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Resumo

O presente relatorio documenta o meu estagio curricular em analises clinicas no
ambito do Mestrado em Bioquimica, no servico de Patologia Clinica (SPC) no Centro
Hospitalar Tamega e Sousa (CHTS), na unidade Padre Américo (UPA), em Penafiel,
com a duracao de 1200 horas, iniciado no dia 03 de setembro de 2018 e concluido

com sucesso no dia 31 de marco de 2019.

O principal objetivo deste estagio consistiu na integracdao no SPC dessa unidade
hospitalar através da realizacdao de atividades de rotina laboratorial de modo a
compreender e adquirir boas condutas que garantissem a qualidade do servico ao
longo de todo o processo analitico (fases pré-analitica, analitica e pds- analitica) e,
para terminar, que culminassem no desenvolvimento de competéncias avancadas a

nivel profissional.

Neste relatorio descrevem-se as atividades realizadas, tendo como ponto de partida o
processo de integracdo do doente, passando pela colheita das amostras, a sua
rececao, a triagem e, finalmente, o desenvolvimento de diferentes valéncias nas

distintas areas do laboratério: Bioquimica, Hematologia, Imunologia e Serologia.
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Abstract

This report documents my curricular internship of Clinical Analysis in the scope of the
master's degree in biochemistry, performed in the Clinical Pathology Service (SPC),
at the Tamega and Sousa Hospital Center in the Padre Américo Unit (UPA), in Penafiel
lasting 1200 hours. This internship focuses on my integration in the SPC with the main
objective of acquiring the technique skills in laboratory routine, to ensure the quality
of the service throughout the analytical process (pre-analytical, analytical and post-

analytical) and to develop advanced skills at the professional level.

The internship included the process of integrating the patients, sampling, sample
reception, screening process and the analytical process. The final objective was the
development of different skills in the various areas of the laboratory: Biochemistry,

Hematology, Immunology and Serology.

Keywords

Biochemistry, Hematology, Immunology and Serology.
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Introducao

A missao do Servico de Patologia Clinica consiste na analise de amostras biologicas dos
doentes integrados na unidade hospitalar de modo a garantir a qualidade dos resultados dos
exames laboratoriais, no periodo mais curto possivel, para facilitar o diagndstico das
patologias dos doentes, nas areas de Bioquimica, Hematologia, Imunologia, Serologia e

Microbiologia.

No decorrer do estagio, acompanhei todo o processamento laboratorial desde a fase pré-
analitica a pos-analitica, sendo de referir, que a fase pos-analitica foi apenas observacional,
pois esta é efetuada apenas por um patologista clinico especializado. Ao longo de todo o
processo, tive uma apresentacdo minuciosa da parte de todos os técnicos e fui-me

familiarizando com a organizacao e funcionamento de cada setor.

Ao ter a oportunidade de acompanhar diferentes etapas durante todo o processo analitico,
pude observar a execucao de alguns procedimentos comuns a todas as valéncias, tais como:
manutencao diaria dos equipamentos; preparacao de reagentes e reconstituicao de controlos
e calibradores; programacao de amostras, calibradores e controlos; garantia da qualidade
através da avaliacao do Controlo de Qualidade Interno (CQl), Avaliacao Externa de Qualidade
(AEQ) e ainda, adquirir conhecimentos aprofundados dos equipamentos e metodologias

analiticas dos diferentes setores.

O estagio teve a duracao de 1200 horas com inicio em setembro de 2018 e com final em
marco de 2019. Inicialmente consistiu em compreender o funcionamento e organizacao geral
do laboratério abordando principios basicos de seguranca laboratorial, gestao de residuos
hospitalares e laboratoriais, materiais especificos de colheita de amostras e familiarizacao
com os procedimentos informaticos. Foi também integrada a rotina dos assistentes
administrativos implicando a integracao e confirmacao de dados do doente e triagem dos

tubos de colheita por setor.



O laboratorio é dividido por varias valéncias, nomeadamente: Bioquimica, Hematologia,
Microbiologia, Imunologia e Serologia, sendo que, durante o estagio, permaneci um més em
cada um destes setores, a excecao da microbiologia onde, por razdes organizacionais, apenas
tive a oportunidade de observar o processo de trabalho ao longo duas semanas. A integracao
em cada um destes setores permitiu desenvolver e aplicar técnicas analiticas e compreender
os principios basicos dos métodos e a sua aplicacdo nos diferentes equipamentos, perceber os
componentes principais, principio de funcionamento e manutencdo dos analisadores, efetuar
e interpretar valores de referéncia e valores criticos, garantir o CQl e a AEQ. O CQl
corresponde a um registo intralaboratorial utilizado diariamente para o controlo da
reprodutibilidade dos resultados das analises a realizar através de soros comerciais, com
valores analiticos conhecidos e designados pelo nivel alto, médio ou baixo para avaliacao da
precisao dos ensaios. A AEQ é um controlo interlaboratorial que consiste na avaliacao dos
resultados do laboratorio por um Organismo Exterior de Qualidade. Foi também possivel
observar e executar alguns procedimentos integrados na rotina laboratorial, tais como a
manutencao diaria e semanal dos equipamentos, preparacao de reagentes, reconstituicao de
controlos e calibradores e ainda a programacao de controlos, calibradores e amostras dos

equipamentos automatizados.

Como tal, nas proximas paginas pretendo documentar de forma mais precisa e detalhada a

experiéncia que adquiri em cada uma das areas deste SPC.






1. Caracterizacao do Laboratério

O Centro Hospitalar de Tamega e Sousa é constituido por duas unidades hospitalares: a

Unidade Padre Américo (UPA), em Penafiel, e a Unidade de Sao Gongalo (USG), em Amarante.

A UPA situa-se na zona de Vale de Sousa, em Guilhufe, Penafiel e foi inaugurada em 27 de
outubro de 2001. O hospital é constituido por um edificio principal com 11 pisos e um outro

edificio dirigido ao departamento de Psiquiatria e Salde Mental.

0 SPC e as salas de colheitas estdo localizadas no piso 3 da unidade hospitalar principal. E
constituido pela area administrativa e pela area técnica que inclui a sala de colheitas, sala de
rececao, sala de separacdao de amostras, urinanalise, bioquimica, imunologia e serologia,
hematologia, microbiologia, uma sala de reunides/biblioteca e uma sala de convivio para os

funcionarios.

0 SPC funciona das 8:00 horas as 16:00 horas para o servico de consulta externa (em dias
Uteis) e 24 horas por dia para as urgéncias e internamentos (servicos prioritarios). A equipa de
trabalho do laboratério de Patologia clinica do CHTS, sob a direcao e coordenacdo da Dr.?
Marilia Dias é composta por médicos patologistas, técnicos de diagndstico e terapéutica

(TDT), assistentes administrativos e assistentes operacionais.

Os servicos do SPC utilizam o sistema informatico “Clinidata XXI” que permite a inscricao do
paciente, o controlo da entrada de amostras, gravacao e posterior validacao dos resultados,
acesso a identificacdo, bem como o historial clinico, valores criticos e ligacdo on-line Host-
Query Mode'. Para uma rapida transferéncia de dados entre toda a unidade o “Clinidata Net”
permite a intercomunicacao entre os diferentes servicos do hospital e do laboratério. Para

além dos softwares referidos anteriormente e que sao extremamente valiosos do ponto de

' Protocolo de ligacdo em rede entre os diferentes equipamentos do laboratério.



vista organizacional ao permitir enviar e receber dados com extrema rapidez, existem ainda
outros softwares como o “Sonho” e “Alert” que fazem parte do sistema informatico de

softwares de gestao ligados em rede ao “Clinidata”.

E importante referir que o laboratério se encontra apetrechado com o mais sofisticado
equipamento automatizado e que todos os protocolos de funcionamento sao verificados
diariamente de acordo com o controlo de qualidade, nomeadamente a calibracao e reagentes

sempre de acordo com as recomendacdes do fabricante de cada equipamento.






2.Controlo de Qualidade

O controlo de qualidade é um componente essencial em todos os laboratorios clinicos para
manter a exceléncia dos padrdes laboratoriais que permitam o diagnostico adequado da
doenca, o atendimento ao paciente e resultando no fortalecimento geral do sistema de

satde. ' O processo analitico é dividido em trés fases: pré-analitica, analitica e pds-analitica.

A fase pré-analitica consiste no pedido do exame médico, preparacdo do doente, colheita,
transporte da amostra e, sempre que se verifique, identificacao e critérios de rejeicao da
amostra. A fase analitica corresponde a todo o processo analitico onde se aplicam os
conceitos de AEQ e CQl e a fase pos-analitica incide, maioritariamente, na validacao dos

resultados.

O objetivo do laboratério clinico é fornecer informacdes Uteis para a detecao, diagnostico e
monitorizacao da doenca e como tal, deve garantir a qualidade do processo extra-analitico e
analitico com base em critérios bem definidos. Deste modo, deve desenvolver e implementar
um sistema interno de controlo de qualidade devidamente projetado para detetar erros e
comparar os dados recolhidos com os de outros laboratorios através do controlo de qualidade
externo. Esta ferramenta permite confirmar o cumprimento dos objetivos definidos e, em

caso de erros, permite acdes corretivas e garante a fiabilidade dos resultados. 2

Em relacao ao CQl, trata-se antes de mais de um registo intralaboratorial utilizado
diariamente para o controlo da reprodutibilidade dos resultados das analises a realizar
através de soros comerciais, com valores analiticos conhecidos e designados pelo nivel alto,
médio ou baixo para avaliacdo da precisdo dos ensaios. A avaliacao do CQl é realizada com
base nos graficos de Levy-Jennings ou através de cartas de CQl, tendo em conta as regras de
Westgard na aceitacao ou rejeicao dos resultados dos controlos e na validacao dos resultados
das amostras. O Procedimento de CQ de Regras Multiplas de Westgard, como é mais
conhecido, utiliza 5 regras de controle diferentes para julgar a aceitabilidade de uma corrida

analitica. Por comparacdo, um procedimento de regra Unica de controle utiliza um Unico



critério ou um Unico par de limites de controle, assim como um grafico de Levey-Jennings,
com limites de controle calculados como x + 2DP (média mais ou menos dois desvios-padrao)
ou x + 3DP (média mais ou menos 3 desvios-padrao). As “Regras de Westgard” sao geralmente
utilizadas com 2 ou 4 medicées de controle por corrida, o que significa que elas sao
apropriadas quando dois materiais de controle diferentes sao medidos uma ou duas vezes por

material, que é o caso em muitas aplicacoes bioquimicas.?

A AEQ é um controlo interlaboratorial que consiste na avaliacao dos resultados do laboratério
por um Organismo Exterior de Qualidade. Tem como principal objetivo verificar a exatidao
dos dados analiticos comparando o desempenho do laboratério com o de outros laboratoérios
que utilizem os mesmos métodos a nivel nacional e internacional. O laboratério da UPA
participa em alguns programas internacionais de AEQ como o RIQAS (Randox Internantional
Quality Assessment) e UK NEQAS (United Kingdom National External Quality Assessment

Service).

A manutencao diaria e semanal dos equipamentos, a preparacao de reagentes, a
reconstituicao de controlos e calibradores e ainda a programacao de controlos, calibradores e
amostras dos equipamentos automatizados € também um processo muito importante para

garantir uma qualidade de exceléncia.

A calibracao deve ser sempre efetuada quando se utiliza um novo lote de reagentes no
intervalo de frequéncia de calibracdo recomendada ou quando assim se justifique. A
calibracao é um método que permite uniformizar as analises das amostras em relacao as
condicoes existentes, ou seja, a partir de uma amostra padrao os equipamentos sao

calibrados para apresentarem resultados fidedignos.

Durante o estagio tive a possibilidade de acompanhar a avaliacdao diaria de amostras de CQI
observando as respetivas cartas de controlo e interpretando de forma critica os resultados.
Esta experiéncia diaria permitiu que ficasse familiarizada com os padrdes de controlo de

qualidade tipicos de um laboratoério desta dimensao.






3. Hematologia

Hematologia é o ramo da biologia que estuda o sangue. A palavra é composta pelos radicais
gregos: Haima (de haimatos), "sangue" e logos, "estudo, tratado, discurso”. A Hematologia
estuda os elementos figurados do sangue: hemacias (globulos vermelhos), leucocitos (globulos
brancos) e plaquetas. Estuda, também, a producao desses elementos e os 6rgaos onde eles
sao produzidos (6rgaos hematopoiéticos): medula o6ssea. Além de estudar o estado de
normalidade dos elementos sanguineos e dos 6rgaos hematopoiéticos, estuda as doencas a

eles relacionadas.*

No setor da hematologia realizam-se hemogramas, analises da velocidade de sedimentacao,
citologia de liquidos biologicos, contagem de reticuldcitos, contagem total e diferencial de
células em liquidos pleurais, peritoneais e outros. Estes dois ultimos e o Esfregaco de Sangue

Periférico (ESP) sao efetuados e avaliados neste laboratério apenas pelo patologista clinico.

Na hematologia a amostra é maioritariamente sangue total que é recolhido em tubos com
EDTA K3 (acido etilenodiaminatetracético), um quelante de ides de calcio que evita que
ocorra coagulacdo, hemolise ou qualquer alteracdo morfologica da amostra. No entanto,
também se analisam outras amostras bioldgicas como o liquido pleural, peritoneal e

cefalorraquideo.

Durante o estagio neste setor foi possivel efetuar hemogramas, determinar a velocidade de
sedimentacao e efetuar esfregacos sanguineos utilizando equipamentos automatizados que
serdao abordados neste capitulo. Na rotina laboratorial diaria efetuei a rececdo da amostra
previamente triada, verificando as condi¢des necessarias para efetuar um processamento bem
executado, nomeadamente, se a amostra possuia o volume suficiente, a inexisténcia de
coagulo ou fibrina e se o tubo era adequado (Tabela 1), dando seguimento entao a

quantificacdo das amostras nos respetivos aparelhos de acordo com os parametros pedidos.
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Tabela 1- Material de colheita no setor de hematologia

Parametro analitico

Tubo

Hemograma (Adultos)

Tubo com EDTA K3, tampa cor roxa

Hemograma (Pediatria)

Tubo com EDTA K3, tampa cor vermelha

Velocidade de sedimentacéo (VS)

Tubo com citrato de sédio, tampa cor preta

Liquidos Bioldgicos (exceto LCR)

Tubo com EDTA K3, tampa cor roxa

LCR

Tubo seco, esterilizado, tampa cor azul

A hematopoiese (formacao das células sanguineas) processa-se a partir de células estaminais

pluripotentes na medula dssea. As células esta

apos divisao e diferenciacao, formam eritrocitos,

minais dao origem a células progenitoras que,

granulocitos (neutrofilos, eosinofilos e

basofilos), mondcitos, plaquetas e linfocitos B e T (Figura 1). °
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3.1 Analisador SYSMEX XN-2000°

O laboratério do SPC esta equipado com um equipamento automatico de diagnéstico, o
Sysmex XN-2000® (Figura 2), que permite a realizacdo de analises hematologicas para
determinacao de hemograma utilizando as metodologias de acordo com o parametro analitico

(Tabela 2).

Tabela 2 - Métodos e respetivos pardmetros analiticos realizados no equipamento Sysmex XN-2000®

Metodologia Parametros Analiticos

Diferencial leucocitaria; granuldcitos imaturos;
eritrdcitos nucleados; reticulocitos; fracao

Citometria de Fluxo imatura dos reticulocitos; contagem das

plaquetas florescentes; fracao imatura das

plaquetas

Contagem de plaquetas por imdedancia;

Impedancia e Foco hidrodinamico
Contagem de eritoblastos; Hematocrito

Método de Sulfato Lauril de Sé6dio (SLS) sem
Hemoglobina

cianeto)

O Sysmex XN-2000®, é a combinacdo de 2 analisadores na mesma plataforma analitica,
configurando uma solucdo exclusiva de back-up integrado capaz de processar até 200
amostras por hora. Equilibra automaticamente o fluxo do processamento das amostras entre

0s 2 médulos e tem um sistema impar de consolidacdo da base num computador.
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Figura 2 - Analisador Sysmex XN-2000° ¢

3.1.1 Métodos

3.1.1.1 Citometria de Fluxo

A citometria de fluxo com fluorescéncia (FFC, fFluorescence flow cytometry) é utilizada para
quantificar e analisar as propriedades fisicas e quimicas de células e particulas. Na citometria
de fluxo, estas sdo examinadas enquanto fluem através de uma célula de fluxo muito estreita.
Em primeiro lugar, a amostra de sangue é aspirada e entédo diluida de acordo com fator pré-
determinado. E marcada com um marcador fluorescente que se liga especificamente aos
acidos nucleicos. A amostra é de seguida transportada para a célula de fluxo e irradiada por
um laser semicondutor, que consegue separar as células utilizando trés sinais diretos, a
dispersao frontal de luz (forward scatter), dispersao lateral de luz (side scatter) e a
fluorescéncia lateral (side fluorescence). A intensidade da dispersao frontal indica o volume
celular. A dispersao lateral fornece informacéo sobre o conteldo celular, como por exemplo,
nlcleos e granulos. A fluorescéncia lateral indica a quantidade de ADN e ARN presente na

célula.”

3.1.1.2 Impedancia e Foco Hidrodindmico

A Impedancia é utilizada para a contagem e analise da dimensao das células. O sistema aspira
a amostra, dilui-a e analisa-a no fluxo. Na travessia dos capilares, na qual predomina um
campo elétrico com intensidade de corrente constante entre os elétrodos, acontece uma
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alteracao do potencial elétrico. Esta alteracdo tem como efeito um aumento da tensao entre
os elétrodos que é proporcional ao voluma da célula. A focagem hidrodinamica é o processo
que melhora a precisao e a reprodutibilidade da contagem de células do sangue, através de

diluicoes e transdutores que se encontram numa area sensivel do sistema de analise.

3.1.1.3 Método de Lauril Sulfato de Sédio (SLS) sem cianeto

0 método de detecao de hemoglobina (Hb) utiliza o surfactante anionico lauril sulfato de
sodio (SLS) sem cianeto. O reagente hemolisa os eritrocitos e leucocitos da amostra. A reacao
quimica inicia-se com a alteracao da Hb, oxidando depois o grupo heme. O grupo hidrofilico
do SLS liga-se ao grupo heme, formando um complexo corado (SLS-Hb) que é analisado
através de um método fotométrico. Um LED emite luz monocromatica que ao passar pela
mistura é absorvida pelos complexos SLS-Hb. A concentracao de Hb da amostra € proporcional

a absorcao.?

3.1.2 Parametros analiticos

O hemograma corresponde a um conjunto de testes laboratoriais que estabelece os aspetos
quantitativos e qualitativos dos eritrocitos (eritrograma), dos leucocitos (leucograma) e das

plaquetas (plaquetograma) no sangue. °

A colheita de sangue total para o hemograma é feita para um tubo com EDTA K3 tendo em
atencao se se trata de uma crianca ou um adulto sendo que estes serao diferenciados através

da cor da tampa do tubo (Tabela 1).

3.1.2.1 Eritrograma

Um eritrograma é constituido pelos testes laboratoriais que determinam o perfil hematoldgico
da série vermelha no Sangue Periférico (SP). E definido pela contagem de eritrocitos, pela
quantificacdo de hemoglobina, avaliacdo do hematocrito, indices hematimétricos onde se
inclui: o Volume Corpuscular Médio (VCM), a Hemoglobina Corpuscular média (HCM), a

Concentracao da Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM), a Amplitude da Variacao do Volume
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do Eritrocito (RDW-SD) e a Amplitude da variacao da concentracao da Hemoglobina (RDW-CV).
Para além de tudo o que foi referido anteriormente, deve também ser efetuada uma

avaliacao da morfologia eritrocitaria (Tabela 3).

Tabela 3 - Valores de referéncia de um eritrograma

Valores de
Eritrograma Definicdo Unidades
referéncia
Contagem de
RBC 4.30 -5.90 10° células / pL

eritrocitos

Concentracao da
HGB 13.9 -16.3 g/dL
hemoglobina

HCT Hematocrito 39.0 - 55.0 %

Volume Corpuscular
VCM 80.0 - 100.0 fL
médio
Hemoglobina

HCM 25.0 - 35.0 pg
Corpuscular média

Concentracao da
CHCM hemoglobina 31.0-37.0 g/dL

Corpuscular Média

Amplitude da
RDW-SD variacao do volume 37.0 - 54.0 fL

do eritrocito

Amplitude da
variacao da
RDW-CV 11.0-16.0 %
concentracao da

Hemoglobina
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3.1.2.2 Leucograma

O Leucograma inclui os testes laboratoriais de série branca (leucécitos) no SP. E constituido
pela contagem global e pela contagem diferencial de leucdcitos incluindo a analise das
respetivas alteracdes morfologicas do sangue. O resultado é apresentado sob a férmula

leucocitaria (com valores relativos e absolutos) de cada subtipo leucocitario (Tabela 4).

Tabela 4 - Valores de referéncia de um leucograma

Leucograma Valores de referéncia Unidades
Leucocitos 4.5-13.0 103/ pL
Neutroéfilos 1.5-6.0 10°3/ pL
Eosinéfilos 0.05 - 0.80 103/ pL
Basoéfilos 0.02 - 0.12 10°3/ pL
Linfocitos 1.5 - 4.5 103/ pL
Mondcitos 0.15-1.3 103/ pL
Granulécitos Imaturos (contagem automatica) 10°3/ pL

3.1.2.3 Plaquetograma

0 Plaquetograma envolve a contagem de plaquetas e a avaliacao da sua morfologia através de
microscopia para a determinacdao do Volume Plaquetar Médio (MPV) e da Variacao entre

Volumes (PDW) (Tabela 5).
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Tabela 5 -Valores de referéncia de um plaquetograma

Valores de
Leucograma Definicéo Unidades
referéncia
Contagem de X
PLT 180.0 - 430.0 10 3/ pL
plaquetas
Amplitude da
PDW variacao do volume 9.0-17.0 fL
plaquetar
Volume plaquetar
MPV 9.0 -13.0 fL
médio
Percentagem de
P-LCR 13.0- 43.0 %

plaquetas

3.2 Analisador Ves-matic 30®

O analisador automatico Ves-matic 30® (Figura 3) € um sistema automatizado para medir a
velocidade de separacdo entre os globulos vermelhos e o plasma com leitura de nivel de
sedimentacao através de um sensor oOtico-eletronico com resultados comparaveis aos obtidos
com o método de Westergren, considerada a técnica padrao para a quantificacdo da

velocidade de sedimentacao.

A VS é determinada com 1 mL de sangue a partir do tubo de colheita por vacuo e o risco de
contaminacdo por parte do operador é reduzido. As amostras sao sujeitas a uma agitacao
estandardizada e homogénea e a sedimentacao é lida automaticamente em intervalos de
tempo precisos. Os raios infravermelhos utilizados na leitura evitam interferéncias causadas

pela presenca de lipidos ou bilirrubinas nas amostras.
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Figura 3 - Analisador Ves-Matic 30 ®'°

3.2.1 Velocidade de sedimentacao

A velocidade de sedimentacao (VS) é a velocidade a qual se produz a sedimentacao dos
eritrocitos em uma quantidade de tempo predeterminada, também conhecida como taxa de

sedimentacao de eritrocitos.

A VS permite uma avaliacdo inespecifica de processos infeciosos agudos e cronicos, doencas
autoimunes, gamapatias, doencas degenerativas e neoplasias; indice de progressao da doenca

na artrite reumatdide e tuberculose; diagnéstico e evolucdo da artrite temporal.'

Para este tipo de analise a amostra é colhida por vacuo para um tubo com citrato de sodio e

os valores de referéncia variam de acordo com a idade e com o sexo (Tabela 6).
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Tabela 6 - Valores de referéncia da velocidade de sedimentacédo de acordo com a idade e sexo

Sexo/ldade Valores de referéncia (mm/hr)
Homens < 50 anos 0-15
Mulheres < 50 anos 0-25
Homens > 50 anos 0-20
Mulheres > 50 anos 0-30

3.3 Analisador Sysmex SP-1000i®

O SP-1000i®é (Figura 4) é uma unidade totalmente automatizada para a preparacdo de
esfregacos de sangue periférico (ESP). Realiza todas as tarefas implicadas na preparacdo do

ESP, desde a aspiracao, identificacdo e realizacao do esfregaco e a sua coloracao.

O SP-1000irecebe as informacdes necessarias provenientes do computador servidor e efetua

0 ESP de acordo com as condicées definidas na unidade principal do SP-1000i.

Figura 4 - Analisador automatico Sysmex SP-1000i®"?

19




3.3.1 Esfregacos de sangue periférico

Os esfregacos de sangue periférico (ESP) sao realizados e corados de modo automatico no
equipamento SP-1000i® salvo raras excecdes em que ndo haja volume suficiente de amostra,
como por exemplo, em tubos pediatricos. Nestes casos, o esfregaco ¢ realizado manualmente
e depois corado no equipamento, ou entao, com o corante de Leishman. O equipamento
utiliza o corante de May-Grunwald Giemsa. A observacao da morfologia de células do SP deve
ser precedida pela avaliacao da qualidade do esfregaco e da coloracao, inclui a avaliacao e o

estudo morfologico dos eritrocitos, leucocitos e plaquetas (Tabela 7).

Tabela 7 - Avaliacao da morfologia das células eritrocitarias, leucocitarias e plaquetar

Avaliacédo
Volume e forma
Anisocromia
Eritrocitaria Distribuicao

Inclusdes eritrocitarias

Identificacdo e quantificacao de eritroblastos

Contagem diferencial manual
Alteracdes nucleares e citoplasmaticas
Leucocitaria

Pesquisa de formas jovens

Pesquisa de formas patologicas

Forma
Plaquetaria Volume

Distribuicao e agregados plaquetarios
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O estudo dos eritrocitos deve ser realizado quanto a sua forma:

e Esferocitos

e Eliptocitos

e Células em alvo (target cell)

e Acantocitos

e Estomatocitos

e Células em forma de foice (Sickle cells)

e Poiquilocitos ou esquisocitos

Quanto ao tamanho os eritrécitos podem ser classificados como normociticos, microciticos,

macrociticos, anisociticos e policromaticos.

No estudo dos leucocitos deve avaliar-se alteracdes nucleares e citoplasmaticas, pesquisa de
formas imaturas, de formas patologicas e a contagem diferencial, que consiste na
determinacao em percentagem dos diferentes tipos de leucdcitos (neutrofilos, eosinofilos,

basofilos, linfocitos e mondcitos).

As plaquetas devem ser estudadas quanto a sua distribuicdo e agregacdo, a sua forma e
volume. A sua contagem é de grande importancia, quando se observa por contagem
automatica um numero reduzido de plaquetas (trombocitopenia) ou um nimero elevado de

plaquetas (trombocitose).
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4. Imunologia

A imunologia consiste no estudo das moléculas, células, 6rgaos e sistemas responsaveis pelo
reconhecimento e exclusido de material estranho (nao préprio), nomeadamente como os
componentes do corpo respondem e interagem; as consequéncias desejaveis e indesejaveis
das interacdes imunolodgicas e o modo como o sistema imunologico pode ser vantajosamente
manipulado para proteger contra ou tratar doencas. O sistema imunologico é composto por
um grande conjunto complexo de elementos amplamente distribuidos, com caracteristicas
distintas. Especificidade e memoria sao caracteristicas dos linfocitos. Varios elementos
especificos e inespecificos do sistema imunolégico demonstram mobilidade, incluindo

linfocitos T e B, imunoglobulinas (anticorpos), complemento e células hematopoiéticas. '

0 setor de imunologia inclui analises de serologia, doseamento de proteinas, autoimunidade e
alergologia, sendo equipado por analisadores automatizados (Tabela 8). Fisicamente, o setor
de imunologia encontra-se numa sala individual onde estdao todos os equipamentos
automatizados e funciona de acordo com um plano de trabalho especifico. Neste setor tive
oportunidade de acompanhar toda a rotina laboratorial adquirindo conhecimentos tedricos
basicos que permitiram compreender os procedimentos analiticos, bem como verificar as
condicoes da amostra apos a respetiva colheita, a sua conservacao e a sua preparacao. As
técnicas manuais no ambito da serologia sdo também da responsabilidade do setor de
imunologia, sendo que todo o meu acompanhamento neste setor foi apenas observacional

(Tabela 8).
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Tabela 8- Equipamentos, métodos e parametros analiticos no setor de Imunologia

Equipamentos Métodos Parametros Analiticos
Anticorpos do tipo Imunoglobulina M da capside
viral do virus Epstein Barr - EBV VCA IgM
Método
o ) Anticorpos do tipo Imunoglobulina G da capside
Imunoenzimatico tipo viral do virus Epstein Barr - EBV VCA IgG
® .
VIDAS sandwich com EBV EBNA IgG
detecdo final em o , )
Anticorpos anti citomegalovirus humano do tipo
fluorescéncia (ELFA) imunoglobulina M - CMV IgM
Anticorpos anti citomegalovirus humano do tipo
imunoglobulina G- CMV IgG
Minicap® Eletroforese Protei -
roteinograma sérico
Ensaio Autoanticorpos de interesse clinico
Immunocap250°® fluoroenzimatico
(FEIA) Imunoglobulinas do tipo E total e especifica
Alfa-1 antitripsina
Cadeias leve Kappa
Cadeias leves lambda
Immage® Nefelometria

Ceruloplasmina
Fator reumatdide

Haptoglobina

4.1 Ensaios imunolégicos

Os ensaios imunolégicos sao métodos baseados na reacao antigénio-anticorpo que produzem

um imunocomplexo detetavel. Ha varios tipos de ensaios imunoldogicos dependendo do

imunocomplexo e do método de detecao do mesmo. Os métodos de analitos podem ser do

tipo competitivo ou nao competitivo/sandwich utilizando como método de detecdo a
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fluorescéncia e a quimioluminescéncia.

Ensaio imunolégico competitivo

Neste tipo de ensaio, ao antigénio presente na amostra do doente é adicionado um antigénio
idéntico, mas marcado com um fluorocromo ou outro agente de detecdo, que competem pela
ligacdo a um anticorpo especifico. O antigénio marcado é misturado com o anticorpo a uma
concentracao em que ha saturacdo dos locais de ligacdo antigénio - anticorpo. De seguida a
amostra é adicionada e como o anticorpo nao distingue antigénios marcados de nao marcados,
os dois tipos de antigénios vao competir pela ligacdo ao anticorpo (se existir antigénio na

amostra do doente).

Quanto maior a concentracdo do antigénio de interesse, menor o sinal gerado pelo antigénio

marcado, sendo inversamente proporcionais.™

Ensaio imunolégico Sandwich / Nao Competitivo

Nos ensaios imunologicos nao competitivos/sandwich, existem anticorpos especificos
imobilizados (anticorpos primarios) que sao complementares com os antigénios da amostra
que, por sua vez, estabelecem complementaridade com anticorpos secundarios, que

reconhecem esses antigénios numa regido distinta.”

Quanto maior a concentracdao do antigénio de interesse maior o sinal obtido, sendo

diretamente proporcionais. '

Como tal, no ensaio imunoldgico competitivo tanto o inibidor como o substrato competem
pela enzima sendo que ocorre uma diminuicdo do nUmero de moléculas enzimaticas
disponiveis para ligar ao substrato, enquanto que no ensaio imunologico ndo-competitivo nao
existe qualquer impedimento da ligacdo do substrato a enzima, assim, ha uma reducao de

moléculas enzimaticas funcionais.
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4.2 Analisador Inmage®

O sistema de Imunoquimica Immage 800°® da Beckman Coulter (Figura 5) € um analisador de
bancada totalmente automatizado, controlado por computador, concebido para a
quantificacao, in vitro, de componentes de fluidos bioldgicos e de farmacos. Possui a funcao
de identificacdo de codigo de barras de amostras e reagentes e dilui automaticamente as
amostras distribuindo-as para a cuvete de reacao juntamente com outros constituintes da
reacao. O sistema realiza a quantificacdo sérica, por nefelometria, das seguintes proteinas:
Alfa-1-antitripsina, Cadeias leve Kappa, Cadeias leve lambda, Ceruloplasmina, Fator

Reumatoide e Haptoglobina.

Figura 5- Equipamento Immage 800° "/

4.2.1 Nefelometria

A taxa de nefelometria (Figura 6) mede o aumento na intensidade da luz dispersada por
particulas suspensas numa cuvete. A fonte de luz para a taxa de nefelometria € um laser de
670 nm. O detetor esta colocado num angulo de 90.° respetivamente ao feixe de laser para

medir a dispersao da luz.

A nefelometria é importante na determinacdo da concentracao das diversas imunoglobulinas
nomeadamente a Imunoglobulina A (IgA), Imunoglobulina M (IgM) e Imunoglobulina G (IgG).
Esta quantificacao define o grau de envolvimento da proteina monoclonal identificada, além
de estabelecer a relacao kappa/lambda, o que permite a identificacao do tipo de gamapatias

apresentada pelo doente.
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Figura 6 - Esquema representativo de Nefelometria'®

4.2.2 Estudo das proteinas

Uma alteracdo comum, relevante para o laboratério clinico, das concentracdes das proteinas
em doencas resulta da resposta ou reacao de fase aguda, uma resposta inespecifica a
inflamacao (infecées, doencas autoimumes, etc.) ou lesao tecidular (trauma, cirurgia, infarte
de miocardio ou tumores). As proteinas afetadas sdao conhecidas como proteinas de fase

aguda (PFAs)."

As PFAs estao envolvidas em diversas atividades relacionadas com a defesa, como inativacao
de enzimas proteoliticas, prevencao da distribuicao de agentes infeciosos (destruicdo de
microrganismos ou adequacao de células microbianas a modificacao de alvos de superficie) e

restauracdo de tecido lesionado e condicao saudavel.”

As PFAs dividem-se em dois grupos, as que aumentam de concentracao (PFAs positivas), como
por exemplo, a Haptoglobina, Ceruloplasmina, Alfa-1-antitripsina; e as que diminuem de

concentracao (PFAs negativas), como a albumina e globulina.

O objetivo da avaliacdo laboratorial é demonstrar a presenca, a quantidade e o tipo de
alteracao na proteina presente no soro e/ou na urina através do estudo do perfil proteico,
quantificacao das imunoglobulinas/cadeias leves e o estudo do componente monoclonal

(Imunofixacao).

No estudo das PFAs aplica-se a quantificacao sérica por técnica de nefelometria das seguintes

proteinas: Alfa-1 antitripsina, cadeias leves kappa e lambda, ceruloplasmina, fator
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reumatoide e haptoglobina.

0 estudo das gamapatias monoclonais inclui a eletroforese de proteinas séricas, doseamento
de imunoglobulinas, das cadeias leves e a imunofixacao que permite classificar, segundo a

classe, se a imunoglobulina é secretada em excesso.

Alfa-1- antitripsina

A alfa-1- antitripsina € um inibidor da proteinase com a funcao primaria de inibir enzimas
proteoliticas como a elastase neutrofilica. Por isso, desempenha um papel na manutencao da

estrutura vascular.“

A Alfa-1 Antitripsina é uma das principais proteinas séricas na circulacdo. E principalmente

produzida por hepatocitos, embora outras células também possam expressa-la.?

Cadeias Leves Kappa/Lambda

A quantificacao das cadeias leves Kappa e lambda permitem analisar o grau de envolvimento
de uma proteina monoclonal, bem como estabelecer a relacao entre elas, permitindo uma

maior precisdo na avaliacdo do diagnostico e também no tratamento do doente.

Ceruloplasmina

A ceruloplasmina (CP) é o principal transportador de cobre no plasma humano. Embora a CP
seja sintetizada predominantemente no figado, outros tipos de células expressam a proteina.
A CP é uma proteina multifuncional. A sua funcdo dependerda das mudancas nas condicoes

fisiolégicas e patoldgicas presentes no organismo frente a uma determinada situacao.

Factor Reumatoéide

O fator reumatoide (FR) € um anticorpo que reconhece a porcao de Fc de moléculas de IgG
assim como seus antigénios. O FR pode ser de qualquer isotipo de imunoglobulina (IgM, IgG,

ou imunoglobulina E (IgE)). O mais quantificado em clinica é o fator reumatdide de IgM.
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Haptoglobina

A Haptoglobina (HP) é uma proteina plasmatica abundante que protege o dano oxidativo

mediado pela hemoglobina extracorpuscular.?

A biossintese da haptoglobina ocorre ndo apenas no figado, mas também no tecido adiposo e
no pulmao, fornecendo atividade antioxidante e antimicrobiana. As alteracées nas
concentracées medidas de haptoglobina no soro podem ajudar na avaliacao do estado
inflamatério ou infeccioso dos doentes. A funcao biologica mais importante da haptoglobina
consiste nas respostas de defesa do hospedeiro a infecdo e inflamacao, agindo como um

antagonista natural da ativacao do recetor-ligando do sistema imunoloégico.** »

4.3 Analisador Minicap®

O equipamento Minicap® (Figura 7) é um sistema de eletroforese capilar automatizado que
permite realizar automaticamente todas as sequéncias da electroforese, desde o tubo da
colheita até a obtencdo da amostra, diluicao, lavagem de capilares, injecdo da amostra nos
capilares, migracao, detecdo, tratamento dos resultados e transmissao informatica dos

resultados obtidos utilizando dois tubos capilares.

O Minicap® é composto por um carrossel de amostras, uma unidade de analise, um
compartimento de reagentes, uma unidade de controlo e o respetivo software de
processamento de dados. Cada amostra de soro é misturada com anti-soros individuais, mais
especificamente, anti-cadeias pesadas gama (lgG), anti-cadeias alfa (IgA), anti-cadeias
pesadas p (IgM) e cadeias leves Kapa e cadeias leves lambda (livres e ligadas),

respetivamente.

As proteinas, separadas em capilares de silica, sdo detetadas diretamente pela sua
absorvancia a 200 nm. A presenca de reacdes especificas com as proteinas é detetada através

da analise visual dos diagramas eletroforéticos.
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Figura 7 -Analisador Minicap®?

4.3.1 Eletroforese e o Perfil Proteico

O sistema Minicap® utiliza o principio da electroforese capilar em solucéo livre. Através desta
técnica, as moléculas carregadas eletricamente sao separadas em funcao da sua mobilidade
eletroforética num regulador de alcalinidade com um pH especifico. A separacao também

ocorre em funcao do pH do eletrolito e do fluxo eletro-osmotico.

A electroforese de proteinas é uma técnica utilizada quotidianamente pelos laboratorios de
analises clinicas para identificar alteracbes de hiperproducao ou deficiéncias de proteinas e

fendtipos caracteristicos de patologias graves.

Na eletroforese de proteinas, dois grandes grupos de proteinas podem ser distinguidos:
albumina (50-70% do soro total por peso) e globulinas (principalmente IgG em individuos
saudaveis). A albumina tem a maior carga negativa e vai ter o maior deslocamento de todas
as proteinas. Cinco bandas distintas podem ser apreciadas em eletroforese de zona:
albumina, alfa-1, alfa-2, beta e gama. As vezes, areas distintas podem ser visualizadas na
fracao beta, que pode ser subdividida em componentes beta-1 e beta-2. A maioria das

imunoglobulinas (IgM, IgG, IgD e IgE) existem na regido gama (Figura 8).%
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O objetivo da avaliacao laboratorial € demonstrar a presenca e o tipo de proteina no soro
e/ou na urina através de eletroforese de proteinas e imunofixacdao. O proteinograma é
considerada um método de triagem para a presenca do componente monoclonal. Atualmente,
a imunofixacdo é realizada para confirmar a presenca do componente monoclonal e

caracteriza-lo.

Caso seja detetado um pico monoclonal na eletroforese é efetuado um estudo com anticorpos
especificos para a identificacdo das fracoes anormais através da imunoeletrofixacao. A
imunoeletrofixacao consiste na classificacao eletroforética das cadeias pesadas (IgG, IgA, IgM)

e das cadeias leves (Kappa e Lambda) das imunoglobulinas.

Alburmina

Alfa 2 Globulina

Haptoglobina
Macroglobulina Imunoglobulina
Ceruplasmina

laG

lgh

Transferrina
Beta-lipoproteina
Lt

Alfa 1 Antitripsina

TBG

Alfafetoproteina

Alfa 1 Glicoproteina Acida

Figura 8 - Perfil eletroforético das principais proteinas encontradas em cada banda.?

A albumina é a proteina mais abundante no plasma e corresponde a cerca de 60% da
concentracao total de proteinas.?’ A banda correspondente a albumina esta relacionada com
nefropatias e com patologias hepaticas. Nestas situacdes, a concentracdo da albumina esta
diminuida devido a diminuicao da sua producao e ao aumento da excrecdo. Eventualmente, se

existir um aumento desta banda podera ser devido a situacdes de desidratacao.

As al-Globulinas sao constituidas maioritariamente por a1-antitripsina, sendo também
composta por outras proteinas como a a fetoproteina a a glicoproteina acida. O aumento
desta banda ocorre geralmente em processos inflamatérios e infeciosos. Caso ocorra um

isolamento individual de cada uma destas proteinas, a interpretacao sera bastante dificil
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sendo necessario recorrer a mais testes especificos.

A banda a2-Globulinas é constituida por uma variedade de proteinas de fase aguda
(haptoglobina, macroglobina, ceruloplasmina), sendo que um aumento destas proteinas pode

surgir em casos de infecao ou inflamacao.

A fracdao B-Globulinas é constituida pelas seguintes proteinas: a transferrina, a beta-
lipoproteina e o componente C3 do complemento. O aumento de cada uma delas esta
relacionado com diversas patologias. Por exemplo, no caso da transferrina, pode sugerir uma

anemia por deficiéncia de ferro.

A banda das Gama-Globulinas é constituida Igs. As Igs sdao anticorpos produzidos pelos
linfocitos B com a funcao de reconhecer e destruir antigénios para que sejam fagocitados ou
eliminados. Existem cinco diferentes classes de Igs que sao a imunoglobulina A (IgA),
imunoglobulina D(lgD); Imunoglobulina G(lgG); Imunoglobulina E(IgE) e a imunoglobulina

M(IgM).

Uma deficiéncia de anticorpos pode levar a infecoes frequentes e recorrentes.

4.4 Analisador VIDAS®

O equipamento VIDAS® (Figura 9) é um sistema de imunodiagndstico destinado a executar
ensaios imunolégicos. O analisador esta dividido em cinco seccdes separadas contendo cada
uma seis ensaios. O fluxo de trabalho consiste na criacdo de pedidos de analises, na

realizacao de calibracdes e controlos e por fim na realizacao dos ensaios.

O analisador utiliza a técnica ELFA (Ensaio fluorescente ligado a enzima) que é adaptavel a
uma variada gama de ensaios combinado o método EIA (ensaio imunoenzimatico) com uma
leitura final por fluorescéncia. A enzima utilizada é a fosfatase alcalina e o substrato é 4-
Metil-Umbeliferil fosfato (4-MUP) hidrolisado em 4-metil-umbeliferona, que gera

fluorescéncia aos 450 nm, apods excitacao a 350nm.
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A detecdo das IgM anti-CMV e IgG anti-CMV é (til no diagnostico das infecbes primarias
recentes, particularmente na mulher gravida. O método utilizado é o imunoensaio

enzimatico, tipo sandwich, com detecao final por fluorescéncia.

A quantificacdo EBV VCA/EA IgG e EBV EBNA IgG ¢é feita pelo método ELFA e EBV VCA IgM
associa o método imunoenzimatico por imunocaptura com uma detecao final por

fluorescéncia.

® 30
S

Figura 9 - Equipamento VIDA

4.4.1 Estudo de infec¢des viricas

Os virus sao basicamente constituidos por acido nucleico que, dependendo do tipo de virus,
pode ser o DNA ou RNA. No SPC realiza-se a quantificacao do citomegalovirus (CMV) e do
virus Epstein-Barr (EBV) através do método imunoenzimatico tipo sandwich com detecao final

por fluorescéncia.

O CMV pode ser a causa de patologias graves, tanto na crianca como no adulto. O CMV pode
persistir no organismo de uma pessoa infetada durante anos e causar infecées recorrentes ou
ser transmitido a outras pessoas. E um virus facilmente transmitido, sendo maioritariamente

através de saliva, objetos contaminados, tosse.

O virus EBV designado também por HHV (Human Herpes Virus 4) é ubiquitario. Foi
identificado como o agente causador da mononucleose infeciosa (MNI). A transmissao faz-se

principalmente através da saliva. Com efeito, a replicacao EBV tem lugar ao nivel do epitélio
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orofaringeo onde os virides sao libertados na saliva a partir de linfocitos B infetados.

O diagnoéstico da MNI baseia-se principalmente em sintomas clinicos (anginas, febre e

linfoadenopatia). A serologia € utilizada para confirmar o diagnostico de MNI.
4.5 Analisador InmunoCap 250°

0 analisador ImmunoCap 250® (Figura 10) é utilizado para a realizacdo dos testes de alergia e
autoimunidade. Utiliza o método de FEIA para os testes de IgE total e IgE especifica, e para os
testes de autoimunidade utiliza o método de fluorescéncia indireta (IFI) e métodos

imunoenzimaticos (FEIA, e ELISA, enzyme-linked immunoabsorbent assay).

Figura 10 - Equipamento ImmunoCap 250®*"

4.5.1 Autoimunidade

Doencas autoimunes sao doencas nas quais a ativacao imunoloégica disfuncional resulta em
respostas imunologicas patoldgicas que tém como alvo auto-antigénios celulares ou

especificos de 6rgaos.*?

Os estudos de autoimunidade realizam-se através da detecao, caracterizacdo e quantificacao
de auto-anticorpos importantes para o diagnostico, prognostico, avaliacdo da resposta

terapéutica e monitorizacao da atividade de doencas autoimunes.

Na detecdo e quantificacdo de autoanticorpos sao utilizados métodos imunoenzimaticos e de

34



IFI, recorrendo a varios substratos e conjugados. Na confirmacdao de um resultado de auto-
anticorpos é realizado primeiro um teste de rastreio (IFl) e depois um teste confirmatoério

(Método de ELISA).

0 estudo da autoimunidade é realizado por etapas, mais concretamente, uma fase inicial de
pesquisa de anticorpos antinucleares (ANA) e anticorpos double-stranded (dsDNA) pelo
método IFl em que sado utilizadas células epiteliais humanas obtidas a partir do carcinoma da
laringe (HEp-2). Na segunda fase, depende do resultado dos ANAs, ou seja, caso sejam

positivos, prossegue-se a pesquisa de anticorpos mais especificos.

Para a detecao de ANAs utiliza-se o teste Symphony® como auxilio no diagndstico clinico do
Lapus Eritematoso Sistémico (LES), doencas mistas do tecido conetivo e escleroderma. Caso o
resultado seja positivo, é necessario efetuar um estudo mais especifico recorrendo a
quantificacdo de auto-antigénios associados (Tabela 9). Para monitorizacao da evolucao

clinica de um doente com LES é realizada a quantificacao de anti-dsDN.

Tabela 9 - Autoanticorpos ANA quantificados e respetiva correlacéo clinica

Autoanticorpos (ANA) Correlacao clinica
Anti-Ro LES e do Sindrome de SjOgren
Anti-La Sindrome de SjOgren
Anti-ce Escleroderma, cirrose biliar primaria
Anti-scs Escleroderma
Anti-jo Dermatosite/Polimiosite
Anti-smd LES

No laboratoério ainda sao realizados outros testes (Tabela 10).
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Tabela 10 - Autoanticorpos quantificados e respetiva correlacao clinica

Autoanticorpos Correlacao clinica
Anti-citoplasmaticos (ANCA) Poliangite microscopica
Anti-peptideo Artrite Reumatdide
Anti-celiaca Doenca Celiaca

Diagnostico da sindrome anti-fosfolipido e
Anti-fosfolipido avaliacao de risco trombdtico em doentes

com LES

Ensaio fluoroenzimatico (FEIA)

E um método imunoenzimatico para a determinacdo quantitativa ou qualitativa de anticorpos
(IgG, IgM, IgA) especificos de antigénio, no Immunocap 250 em que a acdo enzimatica é

revelada pela formacao de um produto fluorescente.

O antigénio correspondente ao anticorpo especifico a ser determinado, esta ligado a fase
solida (revestindo os pocos, contidos em canetas). Se existirem anticorpos na amostra do
doente, estes irao ligar-se ao antigénio respetivo. Apos a lavagem e eliminacao dos anticorpos
nado ligados, procede-se a adicao do conjugado, anti-imunoglobulina humana (IgG), originando
um complexo. Apos a incubacdo, o conjugado nao ligado é lavado e eliminado e o complexo
fixado é incubado com uma solucdo de desenvolvimento. Apos a paragem da reacao, procede-
se a leitura da fluorescéncia, num fluorimetro. Quanto mais elevado for o valor da resposta,

maior a concentracdo de anticorpos especificos presentes na amostra.

4.5.2 Alergologia

A alergia é uma reacdo de hipersensibilidade imediata apds a exposicao a um alergénio.

Existe uma variedade de alergénios, por isso € necessario saber quais sao os responsaveis nas
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reacoes alérgicas de cada individuo.

Para o estudo de alergias é efetuado um rastreio inicial que consiste na quantificacao de IgE
especifica para um conjunto de alergénios inalantes (Phadiatop®) e para uma mistura de
alergénios alimentares (Fx5). Em caso de resultado positivo em qualquer destes testes,
realiza-se a quantificacao de IgE especifica para uma variedade de alergénios inalantes e

alimentares.

0 Fx5 como teste de rastreio alimentar contém os seguintes alergénios: clara de ovo, leite de
vaca, bacalhau, trigo, amendoim e soja. Caso o doente mantenha sintomas gastrointestinais
ou eczema sera necessario quantificar a IgE especifica a determinados alimentos: f245 (ovo);
f44 (morango); f93 (cacau). Se apds um screening utilizando Phadiatop® o doente apresentar
resultado positivo e sintomas respiratorios entao sera necessario a pesquisa de IgE especifica

para alergénios inalantes, como por exemplo, gx2 (gramineas), d1 e d2 (acaros) e i6(barata)).

Este método é um ensaio qualitativo para a identificacao de individuos atopicos.

A quantificacdo de IgE total realiza-se na suspeita de uma reacao de hipersensibilidade
imediata. O teste é realizado no equipamento ImmunoCap 250® utilizando o método de FEIA.
A concentracao sérica de IgE encontra-se significativamente elevada na maior parte dos

doentes com doencas alérgicas (asma extrinseca, febre dos fenos ou eczema atopico).

4.6 Métodos Rapidos utilizados em Serologia

A serologia é a parte da imunologia que estuda as infecdes causadas por determinados
microrganismos. O principio baseia-se na determinacao da concentracdo ou quantidade de
anticorpos gerado pelo sistema imunitario contra antigénios especificos. Os testes serolégicos

dependem do tipo de reacao anticorpo-antigénio.

A reacdes de aglutinacao baseiam-se na agregacao e sedimentacao dos elementos referidos
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em suspensao num meio aquoso, permitindo efetuar a pesquisa e a semiquantificacao de
antigénios ou anticorpos presentes nas amostras biologicas. As particulas ou suportes inertes
(ex: eritrécitos, latex ou particulas de poliestireno, gelatina-GPA e bentonite-BFT) revestidos
ou sensibilizados com anticorpo ou antigénio, polimerizam-se na presenca dos seus

homologos, tornando a reacao visivel como a floculacao.

As reacdes de aglutinacao sao métodos imunoldgicos que incluem, fundamentalmente, em

dois grandes grupos:

a) Reacbes em que os antigénios e os anticorpos reagem entre si, nao necessitando de
particulas reveladoras para identificar a formacao dos imunocomplexos (Reacao de

Wrigth).

b) Reacdes em que sao incorporadas particulas inertes, homogéneas e estaveis que
transportam antigénios puros ou anticorpos especificos e permitem respetivamente, a

visualizacdo macroscépica dos imunocomplexos (RPR, Paul-Bunnel).

Estas reacdes sao usadas principalmente para efetuar a determinacao semi-quantitativa das
concentracoes de anticorpos contra microrganismos responsaveis por infecoes e presentes nas

amostras bioldgicas (exemplo: soro/plasma, liquor, urina, etc...)

No SPC sao realizados os seguintes testes:

RPR (Rapid Plasma Reagin) - Teste de floculacdo nao treponema macroscépico para
determinacao qualitativa e semi-quantitativa de anticorpos para o antigénio VDRL (num

diagnostico de suspeita de sifilis) em soro ou plasma humano.

Reacdo de Paul-Bunnel - Teste de aglutinacao para a detecao qualitativa dos anticorpos

heterofilos associados a mononucleose em soro humano.

Reacdo de Wright - Teste de rastreio ao diagndstico da brucelose aguda por pesquisa de

aglutininas por reacao de aglutinacao direta com a suspensao de antigénio.

38



39



5. Bioquimica

A bioquimica é estudada para compreender a interacao entre nutricdo, metabolismo na saude

e doenca.™®

As andlises bioquimicas sao extensivamente utilizadas na medicina, tanto em relacao a
doencas que tém base metabdlica, como naquelas em que as alteracdes bioquimicas sao
consequéncias da propria doenca. Os usos principais da investigacdo bioquimica sdo para

diagnostico, progndstico, monitorizacao e detec,:é\o.34

O setor de Bioquimica tem a coordenacao do Dr. Ricardo Carneiro, especialista em Patologia
Clinica e esta equipado com 2 analisadores automaticos (Unicel DxC 880i) que estao
diferenciados como sendo: um de rotina (38) e outro de urgéncia (65). Ambos utilizam a
tecnologia de quimioluminiscéncia com microparticulas, espectrofotometria, turbidimetria e
potenciometria (Método de Elétrodo do ido seletivo). Para além desse equipamento, o
laboratério conta também com os equipamentos ADAMS A1C HA-8160® que utilizam o método
de HPLC (High performance liquid cromatography) por cromatografia de troca i6nica e o AQT
90 Flex que utiliza o método de Fluorimetria de Resolucao Temporal (TRF) (Imunoensaio por
detecao por fluorescéncia). Este ultimo encontra-se na seccao de Hematologia por uma

questao logistica.

A Bioquimica é responsavel por uma grande variedade de analises (Tabela 11), com estes
parametros bioquimicos permitem esclarecer o estado funcional de varios oOrgaos e vias
metabodlicas. E também automatizado sendo por isso um dos setores mais exigente
requerendo um ritmo mais rigoroso. O soro é a amostra principal, mas também é utilizado
sangue total, urina e liquido cefalorraquidiano (LCR) que sdao colhidas para tubo sem
anticoagulante e com gel separador, a excecao da hemoglobina glicosilada em que a colheita
é feita para um tubo com EDTA K3. O sangue total é centrifugado a 3000 rpm, durante 10

minutos.
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Neste setor acompanhei todo o circuito analitico desde o processamento de amostras (recolha
dos tubos, triagem, centrifugacao e a respetiva programacao), funcionamento e manutencao
dos equipamentos, preparacao de reagentes e reconstituicdo de controlos e calibradores e a
respetiva programacao. Neste capitulo irei descrever os equipamentos e as metodologias

analiticas e também alguns dos parametros analiticos que sdo efetuados nesta seccao.

5.1 Unicel DxC 880i®

A estacao de trabalho integrada Unicel DxC 880i (Figura 11) combina, um analisador de
Imunoquimica (Dx/800), um analisador de Bioquimica (DxC800) e um UCTA (Universal close

tube aliquoter) Unicel num Unico sistema integrado.

0 analisador DxC realiza a quantificacao in vitro de diversas amostras bioldgicas e farmacos.
E constituido por trés sub-sistemas: modular (albumina, proteinas totais, creatinina glicose,
fosforo e ureia), fotométrico (restantes quimicas) um moédulo de ides ISE (ides: Sddio,

potassio, calcio, cloro).

0 analisador Dxl é um sistema automatico que realiza uma ampla variedade de imunoensaios

em amostras de fluidos biologicas trabalhando com aliquotas.

O UCTA, separador de aliquotas em tubo fechado, é o ponto de entrada da amostra na

estacao integrada.

O UCTA Unicel é um separador de aliquotas da amostra em que primeiro |é a identificacdo da
amostra de cada tubo, cria a aliquota se a amostra tem de ser processada no Dxl, e transfere

o tubo com a amostra ao DxC para qualquer processamento adicional.
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Figura 11 - Equipamento Unicel DxC 880i® %

5.1.1 Quimioluminescéncia

A Quimioluminescéncia é método imunoldgico que tem por objetivo a quantificacdo de
antigénio ou anticorpos em amostras bioldgicos baseado na emissdao de luz por moléculas nos
estados excitados produzidos por uma reacdo quimica de oxidacdo-reducdo.* Este método
tem como principal vantagem a alta sensibilidade e especificidade sendo rapido e

automatizado.

No laboratério sdo quantificados por quimioluminescéncia, os antigénios oncofetais, os

marcadores tumorais e o antigénio especifico da prostata.

5.1.2 Espectrofotometria

Método com base no estudo da interacao de diferentes tipos de radiacdo com as solucées em
analise. O principio € medir a intensidade da luz absorvida ou transmitida em comprimento de
onda selecionados a medida que passa pela solucao, sendo os analitos identificados através de

espectros caracteristicos (ultravioleta, visivel ou infravermelhos) (Figura 12).
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Figura 12 - Espectrofotometria®’
Legenda: a- Fonte de luz b- Colimador c- Prisma ou rede de difracdo d- Fenda seletor e-

cuvete com solucao f-detetor g- leitor

Por espectrofotometria sdo realizadas as analises aos seguintes parametros: colesterol total,
colesterol associado as lipoproteinas de elevada Densidade (HDL), ureia, amilase, lipase,
Aspartato Aminotransferase (AST), Alanina Aminotransferase (ALT), GamaGlutamiltransferase

(y-GT), Fosfatase Alcalina (ALP), bilirrubina total (TBIL) e bilirrubina direta (DBIL).

5.1.3 Turbidimetria

Técnica que permite medir a diminuicao da intensidade da luz através de particulas dispersas
na solucao para determinacao da concentracao da amostra em estudo dependendo do
tamanho e da quantidade de particulas. As medicdes sao efetuadas a 0° a partir do feixe
incidente, tendo como fonte de luz um diodo emissor de luz (LED) com um comprimento de

onda definido (Figura 13).

|, ~
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Figura 13 - Turbidimetria®
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5.1.4 Potenciometria

A potenciometria consiste na medicdo da diferenca de potencial elétrico de uma célula
eletroquimica entre dois elétrodos (elétrodo de referéncia e elétrodo da amostra). Os ides

sao determinados por este método.

5.2 AQT 90 Flex®

O analisador AQT90 Flex (Figura 14) é totalmente automatico e de acesso permanente,
utilizando a tecnologia de imunoensaio e de detecao fluorométrica de resolucdo temporal

para alta sensibilidade em amostras de sangue total ou plasma.

E operado através de um ecra tatil. Desempenha todos os passos do ensaio automaticamente
e reporta resultados quantitativos. As amostras de sangue nao requerem preparacoes

adicionais e sdo introduzidas com tubos de vacuo convencionais, sem risco de contaminacao.

No laboratério é utilizado para a determinacdo quantitativa do pro-peptideo natriurético do
tipo B, porcdo N terminal (NT-proBNP) que é indicado para auxilio no diagndstico de

insuficiéncia cardiaca.

Figura 14 - Equipamento AQT 90 Flex®

5.3 ADAMS A1C HA-8160°

O ADAMS A1c ® HA-8160® da ARKRAY (Figura 15) é um analisador automatico que quantifica a

44



fracdo A1C da hemoglobina (Hb) por HPLC. A coluna cromatografica € composta por uma
resina de troca idnica de caracter catidnico de fase reversa. E o teste mais indicado no
controlo da glicémia e na quantificacdo do risco de complicacbes cronicas em doentes
diabéticos. Esta técnica apresenta uma elevada resolucdao de variantes de Hb, o ensaio é

relativamente rapido e a quantificacao de fracoes de Hb é exata.

A cromatografia € um método de separacao baseado em diferentes interacées dos compostos
com uma fase movel (liquido ou gas) e uma estacionaria (liquida ou solida) a medida que o
composto atravessa um meio de suporte. A HPLC apresenta uma alta resolucao, sensibilidade
e uma eficiéncia devido a capacidade de realizar separacdes e analises quantitativas,
consoante as diferentes estruturas moleculares e grupos funcionais de uma grande quantidade

de compostos presentes em varios tipos de amostras, num periodo de tempo reduzido.
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Figura 15 - Equipamento A1C HA-8160%*°

5.4 Parametros da Bioquimica

5.4.1 Metabolismo dos hidratos de carbono

A Diabetes mellitus (DM) é uma das patologias cronicas mais prevalentes no século XXI,
constituindo uma doenca metabdlica com consequéncias vasculares por aceleracdo dos
processos ateroscleroticos. Caracterizada pela incapacidade de producao ou utilizacao de
insulina, e consequente hiperglicemia e insulinopenia, a DM provoca diversas complicacdes

microvasculares, tais como retinopatia e nefropatia, e macrovasculares, incluindo enfarte
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agudo do miocardio e acidente vascular cerebral, as quais pdem em causa a qualidade e

expectativa de vida da pessoa com diabetes.*

Os principais parametros analiticos para o diagndstico e para a monitorizacao da eficiéncia da
terapia e do controlo dietético durante o tratamento da DM sdao a glicemia, a prova de

tolerancia a glicose, hemoglobina glicosilada e insulina.

5.4.2 lonograma

O ionograma permite determinar a concentracao dos principais ides presentes no organismo,
como o cloro (Cl), potassio (K') e sodio (Na) (Tabela 11). Por isso é importante realizar o
estudo do equilibrio hidroeletrolitico para avaliacdo dos niveis dos eletrélitos que tém um

papel fundamental na manutencao do equilibrio do organismo.

Tabela 11 - Valores de referéncia e valores criticos de um ionograma por método potenciométrico

Valor de referéncia Valor critico
Método Analito
(mmol/L) (mmol/L)
Na* 135-145 <120 e >160
Potenciometria K* 3,5-5,0 <2,8e>6,5
cl 95-100 <80 e >120

5.4.3 Metabolismo de lipidos

Os lipidos tém um papel fulcral no nosso metabolismo, sendo importantes constituintes das

membranas biologicas, na sintese de hormonas e como principal fonte de energia.

No estudo do metabolismo dos lipidos avaliam-se o colesterol total, HDL e triglicéridos por
ensaios colorimétricos. O colesterol associado as lipoproteinas de baixa densidade (LDL) é

quantificado por um método indireto, recorrendo a equacao de Friedwald.
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Colesterol LDL =Colesterol total - [Colesterol HDL] - [Triglicerideos/5] (mg/dl)

5.4.4 Funcao Renal

Os rins como 6rgdos vitais tém um papel muito importante no organismo. Sdo responsaveis por
producdo e excrecdo da urina e outros metabolitos, homeostase do organismo através da
regulacao do equilibrio hidroeletrolitico, do equilibrio acido-base e ainda na sintese de

hormonas.

A avaliacdo da funcao renal é maioritariamente utilizada para o diagnostico e controlo de
doencas renais, bem como os equilibrios acido-base e hidrolitico. No laboratério sao
efetuadas varias analises para o estudo da funcao renal como: creatinina, taxa de filtracao

glomerular, ureia e acido urico (Tabela 12).

Tabela 12 - Valores de referéncia por método colorimétrico e enzimatico dos analitos: creatinina; acido

urico e da ureia

Valor de
Método Analito
referéncia(mg/dL)
Colorimétrico Creatinina <1,3 (adultos,soro)
Colorimétrico Acido Grico 2,4-5,7 (soro)
Enzimatico Ureia 10-50

5.4.5 Funcao Hepato-biliar

O figado é o maior 6rgéo interno e glandula do organismo tendo um papel muito importante
no metabolismo. E responsavel por varias funcdes como por exemplo: metabolizacdo de
nutrientes digeridos (gorduras, proteinas, glicose) e substancias toxicas (drogas, alcool,
farmacos, toxinas), producdo da bilis e de substancias essenciais (vitaminas e ferro). O

controlo da funcao hepatica é realizado através dos seguintes parametros: AST, ALT, y-GT,
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ALP, TBIL e DBIL (Tabela 13).

Tabela 13 - Valores de referéncia e respetivo método dos analitos na avaliacao da funcao hepato-biliar

Método Analito Valor de referéncia
Cinético AST <31 (U/L)
Cinético ALT <37 (U/L)
Cinético Y-GT <49 (U/L)
Cinético ALP 34-104 (U/L)
Colorimétrico TBIL <1 (adultos) mg/dL
Colorimétrico DBIL <0,25 mg/dL

A quantificacdo de AST é utilizada no diagndstico e tratamento de certos tipos de doencas

hepaticas e cardiacas.

Analises a ALT é realizada para diagnostico e tratamento de certas doencas hepaticas (por

exemplo, hepatites virais e cirrose) e de certas doencas cardiacas.

A y-GGT é realizada para auxilio no diagnostico e no tratamento de doencas hepaticas, como

a cirrose alcodlica e tumores primarios e secundarios do figado.

Para diagnostico e tratamento de doencas hepaticas, Osseas, da paratirdide e intestinais

realiza-se analise a fosfatase alcalina.

A TBIL é quantificada no diagnéstico e tratamento de doencas hepaticas hemoliticas,

hematologicas e metabdlicas, incluindo hepatite e bloqueio da vesicula biliar.

A quantificacdo de DBIL é utilizada no diagnéstico e tratamento de doencas hepaticas,

hemoliticas, hematoldgicas e metabélicas, incluindo hepatite e bloqueio da vesicula biliar.
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5.4.6 Funcao pancreatica

O pancreas tem duas funcbes principais: exdcrina (producdo de enzimas) e endocrina
(producao de hormonas). A insuficiéncia pancreatica surge da incapacidade de producéo e/ou
transporte das enzimas digestivas suficientes para que ocorra uma correta absorcao intestinal
dos nutrientes. No laboratorio efetua-se a analise da enzima amilase pancreatica que é
sobretudo utilizada no diagnostico e tratamento da pancreatite e a lipase em doencas do

pancreas (Tabela 14).

Tabela 14 - Valores de referéncia e método da amilase e lipase

Valor de
Método Analito
referéncia(U/L)
Cinético Amilase 28-100 (soro)
Cinético Lipase 22-51

5.4.7 Marcadores cardiacos

Os marcadores cardiacos apresentam um papel importante no diagndstico e monitorizacao de

sindromes coronarios agudos, como o enfarte agudo do miocardio (EAM).

O laboratério utiliza como biomarcadores a troponina, a creatinaquinase (CK), a
cretinaquinase MB (CK-MB), mioglobina e ainda efetua a quantificacao de NT-proBNP que

permite avaliar o risco de doentes em que ha suspeita de insuficiéncia cardiaca.

5.4.8 Metabolismo 6sseo

O osso desempenha funcées muito importantes no corpo humano como a sustentacao e
movimentacao do corpo, a protecao de estruturas vitais (cérebro, coracdo, pulmdes)

armazenamento de sais, como o calcio, e o suprimento continuo de células sanguineas novas
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(hematopoiese).

No laboratério para a avaliacao do metabolismo 6sseo efetuam-se analises ao fésforo, calcio e

calcio ionizado, magnésio e paratormona.

5.4.9 Metabolismo do ferro

O ferro é um elemento vital para o organismo servindo como cofator de muitas enzimas e
proteinas. E fundamental no transporte de oxigénio, no metabolismo de oxidacao celular e na
sintese de DNA. E utilizado principalmente na sintese da hemoglobina nos eritroblastos, da

mioglobina nos musculos e dos citocromos no figado.

A desregulacao do metabolismo ferro contribui para diversas patologias, sendo essencial para

o diagnostico de anemia.

Niveis inadequadamente baixos ou altos de ferro sao prejudiciais e contribuem para uma

ampla gama de doencas.*'

Os principais distlrbios associados ao metabolismo do ferro sdo: deficiéncia e excesso de
ferro. Os parametros analiticos quantificados no laboratoério para um estudo bioguimico de
anemias sao: ferro, ferritina, transferrina, capacidade total de fixacdao do ferro (CTFF),

vitamina B1 e o acido félico.

5.4.10 Marcadores tumorais

Os marcadores tumorais sao macromoléculas presentes no tumor, no sangue ou em outros
liquidos biolégicos, cujo aparecimento e/ou alteracdes em suas concentracdes estao

relacionados com a génese e o crescimento de células neoplasicas.*

No laboratorio sao quantificados os seguintes marcadores tumorais: Alfafetoproteina (AFP),
Antigénio Carcinoembrionario (CEA), Cancer Antigens (CA) 125, CA 15.3, CA 19-9 e Antigénio

Especifico da Préstata (PSA) (Tabela 15).

50



Tabela 15 - Marcadores tumorais e respetivos analitos

Descricéo Analito Na suspeita de Tumor
AFP Cancro hepatico
Antigénios Oncofetais
CEA Inespecifico
Carcinoma da mama
CA 15.3
Cancro do ovario
Marcadores de Glicidos CA 125
Cancro colo-retal e
CA19.9
carcinoma pancreatico
PSA total
Antigénio Especifico da prostata PSA livre Cancro da préstata

5.4.11 Outros parametros analiticos de interesse

Dentro de outros parametros analiticos relevantes, encontramos os valores de referéncia das

hormonas no estudo da fertilidade (Tabela 16).
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Hormonas da Fertilidade

Tabela 16 - Analitos e respetivos valores de referéncia das hormonas no estudo da fertilidade

Estudo da fertilidade

Analito

Valores de referéncia

Estradiol

Mulher:19,5-144,2 pg/mL (fase folicular);
63,9-356,7 pg/mL (meio do ciclo); 55,8-214,2
pg/mL (fase luteinica); 0-32,2 pg/mL (pds-

menopausa); Homem: 0-39,8 pg/m

Hormona Gonadotrofina Coridnica Humana-

BhCG

hormona Foliculo-estimulante -FSH

Mulher: 2,5-10,2 Ul/L (fase folicular); 3,4-
33,4 UI/L (meio do ciclo); 1,5-9,1 UI/L (fase
luteinica); < 0,3 UI/L (gravidez); 23,0-116,3

UI/L (pos-menopausa)

Hormona Luteinizante LH

Mulher: 1,9-12,5 Ul/L (fase folicular); 8,7-
76,3 Ul/L (meio do ciclo); 0,5-16,9 UI/L (fase
luteinica); <0,1-1,5 Ul/L (gravidez); 15,9-

54,0 UI/L (p6s-menopausa)

Progesterona Mulher adulta: < 1,40 ng/mL (fase folicular);
3,34-25,56 ng/mL (fase luteinica); < 0,73
(po6s-menopausa); ng/m

Prolactina 2,8-29,2 ng/mL (ndo gravida); 9,7-208,5
ng/mL (gravida) 1,8-20,3 ng/mL (pds-
menopausa)

Testosterona Muther: 14-76 ng/dL Momem: 241- 827 ng/dL
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Farmacos e drogas de abuso

Sao efetuadas analises também a farmacos e drogas de abuso, entre as quais: gentamicina,

vancomicina, a anti-convulsivantes como o valproato, carbamazepina, fenitoina e fernorbital.

Ainda sao realizadas outras analises em diferentes contextos clinicos como o cortisol,

interleucina-6 e a vitamina D.

Andlise de urina

A urina tipo Il, também chamada de sumaria permite analisar as caracteristicas fisicas e

quimicas da urina e ainda fazer uma avaliacao ao microscopico do sedimento urinario.

A urina tem como principal funcdo a excrecdo de produtos téxicos do organismo. A analise a
urina torna-se importante para obter informacdes sobre o estado fisiologico e patoldgico do

organismo, sobre a funcao renal e avaliar certos tratamentos.

0 exame quimico é feito automaticamente no equipamento Aution Max-AX-4280° (Figura 16),
que esta conectado, fisicamente e através de software, com o equipamento Sedimax® (Figura

17) que é responsavel pela analise ao sedimento urinario.

Figura 16 - Analisador Aution Max-AX-4280°“
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Figura 17 - Analisador Sedimax®*

Os analisadores utilizam tiras de reagentes que permitem analisar semi-quantitativamente a
presenca de leucocitos, proteinas, sangue, nitritos, glicose, corpos cetoénicos, bilirrubina,
urobilinogénio e determinar o pH da urina. As leituras das tiras ainda revelam informacdes de
parametros como a densidade, cor e aspeto da urina. Os resultados sdo apresentados como

negativos, positivos ou normais. O pH normal da urina deve compreende entre 4,6 e 8,0

As uroculturas sao semeadas com uma ansa calibrada no meio ChromID CPS agar e incubadas.
E efetuado um esfregaco por gota de urina corado pelo método de Gram. As culturas sdo
observadas 24 horas depois da incubacao, consoante o tipo de colonia, patologia subjacente e
Gram. Por fim sao feitas provas de identificacao dos agentes etiologicos e de suscetibilidade

aos antibiodticos.

Urina das 24 horas

O exame a urina das 24 horas € uma analise da urina coletada durante o periodo de 24 horas
para avaliacao renal através da quantificacdo de substancias como proteinas, sodio, calcio,

acido Urico, citrato, potassio, oxalato e creatinina.
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Conclusao

O estagio no laboratorio do CHTS permitiu aprofundar os conhecimentos adquiridos ao longo
do primeiro ano do mestrado em Bioquimica, bem como obter novos conhecimentos
relativamente a minha formacdo académica anterior. A possibilidade de acompanhar os
diferentes setores do laboratério fez-me perceber que de facto a bioquimica é transversal a

todas as areas presentes.

Durante o percurso, que nem sempre foi facil, consegui acompanhar a rotina laboratorial
desde a rececado da amostra percebendo a sua importancia, todo o processo rigoroso analitico

e a repercussao do controlo de qualidade.

Gostaria de ter completado o meu estagio com uma componente de investigacdo, no entanto,
nao foi possivel pela direcdo do servico de patologia devido a falta de disponibilidade e de

recursos.

Este estagio foi um percurso desafiante que permitiu adquirir experiéncia nesta area,
desenvolvendo competéncias no ambito de laboratorio, e perceber toda a dinadmica e
importancia de um servico de Patologia Clinica no funcionamento de um hospital e no

tratamento dos doentes.

Termino agradecendo a todos que me acompanharam.
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