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RESUMO

Cada vez mais as analises clinicas sdo valorizadas dada a sua importancia para o
diagnéstico correto por parte dos médicos. Por esta razdo, é necessario haver um processo

continuo de melhoria das técnicas, assim como, inovag¢ao das maquinas.

O relatorio de estagio ¢ referente ao estadgio realizado no laboratorio de analises
clinicas do grupo Unilabs presente em Vila Real e neste sdo abordadas as técnicas
utilizadas bem como os pardmetros analisados em cada setor: hematologia, bioquimica,

imunologia, analise de urina e microbiologia.

Para além das técnicas e parametros avaliados sdo ainda descritas as fases presentes
num estudo laboratorial (fase pré-analitica, analitica e pos-analitica) bem como do
controlo de qualidade interno e externo realizado no laboratorio Unilabs. Estes dois temas
apresentam grande importancia pois permitem evitar qualquer tipo de erros que possam
interferir com o resultado das anélises pedidas pelo clinico e assim levar ao diagndstico

correto do paciente.

Com a conclusdao do estagio verificou-se que houve um consolidar de todos os
conhecimentos abordados ao longo do mestrado tendo também sido adquiridos outros
conhecimentos igualmente tteis e necessarios para a vida profissional. Além do objetivo
mencionado anteriormente também o estdgio teve como objetivo cumprido a
compreensdo do funcionamento das diversas areas do laboratdrio e o desenvolvimento de

um sentido critico na aceitagcdo dos resultados.

Palavras-chave: Laboratorio, Analises, Hematologia, Bioquimica, Imunologia,

Microbiologia, Urina.
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ABSTRACT

The value of clinical analyzes is increasing due to their importance to physicians’
correct diagnosis. For this reason, it is crucial to have a continuous process of techniques

improvement as well as, technological innovation.

This internship report refers to the internship carried out in the clinical analysis
laboratory of the Unilabs group at Vila Real and this will address the techniques used and
the parameters analyzed in each sector: hematology, biochemistry, immunology, urine

analysis and microbiology.

In addition to these analyzes, the steps for a laboratory study are also described
(pre-analytical, analytical, and post-analytical phases) as well as the internal and external
quality controls carried out in the Unilabs laboratory. These two topics are crucial since
they avoid any errors that may interfere with the result of the analyzes requested,

preventing an incorrect diagnosis of the patient or allowing a correct diagnosis.

With the conclusion of the internship, it was verified that there was a consolidation
of all the knowledge covered throughout the master's degree, having also acquired other
knowledge that was equally useful and necessary for professional life. In addition to the
aforementioned objective, the internship also had the objective of understanding the
operation of the various areas of the laboratory and developing a critical sense in the

acceptance of the results.

Keywords: Laboratory, Analysis, Hematology, Biochemistry, Immunology,
Microbiology, Urine.
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INTRODUCAO
INTRODUCAO

O presente relatério de estdgio tem como objetivo descrever todas as atividades
realizadas durante 8 meses de estagio curricular no Laboratorio de andlises clinicas do
grupo Unilabs presente em Vila Real, descrevendo os materiais utilizados e métodos.

Cada vez mais as analises clinicas t€ém um grande impacto nas decisdes tomadas
pelos clinicos, pois s6 com uma correta analise € possivel obter um correto diagnostico e
assim ajustar a terapéutica adequada ao paciente. Como tal, a area das analises clinicas
encontra-se em constante desenvolvimento pelo que, as técnicas utilizadas tém cada vez
mais tendéncia para a eficacia, garantindo assim uma maior qualidade dos resultados.

Além do desenvolvimento de novas tecnologias com fim a melhorar os
equipamentos ¢ essencial a realizacdo do controlo de qualidade, seja ele interno ou
externo, pois s6 assim podemos validar os resultados e ter a certeza que vamos permitir
ao clinico um diagnostico correto.

Este estagio visou a aprendizagem de toda a dindmica do laboratorio desde a
colheita das amostras a sua analise, o acompanhamento de toda a atividade laboratorial
incorporada na rotina do laboratdrio nas areas de hematologia, imunologia, bioquimica,
analise de urina e microbiologia, bem como o desenvolvimento também de um sentido

critico na aceitacao dos resultados.

Este relatério encontra-se dividido em 6 capitulos, sendo que no 1° capitulo sera
abordada a caracterizagdo do laboratorio de analises clinicas do grupo Unilabs, e nos
restantes 5 capitulos serd feita a descricio dos métodos usados em cada area do
laboratorio, nomeadamente hematologia e coagulagdo, imunologia, bioquimica, analise

de urina e microbiologia.

No final encontram-se ainda presentes nos anexos os valores de referéncia relativos

a cada parametro analisado.

1
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CAPITULO I - CARACTERIZACAO DO LABORATORIO

CAPITULO I - CARACTERIZACAO DO LABORATORIO

O laboratodrio do grupo Unilabs - Vila Real, desenvolve a sua atividade nas areas de
hematologia, bioquimica, imunologia, andlise de urina e microbiologia realizando em
média cerca de 500 colheitas para analise por dia.

No setor de Hematologia sao realizados: hemogramas, determinacao da velocidade
de sedimentagdo, doseamento da hemoglobina glicada, provas de coagulagcdo ¢
coloragdo/observacao ao microscopio do esfregago de sangue. No setor da Bioquimica e
Imunologia sdo realizados testes bioquimicos e testes imunoldgicos respetivamente € por
fim no setor da analises de urina e microbiologia sdo realizadas andlises e culturas de
urina.

O laboratorio assegura a realizacdo dos exames laboratoriais, necessarios para o
diagnostico de patologias, prescritos pelos médicos ou por pedidos autébnomos (ex:
avaliag@o ao colesterol) e procura garantir sempre um nivel elevado de qualidade nas suas
atividades a fim de servir da melhor forma todos os seus clientes ¢ profissionais que

dependem do seu servigo.

1.1 - FASES DO ESTUDO LABORATORIAL

A principal preocupagdo do laboratorio estd relacionada com a qualidade dos
resultados obtidos sendo que esta qualidade depende dos procedimentos que se fazem
desde a colheita até ao resultado. Estes procedimentos dividem-se em 3 importantes fases:

a Fase Pré-Analitica, Analitica ¢ Pos-Analitica’.
Fase Pré-Analitica

A designacdo “fase pré-analitica”, surgiu na literatura no século XX e pode ser
definida como o conjunto de todos os “passos por ordem cronolédgica, desde o pedido do
clinico, incluindo a requisicdo analitica, preparacdo do doente, colheita da amostra
primaria e transporte para e dentro do laboratorio, terminando quando o processo analitico
comeca” (figura 1). Esta fase ¢ muito importante pois um erro ¢ suficiente para

condicionar todas as outras fases e assim influenciar o resultado final'.

3
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Requisi¢io Médica

Registo
Informaético

A 4
)

Instrugdes de
colheita

A
Colheita

A

Acondicionamento e
transporte

y

Verificagdo da conformidade
da requisi¢do/amostra?

\ 4

Distribui¢do da amostra a
respetiva area

A

[ Preparagdo para analise ]

Figura 1-Percurso pré-analitico das amostras.

Fase Analitica

A fase analitica corresponde a fase da realizacdo da andlise, incluindo-se nesta fase
também a calibra¢do, o controlo de qualidade, a manuten¢cdo dos equipamentos ¢ a
preparacdo das amostras'. A calibragdo e o controlo interno sdo realizados diariamente e
permitem avaliar a precisdo dos resultados obtidos, sendo estes diariamente recolhidos e
comparados com os valores de referéncia do controlo usado.

Para a realizacdo correta da andlise € necessario ter em conta alguns fatores, como
por exemplo, a escolha do método de analise adequado, verificar a qualidade dos
instrumentos e equipamentos usados, assim como verificar também a qualidade dos

reagentes usados pois todos estes fatores podem levar a uma analise incorreta da amostra,

4
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o que ird interferir com os resultados, levando assim a um falso diagndstico por parte do

médico.

Fase Pos-Analitica

A fase pos-analitica, corresponde a validagao dos resultados terminando com a
emissdo do boletim analitico e entrega deste!. Os erros de interpretagio por parte do
clinico e o fornecimento de valores de referéncia incorretos constituem um ponto critico

da fase pds-analitica, tendo por isso também nesta fase uma especial atencao.

1.2- MATERIAIS PARA COLHEITA

Sao diversos os materiais usados para a acolheita de amostras biologicas, desde
diferentes tubos para colheita de sangue, assim como coletores de urina. Ap6s a colheita

alguns destes espécimes tém de sofrer preparacdo de modo a serem submetidos a andlise.

» Tubo com EDTA K3 para obtencdo de amostras de sangue total

g ]

utilizadas na hematologia para a determinacdo do hemograma,

7 velocidade de sedimentagdo e hemoglobina glicosilada.

» Tubo com um ativador de coagulagdo. Para a obtengdo de soro é

f

= necessaria a centrifugagdo do tubo, 3500 rpm durante 10 minutos,

| apos a retragdo do coagulo e ¢ usado nas andlises da 4rea da
bioquimica ¢ da imunologia.

! » Tubo de citrato de sddio para a obtengdo de plasma utilizado nas

= provas de coagulagio. E centrifugado a 3600 rpm, durante 15 minutos.

d » Coletor de urina estéril. Daqui a urina € colada num tubo para analises

bioquimicas, ou utilizada nas provas de microbiologia.

Figura 2-Materiais de colheita utilizados no laboratério Unilabs. Retirada e adaptada de
https://sa.sol-m.com/noticias/diferencas-de-tubos-para-coleta-de-sangue/

5
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1.3 - AVALIACAO DA QUALIDADE
1.3.1- Controlo de qualidade interno (CQI)

O controlo de qualidade interno consiste na andlise didria de uma amostra
controlo e tem como objetivo a detegdo de problemas na rotina dos métodos

aplicados no laboratorio.

A aceitacdo dos controlos ¢ baseada na interpretagdo dos graficos leving-
jenning e das regras de Westgard, sendo que caso um resultado se encontre fora

do estipulado procede-se a calibragao e/ou controlo.

Através deste controlo diario, descrito na tabela 1, antes da utiliza¢ao dos
aparclhos para as analises propriamente ditas, o laboratério garante que os
resultados obtidos sejam utilizados com confianga no diagndstico, progndstico e

decisdo terapéutica.

Tabela 1-Controlo da qualidade interna nos diferentes setores.

Bioquimica

- Sebia control

- Unassayed control — 2 niveis

- Quantitative urine control — 2 niveis
- Anemia control

- Elevated CRP control

- Cardiac markers Plus control

Imunologia

- Anemia control

- Anti TG, TPO control

- IgM control

- Viroclear control

- Virotrol HIV control

- Syphilis control

- Tumor Marker Control — 2 niveis

- Lyphocheck immunoassay Plus Control — 3
niveis

Hematologia
-L1,L2 e L3 XN Check control

- Biorad Lyphocheck Diabetes control — 2 niveis

- Sedimentation Rate control — 2 niveis

6
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- Lyphocheck coagulation control — 2 niveis

Analise de urinas
- Irispec CA/CB/CC control

- 1Q control/Focus Set control

1.3.2 — Controlo de qualidade externo (CQE)

Além do controlo de qualidade interno, o laboratério ¢ submetido também
a um controlo de qualidade externo. Este consiste em duas entidades externas -
(Randox International Quality Assessment Scheme (RIQAS) e National External
Quality Assessment Service (NEQAS) - que procedem ao envio para o laboratério
de uma amostra para ser analisada a determinados pardmetros e cujas

concentragdes ja sdo conhecidas, no entanto, o laboratério desconhece.

Seguidamente, o laboratorio trata a amostra enviada da mesma forma que
trata as restantes amostras, analisando-a e enviando os resultados a entidade
externa, que ird comparar os valores de referéncia com os resultados da analise,

concluindo assim a qualidade desta.

A periodicidade e entidade externa responsavel pelo controlo externo

encontra-se descritas na tabela 2.

Tabela 2-Avaliacdo do controlo de qualidade externo

NEQAS
RIQAS
NEQAS

RIQAS

Mensalmente
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CAPITULO 11 - HEMATOLOGIA

A hematologia ¢ a especialidade clinica responsavel pelo estudo das células
sanguineas. Nesta area sdo estudados essencialmente os elementos figurados do sangue
nomeadamente hemacias, leucécitos e plaquetas que correspondem a cerca de 45% da
composi¢do do sangue total, sendo os restantes 55% correspondentes a agua plasmatica
(cerca de 50%) e solutos plasmaticos como as proteinas (correspondendo a
aproximadamente 70% dos solutos plasmaticos), metabolitos organicos e produtos finais
de diferentes vias metabdlicas (cerca de 20%) e componentes inorganicos que contribuem
para aproximadamente 10% de todos os solutos>.

O processo através do qual ocorre a formagao e maturacao de células sanguineas €
designado Hematopoiese e tem origem numa célula estaminal pluripotente que se
encontra na medula ossea, a qual pode originar uma célula estaminal linféide - dara
origem aos linfécitos - ou uma célula estaminal mieldide que se pode dividir e diferenciar,
como se pode ver na figura 3, dando origem as restantes células sanguineas: hemacias,
plaquetas e leucécitos, sendo estes ultimos divididos em granulécitos (basoéfilos,

eosindfilos e neutrofilos) e agranulocitos (linfocitos e mondcitos)? .

Pronormoblasto Mieloblasto
; R

Mormoblasto

; Frogranul
policrqrnatcrﬁlo ragranulscito

Linfocito Mondcito

N

Eosingfilp Teubrofila

sl i | Plaquetas
Granulocitos Agranuldcitos Gz &
Leucocitos ¥ &

Figura 3-Esquema  representativo da  hematopoiese. Retirada e adaptada de
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Illu_blood cell lineage.jpg
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Para o estudo dos elementos figurados do sangue s3o usados equipamentos
especificos os analisadores celulares automaticos e sdo também realizados esfregacos

sanguineos para avaliagao da morfologia celular e validacao das contagens automaticas.

2.1 - SYSMEX XN-1000

No Unilabs para realizagdo do hemograma ¢
utilizado o Sysmex XN-1000 (Figura 4), um analisador
celular automatico que funciona por tecnologia de
citometria de fluxo fluorescente.

A citometria de fluxo ¢ uma técnica que permite
realizar a separacao e contagem individual das células,
sendo neste caso usada para a realizacdo de

hemogramas (estudo das hemacias, leucocitos e

plaquetas) permitindo também fazer a identificacdo e

Foto gentilmente cedida por Unilabs.

contagem de eritroblastos (eritrocitos nucleados) e
reticuldcitos, ambos formas imaturas das hemacias®.

Neste aparelho as células sdo examinadas enquanto fluem através de uma célula de
fluxo comecando pela aspiracdo da amostra de sangue e seguidamente a diluigdo e
marcagdo da amostra com um marcador fluorescente que se liga especificamente aos
4cidos nucleicos’.

Como passo seguinte da-se o transporte da amostra para a célula de fluxo onde ¢
iluminada por um laser semicondutor (Figura 5) que separa as células utilizando trés
sinais diretos’:

* Dispersao frontal de luz que fornece indicagdo do volume celular;

* Dispersdo lateral de luz que informa sobre o contetudo celular, como nucleos e

granulos;

* Fluorescéncia lateral que mostra a quantidade de ADN e ARN presentes na célula.
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A luz é espalhada de acordo com o
tamanho, complexidade e didmetro

cada célula

da célula
— y
Foto detetor o U >4
. ——
- |
3 l
Feixe de % d
laser o Os df:tetor?s capt}lram
examina a dispersdo e criam

uma impressao digital
de cada tipo de célula

Figura 5-Esquema representativo da citometria de Fluxo. Retirado de IDEXX LaserCyte Dx/IDEXX
LaserCyte Hematology Analyzer Operator’s Guide, IDEXX Laboratories, 2014

Este aparelho dispde de 4 canais de medigdo®:

v XN -CBC-NRBC

Neste canal o analisador
mede a fluorescéncia lateral que
avalia o conteido de material
nucleico para identificacdo e
quantificacdo de eritroblastos e
leucocitos e a dispersdo frontal de
luz.

Parametros reportaveis por
este canal: Leucocitos, Basofilos,

Eritrocitos nucleados.

Sara dos Santos Macedo

]
7]
e BASO
NRBC ®
.
=
=
; WBC
SFL
Figura 6-Resultados emitidos do canal XN - CBC —
NRBC. Retirado de

https://www.sysmex.com/la/PT/Products/Hematology/X
NSeries/Pages/XN-1000-Hematology-Analyzer.aspx
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v" XN - DIFF

O canal DIFF permite

detetar as diferentes populacdes

leucocitarias, realizando assim
uma formula leucocitaria
completa.

Parametros reportaveis por

este canal: Populagdes
leucocitarias e Granulocitos
imaturos.

v" PLT-F

Neste canal sdo avaliadas as
plaquetas, que sdo identificadas e
quantificadas pelo uso de um corante

especifico, Oxazina, que cora as

superficies dos reticulos
endoplasmaticos rugosos e das
mitocondrias.

Parametros reportaveis:

Plaquetas e Fragdo 1imatura das

plaquetas (IPF).

v RET

Através do  canal de
reticulocitos é obtida uma avaliagdo
celular completa da eritropoiese.
Assim, as células vermelhas
circulantes no sangue periférico sao
classificadas e diferenciadas pelo

seu tamanho e estado de maturagao

celular.

Sara dos Santos Macedo
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SFL

LYMP NEIT + BASO

ssc o

Figura 7-Resultados emitidos do canal XN — DIFF.
Retirado de
https://www.sysmex.com/la/PT/Products/Hematology/X
NSeries/Pages/XN-1000-Hematology-Analyzer.aspx

FSC

RBC IPF

PLT-F

SFL

Figura 8-Resultados emitidos do canal PLT-F. Retirado de
https://www.sysmex.com/la/PT/Products/Hematology/XN
Series/Pages/XN-1000-Hematology-Analyzer.aspx

FSC

RBC

Figura 9-Resultados emitidos do canal RET. Retirado de
https://www.sysmex.com/la/PT/Products/Hematology/XN
Series/Pages/XN-1000-Hematology-Analyzer.aspx
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Parametros reportaveis: Hemadcias, Reticulécitos e Fragdo Imatura dos
Reticuldcitos (IRF) que corresponde a soma da fragao dos reticuldcitos com valor médio

de fluorescéncia e a fracao dos reticulocitos com valor alto de fluorescéncia.

2.1.1 — Parametros avaliados?®

Através do aparelho XN-1000 da Sysmex como ja foi mencionado anteriormente
¢ realizado o hemograma onde podem ser avaliados e analisados os diferentes tipos de

células sanguineas:

v' Hemacias
As hemacias sdo c¢lulas especializadas, através da eritropeiese, as quais tém
como principal fungdo transportar oxigénio para os tecidos e diéxido de carbono
dos tecidos para os pulmdes’ sendo a sua semi-vida no sangue cerca de 120 dias®.
A avaliagdo laboratorial destas ¢ feita ndao s6 pelo estudo das suas alteragdes
em numero, mas também através da identificacdo de alteragcdes no tamanho,

coloracdo ou forma em esfregaco sanguineo®.

v Reticuldcitos

Os reticuldcitos sdo globulos vermelhos imaturos que se originam na
medula 6ssea e sdo libertados para o sangue periférico depois do periodo de
maturagdo ¢ sofrem uma diferenciacdo em hemdacias maduras. Caracterizam-se
por serem células grandes, com menos hemoglobina que um eritrécito maduro e
anucleadas apresentando um tempo de semi-vida de cerca de 24 horas. A
contagem de reticulocitos ¢ geralmente realizada para obter informacgdes acerca
do funcionamento da medula 6ssea’.

Uma reticulocitose, ou seja, um numero elevado de reticulocitos em
circulacdo ocorre em pacientes anémicos com uma medula 6ssea funcional,

enquanto que pacientes anémicos com uma medula disfuncional apresentam um

nimero diminuido de reticuldcitos ao qual se d4 o nome de reticulocitopenia.

?Valores de referéncia para cada parametro presentes no Anexo 1.
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Além da contagem em pacientes anémicos, também ¢ realizada a sua
contagem na monitorizacdo da atividade regenerativa da medula déssea apos

quimioterapia ou um transplante de medula ossea’.

Em laboratério a diferenciagdo de um reticulocito de uma hemacia madura
¢ baseada na auséncia de nucleo e na presenca de ARN e outras substancias que

presentes no reticuldcito sdo perdidas durante o processo de diferenciagdo’.

v" Leucdcitos

A semelhanga do que acontece com as restantes células sanguineas, ¢ na
medula 6ssea que os leucocitos sdo produzidos, € t€ém no nosso organismo,
maioritariamente fungdes de defesa. Estes apresentam capacidade de diapedese e

dividem-se em granulécitos e agranuldcitos®!!.

o Agranulécitos

e Linfocitos, apresentam nticleo esférico que ocupa a maior parte do volume
da célula sendo por isso o citoplasma pouco abundante. Sdo as células
produtoras de imunoglobulinas, também chamadas anticorpos, que
defendem o organismo contra infe¢des, distinguindo entre as proprias
células do organismo e células estranhas. Estes podem subdividir-se em 3

grupos: linfocitos T, linfocitos B e células NK°.

e Mondcitos, sdo os maiores dentro da classe dos leucocitos, possuindo um
nucleo grande central e oval ou em forma de rim. Estes desempenham um
papel chave na resposta imunitiria pois sdo células apresentadoras de
antigénio. Podem deslocar-se facilmente para os locais de infegdo e
diferenciar-se em macrofagos e células dendriticas para provocar uma

resposta imunitaria. S3o as células fagociticas por exceléncia’.
o Granulécitos

e Neutrofilos, apresentam um nucleo denso com 3-5 lobos e citoplasma com
granulos. Estes, como primeira linha de defesa, tém um papel importante

na defesa imunitaria, além de apresentarem capacidade de diapedese e
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possuirem também importantes fungdes de fagocitose. O seu tempo de

semi-vida sdo cerca de 6-10 horas'®.

e [FEosinofilos, apresentam até 3 lobos e granulos citoplasmaticos que sao
maiores e coram fortemente com corantes dcidos. Estes matam os parasitas
libertando certas enzimas citotdxicas e estdao envolvidos em reacdes de

hipersensibilidade!'.

e Basofilos, sdo os mais escassos no sangue € apresentam numerosos
granulos citoplasmaticos que se coram fortemente com corantes basicos.
Estes participam em processos complexos como a quimiotaxia ou adesao
celular além de atuarem como moduladores imunitarios durante as reagdes

alérgicas'!.
v Plaquetas

As plaquetas, também conhecidas como trombdcitos, sdo fragmentos de
células sanguineas, cuja produ¢@o ocorre na medula Ossea, e sdo intervenientes no
processo de coagulagio sanguinea'?.

A avaliagdo do numero de plaquetas e do volume médio plaquetario através
do plaquetograma, permite detetar possiveis disturbios plaquetarios como a
trombocitose (aumento do numero de plaquetas), trombocitopenia (diminui¢ao do
nimero de plaquetas) e a presenca de plaquetas grandes em circulagio!>.

Caso seja detetada alguma alteracdo plaquetaria por parte do equipamento
deve-se confirmar através de um esfregago sanguineo, pois o aparelho pode
detetar apenas duas ou trés plaquetas o que ndo implica que exista apenas esse
nimero de plaquetas pois estas podem encontrar-se agregadas e o aparelho
associar a agregacao a uma plaqueta apenas mas com um maior volume do que o

normal.

2.2 - ESFREGACOS SANGUINEOS

A observacao do esfregago de sangue periférico ¢ feita sempre que no hemograma
ocorra uma sinalizag¢do especifica que indique a necessidade de observacgdo, ou sempre

que o patologista necessite algum tipo de confirmacdo. A obtencdo de um bom esfregago
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sanguineo ¢ muito importante pois depende desta técnica a boa observacao das células

sanguineas e identificag¢do de alteragdes quanto a morfologia, tamanho ou coloragdo. Para

a realizacdo desta técnica:

1- Colocar, cuidadosamente, uma pequena gota de sangue no eixo central da lamina

ligeiramente afastado da extremidade.

2- Colocar uma lamela em contacto com a lamina um pouco a frente da gota de

sangue, criando-se um angulo de 30° a 40° entre as duas.

3- Retroceder a lamela até contactar com a gota de sangue deixando fluir

ligeiramente para tras, fazendo-se logo de seguida o movimento contrrio

avancando-se com a lamela rapidamente ao longo de todo o comprimento da

lamina para diante da gota de sangue.

4- Deixar o esfregaco secar ao ar e de seguida proceder a coloragdo. As coloragdes

de rotina para a hematologia derivam da técnica de Romanowsky. No laboratorio

Unilabs é usado o kit RAL.

5- Observar ao microscopio.

Tabela 3-Cé¢lulas sanguineas ¢ respetivas visualizagdes ao microscopio. Fotos
gentilmente cedida por Unilabs.

Célula sanguinea

Visualiza¢ao ao microscopio

0 0.0, &7 o al
'2006200 0eochd
(&) Q%oo °o@§°° @

L. 00 :
Hemadcias 9 9:?0% o g%e e%
P99 00d S%¢s
Reticuldcitos? & »
Mondécitos

PRetirado e adaptado de http://patclinveterinaria.blogspot.com/2014/08/tecnica-para-contagem-de-

reticulos.html

Sara dos Santos Macedo
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Linfécitos

G008
5 0.0
5 [ “‘.

L

Eosinofilos

Basofilos®

Neutrofilos

Plaquetas

2.3 - HB9210 PREMIER

Este aparelho determina a percentagem
de hemoglobina glicada presente no sangue
dos pacientes através do método HPLC -
Cromatografia liquida de alta eficiéncia por
afinidade ao boronato'?.

Nesta técnica analitica, o boronato, €
ligado a superficie do suporte da coluna.

Quando uma solucdo de proteinas
(hemolisado ou plasma diluido) passa pela
coluna, o componente glicado liga-se ao

boronato, enquanto o componente ndo glicado

o

Figura 10-Aparelho Hb9210 Prie. Foto
gentilmente cedida por Unilabs.

passa pela coluna até ao detetor espectrofotométrico onde ¢ detetado a 413nm. Depois

que o componente ndo glicado elui da coluna, o componente glicado ¢ por fim eluido com

ajuda de um reagente que o desloca do boronato'?.

¢ Retirado e adaptado de http://mmegias.webs.uvigo.es/guiada_a_sanguineo.php

Sara dos Santos Macedo

17
Vila Real, 2020



Relatério de estagio em contexto profissional no Laboratorio de Analises Clinicas — Unilabs

CAPITULO II - HEMATOLOGIA

O boronato ajuda a que seja eliminada qualquer interferéncia por presenca das
principais variantes de hemoglobina, sendo que no final, os resultados sdo apresentados

no monitor através de duas curvas como mostra a figura 11.

A percentagem final de hemoglobina glicada ¢ dada através do calculo':

Areapico2
Areapicol + Areapico2

. ( N
W _”-‘3 Antes da iniecdo o
©° O =) [T
ovo |
: Y Y Y YYYYYY) |
( * |
Hb glicada liga-se e a Hb ' |
o nao glicada elui primeiro |
\gg‘g Y N NN 1 II
s ) \
Hb glicada elui em : " II \ f ‘-\
e segundo lugar _*V N i/ \5__“_/ S i
v
Y Y Y YYYYYY)

Figura 11-Elui¢do da hemoglobina glicada e hemoglobina e as respetivas curvas. Retirada e

adaptada de https://www.menarinidiag.pt/pt-pt/home/produtos-para-laborat%C3%B3rio/hemoglobina-
glicada/hb9210-premier/caracter%C3%ADsticas

2.3.1 - Parametros avaliados®

Através do aparelho Hb9210 temos a indicacdo da percentagem de hemoglobina
glicada (HbAlc). A HbAlc ¢ um dos componentes da hemoglobina A e ¢ uma medida da
quantidade de glicose ligada a hemoglobina nos globulos vermelhos, o que a torna um
excelente parametro para avaliar os niveis de glicose em pacientes com diabetes mellitus
durante os ultimos 2 a 3 meses pois esta tem uma produgdo continua, eliminando-se

lentamente do sangue, com a substitui¢io das hemdcias antigas por hemacias novas'®.

Para além dos estados diabéticos, 0 aumento ou diminui¢cdo da HbAlc pode estar
relacionado com':

4 Valores de referéncia para cada pardmetro presentes no Anexo 1.
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e Pessoas com hemoglobina S (variante de hemoglobina) apresentam menores
quantidades de hemoglobina A, o que pode levar a diminui¢ao dos resultados.

e Deficiéncia de ferro pode levar ao aumento dos resultados.

e Transfusoes de sangue levam a resultados altos devido as soluc¢des usadas para

preservagao do sangue apresentarem niveis altos de glicose.

2.4 - VES-MATIC CUBE 200

No Unilabs a avaliacdo da velocidade
de sedimentagdo ¢ feita recorrendo ao
aparelho VES-MATIC CUBE 200, figura 12,
que tem por base o método de Westergren,
através da homogeneizacdo da amostra e
leitura  Otica da  sedimentacio>. O
procedimento € bastante simples e consiste no

repouso do sangue numa posi¢do vertical

durante um periodo de tempo, o que vai |Figura 12-Aparelho VES-MATIC CUBE 200.
Foto gentilmente cedida por Unilabs.

permitir uma sedimentacdo visivel de
eritrocitos, sendo medido posteriormente, em mm, o espago em que hd uma sedimentagao
visivel. O resultado ¢ definido como a velocidade de sedimentacao e € expresso em mm/h.

A velocidade de sedimentacdo das hemdcias ¢ um pardmetro ndo especifico
utilizado para detetar inflamagdo ou infe¢do no organismo, podendo indicar desde uma
simples constipacao, infecdes por bactérias, at¢ doengas inflamatorias como uma artrite
ouuma pancreatite aguda'®. Esta mede a velocidade da separagdo entre os globulos

vermelhos e o plasma, pela a¢do da gravidade.

Quando ha um processo inflamatdrio na corrente sanguinea, a carga negativa dos
eritrocitos € parcialmente neutralizada pelas proteinas inflamatdrias, que aumentam num
processo inflamatdrio, o que leva a uma aproximagao dos eritrocitos e consequentemente

uma agregacio formando-se complexos que sedimentam mais rapidamente !¢,

A velocidade de sedimentacdo pode ser afetada por'®:
e Tamanho ou a massa dos eritrocitos, pois quanto maior forem os eritrocitos maior

sera a velocidade de sedimentagao.
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e Alteracdo da concentracao de algumas proteinas plasmaticas, que podem levar a
reducdo da carga negativa em torno dos eritrocitos, permitindo desta forma a
agregacao de vdrias células, incluindo os eritrocitos, e a formagdo de agregados
em rouleaux (identificadas como aquilo que parecem “pilhas de moedas™!”). Estes
agregados conduzem ao aumento da velocidade de sedimentagao.

e O aumento da concentracdo de proteinas no plasma faz aumentar a sua

viscosidade, o que leva a diminuigdo da velocidade de sedimentacao.

2.5- SYSMEX CA-600 SERIES

A realizagdo de provas de
coagulacdo no Unilabs ¢ feita no aparelho
CA-600 da Sysmex, figura 13, e sdo
determinantes no diagnostico de doencas
relacionadas com o sistema hemostatico,
apresentando também extrema

importancia no acompanhamento de

terapéuticas, nomeadamente de terapias

Figura 13-Aparelho Sysmex CA-600. Foto

nti lan liaga rfis pré-
anticoagulantes ¢ avaliago de perfis pré gentilmente cedida por Unilabs.

cirargicos'®.

O instrumento usa o método foto-Optico de detecdo de coagulos. Através de uma
luz vermelha (660 nm) que ilumina a amostra de plasma / mistura de reagente, o
instrumento deteta as mudangas na intensidade da luz espalhada devido ao aumento da
turbidez conforme o fibrinogénio ¢ polimerizado em fibrina. A curva de coagulagdo ¢
desenhada com o tempo e a intensidade da luz espalhada nos eixos X e Y,
respetivamente'®,

As provas mais realizadas sdo o tempo de trombina (TT), tempo de protrombina
(PT), quantificagdo do fibrinogénio e tempo de ativacdo parcial de tromboplastina
(aPTT), que permitem avaliar tanto a via extrinseca como a via comum da cascata de

coagulacdo (figura 14)"°.
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Figura 14-Esquema resumo da cascata de coagulacdo. Retirada e adaptada de
http://bioquimicaufjfgv2013.blogspot.com/2014/05/modelos-da-coagulacao-sanguinea.html

2.5.1 - Parametros avaliados®
A coagulagdo define-se numa sequéncia complexa de reacdes quimicas que
culminam na formagao de um coéagulo no local de lesdo. Relativamente aos fatores de

coagulagio, estes podem ser avaliados através de 4 exames'*%,

v" Tempo de ativacio parcial de tromboplastina (aPTT)
A resolugdo deste parametro consiste na determinacao do tempo de coagulagao do
plasma apds a adigdo de calcio, um ativador da fase de contacto da coagulacdo ¢ de
cefalina, que substitui o fosfolipido da membrana plaquetaria. Este ¢ 1itil para a detegdo

de anomalias nas vias intrinseca e comum da cascata de coagulagao.

v" Tempo de trombina (TT)
Este teste ¢ realizado com a adi¢ao de trombina ao plasma puro, e avalia a ultima
etapa da cascata de coagulacdo, ou seja, a conversao do fibrinogénio em fibrina. Assim

quantidade de fibrinogénio determina o tempo de coagulacao.

€ Valores de referéncia para cada parametro presentes no Anexo 1.
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v" Tempo de protrombina (PT)

Esta prova de coagulagdo ¢ um procedimento util para detetar anomalias nas vias
extrinsecas e comum da cascata de coagulagdo, nomeadamente nos fatores VII, X. O
resultado reflete o tempo que demora até a formacao do coagulo de fibrina.

Os valores do tempo de protrombina ¢ expresso em RNI (Razdo Normalizada
Internacional) que corresponde a relagdo do tempo de protrombina do doente com o

tempo de protrombina normal.

RNI = (Tempo de Protrombina da Amostra/Tempo do Controlo)™!

ISI — Indice de Sensibilidade Internacional (fornecido pelo fabricante).

v Doseamento de fibrinogénio
A determinacao deste parametro € util no diagnodstico de disfungdes hepaticas e
problemas cardiovasculares. Para a sua determinacdo ¢ adicionado a amostra um excesso
de trombina de modo a haver conversdo de fibrinogénio em fibrina, permitindo assim a

determinacdo da quantidade de fibrinogénio funcional.
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CAPITULO III - BIOQUIMICA

A bioquimica € uma area muito importante num laboratorio dada a possibilidade de
avaliar diversos parametros relacionados com a maioria das doengas, sendo por isso estes

exames muito requisitados.

No laboratério do grupo UNILABS as anélises bioquimicas sdo realizadas em dois
aparelhos, sao eles o ADVIA 1800 Chemistry System da Siemens e o Capillarys II da

Sebia para a realizacdo de eletroforeses.

3.1 - ADVIA 1800 CHEMISTRY SYSTEM (SIEMENS)

O ADVIA 1800 Chemistry System (figura 15) pode executar testes em soro, plasma
ou urina. Este tem como base uma analise fotométrica e pode realizar 1200 testes

fotométricos por hora e cerca de 600 testes eletroliticos por hora?!.

Figura 15- Equipamento ADVIA 1800 Chemistry System - Siemens (1- bandeja de diluigdo, 2-
bandeja de reagdo, 3- bandeja de reagentes 2 (R2), 4- bandeja de reagentes 1 (R1)). Foto gentilmente cedida
por Unilabs.

O funcionamento deste equipamento a nivel dos testes fotométricos ¢ considerado
simples e de forma resumida passa pelas seguintes etapas>':
1) O sistema realiza as medi¢des do branco da célula antes dos reagentes serem

adicionados.
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2) Aspiracao do reagente da bandeja R1 para a realizacdo do teste e dispensa deste

por uma sonda de reagente na cuvette da bandeja de reagao.

3) As amostras sdo aspiradas, diluidas pela sonda de diluicdo e distribuidas pelas
cuvetes na bandeja de dilui¢do. As amostras diluidas sdo misturadas e ¢ transportada
a quantidade necessaria de amostra, agora diluida, para as cuvetes da bandeja de

reacdo (onde j& se encontra o reagente).

4) A restante quantidade de amostra diluida ¢ colocada nas cuvetes da bandeja de

dilui¢do para eventuais testes adicionais, novas execugdes ou dilui¢des.

5) A amostra e o reagente do R1 s3o misturados sendo de seguida aspirado o

reagente correspondente da bandeja R2 e misturado juntamente com os anteriores.

6) Por fim, depois de decorrido o tempo de reagdo, o espectrofotdmetro obtém os

dados das concentracdes a cada 6 segundos.

Os testes eletroliticos sdo realizados para a determinagdo dos ides sodio, cloro e
potdssio em amostras de urina, soro ou plasma através da medi¢cdo de voltagem por
elétrodos seletivos de ides (ISE). Esta andlise é sempre realizada antes da andlise
fotométrica®!.

Durante este teste a sonda de diluigdo da amostra aspira a amostra para a analise de
eletrolitos, que usa tampdo como reagentes, num processo que envolve dois passos:
primeiro a voltagem do tampao é medida e em seguida é medida a voltagem da amostra.
Através da diferenca entre as tensdes, a tensao de referéncia e as temperaturas dos liquidos

¢ determinada assim a concentragio de sédio, cloro e potassio na amostra?!.

3.1.1 — Parametros Bioquimicos avaliado®

Eletrolitos
Os fluidos biolégicos contém Na', K', Ca®", Mg?", CI, entre outros ides, e alguns
anides organicos como por exemplo o lactato, sendo que alguns deles como € o caso do

Na', 0 K" ¢ 0 CI" sdo responsaveis por manter a pressdo osmotica e por distribuir d4gua

fValores de referéncia para cada parametro presentes no Anexo 2.
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pelos diferentes compartimentos do corpo. Estes eletrolitos existem no nosso organismo

principalmente na forma de ides livres®.

Sédio (Nah)

O sddio representa cerca de 90% dos catides inorgéanicos por litro de plasma e tal
como ja foi referido anteriormente, apresenta um papel fundamental na manutencao da
distribuicdo da agua pelos compartimentos e da pressdo osmotica nos fluidos
extracelulares®.

A sua filtragdo ocorre no glomérulo, sendo cerca de 70-80% reabsorvido
posteriormente nos tubulos proximais juntamente com o CI". Esta movimentacao do sodio

¢ acompanhada, passivamente, pela agua®?.

Cloreto (CI")

O principal anido extracelular presente no organismo ¢ o ido cloreto, sendo a
maioria, depois de ingerido, absorvido no tubo digestivo. Este componente apresenta
papéis fundamentais em varios mecanismos, como na distribuicao de dgua e na regulagdo

da pressdo osmotica??.

Potéssio (K
O potassio & o principal catido intracelular. E através da dieta diaria que ocorre a
ingestdo de K" que é absorvido no trato gastrointestinal e distribuido pelo organismo,

sendo o excesso excretado pelos rins?2.

Glicose

A glicose sanguinea, cuja concentracao ¢ também conhecida como glicémia ¢ a
principal fonte de energia do organismo, sendo a sua concentra¢ao controlada por
duas hormonas: a insulina, que é responsavel pela diminuicdo da glicémia, e o

glucagon que é responsavel pelo aumento dos seus niveis?.

Os resultados para os niveis de glicose sdo determinados através de uma amostra

recolhida em jejum?.
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Colesterol

Colesterol Total

O colesterol ¢ uma substancia lipidica que pode ser de origem endégena onde o seu
principal local de sintese € o figado, ou de via exdgena através dos alimentos consumidos.
Esta substancia ¢ encontrada em todas as células do nosso organismo e ¢
fundamental para: a digestdo de alimentos gordurosos, formag¢do das membranas
célulares, formagdo da mielina, sintese de hormonas, (como a testosterona, estrogénio,

cortisol...) e metabolizacdo de algumas vitaminas com a A, D, E e K%,

HDL e LDL

Como o colesterol se trata de uma substancia lipidica e por isso ndo se dissolve no
sangue s3o necessarios transportadores para o transportar na corrente sanguinea e
alcangar os tecidos periféricos. As lipoproteinas produzidas no figado que se designam
de lipoproteinas de alta densidade (High-density lipoprotein - HDL) e lipoproteinas de
baixa densidade (Low-density lipoprotein - LDL) fazem o transporte do colesterol dos
tecidos para o figado e do colesterol do sangue para os tecidos, respetivamente?*,

O LDL é calculado pelo uso da equacio de Friedwald?*:

Colesterol LDL = Colesterol Total — [Colesterol HDL] — [Triglicerideos/5]

Triglicerideos

Os triglicerideos sdo compostos por trés acidos gordos ligados a um glicerol e
representam uma grande reserva energética para o organismo. Para que a sua
determinagdo laboratorial seja feita de maneira correta, a colheita de sangue deve ser feita
com o paciente em jejum pois, caso contrario, o0s seus valores estardo falsamente
aumentados devido a ingestdo dos alimentos?*.

A determinacdo dos niveis de triglicerideos no soro baseia-se numa cadeia de

reacdes que se inicia com a hidrolise dos triglicerideos em glicerol e acidos gordos.

Creatinina
Durante o metabolismo muscular a reagdo entre a creatina ¢ a fosfocreatina tem

como produto a creatinina, que € um parametro bastante Util no diagndstico e
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monitoriza¢do de distirbios renais cronicos e agudos dado que a sua excrecao ocorre de
forma constante através dos rins>.

Para além da avaliacdo da creatinina no soro ¢ também comum realizar a analise
para determinacdo da depuragdo de creatinina na urina afim de avaliar a taxa de filtragdo

glomerular, sendo este parAmetro calculado recorrendo a uma amostra de urina 24 horas®.

Ureia

A ureia ¢ uma substancia produzida pelo figado que resulta do metabolismo
das proteinas que provém da alimentacdo. Apds a sua metabolizagdo, a ureia que circula
no sangue ¢ filtrada pelos rins e eliminada através da urina pelo que, tal como a creatinina,

também é utilizada para a monitorizacio da fun¢io renal?.

Acido Urico

O 4cido turico ¢é o produto principal do metabolismo das purinas e é formado através
da xantina pela agdo da xantina oxidase. A excrecdo deste ocorre através dos rins, porém
ha situagdes que levam a sua acumulagdo o que origina uma hiperuricémia, ou seja, um
aumento dos valores de 4cido Urico no organismo e isto pode ocorrer em situagdes de
gota, obesidade, aterosclerose, diabetes mellitus, hipertensdo ou ingestdo de dietas ricas

em proteinas®.

Aspartato aminotransferase

A aspartato aminotransferase (AST) ¢ uma enzima que pertence ao grupo das
transaminases catalisadoras da conversdo dos aminodcidos nos o-cetodcidos e estd
presente nas mitocondrias e no citoplasma de todas as células. A sua atividade enzimatica
¢ detetavel em varios tecidos do corpo, ocorrendo atividades significativas no miocardio,
figado e musculo-esquelético?®2"-28,
A sua libertacdo para a corrente sanguinea ocorre apos uma lesdo celular € o seu

doseamento tem aplicagcdes no diagnostico e controlo principalmente de doengas

hepéticas, podendo também ser usado no controlo de doengas cardiacas?®.

Alanina amino transferase
Tal como a AST, também a alanina aminotransferase ¢ uma enzima pertencente ao

grupo das transaminases catalisadoras da conversdao dos aminoacidos em a-cetoacidos.
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Apesar de ser detetada nos rins, pancreas, coracdo, bago, pulmdo e musculo
esquelético, a atividade desta enzima ¢ detetada maioritariamente no figado, sendo desta

forma considerada um marcador especifico de lesdo do hepatocito.?67-%.

Gama glutamil transferase

A gama glutamil transferase (GGT) ¢ uma enzima produzida no figado, mas
também no pancreas e coragdo>*. A quantificacdo desta enzima é habitualmente
solicitada para a verificagdo da presenca de problemas no figado ou obstrugao biliar.

Para uma correta determinag@o laboratorial, tal como para todas as enzimas, a

amostra deve ser recolhida em jejum.

Creatina cinase

A creatinina cinase (CK) ¢ uma enzima que possui 3 isoenzimas (CK — MM
presente no musculo esquelético, CK — MB presente no musculo cardiaco ¢ CK — BB
presente no cérebro) e pode ser encontrada no coracao, cérebro, musculos esqueléticos
entre outros tecidos.

Os niveis desta enzima aumentam quando ocorre uma lesdo nos musculos
esqueléticos ou no musculo cardiaco, sendo a determinacao da atividade da isoenzima

J4

CK-MB (musculo cardiaco) também realizada com frequéncia pois ¢ muito Util em

suspeita de enfarte de miocardio®'2.

Lactato desidrogenase

A lactato desidrogenase (LDH) ¢ a enzima que catalisa a oxidagdo de L-lactato
levando a formagao de piruvato. Esta apresenta 5 isoenzimas: LDH-1 presente no
coragao, hemacias ¢ rins; LDH-2 presente no coragao e nos leucdcitos; LDH-3 presente
nos pulmdes; LDH-4 presente na placenta e no pancreas ¢ a LDH-5 presente no figado e
no musculo esquelético.

Este ¢ um parametro muito utilizado tanto no diagnostico de patologias hepaticas
como também patologias cardiacas, sendo normalmente acompanhada da andlise de

outros parametros como a CK, troponina, AST, ALT e GGT>°.
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Proteina C reativa

A proteina C reativa (PCR) ¢ uma proteina de fase aguda sintetizada no figado, que
apresenta como principal fungdo a estimulagdo da fagocitose de bactérias, pelo que a
incapacidade da sua produ¢do concede maior suscetibilidade a processos
inflamatérios/infeciosos*’.

A PCR ¢ geralmente usada para detecao de processos inflamatorios/infecciosos
comecando a apresentar valores elevados cerca de 2 horas apds o inicio de uma
inflamagao/infecdo. Estes valores podem demorar alguns dias a estabilizar, o que a torna
também um excelente parametro para a verificagdo da eficacia do tratamento.

Para além da dete¢@o de inflamacdes/infecdes, este ¢ também um parametro usado
para dete¢do de enfarte do miocardio, pancreatite necrotica, inflamagdo sistémica por

artrite reumatdide, politrauma ou neoplasias®>.

Calcio

O célcio ¢ um i3o muito importante no organismo podendo-se encontrar na corrente
sanguinea sob duas formas: forma ionizada ou ligado a proteinas.

Este desempenha papéis em varios mecanismos fisioldgicos, sdo eles: contragdo
muscular, transmissao nervosa, processos de ativacao enzimatica e coagulagdo. Para além
destes processos o calcio apresenta também uma grande importancia na estrutura dssea e
dentéria do corpo humano®.

Este ¢ um parametro que pode ser estimado com fragdo total ou em fragdo ionizada

e biologicamente ativa, dependendo do analisador usado.

Magnésio

O magnésio ¢ o quarto catido mais abundante no organismo humano, sendo
essencial em varios processos fisico-quimicos, nomeadamente na preservagdo da
estrutura do ADN, ARN e ribossomas e na ativagdo de enzimas como fosfatases,

pirofosfatases, cinases e carboxilases*®’.

Fosforo
O fosforo ¢ um componente essencial do organismo que se encontra associado a

moléculas e estruturas orgénicas essenciais como os acidos nucleicos, os fosfolipidos e
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cofatores enzimaticos. Em comparacdo com o célcio e o magnésio, este apresenta uma

maior absorcio por parte do trato gastro intestinal e é excretado na urina e fezes®.
Embora a dosagem de fésforo na maioria dos casos seja feita em amostras de sangue

também ¢ possivel realizar o teste na urina para monitorizar sua excre¢do através dos

rins3®,

Monitorizacao do ferro

Ferro

O ferro ¢ um elemento essencial transportado no organismo pela transferrina que ¢
uma proteina produzida no figado. O ferro € necessario para a producdo de eritrocitos
normais, constituindo uma parte importante da hemoglobina, pois cada molécula de
hemoglobina € constituida por quatro atomos de ferro. Em condicdes fisiologicas 70%
do ferro absorvido da alimentagdo ¢ utilizado na sintese da hemoglobina e a maioria da
restante percentagem armazenada nos tecidos>’.

A quantificac¢do do ferro, avalia assim a quantidade de ferro disponivel em transito

no organismo.

Transferrina

Como foi mencionado anteriormente a transferrina é a principal proteina
responsavel pelo transporte do ferro na circulagdo sanguinea.

Através do exame laboratorial deste pardmetro numa amostra de sangue pode ser
obtida a saturacao da transferrina com ferro, calculada usando os resultados do ferro ¢ da
capacidade total de transporte. Adicionalmente a saturagdo da transferrina pode também
ser avaliada a capacidade nao saturada de transporte de ferro, ou seja, a quantidade de

transferrina ndo saturada com ferro>°.

Ferritina

Ferritina € uma proteina que contém ferro e ¢ a principal forma de ferro armazenado
nas células e como tal a sua andlise numa amostra de sangue indica-nos também a
quantidade de ferro armazenada no corpo. Para além disto a ferritina ¢ uma proteina

positiva de fase aguda que se pode encontrar aumentada numa situagdo de inflamagao™®.
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O pedido do exame da ferritina acontece normalmente quando através de um
hemograma de rotina se verifica que a hemoglobina e o hematdcrito se encontram com
valores abaixo do normal e as hemacias se encontram com menos hemoglobina do que o

normal o que sugere anemia por deficiéncia de ferro®”.

Fator Reumatoide

O fator reumatoide ¢ um anticorpo que € produzido pelo sistema imunolédgico do
organismo.

Este ¢ um parametro quantificado por espetrofotometria e ¢ usado na identificagao
da artrite reumatoide, no entanto também pode ser identificado noutras patologias, como
¢ o caso de doencas autoimunes, infe¢des bacterianas, virais e parasitarias, doengas

pulmonares, hepaticas e renais*.

Fosfatase Alcalina

A fosfatase alcalina ¢ uma enzima que estd presente em diversos tecidos do
organismo humano mas que se encontra em maior quantidade no figado e nos ossos.
Assim, o aumento da sua atividade no soro ¢ relevante na investigagdo de patologias
hepatobiliares, situacdes de colestase e patologias osseas*!.

Em geral para a colheita € necessario o paciente apresentar-se em jejum pois a

alimentagdo pode levar a um ligeiro aumento dos niveis de fosfatase alcalina*',

Amilase
A amilase ¢ uma enzima que apresenta duas formas: a pancreatica, exclusiva do
pancreas, e a salivar com origem nas glandulas salivares, e que ¢ usada para o diagndstico

de doencas no pancreas*.

Lipase
A lipase € uma enzima presente no pancreas que participa na digestdo das gorduras,
proteinas e carbohidratos provenientes da alimentagdo. Esta enzima ¢ usada para avaliar

alteracdes a nivel do pancreas™*.
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Proteinas totais

As proteinas plasmaticas podem ser dividas em albuminas e globulinas e sdo

componentes essenciais de todas as células que além de exercer fungdes estruturais,

constituem enzimas e hormonas®.

A determinagdo das proteinas totais avalia a quantidade total de proteinas presentes

no plasma.

De forma resumida encontra-se na tabela 4 os métodos utilizados, a utilidade dos

parametros e que tipo de amostra pode ser utilizada para cada avaliacdo.

Tabela 4-Parametros analisados no setor da Bioquimica e respetivos métodos e utilidades.
Parametro Método Utilidade Amostras
.. Soro, plasma ou
Sodio P .
urina
Elet.rodo Fungio hidroeletrolitica Soro, plasma ou
Cloreto seletivo de ’urina
iSes Fungao renal
.. Soro, plasma ou
Potassio P )
urina
Diabetes
i . ' Soro, plasma ou
Glicose Defeitos congénitos urina
enzimaticos
Colesterol Total Soro ou plasma
HDL Avaliacdo cardiovascular Soro ou plasma
LDL Perfil lipidico Soro ou plasma
Triglicerideos Anali Soro ou plasma
nalise
o fotométrica Soro, plasma ou
Creatinina .
urina
. Soro, plasma ou
Ureia P )
Fungio renal urina
Co Soro, plasma ou
Acido urico P )
urina
Albumina Urina
AST Fungdo hepatica e cardiaca Soro ou plasma

Sara dos Santos Macedo
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ALT

LDH

Creatinina cinase

PCR

GGT

Calcio

Magnésio

Fosforo

Ferro

Transferrina

Ferritina

Fosfatase
Alcalina

Amilase

Lipase

Fator Reumatoide

Funcao hepatica

Soro ou plasma

Enzima inespecifica
(hepatica, musculo
cardiaco)

Doengas hemato-
oncologicas

Soro ou plasma

Funcgao renal

Soro ou plasma

Processos
inflamatorios/infecciosos

Soro ou plasma

Funcido hepatica

Soro ou plasma

Metabolismo 6sseo

Doenga renal

Soro, plasma ou
urina

Soro, plasma ou
urina

Soro, plasma ou
urina

Avaliagdo anemia

Soro, plasma ou
urina

Soro ou plasma

Soro ou plasma

Funcdo hepatica

Metabolismo 6sseo

Soro ou plasma

Patologias pancreaticas

Soro ou plasma

Soro ou plasma

Doengas pulmonares,
hepaticas e renais.

Doengas auto-imunes

Soro ou plasma

Proteinas totais

Eletroforese e
analise
fotométrica

Funcao hepatica e renal

Perturbagdes metabolicas e
nutricionais

Soro, plasma ou
urina

Sara dos Santos Macedo
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3.2 - CAPILLARYS 2 - SEBIA

O Capillarys 2 ¢ um aparelho de
eletroforese capilar através do qual € feita
a eletroforese de proteinas — albumina e
globulinas - onde as moléculas
eletricamente carregadas sdo separadas

pela sua mobilidade eletroforética através

do fluxo num tubo capilar*.

—

Para a andlise sdo colocados os [T ]
Figura 16-Equipamento Capillarys I da Sebia. Foto

tubos de soro no aparelho, sendo cada |gentilmente cedida por Unilabs.

amostra diluida num tampao de dilui¢do e os capilares preenchidos com o tampao de
separacao. De seguida, as amostras sao injetadas por aspira¢ao na extremidade do anodo
do capilar e ¢ feita a separagdo de proteinas.

A detegdo Optica e a quantificacdo das diferentes fracdes das proteinas sao
realizadas perto da extremidade catodica num comprimento de onda especifico —
200nm*. No final é obtido o grifico das diferentes fragdes de proteinas (Albumina,
globulinas Alfa (al, a2), globulinas Beta (B) e globulinas Gama(y) ) que se encontra na
figura 17.

AIbuminal ‘
al a2 B1B2 y

T

ot ) ittt £ | BT LT I 31

Figura 17-Resultados, apresentados no monitor, da eletroforese de proteinas. Foto gentilmente
cedida por Unilabs.
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3.2.1 — Parametros avaliados®

Albumina

A albumina € uma proteina produzida no figado, sendo a mais abundante no plasma.
Esta proteina tem como fungdes o impedimento da saida da 4gua dos vasos sanguineos e

o transporte de hormonas, vitaminas, entre outras substancias®.

A determinacdo desta estd normalmente associada a problemas hepaticos ou renais
e ¢ normalmente solicitada com outros exames como por exemplo o doseamento das

proteinas totais, creatinina e de ureia®.
Globulinas

As globulinas sdo todas as proteinas nao albuminas, e podem dividir-se em trés

tipos: alfa , beta e gama.

Estas proteinas tém como fungao o transporte de metais, lipidos e bilirrubina e

apresentam maior importancia a nivel de indicadores de processos inflamatorios®.

Em forma de resumo, encontra-se na tabela 5 as proteinas de cada grupo (Albumina,

alfa-1, alfa-2, beta e gama globulinas) e as suas respetivas fungoes.

Tabela 5-Grupos de proteinas e respetivas fungdes**+.

Grupo Proteina Funcio

Principal proteina plasmatica que participa no
Albumina Albumina transporte de substancias e reduz a acumulacao
de agua nos tecidos.

Inativa a tripsina e outras enzimas proteoliticas
¢ reduz o dano da inflamagdo.

Alfa-1 Antitripsina

Alfa-1 Reagente de fase aguda sintetizado no figado
Alfa-1 Glicoproteina em resposta a inflamacao e dano tecidual.
Globulina Globulina ligadora | Responsavel pelo transporte das hormonas da

de tiroxina (TBG) | tirdide.
Proteina de ligacdo | Transporte do retinol (vitamina A) do figado
ao retinol (RBP) | para os tecidos-alvo

Alfa-2 Neutraliza as enzimas proteoliticas

Alfa-2 Macroglobulina P '
Globuli i i :
obulina Haptoglobina Proteina de fase aguda que se liga a

hemoglobina.

€ Valores de referéncia para cada parametro presentes no Anexo 2.
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Apresenta um papel importante na regulagao

Ceruloplasmina do estado i6nico do ferro
Eritropoietina Controla a eritropoiese.
Hemopexina Transporte da hemoglobina para o figado.
Beta Globulina Transferrina Transporte do ferro.

Complexo do
complemento C3

Ajuda na regulagdo a resposta inflamatdria

Gama
Globulina

IgA Imunoglobulina envolvida nas secregoes.

e Anticorpo principal das respostas imunes
secundarias.

IgM Imunoglobulina de resposta inicial.

Proteina C-reativa

Marcador de resposta inflamatéria/infeciosa.

Fibrinogénio

Proteina necessaria para a formacgdo do
coagulo. Apresenta func¢des anti-inflamatorias.

Sara dos Santos Macedo
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CAPITULO IV - IMUNOLOGIA

4.1- ADVIA CENTAUR XP -SIEMENS

O sistema ADVIA Centaur XP ¢ um
analisador de imunoensaio automatizado
que oferece grande produtividade e
eficiéncia. Neste equipamento pode ser
avaliada: a funcao tiroideia, func¢do adrenal,
funcao metabodlica, marcadores

oncolégicos, fertilidade, doengas

infecciosas, entre outros, tudo isto através

da tecnologia de quimioluminescéncia Figura 18-Equipamento ADVIA Centaur XP —
direta®® Siemens. Foto gentilmente cedida por Unilabs.

A quimioluminescéncia ¢ uma rea¢do quimica onde ha emissdo de energia sob a
forma de luz, sendo que nas reagdes de quimioluminescéncia direta € medida diretamente
a energia sem o uso de etapas adicionais ou moléculas de amplificagdo. O marcador
quimioluminescente usado neste aparelho ¢ o éster de acridinio que ndo requer adigdo de
catalisador ou substrato e oferece muitos beneficios, tais como um maior tempo de vida

do reagente, permite uma reagio mais rapida e uma melhor sensibilidade no ensaio*®4.

Mecanismo de funcionamento

A sequéncia de testes comeca com a sonda de amostra a aspirar a amostra do tubo
para uma cuvete no canal de incubacao (pista circular isolada que avanga a cuvete numa
incubacgdo a 37°C)*.

O anel de incubacdo move a cuvete da sonda de amostra para a sonda auxiliar e
para as sondas de reagente. A sonda auxiliar aspira os reagentes auxiliares e distribui pela
cuvete, sendo que a cada aspiragdao de reagente auxiliar a sonda ¢ lavada com agua pela
estacdo de enxaguamento, e de seguida a cuvete ¢ movida para as sondas de reagente

onde sdo aspirados os reagentes primarios e colocados na cuvete*®.
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Seguidamente a cuvete segue para <
a estacdo de lavagem a fim das ‘1,-’_< - -kiA
particulas paramagnéticas (cristais de 'Kl/L { i@
o6xido de ferro), revestidas com i .
antigénios ou anticorpos, serem X,L ’é')—<
puxadas para as paredes da cuvete por IS {-

imanes posicionados ao longo do anel

de incubagdo para que assim as sondas |Figura 19-Particulas paramagnéticas revestidas (1-
L particula paramagnética ; 2 — Anticorpos). Retirada de:
de aspiragdo lavem a amostra e o https://vdocuments.site/advia-centaur-xp-

~ . — referencemanual.html?fbclid=IwAROlal-

reagente nao ligado aos cristais de |yp kuR6cL2RIZ7k-

evKfWw6V 1zFJUhWrvxF0eXQx10TzsTVR69k4

6xido de ferro revestidos®.

De seguida, o anel de incubagdo move a cuvete para a sonda de acido, que vai
dispensar o reagente acido na cuvete que vai ser movida para o luminémetro que
apresenta 3 partes: tubo fotomultiplicador com contagem de fotdes, uma sonda de base e
uma sonda de residuos*.

Quando o reagente basico ¢ dispensado na cuvete, ocorre uma reagao
quimioluminescente € o lumindmetro mede a luz emitida como unidades de luz relativa
(RLU’s). A unidade de processamento central processa os dados do fotomultiplicador e

converte os RLU’s em resultados®®.

Tipos de Reacdo

v Formato Sandwich
Neste formato sdo usados anticorpos marcados com éster de acridinio no reagente,
que sdo adicionados a amostra, onde o anticorpo marcado com éster de acridinio, se liga
ao antigénio especifico do analito da amostra. De seguida ¢ adicionada a fase s6lida que
contém as particulas paramagnéticas revestidas com anticorpos especificos para o
antigénio da amostra e estas ligam-se aos antigénios que estao ligados aos anticorpos
marcados com éster de acridinio. No fim o sistema quantifica a luz produzida pela

oxidagdo do éster de acridinio e dai é calculada a concentracdo de antigénio*®.
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Figura 20-Complexos formados no método sandwich (1- éster de acridinio, 2- anticorpo, 3-
antigénio especifico na amostra, 4- outros antigénios, 5- magnetos, 6- Particulas paramagnéticas-
Anticorpo-Antigénio-Anticorpo-complexo  éster de acridinio, 7- cuvette). Retirada de:
https://vdocuments.site/advia-centaur-xp-referencemanual. html?fbclid=IwARO0lal-XPvKuR6¢cL.2RIZ7k-

v" Formato Competitivo

O formato competitivo inclui*:

o Antigénio marcado com éster de acridinio

O antigénio marcado com éster de acridinio
compete com o antigénio especifico da amostra 4 :
pelos locais de ligacdo limitados do anticorpo que ﬁ
s
se encontra ligado a particulas paramagnéticas. }"’n-f ?

A concentra¢do de antigénio na amostra e a U

emissdo de luz apresentam uma relagdo inversa, ou

seja, se a amostra tiver uma baixa concentra¢do de | Figura 21-Modelo competitivo:
Antigénio marcado com éster de

antigénio especifico, a maioria dos locais de | acridinio (1-complexo particulas
. R . L. .. paramagnéticas-Anticorpo-
ligagdo do anticorpo serdo ligados ao antigénio | Antigénio; 2 — complexo
particulas paramagnéticas-
Anticorpo-Antigénio- éster de
acridinio).Retirada de:
https://vdocuments.site/advia-
acridinio. Pelo contrario se a amostra tiver uma | centaur-xp-
referencemanual.html?fbclid=Iw
elevada quantidade de antigénio especifico , a | AROIal-XPvKuR6cL2RIZ7k-

marcado com éster de acridinio, o que vai causar

uma leitura eclevada da oxidagdo de éster de

maioria dos locais de ligagdo do anticorpo serdo
ligados ao antigénio da amostra € poucos ao antigénio marcado com éster de

acridinio, o que vai causar uma baixa leitura da oxidacdo de éster de acridinio.
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o Anticorpo marcado com éster de acridinio

O antigénio ligado as particulas
paramagnéticas compete com o antigénio
especifico da amostra pelos locais de
ligacdo limitados do anticorpo marcado
com éster de acridinio.

A concentrag¢do de analito na amostra
e a emissao de luz apresentam uma relagdo
inversa, pelo que se a amostra apresentar
baixa concentracdo de antigénio especifico
o antigénio marcado com particulas
paramagnéticas ira ligar-se a maioria dos
locais de ligagdo do anticorpo, o que vai

levar a uma leitura elevada. Pelo contrario

CAPITULO IV - IMUNOLOGIA

C ? £ ?

Figura 22-Modelo competitivo: Anticorpo
marcado com éster de acridinio (1-
Complexo particulas paramagnéticas-
Antigénio-Anticorpo- éster de acridinio).
Retirada de: https://vdocuments.site/advia-
centaur-
xpreferencemanual.html?fbclid=IwAROIa
1-XPvKuR6¢L2RIZ7k-

se a amostra tiver uma concentracdo elevada de antigénio especifico, o antigénio da

amostra ira ligar-se a maioria dos locais de ligagcdo do anticorpo, o que leva a uma

leitura mais baixa.

v" Formato de captura de anticorpo

Quando a substancia a ser analisada é um
anticorpo, o sistema usa o formato de captura
do anticorpo, em que ¢ usado um reagente que
contém um anticorpo adicional que sera
especificamente direcionado contra o anticorpo
da amostra. Os ensaios deste formato detetam
anticorpos IgG especificos ou anticorpos IgM

em amostras dos pacientes.

Para o ensaio ocorrer sera necessario na

cuvete estar presente o antigénio marcado com

M

A

VIS

\

1\1/[
7

.

Figura 23-Formato de captura de anticorpo (1-

Complexo antigénio marcado com éster de
acridinio - IgM - anti IgM/IgG - particulas
paramagnéticas. Retirada de:
https://vdocuments.site/advia-centaur-xp-
referencemanual.html?fbclid=IwAROIal-
XPvKuR6cL2R1Z7k-

¢ster de acridinio ligado ao anticorpo IgM ou IgG da amostra, que se encontrara ligado

ao anticorpo IgM/IgG anti-humano ligado a particulas paramagnéticas. No final a

concentracdo de anticorpo na amostra e a emissio de luz tém uma relagdo direta*®.

Sara dos Santos Macedo
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4.1.1- Parametros avaliados"

Anticorpos para o Antigénio HBs

Este exame ¢ pedido para verificar se o paciente apresenta anticorpos contra a
proteina presente na superficie do virus da hepatite B, a HBsAg. Normalmente os
anticorpos surgem no soro 1 a 3 meses apds a vacinagdo ou na fase de resolucdo da infe¢ao
aguda®®!,

A apresentagdo de resultados ¢ feita mediante 3 concentracdes diferentes, que

indicam se a presencga dos anticorpos é suficiente para obter imunidade ou nio>’.

Anticorpos para HCV
Este ¢ um exame pedido para verificar a presenca de anticorpos para o virus da
Hepatite C no paciente, sendo que estes surgem entre 15 dias e 6 meses apds a infegao®>>,
O resultado da analise pode apresentar-se como positivo ou negativo, no entanto,
se for positivo deve proceder-se a pesquisa de ARN viral de modo a quantificar a carga
viral>,
Anticorpos anti-TPO
A tireoperoxidade (TPO) é uma enzima que se encontra presente nas células
epiteliais da tirdide, e que participa na sintese de hormonas tiroidianas. Estes anticorpos
estdo presentes em algumas doencgas, por exemplo: tiroidite de Hashimoto, Doenga de
graves ou doengas autoimunes>*.

Habitualmente pessoas com maior quantidade de anticorpos anti-TPO apresentam

maior vulnerabilidade para o desenvolvimento de doengas autoimunes tiroidianas>*.

Anticorpos anti-TG

A tireoglobulina (TG) ¢ uma substancia precursora das hormonas da tiroide. Tal
como os anticorpos anti-TPO, também estes estdo presentes por exemplo na tiroidite de
Hashimoto, na doenga de Graves e doengas autoimunes da tirdide. No entanto, apesar dos
anticorpos anti-TG estarem relacionados com as doencas autoimunes da tirdide, a
presenga destes ndo significa que o paciente tenha ou venha a ter algum problema da

tiroide™,

h Valores de referéncia para cada parametro presentes no Anexo 2.
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T4 total e T4 livre

A hormona tiroxina (T4), quase totalmente conjugada com proteinas, apresenta
responsabilidade no auxilio do metabolismo fornecendo a energia necessaria para o
correto funcionamento do organismo. O exame desta tem como objetivo avaliar o
funcionamento da tirdide através da hormona T4 total e T4 livre, no entanto é necessario
ter em conta que a T4 total se considera menos especifica pois pode haver interferéncia

com as proteinas a que esta se encontra ligada, ao contrario da T4 livre>>>,

T3 total e T3 livre
A hormona Triiodotironina (T3) € uma hormona que na sua maioria deriva da
hormona T4, no entanto a tir6ide também produz esta apesar de em pequenas
quantidades>.
O exame a hormona T3 ¢ normalmente acompanhado do exame a hormona T4 ou

TSH ou pedido apds as analises a estas Gltimas apresentarem valores alterados’®.

Hormona estimuladora da tirdéide (TSH)

A TSH ¢ uma hormona responsavel pelo aumento ou diminui¢do da produgado de
hormonas tiroideias (T3 e T4). A quantificagao desta permite a detecao de hipotiroidismo
(caracterizado pela queda dos niveis de T3 e T4) ou hipertiroidismo (caracterizado pelo

excesso dos niveis de T3 e T4)>.

Gonadotrofina corionica humana (Beta hCG)

A beta hCG ¢ uma hormona amplamente usada como confirmacao de gravidez que
pode quer quantificada tanto a partir do sangue como da urina, no entanto o exame ao
sangue ¢ mais fiavel.

Esta apresenta duas subunidades: subunidade alfa semelhante a outras hormonas
como a LH e a FSH, e a subunidade beta considerada tinica por ndo existir em mais
nenhuma hormona®’.

Os seus niveis sdo detetdveis a partir da terceira semana de gestagio®’.
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CA 125

O CA 125 ¢ um marcador tumoral muito utilizado para verificar o risco do paciente
desenvolver algumas doengas como cancro nos ovarios, endometriose ou quistos nos
ovarios por exemplo’®.

Para além de ajudar na descoberta do risco de desenvolvimento de tumores, este
marcador € muito importante como indicador da resposta do tumor aos tratamentos de

quimioterapia>®.

CA19.9

O CA 19.9 ¢ uma proteina libertada pelas células em alguns tipos de cancro como
por exemplo cancro do pancreas, cancro colorretal, cancro do figado e cancro da vesicula
biliar, o que faz deste um marcador tumoral. Para além de ajudar na identificacdao de

cancro este é também usado em analises para verificar a eficacia do tratamento®°.

PSA total e PSA livre

O antigénio prostatico especifico (PSA) ¢ uma enzima produzida pelas células da
prostata, cujo seu aumento pode indicar alteragdes na prostata. Este ¢ normalmente um
exame pedido pelo médico pelo menos uma vez por ano a homens acima dos 45 anos,
pois ¢ a idade a partir da qual os homens apresentam maior prevaléncia do cancro da
prostata, no entanto se os seus valores se encontrarem aumentados sdo necessarios outros
exames para a avaliagao®.

Quando um paciente apresenta PSA total com valores aumentados recorre-se ao
PSA livre para que a investigagdo do cancro seja refinada e verificar a partir da relagdo
dos dois se a alteragdo na prostata € benigna ou maligna, sendo que se a relagdo entre o
PSA livre ¢ o PSA total for abaixo de 15% indica uma grande probabilidade de cancro da

prostata, verificada posteriormente com uma bidpsia®.

Rubella 1gM e 1gG

O Rubella 1gM e IgG sao dois tipos de anticorpos presentes em pacientes infetados
com rubéola e que atingem o pico 7 a 10 dias apds a infe¢do no caso do primeiro tipo de
anticorpos e mais uns dias no caso do segundo tipo de anticorpos®’.

A tabela 6 abaixo descreve os possiveis resultados num paciente com suspeita de

rubéola.
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Tabela 6-Possiveis resultados apos analise de anticorpos Rubella IgM e IgG.%!

Idade IgM IgG Interpretacao
Crianca/Adulto | Positivo | Positivo/Negativo | Infego recente
Crianca/Adulto | Negativo Positivo Infecdo prévia ou vacinagdo - imune
Recém-nascido | Positivo Negativo Infecdo pos-natal ou congénita recente

Imunidade passiva da mae para o bebé

Recém-nascido | Negativo Positivo (pode durar cerca de 6-12 meses)

Toxo IgM e IgG
O Toxo IgM e IgG sao marcadores que permitem a detegdo de anticorpos contra

o Toxoplasma gondii, e identificar se se trata de uma infe¢do recente ou nao.

Os anticorpos IgG sdo detetados caso se trate de uma infegado recente (identificados
5 a 7 dias apos a contaminacao), sendo que podem persistir pelo periodo maximo de 18
meses, ja pelo contrario os anticorpos IgG identificam uma infe¢do mais antiga e ¢
identificado cerca de 4 semanas ap6s a infecao®.

Este ¢ um exame muito pedido pelos médicos para as gravidas de modo a saber se

a doenga pode ser prejudicial para o feto ou nao%.

Estradiol

O estradiol ¢ um tipo de estrogénio mais ativo no ciclo menstrual. Para além de
estar envolvido no ciclo menstrual este também esté relacionado com a infertilidade das
mulheres pois valores diminuidos deste podem levar ao aumento da dificuldade de

engravidar®,

Hormona foliculo-estimulante (FSH)

A FSH ¢ uma hormona produzida pela adeno-hip6fise. Na mulher esta estimula o
crescimento e a maturacao dos foliculos, j4 nos homens estimula os testiculos a produzir
espermatozoides®*.

O exame a esta hormona ¢ normalmente pedido para avaliar a fertilidade dos
homens e das mulheres, no entanto este ¢ pedido juntamente com o exame a outras

hormonas, por exemplo a testosterona, o estradiol, a LH e a progesterona®.
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Hormona Luteinizante (LH)

A LH ¢ uma hormona produzida pela glandula hipofise. O exame desta hormona ¢
normalmente pedido para avaliar a fertilidade de homens e mulheres, no entanto ¢
também pedido para investigacdo de irregularidades menstruais e na ajuda ao diagndstico
de distarbios da hipofise ou doengas que envolvem ovarios ou testiculos.

Em geral, exames a esta hormona nao sao feitos de forma isolada, mas sim com

auxilio dos exames a outras hormonas®’.

Prolactina

A prolactina ¢ uma hormona cujos niveis sao regulados pela dopamina, sendo a sua
principal fungdo promover a lactacdo encontrando-se por isso em pequenas quantidades
em homens e mulheres ndo gravidas. Para além de estar aumentada em mulheres gravidas,

pode encontrar-se elevada também em casos de prolactinomas®.

Folato e Vitamina B12

O folato e a vitamina B12 s@o duas vitaminas pertencentes com complexo B e que
sdo0 necessarias para o normal funcionamento dos eritrdcitos, para a reparacao dos tecidos
e para a sintese de ADN®’.

Ao longo do tempo a deficiéncia destas vitaminas pode levar a uma anemia
macrocitica ( produc¢ao de eritrocitos de maior tamanho mas em menor quantidade), perda

de sensibilidade nas maos e nos pés e também danos neurologicos®’.

Vitamina D

A vitamina D ¢ uma vitamina cujas funcdes se centram principalmente no controlo
dos niveis de célcio no sangue ¢ na regulagdo dos niveis de fosforo. Esta vitamina pode
apresentar duas formas: vitamina D3 (colecalciferol) obtida a partir do colesterol e a
vitamina D2 ( ergocalciferol) obtida a partir da dieta®®.

A caréncia desta vitamina pode levar a descalcificagdo dos ossos, resultando numa

doenca chamada osteomalacia, em adultos, ou raquitismo, em criancas®.

CHIV
O combo HIV ¢ um teste realizado para a dete¢do simultanea do antigénio p24

presente no virus da imunodeficiéncia Humana (HIV) e de anticorpos para o HIV, seja
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tipo 1 ou tipo 2. Os anticorpos podem ser detetados cerca de 2-8 semanas apos a exposi¢ao

ao virus, ja o antigénio p24 ¢é detetado nas primeiras 2 semanas ap6s infe¢ao®-°,

Sifilis

O teste a sifilis ¢ realizado de modo a verificar a presenca de anticorpos contra a
sifilis na amostra. Neste teste o reagente contém antigénios de Treponema pallidum
marcados com éster de acridinio que se ligardo aos anticorpos presentes na amostra, caso

estes estejam presentes’'.

Em suma, na tabela 7 estdo presentes todos os parametros, principio do ensaio, a

sua utilidade e o tipo de amostra utilizado.

Tabela 7-Pardmetros analisados no ADVIA Centaur XP e respetivos principios.*37!
Parametro Pr1nc1pf0 do Utilidade Amostra
ensaio
CA 199 Sandwich Soro
CA 125 Sandwich Marcador Soro
PSA Sandwich Tumoral Soro
PSA livre Sandwich Soro
Captura de
Anti TG . Soro e Plasma
anticorpo
Captura de
Anti TPO . Soro e Plasma
anticorpo
T3 Competitivo Funcgao Tiroideia Soro
T3 livre Competitivo Soro
T4 Competitivo Soro e Plasma
T4 livre Competitivo Soro
TSH Sandwich Soro
Estradiol Competitivo Soro e Plasma
FSH Sandwich Soro
LH Sandwich Fertilidade Soro
Prolactina Sandwich Soro
Beta HCG Sandwich Soro

Sara dos Santos Macedo
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Ferritina Sandwich Soro e Plasma
_ Avaliagao de
Folato Competitivo ' Soro
anemias
Vitamina B12 Competitivo Soro
Rubéola [gM Sandwich Soro e Plasma
Rubéola IgG Sandwich Soro e Plasma
Toxoplasma IgG Sandwich Soro e Plasma
Toxoplasma IeM Sandwich Soro e Plasma
Marcadores de
Sifilis Sandwich Soro e Plasma
doengas
Captura de ) )
aHBS _ infecciosas Soro ¢ Plasma
anticorpo
Captura de
aHCV . Soro e Plasma
anticorpo
HIV Sandwich Soro e Plasma

4.2—- TECNICAS MANUAIS

4.2.1- TPHA

O kit TPHA ¢é um teste treponémico de pesquisa de anticorpos para T.
pallidum (estirpe de Nichols) que utiliza eritrocitos conservados e revestidos com
antigénios de Treponema pallidum, que se vao ligar ao anticorpo especifico
presente no soro ou no plasma do paciente’?. Este ¢ realizado confirmagio e para

semi-quantificagdo apos a positividade do teste realizado no equipamento.

As células encontram-se suspensas num meio que contém componentes para

eliminar reagdes nao especificas.

As reagoes positivas sao apresentadas através da aglutinacao das células e
~ . r . ~ . 7
as reagOes negativas através da sedimentacao das células num anel pequeno’=. Os

reagentes usados estdo apresentados na tabela 8.
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Tabela 8-Reagentes usados no Kit TPHA.”

Células de Teste

Suspensao de eritrocitos aviarios revestidos com
antigénios de 7. pallidum, com albumina de soro
bovino (BSA).

Células de Controlo

Suspensdo de eritrocitos aviarios conservados em
Buffer.

Diluente

Buffer que contém tintura azul e conservante.

Controlo positivo

Controlo negativo

Controlos usados como referéncia.

O procedimento pode ser resumido nos seguintes passos’>:

1) Adicionar 190 pl do diluidor numa cavidade da placa e adicionar 10 pl da

amostra. Repetir o mesmo passo noutro pogo, mas em substituicdo da amostra

colocar o controlo positivo ou negativo.

2) Transferir 25 pl do controlo diluido e amostra diluida do passo de dilui¢ao

para os dois pogos imediatamente ao lado (pogos de teste).

3) Adicionar 75 ul de Células de teste a um poco de teste da amostra/controlo e

75 pl de Células de controlo a outra pogo de teste também da amostra/controlo,

ficando assim cada uma com um tipo de células para se dar a reagao.

4) Aguardar cerca de uma hora com a placa tapada e ler os resultados (figura 24).

Positivo Equivoco Negativo

Figura 24-Interpretagdo dos resultados do método TPHA. Retirado de TPHA [Bula], Axis-Shield,

2014

Caso o teste se apresente positivo, € necessario proceder a diluigdes para assim

obtermos o titulo’>. As dilui¢des encontram-se resumidas na figura 25.
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1] 1 2 3 4 5 6 7 8
;?ge“;gfggt:;oou 25ul 25w |25w |25u |25w |25W | 254
de R3 de R3 de R3 de R3 de R3 de R3 de R3
(R4) ou (R5)
Diluicbes de
controlos ou 8 cavidades para titulagio
amostras

¥
o e[ e o

TS TSTITS TSTN

0 1 —
25 i Fomtoai
190 pl (R3)+ | 25pl |de R3 + 25l
10 pl de de 25pl | 25p | 25l [25pide| 25 |25plde| 254l

amostra ou | controlo de de R3 | de R3 R3 de R3 R3 de R3
(R4) ou (R5) | diluido | controlo

diluido
Diluigoes de
controlos ou 8 cavidades para titulagao
amostras
0 1 2 3 4 5 6 7 8
180 pl (R3) 25l 25 pl 25 pl 25 pl 25 pl
110 de 25 pl de 25 yl de |25 pl de
ulde | ntroio| 92 a8 4@ | iluicao | .28 | diluicdo | diluiggo
amostra ou | 5020 diluigao | diluigao | diluicao %90 | diiuicao ¢ ¢
iluido + 75l +75u | +75pl
(R4) ou +75 i +75ul | +75pl | +75pl de R1 + 75 pl de R1 de R1
(RB) de R1 de R1 de R1 de R1 de R1
1:80 | 1:160 | 1:320 | 1:640 | 1:1280 |1:2560 | 1:5120 | 10
Diluigoes
de
controlos 8 cavidades para titulacao
ou

Figura 25-Etapas das dilui¢des do teste semi-quantitativo TPHA. Retirado e adaptado de TPHA
[Bula], BioRad, 2014

4.2.2 — RPR — Carbono

O teste RPR-Carbono tal como o TPHA ¢ um teste ndo treponémico para
detegdo de anticorpos 7. pallidum presentes no soro ou plasma. Para este teste ¢
necessaria uma placa, reagente RPR-Carbono que contém particulas de carbono
sensibilizadas com uma mistura de lipidos a pH 7, um controlo positivo e um
controlo negativo’>.

Os passos a seguir sdo’*:

1) Colocar uma gota de amostra em 2 circulos distintos da placa e em cada
circulo colocar respetivamente uma gota de controlo positivo e controlo
negativo.

2) Colocar uma gota de reagente RPR carbono num outro circulo da placa
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que contém também uma gota de amostra a testar e mexer com a ajuda de
uma vareta.
3) Colocar a agitar a placa cerca de 8§ minutos e verificar a presenga ou nao

de aglutinagao.

4.2.3 - Teste de Gruber-Widal

O diagndstico serologico Widal ¢ uma técnica para deteg¢do de anticorpos de
Salmonella no soro do paciente. Para a realizagdao deste teste serdo necessarios
antigénios (S.paratyphi AH, S.paratyphi BH, S.typhi H, S.paratyphi AO,
S.paratyphi BO e S.typhi O), uma placa com pogos € uma pequena vareta para

misturar’?.

Assim, esta técnica comega com a colocagdo de uma gota do soro do
paciente nos pogos € em cada pogo colocar um antigénio diferente. Apds a adigao
dos antigénios ao soro cada pogo deve ser misturado com a ajuda da vareta e assim
colocar a placa num agitador cerca de 2 minutos para observar a presenga de

aglutinagdo’.

Se algum antigénio for positivo € necessario avancar para o método semi-

quantitativo seguindo os seguintes passos’*:

1) Adicionar 80 ul, 40 ul, 20 pl, 10 pl, 5 ul de amostra nos pogos ficando assim
com as dilui¢des 1:20, 1:40, 1:80, 1:160, 1:320 respetivamente.

2) Colocar em cada poco 50 pl do antigénio que mostrou resultado positivo e
misturar o conteudo colocando num agitador cerca de 1 minuto.

3) O titulo do anticorpo ¢ a maior diluicdo do soro até a qual existe uma

aglutinacdo nitida.

4.2.4 - Brucella Wright

Esta ¢ uma prova serologica bastante simples e rapida dando uma avaliagao
qualitativa na detecdo da Brucella Abortus. Para a sua realizag¢do deve ser usado
um antigénio — Brucella Wright (suspensdo de Brucella inativadas pelo calor e por
formol a 4%o) - e soro do paciente, numa placa branca afim de verificar aglutinacao

que ¢é o indicativo de um teste positivo para a brucelose”.
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No caso do resultado ser positivo, deve efetuar-se as diluigdes de modo a
determinar o titulo. Para isso devem ser seguidos os seguintes passos’":

1) Dispor num tabuleiro de suporte uma série de 8 tubos de hemolise.

2) Introduzir no 1° tubo: 1,9 ml de suspensdo antigénica + 0,1 ml do soro a

testar. Homogeneizar.

3) Introduzir 1 ml de suspensao antigénica em cada um dos tubos numerados

de 2 a8.

4) No 1° tubo, recolher 1 ml da mistura (que representa a dilui¢ao a 1/20 do
soro estudado) e introduzi-la no tubo n° 2. Seguidamente recolher 1 ml no
2° tubo e transferi-lo para o tubo n° 3, procedendo da mesma maneira até ao

tubo n°8, rejeitando a quantidade de 1 ml recolhida neste ultimo tubo.

5) Aguardar e verificar qual a maior dilui¢do com resultado positivo.
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5.1 -iQ200 SERIES

O 1Q200 series identifica e processa
amostras homogeneizando, aspirando ¢ - §emseainr
analisando-as de forma automatica. Este
sistema apresenta a amostra como uma
lamina posicionada exatamente dentro da
profundidade do foco das lentes objetivos
microscopio interno ligado a uma camara de

video. As fotos resultantes sdo digitalizadas e

enviadas para o computador do processador

de analise’®.

, Figura 26-Equipamento 1Q200 Series. Foto
Atraves de recursos como o tamanho, a | gensiimente cedida por Unilabs.

forma, contraste e textura, cada imagem encontra-se numa das doze categorias ilustradas

na tabela 9.

Tabela 9-Categorias possiveis das imagens captadas.’®

Hemacias O

Leucocitos -
S

Aglomerados de =
globulos brancos g‘

Células epiteliais

escamosas N,
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Células epiteliais

nao escamosas

Bactérias \

Cristais , . ~ .

Cilindros hialinos

Cilindros nao

classificados P

Leveduras

Muco et
2

Esperma

Para que a analise a urina seja bem feita, esta deve encontrar-se a temperatura

ambiente e deve ter-se em conta alguns pardmetros como por exemplo’®:

e Hematuria, se esta for verificada deve diluir-se a amostra;
¢ Viscosidade, se a amostra se verificar com alguma viscosidade deve ser diluida;

¢ Volume da amostra, deve ser pelo menos 4 mL.
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5.2 - iChemVELOCITY

Para a realizagdo das medicOes dos
constituintes fisicos e quimicos da urina ¢
utilizado o iChem Velocity que utiliza tiras
reativas (figura 28) lidas através de um
comprimento de onda ¢ gravidade

especificos utilizando o indice de refragio’’.

Os parametros analisados por estas

tiras sdo a densidade, pH, leucocitos, P

nitritos, sangue, proteinas, glicose, acido

ascorbico, cetonas, Urubilinogénio e Figura 27-Equipamento iChem Velocity. Foto
gentilmente cedida por Unilabs.

bilirrubinas.

Para que toda a andlise seja feita a amostra ¢ aspirada através de uma sonda e
colocada uma aliquota desta em cada bloco de reagente presente na tira dispensada pelo
modulo fornecedor de tiras. Apds a colocagdo de amostra nos blocos, os componentes da
urina e os reagentes dos blocos reagem causando uma alteragiio de cor da tira de teste”’.

Nas posi¢des de leitura sdo capturadas imagens de todos os blocos da tira iluminada
com uma luz vermelha, verde e azul numa sequéncia de 3 comprimentos de onda de LED

diferentes: 472nm, 525 nm e 630 nm”’.

» Cetonas
e
t —— Nitritos
' — > Leucocitos
. —» Densidade

 ins®
s ®

' — ¥ Sangue

' > Glicose
' —» Proteinas

|

. —» Acido ascérbico

|
|

—_» Bilirrubinas
' —_» Urubilinogénio

Figura 28-Tira reativa de urina presentes no iChemVELOCITY. Foto gentilmente cedida por
Unilabs.
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Os agentes etioldgicos mais frequentes nas criancas e adultos (sem outras doencas
concomitantes) associados aos processos infecciosos urinarios sdo da familia das
Enterobactereacea com grande destaque para a Escherichia coli.

No grupo Unilabs todas as provas de microbiologia sdo realizadas recorrendo ao
isolamento de agentes e posterior observagao para a confirmagao de suspeitas de infe¢des

do trato urinario.

5.1 - MEIOS DE CULTURA

O meio de cultura ¢ essencial para o desenvolvimento dos microrganismos pois
contem nutrientes necessarias ao crescimento microbiano. Estes podem ser categorizados
como: nao-seletivo, permitindo o crescimento da maioria das bactérias; seletivo,
permitindo o crescimento de algumas bactérias e diferencial que permite o
reconhecimento de diferentes bactérias com base na cor da sua coldnia.

No caso do laboratorio Unilabs, os meios de cultura utilizados sdo o agar Columbia
com sangue de ovelha a 5% (COS) e agar CLED (Agar de cistina lactose deficiente em
eletrdlitos).

O agar CLED ¢ um meio mais seletivo quando comparado com o COS, que inibe a
proliferacao de Proteus spp. devido a deficiéncia de eletrélitos mas que devido a presenga
de lactose permite diferenciar as colonias fermentadoras (lactose +) das ndo-
fermentadoras (lactose -). Por sua vez, o agar de Columbia ¢ um meio altamente nutritivo
de uso geral utilizado para o isolamento e cultura de microorganismos ndo exigentes e

exigentes provenientes de amostras clinicas’®.

Figura 29-Placa com agar CLED (A) e agar Columbia (B). Foto gentilmente cedida por Unilabs.
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Para a andlise é necessario proceder a cultura da urina em ambos os meios de cultura

sendo estes incubado a 35°C durante 24 horas e observados macroscopicamente.

Figura 30-Materiais usados na cultura de urina (A- hotte, B- ansa de inoculagdo e C-estufa). Foto
gentilmente cedida por Unilabs.

Durante a observagdo, de acordo com as evidéncias presentes, como o aspeto,
cheiro e distribui¢ao das colodnias, identifica-se se a amostra se encontra estéril, se ¢ uma
flora de contaminagao, se ¢ uma flora normal da regido ou se existe a predominancia de

uma bactéria ou fungo.

Caso se verifique a predominancia de uma bactéria ou fungo esta ¢ transportada

para o laboratdrio central no Porto de modo a proceder a identificacao desta/e.
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Com este relatorio posso concluir que os objetivos propostos inicialmente foram
alcancados, dado que o estdgio ajudou a compreender todo o funcionamento das
diferentes areas, nomeadamente Microbiologia, Hematologia, Imunologia, Bioquimica e

Analise de urina do Laboratério de analises clinicas — Unilabs.

Ao longo de todo o estagio foi-me permitido tanto a observa¢do como a execugdo
de todo o trabalho desde a recolha da amostra a entrega do resultado da mesma, o que
possibilitou desenvolver um maior conhecimento sobre o diagnostico laboratorial e

desenvolver também um sentido critico em relag@o aos resultados.

Afim de concluir, o estdgio permitiu-me adquirir, para além de mais
conhecimentos, a pratica para poder comegar a trabalhar na area de analises clinicas com
mais confianca e com a consciéncia que esta ¢ toda uma area que precisa de estar em
constante desenvolvimento pois s6 assim serd permitido obter resultados cada vez mais
fidedignos e mais rapidos, o que ird permitir também um melhoramento muito grande nos

diagnosticos por parte dos médicos.
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ANEXO 1 - Valores laboratoriais de referéncia hematologia

HEMATOLOGIA:
Contagem die aritrbeitos ..
Hemaglobing, sanpe

Hemazlobina corpuscular média (HCM)
Concentracss de bemoglobma corpuscalsr mabdia (CHO

Volame globaler madio (VGM)
Contagem de leactcins

Contagem diferencal de leuedeitos

Meutrifilos, segmentidos
MNeutrdfilos, fixas, grupo

4, handas

M)

v Bd-62 e

B R o e e T B

Lanfeitos

Mondeiios
Plaguetas
Reticulbeaios

Velmeudade de sedvmentacio evitrociting {Westgreen). ... ...

Tempo die protrombina
Tempar de tromboplasting parcial

Tempa de hemormragia

Camtagem total de linfdeatos CT +

Volume:
Plasma ...

Eritriscitiog

sivada ., ...,

. Homem: 13,5175 gidl.

.. Hismiem: 20-36 mlka

Iatervalos de referdnein {convene

u'.lnul;l

Homem: 4350« 10%am"

Mullser: 3,5-5.5 = 10" mm’
Mulber: [20-16,0 g'dl.
Homem: #1-53 %

Mulbwer: 36-6% . ..o

2535 pg
-6 el
BO100 pm’ ...
4 50011 D pm'

A%

Intervalos die referdneia (S1)

4058 = 10'3L

3555 % 0L

5351086 mmol/L

T A5 93 mmolL

0075 % i
25330
3T% ...

Homem: 0-15 muind'l # hora
Mullver: 0-20 mm/] * hora
< 12 segundos

= M4 sepundas

2.7 munutos .

= Si0/mm’

Homem: 2543 mLks
Bullser: 28-4% mLkg

Mulber: 19-31 mlka

040053

0.36-0,46

1,55-2,17 fmol
19,2523 36 mmwd/L

- ED-100 L
L 45010 10"L

0,640,562
01,013-40,(15
0,00-0,0%

-0, (75
{1,250 35
0,030,067
150-400 « 10%/L
0,005-0.01%

< 12 segumdos
= M sepundos
2.7 manutos

.. 00250043 Lkg

0,025 045 Likg
002040 036 Likg

0,010,031 Likg
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ANEXO 2 - Valores laboratoriais de referéncia bioquimica e imunologia

Intervalos de referéneia | convencional
SANGUE, PLASMA, SORO:

Alanina-arinotransferase (ALT) sérica. ... IO VL
Arnibase sérica 25125 1ML

Aspartato-aminoirans ferase (AST) sénica 15-40 LI'L

Acido lrico sérico 30-8,2 mgrdl ..

T-18 mg/dL

Caleio total sérico
Colesterol adrico:

.. & horas: 5-23 pgidl. .

Intervalos de referéncia (51)

v 217 pmol L
0-5 pmal/L

2,1-2.55 mmaol L

< 5.2 mmol/L

0,818 mmol'L

< 4.2 mmol/L
138-635 amal/L

.. B3-414 nmol/L

16 hoeaa: 3-15 peidl

20 hoeza: < 50 % das § horas .= 5D % das & horas
Crect B IRNTE SEFRER ... oo 2ssecccensmmmanss semmmnn semmmassssennnns Homem: 25-90 L/L 0,421 5 pKast'L

Mfudher: 10-70/1, 171,17 pKar'l
TSR SEIND . uusnvimmninesnesnans s sennssrrmnae e n R 0,6-1,2 mg/dl 53108 pmolL
Desidrogenase ictica (LDH), sérea ... 4590 LIL 0,75-1,5 pKat'L
Eletrtlitos sériom:

135-146 mmol L

...95-105 mEgL
L3338 Byl ..

Homem: 15-200 ng/ml ...

- 3,55 0 mmolL

05-105 mmaol/L

.. 2228 mmal/L
0,75-1,0 mmal/L
e 9230 pmnl L

. 15200 pg/L

Muther: 12-150 ng/mL 12-150 pg/l.
Fosfatase alcalins sérica 05117 pKa'L
Mulher: 45-115 LI/L 0,76-1,9 pKar'L
Fmaforo { i gfiniond SEred .. ... 3,0-4.5 mz/dl 1,0-1.5 mmolL
yeglutamil transferase (GGT) ... oo BPBANI ... ..o e R e S e SRR s AR 0,14-1,3 pKast'L
Garaa e sanpue arterial {ar ambienta).
e R S TEANS B e HE{-14.0 kP
N s e e e T T R IEASmam Hp . i RS 9 P
P e e e A Lt AR T I R o (EE LT B e R R [H7] 3= nmol/L
M i e s R R e H PR B hn e L) - i R R 1,51 6 mmol'L
e A = D R e Etm jegum: Tl=1 10 mg/dl 1861 mmolL
ez huas;u'm-g)amd.rnLt 120 mg.nlL ...... < &, 7 mmolL
Hemoghobing & oo B M et et e ettt e e = 42 mmseliod (LFCC)
H fodbeul I tFSHb sérica/plasmitica .. Homem: =25 mllfml. Li28 LVL
Stubher: Pré-menopouss 4-3mUmd. k=30 LV
M pico do men do cicla; JMU mllf mL 10=90 L/
Pés-menopausa: W250mliml =250 LI
Hormonn luteinizante, sércaiplasmiiics ... .- Homemn: 623 ml el ... SRR P L B23 LN
Mulher: Fase folicular 530 mlimL ... £.30 L/
Meio do cselo: TS-150mlbml ., ~ TA-150 LL
Pis-menopauss W00 mml 30200 LI
Imunoglobulmas sericas:
fgA o T390 L 0,76-390 gL
W e oo 0380 LWimlL . 02 el
Bodi . oo G800 500 mgfdL . oBS-15 el
IgM 0328 mpidl 0.4-3.25 gl
Orarmolabidade strica 275208 mOsmolhe HaO s 275295 mmolkg HiO
Proteinas séricas
Todal ... C60-T 8 pdl - lTH gL
Al . 3555 addl . 3585 L
CGilohalinzs 233 5 pidl 2334 oL

Proteina C reativa
Hormona estrmulante da tisoade | ls&l| o

e 1l mgidL
L0550l ml. .

TP L ) i B 5 e T | I AR AN
TeRolS TN o e R I -
TR Mo e i D L I e e R
Troponinal ... ... L 0-3 mpfml

Sara dos Santos Macedo

D55 0 mlL
.. 5155 nmad L

1,8-2.9 nmal/L
Ud-1 Bl mamol L
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ANEXO 3 - Valores laboratoriais de referéncia urina

latervalos de refordncia (convencmnnal j Intervabos de referdncia 451}
URINA:

Cilcin TR oo N300 my 24 b i e 2857 8 im0l 24 horas
Chearance de crealinma Homem: 97-137 mL/'min

Mulber: B8-128 mL man
Osmoladidade ; 501 400 mOsmol'ke H,0
Orxalation ; P Bedih pg'ml —— Q445 pmol'L
Profesmas < 150 e/ 24 horas <15 g'2d horas
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