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Resumo
Os Laboratorios de andlises tém um grande impacto na decisdo e no diagndstico

dos médicos veterinarios. E de extrema importancia entdo, assegurar um elevado nivel de
qualidade no Laboratorio, fornecendo assim resultados fidedignos e um diagndstico

preciso para os médicos.

O presente relatorio de estagio pretende refletir toda a rotina laboratorial,
desenvolvida, durante o meu estagio curricular, no Laboratério de Patologia Clinica do
Hospital Veterinario da Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro. O estagio
decorreu no periodo compreendido entre 1 de outubro de 2019 e 12 de marco de 2020,
durante este percurso estive totalmente integrada nas dreas de Hematologia, Analises

Bioquimicas (bioquimica liquida e bioquimica seca), Coagulagdo e Anélise de Urina.

Ao longo do relatorio sdo entdo descritas as analises que sdo realizadas no
Laboratorio, dando especial destaque aos materiais € metodologias, equipamentos
utilizados, os parametros obtidos e a sua avaliacdo, referentes as areas referidas
anteriormente. E apresentado ainda um projeto de elaboragio de um Atlas de Analise de
Urina em Medicina Veterindria, apresentando em que consiste o projeto e os principais

objetivos associados a sua realizacao.

Palavras-chave: Patologia Clinica, Hematologia, Bioquimica Sérica,

Coagulagdo, Analise de Urina, Atlas



Abstract

Analitical laboratories have a great impact in veterinarian’s decision making and
patient diagnosis. Therefore, it is extremely importante to ensure a high level of quality

in the Laboratory in order to provide reliable results and accurate diagnosis.

This report was developed during my curricular internship at the Clinical
Pathology Laboratory of the Veterinary Hospital of the University of Tras-os-Montes and
Alto Douro and it’s goa lis to reflect the entire laboratory’s routine. The internship took
place between the 1st of october 2019 and 12th of march 2020. During this time period I
was fully integrated in the areas of Hematology, Biochemical Analyzes (liquid and dry

biochemistry), Coagulation and Urine Analysis.

Thoughout the report, the analyzes performed in the Laboratory are described
with special emphasis on materials and methods, utilized equipment, obtained parameters
and their assessment, referring to the previously areas. It’s also introduced a project for

the development of an Atlas of Veterinary Medicine Urine Analysis, stating it’s goals.

Keywords: Clinical Pathology, Hematology, Biochemical Analyzes, Coagulation, Urine

Analysis, Atlas
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Nota Introdutoria

O presente relatorio de estagio pretende refletir toda a atividade de rotina
laboratorial, desenvolvida, durante o meu estagio curricular, no Laboratorio de Patologia
Clinica (LPC) do Hospital Veterinario da Universidade de Tras- os- Montes e Alto Douro
(HVUTAD). Este relatério constitui o elemento de avaliagdo final do Mestrado de
Biologia Clinica Laboratorial (MBCL), orientado pelas Professoras Doutoras Felisbina
Queiroga e Ana Cristina Ferreira. O estagio curricular decorreu no periodo compreendido
entre 1 de outubro de 2019 e 12 de margo de 2020 e o principal objetivo foi entdo a
integracdo na rotina do Laboratorio, adquirindo competéncias de organizacdo e de
execugao de atividades diarias no Laboratorio, num contexto real de trabalho. Optei pelo
estagio num laboratorio, uma vez que, futuramente, a nivel do contexto de trabalho, ¢ a
minha area de interesse. Ao longo do meu percurso académico, o contexto laboratorial
foi o que sempre me despertou mais interesse, portanto esta integragdo no Laboratorio de
Patologia Clinica permitiu-me aprofundar os meus conhecimentos relativamente a
dindmica do funcionamento de um laboratério, as suas principais funcdes, as regras de

funcionamento, intensificou o meu sentido de responsabilidade e o trabalho em equipa.

Os Laboratdrios de andlises t€ém um grande impacto na decisdo dos médicos
veterindrios, permitindo fornecer dados essenciais para um rapido e correto diagndstico ¢
posterior tratamento do animal. Desta forma, ¢ importante assegurar um elevado nivel de
qualidade no Laboratdrio, de maneira a transmitir aos médicos um diagndstico preciso,

no qual eles tenham a maxima confianga.

Em termos estruturais, o trabalho encontra-se dividido em 3 capitulos. No 1°
capitulo ¢ feita, de forma sucinta, a caracterizacdo do Laboratdrio, desde os equipamentos
que tem disponiveis a dindmica das atividades desenvolvidas. No 2° capitulo, sdo
descritas as diferentes analises que se realizam no Laboratdrio, nomeadamente na area de
Hematologia, Andlises Bioquimicas, Coagulacdo ¢ Andlise de Urina, dando enfase aos
materiais ¢ metodologias, equipamentos utilizados, parametros obtidos ¢ a sua avaliagdo
¢ ainda uma estatistica de todas estas areas, de tudo o que acompanhei ao longo do estagio.
Neste capitulo, destaco particularmente a Anélise de Urina, uma vez que me possibilitou
a recolha de imagens de diferentes espécies, para a posterior elaboragdo de um Atlas de

Analise de Urina em Medicina Veterinaria.



O 3° capitulo evidéncia um projeto de elaboracdo de um Atlas de andlise de urina
em Medicina Veterindria. O Atlas retne e disponibiliza uma sele¢do de imagens de
diferentes espécies. A sua estrutura ¢ dividida em exame macroscopico da urina e exame
microscopico do sedimento urindrio. O principal objetivo deste projeto ¢ auxiliar o
Meédico Veterinario no seu diagndstico, uma vez que o Atlas estara disponivel “online”,
¢ de rapido e facil acesso e a0 mesmo tempo abrange uma diversidade de imagens, de
varias espécies, que por vezes ¢ dificil encontrar nos livros. Infelizmente, devido ao
confinamento a que fomos obrigados pelo COVID-19, o projeto ficou parado a 12 de
margo de 2020. O projeto sera retomado pelas suas coordenadoras, Professoras Felisbina

Queiroga e Ana Cristina Ferreira.
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1. Capitulo 1

1.1. Laboratorio de Patologia Clinica do Hospital Veterinario (HYUTAD) da
UTAD

O Laboratorio de Patologia Clinica (LPC) esta inserido no Hospital Veterinario
da UTAD. O HVUTAD foi criado em 1992, sendo posteriormente remodelado e
ampliado, tendo sido reinaugurado a 8 de maio de 2009. O Hospital esta estruturado nas
seguintes unidades funcionais: Clinica de Animais de Companhia; Clinica de Animais

Exdticos e Selvagens e Clinica de Animais de Producdo e Equinos.

O Laboratoério de Patologia Clinica assegura a realizagdo dos exames laboratoriais
necessarios ao diagnostico laboratorial dos animais que chegam ao HVUTAD. E,
portanto, inteiramente responsavel pela rece¢do das amostras e pela determinagdo dos
parametros solicitados. No Laboratério realizam-se andlises de Hematologia, Analises
Bioquimicas (bioquimica liquida e bioquimica seca), Coagulacdo e Analise de Urina e
ainda varias técnicas manuais tais como esfregaco sanguineo, microhematocrito € macro
e microaglutinacdo (referentes a Hematologia); determinagdo de proteinas plasmaticas
totais (Bioquimica sérica); tira de urina e exame do sedimento urinario (Bioquimica

urinaria).

Uma vez dada a entrada de amostras no Laboratério, estas sdo direcionadas para
a area de triagem (Figura 1), nesta area sdo registados os parametros solicitados na
requisi¢do, num livro de registos que contém um niimero de LPC, este nimero ¢ atribuido
a cada requisi¢ao que dé entrada no Laboratério. Na sequéncia da mesma bancada (Figura
2) encontra-se a area reservada as analises de bioquimica seca e hematologia. No
Laboratorio esta disponivel o equipamento Procyte Dx (IDEXX), que ¢ um analisador
automatico de sangue e ainda o Catalyst One (IDEXX), que ¢ o aparelho de bioquimica

scca.
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Figura 1- Laboratorio de Patologia Clinica. Area de Figura 2- Laboratério de Patologia Clinica. Area
rececdo das amostras (Cortesia do LPC) reservada a Hematologia e Bioquimica seca
(Cortesia do LPC)

Na sequéncia, temos também neste espaco equipamentos € materiais para a
realizacdo de andlises de urina [tiras reativas de urina e refratometro (ATAGO)],
realizacdo de esfregacgos e posterior coloragdo (Figura 3). As centrifugas (Figura 4) estdo

destinadas a centrifugacdo de sangue e urina.

Figura 3- Local de preparagido e coloragdo de Figura 4- Area onde se encontra as centrifugas,
esfregacos sanguineos e analise quimica de urina disponiveis no Laboratorio (Cortesia do LPC)
(Cortesia do LPC)

O Laboratorio possui ainda uma area reservada a coagulagao (Figura 5), tendo
como equipamento disponivel, o Start 4 (STAGO). Nesta mesma bancada, sdo ainda
realizadas as analises de pardmetros bioquimicos através de um sistema de diagnostico

de bioquimica liquida, o equipamento disponivel ¢ 0 RX Daytona (RANDOX) (Figura
6).
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Figura 5- Area reservada ao Estudo de Figura 6- Area reservada as andlises de

Coagulagdo (Cortesia do LPC) Bioquimica Liquida (Cortesia do LPC)

2. Capitulo 2
2.1. Hematologia

Durante os 6 meses, do meu estagio curricular, participei diariamente no trabalho
efetuado no Laboratdrio, nas diferentes areas, passando pela Hematologia, Coagulacgdo e
Andlises Bioquimicas (Sérica e Urinaria). No sector de Hematologia desenvolvi a
capacidade de manusear os equipamentos que equipam este sector, tanto a nivel do

processamento de amostras como na sua manutengao.

A Hematologia ¢ uma area com extrema relevancia para os clinicos, uma vez que
aborda o estudo das células sanguineas e a sua producdo. Para além de estudar o estado
de normalidade dos elementos sanguineos e dos 6rgdos hematopoiéticos, estuda também
as doencas com elas relacionadas [1]. A hematopoiese ¢ o processo de formagao,
desenvolvimento e maturacdo dos elementos do sangue (eritrocitos, leucocitos e
plaquetas) a partir de um precursor celular comum e indiferenciado chamado de célula
hematopoiética ou célula-tronco. Na infancia e na fase adulta a producdo de células
sanguineas ¢ realizada pela medula dssea. A célula estaminal hematopoiética pluripotente
estd na base de todas as c¢lulas sanguineas e quando se multiplica origina células com as
mesmas propriedades e células diferenciadas em duas linhagens: célula estaminal linfoide
(linfocitos T e B) e célula estaminal mieloide. A célula estaminal mieloide diferencia-se
originando neutréfilos, ecosindfilos ¢ basofilos que sdo granuldcitos, mondcitos,

eritrocitos e plaquetas [2].
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Relativamente a Hematologia, os principais procedimentos realizados no LPC sdo
os seguintes: a realizacdo de hemogramas através de um analisador hematoldgico; a
determinacdo de microhematdcrito (WHTC); bem como a preparagdo e exame

microscopico de esfregacos de sangue periférico [3].
2.1.1. Hemograma

O hemograma ¢ o exame laboratorial mais requisitado em hematologia. Do
hemograma fazem parte o eritrograma, o leucograma e o plaquetograma. O eritrograma
consiste no estudo quantitativo e qualitativo de eritrocitos, descrevendo o numero de
eritrocitos; a quantidade de hemoglobina; hematdcrito (percentagem de sangue total que
¢ ocupada por eritrocitos); volume corpuscular médio (avalia o tamanho médio dos
eritrocitos); hemoglobina corpuscular média (quantidade média de hemoglobina
eritrocitaria); amplitude de distribuicdo dos eritrocitos (determina a variagao do tamanho
dos eritrdcitos); concentragdo corpuscular média de hemoglobina (concentragao média de
hemoglobina por eritrocito). O leucograma consiste na avaliagdo quantitativa e qualitativa
dos leucocitos, contabiliza o nimero total dos leucocitos bem como o nimero total de
leucodcitos de cada tipo (neutrofilos; linfocitos; mondcitos; eosindfilos e basofilos). O
plaquetograma consiste na avaliagdo quantitativa onde se obtém o nimero de plaquetas e

o volume plaquetario médio (tamanho das plaquetas) [4].

Para a realizagdo do hemograma, a amostra ¢ colhida em tubos de &cido
etilenodiamino tetra- acético (EDTA), cada tubo ¢ devidamente identificado com o0 nome
do animal, o nimero de QVET (sistema informatico de suporte a informacdo no
HVUTAD) e ainda a data em que a amostra foi recolhida. As amostras sdo entdo
entregues no laboratdrio. A fase pré - analitica corresponde a rececdo das amostras no
LPC, que permite o registo dessa recegdo, verificar a qualidade da amostra e detetar

eventuais erros de modo precoce.
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O analisador de hematologia disponivel no LPC ¢ o Procyte Dx (IDEXX). Trata-
se de um analisador de hematologia automatico que avalia e fornece os resultados de 24
parametros para cada amostra de sangue em aproximadamente dois minutos. O Procyte
Dx (IDEXX) ¢ de uso exclusivo para medicina veterinaria. Na figura 7 sdo apresentadas
as trés tecnologias que este analisador emprega, nomeadamente: citometria de fluxo a

laser; fluorescéncia dtica e fluxo laminar de impedancia [5].

b) c)
W [

Figura 7-Técnicas utilizadas pelo aparelho Procyte Dx (IDEXX). Esquema a) Citometria de fluxo a
laser- Permite um diferencial avangado de leucdcitos em cinco partes; esquema b) Fluorescéncia 6tica-
Fornece uma contagem de reticuldcitos altamente sensivel e precisa e por fim esquema c) Impedancia

de fluxo laminar- Realiza a contagem de globulos vermelhos mais rapidamente e de forma precisa [5]

Através da citometria de fluxo a laser, o sistema realiza duas analises separadas:

Otica de globulos vermelhos — analisa globulos vermelhos maduros, reticulocitos
e plaquetas e Diferencial de globulos brancos- analisa e classifica o diferencial em cinco

partes.

As suspensoes celulares sao hidro-dinamicamente focadas através de um orificio
estreito que fica exposto a luz vermelha focalizada. A luz dispersa frontalmente e a luz
dispersa lateralmente sdo reunidas para cada c¢lula e essas assinaturas Oticas fornecem

informagdes sobre o tamanho, complexidade, contetido e estrutura dentro da célula [5].

Na fluorescéncia otica, a coloragdo de leucocitos Procyte Dx e a coloracao de
reticulocitos, ligam-se a acidos nucleicos nas c€lulas que sdo entdo estimulados pela luz
vermelha. As assinaturas de fluorescéncia sdo captadas exclusivamente quando
apresentam um comprimento de onda superior a luz dispersa lateral normal, utilizando

um espelho dicroico. Este método tem extrema importancia na determinagdo de
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reticuldcitos e ainda fornece sensibilidade adicional para a identificagdo de gldbulos

brancos [5].

O fluxo laminar de impedancia ¢ o método mais rapido para analisar o tamanho e
o numero de eritrocitos e plaquetas. Através deste método, uma amostra diluida ¢ focada
no centro de uma abertura de detecdo e um sinal elétrico ¢ interrompido pela presenga de
cada célula. A resisténcia medida pode determinar o tamanho e o tipo de célula. O
analisador Procyte Dx envia a amostra através da abertura numa corrente de ntcleo
coaxial de amostra e reagente. Simultaneamente, o fluxo principal ¢ bloqueado por um
reagente de revestimento mais rapido, o que garante que apenas uma s cé¢lula esteja na

abertura de cada vez, impedindo a repeticdo na contagem ou a recirculagio [5].
2.1.2. Microhematdcrito

Um dos parametros hematologicos que também pode ser avaliado manualmente ¢
o microhematécrito (LHct). O pHct manual € estimado através de uma escala de medigao,
apos realizagdo de centrifugagdo da amostra de sangue em anticoagulante, contida num
tubo capilar de vidro, por forma a permitir a separacao do plasma dos elementos figurados
do sangue [6]. Apos centrifugacdo, surgem trés regides distintas no tubo de pHtc, isto &,
o plasma, a camada flogistica (linha branca formada pela deposi¢cdo por gradiente de
concentragdo, das plaquetas e dos Plasma

leucécitos) e um agregado de

Eritrocitos

eritrocitos (figura 8). Em medicina
veterinaria o pHtc € um exame de

R . Figura 8-Fotografia de um microhematocrito apos
requisi¢do frequente pois para a

L centrifugacao (Cortesia do LPC)
realizagdo do mesmo basta uma
pequena quantidade de sangue, o que ¢ determinante em animais de pequeno porte ou em

animais muito anémicos.

Apbs a determinagdo e centrifugagdo do pHtc, ¢ possivel determinar o valor das
proteinas plasmaticas totais (TP). O uHtc ¢ partido, abaixo da linha formada pela camada
flogistica, posteriormente ¢ colocada uma gota da coluna de plasma no refratometro (¢
importante que na realiza¢ao deste procedimento, tenhamos atengdo que na colocagao da
gota ndo passem também pequenos fragmentos do tubo de pHtc, uma vez que podem

interferir ¢ mesmo impedir a leitura das TP). Este é um procedimento habitual no LPC,
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dado que com uma reduzida amostra de sangue ¢ possivel obter informacao do valor do

hematocrito e das TP.

2.1.3. Esfregaco Sanguineo

O esfregago sanguineo ¢ um método de diagnostico fundamental para obter
informacdo acerca da morfologia celular bem como para identificagdo de inclusdes
intracelulares ou confirmagao de situacdes de trombocitopenia ou agregados plaquetarios.
Deste modo, o esfregaco sanguineo deve ser considerado um método complementar ao
hemograma [7]. O esfregago sanguineo deve ser preparado rapidamente apds a colheita
da amostra de sangue e seco ao ar, de forma a preservar a morfologia das células a
observar. Quando o esfregago ndo ¢ realizado logo apds a colheita, dever-se-a armazenar
o sangue num tubo com anticoagulante, de preferéncia EDTA, ja que preserva a
morfologia celular. Para se realizar um
esfregaco sanguineo de forma correta, deve-se g
colocar uma pequena gota de sangue misturado
na ponta de uma lamina limpa. Com a ajuda de *l
outra ldmina colocada num &ngulo sobre a
superficie da primeira, devemos arrasta-la para
trds até entrar em contato com a gota de sangue,
de seguida desloca-la para a frente num
movimento continuo, rapido e suave, de modo a
espalhar o sangue pela 1dmina. O angulo entre ~ Figura 9- Ilustragdo representativa de

uma preparacdo de um esfregaco
as duas laminas pode variar de acordo com 0 ganguineo
tamanho do esfregaco que se quer, sendo que
um angulo menor produz um esfregago maior. Deste modo, pode-se usar um angulo maior
em casos de sangue de animais muito anémicos, ¢ um angulo menor quando ha
hemoconcentragao. No entanto, o esfregaco ndo deverd alongar-se ao ponto de se estender

até ao fim da lamina, uma vez que podera perder a zona de monocamada, essencial para

avaliar os elementos sanguineos [7;8].

Um bom esfregacgo sanguineo ¢ constituido por trés zonas: o corpo, a monocamada
e a cauda do esfregago. O corpo ¢ a zona mais espessa do esfregaco, onde as células se

encontram contraidas e distorcidas, sendo impossivel a avaliacdo morfoldgica e torna-se

17



bastante complicado efetuar a contagem diferencial dos leucdcitos. Na area em
monocamada, as células sanguineas estdo lado a lado, em que pelo menos 50% estdo a
tocar-se, mas sem se sobrepor. Além disso, as células ndo estdo distorcidas e os leucdcitos
estdo uniformemente distribuidos. Esta € a zona ideal para avaliar a morfologia e realizar
a contagem diferencial dos leucocitos. A zona de monocamada pode ser encontrada na
metade distal do esfregaco, adjacente a cauda e pode ser identificada como uma zona
luminescente quando se segura a lamina ndo corada a luz. A cauda do esfregaco ¢ a zona
mais externa, localizada no ponto oposto ao local da aplicagdo da gota de sangue. Esta ¢
a area ideal para procurar organismos, agregados plaquetarios e células grandes atipicas

ou células neoplésicas, pois € onde se localizam as células mais pesadas [9].

2.1.3.1. Coloracoes de rotina em hematologia

As coloracdes de rotina em hematologia sdo derivadas do método de
Romanovsky. O corante de Romanovsky ¢ uma solucdo alcodlica derivada de um
complexo de eosinato de azul e azures de metileno. Os corantes de tipo Romanovsky sdo
misturas que contém eosina e azul de metileno dissolvidos em metanol. A diferenca entre
os varios corantes derivados do corante primitivo de Romanovsky identifica-se na
proporcao que se emprega de azul-de-metileno e de eosina, ou no método de tratamento
de azul de metileno, antes da combinagdo com a eosina. Desta forma encontramos
algumas variacdes, tais como a coloracdo de May-Grinwald ou Jenner, Giemsa,

Leishman ou Wright [10].

No LPC do HVUTAD sao usadas duas destas coloragdes referidas, a coloragao

de Diff-Quick (coloracdo Wright-Giemsa modificada) e de May-Griinwald-Giemsa.

2.1.3.2. Coloracio dos Esfregacos Sanguineos
a) Coloracao de Diff-Quik:

Trata-se de um corante de Wright-Giemsa modificado e foi idealizado para ser um
método de coloragdo rapido para esfregacos sanguineos. Consiste num agente fixador
(metanol) e apresenta duas solugdes, solugdo I (eosina) e solugdo II (azul de metileno). O

procedimento consiste em mergulhar sequencialmente as laminas em cada uma das
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solucdes, quinze vezes em cada. E importante que a cada troca, se escorra o excesso de
corante, no final deste procedimento a ldmina corada passa por uma lavagem em agua

corrente e posteriormente deixa-se secar ao ar [11].
b) Coloracio de May-Griinwald-Giemsa:

Este método de coloragdo ¢ baseado numa mistura de corantes com caracteristicas
neutras. Pode ser aplicado em esfregacos para a analise de elementos figurados de sangue
periférico, medula 6ssea, ou elementos celulares colhidos por pungao, esfoliagdo, imprint
de tecidos ou concentrados de liquidos celulares. O procedimento utilizado baseia-se em
colorir uma lamina com o corante de May-Grinwald (fixador) e deixar atuar durante
quatro minutos, ¢ importante que entre cada procedimento € assim que termina o tempo
estipulado o corante seja vertido e o excesso retirado para um papel. Posteriormente o
tampao (solucdo tampdo) ¢ adicionado na lamina e este deve atuar cerca de trés minutos.
ApOs este passo, € sO nesta fase, ¢ que a lamina ¢ lavada em agua corrente. Seguidamente,
¢ adicionado de novo o tampao e ainda sete gotas de Giemsa. Nesta fase ¢ determinante
que o corante cubra toda a lamina de forma homogénia, ficando em repouso por vinte
minutos. Por fim, a ldmina ¢ lavada em 4gua corrente e de modo a retirar o excesso de
corante, passa-se alcool na parte de tras da 1amina, deixa-se secar ao ar ¢ por fim, pode

observar-se [11].
2.1.4. Formula Leucocitaria

No LPC, a formula leucocitaria também ¢ realizada através de uma técnica
manual, realiza-se por meio de um esfregago sanguineo (o esfregaco deve reunir todas as
caracteristicas de um bom esfregaco, para facilitar a contagem). Para realizar a formula
leucocitaria, contam-se e identificam-se 100 leucocitos. Os leucdcitos nao sdo contados
numa zona aleatdria do esfregaco: devem ser contados tantos leucocitos no centro do
esfregago como na parte lateral. Isto porque os leucdcitos ndo se distribuem de uma forma
perfeitamente uniforme (uma vez que, os leucocitos t€ém dimensdes ¢ sdo de tipos
diferentes). Normalmente, verifica-se um ligeiro predominio das células mais pequenas
(linfocitos) no centro do esfregaco, ¢ um ligeiro predominio das células maiores
(granulécitos e mondcitos) na zona lateral. A avaliacdo da lamina ¢ feita inicialmente com
as objetivas de menor ampliacdo (10x/40x), de modo a focar a imagem a ser observada e

ainda avaliar a qualidade do esfregaco. Posteriormente, a contagem dos leucocitos ¢ feita

19



com a objetiva de imersdo (100x) que permite uma melhor observagao para se distinguir

os diferentes tipos de leucdcitos.
2.1.5. Rotina Laboratorial na area de Hematologia

A hematologia foi uma das primeiras areas que acompanhei ao longo do meu
estagio curricular, tendo tido oportunidade de realizar todos os procedimentos, desde o
manuseamento do aparelho de Hematologia (Procyte Dx), a realizagdo de esfregacos
sanguineos e determina¢do do pHTC e TP. Ao longo de todo o periodo de estagio tive a
oportunidade de realizar duas mil novecentas e cinquenta e nove analises hematologicas.
Na figura 10 apresento a distribuicdo das amostras de analises hematologicas, analisadas
por espécie. E percetivel que num total de 2959 analises hematoldgicas que foram
realizadas, desde o inicio de estdgio, as categorias de determina¢do de microhematdcrito
e proteinas plasmaticas totais representaram as analises mais efetuadas, seguindo-se a
subcategoria “hemograma”. As andlises hematoldgicas sdo maioritariamente requeridas
a cdes e gatos, no entanto também foram efetuadas andlises a outros animais os quais

incluiram aves, equinos, cor¢os bem como outros animais exoticos e silvestres.

Analises Hematoldgicas

Hemograma UHTC PT Esfregacos

CAES HGATOS M OUTROS

Figura 10- Analises Hematologicas observadas (n=2959)

Legenda: pHTC- Microhematocrito; PT- Proteinas plasmaticas totais
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2.2. Coagulacio

Relativamente ao Estudo da Coagulacdo, este faz parte de todos os paneis pré-
anestésicos, pelo que € realizado em todos os animais antes da realizacdo de uma cirurgia.
A hemostasia ¢ o processo fisiologico que suspende a hemorragia no local de uma lesao,
mantendo o fluxo sanguineo normal em outras partes da circulagdo. Esta requer atividade
combinada de fatores vasculares, plaquetas e fatores de coagulacdo [12]. A coagulacio
caracteriza-se entdo como sendo uma sequéncia complexa de reagdes quimicas que
culminam na formag¢do de um codgulo no local de lesdao do vaso sanguineo. No LPC sao
analisados os fatores de coagulagdo, através do aparelho Start 4 (Stago) que € um eficiente
sistema de bancada automatico, integrado ao método eletromecanico evidenciado na
detecdo de coagulos. No LPC sdo analisados os fatores de coagula¢do, nomeadamente o
tempo de tromboplastina parcial ativada (aPTT) e o tempo de protrombina (PT), estes
fatores sdo sempre determinados em simultaneo. O resultado dos testes reflete o tempo

que leva até a formagao do coagulo [11,12].

e Tempo de tromboplastina parcial ativada (aPTT)- permite avaliar a via
intrinseca da cascata de coagulagcdo, mais concretamente os fatores XII,

XI, IX, VIII, X.

e Tempo de protrombina (PT)- Permite avaliar a via extrinseca da cascata

de coagulacdo, nomeadamente os fatores VII, X, V, II.
2.2.1. Rotina Laboratorial na area de Coagulacgao

No decorrer do acompanhamento da rotina laboratorial no LPC, tive a
oportunidade de estar integrada também na area das anélises de coagulagdo. Na figura 10,
apresento o nimero de analises que foram realizadas em fungdo da espécie. Num total
foram realizadas 102 andlises acompanhadas por mim, referentes a coagulagdo. Na
categoria outras espécies, foram realizadas andlises de asininos, equinos ¢ outros animais

exoticos.
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Coagulacao

OUTROS

Figura 11- Estudos de Coagulagdo realizados no LPC em fungdo da espécie

animal (n=102)

2.3. Analises Bioquimicas

As provas ou perfis bioquimicos, quando empregues rotineiramente na pratica clinica,
sdo meios auxiliares de diagnostico que nos transmitem informagdes crucias acerca do
estado de funcionalidade da generalidade dos varios sistemas organicos dos animais [13].
As andlises bioquimicas baseiam-se na mensuragdo sérica de alguns pardmetros
bioquimicos, cujo nivel sanguineo observado ¢é posteriormente, comparado com o
intervalo de referéncia normal para cada espécie animal, a fim de determinar a possivel

existéncia de anomalias [14].

No decorrer do estagio também acompanhei varias andlises no ambito das Analises
Bioquimicas. No LPC, as andlises bioquimicas dividem-se em Bioquimica Liquida,
quando sdo realizadas no aparelho Daytona (Randox®) e em Bioquimica Seca, quando

sdo realizadas no aparelho Catalyst One (IDEXX®).
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2.3.1. Bioquimica Liquida

Dependendo das analises, na seccdo de Bioquimica podem ser realizadas
determinagdes em soro, plasma, liquido cefalorraquidiano ou urina. No entanto, para os
parametros gerais executados no LPC, no equipamento Daytona (Randox®) ¢ utilizado
essencialmente soro, através da execugdo de técnicas de espectrofotometria e cinética

enzimatica.

Técnica de Espectrofotometria e de Cinética Enzimatica

A espetrofotometria ¢ uma técnica laboratorial, que através da utilizacdo de
espetrofotometros, possibilita a determinacao da concentragdo de solugdes. Nesta técnica,
um feixe de luz, com um determinado comprimento de onda, ¢ direcionado para uma
solugdo, esta solugdo contém o produto ou substancia que se quer detetar. Estas solugdes
contém cromoforos, que sao moléculas com a capacidade de absorver radiacdo, esta
capacidade baseia-se na interacdo da matéria com a radiagdo eletromagnética. Apds a
medi¢do da quantidade de luz absorvida, isto €, absorvancia da solugdo a analisar, ¢é
determinada a concentracdo de substancia presente. Durante a realizacdo desta técnica ¢
necessario utilizar solugoes de referéncia ou também denominados brancos de amostra,
cuja constitui¢do ¢ igual a amostra a analisar com a exce¢do do cromoéforo, de modo a
obviar o efeito de absor¢do de energia pelas paredes das cuvettes e pelo solvente, fazendo
com que a absorcdo medida corresponda a diferenca entre a energia incidente e
transmitida unicamente pela amostra. Para determinar as atividades enzimaticas o
equipamento recorre a uma técnica de cinética enzimatica. Uma solugdo, que contém o
substrato da enzima a determinar, ¢ adicionado a amostra de soro/plasma, numa cuvete
do espetrofotometro. Quando esta enzima comega a converter o substrato em produto,

inicia-se a medigdo periddica da absorvancia [15].

O RX Daytona ¢ um analisador automatizado de quimica humida, completo, com um
software analisador incluido. As fung¢des de “software” do analisador incluem a facilidade
de interagir com um computador, para o download direto dos detalhes da scle¢do do
método de teste para amostras individuais. Este equipamento permite cfetuar a
determinagdo dos seguintes parametros: lonograma; Potassio (K); Cloro (Cl); Alanina
aminotransferase (ALT); Fosfatase alcalina; Albumina (ALB); Proteinas totais (TP);

Gama glutamil transferase (GGT); Aspartato aminotranferase (AST); Creatinina;
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Creatina quinase (CK); Fosforo; Calcio; Bilirrubina total (BILT); Bilirrubina direta
(BILD); Acidos biliares; Proteina na urina (UPROT); Creatinina na urina (UCRE);
Triglicerideos; Glicose; Acido trico (AU); Sodio (Na); Colesterol e Magnésio (Mg).

A amostra de sangue destinada para as provas bioquimicas ¢ colocada num tubo
sem anticoagulante. Assim que chega ao LPC, fica vinte minutos a repousar a temperatura
ambiente até que se forme um codgulo de fibrina como resultado da conversdo do
fibrinogénio em fibrina, obtendo-se assim o soro. Posteriormente a separa¢do da amostra
¢ efetuada com recurso a uma centrifuga, que efetua a centrifugacao a 3500 rpm, durante,
aproximadamente, 7 minutos. Apesar de ser possivel utilizar amostras de sangue total em
EDTA, que apds centrifugagdo ddo origem a obtencdo de plasma (fracdo liquida do
sangue que possui fibrinogénio) sempre que for possivel deve utilizar-se soro uma vez

que ¢ o mais indicado [16].

Apds a centrifuga¢do da amostra, o tubo centrifugado deve ser devidamente
avaliado macroscopicamente quanto ao aspeto, a turvacdo e a coloracdo que apresenta,
por forma a avaliar se hd presenca de artefactos, que possam de alguma forma
comprometer a interpretacdo dos resultados da analise. A existéncia de artefactos que
podem alterar as determinagdes bioquimicas sdo mais provaveis em situacoes onde ocorre

lipémia, hemolise ou hiperbilirrubinémia (14) [17].

Figura 12 —Diferentes tipos  Figura 13 —Diferentes tipos Figura 14 — Diferentes tipos de
de soro. Tubo de soro normal  de soro. Tubo de soro normal soro. Tubo em situacdo de
(Cortesia do LPC) (Cortesia do LPC) lipémia e hemolise,

consecutivamente (Cortesia do

LPC)
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2.3.1.1.  Relevancia clinica da determinacio dos diferentes parametros

bioquimicos
e Jonograma

Os eletrdlitos s3o substancias com capacidade de carregar carga elétrica e sdo
classificados como anides ou catides caso possuam carga negativa ou positiva,
respetivamente. Os eletrolitos doseados no LPC sdo os 10es mais frequentemente pedidos
na rotina: sddio (Na’), potassio (K*) e cloro (Cl'). Em conjunto, estes ides sdo Uteis para
avaliar o equilibrio eletrolitico que pode estar alterado em varias situagdes distintas pois
a sua regulacdo ¢ feita através de um conjunto de sistemas incluindo o sistema renal,
respiratorio, digestivo e tegumentar que por sua vez sao controlados pelo sistema nervoso
e enddcrino [18]. Para a medi¢do dos eletrolitos sdo usados sensores potenciométricos
com elétrodos seletivos de 10es (ISEs). A potenciometria consiste na medi¢ao da diferenca
de potencial elétrico entre dois elétrodos numa célula eletroquimica. Os elétrodos estao
em contacto com solucdes eletroliticas e conectadas por um condutor i6nico. Num dos
elétrodos, a solucdo eletrolitica equivale & amostra a analisar (ou quando ¢ feita a
calibragdo didria, equivale a solu¢do padrao/ calibrador), no outro elétrodo o potencial é
fixo, ja conhecido (elétrodo de referéncia). A diferenga de potencial assim gerada ¢
proporcional a concentracdo do ido a medir. Como se trata de ISEs, cada elétrodo tem
uma membrana com permeabilidade para uma espécie idnica especifica, sendo utilizados
trés elétrodos no LPC (um permeavel ao soédio, outro ao potassio e outro ao cloro) [19].
A calibragdo destes ides, no aparelho RX Daytona, ¢ feita todos os dias, uma vez que eles

sdo muito instaveis.
e Magnésio, Calcio e Fosforo

Magnésio: ¢ o quarto catido mais abundante presente no organismo e ¢ um cofator
essencial para o funcionamento e ativagdo de varias enzimas que participam nos
processos de glicolise, de transmissdo neuromuscular e de sintese de hidratos de carbono,
lipidos e 4acidos nucleicos. Também no caso destes ides, o0 mau funcionamento dos
mecanismos de regulagdo da sua concentragdo sérica causa desequilibrios,

nomeadamente hipomagnesémia e hipermagnesémia [20].

Calcio: ¢ um catido divalente que desempenha papéis primordiais em varios
mecanismos fisiolégicos nomeadamente na contracdo muscular, na transmissao nervosa,

em processos de ativagdo enzimadtica e na coagulagdo. O célcio pode encontrar-se na
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corrente sanguinea sob duas formas; na forma ionizada ou ligado a proteinas plasmaticas.
Pode detetar-se um aumento de valores normais de céalcio no soro (hipercalcemia) ou

redugdo da sua quantidade sérica (hipocalcemia) [21].

Fosforo: ¢ um anido que desempenha um papel muito importante nos mecanismos
de transdugdo de sinais, e sendo parte constituinte de varias moléculas, como os acidos
nucleicos, as enzimas, os principais reservatorios de energia sob a forma de ATP, e os
compostos importantes para a sobrevivéncia das células como ¢ exemplo o 2,3-
bifosfoglicerato, responsavel pela modulacdo da afinidade da hemoglobina para as
moléculas de oxigénio. E encontrado no soro nas suas formas inorganicas, nomeadamente

H,PO4 e HoPO?4, dependendo do pH [21].

e Avaliacdo da Func¢io Hepatica

O figado ¢ um orgdo do sistema digestivo que ¢ responsavel pelas seguintes
fungdes: armazena e transforma nutrientes; € responsavel pela sintese de novas
moléculas; a digestdo de gorduras, a excre¢do de metabolitos e substincias toxicas e a
producao da maior parte dos fatores de coagulagdo. A avaliacao de alteragdes hepaticas ¢

por isto importante, tendo repercussdes a varios niveis do organismo [22].

Os principais parametros laboratoriais que podem ser usados para avaliar o
funcionamento do figado incluem a determinagao de substancias que sdo libertadas como
resultado da ocorréncia de um dano tecidular, referindo as enzimas gama-glutamil
transferase (GTP), a aspartato aminotransferase (AST), a alanina aminotransferase (ALT)
e a fosfatase alcalina, e a determinagdo de substancias metabolizadas ou sintetizadas pelo
figado, destacando aqui as varias formas de bilirrubina, bilirrubina total, bilirrubina direta
e bilirrubina indireta. No LPC apenas sdo determinados os pardmetros de Bilirrubina

total e bilirrubina direta.
e Bilirrubina

A bilirrubina ¢ uma das principais substancias excretadas pelo figado, ¢ formada
no bago, como consequéncia da degradagdo dos gloébulos vermelhos, que ao serem
destruidos, provocam a libertacdo de moléculas de hemoglobina. Esta degradacdo da
origem a porcdo de bilirrubina indireta. A grande maioria da bilirrubina provém da

degradagdo do grupo heme da hemoglobina, ap6s a sua formagao liga-se a albumina e é
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transportada através da corrente sanguinea para o figado, sendo aqui conjugada com éacido
glucoronico. Esta Gltima porcao corresponde a bilirrubina conjugada ou direta, sendo esta

a porcao que pode ser excretada pelos rins por ser solivel em agua [23].

O doseamento da concentragdo sérica de cada uma das por¢des de bilirrubina
permite o diagndstico diferencial da ictericia. A ictericia deriva entdo de
hiperbilirrubinémia nio conjugada ou conjugada. A primeira situacdo € pré-hepatica (por
hemolise excessiva) ou hepatica (eliminagdo defeituosa de bilirrubina no sangue ou entdo
resultado de uma ineficiente conjugagdo com o acido glucordnico). Nestas situacoes €
detetado um aumento da bilirrubina total no soro devido ao aumento da fracdo de
bilirrubina ndo conjugada. Relativamente a segunda situagao referida, hiperbilirrubinémia
conjugada, pode ter origem hepatica ou pds-hepatica, sendo que nestas situacdes ha,

normalmente colestase intra ou extra-hepatica [23, 24].
e Enzimas Hepaticas

A determinagdo das enzimas hepaticas ¢ muito Util na detecdo de lesdes hepatocelulares
e na diferenciacdo de patologias de origem obstrutiva. Quando ocorre uma lesdo num
orgdo, existe a morte de algumas células que provocam o extravasamento do seu conteudo
para o meio exterior, nomeadamente de enzimas. As aminotransferases, Alanina
Aminotransferase (ALT) e Aspartato Aminotransferase (AST) sdo enzimas que catalisam
a interconversao de aminodacidos pela transferéncia de grupos amina, alanina e aspartato
respetivamente. Estas enzimas tém atividade em varios 6rgaos incluindo o coragdo, rins,
musculo-esquelético, pancreas e figado. Em condigdes normais os niveis da ALT no
sangue sdo baixos, porém quando ha uma lesdo hepdtica esta ¢ libertada para a corrente
sanguinea, mesmo antes de aparecerem sintomas visiveis, como a ictericia [23]. Sdo as
principais enzimas utilizadas para a detecdo clinica de lesdo hepatocelular e podem ser
ainda utilizadas como biomarcadores precoces para infe¢des virais e outras perturbagdes
hepaticas, uma vez que as suas concentragdes aumentam no soro mesmo antes de haver

manifestagdo de sintomas clinicos [24].
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e Fosfatase Alcalina

A Fosfatase Alcalina (ALP) catalisa a hidrélise alcalina de um vasto nimero de
substratos. Esta enzima esta também presente em diversos orgaos, valores elevados no
soro ocorrem principalmente quando ha alteragdes a nivel hepatobiliar ou a nivel dsseo,
sendo por isso maioritariamente usada para diagnostico ou monitorizacao de tratamentos
de patologias destes tecidos. A atividade no soro estd elevada essencialmente em
obstrugdes extra-hepaticas, sendo superior quanto maior o nivel de obstru¢ao. Do mesmo
modo, em casos avan¢ados de cancro do figado ou metéstases hepaticas também se pode
observar valores muito altos. Por outro lado, a atividade da ALP pode estar
moderadamente elevada ou até dentro dos limites de referéncia quando as principais
alteragdes ocorrem nas células do parénquima hepéatico (por exemplo em caso de doencas

infeciosas em que ndo se observa colestase hepatica) [23, 25].
e Acidos Biliares

Os acidos biliares sao produzidos no figado a partir do colesterol e excretados pela
bilis. A concentragdo sanguinea de acidos biliares pode estar elevada em situagdes de
doenca hepatica, sendo a sua quantificacio um relevante indicador de insuficiéncia
hepética [26]. O aumento da concentracdao de acidos biliares séricos, maioritariamente,
somente sdo detetados em casos severos de doenca hepatica, sendo portanto, esta a sua
principal limitagdo [27]. Os aumentos circulatdrios de acidos biliares ocorrem antes dos
aumentos das bilirrubinas totais durante as doencas hepaticas, ndo sendo ao contrario das
bilirrubinas afetados pelo jejum de curta duragdo (menor que 14 horas), no entanto podem

sofrer alteragdes em casos de jejum mais prolongado [28].
e Avaliacdo da Funciao Pancreatica

O pancreas ¢ uma glandula constituida por tecido enddcrino e exocrino, participa
no processo digestivo, auxilia na digestdo e na absor¢ao de nutrientes. O tecido endocrino
tem como principal fun¢do a produ¢do de hormonas, como a insulina e a glucagina, que
participam no metabolismo dos hidratos de carbono, o tecido exdcrino € responsavel pela

secrecao do fluido pancreatico [25]

A amilase pancreatica ¢ uma das enzimas liticas excretada pelo pancreas e cujo
doseamento no soro ¢ urina ¢ utilizado no diagndstico de patologias pancreaticas. A sua

determinagdo através do soro ¢ maioritariamente Util para o diagndstico de pancreatite
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aguda, onde se observa um aumento de quatro a seis vezes dos seus niveis de atividade
nas primeiras duas a doze horas apods o inicio dos sintomas, atingindo o pico as vinte e
quatro horas e retomando aos seus valores normais em trés a cinco dias devido a

eliminagdo renal. [24, 25]

e Func¢io Renal

Os rins sdo muito importantes para a sobrevivéncia do organismo humano, tendo
como principais fungdes a excre¢ao de compostos toxicos, a manutencao dos equilibrios
hidrico, eletrolitico e 4cido-base e a produ¢ao de hormonas. Adicionalmente permitem a
regulagdo do volume sanguineo através da capacidade de produzir a urina mais ou menos
diluida, a regulagdo da concentragdo dos principais ides (Na*, CI', K', Ca*", Mg*" e
HPO?'s) no sangue, secretando ainda quantidades variaveis de H' para auxiliar a
regulacdo do pH do liquido extracelular. Os rins tém ainda funcdes enddcrinas, sendo
responsaveis pela sintese de eritropoietina que regula a sintese de eritrocitos na médula
Ossea, sintetizando também vitamina D que € essencial para manter a homeostasia do

calcio no sangue [29].

As principais determinagdes analiticas que podem ser usadas para avaliar a fungao
renal sdo a creatinina, ureia e o 4cido Urico. O ionograma, ja abordado anteriormente, ¢
principalmente usado para monitorizagdo do equilibrio eletrolitico, podendo ser uma

ajuda complementar para compreender o estado da func¢do renal.
e (reatinina

A creatinina € o produto final da decomposicao de fosfocreatinina, produzida com
o intuito de ser eliminada na urina. A determinagdo deste parametro ¢ util no diagndstico
¢ monitorizacdo de distirbios renais cronicos ¢ agudos, assim como seguimento dos

doentes que realizam hemodialise [30].

A quantidade de creatinina produzida diariamente depende da massa muscular do
individuo e pode ser influenciada pela sua dieta (quantidade de carne ingerida). A
producdo de creatinina aparenta estar dependente da quantidade circulante, diminuindo a
produgdo quando aumenta a sua concentragdo sanguinea. Ainda assim, ¢ um bom
parametro para o céalculo de clearance renal (depuragdo de creatinina), servindo como

marcador da taxa de filtragdo glomerular (TFG), ja que a sua produgdo é constante e ¢
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livremente filtrada a nivel glomerular (apenas uma pequena parte € reabsorvida a nivel
tubular) de modo que, em condi¢des fisioldgicas a concentracdo plasmatica mantém-se
dentro de limites estreitos e ¢ relativamente constante, permitindo assim auxiliar o
diagndstico e tratamento de doengas renais bem como na monitorizagdo da dialise renal.

[31].
e Ureia

A determinagdo da concentracdo da ureia no soro, destaca-se como sendo outro
teste muito importante utilizado para avaliar a fun¢do renal. A ureia ¢ um produto do
catabolismo de proteinas e aminoacidos sintetizados a partir de amoénia, no figado, pela
acdo de enzimas do chamado “ciclo de ureia”) e ¢ predominantemente excretada na urina
(90%), sendo filtrada livremente pelos glomérulos e cerca de 40-70% ¢ reabsorvida
passivamente a nivel tubular. Estas caracteristicas permitem que a medicdo de ureia
sanguinea seja usada como indicadora da funcdo renal, no entanto estd comprovado e
demonstrado que os niveis de creatinina podem fornecer informagdes mais fiaveis.
Clinicamente a medi¢cdo da concentracdo de ureia em conjunto com creatinina tem
especial interesse. A presenca de elevadas concentracdes de ureia no plasma
acompanhado ¢ denominada urémia ou sindrome urémico e pode ser clinicamente
classificada como pré-renal, renal ou pos-renal de acordo com as causas que estdo na
origem do seu aparecimento. As concentracdes plasmaticas de ureia de cada pessoa
variam consoante varios fatores pré-renais nao relacionados com a fungao renal incluindo
dietas ricas em proteinas, reabsor¢ao de proteinas plasmaticas em casos de hemorragias
gastrointestinais, aumento do catabolismo proteico, tratamentos com cortisol ou analogos,
diminui¢do da perfusdo renal e desidratacio [29-32]. Em casos de obstru¢do pds-renal ou
azotemia, doencas ou falha renal, ambos os compostos (ureia e creatinina) apresentam-se
elevados, observando-se, no entanto, maior subida dos niveis de ureia, o que também
resulta na elevagdo do racio ureia: creatinina. As presencgas de racios mais baixos podem
estar associados a malnutri¢do (défice de consumo de proteinas) ¢ doenca hepatica severa
[32]. Contudo, a concentracdo de ureia no soro ndo depende exclusivamente da fungao
renal, sendo influenciada também pela dieta do individuo, pela fun¢do hepatica, pelo grau

de hidratacdo do individuo e pelo aumento do catabolismo proteico [31, 32].
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e Acido Urico
A determinacdo deste parametro ndo ¢ de todo a mais importante na avaliagdo da
funcdo renal uma vez que, existem muitos fatores ndo renais que influenciam a sua

concentracdo plasmatica. Ha diversas patologias que levam a um aumento

(hiperuricemia) ou diminui¢@o (hipouricemia) dos niveis de 4cido urico no sangue [33].

e Metabolismo Lipidico

Os lipidos sdo essenciais em varios processos do organismo, sao constituintes de
hormonas, servem como fonte de energia, sdo componentes estruturais da membrana
plasmatica e auxiliam processos digestivos. No entanto, também estdo associados a
patologias comuns como doenca cardiovascular, enfarte do miocardio, acidentes
vasculares cerebrais e doenca vascular periférica [34]. Os lipidos com maior relevancia
clinica tendo em consideracdo as doengas mais comuns, sdo os triglicerideos e o

colesterol.

e (Colesterol

O colesterol ¢ um alcool do grupo de esterdis que € percursor ou parte integrante
de sais biliares, hormonas, membranas plasmadticas e outras moléculas ou estruturas
especializadas. O principal local da sintese do colesterol ¢ o figado. A determinacdo da
concentragdo plasmatica tem como principal finalidade o diagnostico ou seguimento do
tratamento de doencas que envolvem excesso de colesterol no sangue e perturbagdes do

metabolismo de lipoproteinas (dislipidemias) [35].
e Triglicerideos

A determinagdo deste parametro ¢ diversas vezes realizada em conjunto com
outros lipidos na rotina laboratorial. Os triglicerideos s3o constituidos por trés acidos
gordos e glicerol e sdo excelentes reservas de energia. Cerca de 90% dos lipidos ingeridos
na dieta sdo triglicerideos e, apds absor¢do intestinal sdo transportados na corrente
sanguinea por quilomicrons juntamente com os fosfolipidos e colesterol exdgenos. Na

sua avaliagdo ¢ de extrema importancia que haja um jejum prolongado, uma vez que a
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ingestdo de alimentos pode favorecer o aumento dos triglicerideos em circulacdo, levando

a que o valor determinado tenha um erro por excesso [35, 36].
e Determinacao da Glicose

A espectrofotometria tem como base a medi¢do da intensidade de um feixe de luz
emitido dentro de um determinado comprimento de onda. Quando um feixe de luz incide
numa cuvete que contém a amostra a analisar, ¢ absorvida numa por¢do de energia e
emitida a luz ndo absorvida, que ¢ transmitida ao detetor, onde o sinal de energia luminosa
¢ convertido em energia elétrica, este valor ¢ registado no computador incorporado. De
acordo com a Lei de Lambert-Beer que descreve a relacio entre a transmissdo de luz e a
espessura da camada do meio absorvente, € possivel estabelecer uma relacdo diretamente
proporcional entre a quantidade de luz absorvida e a concentragdo de um analito, no
presente caso a glicose. A glicose ¢ a principal fonte para a producdo de energia no

organismo, sendo também uma importante precursora de diversos constituintes [37].

A glicose existente no organismo deriva essencialmente da digestdo de hidratos
de carbono (HC) provenientes da dieta. Se a ingestdo caldrica for superior a energia con-
sumida, ocorre a regulagao dos niveis de glicose através da conversao em glicogénio (gli-
cogénese) que ¢ armazenado no figado ¢ no musculo, e em triglicerideos que sdo arma-
zenados no tecido adiposo. A doenga mais frequente no que diz respeito ao metabolismo
dos HC, e a qual se diagnostica através do doseamento de glicose ¢ a Diabetes Mellitus
(DM), que se manifesta analiticamente por niveis altos de glicose no sangue, devido a sua
inadequada utilizag¢ao pelo organismo. A DM classifica-se em tipo I e tipo 2, existindo,
no entanto, outros tipos especificos consequentes de patologias subjacentes. As suas ma-
nifestacdes devem-se, essencialmente, a deficiente produgdo ou agdo da insulina, que em
condi¢des normais ¢ produzida em resposta aos niveis elevados de glicose na corrente
sanguinea, com o intuito de promover a entrada de glicose nas células, normalizando as-

sim a glicémia [38].

2.3.1.2. Rotina Laboratorial na area de Bioquimica Liquida

A area da Bioquimica Liquida foi uma das areas, que também tive a oportunidade
de aprofundar ao longo do meu estagio curricular. Através do acompanhamento da rotina

do LPC, tive a oportunidade de aprofundar o meu conhecimento sobre a importancia de
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cada parametro analisado pelo aparelho Daytona, e em que situagdes sdo solicitados esses
parametros. Dou como exemplo o dacido urico, que ¢ um pardmetro solicitado
essencialmente para aves. No periodo compreendido de 1 de outubro de 2019 a 12 de
margo de 2020, foram realizadas 3645 analises. No laboratdrio, o doseamento de Na*, K*
e Cl" (comumente designado Ionograma) ¢ uma das analises de rotina mais solicitadas.
Segue-se ainda a creatinina, pardmetro muito util no diagndstico e monitorizacdo de

problemas.

Bioquimica Liquida

Figura 15- Analises Bioquimicas (n=3645)

Legenda: Iono- Ionograma; K-Potassio; CL- Cloro; ALT- Alanina aminotransferase; FA-
Fosfatase alcalina; ALB- Albumina; TP- Proteinas totais; GGT- Gama glutamil
transferase; AST- Aspartato aminotransferase; Creat- Creatinina; CK- Creatina quinase;
Fosf- Fosforo; Ca- Calcio; BILT- Bilirrubina total; BILD- Bilirrubina direta; A.BIL-
Acidos Biliares; UPROT- Proteina na urina; UCRE- Creatinina na urina; TRIG-
Triglicerideos; GLU- Glicose; A.U- Acido urico; Na- Sodio; COL- Colesterol; Mg-

Magnésio
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2.3.2. Bioquimica Seca

Em relacdo a Bioquimica Seca, a sua determinacdo ¢ efetuada pelo aparelho
Catalyst One (IDEXX). Este aparelho ¢ frequentemente utilizado pelos Médicos
Veterinarios em hordario extra-laboral do Laboratorio de Anélises Clinicas, ou seja, apenas
em regime de urgéncia. O seu método analitico baseia-se no uso de uma abrangente gama
de “clips/slides” de provas bioquimicas pré-carregadas, para posterior analise de varios
parametros bioquimicos em conjunto ou de forma isolada. Na tabela seguinte, apresento
os parametros correspondentes a cada um dos Clips e ainda o conjunto de parametros que
podem ser avaliados individualmente. E de salientar que o UPC Painel é o racio
proteina/creatinina na urina sendo que para a sua determinagao utiliza-se o sobrenadante
da urina centrifugada. O QC Clip ¢ o clip do controlo de qualidade. Os clips constituem
uma forma mais pratica de organizar os pedidos no &mbito da dinamica clinica hospitalar.
Cada clip inclui um conjunto de determinagdes adequadas a determinada situagao clinica,

o conjunto de clips disponiveis e as suas possiveis determinagdes, estao discriminados na

tabela n°1.
Tabela 1- Tabela representativa dos parametros e clips usados
na Bioquimica Seca (Cortesia do LPC)
Bioauimica | Abrevi- | CLIP| CLIP | CLIP 15?'E"Pui cu| upc |cu| ac ;I:;sus
9 aturas | 17 | 15 | 10 A"\ pg | PAINEL| P4 | CLIP :
nos) duais
Albumina ALB \% \% \% \% \% \%
Fosfatase alcalina | ALKP \% \% v % \% % %
Alanina Amino- ALT v v y v y v
transferase
Amilase AMYL \% \%
Aspartato Amino- AST v v v
transferase
Nitrogénioda | g, | v | v | v v v
ureia no sangue
Calcio Ca \% \% \% \% \%
Colesterol CHOL
Creatinina Qui- K v v
nase
Creatinina CREA \ \% \% \ ' '
Cloro cl %
Frutosamina FRU '
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mnstorase | 99T | v | ¥ v v
Glicose GLU \ v v \% \% \%
Potassio K \% \%
Lactato LAC

Lacta;:nlzsjdro LDH y "
Lipase LIPA \%

Magnésio Mg \%
Sédio Na v
Amoénia NH3 \% \%
Fenobarbital PHBR \%
Fosfato inorganico | PHOS v \% \%

Bilirrubina Total TBIL \% \% \% \%

Proteinas Totais TP \% \% \% \% \%
T4 Total TT4 \

Triglicerideos TRIG \%
Creal'j|rri1r|]r;a na UCRE v

Proteina na Urina | UPRO \%
Acido Urico URIC v

2.4. Analise de Urina
O exame de urina ¢ um método muito util para a avaliacdo de diagnostico de
doencgas do trato urinario, mas também pode refletir a presenca de doengas sistémicas

[39,40]. A analise completa de urina inclui:
- Avaliacdo das caracteristicas fisicas (cor, turbidez e densidade);

-Avaliacdo dos parametros bioquimicos (pH, nitritos, proteinas, glicose, corpos

cetonicos, urobilinogénio, bilirrubina e hemoglobina/sangue);

- Exame microscopico do sedimento urindrio onde podem ser visualizados

eritrocitos, leucocitos, bactérias, fungos, c€lulas epiteliais, cristais ¢ cilindros.

Estes componentes devem ser analisados em conjunto para evitar interpretagdes

erradas dos resultados laboratoriais. [41]

Para a obten¢do de resultados fidedignos de uma analise de urina, esta deve ser
colhida ¢ manuseada de forma apropriada ¢ antes de ser iniciado qualquer tratamento
[42]. As principais técnicas de colheita realizadas no HVUTAD sdo: mic¢do espontanea,
algaliacdo e cistocentese, no entanto a técnica mais utilizada pelos médicos veterinarios

¢ a cistocentese. A colheita de urina pela via de micgdo espontanea ¢ o método mais
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simples e sem risco, porém a amostra pode estar contaminada com células ou mesmo
bactérias, localizados na uretra distal, no trato genital, na pele ou no pelo. O primeiro jato

de urina deve ser descartado, sendo indicado aproveitar o jato médio [43,44].

A técnica de algaliacdo requer a insercao de uma algalia via uretral, o que contribui
para prevenir o problema da contaminagdo exterior. Contudo, se ndo for manuseada
corretamente, pode provocar traumatismo e hemorragia ou infecdo iatrogénica. Na
extremidade distal da maioria das algalias existe um sistema de recolha de urina por
aspiracao através de uma seringa. Os primeiros mililitros de amostra sdo geralmente
descartados, devido a possibilidade de contamina¢do causada pela inser¢do da algalia a

medida que progride na uretra. [45,46]

A técnica de cistocentese ¢ utilizada com o intuito de recolha estéril, mas so €
possivel realizar este método quando a bexiga esta cheia o suficiente para conseguir ser
localizada e isolada. Este procedimento deve ser, idealmente, realizado com os pacientes
calmos e devidamente contidos, podendo ser efetuado com o auxilio de uma sonda
ecografica para possibilitar uma melhor visualiza¢cdo da bexiga, principalmente nos casos

em que esta ndo se encontra muito distendida. [47]
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2.4.1. Procedimento de analise de urina de rotina

Independentemente do método de colheita, quando a amostra chega ao
Laboratoério ¢ dada entrada do pedido, e preenchida uma requisi¢o (a requisi¢do utilizada
no LPC ¢ apresentada na Figura 16). Devem ser registadas informagdes como: a
identificacao do animal (nome e o nimero do QVET); a data e a hora em que a amostra
foi recolhida; método da colheita; a data ¢ a hora da analise. Adicionalmente, a amostra
deve ser devidamente identificada com os dados do paciente. Todas as amostras

permanecem refrigeradas a 5°C até ao momento da analise.

Laboratorio de Patologia Clinica do HVUTAD
Exame de urina

Tuor______ Nomedoanimal:

Espécie: Idade: Género: Raga:_

NeQVET ____ N°LPCL

EXAME COMPLETO DE URINA: Ui
Técnica de colheita: Micgao
ASPECto Macroscopi

Densidade:

Glicose:

Bilirrubina.

Exame micro

Figura 16- Requisi¢ao que ¢ preenchida no LPC (Cortesia do LPC)

2.4.1.1. Carateristicas Fisicas

A cor e a turbidez da urina sdo avaliadas macroscopicamente. A cor ¢ um aspeto
muito variavel, no entanto o normal seria incolor ¢/ ou amarclo muito claro a amarelo-
escuro. A cor da urina a deve ser interpretada a luz do histérico do paciente e do estado
de hidratagdo no momento da amostragem. A urina ¢ amarela devido a presenca do
pigmento de urocrémio e a sua tonalidade varia de acordo com a concentra¢do da urina.
A urina mais concentrada ¢ normalmente mais escura em comparagdo com a urina mais
diluida, no entanto, a cor da urina ndo deve ser utilizada para avaliar a densidade da urina,

dado que ndo ¢ uma medida direta da mesma [48].
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As alteracdes a cor normal estdo agrupadas na tabela n° 2. As cores anormais que
sao mais comumente observadas sdo vermelho, castanho e preto, e sdo resultantes,
essencialmente, de hematuria, hemoglobintria/ mioglobintria e bilirrubinaria [49]. Se
ocorrer hematuria, a urina aparece turva e de cor vermelha e, ap6s a centrifugacdo, o
sobrenadante aparece translicido. A urina com um tom vermelho ou vermelho
acastanhado geralmente ¢ assim devido a eritrocitos, hemoglobina ou mioglobina. A
bilirrubina confereuma cor amarela-escura ou castanha a urina [50]. Existem vérios
fatores e constituintes que podem alterar a cor da urina, incluindo substancias ingeridas
ou diversos compostos presentes em situagdes de doenga. Coloragdes de urina de cor
laranja e/ou azul e/ ou verde também podem estar associadas a excre¢do urindria de
drogas e/ ou metabdlitos de drogas (exemplos: azul de metileno; indometacina,

rifampicina, etc..).

Tabela 2- Causas da cor anormal da urina [45]

Rosa avermelhada Hemattiria, Hemoglobinuria, Mioglobintria

Castanho avermelhada Hemataria, Hemoglobinuria,
Mioglobinuria e Metemoglobina

Castanho/Preto Metemoglobina (de hemoglobina ou

mioglobina), Pigmentos biliares

Laranja-amarelada Urina altamente concentrada,
Bilirrubinuria
Azul/ verde-amarelada Bilirrubina, infe¢do por Pseudomonas

De uma maneira geral uma amostra de urina normal ¢ limpida ou transparente, no
entanto muitas vezes surgem urinas opacas, leitosas, levemente turvas, turvas ou muito
turvas. A turvacdo geralmente estd associada a presenca de leucocitos (confirmada por
sedimentacdo e observagdo microscopica); bactérias (produzem opalescéncia uniforme e
frequentemente estas urinas apresentam cheiro amoniacal pelo desdobramento da ureia
pelas bactérias); eritrocitos (promovem turvagao que ¢ confirmada microscopicamente);

células epiteliais; espermatozoides; muco; leveduras [45].
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A densidade da urina esta inteiramente relacionada com a osmolalidade urinaria,

permitindo definir o estado de hidratacdo do animal. A densidade da urina no

LPC-HVUTAD ¢ determinada através do aparelho refratémetro (ATAGO).

Figura 17 — Exame Macroscopico; Figura 18 — Exame Macroscopico; Espécie:
Espécie: Cavalo; Cor: L ) k.
Amarela/Alaranjada: Turbidez: Cavalo; Cor: Amarela; Turbidez: Muito turva
Limpida (Cortesia LPC) (Cortesia LPC)

Figura 19 — Exame Macroscopico; A- Espécie: Felideo; Cor:
Avermelhada; Turbidez: Turva (Cortesia LPC)
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Figura 20 — Exame Macroscopico; A- Espécie: Felideo; Cor:
Transparente; Turbidez: Limpida (Cortesia LPC)

Figura 21 — Exame Macroscopico; A- Espécie: Canideo; Cor:
Acastanhada; Turbidez: Muito Turva (Cortesia LPC)
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2.4.1.2. Analise bioquimica da urina

A andlise bioquimica da urina € realizada no Laboratoério, através de tiras reativas,
Tiras Combur 5 Test HC - Roche®, que possuem areas que contém reagentes quimicos
que em contacto com a amostra de urina, revelam a positividade por modificag¢des de cor.
A tira € posteriormente comparada com uma escala colorimétrica. Os parametros
quimicos avaliados sdo: pH, nitritos, proteinas, glicose, corpos cetdnicos, urobilinogénio,
bilirrubina e sangue [51]. Apesar das tiras Combur 5 serem consideradas um método de
referéncia em medicina veterinaria, a densidade da urina e a presencga/auséncia de
leucdcitos na urina ndo sdo considerados parametros fidedignos e por isso ndo se tem em
consideragdo a sua leitura. No caso da avaliacdo da densidade urindaria, esta ¢ avaliada
através do uso do refratobmetro e no caso dos leucdcitos a sua presenga/auséncia €

determinadas através da analise do sedimento urinario [39,51].

Por ultimo, passo a descrever o exame microscopico do sedimento urinario. Para
efetuar este exame, deve ser separada previamente uma pequena quantidade de amostra
num tubo de centrifugacdo em polipropileno, vulgarmente designado de “eppendorf”,
sendo posteriormente colocada a centrifugar. A centrifuga utilizada ¢ a Pro-Vet
(CENTURIAN), sendo a urina centrifugada a 3500 rpm, durante 5 minutos. Apos a
centrifugacdo, descarta-se o sobrenadante, o “pellet” sofre ressuspensiao e procede-se a

visualiza¢ao do sedimento, entre lamina ¢ lamela.

Para analisar o sedimento sem este estar corado € necessario recorrer a
microscopia de contraste de fase, baixando o condensador e fechando o diafragma. Num
exame microscopico do sedimento urindrio devemos avaliar a presenca de eritrocitos,
leucéceitos, celulas epiteliais, cilindros, cristais, microorganismos, parasitas e
espermatozdides. Quanto ao tipo de células que pode ser observado mais frequentemente,
destacam-se as células epiteliais de descamagdo, os leucdcitos e eritrocitos.
Relativamente aos microrganismos que geralmente sdo identificados em amostras de
sedimento urinario referem-se as leveduras, os fungos ¢ bactérias. Destacam-se ainda
diversos tipos de cilindros que podem facilmente ser detetaveis recorrendo a objetiva de
maior ampliacdo (x40), utilizando sempre o condensador baixo, para permitir um maior
contraste dos componentes observados. A presenca de cristais (cristalaria), ¢ bastante
comum em algumas espécies de animais, como os gatos por exemplo. A natureza dos
cristais estd estreitamente associada ao pH da urina. Deste modo, sdo exemplos de cristais

de urinas alcalinas: o fosfato de cdlcio, o fosfato de amdnio-magnesiano (estruvite), o
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urato de amonio, o carbonato de calcio, o oxalato de calcio dihidratado e os fosfatos
amorfos. Em contrapartida, face aos cristais observados em urinas acidas destacam-se: os
cristais de cistina, de tirosina, de oxalato de calcio monohidratado, de acido urico, de
leucina, de uratos amorfos e de biurato de amonia, de urato de sddio, de oxalato de calcio
dihidratado, de bilirrubina e de xantina. Os cristais mais comumente encontrados em
urinas de cdes e gatos sdo os cristais de estruvite, os de fosfato de amonia, os de oxalato

de calcio dihidratado e os de oxalato de calcio monohidratado [52,53].

Figura 22— Exame microscopico do sedimento urinario (40x);
Espermatozodides no sedimento urinario de gato; Sexo: Macho; Idade:

2 Anos; Método de Recolha: Cistocentese (Cortesia do LPC)

Figura 23— Exame microscopico do sedimento urinario (40x);
Eritrocitos € um leucdcito no sedimento urindrio de gato; Sexo:
Macho; Idade: 2 Anos; Método de Recolha: Cistocentese (Cortesia do
LPC)
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Figura 24 — Exame microscopico do sedimento urinario (40x);
Células de descamacgdo, leucoécitos, eritrocitos e bactérias no
sedimento urinario de gato; Sexo: Fémea; Idade: 13 Anos; Método de

Recolha: Cistocentese (Cortesia do LPC)

Figura 25— Exame microscopico do sedimento urinario (40x); Cristais
de estruvite no sedimento urinario de cdo; Sexo: Macho; Idade: 2

Anos; Método de Recolha: Cistocentese (Cortesia do LPC)

Figura 26 —Exame microscopico do sedimento urinario (40x); Célula
epitelial e eritrocitos no sedimento urinario de gato; Sexo: Fémea;

Idade: 13 Anos; Método de Recolha: Cistocentese (Cortesia do LPC)
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2.4.2. Rotina Laboratorial na area das Analises de Urina

A andlise de urina foi uma area que aprofundei ao longo do meu estagio curricular,
tendo tido a oportunidade de realizar todos os procedimentos, desde a avaliagdo de
caracteristicas fisicas de urina ao exame do sedimento urindrio. Este acompanhamento
possibilitou-me a recolha de fotografias de vdarios elementos que constituem um
sedimento urindrio. Ao longo do meu estagio tive a oportunidade de realizar 175 anélises
de urina. Na figura 17 apresento distribuicdo das amostras de urina analisadas, por
espécie. Na categoria, outras espécies, foram analisadas amostras de urina de ouricos,

porcos da india, coelhos ¢ uma arara.

Analise U-II

B CAES
B GATOS
m OUTROS

Figura 27- Analises de Urina tipo II realizadas no LPC em funcgéo da espécie animal

(n=175)
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3. Capitulo 3: Atlas de Analise de Urina em Medicina Veterinaria

Um Atlas pode entender-se como um conjunto de dados, muitas vezes sob a forma
de imagem, sobre determinado assunto, sistematicamente organizados e que servem de

base para a constru¢ao de informagao daqueles que a necessitarem.

O projeto que que desenvolvi ao longo do meu estagio foi, um Atlas de Analise
de Urina em Medicina Veterinaria sobre diferentes espécies animais. Trata-se de um Atlas
em formato digital, permitindo assim que qualquer pessoa tenha acesso “online”, de uma

forma mais rapida e simples a informagao compilada, em qualquer parte do mundo.

O atlas, temporariamente, encontra-se em fase de construgdo no qual serdo,
gradualmente, inseridas imagens com o intuito de o tornar mais apelativo e completo. O
projeto serd, entretanto, retomado, pelas minhas coordenadoras, Professoras Felisbina
Queiroga e Ana Cristina Ferreira, uma vez que infelizmente foi interrompido a 12 de

marg¢o de 2020 devido a situacao pandémica relacionada com o Covid-19.

As imagens recolhidas da urina, e que estardo inseridas no atlas, fazem parte do
repositério do LPC do HVUTAD e foram imagens recolhidas durante o periodo do meu
estagio, no decorrer do acompanhamento da rotina laboratorial. As imagens estardo
divididas em aspetos macroscOpicos € aspetos microscopicos. A nivel macroscopico sera
demonstrada a avaliacdo da cor e da turbidez da urina, neste ponto serdo disponibilizadas
imagens representativas destes aspetos em diferentes espécies animais. A nivel do exame
microscopico, serdo facultadas imagens dos diferentes elementos que constituem um
sedimento urinario, quer seja ele normal ou alterado, nomeadamente eritrécitos,
leucécitos, artefactos, células epiteliais, cristais, espermatozoides, microrganismos €

parasitas.

Por fim, ¢ importante salientar que se trata de um projeto dinamico, que exige uma
elevada responsabilidade seja ao nivel da programagio do sitio da internet, quer a nivel

do contetdo que sera disponibilizado (Figura 28).
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EXAME MACROSGOPICO

EXAME MIGROSGOPICO

Outras Informagécs

utal

| |+ ARTEFACTOS
EXAME MACROSCOPICO

4 CELULAS
EPITELIAIS

EXAME MIGROSGOPIGO —————

¢ CRISTAIS

4 ERITRGCITOS

4 ESPERMATOZOIDES
+ LEUCOCITOS

4 MICROORGANISMOS
+ PARASITAS .

Figura 28— Protétipo do Atlas de Analise de Urina em
Medicina Veterinaria
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Conclusio

Posso comecar por concluir que todos os objetivos propostos foram alcancados,
integrei totalmente a rotina do LPC, aprofundei o meu conhecimento sobre os diferentes
aparelhos que constituem o laboratorio, sobre as técnicas utilizadas, sobre os parametros
avaliados e acima de tudo, como funciona a atividade laboratorial em contexto hospitalar,

com diferentes casos clinicos nos animais.

Esta experiéncia ao longo do meu estagio foi bastante gratificante e muito
enriquecedora, ndo s6 a nivel de aprendizagem, mas também por me permitir trabalhar
com uma equipa de profissionais experientes, sempre prontos a auxiliar-me. Muito do
conhecimento demonstrado ao longo deste relatorio advém da experiéncia transmitida por

toda a equipa constituinte do LPC.

Este acompanhamento diario da rotina do laboratdrio permitiu-me desenvolver
um espirito critico, relativamente a interpretacdo dos resultados das analises e ainda
aprofundar o meu conhecimento sobre diversas patologias que os animais podem

apresentar.

Por fim, devo salientar, que o estagio curricular ¢ no fundo uma ferramenta de
aperfeicoamento das técnicas e procedimentos tedricos assimilados ao longo do primeiro
ano do mestrado em Biologia Clinica Laboratorial, ficando extremamente saliente a
compatibilidade da formagdo académica oferecida com a pratica executada num contexto

real de trabalho.
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