado a

proteinas, e cerca de 10% complexado.

Principio:
Ensaio de cor fotométrico

Ca’** + Arsenazo III -3 Complexo Ca — Arsenazo III (roxo)
PH 6,

O aumento da absorvancia é medido a 660/700nm e é proporcional a

concentracdo de calcio na amostra (1).

Interpretacdo clinica:

Algumas das causas que levam a um aumento da concentracdo de calcio
(hipercalcemia) sdo o hiperparatiroidismo priméario e tumores 6sseos como causas mais
comuns, a sarcoidose, excesso de vitamina D (suplementacdo excessiva ou doses
terapéuticas excessivas), hipertireoidismo, tuberculose, imobilizacdo prolongada e
transplantacdo renal. Concentragdes de calcio acima dos valores normais resultam numa
excitabilidade neuromuscular diminuida e fraqueza muscular.

Por outro lado, uma diminuicdo da concentracdo do calcio no soro
(hipocalcemia) tem como causa principal a hipoalbuminemia (reducdo da ligacdo do
calcio a albumina traduzindo-se numa falsa hipocalcemia). Outras causas de
hipocalcemia séo a insuficiéncia renal crdnica, o hipoparatiroidismo, uma diminuicéo da
ingestdo de calcio, deficiéncia de vitamina D, pancreatite aguda e uma diminuicao dos

niveis de magnésio. A hipocalcemia resulta em tetania muscular (2).

Fosfato (Fosforo inorgéanico)
A maioria do fosfato no soro existe na forma inorganica (Pi). Os fosfatos sdo

vitais para a producéo de energia, funcdo muscular e nervosa e crescimento 0sseo.

Principio:
Ensaio UV fotométrico
7H;P0, + 12 (Mo0,0,,)%" + 72 H* - 7 H,P0,(M005),, + 36 H,0
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A absorvancia do complexo € lida a 340/380nm e é directamente proporcional a

concentracdo de fosforo inorganico na amostra (1).

Interpretacdo Clinica:

Um aumento dos niveis de fosfato no soro (hiperfosfatemia) normalmente
encontra-se associado a uma insuficiéncia renal aguda ou crénica, como consequéncia
de uma diminuicdo da excrecdo urinaria do fosforo. Elevagdes dos niveis de fosfato
também podem ocorrer no hipoparatiroidismo, acromegalia, intoxica¢do por vitamina
D, ingestdo aumentada de fosfatos e como resultado da transferéncia do fésforo das
células para o espaco extracelular, no decorrer de quimioterapias agressivas e graves
rabdomiolises.

Uma diminuicdo dos niveis de fosfato (hipofostatemia) é provocada por uma
ingestdo inadequada de fosfatos ou absorcdo reduzida. Algumas das causas da
hipofosfatemia sdo o raquitismo e a osteomalacia (défice de vitamina D), sindrome de
Fanconi (defeito de reabsorcdo tubular), hiperparatiroidismo priméario e secundario,
tratamento de diabéticos com insulina, sindrome de ma absorcdo e ingestdo de
antiacidos contendo hidroxido de aluminio que conduz a formacdo de fosfatos de

aluminio ndo absorviveis no tubo digestivo.

Magnésio
O magnésio é um catido intracelular encontrado em quase todas as células, sendo

que cerca de 55% do magnésio total esta presente principalmente nos 0ssos. E essencial
em diversas reac¢Oes enzimaticas importantes, onde funciona como co-factor ou
activador. O magnésio desempenha ainda um papel importante na glicolise, fosforilagdo
oxidativa, respiragdo celular, metabolismo nucleétido, biossintese proteica e transporte

de calcio membranar.
Principio:
Ensaio de cor fotométrico

- . pH114 )
MG“* + Azul dexilidii —— Complexo purpura
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A cor produzida € medida bicromaticamente a 520/580 nm e € proporcional a

concentracdo de magnésio na amostra (1).

Interpretacéo Clinica:

Os baixos niveis de magnésio (hipomagnesemia) no sangue podem resultar de
uma baixa ingestdo de magnésio; perda de magnesio nos intestinos sobretudo devido a
diarreias, pancreatite aguda e ma absorcdo; ou perda urinaria que ocorre no diabetes
mellitus, alcoolismo, e uso de medicamentos.

A hipermagnesemia surge sobretudo nas insuficiéncias renais agudas ou cronicas
onde ha uma diminuicdo da excrecdo de magnésio e também em situacGes onde ha uma
ingestdo excessiva de magnésio (antiacidos contendo magnésio).

Amostras de soro contendo hemdlise podem provocar resultados falsamente

positivos uma vez que as hemécias tém maior quantidade de magnésio que o soro.

DOENCAS AUTO-IMUNES
Factor reumatoide

Os factores reumatdides sdo auto-anticorpos dirigidos contra a fraccdo FC das
imunoglobulinas. Geralmente sdo anticorpos da classe IgM, mas também podem ser
IgG, IgA ou IgE (6).

Principio:

Ensaio imuno-turbidimétrico

O factor reumatoOide presente na amostra vai reagir com particulas de latex
revestidas com IgG humana, formando complexos imunes insolGveis, cuja absorvancia

é proporcional a concentracdo de FR na amostra (1).

Interpretacdo Clinica:

O factor reumatdide é geralmente usado como teste auxiliar no diagnéstico da
artrite reumatoide, positivando em cerca de 80% dos pacientes com artrite reumatoide.

Quanto maiores forem os niveis de FR, maiores serdo as possibilidades de uma
doenca articular mais destrutiva. Contudo, este anticorpo ndo é especifico para a artrite

reumatoide, e outras doengas como lupus eritematoso sistémico, sindrome de Sjogren,
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doenca mista do tecido conjuntivo (DMTC), doencas infecciosas (hepatite, sifilis,
mononucleose infecciosa, parasitas, e tuberculose) também podem apresentar factor
reumatdide positivo.

O factor reumatoide também pode estar positivo na populagdo saudavel (cerca

de 10%), especialmente em idosos sem que isso indique qualquer doenca.

DOENCAS INFECCIOSAS
ASO (anticorpos anti-estreptolisina O)

A estreptolisina O é uma hemolisina (toxina) produzida por Streptococcus do
Grupo A, bactérias responsaveis por faringites estreptocécicas. A estreptolisina O actua

como antigénio e provoca a sintese de anticorpos facilmente titulados.
Principio

Ensaio imuno-turbidimétrico:
Os anticorpos anti-estreptolisina O presentes na amostra vdo reagir com
particulas latex revestidas com estreptolisina O formando complexos insollveis cuja

absorvancia é proporcional a concentracdo de ASO na amostra (1).

Interpretacdo Clinica:

Uma elevacdo do titulo de anticorpos anti-estreptolisina O é indicativa de
contacto com a bactéria Streptococcus do Grupo A. Os anticorpos sdo detectados a
partir de uma semana da infeccdo e alcangcam niveis maximos entre 4 a 6 semanas,
permanecendo detectaveis em niveis decrescentes durante varios meses apds a cura.
Assim, niveis de anticorpos anti-estreptolisina O altos ou crescentes indicam uma
infeccéo estreptococica recente. Niveis decrescentes indicam uma infecgdo curada.

A ASO pode positivar em doengas resultantes da infeccdo pelo Streptococcus do
Grupo A, tais como farigintes, amigdalites, endocardites, escarlatina, eripsela, febre

reumatica, e glomerulonefrite aguda.
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ELECTROLITOS

Os electrolitos afectam a maioria dos processos metabdlicos das células. Entre as
funcBes dos electrélitos estdo a manutencdo da pressdo osmdtica e a hidratacdo de
varios compartimentos de fluidos corporais, manutencédo do pH adequado, regulacéo das
funcdes cardiaca e muscular apropriadas, envolvimento em reac¢des de oxidagdo-

reducdo e participacdo como co-factores de varias enzimas.

Principio
O médulo ISE para a determinacdo de Na*, K*, CI" inclui:

e Eléctrodos de membrana para a determinacgdo do sodio e potassio;
e Membrana de PVC orientada a nivel molecular para a determinacdo do

cloreto;

E desenvolvido um potencial eléctrico de acordo com a Equacio de Nernst para
cada ido especifico. Quando comparado com uma referéncia interna, este potencial

eléctrico é convertido em voltagem e seguidamente na concentracdo de iGes da amostra

).
Sodio (Na*)

O sddio é o principal catido do liquido extracelular. Desempenha um papel

central na manutencdo do equilibrio osmético e da electroneutralidade.

Interpretacdo Clinica:
Soro (NATREMIA)

Hiponatrémia, concentracdo diminuida de Na* no soro pode resultar de uma

ingestdo diminuida de Na®, perda de Na* (vomitos, diarreia, sudorese excessiva, uso
inadequado de diuréticos, hipoaldoesteronismo, cetoacidose diabética, ou acidose
tubular renal), aumento de agua (insuficiéncia cardiaca cronica, diabetes descontrolado,
cirrose hepética, sindroma nefrético ou desnutrigdo) e sindrome inadequada da hormona
antidiurética (SIADH). Uma pseudo-hiponatrémia pode ser determinada em amostras

lipémicas (hiperlipedémias).
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Um nivel elevado de sodio no sangue (hipernatrémia) € quase sempre resultante
de perdas de agua ndo proporcionais & perda de Na® (desidratacdo, diurese osmotica,
vomitos, diarreia). Em casos raros, hipernatrémia pode ser devido ao aumento da

ingestdo de sddio, sindrome de Cushing e ao diabetes insipidus.

Urina (NATRIURIA)

A hipernatridria, aumento dos niveis de sodio na urina pode ser observada na
terapéutica com diuréticos, sindrome de Addison, nefrite com perda de sal,
hipoaldosteronismo ou SIADH.

Uma diminuicdo dos niveis de sodio urinario (hiponatraria) estd muitas vezes
associada a uma baixa ingestio de Na® na dieta. Também ocorre no
hiperaldoestorinsmo, insuficiéncia cardiaca congestiva, oliguria aguda e azotemia pré-

renal.

Potassio (K*)

O potéssio € o principal catido intracelular. O potassio participa em inUmeros
processos bioquimicos e desempenha um papel indispensavel na manutencdo da pressao
osmatica celular. Cerca de 90% do potéssio ingerido é absorvido pelo trato

gastrointestinal, sendo 80% excretados pelos rins, e o restante, pelas fezes.

Interpretacdo Clinica:
Soro (CALIEMIA)

O potéssio encontra-se em pequenas concentragdes no sangue, sendo que
pequenas variagdes na sua concentragdo, por menores que Sejam, podem ser
significativas.

A presenca de niveis baixos de potéssio no soro (hipocaliémia) pode reflectir o
resultado de uma ingestdo insuficiente (situacdo muito rara decorrente maioritariamente
de alcoolismo grave ou anorexia nervosa); alteracdo da sua distribuicdo do liquido
extracelular para o intracelular (terapéutica com insulina, alcalose metabdlica); perdas
digestivas (vomitos, diarreia e fistulas intestinais); ou perdas urinarias (tratamento com
diuréticos, acidose tubular renal, hiperaldoesteronismo, sindrome de Cushing).

Por outro lado, a presenca de niveis elevados de potassio (hipercaliémia) tem

como causa mais frequente a insuficiéncia renal (excrecdo diminuida de K*). Situacoes
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de acidose metabdlica, uso de farmacos inibidores de aldosterona, anemias hemoliticas

graves, cetoacidose diabética, desidratacdo e choque com hipdxia tecidual, lesdo
tecidular, doenca de Addison também elevam os niveis de K.

SituacBes como a presenca de hemolise, 53tividade muscular intensa,

N

trombocitose ou leucocitose podem causar grandes aumentos dos niveis de K

conduzindo a falsos positivos.

Urina

O potéssio pode ser eliminado através dos rins, pela urina e em casos raros 0s
seus niveis poderdo estar anormalmente baixos devido a uma ingestdo de quantidades
insuficientes na dieta, na doenca renal ou doenca renal com diminuicdo do fluxo
urinério.

A excrecdo de K pode vir aumentada no hiperaldosteronismo primario e
secundario, doencas renais primarias, sindromes tubulares renais, apos administracao de

ACTH, cortisona ou hidrocortisona.

Cloro

O cloro é o principal anido extracelular. E importante na manutengio da
neutralidade electroquimica do liquido extracelular, incluindo o plasma. A maior parte

do cloro ingerido é absorvido, e 0 excesso é eliminado pelos rins.

Interpretacéo clinica:
Soro (CLOREMIA)

Concentracbes diminuidas de cloretos estdo presentes em algumas situacdes

como a cetoacidose diabética, insuficiéncia renal, alcalose metabdlica, acidose
respiratoria, doengca de Addison, vomitos prolongados, sudorese excessiva e
hiperaldosteronismo.

A hipercloremia ocorre geralmente em situagfes de desidratacdo contudo,
tambeém pode ocorre na acidose tubular renal, insuficiéncia renal aguda, acidose

metabdlica, alcalose respiratoria e diabetes insipido.
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ELECTROFORESE DE PROTEINAS NO SORO — MINICAP

O minicap (Figura 2) é um sistema automatizado
usado para a separacdo das proteinas séricas e deteccdo de
padrdes de proteinas anormais. O sistema usa 2 tubos

capilares em paralelo o que lhe permite uma separagédo

maltipla e simultdnea com boa resolucéo.
Principio Figura 2: Minicap

O MINICAP utiliza o principio da electroforese capilar em solugéo livre. Neste
tipo de electroforese as moléculas carregadas sdo separadas pela sua mobilidade
electroforética, usando uma solucdo tampdo com pH alcalino. As proteinas adquirem
carga negativa e migram do anodo para o catodo a diferentes mobilidades quando
sujeitas a um campo eléctrico. As proteinas separadas em capilares de silica sdo
posteriormente detectadas espectrofotometricamente a 200 nm. As diferentes frac¢oes

sdo coradas e medidas por densitometria (7).

Interpretacdo Clinica:

As proteinas presentes no soro percorrem distancias diferentes, formando um
perfil electroforético onde se pode observar a presenca de 5 bandas distintas: albumina,
alfa-1-globulina, alfa-2-globulina, beta-globulinas e gamaglobulinas.

O perfil electroforético pode ser normal observando-se a presenca das 5 bandas
(Figura 3) ou alterado por situacdes fisioldgicas e patoldgicas onde podera apresentar
bandas diminuidas ou ausentes, bandas com intensidade aumentada e bandas com

mobilidade anormal (Tabela 3).

Albumina

Alfa 2 Globulina
Haptoglobina
Macroglobulina

Imunoglobulina
Ceruplasmina

Transferrina
I Beta-lipoproteina
c3

Antitripsina

TBG

Alfafetoproteina

Alfa 1 Glicoproteina Acida

Figura 3: Tracado electroforético normal numa electroforese capilar
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Tabela 3: Padr@es electroforéticos tipicos de algumas condicGes patoldgicas

Sindrome

Nefrético

O padrdo electroforético ilustra uma
perda crénica de proteinas de baixo
peso molecular como a albumina (|
albumina) ¢ a IgG (] Gamaglobulinas)
e retencdo de proteinas de alto peso
Alfa-2
Macroglobulina (1 a2-globulina).

molecular como a

Cirrose

hepatica

ol

[rd

O padrdo electroforético ilustra a
formacdo de uma ponte entre as
fracgdes B-globulinas e y-globulinas e
uma

diminuicao da fraccao

correspondente a albumina.

Inflamacéo

aguda

ol

A alteracdo electroforética
caracteristica das reaccOes de fase
aguda consiste no aumento da a-1 e a-
2-globulinas, quase sempre associado a
diminuicdo da albumina.

Quando este aumento vem associado
ao aumento das y-globulinas estamos

perante uma fase de cronicidade.

Gamopatia

policlonal

ol

Presenca de um pico largo e difuso
aumentado na fracgdo y-globulina.

Geralmente ocorre como efeito

secundario em doencas cronicas

(doencas  inflamatdrias  cronicas,

doenca hepatica ou  neoplasias

disseminadas).
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Elevacdo de uma determinada

Gamopatia imunoglobulina formando um pico
Monoclonal - T estreito na regido B-y. Ex: Mieloma
(paraprotei multiplo e Macroglobulinemia de
na) Waldenstrom.
A al oz B ¥

Diminui¢ao da fracgdo vy-globulinas

sem alteracbes nas outras fracgdes.
Hipogamag . . .
Padrdo sugestivo de mieloma de

lobulinémia 'l .
cadeias leves.

ol s B ¥

»

Analise de amostras de urina- UROANALISE

Urina tipo Il - AUTION MAX-4280
O Aution Max AX-4280 (Figura 4)

consiste num sistema automatizado para a analise

de urinas. Destina-se a determinacdo de

parametros fisicos da urina (cor e densidade
especifica) e de pardmetros quimicos usando tiras
testes (pH, glicose, proteinas, sangue, leucocitos,  Figura 4: Aution Max-4280

cetonas, bilirrubina, urobilinogénio e nitritos).

Caracteristicas fisicas (Cor e densidade)
Cor
Principio:

A cor e o tom (claro, normal ou escuro) resultam da medicdo da reflectancia a
635nm, 565nm, 430nm e 760nm (8).

Interpretacdo clinica:
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A cor da urina pode variar desde incolor a preto. Estas variacdes traduzem o
resultado do metabolismo; da ingestdo de determinados compostos; das condicdes
patoldgicas; e da actividade fisica.

A urina normal tem uma coloracdo amarela que resulta da excrecdo de 3
pigmentos resultantes de um metabolismo normal: urocromo (amarelo); uroeritrina
(vermelho); e urobilina (laranja). A variacdo da cor normal da urina é decorrente do
estado de hidratacdo do organismo e da variacdo das concentracdes dos pigmentos
referidos.

Uma amostra de urina com uma coloragdo amarelo-escura ou ambar pode ser
determinada pela presenca anormal do pigmento bilirrubina. Este pigmento também
pode ser detectado ao agitar o tubo de urina e se observar a presenca de espuma
amarela.

E comum também observar-se uma coloracdo amarelo-alaranjada que ocorre
qguando ha administracdo de derivados de piridina para o tratamento de infeccdes
urindrias.

A presenca de sangue na urina é uma das causas mais comuns de anormalidade
na sua coloracgdo e conduz a uma coloragdo que vai desde o vermelho rosado a vermelho
negro, dependendo da quantidade de sangue, pH da urina e do tempo de contacto. Uma
urina com pH acido, ndo colhida recentemente, possui uma coloracdo marrom-escura
resultante da conversdo da hemoglobina em meta-hemoglobina.

A presenca de hemoglobina e mioglobina na urina apresentam uma coloragéo
vermelha e aspecto limpido enquanto a presenca de eritrocitos conduz a um aspecto
turvo.

A coloracdo da urina ndo muda apenas pela presenca de factores patogénicos no
organismo, a ingestdo de terminados alimentos, medicacOes e vitaminas também

provocam mudancas na sua coloracao.

Densidade (gravidade especifica)

Principio:

Meétodo do indice de refrac¢do

A densidade da urina € obtida pela medigdo do angulo de refraccdo da luz que

passa através de um prisma triangular que contém as amostras de urina. O indice de

refraccdo muda de acordo com a densidade da amostra no prisma triangular
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A densidade é obtida pela seguinte formula:
SGx= (SGH - SGL) x (KX - KL)/(KH-KL)+ SGL

(SGH: Densidade de uma solucdo de alta concentragdo; SGL: Densidade de uma
solucdo de baixa concentracdo; SGx: Densidade da amostra; KH: Coeficiente de
posicdo’ da amostra alta; KL: Coeficiente de posicdo da amostra baixa; Kx: Coeficiente

de posi¢édo da amostra)

O indice de refraccdo muda de acordo com a temperatura da amostra. O valor da

densidade € assim corrigido usando a seguinte formula:
SGt= SGX + (TSAM - TSTD) Ct

(SGt: Densidade corrigida para a temperatura; SGx: densidade obtida pela
férmula anterior; TSAM: temperatura da amostra; TSTD: temperatura da solucao low;
Ct: Coeficiente de temperatura (SG 0.001/3°C)

Os valores de densidade da urina também podem vir alterados na presenca de
grandes quantidades de glucose ou proteinas. O valor da densidade € depois corrigido

com os valores de glicose e proteinas medidos nas tiras teste usando a seguinte formula:
SG= SGt-CGLU-CPRO

(SG: Valor de densidade corrigido com a concentracdo de glucose e proteinas;
SGt: Densidade obtida anteriormente; CGLU: Valor correc¢do da glucose; CPRO:

Valor correccdo das proteinas) (8).

Interpretacdo clinica:

A avaliacdo da capacidade de reabsorcdo renal é feita pela medicdo da
densidade. A densidade indica a concentragdo de substancias quimicas dissolvidas na
urina em fungdo do poder de excregéo e concentragao dos rins.

Os valores de densidade normais variam de 1,010 a 1,030. Valores aumentados
indicam desidratacdo devido a uma ingestdo diminuida de liquidos, febre, vomitos,
diarreia ou transpira¢do. Quanto maior a densidade da urina, maior é a concentracdo das

substancias dissolvidas e menor é a quantidade de agua presente.

! Coeficiente de posicdo: calculado a partir dos dados enviados pelo detector
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Valores de densidade diminuidos podem ocorrer devido a uma ingestdo
aumentada de liquidos ou diuréticos, excrecdo de grandes volumes urinarios (diabetes

insipido) ou perda da capacidade de concentracéo urinéria devido a doengas renais.

EXAME QUIMICO (TIRAS TESTE)

O exame quimico normalmente é realizado recorrendo a tiras testes, que séo
colocadas no aparelho de uroanalise que depois emite o0s resultados de modo
quantitativo. Estas tiras sdo compostas por uma tira de plastico com varias areas de
reagentes para a determinacdo dos parametros quimicos (pH, glicose, corpos ceténicos,

bilirrubinas, urobilinogénio, proteinas, sangue, nitritos e leucécitos).
Principio:

A determinacdo dos parametros quimicos presentes nas tiras testes é feita através
do método de reflectancia de duplo comprimento de onda.

Na unidade dptica, dois comprimentos de onda diferentes irradiam as areas de
reagentes presentes nas tiras teste e a seccdo de “color-tone-compensated”. A luz
reflectida é recebida por trés detectores. A combinacdo dos comprimentos de onda vai
ser diferente para cada parametro medido.

A luz irradiada para a seccdo de “color-tone-compensation” € ajustada para
factores tais como a quantidade de luz reflectiva e a cor da amostra que podem
interferir.

A reflectdncia é calculada através da seguinte férmula tendo em conta a
quantidade de luz reflectida medida na unidade Optica:

R=(Tmx Cs)/(Ts X Cm)

(R- reflectancia; Tm- quantidade de luz reflectida; Ts- luz reflectida usando o
comprimendo de onda de referéncia; Cm: quantidade de luz reflectida na sec¢do “color-
tone-compensation”; Cs: quantidade de luz reflectida na seccdo “color-tone-

compensation” com 0 comprimento de onda de referéncia)

O calculo do parametro “sangue” é feito apenas num tUnico comprimento de

onda usando a seguinte formula:

R=Tm/Cm
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A reflectancia obtida para cada uma dos parametros é corrigida consoante a

temperatura:
Rt= R+A(T-25)xR*(1-R)?

(Rt=reflectancia depois de corrigida; A= coeficiente de correccao;

T=temperatura medida) (8)

Parametros quimicos determinados usando as tiras-teste:

1. pH

O pH é medido através de indicadores de pH na tira teste que alteram a sua cor
entre pH 4,5 e pH 9 (verde bromocresol e azul de bromoxelenol).

O pH normal da urina é cerca de 6, podendo variar entre 5 e 8 consoante a dieta.
Urinas acidas podem ser encontradas como resultado de uma dieta rica em proteinas,
jejum prolongado, presenca de bactérias produtoras de acidos ou, na decorréncia de
processos patolégicos que resultam em acidose metabdlica ou acidose respiratéria como
o diabetes mellitus descompensado e pneumonia.

Urinas alcalinas podem resultar de uma dieta pobre em proteinas, da presenca de
bactérias que degradam a ureia produzindo aménia em consequéncia de infec¢cdes do
tracto urinario e, como consequéncia de processos patolégicos que resultam em alcalose
respiratoria ou metabolica.

A determinacdo do pH da urina também é Gtil na identificacdo de cristais no
sedimento urinario. Em urinas acidas estdo presentes normalmente cristais de oxalato de
calcio, &cido Urico ou uratos amorfos e por outro lado, urinas alcalinas estdo associadas

a cristais de fosfato amorfo, fosfato triplo e carbonato de calcio.

2. Glicose

A glicose é detectada nas tiras teste segundo a reacg¢do glicose oxidase-

peroxidase-cromogénio:

. . glicose oxidase | | L.
Glicose naurina + 0, —— > acido glucorénico + H,0,

, . Dberoxidase .
H,0, + cromogénio ——— composto colorido + H,0

A detecgdo de niveis elevados de glicose na urina (glicosuria) ocorre quando a
glicose ultrapassa 0 seu limiar de reabsorcdo renal, como no Diabetes Mellitus com
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hiperglicemia ou devido a incapacidade dos tubulos renais reabsorverem a glicose
conduzindo a excrecdo de glicose e outras substancias ai reabsorvidas. Neste Gltimo
caso, 0s niveis de glicemia no sangue permanecem normais ou baixos.

A glicosuria é ainda verificada com frequéncia em gravidas como consequéncia

da diminuicao do limiar de reabsorc¢éo renal proximal.

3. Corpos cetonicos

Os corpos cetdnicos (&cido acetoacético, acido beta-hidroxibutirico e acetona)
sdo detectados na urina pela reacgdo de legal. Nesta reacgdo 0s corpos cetonicos reagem
com o nitroprussiato de sodio em meio alcalino formando um complexo de cor purpura
cuja intensidade é proporcional a concentracdo dos corpos cetonicos na amostra.

A presenca de corpos cetonicos na urina (cetondria) pode ocorrer em peguenas
quantidades em situacGes de baixa disponibilidade de glicidos como no jejum, febre,
dietas ou excesso de exercicio. Contudo, uma presenca elevada de corpos ceténicos na
urina decorre nos individuos diabéticos, em que a insuficiéncia de insulina impossibilita
o normal metabolismo dos glicidos, levando a que o organismo use como fontes de
energias as gorduras.

Outras situacdes em que se pode observar um aumento dos niveis de cetondria

sdo a gravidez, doencas hepaticas ou problemas de hiperactividade da tirdide.

4. Proteinas

A determinacdo das proteinas pelas tiras testes baseia-se na reaccdo de erro da
proteina do indicador de pH.

A presenca de pequenas quantidades de proteinas na urina pode dever-se a vérias
situagdes, que vdo desde situacdes benignas e fisioldégicas como a presenca de febre,
exercicio fisico excessivo, desidratacdo ou stress, até causas mais graves como
infec¢Bes urinarias, lupus, glomerulonefrites e lesdo renal decorrente da diabetes. A
presenca de uma grande quantidade de proteinas na urina, quase sempre, indica doenca
renal.

A avaliacdo mais precisa do nivel de excrecdo de proteinas deve ser realizada
através da determinacdo da concentracdo de proteinas numa amostra de urina de 24

horas.
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5. Bilirrubina

A presenca de bilirrubina (bilirrubina conjugada) na urina é detectada pelas tiras
teste através da sua reac¢do com um sal diazonico, formando um composto azdico de
cor castanho-avermelhado, cuja intensidade € proporcional a concentracdo de bilirrubina
na amostra.

A presenca de bilirrubina na urina (bilirrubinaria) é verificada em doengas
hepaticas como a cirrose hepatica, calculos nos ductos do tracto biliar, hepatites,
obstrucdo biliar e hepatocarcinoma. A bilirrubindria, em consequéncia da sua
precocidade €, muitas vezes, a primeira indicacdo laboratorial da ocorréncia de

hepatopatia.

6. Urobilinogénio

O urobilinogénio resulta da reducdo da bilirrubina no intestino por accdo de
enzimas de origem bacteriana. Uma parte do urobilinogénio formado é reabsorvido e
outra é excretado na urina.

A reacgdo para a deteccdo de urobilinogénio nas tiras teste baseia-se na sua
reaccdo com um sal diazonio, levando a formacdo de um corante azdico de cor
castanho-vermelhada.

A presenca de urobilinogénio na urina ocorre sempre que ha um aumento da
destruicdo dos eritrocitos ou dos seus percursores como na anemia hemolitica e anemias
megaloblasticas respectivamente.

A presenca de urobilinogénio em amostras de urina também ¢é associada
frequentemente com doencas e disfuncdes hepéaticas como a hepatite infecciosa, hepatite

toxica, cirrose hepatica e mononucleose infecciosa com comprometimento hepatico.

7. Nitritos

A pesquisa de nitritos nas tiras teste é feita com base na reaccdo de Griess, na
qual os nitritos presentes na amostra reagem com a sulfanilamida em meio acido. O sal
diazonico formado reage com o dicloridrato N-1-naftiletilenediamina formando um
composto de coloragdo vermelha proporcional a quantidade de nitritos na amostra.

A presenca de nitritos na urina € indicativa da presenca de bactérias com a
capacidade de reduzir os nitratos presentes na amostra de urina a nitritos. S&o bactérias

redutoras de nitrato a nitrito e responsaveis pela maioria das infec¢des do trato urinrio,
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por exemplo: Escherichia coli, Klebsiella sp, Serratia sp, Proteus sp, Enterobacter sp,
Enterococcus sp e Staphylococcus coagulase negativo. Contudo, a auséncia de nitritos
na urina ndo elimina a presenca de uma possivel infecgdo do tracto urinario, uma vez

gue nem todas as bactérias produzem enzimas redutoras de nitratos a nitritos.

8. Sangue

A deteccdo de sangue pelas tiras testes utiliza a actividade da pseudoperoxidase
da hemoglobina para catalisar uma reaccdo entre o hidroperdxido de cumeno e o
cromogeéneo (tetrametilbenzidina), produzindo um composto de coloragédo azul.

A presenca de uma reacgcdo positiva para 0 sangue na urina pode indicar a
presenca de eritrocitos (hematuria), hemoglobina (hemoglobinuria) ou mioglobina
(mioglobindria).

A hemoglobinuria’lhematuria ocorre em processos patolégicos, tais como:
pielonefrite, glomerulonefrite, sindrome nefroético, litiase renal, tumores do tracto
urinario, cistites, trombose, nefroesclerose, traumatismos, pela accdo de drogas
(penicilina, cefalosporina e anticoagulantes) e pela ac¢do de toxinas (ex. endocardite
bacteriana). A hematiria também pode ocorrer durante a menstruacdo nas mulheres
tratando-se de um falso positivo, neste caso.

A mioglobindria é decorrente de processos em que se verifica destruicdo de
tecido muscular como os politraumatismos, traumatismos musculares, coma
prolongado, exercicio intenso, distrofia muscular progressiva, convulsdes e polimiosite,

por exemplo.

9. Leucbcitos

A presenca de leucdcitos pelas tiras teste detecta-se com base na actividade da
enzima esterase dos leucdcitos. Esta enzima hidrolisa o éster do 3-(N-toluenosulfonil-L-
alaniloxi)indol formando um composto que reage com um sal diazénico formando uma
composto de cor purpura proporcional a quantidade de enzima na amostra.

Esta enzima esta presente nos granulos primarios ou azurofilos dos neutréfilos,
mondcitos, eosinofilos e basofilos.

A presenca de leucocitos na urina (leucocituria) € indicativa de infecgé@o nas vias

urinarias. Normalmente é sugestivo de infeccdo urinaria, mas podem estar também
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presentes em outras situacdes, tais como traumas, uso de substancias irritantes ou

qualquer outra inflamacéo que nédo é causada por um agente infeccioso (9).

Exame microscépico do sedimento

Apds passagem no aparelho de uroanalise para a analise quimica e fisica, todas
as urinas sdo centrifugadas a 2000 rpm durante 10 minutos, decantadas e vistas ao
microscopico optico. S&o colocadas em camara e 0s resultados sdo dados por campo. Os
elementos que normalmente sdo contados neste laboratorio na analise microscopica do
sedimento urinario sdo os leucdcitos, eritrdcitos e células por campo. Podem ainda estar

presentes cilindros, cristais, muco, parasitas e bactérias.
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Figura 5: Imagem ao microscopico

o ) de leucdcitos presentes na urina
leucdcitos por campo, sendo que contagens superiores a

0 nacleo é lobulado. Normalmente sdo contados até 10

10 s&o consideradas anormais (Figura 5).

A presenca de um nimero elevado de leucdcitos na urina é sinal de uma possivel
infeccdo ou inflamag&o no sistema urogenital. A causa mais frequente do aumento do
namero de leucdcitos € a presenca de infecgdo bacteriana (pielonefrite, cistite, prostatite
e uretrite), contudo podem ainda estar presentes em doencas ndo-bacterianas, como a

glomerulonefrite, o lGpus eritematoso sistémico e os tumores.

Eritrocitos

Os eritrocitos sdo células anucleadas de forma
discoide, com um didmetro aproximadamente de 7um
(figura 6).

No exame microscopico do sedimento urinario

podemos encontrar varios tipos de eritrécitos: normais,
Figura 6: Eritrdcitos na urina

fantasma (entrada de grandes volumes de agua para o seu - ) o
— andlise microscopica

interior - urinas hipotonicas), crenados (perda de &gua -
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urinas hipertonicas) e dimorficos. Os eritrocitos podem também ser confundidos com
goticulas de gordura, 6leo, bolhas de ar ou leveduras.

A presenca de pequenas quantidades de eritrocitos na urina € considerado
normal. Contudo, quando estes estdo presentes em numero elevado €é sinal de doenca
renal ou do tracto geniturinario. Entre as varias causas de hematuria estdo incluidas as
glomerulonefrites, pielonefrites, cistites, calculos, tumores e traumas. Qualquer
condigéo que resulte em inflamacdo ou comprometa a integridade do sistema vascular
pode também resultar em hematdria. Em amostras colhidas de mulheres, a possibilidade

de contaminagdo menstrual deve ser considerada.

Células

A presenca de células epiteliais € normal numa amostra de urina. Estas reflectem
a descamacdo de células velhas (renovacdo celular normal) e

podem ser de 3 tipos:

. Células de descamacdo: Estas células sdo as
maiores e mais comuns (Figura 7), sendo provenientes da

uretra e vagina. A presenca de raras células de descamacéo no

sedimento urinario é normal e é decorrente do processo Figura 7: Células de
natural de descamacdo do epitélio. O aumento da quantidade descamacéo presentes no
. . : - . sedimento urinario
de células é de origem patologica quando a morfologia
encontra-se alterada ou quando elas se encontram incrustadas com cocobacilos

(Gardnerella vaginalis).

o Células epiteliais de transicdo: sdo
provenientes desde a pelve renal, até a parte proximal da
uretra. A sua forma geralmente é esférica, oval ou caudada

com um nucleo centralizado redondo ou oval (Figura 8). A

presenca de raras células de transi¢cdo no sedimento urinario

ndo tem significado clinico e é considerado normal. Contudo, Flgura 8:_ Células epiteliais
de transicdo presentes no

quantidades aumentadas sdo encontradas em infec¢des do . L
sedimento urinario

trato urinario geralmente acompanhadas de um aumentado dos

neutrofilos.
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o Células tubulares renais: sdo provenientes dos
tubos proximais, distais colectores e da alca de Henle. O
tamanho das células renais observadas no exame
microscopico, geralmente, varia de 12 a 25 pum dependendo do
local de origem (Figura 9). A presenca de nimero aumentado

de células tubulares renais ocorre em patologias renais como: Figura 9: Células
epiteliais tubulares renais

necrose tubular aguda, infec¢bes virais, infecgcdes bacterianas, . .
em sendimento de urina

inflamacGes e neoplasias. Numero aumentado de celulas
tubulares renais é, também, verificado em pacientes que se submeteram a transplante

renal e que apresentam rejeicdo do 6rgao transplantado.

Pesquisa de Sangue Oculto nas fezes (PSOF)

Consiste num teste rapido usado para a deteccdo qualitativa de sangue oculto em
fezes humanas. E realizado principalmente como teste de rastreio, para a detecgdo
precoce do cancro do cdlon.

Principio:

Teste imunocromatografico de fluxo lateral

A amostra migra por capilaridade sobre uma membrana que contém um
anticorpo anti-hemoglobina na linha de teste. Quando ha presenca de sangue na amostra
este reage com o anticorpo anti-hemoglobina produzindo uma linha colorida que indica
resultado positivo. A membrana contém ainda uma linha de controlo de modo a avaliar
se 0 volume de amostra foi suficiente e se houve absor¢do na membrana.

Um resultado positivo é indicado assim pela presenca de duas linhas coloridas

na membrana e € indicativo da presenga de sangue nas fezes (10).

Interpretacdo Clinica:

Um resultado positivo neste teste € indicativo da presenca de uma hemorragia
no tracto gastrointestinal. A presenca de sangue pode estar presente numa quantidade
muito pequena e ndo ser visivel, sendo apenas detectada com a pesquisa de sangue

oculto nas fezes.
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As causas mais comuns da presenca de sangue nas fezes podem variar desde
situacOes benignas e frequentes como as hemorroidas ou fistulas do anus, até situacdes
mais graves como as Ulceras gastricas e duodenais, diverticulite, p6lipos do célon e
recto, neoplasias gastricas ou de cdlon, colites, algumas parasitoses e hemorragias de
boca ou trato respiratorio superior deglutidas.

Muitas vezes esta pequena quantidade de sangue nas fezes é o primeiro, e por
vezes 0 Unico sinal precoce de cancro do colon, o que torna a PSOF uma ferramenta de

rastreio muito importante.
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Il. HEMATOLOGIA

A Hematologia é a ciéncia que estuda os elementos figurados do sangue:
eritrocitos (glébulos vermelhos ou hemacias), leucdcitos (ou glébulos brancos) e
plaguetas. Avalia o estado de normalidade destas células sanguineas, dos Orgéos
hematopoiéticos e as doengas a eles relacionados.

E na seccio da hematologia que se encontram alguns dos exames mais
requeridos pelo clinico como o hemograma e a velocidade de sedimentacao.

A esta seccdo chegam os tubos de EDTA K3 destinado as contagens
hematoldgicas, citrato de sddio para a velocidade de sedimentacdo e citrato para a

coagulacao.

TECNICAS MANUAIS DE HEMATOLOGIA

ESFREGACO SANGUINEO - Estudo morfoldgico do sangue periférico

E realizado um esfregaco sanguineo sempre que este seja requerido pelo médico,
e sempre que seja necessario confirmar, qualquer resultado obtido pelos métodos
automaticos. Consiste assim, na preparacdo de uma fina camada de células sanguineas
sobre uma lamina de vidro, para um exame microscopico, com o objectivo de visualizar
a morfologia das varias células sanguineas e fazer a formula leucocitaria. E importante
ter em atencdo as trés linhagens: eritrocitica (observar alteracbes morfoldgicas, tais
como o tamanho, forma, cor e inclusGes; alteracbes do estado de maturacdo),
leucocitéria (alteracbes morfoldgicas e alteracdes do estado de maturacdo) e plaquetaria
(alteragGes morfoldgicas e numéricas).

Um bom esfregaco sanguineo deve, sempre que possivel, ser efectuado logo
apos a colheita com sangue total, sem adicdo de anticoagulante. Deve ser fino, regular e
homogéneo, apresentar bordos bem definidos e franja e deve diminuir a espessura da

cabeca para a cauda.

68



Relatério de estagio — Mestrado em Analises Clinicas

2014

Coloracado de May-Grinwald-Giemsa

Ap0s a execucdo do esfregaco sanguineo, de modo a que este seja visualizado ao
microscopico, as laminas sdo posteriormente coradas usando a técnica de May-
Grinwald-Giemsa (MGG). A técnica € realizada em varios passos e sdo usados trés
reagentes: solugcdo de May-Grinwald (fixagdo do esfregaco efectuada pelo metanol
presente na solucdo); tampé&o de fosfatos (dissociacdo do corante de May-Griinwald); e

solucdo de Giemsa diluida (coloracao).

Accdo dos corantes:

Solucdo _de May-Grinwald — solucdo metandlica de eosinato de azul de

metileno (Azul de metileno + eiosina)

. Eosina: Cora de rosa-alaranjado os componentes aciddfilos (granulagdes
dos eosindéfilos e hemoglobina)
. Azul de metileno: Cora de azul os elementos basofilos (basofilos e acidos

nucleicos)

Solucdo de Giemsa

. Azur de metileno: Cora granulagdes azurofilas de vermelho-purpura

Resultados de uma boa coloracdo: Eritrdcitos com coloracdo rosada; plaquetas
com coloracdo azulada; neutréfilos com ndcleo azul-escuro e citoplasma rosa palido
com granulacdes que variam do rosa ao azul claro; linfocitos com ndcleo azul violeta e
o citoplasma azul; basofilos com nucleo purpura a azul-escuro e citoplasma com
granulacdes volumosas azuis-escuras; monocitos com ndcleo azul violeta e citoplasma
azul claro; e eosindfilos com nucleo azul e citoplasma rosa palido com granulos

volumosos que variam do vermelho ao laranja.

Laminas muito avermelhadas indicam acidez excessiva e laminas azuladas

indicam alcalinidade excessiva (11).
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CONTAGEM MANUAL DE RETICULOCITOS

Os reticuldcitos sdo os precursores dos eritrdcitos maduros. Séo eritrocitos
jovens que se encontram em circulacdo ha menos de 48 horas. Sao células anucleadas,
que contém no seu interior restos de material reticular que ndo apresenta afinidade com
um corante comum, sendo necessario o0 uso de corantes supravitais para oS por em

evidéncia (11).

Principio: Esta técnica pretende através da utilizacdo de corantes vitais ou
supravitais como a azul de cresil, evidenciar os reticuldcitos presentes no sangue
periférico. Este corante vai neutralizar e precipitar o RNA residual sobre a forma de

granulos de modo a ser possivel, realizar uma contagem ao microscépico éptico.

Interpretacéo Clinica:

A contagem de reticulécitos é importante para avaliar a capacidade de resposta
medular. Representa uma medida da producdo de eritrécitos. Um aumento do nimero
de reticulécitos apds situacbes como quimioterapia, transplantes de medula Gssea ou
tratamento de anemias (ferropénicas ou por défice de vitamina B12 ou acido félico),
indica uma boa capacidade de resposta medular — eritropoiese eficaz.

Esta contagem permite também classificar se uma anemia é regenerativa
(valores elevados de reticuldcitos) ou nao (valores reduzidos de reticuldcitos). Uma
anemia regenerativa tem como principais causas as hemorragias e anemias hemoliticas,
incluindo a doenca hemolitica do recém-nascido. Por outro lado, situagdes como anemia
por défice de ferro, folatos ou vitamina B12, anemias aplasticas e radioterapia
conduzem a uma diminui¢cdo do numero de reticuldcitos e traduzem uma eritropoiese

ineficaz — anemia n&o regenerativa.

CONTAGEM DE PLAQUETAS EM CAMARA DE NEUBAUER

A contagem de plaguetas pode ser realizada por métodos automaticos ou
manuais. Sempre que seja necessario a confirmacdo do valor das plaquetas obtido pelo
método automatico, recorre-se a uma contagem manual de plaquetas realizada em

camara de Neubauer.
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Paralelamente a contagem, é importante a observacdo do esfregaco sanguineo,
de modo a verificar se ha presenca de plaguetas gigantes, agregados plaquetarios ou
variagdes na morfologia que sejam relevantes a interpretacio da contagem. E importante

que este seja executado logo apds a colheita de modo a detectar falsas trombocitopénias.
Principio: Sangue total diluido numa solucdo de oxalato de amonio. A solucéo é
colocada numa cémara de Neubauer e as plaquetas sdo contadas no quadrado

rectangular secundério central da camara.

Interpretacdo Clinica:

A contagem de plaguetas tem interesse em algumas situacdes, nhomeadamente
em pessoas com problemas hemorréagicos; numa situacdo pré-operatdria (precaucao de
possiveis hemorragias); em doentes submetidos a tratamento com citostaticos e/ou
radioterapia (programacdo da terapéutica); doentes que tomam anticonvulsivantes; e
sempre que o tempo de hemorragia esteja aumentado.

Um aumento do nimero de plaquetas (trombocitose) pode ocorrer de modo
fisiologico, ap6s o parto e apds exercicios intensos e, em situagdes patoldgicas
nomeadamente nas sindromes mieloproliferativas como a leucemia mieloide crénica
(LMC).

Uma diminuicdo do nimero de plaquetas (trombocitopenia) pode ocorrer em
situacdes fisioldgicas na mulher, durante a menstruacdo e em situacfes patoldgicas
como em algumas infec¢des virais em criangas (mononucleose, rubéola, ou dengue),
algumas leucemias, neoplasias medulares, doencas auto-imunes (como o lUpus ou
purpura trombocitopénica idiopatica (PTI), onde o sistema imunitario cria anticorpos
que atacam o proprio organismo e podem provocar a destruicdo das plaquetas), doencas
renais como a purpura trombocitopénica (PT) e a sindrome hemolitica urémica (SHU),
doenca de Von Willebrand, devido & acgdo de certos quimicos (quimioterapia ou

radioterapia) e medicamentos (4).

GRUPO SANGUINEOS - SISTEMA ABO E RHESUS
Os grupos sanguineos sdo determinados pela presenga de antigénios na
superficie dos eritrocitos. Sdo conhecidos mais de 250 antigénios diferentes que se

agrupam em 29 sistemas entre os quais o sistema ABO e Rhesus.
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Estes antigenios sdo transmitidos hereditariamente e independente uns dos
outros. Os genes do sistema ABO estdo localizados no cromossoma 9 e os do sistema
Rh no cromossoma 1.

A determinacdo de um grupo sanguineo consiste em verificar a presenca ou
auséncia dos antigenios A, B e Rhesus (antigénio D) na superficie dos globulos

vermelhos e, € de extrema importancia em imuno-hematologia (12).

Sistema ABO

Os antigénios do sistema ABO sdo glicoproteinas formadas por uma sequéncia
de 15 aminodcidos seguidos de uma cadeia de hidratos de carbono.

Os antigénios A e B podem ser transmitidos isoladamente, ou juntos definindo o
tipo sanguineo: tipo A (antigénio A); tipo B (antigenio B); tipo AB (antigénio A+B); e
tipo O (auséncia do antigénio A e do B).

Aos antigénios eritrocitarios A e B, correspondem anticorpos naturais
(aglutininas naturais), anti-A e anti-B respectivamente. Nos individuos do grupo O sdo
encontrados anticorpos anti-A e anti-B. Estes anticorpos naturais sdo imunoglobulinas,
geralmente do tipo IgM e IgG, de menor intensidade que 0s anticorpos imunes e, que
possuem afinidade com os antigénios naturais correspondentes. Assim, quando uma
pessoa recebe uma transfusdo de sangue de um tipo ndo compativel com o seu ele,

produz anticorpos contra o antigénio eritrocitéario estranho (12).

Principio: Consiste num teste de aglutinacdo em placa em que uma gota de
sangue é posta em contacto com uma gota dos reagentes anti-A e anti-B. Ap0s agitacdo
observa-se um resultado positivo quando ha presenca de aglutinacdo e negativo quando

ndo se observa aglutinacéo.

Interpretacdo dos resultados:

Tabela 4: Tipagem ABO

Grupo Anti-A | Anti-B
A + -
B - +
AB + +
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Sistema Rhesus (RH)

Consiste num sistema complexo que engloba os genes RHD e RHCE. Os

individuos Rh-positivos possuem os dois genes RHD e RHCE enquanto os Rh-
negativos apresentam delecdo do gene RHD. Ou seja, um individuo é Rh positivo
quando esta presente o antigénio D e Rh negativo quando este esta ausente (12).

O antigenio D pode ainda apresentar uma reaccdo fraca com o soro anti-D,
sendo denominado D-fraco. Deste modo é necessario ser testado com soros mais

sensiveis de modo a ndo atribuir erradamente Rh-negativo.

Principio: O procedimento é igual ao realizado para a tipagem ABO, sendo
realizado ao mesmo tempo. Neste caso a aglutinacao corresponde a Rh positivo e a sua
auséncia € Rh negativo. Caso o resultado seja Rh negativo reencaminhamos para fora

para confirmagéo.

Resultados e interpretacdo:

Tabela 5: Determinagéo do RH

Anti-D

Rh positivo +

Rh negativo -

Quando um individuo é Rh negativo e entra em contacto com eritrécitos Rh
positivo o seu sistema imunitério facilmente é estimulado produzindo anticorpos anti-
Rh. Estas situacdes podem ocorrer numa gravidez ou transfusdo, podendo dar origem a

Doenca Hemolitica do Recém-nascido ou reacgdes hemoliticas graves.

PROVA DE FALCIFORMAGCAO - PRESENCA DE HEMOGLOBINA S
(HbS)
A anemia falciforme consiste numa doenca hereditaria caracterizada pela

formagéo de uma hemoglobina anormal denominada hemoglobina S. A presenca da
hemoglobina S provoca a deformacdo dos eritrocitos, quando estes sdo expostas a
baixos niveis de oxigénio, assumindo um formato de foice. Estas heméacias em forma de
foice podem bloquear pequenos vasos sanguineos, causando dor e prejudicando a

circulacdo. O seu tempo de vida é diminuido causando assim uma anemia hemolitica.
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A prova de falciformacao baseia-se na transformacdo de globulos vermelhos em

drepandcitos na presenca de uma reducéo da concentracdo de oxigénio no meio.

Principio: Adicionar uma gota de sangue total entre uma lamina e lamela e
comprimir um pouco a lamela para que o sangue fique bem espalhado em toda a lamela.
De seguida, os bordos da lamela séo selados com parafina liquida de modo a impedir
qualquer contacto com oxigénio. Colocar na estufa cerca de 24-48horas e visualizar a

I[&mina ao microscopico.

Interpretacao clinica:

A prova da falciformacao é requerida pelo clinico quando ha suspeita de anemia
falciforme.

A pesquisa da hemoglobina S é sempre feita, recorrendo em primeiro lugar a
electroforese das hemoglobinas e, caso nesta esteja presente uma banda correspondente
h& hemoglobina S partimos entdo para a prova de falciformacéo.

Esta prova é positiva sempre que se observem células em forma de foice

(celulas falciformes).

CRIOGLOBULINAS

As crioglobulinas sdo imunoglobulinas séricas que se tornam insollveis a
temperaturas reduzidas e se dissolvem ap0s serem aquecidas.

A presenca destas imunoglobulinas no sangue é denominada crioglobulinemia,
uma doenca vascular rara. Essas proteinas anormais tornam-se espessas e solidas
podendo bloguear os vasos sanguineos. Os sintomas associados a crioglobulinemia sado
geralmente vasculares (purpura com tendéncia a sangramentos, urticaria ao frio, dor e

cianose terminal) (13).

Principio: O sangue é colhido com a ajuda de um seringa e agulha aquecidas a
cerca de 37°C e colocado em 2 tubos também aquecidos. Um dos tubos € colocado a
temperaturas reduzidas de modo a se observar a formacdo ou ndo de um precipitado
indicativo da presenca das crioglobulinas e, o outro é colocado na estufa para controlo.
A observacdo da presencga ou auséncia do precipitado deve ser feita durante cerca de 7

dias.
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Interpretacdo clinica:

A presenca de crioglobulinas no sangue manifesta-se pela observacdo de um
precipitado esbranquigado no sangue que e dissolvido 37°C. Estas encontram-se
presentes no decurso de mielomas, na macroglobulinemia de Waldenstrém, leucemia
linfocitica cronica, lGpus eritematoso sitémico, sindrome de Sjogren e doencas hepaticas

(incluindo hepatite cronica, cirrose e hepatite C) (6).

CRIOAGLUTININAS

As crioaglutininas ou aglutininas frias sdo anticorpos da classe IgM dirigidos
contra o antigénio I, presente na membrana eritrocitaria. Quando sujeitas a temperaturas
reduzidas sdo capazes de aglutinar os eritrocitos humanos (auto-anticorpos anti-

eritrocitarios).

Principio: Para a determinacdo das crioaglutininas em laboratorio € necessario
primeiro a obtencdo de hemécias. Para a separacdo das hemacias, o0 sangue € posto em
contacto com anti-coagulante citrato de soédio e centrifugado. De seguida retira-se o
plasma e adiciona-se soro fisiolégico mais ou menos na mesma proporcdo do plasma,
de modo a fazer a lavagem dos gldbulos (3 centrifugacdes). Apos lavagem dos glébulos,
sdo realizadas uma série de diluicBes, nas quais se colocam o soro do doente, soro
fisioldgico e as hemécias. Os tubos s&o colocados a temperaturas reduzidas e no dia
seguinte é observado em cada diluicdo se ocorreu ou ndo aglutinacéo.

Quando as aglutininas frias estdo presentes, a aglutinacdo dos globulos
vermelhos é visivel enquanto a amostra esta presente no frio e desaparece quando a
amostra é aquecida. E anotada a diluicdo maxima em que se observa aglutinacio e o

resultado é expresso como um titulo.

Interpretacdo clinica:

A prova de crioaglutinacdo é utilizada, sobretudo como auxilio no diagnostico
de infecgdes pelo Mycoplasma Pneumoniae. Esta prova é positiva em cerca de 34% a
68% dos pacientes com a infecgdo. Nao é um teste especifico, podendo ser positivo em
outras doengas como a mononucleose infeciosa, linfomas, doencas do colagénio,

neoplasias, infec¢Bes cronicas, virus influenza, artrite reumatdide entre outras.
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A presenca de crioaglutininas, nomeadamente em concentracdes elevadas,
resulta na aglutinacdo dos eritrécitos nos capilares sanguineos, conduzindo a uma
anemia hemolitica crénica (doenca das aglutininas frias).

A presenga das crioaglutininas pode ainda interferir em outros testes como a

contagem de eritrocitos, determinacdo dos indices eritrocitarios e do grupo sanguineo.

SISTEMAS AUTOMATICOS DE HEMATOLOGIA

Sysmex XT-2000i

O Sysmex XT-2000i (Figura 10) é um analisador
hematoldgico  automatizado que utiliza  diversas
tecnologias de modo a obter resultados rapidos e precisos.

Este analisador permite a obtencdo da férmula

sanguinea ou hemograma que compreende a contagem dos |

Figura 10: Contador

hematoldgico Symex XT-
determinacéo do hematocrito e dos indices eritrocitarios. 2000i

elementos figurados do sangue (globulos vermelhos,
gldébulos brancos, plaquetas e ainda reticuldcitos quando é

requerido), bem como o doseamento da hemoglobina e

O hemograma é um dos exames complementares
de diagnostico mais requisitado e permite uma quantificacdo dos elementos celulares do
sangue. E o exame indispensavel no diagndstico e controlo evolutivo da maior parte das
doencas. Actualmente, o hemograma é feito em contadores hematoldgicos
automatizados que aspiram o sangue e fazem a determinacdo dos varios parametros em
canais separados. Os parametros calculados e respectivos principios estdo enumerados

de seguida.
Amostra: Sangue total colhido em tubos com anticoagulante EDTA K3.

i) Determinacdo da  hemoglobina - METODO DE SLS-
HEMOGLOBINA

Este método permite determinar a concentracdo de hemoglobina. E realizado
num canal separado e apoOs diluicdo evitando assim possiveis interferéncias como

concentragOes elevadas de leucdcitos, lipemia ou proteinas anormais.
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Principio: Método SLS-HB

Neste método a amostra ¢ diluida com o reagente de lise
- Lauril Sulfato de Sédio (SLS), livre de cianeto. A cadeia

globina da molécula de hemoglobina € alterada por accdo do

grupo alquilo hidrofébico do lauril sulfato de sédio que induz a

Figura 11: Método
conversao do 4tomo de ferro presente no grupo heme, do estado SLS-HB

ferroso  (Fe**) ao estado férrico (Fe**) formando

metahemoglobina. Posteriormente, os grupos hidrofilicos do SLS vao-se ligar a
metahemoglobina anteriormente formada, formando um complexo SLS-HB. Este
complexo colorido é medido espectrofotometricamente e a absorvéncia é proporcional a

concentracdo de hemoglobina presente na amostra (14).

ii)  Contagem de eritrécitos e plaquetas - METODO DE IMPEDANCIA
E FOCAGEM HIDRODINAMICA

Neste canal obtém-se a contagem de eritrocitos e plaquetas, e é calculado o

volume globular médio (VGM) e o volume plaquetario médio (VPM).

Principio:
Método de deteccao por focagem hidrodinamica

Os eritrocitos e as plaquetas sdo contados num canal proprio utilizando o método
de deteccdo de impedéncia ou corrente continua (DC), combinado com a tecnologia de
focagem hidrodindmica, o que minimiza os fendmenos de coincidéncia e recirculagéo.

As células sdo injectadas sobre ligeira

pressdo para uma abertura formando uma coluna

de particulas (Figura 12). No interior da coluna a BN o cetere e

-

amostra € diluida e sujeita a uma corrente

continua que provoca um alinhamento de

particulas de modo a passarem por um orificio Figura 12: Contagem de células pelo

) Mét f m hidrodinami
até ao tubo de captura. étodo de focagem hidrodinamica
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A resisténcia exercida pelos eléctrodos provoca uma mudanca de impulso
eléctrico que é proporcional ao tamanho das células sanguineas (14).

O hematdcrito (HCT) é directamente determinado através da deteccdo individual
do volume de cada eritrocito (VGM) (15).

iii) Formula leucocitéaria e contagem de reticulécitos - CITOMETRIA DE
FLUXO (Canal 4DIFF, WBC/BASO e RET/PLT)

A citometria de fluxo é uma técnica que permite analisar as caracteristicas
fisioldgicas e quimicas das células sanguineas como o tamanho e a complexidade

celular.

Principio:

Laser Flow Cytometry

A amostra inicialmente é diluida e

Side Fluorescence Light :
RNA/DNAInformation

marcada com um marcador de fluorescéncia Side Seattared Liht:

Internal Cell Structure

que se liga especificamente aos acidos

Forward Scattered Light :

nucleicos. De seguida é transportada para a GolS2a ormaton
camara de fluxo onde € iluminada por um EEREEEY

feixe de lasers semi-condutores. O laser

semicondutor ao incidir na amostra dispersa

a luz em trés sinais diferentes (Figura 13) que Figura 13: Citometria de fluxo

dao informacdes celulares distintas:

o side scatter (dispersdo de luz lateral)- informacdo do contetdo celular
como o nucleo e granulos;

o forward scatter (dispersdo de luz frontal) — informagdo sobre o
tamanho das células;

o side fluorescence (fluorescéncia)- informacao sobre o conteddo de RNA

e DNA presente nas células (14).
A combinacéo destas informacdes fornece uma imagem concisa e exacta de cada

célula sanguinea permitindo agrupar as células com propriedades fisicas e quimicas

semelhantes num grafico de dispersdo (Figura 14).
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O gréafico de dispersdo exibe os grupos de células
vermelhas designadas por “cell ghosts”, linfocitos,

monacitos, eosinofilos, neutréfilos e basofilos.

O eixo do x representa a dispersao de luz lateral, e 0

eixo do vy, a intensidade de fluorescéncia.

Figural4: Gréafico de dispersao
obtido por citometria de fluxo

Diferenciacéo dos baséfilos (Canal WBC/BASO)

A contagem de basoéfilos € feita utilizado um reagente de lise acido que faz
diminuir os eritrocitos e plaquetas, e reduz os leucécitos a nucleos a excepcao dos

basofilos. E assim, feita a contagem do niimero total de leucécitos e dos basofilos.

O diagrama de dispersdo (figura 15) classifica o grupo WBC/BASO
de células vermelhas de “ghost”, basofilos e restantes leucdcitos 5
(linfécitos, mondcitos e neutrofilos e eosinofilos). -

Baso

No diagrama de dispersdo, 0 eixo do X representa a WEC

Ghost

—l L 1 L

intensidade da luz lateral dispersa, e o eixo y, a intensidade da

luz frontal dispersa. Figural5: Gréfico de
dispersao dos basofilos

Reticulécitos (Canal RET/PLT)

A tecnologia de Citometria de Fluxo Fluorescente também é utilizada na
contagem de reticuldcitos. A determinacdo dos reticulocitos por métodos automaticos é

mais rapida, precisa, e eficaz que a contagem manual.

Para esta determinacdo é usado um surfactante que perfura as membranas
celulares dos glébulos vermelhos, globulos brancos e plaquetas, 0 que permite que o

marcador fluorescente penetre no interior das células e se ligue ao RNA.
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O diagrama de dispersdo onde constam os reticuldcitos é divido em trés zonas,
de acordo com a intensidade de fluorescéncia destes (Figura 16). O diagrama reflecte
assim diferentes graus de maturidade dos reticulécitos. Em cada uma das zonas €
contado o nimero total de reticuldcitos.

- LFR — reticuldcitos de baixa fluorescéncia;

- MFR — reticuldcitos de fluorescéncia média;

- HFR — reticulécitos de fluorescéncia elevada.

A populacdo de reticuldcitos muito jovem também é

analisada e reportada pelo parametro IRF (Fracdo de
- ;= _ + - ~ . o SFL
Reticulocitos Imaturos- MFR+HFR) fornecendo informacdes Figura 16: Grafico de
sobre a atividade medular (14). dispersdo de reticulécitos
O diagrama de dispersdo descrimina as células sanguineas vermelhas maduras,
reticulécitos e plaquetas e calcula a razdo de reticuldcitos, a contagem de reticulécitos,
contagem de globulos vermelhos e de plaquetas.
No diagrama de dispersdo, o eixo X representa a intensidade da luz fluorescente

lateral, e 0 eixo y, a intensidade da dispersdo de luz frontal.

INDICES ERITROCITARIOS

Os indices eritrocitarios sdo calculados automaticamente pelo aparelho através
dos parametros RBC (contagem de glébulos vermelhos), HGB (hemoglobina) e HCT
(hematdcrito).

VGM - VVolume globular médio

O VGM correspondendo a media dos volumes ocupados pelos globulos
vermelhos e é expresso pela seguinte formula:

HCT (%)
RBC (X 10%/ulL)

VGM (fL) = X 10

HGM - Hemoglobina corpuscular média

O HGM avalia a quantidade de hemoglobina presente nos glébulos vermelhos. E

expresso em picogramas e obtém-se pela seguinte formula:
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HB (g/dL)

HGM (pg) ~RBC (x 106 /ulL)

x 10

CHGM - Concentracao de hemoglobina corpuscular média

O CHGM estima a concentracdo média de hemoglobina presente nos glébulos
vermelhos. E o indice hematoldgico que avalia a cor dos eritrocitos. E expresso em
percentagem e calculado pela seguinte expressao:

HB (g/dL)
HCT (%)

CHCM (g/dL) = x 100 (14)

RDW- Coeficiente de dispersdo eritrocitaria (coeficiente de variacdo da

distribuicdo do volume dos eritrocitos)

O RDW traduz a variacdo de tamanho entre os eritrocitos - indice de
anisocitose. Expresso em percentagem e obtido pelo aparelho através do histograma de

volumes dos eritrocitos.

Exemplo de resultados obtidos num hemograma

HEMOGRAMA (Hée.CF/COL)

ERITROGRAMA
Eritrdcitos &, 64 2105 fam®
Hemoglobina 13,4 gldL
Hematderito 40,2 i
VGM 86,6 el
HEHM 28,9 PE
CHEM 33,3 gldL
EDW 12,9 i
LEUCOGEAMA ¢
Leucdeitos 5710 fan3
Heutrdfilos 61,1 % 3490 fmn3
Eosindfilas 1,4 % 80 fmm?
Basdfilos 0,2 % 10 fam?
Linféeitos 31,2 % 1780 fmn3
Mondcitos 6,1 % 3350 fmm3
TEOMBOCITOGRAMA
Plaguetas (Méc.CF) 231 =10 mn?

Figura 17: Hemograma com Plaquetas- Exemplo

Interpretacdo dos parametros obtidos no hemograma:

Série vermelha (eritrograma)

81



Relatério de estagio — Mestrado em Analises Clinicas

2014

O distarbio mais frequente e relevante desta série € a anemia. A anemia consiste
numa reducdo da quantidade de hemoglobina presente nos eritrocitos, ou do
hematocrito.

A anemia pode ser classificada morfologicamente recorrendo aos indices
eritrocitarios VGM e CHGM.

O VGM ¢é o indice mais importante para a classificagio morfoldgica das
anemias. Através do VGM a anemia pode ser classificada em anema microcitica,
normocitica ou macrocitica. Na tabela seguinte estdo algumas das causas destas anemias
(Tabela 6) (16).

Tabela 6- Classificacdo das anemias atraves do VGM

Deficiéncia em ferro, talassémias, anemia

o o sideroblastica, anemia das doengas cronicas (ex:
Anemia Microcitica

(VGM<80fL)

leucemia cronica, linfoma, tuberculose, atrite
reumatoide, lGdpus eritematoso sistémico, doenca

hepatica cronica).

Anemia Normocitica | Anemias hemoliticas, insuficiéncia renal.
(VGM 80-100fL)

_ . Doenca hepatica cronica, anemia megaloblastica,
Anemia Macrocitica

(VGM>100fl)

alcoolismo, sindromes mielodisplasicas, anemia

aplastica, drogas.

Através do indice CHGM estas podem ainda ser classificadas em

normocromicas, hipocrémicas ou hipercromicas (Tabela 7).

Tabela 7: Classificacdo morfologica das anemias
Anemia Hipocrémica Deficiéncia em ferro, Doenca cronica.

(CHGM<32¢g/dL)
Anemia Normocrémica | Anemia hemolitica.
(CHGM 32-36g/dL)
Anemia Hipercromica Esferocitose hereditaria.
(CHGM >36g/dL)
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Através da contagem de reticuldcitos, podemos ainda, determinar se uma anemia

é regenerativa (numero elevado de reticuldcitos) ou ndo regenerativa (nimero reduzido

de reticuldcitos).

Série branca (LEUCOGRAMA)

O estudo da serie branca permite evidenciar estados infeciosos e leucémicos.

Apesar de todos os leucdcitos agirem na defesa do organismo, as suas fungdes diferem.

Na tabela seguinte estdo resumidas algumas das causas mais frequentes que

provocam alteracdes quantitativas em cada um dos leucdcitos (Tabela 8).

Tabela 8: Alteracdes quantitativas dos glébulos brancos (16)

Neutrofilos

Neutrofilia

Infeccbes bacterianas  sobretudo nas inflamacdes,

leucemia mieloide cronica (LMC), administracdo de

drogas, tabagismo.

Neutropenia

Medicamentosa, anemia megaloblastica, Leucemia

mieloide aguda (LMA), lUpus eritematoso sistémico.

Basofilos

Basofilia

Varicela, variola, LMC, mielofibrose, policitemia vera,

trombocitopenia essencial, leucemia a basofilos.

Eosinofilos

Eosinofilia

LMA, LMC,
hipersensibilidade medicamentosa, neoplasias, doencas

Doencas  alérgicas,  parasitoses,

auto-imunes.

Mondcitos

Monocitose

Tuberculose, brucelose, maléria, artrite reumatoide, lUpus

eritematoso  sistétmico, LMA  monocitica, LMA

Mielomonocitica, linfoma de hodgkin.

Linfocitos

Linfocitose

InfeccOes virais e bacterianas, leucemia linfocitica

cronica, macroglobulinemia de Waldenstrom.

Linfopenia

HIV, lGpus eritematoso sistémico, uso de corticosteroides.

Série plaquetaria (trombocitograma)

O aumento (trombocitose) ou diminuicdo (trombocitopénia) do numero de

plaquetas pode conduzir a estados trombdticos ou hemorragicos respectivamente.
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Tabela 9: AlteracGes quantitativas das plaquetas (16)

Trombocitopenia

e diminuicdo da producdo de plaquetas: leucemias,
linfomas, anemia megalobléstica, Sindrome de Bernard-Soulier,
Sindrome de Wiscott-Aldrich, Sindrome da plaqueta cinzenta,
Sindrome de Chediak-Higashi, Sindrome de May-Hegglin,
alcool, farmacos.

e aumento da destruicdo de plaquetas: secundaria a
infeccbes  virais  (HIV, dengue, maléria), sindromes
mieloproliferativas, doencas auto-imunes (Parpura
trombocitopénica idiopatica, lupus eritematoso sistémico),
purpura trombocitopénica trombotica (PTT), coagulacdo
intravascular disseminada (CID), sindrome hemolitica urémica
(SHU), secundéria a uso de drogas).

e distribuicdo anormal das plaquetas (desvio cinético para
0 baco): hiperesplenismo

Trombocitose

e Situacoes fisioldgicas: Ap06s o parto, apds exercicios fisicos
intensos.

e Situacbes patoldgicas: Neoplasias mieloproliferativas
(principalmente  a  trombocitemia  essencial), anemia
ferropénica, doencas inflamatdrias cronicas, infecciosas ou

reumaticas a acompanhar a neutrofilia e ap6s hemorragias.
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VELOCIDADE DE SEDIMENTACAO - VES-MATIC 30

O VES-MATIC 30 (Figura 18) consiste num
analisador automatico concebido para a determinacdo da
velocidade de sedimentacdo globular usando tubos
especificos.

A velocidade de sedimentagéo consiste na velocidade

de queda espontanea dos diversos elementos figurados do

sangue, em suspensdo no plasma. Corresponde a distancia
Figura 18: VES-MATIC que os glébulos vermelhos percorrem em 1 hora.
30 A sedimentacdo dos glébulos vermelhos engloba trés
etapas fundamentais: a primeira corresponde a agregacdo ou formacdo de Roulex; a
segunda a queda dos roulex; e por fim a sedimentacao dos eritrécitos no fundo do tubo.
Esta determinacdo é feita por num metodo automatico que permite obter
resultados que sdo equivalentes aos calculados usado o método de Westergren (1° hora)

em 25 minutos.

Principio:

O sangue que foi inicialmente colhido em tubos especiais é homogeneizado pelo
equipamento e deixado em repouso por um tempo predefinido de modo a que ocorra a
sedimentacdo. Por fim, a leitura do nivel de sedimentacdo é feita por sensores Optico-

electronicos (17).

Interpretacdo Clinica:

O valor da velocidade de sedimentacdo pode ser influenciado por alguns
factores como a concentracdo de algumas proteinas, cuja concentracdo plasmatica varia
na presenca de processos inflamatorios ou patologias (como neoplasias); por factores
eritrocitarios (numero, tamanho e forma dos eritrdcitos, formagdo de rouleaux); e por
anemia. Alguns fendmenos mecénicos (enchimento incorrecto do tubo, vibracGes,
temperatura, tempo de espera e proporcdo sangue/anticoagulante), também podem
afectar o valor da velocidade de sedimentag&o.

Este teste ndo é especifico de determinadas condi¢fes clinicas nem de
hemopatias, mas o seu valor encontra-se alterado em infeccBes agudas e crdnicas

(tuberculose e sifilis), processos inflamatérios agudos (apendicite), doengas reumaticas
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(febre reumatica, artrite reumatoide), necrose tecidular, leucemias, linfomas, mielomas,
plasmocitomas, anemias e neoplasias em geral.

Valores diminuidos também podem ser encontrados em policitémias,
hipofibrinogenémia, diminuicdo de globulinas plasméticas (ex. hipogamaglobulinémia)
situacOes associadas a alteracdes da forma do GV.

Valores normais de VS ndo excluem um estado mérbido, mas pelo contrério,
valores aumentados em geral traduzem uma doenga em evolucdo, embora de maneira

subclinica.

ELECTROFORESE DE HEMOGLOBINAS - HB GOLD

O HB GOLD (Figura 19) é um ﬁ = |
3 LEmLTTS
aparelno  automético de  hematologia ] ol .

destinado ao ensaio das fracgles de ;
hemoglobina.
A electroforese de hemoglobinas tem

como objectivo separar e quantificar o0s . b .

diferentes tipos de hemoglobinas presentes Figura 19: HB Gold
no sangue periférico, com o interesse de
diagnosticar patologias que envolvem formas anormais de hemoglobina
(hemoglobinopatias).

Os tipos de hemoglobina mais comuns sao:

o Hb A- maior percentagem de hemoglobina encontrada nos adultos;

. HB F- Hemoglobina fetal. E a principal hemoglobina presente no feto e
no recém-nascido. Apos o0 nascimento decresce e € substituida pela HbA, ficando
apenas uma quantidade vestigial.

o Hb A2 — encontrada em pequenas quantidades nos adultos.

As hemoglobinopatias podem ser classificadas em hemoglobinopatias
qualitativas resultantes de alteracGes na estrutura das globulinas, onde se inclui as
variantes de hemoglobina HbS, HbC, HbE e HbD ou quantitativas, em que ha auséncia

ou diminuicdo da sintese das cadeias globinicas originando talassémias.
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Principio: O HB Glod utiliza a técnica automatica de cromatografia de permuta
catidnica de baixa pressdo que utiliza um gradiente de forca idnica de modo a separar e
eluir os subtipos e variantes de hemoglobina presente numa amostra de sangue total
hemolisado. As fracches de hemoglobina separadas sdo monitorizadas atraves da
absorcdo de luz a 415nm e o cromotagrama obtido é gravado e armazenado no

computador (18).

Interpretacdo Clinica:

O padréo electroforético de um adulto normal inclui apenas os seguintes tipos de

hemoglobinas nas seguintes proporcdes:

Tabela 10: Frac¢des de hemoglobina presentes num adulto anormal

Hemoglobina A 96 - 98 %
Hemoglobina A2 1,5-35%
Hemoglobina F 0-1%

A presenca na electroforese de picos anormais permite a identificacdo das
variantes de hemoglobina e detec¢do da hemoglobinopatia presente.

A drepanocitose e as talassémias constituem as hemoglobinopatias mais comuns
mundialmente e representam um grave problema de satde publica em vérias partes do
mundo.

A drepanocitose resulta de uma mutagdo no gene que codifica a cadeia [-
globina, que leva a substituicdo do aminoacido glutamina pela valina resultando assim,
uma molécula de hemoglobina modificada denominada HbS. Esta hemoglobinopatia €
detectada na electroforese pela presenca da HbS, que pode estar presente em
quantidades moderadas, indicando apenas um traco falciforme (portadores
heterozig6ticos) ou em grande quantidades e acompanhada da auséncia de HbA e
presenca de HbF (portadores homozigoticos) causando uma anemia hemolitica grave.

As talassémias podem ser classificadas de acordo com o tipo de cadeia globina
afectada. Se a deficiéncia for na sintese das cadeias alfa temos a a-talassémia, se for na
cadeia B estamos perante uma [-talassémia. Estas podem ainda, ser classificadas
consoante a pessoa tenha um gene defeituoso (talassémia minor) ou dois genes

defeituosos (talassémia major).
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A presenga de B-talassémia minor na electroforese é detectada pela diminuigéo
do pico de hemoglobina A e aumento da hemoglobina A2 e HbF, ¢ a B-talassémia major
pela auséncia da hemoglobina A, acompanhada de niveis elevados de hemoglobina fetal
F.

Niveis elevados de Hb F, além de estarem presentes na drepanocitose e -
talassémia também se encontram demasiado elevados numa condi¢do rara chamada
persisténcia hereditaria de hemoglobina fetal, distUrbio hereditario assintomatico.

Menos frequentes, podem ainda, ser detectadas na electroforese de
hemoglobinas outras hemoglobinopatias como a hemoglobinopatia C e a
hemoglobinopatia E.

A hemoglobinopatia C também é observada na populacdo africana, contudo é
mais rara que a drepanocitose. Esta hemoglobinopatia resulta da troca do acido
glutdmico pela lisina na cadeia B-globina dando origem a hemoglobina C. Na
electroforese, esta hemoglobina pode estar presente em baixas quantidades (portadores
heterozigoticos HbAC) indicando apenas um traco de hemoglobina C ou, em
quantidades elevadas (portadores homozig6ticos HbCC) causando a doenca da
Hemoglobina C que se traduz numa anemia hemolitica cronica e pode danificar o figado
e 0 baco.

A hemoglobinopatia E é muito frequente no sudoeste asiatico e em descendentes
de pessoas desta regido. A electroforese revela a presenca de HbE, que na forma
homozig6tica causa uma anemia hemolitica ligeira e a forma heterozig6tica nao

apresenta sintomas (16).

HEMOGLOBINA GLICADA - ADAMS A1C HA8160

Este aparelho automatico (Figura 20) é usado
com a finalidade de efetuar a medicdo da
concentracdo média de glicose nos ultimos trés
meses (hemoglobina glicada).

A hemoglobina é a principal proteina no

interior dos eritrécitos e quando os niveis de glicose

no sangue estdo altos, parte desta hemoglobina é

Figura 20: ADAMS A1C HA-
8160
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sujeita a uma reac¢do quimica nao enzimatica com a glicose em excesso.

A ligacdo entre a HbA e a glicose é um tipo de glicacdo ndo-enzimatica,
continua, lenta e irreversivel. A primeira fase da reaccdo entre a glicose e a valina N-
terminal da cadeia B da hemoglobina A é reversivel e origina um composto
intermediario denominado pré-AlC, HbAlc labil ou instavel, aldimina ou, ainda, base
de Schiff. A segunda fase resulta em um composto estavel tipo cetoamina, ndo mais

dissociavel, agora denominado de HbAlc ou, simplesmente, A1C (Figura 21) (2).

Gnupamento
amino Aldimina
N-temminal Glicose (Base de Schiff)
Rearrunjo de Cetoami
?"’Hz+ =0 H—C=N—BA  Amado HIC—-:;:;.I{TBA
] ‘ e .
fA  H—C—OH H—C—OH =0
- -d
HbA + Glicose s préHbA, —S09 . pya,.

Figura 21: Reaccéo de formacdo da HBALc (2).

A quantidade de hemoglobina glicada que é formada depende assim, da
concentracdo de glicose no sangue e do tempo de vida médio dos eritrdcitos (cerca de
120 dias). Assim, a medida da quantidade de glicose ligada a hemoglobina pode
fornecer uma avaliacdo do controle glicémico médio no periodo de 90 a 120 dias antes

do exame (2).

Principio: O doseamento da hemoglobina é feito usando a técnica
cromatografica de Cromatografia Liquida de Alta pressdo (HPLC) e a coluna €
composta por uma resina de troca cationica de fase reversa. A leitura das fracgdes
obtidas é realizada a 415 nm e 500nm. O aparelho é capaz de diluir, hemolisar e
remover a base de schiff (HbAlc labil) permitindo a obtencdo de resultados precisos
para HbAlc (19).

Interpretacéo clinica:

O doseamento da hemoglobina glicada é importante ndo s6 no momento do
diagnostico da diabetes, mas principalmente na monitoriza¢ao do controle glicéemico em

pacientes diabéticos a longo prazo. Esta andlise apresenta vantagens face a
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determinacdo da glicemia em jejum uma vez que ndo € necessaria a condicdo de jejum;
0 seu valor ndo ¢ afectado pela ingestdo alimentar ou préatica de exercicio recente; ndo
sofre alteracGes em casos de stress ou doenca; e tem ainda uma maior estabilidade.

A interpretacdo do valor da Hb glicada é influenciada por todas as situacfes que
alterem a vida média dos globulos vermelhos ou situaces que afectam a HbA. Os
resultados podem encontrar-se falsamente diminuidos em anemias hemoliticas ou
hemorragias recentes (reducdo do tempo de vida-médio dos glébulos vermelhos) e na
presenca de grandes quantidades de vitaminas C e E. Por outro lado podem encontra-se
falsamente elevados em anemias ferropénicas e anemias por défice de vitamina B12 ou
folatos devido ha grande proporc¢éo de eritrocitos senescentes.

Os valores normais da hemoglobina glicada encontram-se normalmente entre
4% e 6%. Valores elevados encontram-se associados a um risco de complicagdes

crénicas.

ESTUDO DA HEMOSTASE

O sistema hemostatico protege o sistema vascular e permite, em caso de lesdo,
que os tecidos sejam reparados e as suas funcBes sejam restabelecidas. A reconstrucdo
depende de interaccdes complexas entre a parede dos vasos, as plaguetas e 0s processos
de coagulacao e fibrindlise.

E um dos mecanismos de defesa mais basicos do organismo pois preserva a
integridade da circulacdo e limita a perda de sangue.

O mecanismo de hemostasia pode ser divido em varias fases. A primeira fase,
hemostase primaria, ocorre logo apds a lesdo do vaso sanguineo; a segunda, hemostase
secundaria engloba os fendmenos que conduzem a formacao do coagulo; e a terceira,
hemostase tercidria corresponde ao processo de fibrindlise, ou seja a dissolucdo do
coagulo de fibrina e regresso ao estado inicial.

O mecanismo de hemostase encontra-se em equilibrio dindmico entre os factores
activadores e inibidores da coagulagdo. Sempre que, por qualquer razdo, haja um
desequilibrio este pode vir a desencadear a ocorréncia de fenébmenos tromboticos ou

hemorragicos (20).
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Hemostase primaria

Na hemostase primaria ocorre lesdo do vaso sanguineo e imediata
vasoconstri¢do deste, de modo a diminuir o fluxo local e permitir o maior contacto entre
as plaquetas circulantes e o ponto onde o endotélio sofreu a lesdo. Esse simples contacto
é suficiente para a activacdo das plaquetas e adeséo plaquetaria ao local lesado. Forma-
se um tampao plaquetario que representa o primeiro mecanismo de defesa do organismo
contra a perda sanguinea. A ades3o plaquetaria, segue-se a agregacao plaquetaria e logo
depois a activacdo do mecanismo da coagulagéo.

. Contagem de Plaquetas - E o teste preferencialmente escolhido para a

avaliacdo global do mecanismo da hemostase primaria. (referido anteriormente)

Il.  Tempo de hemorragia- método de Duke

O tempo de hemorragia corresponde ao tempo de duracdo de uma pequena
hemorragia aps uma pequena incisdo no vaso sanguineo. E dependente da funcdo
plaquetaria e da integridade funcional do vaso. O tempo de sangramento depende muito
da profundidade e extensdo da incisdo praticada, sendo por isso um teste com

sensibilidade relativa.

Principio: Consiste em fazer uma pequena incisdo com a ajuda de uma lanceta
na derme do Iébulo da orelha. A gota de sangue que sai da incisdo é recolhida de 30 em
30 segundos para um papel de filtro, até parar a hemorragia. O tempo é reportado em

minutos.

Interpretacao clinica:

Um aumento do tempo de hemorragia € geralmente devido a trombocitopenia.
Outras causas de um aumento do tempo de hemorragia séo a toma de medicamentos que
inibam as fungdes plaquetarias como a aspirina; deficiéncia ou auséncia do factor
Willebrand como a doenca de Willebrand; e trombopatias congénitas (ex: doenca de

Glanzmann, sindrome de Bernard-Soulier) (20).
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Hemostase secundaria
A hemostase secundaria, mais designada de coagulacdo sanguinea € uma
cascata enziméatica complexa no qual os seus componentes sao activados por proteolise

e cujo produto final é a fibrina que forma a base do coagulo sanguineo.

I.  Tempo de coagulacéo
Corresponde ao tempo necessario para a que ocorra a coagulacéo do sangue apos
a sua colheita.

Principio: E realizada a colheita de sangue para dois tubos. Um tubo é colocado
na estufa e vai-se observando de 30 em 30 segundos se houve formacao do coagulo. O
outro é deixado na méo a temperatura exterior e vai-se vigiando até que ocorra também

a coagulacdo. O resultado é dado em minutos.

Interpretacdo Clinica:

O tempo de coagulacéo alterado confirma a presenca de defeitos nos factores da
coagulacdo. Valores aumentados encontram-se, por exemplo, nas hemofilias (A e B) e

na presenca de anticoagulantes circulantes (12).

I1.  Cascata da coagulagdo - SYMEX CA-500

O Symex CA-500 (Figura 22) é um instrumento

totalmente automatizado envolvido no estudo da

hemostase, nomeadamente da hemostase secundaria
(coagulacdo). No laboratorio neste aparelho ao nivel da
hemostase secundaria sdo determinados o tempo de .

P Figura 22: Symex Ca-500
protrombina (TP) e Razdo Normalizada Internacional

(INR), o tempo de tromboplastina parcial activado (APTT) e o fibrinogénio.
Coagulacao

A formacéo do coagulo de fibrina envolve complexas interagdes entre proteases

plasméticas e seus co-factores, que culminam na formacdo da trombina, que, por
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protedlise, converte o fibrinogénio solivel em fibrina insolivel (21). De modo a

explicar a fisiologia da coagulacéo foi proposta a cascata da coagulacao.

Cascata da coagulagdo

A cascata da coagulacédo classica divide a coagulacdo em duas vias principais:
uma via extrinseca que é activada como consequéncia de uma lesdo vascular
(envolvendo componentes do sangue, mas, também, elementos que usualmente néo
estdo presentes no espacgo intravascular), e uma via intrinseca ou de contacto (iniciada
por componentes presentes no espaco intravascular). Ambas convergem numa via

comum que conduz a formacéo de trombina.

Via intrinseca

A calicreina, o factor XIl e o quininogénio de alto peso molecular (HMWK)
formam um complexo com o colagénio sub-endotelial (activacdo por contacto). O factor
XII liga-se ao HMWK e é convertido lentamente numa protease activa (FXIla). Esta
protease converte o factor Xl na sua forma activa (FXla), que por sua vez, activa o
factor IX. O factor 1Xa, juntamente com o factor Vllla, iGes célcio e fosfolipidos pro-
coagulantes (presentes na membrana das plaquetas activadas ou de células tecidulares)

sdo as unidades cataliticas necessarias para a activacao do factor X (Figura 23) (20).

Via extrinseca

Na via extrinseca, o factor VII plasmatico, na presenca do seu co-factor, o factor
tecidual (FT) e ides Ca®* formam um complexo que permite a activago do factor VII. O
complexo FV11a/FT/Ca?* activa, ento, 0s seus substratos fisiolégicos — os factores IX e
X. O factor X activado entra entdo na via comum tal como o factor X activado da via
extrinseca (Figura 23) (20).

Via comum

Esta via inicia-se com a activacdo do factor X pela accdo de proteases geradas
nas reacgOes anteriores. As duas vias culminam, entdo, na conversdo da pro-trombina
em trombina pelo factor Xa, na presenca de célcio, do factor Va e de fosfolipidos proé-

coagulantes (complexo pré-trombinase).

93



Relatério de estagio — Mestrado em Analises Clinicas

2014

Esta conversdo da pro-trombina ocorre muito mais rapidamente na superficie de
plaquetas activadas, apesar de poder ocorrer em varias membranas (naturais ou
artificiais) ricas em fosfolipidos.

Ap6s a degradacdo do fibrinogénio pela trombina, libertam-se dois
fibrinopeptidos A e dois fibrinopeptidos B, dando origem a fibrina soltvel. O factor
XII permite a formacdo de ligacBes covalentes entre os monomeros de fibrina,
conduzindo a formacéo de fibrina insolvel.

Esta é a visdo cléassica da cascata da coagulacdo e a de maior utilidade do ponto
de vista clinico (20).

XII

HMWK
(.alicreina i
XIIa
Plaquetas Factor Tecidual
£ acto
Colagénio l Ca
£ VIIa VIL
Xt —® X

'

IX " F > Xa

VIII P Vi l Pho

|(Za =

Via
Comum v —» ‘_“iz':o“

Pro-trombina rombina| + Fragmento 1+2

i .!'pr+FpE

Fibrinogénio Fibrina solavel
X1 (_ag—. XIIIa 'i

Fibrina insolivel
Figura 23: Cascata da coagulacdo. Cascata de reacgOes iniciadas quando o
sangue é exposto a uma superficie carregada negativamente (via intrinseca) ou quando €
exposto ao factor tecidual (via extrinseca). Legenda: HMWK - cininogénio de alto peso

molecular; Fp - fibrinopeptideo; Pho — fosfolipidos; FT — factor tecidual)

Estudo da cascata da coagulagdo- TP, TPP e fibrinogénio

I.  Tempo de protrombina (TP)

O tempo de protrombina consiste no tempo de coagulagdo de um plasma
citratado e pobre em plaquetas ap6s a adi¢do de um excesso de tromboplastina e ides
calcio.
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Este teste explora a via tecidular ou extrinseca e o tronco comum da coagulacéo.

E sensivel a deficiéncias nos factores VI, X, V, 11 da coagulacdo e no fibrinogénio.

Amostra: Plasma citratado

Principio:
Método de detecgéo foto-dptico [

O aparelho determina o tempo de coagulacdo
medindo as alteracfes na intensidade da luz, dispersa

por uma amostra, devido a um aumento da turbidez. A

medida que a coagulacdo ocorre, a amostra vai-se
A1 LED (Light Emit-

tornando mais turva devido a formacao de coagulos de = (3 ting Dicde)

fibrina, e esta turvacdo termina apds conclusdo da Figura 24: Método de
coagulacio. detecc¢do foto-dptico
Os raios de luz do diodo emissor de luz (LED) séo reflectidos e espalhados pela
amostra (Figura 24). Um fotodiodo absorve a luz dispersa e converte a intensidade
detectada em sinais eléctricos. O tempo de coagulagdo é determinado por um método de

deteccdo de percentagem.

Os resultados sdo dados em tempo (segundos) ou taxa de protrombina (%):

TP do paciente (s)

TP (s) =

TP dereferéncia (s)

Contudo, devido a falta de padronizacéo do reagente tromboplastina, os valores
de TP ndo eram reprodutiveis de um laboratério para outro. Assim, de modo a reduzir as
diferencas entre os varios tipos de testes utilizados, procedeu-se a padronizacdo das
tromboplastinas atribuindo-se a cada uma o seu ISI. Assim, deve monitorizar-se a dose

diaria de anticoagulante através do INR (Razdo Normalizada Internacional) (22).

INR = (TP) '*'

ISI = Indice de Sensibilidade Internacional. E determinada pelo fabricante individual
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do reagente Tromboplastina (resulta da comparacao da sua sensibilidade com a da

tromboplastina padrao internacional).

Interpretacdo clinica:

Este teste ¢, sobretudo, utilizado para o controlo da terapéutica com
anticoagulantes orais. Doentes que tém de manter niveis de anticoagulacdo constante,
para prevencdo de fendmenos trombaticos, devem ser monitorizados com o TP expresso
em INR, e cujo resultado se deve manter entre os 2.0 e os 3.0.

O tempo de protrombina prolonga-se em deficiéncias selectivas ou conjuntas
dos factores Il, V, VII, X da coagulacéo e fibrinogénio.

Como os quatro factores da coagulagdo sdo sintetizados no figado, trés dos quais
sdo vitamina K-dependentes (11, VII, X), o TP também € usado para auxiliar o estudo
das coagulopatias secundarias as doencas hepatobiliares e em situacdo de caréncia de
vitamina K, encontrando-se elevado nas hipovitaminoses K e insuficiéncia
hepatocelular (12).

O TP encontra-se também prolongado na coagulacdo intravascular disseminada
(CID) uma vez que, durante esta, ha consumo de plaquetas e dos factores I, I, V e VIII,

0 que leva ao prolongamento do TP.

Il.  Tempo de tromboplastina parcial activado (APTT)

O tempo de tromboplastina parcial activado consiste no tempo de coagulacao de
um plasma citratado e pobre em plaguetas, na presenca de fosfolipidos e de um
activador de superficie, (caulino, celite, silica micronizada) que padroniza o inicio da
coagulacao pela rapida activacdo do factor XIlI.

Explora a via intrinseca e comum da coagulacdo, pois € sensivel a deficiéncias
nos factores XI1, XI, IX, VIII, X, V, Il e fibrinogénio.

Amostra: Plasma citratado.
Principio: Mesmo método referido para o TP.

Interpretacdo clinica:
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A medicdo do APTT é muito Gtil na monitorizacdo da terapia anticoagulante
com heparina. A heparina é um anticoagulante administrado por via injectavel que é
muito utilizado em doentes com risco de doenca cardiaca. Estes doentes devem manter
os valores de APTT dentro dos valores estabelecidos

E 0o método mais adequado para investigar coagulopatias por défice de um ou
mais factores da coagulacdo com a hemofilia. A hemofilia A traduz-se por um défice no
factor VIII e a hemofilia B num défice do factor IX. O APTT encontra-se prolongado
em quase 100% dos casos de hemofilia e na maioria das coagulopatias, com excepgéo
das deficiéncias dos factores VI e XIII.

O APTT também se altera na presenca de inibidores da coagulacdo e de
anticoagulantes, assim como nas disfibrinogenemias, na insuficiéncia hepética e na CID
(12).

Este teste pode, ainda, ser aplicado na detec¢do do anticoagulante lupico. O
prolongamento do APTT testemunha a presenca de um anticoagulante circulante que

pode estar presente no lUpus, poliartrite reumatdide e HIV.

I1l1.  Fibrinogénio

O fibrinogénio, também conhecido como Factor | da coagulacdo, é¢ fundamental
na formacdo do coagulo, sendo convertido em fibrina na presenca de trombina. E
produzido no figado e, quando ndo funciona correctamente, ou estd ausente ou em
niveis muito baixos, ha dificuldades na formacao do codgulo sanguineo.

O fibrinogénio também é importante na hemostase primaria, actuando na
agregacdo plaquetaria através da ligacdo da glicoproteina Ilb/Illa na superficie das

plaquetas activadas.

Principio: Calculo automatico realizado pelo aparelho

Interpretacdo clinica:

Os valores de fibrinogenio estdo relacionados com a velocidade de formacdo do
codgulo. Assim, concentracdes elevadas de fibrinogénio associam-se a um aumento do
risco trombdtico enquanto, concentragdes baixas de fibrinogénio prejudicam a formacao

de coagulos estaveis.
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Niveis elevados de fibrinogénio (hiperfibrinemias) observam-se em processos
inflamatdrios (reumatismo inflamatdrio, cancros, linfomas) uma vez que este € uma
proteina de fase aguda positiva.

Niveis baixos de fibrinogénio (hipofibrinemia) podem ser encontrados quando
ha deficiéncias deste factor que se traduzem em distlrbios hemorragicos hereditarios
muito raros. Estas podem ser resultado de anomalias quantitativas que resultam na
auséncia completa do fibrinogénio (afibrogenemia) ou baixa quantidade do fibrinogénio
(hipofibrinogenemia) ou anomalia qualitativa que resulta do mau funcionamento do
fibrinogénio (disfibrogenemia). Como causas destas anomalias encontram-se as doengas

hepaéticas, coagulacdo intravascular disseminada (CID) e hiperfibrindlise.

Hemostase terciaria — Fibrinolise

A fibrindlise é o processo fisiolégico que promove a dissolucdo do coagulo de
fibrina. A fibrina é degradada pela plasmina levando a producdo de fragmentos
circulantes que sdo depois destruidas por outras proteinases ou pelos rins e figado
(figura 25).

No laboratério ndo é realizado nenhum teste que estude a avaliagdo do sistema
fibrinolitico, hemostase terciaria.

Tissue plasminogen

activator (1PA) Plasminogen

Factor Xla, Xlla
Plasminogen activator Kallikrein
inhibitor 1&2

Plasmin <@ a -antiplasmin

a -macroglobulin
Urokinase

Fibrin S ;irt:):: :;gradation

Thrombin =——— Thr(.)nlblrj-qcl|yalable Fibrinolysis (simplified). Blue arrows
flbl’lﬂoinlS inhibitor denote simulation, and red arrows inhibation

Figura 25: Hemostase tercearia- Fibrindlise
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1.  IMUNOLOGIA

A imunologia engloba o estudo do sistema imunitario e suas patologias.

No laboratorio séo realizadas varias técnicas imunoldgicas (técnicas manuais de
aglutinacdo bem como sistemas automaticos) que pretendem avaliar a actividade do
sistema imunitario perante determinados microorganismos. S&o determinados também
nesta seccdo um grande numero de parametros que tém como base principios
imunoldgicos.

Nesta seccdo sdo utilizados os tubos de soro que anteriormente foram
centrifugados a 3500 rpm durante 15 min.

TECNICAS MANUAIS DE IMUNOLOGIA

DIG (Diagnostico imunoldgico da gravidez)

Este teste permite a detec¢do da hormona gonadotrofina coriénica humana (j3-
hcG) na urina ou no soro, de modo a diagnosticar uma possivel gravidez. Consiste num
teste qualitativo, uma vez que apenas detecta a presenca desta hormona.

Esta hormona é uma glicoproteina produzida durante a formacdo da placenta
apos fertilizacdo. E a Unica hormona exclusiva da gravidez e o seu aparecimento na
urina ou soro, pouco tempo depois da fertilizacdo e aumento durante a gestacdo, fazem

desta hormona um excelente marcador no diagnéstico precoce da gravidez.

Amostra: Soro ou urina. A amostra de urina a usar deve ser, de preferéncia, a
primeira urina da manhd, uma vez que é onde a hormona estd presente numa

concentragcdo mais elevada.

Principio:

Teste rapido de imunoensaio cromatografico

A amostra migra por capilaridade sobre uma membrana onde vai reagir com
anticorpos e, um resultado positivo € indicado pela presenca de duas linhas coloridas.

A primeira linha contém um anticorpo monoclonal hCG que detecta a presenca
da hormona hCG, e a segunda linha consiste numa linha controlo sendo composta por
anticorpos policlonais de cabra e particulas de ouro coloidais. Esta segunda linha
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colorida funciona como um controlo interno do procedimento, de modo a assegurar que
a quantidade de amostra usada foi suficiente e que houve absorcdo da mesma na

membrana (10).

Rosa bengala (Reaccédo de Huddleson) — Teste da brucelose

Este teste € um teste de rastreio que permite o diagnostico da Brucelose, uma
antropozoonose causada por bactérias do género Brucella.

A transmissdo da bactéria ocorre essencialmente, pela ingestdo de produtos de
animais infectados como o consumo do leite ndo pasteurizado, ou do proprio queijo e
pelo contacto com animais infectados. A ingestdo de alimentos contaminados propicia a
multiplicacdo das bactérias na mucosa intestinal, onde elas se disseminam.

O diagnéstico da brucelose baseia-se em critérios bacterioldgicos e seroldgicos,
sendo o teste de elei¢do o de aglutinacdo répida.

Principio:

Teste de aglutinacéo rapido em placa ou cartéo

A amostra é posta em contacto com aglutininas especificas da brucelose,
antigénio brucélico corado de rosa bengala e tamponado a pH 3.65 (prova do antigénio
tamponado), sendo a reaccdo positiva, ou seja a presenca de anticorpos no soro

especificos da brucelose quando se observa uma aglutinagdo mesmo sendo fraca (10).

Reaccado de Waller-Rose

O teste Waller-Rose é um teste de aglutinagdo rapida que permite uma
determinacdo qualitativa do Factor Reumatoide.

Os factores reumatoides sdo um grupo de auto-anticorpos geralmente da classe
IgM, dirigidos contra o fragmento Fc das IgG humanas.

E um auto-anticorpo de grande importancia no diagndstico da artrite reumatdide,
uma vez que esta presente em cerca de 50% a 80% dos pacientes alguns meses apds o
inicio da doenca. Contudo, também pode ser encontrado em outros processos auto-

imunes, como no lUpus eritematoso sistémico e sindrome de Sjdgren; em processos
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infecciosos como a malaria, mononucleose, endocardite e hepatite; processos

inflamatdrios crénicos, como a sarcoidose e leishmaniose; e processos neoplasicos.
Principio:
Teste rapido de hemaglutinacdo em placa

A amostra € posta em contacto com eritrocitos de carneiro revestidos com
imunoglobulinas de coelho anti-eritrécitos de carneiro. Na presenca de factor

reumatdide na amostra observa-se aglutinagéo (10).

Monoteste

Este teste € usado no diagnostico da mononucleose infecciosa. Detecta a
presenca de anticorpos heterdéfilos da infeccdo no sangue total, soro ou plasma.

A mononucleose infecciosa, também conhecida por doenga do beijo é causada
por um virus da familia dos Herpes virus chamado Epstain-Barr, cuja transmissdo
ocorre essencialmente através do contacto com saliva contaminada.

O diagnostico da mononucleose é sobretudo seroldgico e inclui a pesquisa de
anticorpos heterofilos. Estes anticorpos aparecem durante o curso da doenga e sdo
capazes de aglutinar hemécias de carneiro e de cavalo. Sdo anticorpos da classe IgM

ndo-especificos para mononucleose, podendo estar presentes em outras doencas.

Principio:

Teste imunocromatografico de fluxo lateral

A mostra migra por capilaridade numa membrana onde vai reagir com particulas
recobertas de antigénio extraido de eritrécitos de bovino, formando uma linha colorida,
que nos indica um resultado positivo.

De modo a haver um controlo interno do teste, forma-se ainda uma segunda
linha colorida, que nos permite verificar que o volume da amostra foi suficiente e que a
absorcdo da mesma na membrana ocorreu (10).

Assim, um resultado positivo, ou seja a presenca de anticorpos heteréfilos da

mononucleose infecciosa é dado por duas linhas coloridas.
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VDRL

Este teste é usado no diagnostico e acompanhamento da terapéutica em pacientes
com Sifilis.

A Sifilis € uma doenca causada por uma bactéria espiroqueta denominada
Treponema Pallidum, cuja infec¢do conduz ao aparecimento de anticorpos denominados
reaginas. Esta pode ser transmitida sexualmente, e de forma vertical durante a gravidez,
causando danos ao feto diferentes dos da sifilis classica.

Este teste permite uma identificacdo qualitativa e também semi-quantitativa,
uma vez que um resultado positivo pode ser quantificado posteriormente por dilui¢des
do soro. O resultado é dado em formas de diluigdo e, quanto maior for a dilui¢do que se
detecta 0 anticorpo, mais positivo € o resultado.

Os resultados dados por este teste ndo sdo especificos, pois pode positivar em
outras doencas como a hepatite, mononucleose infecciosa, malaria, lepra e lupus

eritematoso sistémico, conduzindo a falsos positivos.

Principio:

Teste de floculagdo

Uma gota da amostra é posta em contacto com uma gota de reagente, antigénio
de VDRL modificado contendo microparticulas de carbono. Assim, quando na amostra
esta presente o anticorpo “reagina” este vai reagir com o antigénio formando agregados
pretos que sdo visiveis macroscopicamente devido a presenca das particulas de carbono.
Na presenca de um resultado positivo efectuam-se diluicbes em série de modo a testar
até que diluicdo ocorre floculagéo.

Quando ndo estdo presentes anticorpos contra a Sifilis ndo se observa floculagdo

e visualiza-se uma cor cinzenta uniforme em todo o circulo (10).
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SISTEMAS AUTOMATICOS DE IMUNOLOGIA

ADVIA Centaur XP

O sistema ADVIA Centaur XP (Figura 26) é -
um analisador automatico de imunoensaio que ]

utiliza a tecnologia de quimiluminescéncia directa.

Na quimiluminescéncia associada ao imunoensaio a |

luz emitida pela reccao é proporcional a quantidade

do analito presente na amostra em estudo. Os
ensaios do ADVIA Centaur XP utilizam éster de Figura 26: Advia Centaur XP
acridina (EA) como marcador quimioluminescente.

O pack de reagente é constituido por uma fase liquida e uma fase sélida, sendo a
fase soélida constituida por particulas magnéticas revestidas (PPM’s). Durante a
incubacdo, as PPM’s revestidas na cuvete ligam-se ao anticorpo ou antigénio alvo e
guando o sistema é exposto a um campo magnético, os imanes atraem as PPM’s ligadas
ao antigénio ou anticorpo ficando estas imobilizadas enquanto a restante amostra, a qual

ndo se ligaram as PPM’s é eluida (23).

O sistema utiliza uma variedade de formatos para detectar antigénios, bem como

anticorpos:
a) Imunoensaio do tipo Sandwich )
¥
Este ensaio decorre em duas etapas e é 0 *i

anticorpo que é marcado (estér de acrinida) em vez do ";\r
antigénio. ~ " ~

Numa primeira etapa, 0 antigénio presente na _1_

amostra reage com um anticorpo marcado com EA  Figura 27: Imunoensaio do

formando um complexo antigénio-anticorpo. tipo Sandwich.

Em seguida, é adicionada uma fase soélida que
consiste em PPM’s revestidas com anticorpos especificos da amostra que, apos
incubacdo, vao-se ligar ao antigénio presente na amostra, que por sua vez ja se

encontrava ligado ao anticorpo marcado formando o complexo PPM-anticorpo-
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antigénio-anticorpo-EA (Figura 27). Estes anticorpos reconhecem uma regido do
antigénio distinta daquela que se liga ao anticorpo primario.
Num formato do tipo sanduiche, a concentragdo do antigénio especifico do

analito na amostra e a emissao de luz em RLUs tém uma relacéo directa.

b) Imunoensaio competitivo

Neste tipo de ensaio, 0 antigénio presente na ‘k 4/
amostra do doente e um antigénio idéntico, mas /?4 ‘\
marcado com EA, competem por locais de ligagédo no C‘*

anticorpo que esta ligado a PPM’s (Figura 28).

©

Figura 28: Imunoensaio
Assim, quanto mais antigénios especificos competitivo

estiverem presentes na amostra, menos antigénios
marcados com EA sdo ligados.
Neste sistema a particula marcada também pode ser o anticorpo que vai competir
com anticorpos presentes na amostra por locais de ligacdo ao antigénio ligado a PPM.
No ensaio competitivo, a concentracdo de antigénio/anticorpo na amostra e a

emisséo de luz em RLUs tém uma relagdo inversa (23).

De acordo com os ensaios anteriormente descritos sdo determinados 0s seguintes

parametros analiticos (Tabela 11).

Tabela 11: Parametros analiticos e respectivas técnicas

Tipo de Ensaio Andlise
= Vitamina B12 = FT3
= Acido félico = Estradiol
Competitivo = T4 =  Progesterona
= FT4 »  Testosterona
= T3
= PTH =  PSA
Sandwich = Insulina = CEA
= HbsAg = CA153
=  Prolactina = CA125
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= LH = CA199
= FSH = AFP
= TSH

ANEMIA

Vitamina B12

A vitamina B12 (cobalamina) ¢ uma vitamina essencial para os humanos. E
necessaria a eritropoiese, a sintese de DNA e na formacdo e manutencdo da bainha de
mielina. A vitamina B 12 esta presente sobretudo em alimentos de origem animal tal
como a carne, peixe, ovos e leite e, s6 & absorvida ap6s conjugacdo com o factor

intrinseco (FI).

Interpretacdo clinica:

O défice de vitamina B12 pode ser devido a varias causas entre as quais, a mais
importante € a secrecdo diminuida do factor intrinseco que se traduz numa anemia
perniciosa. Outras causas comuns sdo a baixa ingestdo de alimentos ricos em vitamina
B12 (mais frequente nos vegetarianos), ma absorcao intestinal e uso de medicamentos.

A caréncia de vitamina B 12 provoca anemias megaloblasticas com presenca de

glébulos vermelhos grandes e imaturos no sangue periférico e neuropatias (2).

Folatos (Acido félico)

Os folatos incluem, entre outros, o &cido fdlico e actuam como coenzimas em
reacgdes metabolicas essenciais ao organismo onde h& transferéncia de unidades de
carbono. Eles tém um papel importante no metabolismo dos aminoacidos, na sintese dos
acidos nucleicos, bem como na formacdo das células sanguineas e de alguns dos
constituintes do tecido nervoso.

Os folatos sdo obtidos através da alimentacéo de vegetais verdes, frutos, figado e

fermento.
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Interpretacdo clinica:

A deficiéncia de folatos é uma das deficiéncias vitaminicas mais comuns. Pode
ser o resultado de uma ingestdo inadequada, frequente nos idosos e alcoolicos; mé
absorcdo durante doencas como a doenca celiaca, uso de farmacos; metabolismo
anormal ou necessidades acrescidas tal como em gravidezes repetidas.

Qualquer caréncia, deficiéncia ou nao utilizacdo dos folatos conduz a uma
diminuicdo da sintese do DNA, reducdo do nimero de mitoses € numa anemia
megaloblastica.

Uma vez que, as consequéncias eritrocitarias da caréncia de vitamina B12 e de
acido folico sdo bastante idénticas, os seus doseamentos devem ser realizados em

simultaneo (2).

METABOLISMO OSSEO

PTH

A hormona paratiréide (PTH) é sintetizada e secretada pelas glandulas
paratirdides, e é responsavel pela regulacdo da concentracdo de célcio e fosforo na
corrente sanguinea. No 0sso, a PTH é responsavel pela libertacdo de célcio, através de
um aumento da reabsorcdo 0ssea, estimulando a actividade dos osteoclastos e inibindo a
actividade dos osteoblastos; no rim provoca um aumento da reabsorcdo de célcio e
diminuicdo da reabsor¢do de fosfato; e a nivel intestinal promove a formacdo da
vitamina D activa (1,25-dihidroxivitamina D), que por sua vez estimula a absor¢éo
intestinal de calcio e fosfato.

Quando estdo presentes baixas concentracbes de célcio em circulacdo héa
secrecdo de PTH de modo a aumentar a concentracdo de célcio e do mesmo modo

quando estdo presentes niveis elevados de célcio a sua secrec¢do € inibida (2).

Interpretacdo clinica:

Os niveis de PTH podem ser usados para monitorizar 0s pacientes que tém
condicBes ou doengas que causam desequilibrios cronicos de célcio e, para monitorar
tumores da paratirdide.

Os valores de PTH acompanhados dos valores de calcio sdo Uteis para distinguir

doentes com hiperparitiroidismo, hipoparitiroidismo ou hipercalcemia maligna.
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Numa situacéo de hipercalcemia, a PTH pode encontrar-se elevada tratando-se
de uma hipercalcemia paratiroidiana, ou baixa indicando uma origem
extraparatiroidiana da hipercalcemia. A PTH est4d muito diminuida na hipercalcemia
maligna, contribuindo assim para o reconhecimento desta doenca.

O hiperparatiroidismo pode ser classificado em hiperparatiroidismo primario ou
hiperparatiroidismo secundario. O hiperparatiroidismo primario é devido a presenca de
tumores na paratirdide que secretam PTH de forma desregulada, havendo um excesso
de producdo de PTH e, consequente hipercalcemia. O hiperparatiroidismo secundério
surge principalmente em pacientes com insuficiéncia renal como consequéncia da
hipocalcémia. Nestes pacientes, o fosfato ndo é eficientemente excretado,
interrompendo o equilibrio com o calcio. Estes pacientes sdo também incapazes de
produzir a forma activa da vitamina D, tornando-se incapazes de absorver
adequadamente o calcio da dieta. Outras causas de hipertiroidismo secundario sdo a ma
absorcéo de célcio, doencas intestinais ou deficiéncia de vitamina D.

No hipoparatiroidismo, os niveis de PTH sdo indetectaveis ou em concentragdes
muito baixas e, acompanhados de niveis baixos de calcio e elevados de fosfato. O
hipoparatiroidismo pode ser devido a causas que incluem defeitos na paratirdide,
remocao da glandula, causas auto-imunes que levam a destruicdo das paratiroides entre

outras, ou pode ainda, tratar-se de uma resisténcia a PTH (pseudo-hipoparatiroisdismo.)

DIABETES

Insulina

A insulina é uma hormona proteica sintetizada, armazenada e segregada pelas
células B das ilhotas de Langerhans do pancreas, e actua na regulacdo dos niveis de
glicose no sangue.

E uma hormona anabolizante que estimula a captacdo de glicose no tecido
adiposo e muscular, promove a conversao da glicose em glicogénio ou em lipidos para
armazenamento, estimula a producéo de glicose no figado, estimula a sintese proteica e
inibe a degradacéo das proteinas.

A insulina € libertada em resposta a grandes concentragdes de glicose no sangue,

normalmente apos as refeigoes.
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Interpretacdo clinica:

A determinacdo quantitativa da insulina é Util para estudar a diabetes mellitus,
bem como para avaliar doentes com hipoglicemia em jejum, determinar os motivos da
resisténcia a insulina e avaliar também as anomalias nas células B secretdrias do
pancreas.

Na diabetes mellitus insulinodependente (diabetes do tipo 1) os niveis de insulina
estdo diminuidos ou muito baixos, uma vez que ha uma deficiéncia na producdo de
insulina, que pode ser resultado quer de uma auto-destruicdo das células B ou da
presenca de auto-anticorpos da insulina.

Na diabetes mellitus ndo insulinodependente (diabetes do tipo Il) os niveis de
insulina estdo normais ou elevados, uma vez que esta resulta de resisténcia a insulina.

Doentes com tumores pancreaticos com secre¢do de insulina, insulinomas levam
ao aumento anormal dos niveis de insulina circulante conduzindo a uma situagdo de

hipoglicémia (2).

HEPATITE B

Hbs Ag- antigénio de superficie da hepatite B

O virus da hepatite B é um virus de genoma DNA pertencente a familia
Hepadnaviridae. A transmissdo ocorre por contacto com fluidos bioldgicos,
nomeadamente, sangue, esperma, fluidos vaginais, saliva e leite materno.

O antigénio de superficie ou de invoélucro viral da hepatite B € um marcador
seroldgico distintivo da Hepatite B aguda ou cronica. Juntamente com o DNA viral, € 0
primeiro marcador da infecgdo a ser detectavel (2-6 semanas antes dos sintomas). O
antigénio HBs induz a formac&o de anticorpos protectores contra todas as estirpes virais

causadoras da hepatite B.

Interpretacdo clinica:

A sua determinagdo € util no diagndstico da infeccdo pelo HBV e sua
monitorizacdo. Atinge niveis méximos durante a fase aguda da doenca, e declina até
tornar-se indetectavel entre 4-6 meses ap0s 0 aparecimento dos sintomas. A sua
persisténcia em circulagdo, por mais de 6 meses ap6s o inicio dos sintomas, indica uma

infeccdo crdnica ou portador assintomatico (hepatite persistente).
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A sua determinacdo também e Util para avaliar a eficacia dos farmacos anti-
viricos. O rastreio pré-natal do HbsAg tem sido recomendado para que 0s recem-

nascidos de mées portadoras possam obter tratamento profiléctico.

ENDOCRINOLOGIA REPRODUTIVA

Prolactina

A prolactina € uma hormona sintetizada pelas células da adeno-hipofise. A sua
principal funcéo € a estimulacdo da producdo de leite e respectiva manutencao durante a
lactagdo. E libertada para a corrente sanguinea num ritmo circadiano, atingindo niveis
méaximos durante o inicio do sono profundo e valores mais baixos por volta do meio-
dia. A prolactina é controlada pelo hipotalamo através de varios factores que controlam
a sua secregdo, tais como a dopamina e 0 GABA (principais factores inibidores) e o
TRH, VIP e a serotonina que estimulam a sua produgdo. O principal estimulo

fisioldgico para a libertacdo de prolactina é a amamentacao (2).

Interpretacéo clinica:

O aumento dos niveis de prolactina (hiperprolactinémia) tém como
consequéncias nas mulheres, irregularidades na menstruacdo, galactorreia, amenorreia e
infertilidade. No homem ¢ responsavel por um hipogonadismo que pode gerar
impoténcia sexual por prejudicar a producgéo de testosterona.

A causa mais comum da hiperprolactinémia é a iatrogénica, associada a
administracdo de medicamentos, mas também pode ocorrer devido a tumores na
hipéfise (hiperprolactinémia primaria) e devido a hipotiroidismo ou insuficiéncia renal
(hiperprolactinémia secundaria). Niveis muito elevados de prolactina estdo presentes
nos adenomas de prolactina.

Os niveis de prolactina também podem ser influenciados por factores exdgenos
como o exercicio fisico, o stress, hipoglicemia ou sono que conduzem a aumentos
momentaneos nos niveis de prolactina (2).

Défices de prolactina sdo raros e traduzem-se basicamente em auséncias de

lactacdo apos o parto.

109


http://pt.wikipedia.org/wiki/Hiperprolactinemia
http://pt.wikipedia.org/wiki/Mulher
http://pt.wikipedia.org/wiki/Infertilidade
http://pt.wikipedia.org/wiki/Homem
http://pt.wikipedia.org/wiki/Impot%C3%AAncia_sexual
http://pt.wikipedia.org/wiki/Testosterona

Relatério de estagio — Mestrado em Andlises Clinicas

2014
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funcdo consiste no crescimento dos o6rgdos |l
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caracteres sexuais secundarios femininos.

No inicio da fase folicular os niveis de

estradiol sdo baixos e constantes até ao 7° dia
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onde comecam a subir ligeiramente. Quando o Figura 29: Ciclo menstrual
estradiol atinge niveis mais elevados este suprime

o nivel de FSH por retroac¢do negativa no hipotdlamo e na hipofise e activa a libertagao
de LH. Quando a LH atinge o seu maximo os niveis de estradiol descem. A ovulagao
ocorre ap6s 12 a 14 horas um pico de LH e 24 a 36 horas o pico do estradiol. Depois da
ovulacdo, na fase luteinica os niveis de estradiol aumentam novamente, alcancando um
nivel méximo cerca de 8 dias ap6s a ovulacdo implicando a regressao do corpo lGteo
(Figura 29). Os niveis de estradiol diminuem iniciando assim um novo ciclo caso ndo

haja fecundacao.

Interpretacdo clinica:

Os niveis de estradiol no sangue sdo importantes para avaliar o funcionamento
dos ovérios, e o desenvolvimento dos foliculos no caso de inseminagdo in vitro. Niveis
normais de estradiol permitem ovulacdo e gravidez adequadas, além de favorecer uma
estrutura 6ssea saudavel e boa regulagdo nos niveis de colesterol.

Nas mulheres, niveis elevados de estradiol podem resultar numa hiperfuncéo
priméria ou secundaria dos ovarios. Niveis elevados de estradiol séo detectados durante
uma gravidez ou terapia de reproducdo assistida, e em tumores nos ovarios, testiculos
Ou supra-renais.

Os niveis diminuidos de estrogénios podem indicar hipogonadismo primario
(disfuncéo ovariana), como na sindrome de Turner ou hipogonadismo secundario, como

no hipopituitarismo ou menopausa.
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Nos homens os niveis de estradiol normalmente séo baixos, contudo podem-se

encontrar elevados numa situacdo de ginecomastia (2).

Progesterona

A progesterona é uma das hormonas esterides femininas. E produzida pelo
corpo lateo no ovario a partir da adolescéncia, onde exerce a funcao de preparar o Utero
para receber o embrido. Durante a gravidez, deixa de ser produzida pelo corpo lUteo, e
comeca a ser produzida pela placenta, actuando assim, de modo a manter a gravidez. Os
niveis de progesterona encontram-se elevados com a ovulagdo, caindo depois para

niveis baixos com a inducao da menstruacao (2).

Interpretacéo clinica:

Niveis baixos de progesterona tém como principais consequéncias a amenorreia
ou a falta de menstruacdo. Muitas mulheres inférteis, com falhas de implantacdo e com
abortos recorrentes apresentam baixos niveis de progesterona no sangue.

Niveis elevados podem ser detectados numa gravidez multipla ou em carcinoma

ovariano.

LHe FSH

A LH (hormona luteinizante) e a FSH (hormona foliculo-estimulante) sdo duas
hormonas polipeptidicas sintetizadas pelas células da adeno-hipdfise (hipdfise anterior),
sobre o controlo do hipotalamo. S&o libertadas de forma pulsatil durante o ciclo
menstrual.

Na mulher, a LH desencadeia a ovulagdo e mantém a secrecdo do estradiol e da
progesterona pelo corpo amarelo durante a fase luteinica e a FSH assegura a maturagéo
folicular e a producdo de estrogénios durante a fase folicular. No homem, a LH estimula
as células de Leydig nos testiculos, a produzirem testosterona e a FSH contribui para a

espermatogénese pela sua accao sobre os tubos seminiferos (2).
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Interpretacdo clinica:

O doseamento da LH e da FSH é importante no estudo do funcionamento do
sistema reprodutor feminino e masculino.

Niveis aumentados de LH e FSH estdo associados a diversas condigdes tais
como: a menopausa como consequéncia da libertacdo diminuida do estradiol; no
hipogonadismo primario nas mulheres (sindrome dos ovarios poliquisticos, sindrome de
Turner, tumores nos ovarios, entre outras); € no hipogonadismo primario nos homens
(sindrome de Klinefelter, tumor das células germinais entre outras causas).

Niveis reduzidos de LH e FSH encontram-se associados a distlrbios da glandula
hipofisaria ou do hipotalamo (hipogonadismo secundario).

Em criancas pequenas, a presenca de niveis elevados de LH e FSH e/ou
desenvolvimento dos caracteres sexuais secundarios numa idade extraordinariamente

jovem, sdo uma indicacao de puberdade precoce (2).

Testosterona

A testosterona é o principal androgénio masculino. E segregado nos homens
pelas células de Leydig dos testiculos, e nas mulheres pelos ovarios, em niveis muito
inferiores. A sua estimulacdo e producédo é controlada pela LH.

A producdo de testosterona é maior nas primeiras horas da manha e mais baixa
durante a noite. Os seus niveis também aumentam apds o exercicio e diminuem ap6s
imobilizacdo e sobrecarga de glucose.

A sua principal funcdo esta relacionada com o desenvolvimento dos caracteres
sexuais masculinos como o engrossamento da voz, desejo sexual, crescimento de pelos

e aumento da massa muscular (2).

Interpretacdo clinica

No sexo masculino a deficiéncia de testosterona ocorre em casos de
hipogonadismo primario como na sindrome de Klinefelter e no hipogonadismo
secundario, como resultado de doencas hipotalamicas ou hipofisarias, resultando em
infertilidade, diminuicdo da libido e da poténcia sexual. Um aumento dos niveis de
testosterona no homem pode ser detectado em tumores testiculares, tumores adrenais

produtores de testosterona, hiperplasia adrenal congénita entre outros.
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Nas mulheres os niveis de testosterona normalmente sdo baixos. Niveis
aumentados podem ser indicativos de sindrome dos ovarios poliquisticos ou hiperplasia
adrenal congénita entre outras, e as manifestacdes incluem infertilidade, hirsutismo,

amenorreia e obesidade (2).

FUNCAO TIROIDEIA

Na grande maioria dos casos, as doencas da tiroide desenvolvem-se de um modo
lento e silencioso, porque os sinais e os sintomas sdo frequentemente desconhecidos
pelo paciente. Assim, sdo facilmente confundidas com outras patologias como a
hiperlipidemia, irregularidades menstruais, menopausa ou depressao.

A tirdide secreta duas hormonas, a tiroxina e a triiodotorironina conhecidos por
T4 e T3 respectivamente.

A T3 e a T4 sdo segregadas para a circulacdo em resposta a hormona estimulante
da tir6ide (TSH) e desempenham um papel fundamental no metabolismo. A secre¢éo de
T3 e T4 é regulada por um mecanismo de retroaccdo negativo que envolve a glandula
tiréide, a glandula pituitaria e o hipotalamo.

TSH

A TSH (hormona tireoestimulante) é uma glicoproteina sintetizada pelas células
da hipdfise anterior. Esta hormona é responsavel pela regulacdo da funcdo enddcrina da
tirdide.

A libertacdo de TSH ¢ estimulada pela TRH (hormona libertadora da
tirotropina), um tripéptido secretado pelos neuronios hipotalamicos que actua na
hipdfise anterior. A TSH, por sua vez, vai interagir com receptores especificos na tiroide
e exercer as suas fungdes, ou seja estimular a tiroide a libertar as suas hormonas.

A secrecdo da TSH é muito sensivel as variacfes das hormonas tiroideias
circulantes. Fracas elevacdes de T3 ou de T4 inibem-na e uma diminui¢do da producéo
destas hormonas, mesmo sem haver baixa das suas concentragdes sanguineas, €

suficiente para estimular a sua secrecdo.
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A TSH é secretada para a circulacdo sanguinea de forma circadiana em que 0s
niveis mais altos prevalecem entre as duas e as quatro horas da manha e os mais baixos

entre as cinco e as seis horas da tarde (2).

Interpretacdo clinica:

O doseamento do TSH € o teste mais indicado no diagndstico das anomalias das
hormonas da tirdide, sendo usado como teste inicial no estudo da funcgéo tiroideia.

O doseamento do TSH € importante no diagndstico diferencial do hipotiroidismo
primario (doengas da tiréide) onde os niveis de TSH estdo elevados, do hipotiroidismo
secundario e terciario (doencas hipofisarias e hipotalamicas respectivamente) em que 0s
niveis de TSH estéo baixos.

Os niveis de TSH no soro sdo baixos em todas as formas de hipertiroidismo

excepto em casos raros como num tumor hipofisario secretante de TSH.

T4 —tiroxina

A tiroxina é a principal hormona tiroideia e desempenha um papel essencial no
metabolismo. T4 é o produto priméario de secrecdo da tirdide que posteriormente sofre
desiodacdo originando o T3.

Na circulacdo, encontra-se 99,97% ligado a proteinas de transporte
principalmente a TBG (globulina ligante de tiroxina), pré-albumina e alboumina. Apenas
uma pequena fraccdo se encontra livre e é esta pequena parte que exerce a actividade

bioldgica (2).

Interpretacdo clinica:

Normalmente, valores elevados de T4 podem indicar hipertireoidismo e valores
baixos hipotireoidismo. Contudo, como o T4 encontra-se na sua maioria ligado a
proteinas de ligagdo como a TBG, os seus valores podem sofrer variagbes consoante
haja alteracbes nestas proteinas. Assim, os niveis de T4 podem estar diminuidos no
sindrome nefrotico, em doencas gastrointestinais e uso glucocorticéides ou androgenios
em que a concentracdo de TBG é diminuida, e aumentados numa gravidez, uso de
pilulas anticoncepcionais ou estrogénios, hepatites crénicas activas quando os niveis de
TBG sdo altos.
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Situacdes que bloqueiam a transformacéo do T4 em T3 também provocam uma

elevacdo dos niveis de T4.

T4 Livre

T4 livre, ou T4 ndo ligada a proteinas de transporte, corresponde a fracgdo

metabolicamente activa.

Interpretacdo clinica:

Esta fraccdo € mais indicada no diagndstico do hipertiroidismo (valores
elevados) e do hipotiroidismo (valores diminuidos) uma vez que, ao contrario da T4 nédo
sofre influéncia pelos valores de TBG e outros factores fisioldgicos, farmacoldgicos ou

patologicos.

T3 - Triiodotironina total

A T3 é a segunda hormona tiroideia e, resulta essencialmente da desiodacéo
periférica de T4, sendo apenas, uma parte secretada directamente pela prépria tirdide.

A T3 circula na forma livre (0,3%) ou ligada a proteinas transportadoras
(99,7%), sobretudo a globulina de ligacdo a tiroxina (TBG) e, em menor grau a
albumina e a pré-albumina.

T3 é quatro a cinco vezes mais activa fisiologicamente que a T4 (2).

Interpretacéo clinica:

Os niveis de T3 encontram-se baixos no hipotiroidismo, contudo estes demoram
mais a diminuir que os de T4 e podem muitas vezes encontrar-se normais com niveis de
T4 diminuidos e TSH aumentados. Alguns medicamentos, bem como doencas agudas e
cronicas podem causar uma diminuicao transitdria dos niveis de T3, uma vez que estes
inibem a desiodagéo do T4 em T3.

Os seus niveis encontram-se elevados no hipertiroidismo e em niveis mais
elevados que T4, uma vez que o T3 origina quer da secrec¢éo tiroidiana aumentada quer

da transformacé&o periférica de T4 em T3.

115



Relatério de estagio — Mestrado em Analises Clinicas

2014

Os factores que modificam a ligacdo de T4 a TBG sdo 0s mesmos que
influenciam a ligacdo de T3, contudo a causa de erro € menor uma vez que a afinidade
de T3a TBG é menor.

O doseamento da T3 deve ser acompanhado de outros testes uma vez que este

sofre muitas vezes interferéncia com o stress e outros factores.

T3 livre

A T3 livre ou seja a fracgdo ndo ligada a proteinas € a fraccao fisiologicamente

activa.

Interpretacdo clinica:

O doseamento da T3L, tal como a T4L, é importante quando ha niveis alterados
de T3 total devido as proteinas de ligacdo a T3, principalmente a TBG.

A T3 livre é elevada no hipertiroidismo, sendo por vezes, a Gnica hormona
tiroideia elevada em alguns casos de hipertiroidismo. A T3 pode também elevar-se em
alguns adenomas téxicos que secretam preferencialmente T3, sendo este aumento
acompanhado de T4 normal e TSH diminuido.

O teste € muito atil no ajustamento de medicamentos anti-tireoidianos durante o

tratamento do hipertiroidismo.

MARCADORES TUMORAIS

Os marcadores tumorais consistem em macromoléculas que estdo presentes num
tumor, sangue ou liquido bioldgico, cuja presenca ou alteracdo das suas concentragdes
esta relacionada com a formacao do tumor e o aparecimento de células neoplésicas. Os
marcadores tumorais sdo usados na clinica para diagnostico, prognostico e monitorizar
os efeitos da terapéutica bem como alvos de tratamento. Estes marcadores sdo

quantificados por métodos imunoldgicos neste aparelho (2).

PSA Total

O PSA, antigénio especifico da prostata € uma glicoproteina produzida pelo

epitélio glandular da prostata. Encontra-se em circulagdo principalmente sob duas
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formas que sdo detectaveis por testes imunoldgicos, a forma livre e a forma
complexada.

O PSA é encontrado em tecidos prostaticos normais, benignos, hiperplasicos ou
malignos, ndo se encontrando em mais nenhum outro tecido. Este apresenta valores

indetectaveis em mulheres e em homens que tenham realizado prostatectomia (2).

Interpretacdo clinica:

O doseamento apenas do PSA, ndo é eficaz para a deteccdo do cancro da
préstata, porque este é especifico do tecido prostatico e ndo do cancro, sendo usado em
conjunto com o toque rectal.

O PSA é detectado no soro de homens com tecido da préstata normal, contudo
encontra-se aumentado em homens com hiperplasia benigna da prdstata e cancro da
préstata, sendo mais elevado neste ultimo.

O seu doseamento é importante na monitorizacdo do tratamento do cancro da
préstata, sendo (til para determinar uma possivel recaida apds o tratamento. Este
também ¢é til na avaliacdo da presenca de metastases. Assim, quando hd um aumento
do nivel de PSA apoés tratamento, este é indicativo de doenga residual ou recorrente

sendo necessario tratamento adicional (2).

PSA Livre

O doseamento do PSA livre € importante para calcular a razdo entre o PSA livre
e PSA total. Esta razdo é dtil para discriminar se estamos perante uma hiperplasia
benigna da préstata ou carcinoma. Quanto mais baixa for a razdo, maior o risco de

carcinoma. Uma relagéo PSA livre/ PSA total <15% é um forte indicador de cancro.

CEA

O CEA, antigénio carcinoembrionario pertence ao grupo dos antigénios
oncofetais, antigénios que sdo produzidos durante a vida fetal. Esta presente no epitélio
entodérmico embrionario e encontra-se em grandes concentragdes no feto, diminuindo

na altura do nascimento, e elevando-se novamente na presenca de cancro.
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Interpretacdo clinica:

Os valores de CEA podem elevar-se em algumas situacdes malignas,
preferencialmente no carcinoma colorectal (70%), mas também no carcinoma pulmonar
(45%), géastrico (59%), mama (40%), pancredtico (55%), ovariano (25%), uterino
(40%), e ainda em situacdes benignas, tais como hepatites, cirrose hepatica, enfisema
pulmonar, colite ulcerativa, doenca benigna da mama e em fumadores.

O CEA ¢é um marcador de baixa especificidade e, como tal a sua principal
utilizacdo é na monitorizacdo e estadiamento do cancro colorectal. Apos tratamento ou
remocdo do tecido canceroso os seus niveis diminuem, voltando ao normal dentro de
poucos meses. Contudo, podem aumentar novamente em situac@es de recorréncia ou na

possibilidade de metastases (24).

CA 15-3

O CA 15-3 é uma glicoproteina produzida pelas células epiteliais glandulares. E

0 marcador tumoral usado por exceléncia no carcinoma da mama.

Interpretacéo clinica:

O CA 15-3 desempenha um papel importante no acompanhamento e avaliacao
da eficacia do tratamento do carcinoma da mama, bem como no aparecimento de
metastases ou recidivas.

A sua sensibilidade varia de acordo com a massa tumoral e o estadiamento
clinico, sendo quase de 100% numa doenca muito disseminada.

Niveis elevados de CA 15.3 também foram observados em outras neoplasias,
tais como cancro do pancreas, ovario e dos pulmdes e, em doenc¢as ndo malignas como a

hepatite cronica, tuberculose, sarcoidose e lUpus eritematoso sistémico (24).

CA 125

O CA 125 é um marcador usado principalmente no carcinoma epitelial do ovario

sendo também atil no cancro endometrial (2).

Interpretacdo clinica:

O seu doseamento é essencial no seguimento da resposta ao tratamento e na

deteccdo precoce de uma possivel recaida no carcinoma do ovario. Na fase pos-
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operatoria os valores de CA 125 relacionam-se com o volume de tumor e constituem
assim, um indicativo de progndstico do resultado clinico.

A sua sensibilidade no cancro do ovério varia de acordo com o estadio em que 0
cancro se encontra, sendo préxima de 100% no Ultimo estadio (estadio 4).

O CA 125 também se encontra elevado noutras situacdes malignas como no
carcinoma pancreatico, pulmonar, mamario, colorectal entre outros e em doencas
benignas como endometriose, cirrose hepética, hepatite e doenca pélvica inflamatoria.
Valores elevados de CA 125 podem ainda ser encontrados numa gravidez

predominantemente no primeiro trimestre e ainda 1-2% das mulheres saudaveis (24).

CA19.9

O CA 19.9, tambem conhecido como antigénio de Lewis é uma glicoproteina
produzida pelos canaliculos biliares e pancreaticos humanos, bem como por células

epiteliais do estdmago, do cdlon, endométrio e glandulas salivares (2).

Interpretacdo clinica:

O CA 19.9 ¢ indicado como marcador tumoral em carcinomas do trato
gastrointestinal: no cancro do pancreas e trato biliar como primeira escolha e no
coloretal como segunda escolha.

A sua sensibilidade é variavel com a localizacdo do tumor: pancreas 70-94%,
vesicula biliar 60-79%, hepatocelular 30-50%, gastrico 40-60% e colorretal cerca de 30-
40%. Em menor frequéncia também pode positivar no cancro de mama, de pulméo e de
cabeca e pescoco. Algumas doencas como cirrose hepética, pancreatite, doenca
inflamatdria intestinal e doencas auto-imunes podem elevar o CA 19-9.

E um marcador tumoral util, sobretudo no diagnéstico diferencial de carcinoma
do pancreas e pancreatite, no estadiamento e na monitoragdo do tratamento em doentes

com cancro do pancreas (24).

AFP
A alfafetoproteina € a principal glicoproteina do soro fetal e, tal como o CEA, é

um antigénio oncofetal. E sintetizada durante o estado embrionario pelo saco vitelino e
figado fetal, e lancada para o soro fetal onde desempenha fungdes de transporte

plasmatico e manutencdo da pressdo oncética. Desaparece apds o0 nascimento.
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Interpretacdo clinica:

Os niveis de AFP nos adultos normalmente sdo baixos, contudo, elevam-se
numa gestacao, em situacdes benignas como nas hepatites cronicas e cirroses onde ha
regeneracdo hepatica, e em situacbes malignas como no carcinoma hepatocelular,
alguns tumores de células germinativas nomeadamente nos ovarios e nos testiculos,
teratocarcinoma dos testiculos e ainda em tumores com metastases no figado.

A AFP é considerada um marcador de hapatocarcinomas, uma vez que ha uma
elevacdo em grande parte destes tumores. Os niveis de AFP sdo Uteis para determinar o
prognostico e no monitoramento da terapia para carcinoma hepatocelular. Niveis
elevados ap0s tratamento podem indicar presenca de metastases ou remocao incompleta
do tumor no caso de cirurgia.

A alfafetoproteina tem como principal papel a monitorizacdo da terapia para o
carcinoma de testiculo, sendo um bom elemento de vigilancia apds a retirada do mesmo.
O uso combinado da AFP com a hCG € util para a monitorizacdo de doentes com
cancro testicular ndo seminomatoso.

E importante o doseamento da AFP numa gravidez, uma vez que criangas que
apresentem defeitos do tubo neural® apresentam niveis elevados de AFP durante o

segundo trimestre (24).

VIDAS

O VIDAS (Figura 30) €

um sistema multiparamétrico de

imunoensaio  que permite a
realizacdo de diversos testes em

simultdneo. Sdo determinados

assim, varios parametros ao

Figura 30: VIDAS

mesmo tempo.
O sistema VIDAS utiliza cones que constituem a fase sélida da reaccao e estdo
sensibilizados com Ag’s (antigénios) ou Ac’s (anticorpos), e barretes que contém o0s

reagentes necessarios a reacgao (25).

2 . ~ ~ . 2 . e A .
Os defeitos do tubo neural sdo malformagdes fetais no cérebro ou na espinal medula causados pela deficiéncia de
acido folico durante a gestagdo
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Principio: O sistema VIDAS utiliza o principio ELFA, que combina 0 método
ELISA com uma leitura final em fluorescéncia.

A amostra inicialmente é incubada com um anticorpo /ou antigénio marcado
com a enzima fosfatase alcalina. De seguida ocorrem etapas de lavagem de forma a
remover 0S componentes e o anticorpo/antigénio em excesso. Na etapa final de
revelacdo, a enzima do conjugado catalisa a reacgdo de hidrélise do substrato 4-metil-
umbeliferilfosfato (4-MUP) em 4-metil-umbeliferona (4-MU), do qual resulta emisséo
de fluorescéncia a 450nm ap6s excitacdo a 370nm. A emissdo de fluorescéncia é

proporcional a quantidade de antigeno ou anticorpo presente na amostra.

Testes realizados

B-hCG

A hormona coridnica gonadotréfica é uma glicoproteina produzida pelas células
do sinciciotrofoblasto da placenta, logo apds a fecundacéo.

O seu papel fisiolégico € de manter o corpo amarelo, permitindo a sua
transformacdo em corpo amarelo gestacional e estimular a producdo de progesterona e
estrogénios nos primeiros meses de gravidez. E também um marcador de tumores

trofoblasticos, testiculares e outros tumores produtores de - hCG.

Interpretacdo clinica:

O doseamento da B-hCG ¢ usado principalmente como teste de diagndstico
precoce de uma gravidez.

Na presenca de uma gravidez o resultado além de positivo indica também o
nimero de semanas de gestagcdo. Os valores de f-hCG aumentam exponencialmente
durante o primeiro trimestre até atingir um pico, depois sofrem um rapido declinio
estabilizando até ao fim da gravidez.

O doseamento da hormona B-hCG pode também ser util no progndstico e
acompanhamento terapéutico de tumores trofoblasticos. No homem, o doseamento ¢ 1til

no diagndstico e monitoramento terapéutico de tumores testiculares.
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PATOLOGIAS TIROIDEIAS

ATG (Anti-TG)
Os auto-anticorpos anti-tireoglobulina (anti-TG) sdo auto-anticorpos dirigidos

contra a tireoglobulina, componente principal do coléide tireodiano.
A tireoglobulina é uma glicoproteina sintetizada pelas células foliculares da
tirGide e constitui o componente principal do coldide folicular. E responsavel pela

incorporacdo de iodo e funciona como pré-hormona na sintese da T4 e T3 (2).

Interpretacdo clinica:

Os auto-anticorpos anti-tireoglobulina s&o importantes na avaliagdo dos
disturbios da tirdide, nomeadamente em doencas tiroideias auto-imunes. Encontram-se
aumentados na tiroidite de Hashimoto (cerca de 85%) e na doenca de Graves (mais de
30%).

Observam-se titulos elevados de anticorpos no carcinoma da tirgide e estes
podem interferir com o doseamento da tireoglobulina, impedindo assim o uso da
tireoglobulina como marcador no carcinoma da tiréide.

Os anticorpos anti — Tg também podem ser detectados, com menos frequéncia,
noutras patologias auto-imunes como a diabetes mellitus tipo | e artrite reumatdide e

ainda, numa pequena percentagem da populacao saudavel.

ATPO (Anti-TPO)
Os anticorpos anti-peroxidase (anti-TPQO) s&o auto-anticorpos dirigidos contra a

enzima peroxidase. Enzima presente na membrana das células foliculares da tirdide e
que catalisa a iodinizacdo da tirosina em tireoglobulina durante a biossintese de T3 e
T4.

Interpretacdo clinica:

Os anticorpos anti-TPO sdo usados no diagndstico de doencas auto-imunes da
tirdide, encontrando-se elevados essencialmente na tiroidite cronica de Hashimoto
(forma primaria de hipotiroidismo) em cerca de 90%, e em mais de 70% na doenga de
Graves.

Os anticorpos anti-TPO também sdo frequentemente detectados noutras doengas

auto-imunes como a artrite reumatoide, a doenca de Adisson e a diabetes mellitus tipo 1.
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Encontram-se ainda presentes, mas em fracas concentracfes em pessoas assintomaticas,
em particularmente nas pessoas idosas e mais nas mulheres. Os niveis destes anticorpos

aumentam nas mulheres com tiroidite pos-parto.

DIAGNOSTICO SEROLOGICO PRE-NATAL

Toxoplasmose

A toxoplasmose é uma parasitose provocada pelo protozoario Toxoplasma
gondii, parasita oportunista em gravidas e em pacientes imunodeprimidos. As principais
formas de transmissdo séo através da ingestdo de carne crua ou mal cozinhada contendo
quistos, ou por contacto com fezes de gatos infectados (hospedeiros definitivos).

Em pessoas imunocompetentes as infeccdes sdo normalmente assintomaticas,
sendo que o maior risco ocorre em mulheres gravidas. Se a infeccdo ocorrer no primeiro
trimestre de gravidez pode-se gerar um quadro agudo que termina com a morte do feto

ou num atraso fisico mental profundo do recém-nascido (26).

Pesquisa de anticorpos 1gG e IgM
O diagnoéstico da toxoplasmose é baseado principalmente na deteccdo de
anticorpos da classe IgG e IgM anti-Toxoplasma gondii. A interpretacdo da presenca ou

auséncia destes anticorpos encontra-se de forma sucinta na seguinte tabela (Tabela 12).

Tabela 12: Diagnostico seroldgico da toxoplasmose

[o[€ IgM Interpretacdo Procedimento

N&o houve contacto com o ) o
. ) o Prevencao: repetica0o  em
) ) virus. Maior susceptibilidade |
Negativo | Negativo o y intervalos de 3 a 3 meses
de contrair a infecgéo durante )
_ durante a gestacéo
a gravidez

Proteccdo imunologica contra a

Positivo | Negativo Infeccéo antiga ) )
infeccéo

Segunda colheita apés = 15
) o Infeccdo aguda ou falso | dias. Caso haja seroconversao
Negativo | Positivo o L
positivo de IgM das 1gG ¢ indicativo da

presenca de infeccéo

Positivo | Positivo Presenca de infeccéo, | Avidez das IgG* e western-
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reactivacao ou falso positivo | blot de IGM

*Avidez da 1gG- permite determinar o tempo de infecgdo. Anticorpos 1gG de
baixa avidez sdo encontrados nos quadros com menos de trés meses de duracgdo. Ja a
presenca de IgG de alta avidez aparece nas infeccbes com mais de trés meses de

evolucédo (26).

CMV

O CMV é um virus de genoma DNA pertencente a familia herpesviridae.

A sua transmissdo ocorre por via vertical, por contacto com liquidos bioldgicos
onde o virus pode estar presente e ainda, em consequéncia de transfusGes ou
transplantes de 6rgdos, em individuos imunodeprimidos. O virus tem um periodo de
incubacéo de 4 a 12 semanas.

A infeccdo pelo CMV na maioria dos casos conduz a uma infeccdo
assintomatica contudo, o grupo de maior risco sao as gravidas uma vez que ha um
grande risco para o feto se a primo-infeccdo acontecer durante a gravidez. O CMV
também pode conduzir a infec¢des severas nos imunodeprimidos (26).

Pesquisa de anticorpos 1gG e IgM

A interpretacdo da presenca de anticorpos € similar a interpretacdo feita na
tabela 12 para a toxoplasmose. Ap6s confirmacédo da infeccdo pelo CMV em gravidas é
importante, certificar se houve ou ndo infeccdo fetal, uma vez que nem sempre ha
transmissdo da infeccdo para o feto. O diagndstico de infec¢do congénita € realizado
através de amniocentese, com pesquisa directa do virus (PCR ou cultura viral).
Posteriormente, caso se tenha verificado a presenca de infec¢do congénita é importante
a realizacdo do diagndstico pds-natal que normalmente é feito por pesquisa directa do

virus numa amostra de urina colhida até as primeiras 3 semanas (26).

Rubéola

A rubéola € causada por um virus de genoma RNA pertencente a familia

Togaviridae. O periodo de incubacdo do virus € de 2 a 3 semanas e a transmissao ocorre
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através de goticulas de saliva ou pelas secre¢fes nasofaringeas. O individuo infectado é
contagioso 8 dias antes a 8 dias ap6s o inicio dos sinais clinicos.

A doenca caracteriza-se por linfadenopatias, erup¢des maculopapulosas, febre e
um mal-estar geral. Contudo, a importancia desta doenga esta relacionada com a sua
capacidade de provocar malformacdes graves no feto cuja mée foi infectada durante a
gravidez, mais particularmente quando a primo-infeccdo ocorre durante o primeiro
trimestre (26).

Pesquisa de anticorpos anti-1gG e IgM
A importancia da determinacéo dos anticorpos €, assim de avaliar a existéncia de
imunidade nomeadamente antes de uma gravidez, fazendo esta pesquisa parte dos testes

pré-natais.

Anti-1gG

A deteccdo dos anticorpos IgG é importante na avaliacdo do estado imunoldgico
e no diagndstico de infeccdo da rubéola. A presenca de anticorpos IgG normalmente
indica a presenca de imunidade que pode ter sido induzida por uma infec¢do passada ou
vacinacdo. Na presenca de um resultado positivo é necessario realizar uma segunda
colheita espacada de +15 dias da primeira. Nesta segunda colheita, se os titulos de
anticorpos forem estaveis, estamos perante uma infec¢do antiga, caso haja um aumento
dos titulos de anticorpos podera significar uma primo-infeccdo. Contudo, para
confirmar uma primo-infeccdo € necessario proceder a determinacdo da avidez das IGG.

O teste de avidez da IgG pode auxiliar na diferenciacdo de infeccdo atual ou
passada, ou IgM falso-positivo. Anticorpos IgG de baixa avidez séo detectados nos
primeiros trés meses de infeccdo; depois deste periodo, encontram-se os 1gG de alta

avidez.

Anti-lgM

A presenca de anticorpos IgM pode indicar, na maioria dos casos uma infecgédo
aguda (primo-infecgéo recente) e, mais raramente pode estar relacionada com situacgdes
de reinfeccdo ou casos em que as IgM persistem durante mais tempo que o normal. A
sua duracdo na circulacdo sanguinea é de 3 a 6 semanas ap0s 0s sintomas, apds o qual

tendem a desaparecer.
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A pesquisa de IgM ¢é de grande utilidade no diagndéstico de infeccdo em recém-
nascidos, pois a sua presenca indica infeccdo congenita, ja que esta classe de anticorpos

néo atravessa a placenta.

HEPATITES

Hepatite A

A hepatite A ¢ causada por um virus de genoma RNA, da familia dos
picornavirus que entra no organismo através do aparelho digestivo e multiplica-se no
figado, causando neste oOrgdo a inflamacdo denominada hepatite A. O modo de
transmissdo ¢ através de alimentos ou dgua contaminada com dejectos contendo o virus
(via fecal-oral). Durante o periodo de incubacdao (20 a 40 dias), a doenca ndo se
manifesta.

Inicialmente assemelha-se a uma gripe com febre, mialgias e mal-estar geral,

depois aparece a ictericia, a falta de apetite e os vomitos (4).

Pesquisa de anticorpos Anti-HAV total e IgM

Anti-lgM
Os anticorpos IgM estdo presentes numa infeccao recente. Detectam-se logo no

inicio da infeccdo com os primeiros sintomas € persistem 2 a 4 meses.

Anti-HAV (19G + 1gM)

Nao hd um exame especifico para a determinagdo dos anticorpos IgG. O teste
usado detecta os dois tipos (IgM e IgG). Um resultado positivo indica a presenca de
uma infeccdo actual ou passada, ou uma vacina¢do anterior. Assim, perante um

resultado positivo ¢ que se deve dosear as IgM.

Hepatite B

A hepatite B ¢ considerada a hepatite mais perigosa. E causada por um virus de
genoma DNA pertencente a familia dos hepadnavirus. O virus pode ser transmitido por

via parental, sexual e vertical.
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Apo6s um periodo de incubacdo longo, de 60-90 dias em média, surgem os

sintomas que incluem ictericia, fadiga, dores abdominais, perda de apetite, nduseas e

vomitos.

A infecgdo por este virus pode apresentar-se clinicamente de duas formas:

infeccdo aguda (com ou sem sintomatologia) e infeccdo cronica (com ou sem

sintomatologia). Uma infec¢ao aguda pode ou ndo evoluir para uma infec¢ao cronica,

dependendo do tipo de virus e, principalmente da resposta imunoldgica do hospedeiro.

O diagnostico laboratorial da infeccdo pelo HBV baseia-se na detecgdo

serologica de antigénios virais e dos respectivos anticorpos, bem como do DNA viral

(constituinte do genoma viral) (Figura 31 e Tabela 13) (26).

Serological Patterns Observed During
Acute HBV Infection

Anti-HBc

Ants-1 s

\nti-} {He

Relative Concentrations

Detection Level

0 | 2 3 4 S 6 7 8

Months Post-Exposure

Figura 31: Perfil de anticorpos e antigénios observado no curso de uma infecgdo pelo HBV

Tabela 13: Marcadores seroldgicos de diagnostico da hepatite B

A presenga destes anticorpos em circulagdo induzem
normalmente imunidade para o virus da hepatite B ou exposicao

(antigénio de
replicagdo viral) /
Anti-Hbe
(anticorpo
especifico do

A“ﬁ'HBS | anterior ao virus. E usado normalmente para verificar a eficicia
(Antlcflr]gos anti- | 4 vacinagdo contra o virus da hepatite B. Surgem 1 a 2 meses
s) apos a infecgdo ou na fase de resolucao da infeccio aguda, apos o
desaparecimento do Ag HBs indicando a evolu¢do da doenga para

a cura.
AgHBe e AgHBe - E considerado um marcador de replicacio e de

infecciosidade do HBV. E detectado em fases de replicagéo viral,
indicando que se trata de uma hepatite activa. Numa infecgédo
aguda desaparece de circulacdo pouco depois do aparecimento

dos sintomas e depois do AgHBs, dando-se a seroconversao para
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HBe) anti-HBe. Pode estar presente numa infeccdo cronica indicando
uma replicacao activa.

e Anti-Hbe - encontra-se associado ao declinio da

infecciosidade e o seu aparecimento geralmente corresponde a
recuperacao da infeccdo aguda.

J4

O AgHBc, antigénio do “core ¢ um antigénio intracelular que
Anti-HBec total | @penas € detectado nos hepatdcitos infectados. Os anticorpos anti-
(anticorpos IgM | HBC, sdo os primeiros a serem detectados e, podem estar
e IgG para o presentes numa infeccdo aguda, crénica ou infeccdo antiga.
antigénio HBc) | Quando aparecem em conjunto com o anticorpo anti-HBs

significa infec¢do passada, com imunidade.

Hepatite C

A hepatite C ¢ uma doenca infecciosa causada pelo virus da hepatite C,
pertencente a familia flaviviridae. O seu periodo de incubagdo varia entre 6 a oito
semanas e a transmissdo ocorre através de contacto directo com sangue ou produtos
contaminados.

A infecgdo pelo HCV evolui para uma hepatite cronica em cerca de 80% dos

casos e nestes casos pode conduzir a cirrose hepatica ou carcinoma hepatocelular (4).

Determinacao dos anticorpos HCV (Anti-HCV)

Os anticorpos anti-HCV surgem entre 15 dias e 6 meses apos a infec¢do e sao
indicativos de uma infec¢do recente ou passada. Em caso de positividade, de modo a
confirmar a infec¢do com o virus € necessario fazer-se a pesquisa de RNA viral (Ginico
marcador directo da infeccdo pelo HCV. Os anticorpos podem permanecer positivos

“por tempo indeterminado” apds um tratamento bem-sucedido.

HIV (deteccdo do HIV I, HIV 11 e do antigenio p24 do HIV 1)

O virus da imunodeficiéncia humana é um virus de genoma RNA pertencente a
familia dos retrovirus. Existem dois tipos, HIV-1 e HIV-2, ambos agentes causais da
SIDA. A sua transmissdo é principalmente por via sexual, por contacto com sangue
contaminado, perinatal e transplacentaria. A infeccdo por este virus é uma infeccdo

crénica uma vez que o hospedeiro é incapaz de eliminar o virus.
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A pesquisa de anticorpos € o0 método mais comum de diagndéstico da infeccéo
pelo HIV (26).

Determinagéo dos anticorpos anti-HIV |, anti-HIV |l e Ag p24

Quando a transmissao do HIV ocorre, o sistema imunitario desenvolve
anticorpos contra o virus, que podem ser detectados por testes de rastreio cerca de 2 a 8
semanas apds a exposicdo ao virus. Contudo, se a exposi¢do ao virus € mais recente o
nivel de anticorpos pode ser demasiado baixo e terd de se repetir a pesquisa de
anticorpos. Assim, de modo a ultrapassar este problema, surgiram os testes de rastreio
de 4% geracdo que permitem a determinacdo simultdnea do antigénio p24, e dos
anticorpos para o HIV I e HIV 11

Os niveis de antigénio p24 sdo tipicamente elevados no inicio da infeccéo
(periodo entre a contaminagdo e o aparecimento de anticorpos) e assim, a combinagdo
da deteccdo do antigénio e dos anticorpos aumenta a probabibilidade de deteccdo da
infeccdo pelo HIV, diminuindo o intervalo de tempo entre a contaminacdo e o
diagndstico.

Caso o resultado do teste seja positivo, € necessario primeiro a repeticao do teste
de imunoensaio. Apos repeticao, o resultado deve ser confirmado recorrendo a um teste

mais especifico (teste de confirmacdo) como o Western-Blot (WB) (26).
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CONTROLO DE QUALIDADE EM ANALISES CLINICAS

E fundamental um controlo de qualidade rigoroso em cada uma das fases do
processo analitico (pré-analitica, analitica e pos-analitica).

Na fase pré-analitica o controlo de qualidade passa pelo atendimento dos utentes
nomeadamente uma identificacdo correcta do utente até a colheita e triagem correcta
dos produtos. Na fase pos-analitica o controlo recai essencialmente sobre a validacéo
dos resultados. Contudo, € a fase analitica que requer um maior controlo de qualidade e
onde aparecem o0s conceitos de controlo de qualidade interno e externo.

O controlo de qualidade interno (CQI) consiste na analise de uma amostra
controlo com valores conhecidos dos analitos, de modo a avaliar a precisdo dos
resultados. E realizado diariamente depois da manutencéo inicial dos aparelhos e antes
de se testarem as amostras nas quais se pretende determinar este analito. Os resultados
do controlo sdo gravados no aparelho e sdo construidas cartas de controlo de modo a
analisar se os resultados se encontram dentro dos limites aceitaveis de erro (média mais
ou menos dois desvios padréao).

O CQI é importante, na medida em que permite controlar os erros a que 0s
processos analiticos estdo sujeitos, ou seja ver se 0s erros estdo dentro dos limites bem
definidos, uma vez que muitos deles sdo mesmo impossiveis de eliminar.

O controlo de qualidade externo (CQE) é um controlo interlaboratorial. Consiste
na andlise de uma amostra desconhecida que € enviada pelo programa de avaliacdo
externa de qualidade em que o laboratdrio estd inscrito — INSA (Instituo Nacional de
Saude Ricardo Jorge). Posteriormente, os resultados sdo comparados com o0s resultados
obtidos pelos outros participantes no programa.

Com a participacdo no programa de avaliacdo externa da qualidade o laboratdrio
pode assegurar que 0s seus resultados se aproximam o mais possivel dos valores reais

(exactiddo).

130



Relatério de estagio — Mestrado em Analises Clinicas

2014

CONCLUSAO

A realizaco do estagio curricular no &mbito do mestrado em Anélises Clinicas,
bem como a elaboracdo do presente relatorio de estagio permitiu-me por em pratica e
aprofundar todos os conhecimentos tedricos e praticos adquiridos ao longo da parte
curricular do mestrado. Os conhecimentos que tinha anteriormente ajudaram-me,
sobretudo a perceber a importancia do pedido de cada andlise e saber interpretar os
resultados obtidos.

O facto de o laboratério onde realizei 0 meu estagio ser pequeno, penso que
acabou por ser uma mais valia, pois permitiu-me adquirir muito mais experiéncia no
manuseamento das amostras e dos aparelhos bem como na realizacdo das técnicas
manuais implementadas no laboratorio.

Através do estagio consegui acompanhar e perceber como decorre toda a rotina
de um analista clinico ao longo do dia de trabalho e perceber a importancia de um
controlo rigoroso de cada uma das fases do circuito analitico e como um erro em
qualquer delas pode ser crucial para a obtengéo de resultados incorrectos.

Foi sem duvida uma experiéncia muito enriquecedora a nivel profissional e

também pessoal uma vez que gostava de trabalhar nesta area no futuro.
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