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Resumo

O hemograma é utilizado como auxiliar no rastreio, diagnéstico e monitorizacdo de
diferentes patologias, e inclui a quantificacdo e avaliacdo morfolégica das células
sanguineas. Para a execucdo do hemograma existem diferentes tipos de contadores
globulares automaticos, que diferem no sistema de contagem celular e na capacidade de
avaliar os diferentes parametros hematolégicos. Os contadores apresentam como
principais metodologias, o método otico e o de impedancia. Como contadores de
referéncia para analise dos diferentes parametros reportaveis foram escolhidos trés, o
Sysmex XE-5000 (Sysmex, Kobe, Japdo), o Advia 120 (Siemens, Berlim e Munique,
Alemanha) e o Coulter LH750 (Beckman, Brea, Califérnia). Para estes foram revistos os
parametros reportaveis correspondentes as trés linhagens celulares, eritrécitos, plaquetas
e leucdcitos, o seu significado clinico, importancia e interferéncias nos respetivos
resultados. Os contadores automaticos estdo cada vez mais evoluidos tecnologicamente,
com capacidade para avaliar um nimero crescente parametros que sao de grande
importancia no auxilio ao diagndstico e monitorizagéo da terapéutica.

Palavras-chave: Hemograma; Parametros reportaveis; Sysmex XE-5000; Advia 120;
Coulter LH750

Abstract

The cell blood count (CBC) is used as an important tool in screening, diagnosis and
monitoring of several diseases, and includes the quantification and morphological
evaluation of blood cells. To execute the CBC there are different types of automatic
globular counters which differ in the cell counting system and the ability to evaluate
various hematological parameters. The counters have as the main methodologies the
optical method and the impedance method. As reference counters to analyze the different
reportable parameters were chosen three, the Sysmex XE-500 (Sysmex, Kobe, Japan),
the Advia 120 (Siemens, Berlin and Munich, Germany) and the Coulter LH750 (Beckman,
Brea, California). For these counters had been reviewed the reportable parameters for the
three cell types, erythrocytes, platelets and leukocytes, as their clinical significance,
importance and possible interferences on their results. The automatic counters are
increasingly technologically evolved with the ability to evaluate an increasing number of
parameters which are of great importance to assist the diagnosis and therapeutic
monitoring.

Key words: Cell blood count (CBC); reportable parameters; Sysmex XE-5000; Advia 120;
Coulter LH750
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Contagem globular automatica

O hemograma é utilizado como auxiliar no rastreio, diagnéstico e monitorizacao de
diferentes patologias, fornecendo informacdes qualitativas e quantitativas sobre o estado
hematol6gico de um individuo. O hemograma inclui a quantificacdo e a avaliacdo
morfolégica das células sanguineas (eritrdcitos, leucécitos e plaquetas).™ ?

Para determinacdo do hemograma existem diferentes tipos de contadores
globulares automaticos, que diferem no sistema de contagem celular e na sua
capacidade de avaliacdo de diferentes parametros hematoldgicos. Ha, no entanto,
parametros que definem o hemograma e que qualquer contador hematolégico automatico
avalia. Assim, um hemograma engloba a avaliacdo eritrocitaria, em que se inclui a
contagem de eritrécitos (RBC), determinagdo da concentracdo de hemoglobina (Hb),
hematocrito (HCT) e indices eritrocitarios - volume corpuscular médio (MCV),
hemoglobina corpuscular média (MHC), concentracdo de hemoglobina corpuscular média
(MCHC), “red cell distribution width” (RDW) e “hemoglobin distribution width” (HDW);
inclui ainda a avaliagéo dos leucécitos (WBC), fazendo-se a contagem total e a contagem
diferencial, ou seja, estabelecendo o valor relativo e absoluto dos véarios tipos de
leucécitos. Um estudo hematoldgico basico inclui ainda a avaliacdo plaquetaria, a
contagem de plaquetas (PLT), avaliacdo do plaquetécrito (PCT) e a determinacdo dos
indices plaguetarios, como o volume plaguetario médio (MPV) e “platelet distribution
width” (PDW). Alguns contadores permitem avaliar também o valor de reticul6citos (RET)
e de eritroblastos (NRBC) importantes no estudo hematolégico.® 4

A avaliacdo do hemograma, utilizando os contadores globulares automaticos, é
feita com um pequeno volume de sangue total colhido para um tubo com anticoagulante,
preferencialmente o EDTA (4cido etilenodiamino tetra acético).®) A amostra deve estar
perfeitamente homogeneizada e sem coagulos e deve ser processada até 2- 4 horas
apos a colheita. As amostras “envelhecidas” podem apresentar alteragées nas contagens
celulares e seus indices.”’ A maioria dos aparelhos contém um sistema de identificacdo
de amostras por leitura 6tica de codigo de barras, um sistema de controlo do estado de
processamento das amostras, e uma ligacdo ao sistema informatico do laboratério para
envio, analise e validacdo de resultados. Os aparelhos possuem sistemas graficos de
distribuicdo de resultados, alertas de processamento relativos ao aparelho e as amostras
(por exemplo, alertas para a falha de reagente, entupimento de agulha, etc).® Permitem,
ainda, o processamento de amostras (exemplo na Figura 1) quer em modo automatico,
quer em modo manual (mais usado para analise de amostras isoladamente) e
apresentam, ainda, a possibilidade de utilizacdo do modo capilar (em caso de baixo

volume de amostra)®.
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Entrada de amostra
pelo modo manual
Entrada de amostrapelo

= A Fin
modo automatico

Entrada de amostra /
pelo modo capilar

Figura 1 — Exemplo de equipamento automdtico em que estdo representados as
diferentes formas de processar a amostra.
Adaptado de: http://ruvel.angelfire.com/hematologia.htm

Os contadores apresentam um sistema de alertas para alteragées morfologicas,
alteracdes quantitativas e para a presenca de células precursoras.

Cada aparelho tem as suas limitagbes, que é importante conhecer. E também
importante saber interpretar os alertas produzidos, que auxiliam na identificacdo de erros
ou alertam para alteracdes nas células sanguineas, que é necessario confirmar por
visualizacdo microscoépica do respetivo esfregaco de sangue periférico. Este aspeto é
muito importante para a validacdo e quantificacdo de alteragcbes morfolégicas e para
identificacdo de células precursoras.? ©

Com o decorrer do tempo houve uma evolucdo no sistema de alertas dos
equipamentos, com inclusédo de alertas para rejeicdo de amostras, nomeadamente para
volume insuficiente e presenca de coagulos.® "

Os contadores automéaticos apresentam diversas vantagens, relativamente ao
método manual, tais como:

e Maior seguranga, com a andlise das amostras em tubo fechado

e Maior reprodutibilidade, sem variabilidade inter-observador

e Maior precisdo, resultante do elevado numero de células contadas

o Possibilidade de avaliacdo de parametros ndo incluidos no hemograma, mas
muito Uteis na avaliagdo hematolégica, com o mesmo volume de sangue

« Mais eficiente permitindo a realizacdo de mais de 100 analises por hora

O método manual continua, no entanto, a ter a sua importancia, sendo utilizado
em determinadas circunstancias, nomeadamente quando os resultados das contagens
automaticas geram resultados duvidosos e a Unica forma de os confirmar é pela técnica

manual.

2 Daniela Almeida Braga — FFUP — 2014
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Sempre que a contagem globular automatica forneca resultados ou indique
alarmes que o justifiquem, deve ser realizada uma visualizagdo microscopica do
esfregaco de sangue (figura 2) e, se necessario, uma contagem manual das células. O
método manual é importante quando o método automético ndo consegue fornecer com
confianca o valor de contagens celulares anormais, que podem surgir em determinadas
condigcbes hematoldgicas (por exemplo nas anemias e trombocitopenias). O método
automatico tem maior dificuldade na discriminacdo de mudltiplos tipos celulares numa
suspensdo de células, a ndo ser que as diferencas do seu tamanho e forma sejam

bastante evidentes.
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Figura 2 - Exemplo de esfregaco de sangue periférico de uma anemia falciforme, em que sdo visiveis
alteragGes morfoldgicas dos RBC, que ndo seriam detetadas no equipamento automatico. Adaptado
de: http://www.hemoglobinopatias.com.br/d-falciforme/intro.htm

Para a andlise do hemograma o0s contadores automaticos apresentam duas

metodologias principais, 0 método 6tico e de impedancia.®
Método o6tico — fundamento

Os aparelhos que fazem a contagem celular pelo método 6tico utilizam uma luz
laser para analise e contagem das células por citometria de fluxo. Nestes contadores o
sangue é aspirado e introduzido num fluxo continuo, que faz com que as células se
alinhem (uma a uma) no centro do fluxo, prevenindo desta forma a geragéo de pulsos
anormais. Um laser semicondutor é emitido para o fluxo de células atravessando-o na
perpendicular (90°), estando alinhado com um detetor. Existem varios detetores
colocados em diferentes posi¢des relativamente ao laser, o detector “forward-scattered”
(FS) colocado num angulo de 2-10°, o “lateral-scattered” (LS) colocado para uma leitura a
90° e ainda o “lateral fluorescence light” (LFL) também a 90° (figura 3). A radiacdo é
convertida em pulsos elétricos, permitindo assim obter informacgéo acerca das células. O
namero de pulsos indica o nimero de células (contagem 6tica) e o angulo de disperséo

de luz fornece informacao sobre o tamanho e complexidade das células. O detetor FS
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capta a radiacao dispersa fornecendo informacao acerca do tamanho da célula; o detetor
LS capta a radiacdo dispersa num grande angulo, fornecendo informacdo acerca da

complexidade interna da célula. O LFL, faz a medicdo da fluorescéncia emitida pelas

células, fornecendo informac&o quanto ao tamanho do nucleo (figura 4).% 4% 812

Lateral fluorescent light intensity

photo multiplier Infor n on RNA and DNA amounts
(fluorescence light)

semi~conductor
laser A=633 nm dichroic

. mirror (
@/ A \n‘oirwati::" once! ‘
.

-
\ ™ ( structure of
- (

-\ . photo diode

h 4 (side scattered
: light)
.

flow cell ~

photo diode
(forward scattered light)

Laser irradiation

Figura 3 - Esquema representativo da tecnologia de Figura 4 - Esquema representativo dos tipos de detetores
citometria de fluxo incorporada num contador utilizados na tecnologia de citometria de fluxo incorporada
hematoldgico automatico. em contadores hematoldgicos automaticos.

Adaptado de: http://www.sysmex-europe.com/ Adaptado de: http://www.sysmex-europe.com/

Sistema de impedancia — fundamento

O sistema de impedancia elétrica aplicado a contagem celular, é também
designado por corrente direta e tem como base o principio de “Coulter”. Esta metodologia
tem como base a medi¢do de alterag6es numa corrente elétrica durante a passagem de
particulas, neste caso células sanguineas (suspensas numa solugcédo salina, isotdnica,
boa condutora), através de um pequeno orificio situado entre dois elétrodos. Como as
células ndo sdo condutoras de corrente elétrica, a passagem de cada célula através da
abertura causa uma diferenca de potencial entre os dois elétrodos. Desta alteracdo da
corrente gera-se um pulso elétrico proporcional ao volume da célula que lhe deu origem
(figura 5). Esta metodologia é utilizada essencialmente para contagem de RBC e PLT
com prévia lise de WBC. As plaquetas e os eritrécitos sdo distinguidos com base no seu
volume celular, uma vez que as plaguetas tém menor volume e que, como tal, originam
um pulso de menor amplitude.*® 9

O numero de pulsos gerados indica o nimero de células. O tamanho/amplitude do
pulso representa o volume/tamanho da célula. Os pulsos sao analisados e classificados
pelo tamanho por um analisador especifico.® A soma dos impulsos de todas as células

num volume especifico é avaliada com recurso a um histograma.® No caso dos RBC o
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somatorio dos pulsos fornece o valor de hematécrito e no caso das PLT, o valor do

iLliﬁ

HARTICLES ——

E LECI’ROLVTE

plaquetdcrito.

APERTURE
TUBE

Figura 5- Esquema representativo do sistema de impedancia elétrico que tem como
base o principio de "Coulter".
Adaptado de:http://www.cyto.purdue.edu/cdroms/cyto2/6/coulter/ss000103.htm

Tipos de contador e tecnologia utilizada.

Os contadores automaticos apresentam-se cada vez mais evoluidos, permitindo a
analise de novos parametros hematoldgicos, que se tém revelado com elevado potencial
de interesse clinico. Hoje em dia existem diversos contadores automaticos. Como
contadores de referéncia para a elaboracdo deste trabalho foram escolhidos trés, os
referidos com maior frequéncia nos estudos realizados na area de hematologia, sendo
estes 0 Sysmex XE-5000, da Sysmex (Kobe, Japéo), o Advia 120, da Siemens (Berlim e
Munique, Alemanha) e o Coulter LH-750, da Beckman (Brea, Califérnia).*®

Sysmex XE-5000

O Sysmex XE-5000 (figura 6) utiliza a tecnologia de citometria de fluxo (por
fluorescéncia) para a contagem de WBC, RET, PLT e NRBC, e o método de impedancia
para a contagem de RBC e PLT.

Os WBC sao medidos num canal DIFF (contagem diferencial de WBC), em que
um surfactante promove a lise dos RBC e permeabiliza as membranas dos WBC. Os
WBC ficam com poros muito reduzidos na membrana, por onde entra um corante
fluorescente (polimetina) que se liga ao acido nucleico. Sao depois analisados por

citometria de fluxo (com fluorescéncia), recorrendo aos detetores SS e LFL, em que a
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intensidade de fluorescéncia do RNA e DNA do nucleo e dos organelos citoplasméticos

das células, e a analise da complexidade da estrutura celular, permitem fazer a

diferenciacao dos diferentes tipos de leucdcitos.® 11"

Boscecersd 2

Figura 6 — Contador automatico Sysmex XE-5000.
Adaptado: http://msdiagnostica.com/Joomla/index.php/produtos?lang=

No canal RET/PLT-O sdo contados os RET e as PLT (contagem 6tica). Neste
canal, da mesma forma, o surfactante lisa os RBC e permeabiliza as membranas das
células permitindo a penetracdo do corante fluorescente, que se vai ligar ao acido
nucleico dos WBC, NRBC, RET e PLT. Com recurso aos detetores FS e LFL, sédo
analisados os RET.* 9

No canal IMI sdo detetadas seletivamente células imaturas de linhagem mieloide.
Quando expostas ao reagente (“Stromatolyser — IM”) as membranas das células maduras
sdo destruidas devido ao seu grande teor lipidico e 0os seus componentes eliminados.
Como a membrana das células imaturas contém uma quantidade mais pequena de
lipidos e uma grande concentracdo de &cidos gordos, nas suas membranas, apesar de
também serem lesadas, o reagente penetra a célula fixando ambos (membrana celular e
componentes intracelulares). Recorrendo ao método de impedancia, o Sysmex consegue
distinguir células blasticas, granulécitos imaturos (miel6citos, metamielécitos, pro-
mieldcitos e células em banda).®* ™

No canal de NRBC, os RBC e NRBC sao lisados por um surfactante
(“Stromatolyser — NR”) expondo o nucleo dos NRBC. As membranas dos WBC sao
permeabilizadas, permitindo a entrada do corante fluorescente (polimetina) que migra e
se liga aos acidos nucleicos e organelos celulares. No caso dos NRBC apenas fica
marcado o acido nucleico, uma vez que ap6s a lise se perdem 0s seus componentes
celulares. O resultado desta analise serdo duas populagfes distintas, que diferem na
intensidade de fluorescéncia (WBC com maior fluorescéncia que os NRBC). Este canal
permite a correcdo automatica da contagem de WBC na presenca de NRBC.® 1419

Na tabela | estdo apresentados os diferentes parametros determinados no
Sysmex XE-5000.1 141617
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Tabela | - Parametros avaliados pelo contador hematoldgico Sysmex Xe-5000.

Parametro

Designacao (Unidades)

RBC

PLT

Hb

Hct

MCV

MCHC

MCH

WBC

%Neut e #Neut
%Mono e #Mono
%Lymph e #Lymph
%Eos e #Eos

% Baso e #Baso
%IG e #IG

RDW

HDW

MPV

IRF

IPF

%NRBC e #NRBC
PLT-O

%Retic e #Retic
Retic-He

HPC

%Hypo

%Hyper

%Macro

%Micro

Eritrdcitos (n°/L)

Plaguetas (n°/L)

Hemoglobina (g/dL)

Hematocrito (%)

Volume corpuscular médio (fL)

Concentracdo de Hb corpuscular média (g/dL)
Hb corpuscular média (pg)

Leucdcitos (n°/L)

Neutrdfilos (% e valor absoluto)

Mondcitos (% e valor absoluto)

Linfécitos (% e valor absoluto)

Eosinofilos (% e valor absoluto)

Basdfilos (% e valor absoluto)

Granulécitos Imaturos (% e valor absoluto)
“Red cell distribution width” (grau anisocitose)
“Hemoglobin distribution width” (grau anisocromia)
Volume médio plaquetario

Fracgao de reticulécitos imaturos

Fracdo de plaquetas imaturas

Eritroblastos (% e valor absoluto)

Plaquetas contadas pelo método 6tico
Reticulécitos (% e valor absoluto)

Hb dos reticuldcitos

Células progenitoras hematopoiéticas

% Células hipocrémicas

% Células hipercromicas

% Células macrociticas

% Células microciticas

As figuras 7,8 e 9 exemplificam o resultado de um hemograma de uma amostra de

sangue analisado no aparelho Sysmex XE-5000. Na figura 7 esta apenas representado o

resultado para a contagem de WBC e respetivos parametros. Verifica-se no exemplo que

a contagem de WBC estd aumentada (leucocitose) devido a neutrofilia (aumento dos

NEUT) e monocitose (aumento dos MONO). Estdo presentes alguns granulécitos

imaturos (IG), o que podera estar relacionado com um ligeiro aumento da atividade da

medula 6ssea, em resposta a uma possivel infecdo virica. Os alertas produzidos pelo

equipamento chamam a atencé@o para estas alteracdes, que deverdo ser avaliadas por

observacao microscopica do esfregaco sanguineo.
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Figura 8 - Exemplo de resultado dos parametros plaquetarios fornecido pelo Sysmex XE-5000
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Na figura 8 esta representado o resultado da andlise dos parametros plaquetarios,
onde se pode observar uma contagem de plaquetas (PLT = 155x10%L) esta baixa. O
valor de IPF (7.0%), correspondente as PLT imaturas em circulacdo esta aumentado,
sendo indicativo de uma atividade aumentada da medula éssea (MO), como resposta a
diminuicdo do valor plaquetas. Também é possivel observar que o valor da contagem de
PLT por impedancia (PLT-1 com 155x10%L) e na contagem 6tica (PLT-O com 140x10°%L)
€ bastante semelhante. Os alertas sinalizam uma distribuicdo anormal do volume das
PLT, que é devido a presenca de PLT imaturas (IPF) numa populacdo diminuida (PLT
baixas) de plaquetas.

A figura 9 representa os resultados da avaliacdo dos parametros eritrocitarios no
Sysmex XE-5000. Os resultados apresentados tém valores dentro dos limites de
referéncia de Hb, MCV, MCHC, nédo existindo varia¢gbes significativas, nem alertas a

considerar.
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Figura 9 - Exemplo de resultado dos parametros eritrocitarios fornecido pelo Sysmex XE-5000.

9 Daniela Almeida Braga — FFUP — 2014



Monografia — MAC

Advia 120

O autoanalisador Advia 120, utiliza o método 6tico para todas as determinacgdes.
O aparelho funciona com uma tecnologia designada de UFC (“Unified Fluids Circuit”), que
€ um circuito fechado com valvulas e bomba de fluidos, em que a juncao de varias placas
acrilicas origina diferentes camaras/canais onde ocorrem as reacfes para analise das

amostras (Figura 10).

1 HGB REACTION CHAMBER [nok isible)
2 B30 REACTION CHAMBER

3 RBC REACTION CHAMBER

4 RETIC REACTION CHANBER

§ PEROY REACTION CHANBER

b SHEAR WALUE

T REAGENT PUNP ASSENBLY

Figura 10 - Esquema da tecnologia UFC utilizada pelo equipamento Advia 120. Adaptado de:
http://www.slidefinder.net/a/advial20_ismerteto/32871029

No canal RBC/PLT, um reagente (SDS - “sodium dodecyl sulfate” com
glutaraldeido) torna os eritrécitos e plaquetas esféricos. Ao tornar todas as células
esféricas, a forma deixa de ser uma variavel a ter em conta e apenas é importante a
medicdo do volume para distinguir estas duas populacdes celulares (eritrocitos e
plaguetas).

Os reticulécitos sdo contados no canal RET, onde um reagente torna os RBC
esféricos e cora (corante catidnico de oxazina) as células de acordo com o seu contetdo
em RNA.

No canal PEROX um surfactante, em combinacdo com “stress” térmico, lisa os
RBC; os WBC com atividade peroxidase sdo corados com um reagente que serve de
substrato ao peréxido de hidrogénio, formando um precipitado negro, nas granulactes
dos neutréfilos, eosindfilos e monécitos. O contetdo de peroxidase das células é avaliado
pela absorvancia (valor diretamente proporcional), sendo que os eosindfilos sdo os que
apresentam maior atividade de peroxidase e os mondcitos a menor. Neste canal é
também possivel detetar, com base no seu contetdo em peroxidase, a presenca de pro-
mielécitos, mieldcitos, metamielocitos e células em banda.

No canal BASO ocorre a lise dos eritrocitos e dos leucécitos, exceto dos basdfilos

(resistentes ao surfactante), permitindo desta forma contar os baséfilos.® *®
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O equipamento Advia 120 possibilita a determinacdo de varios parametros

hematoldgicos, que sdo indicados na tabela Il.

Tabela Il - Pardmetros avaliados no autoanalisador Advia 120.

Parametro Designacao (Unidades)

RBC Eritrocitos (n°/L)

PLT Plaquetas (n°/L)

Hb Hemoglobina (g/dL)

Hct Hematdcrito (%)

MCV Volume corpuscular médio (fL)

MCHC Concentracéo de Hb corpuscular média (g/dL)
MCH Hb corpuscular média (pg)

WBC Leucdcitos (n°/L)

%Neut e #Neut
%Mono e #Mono
%Lymph e #Lymph
%Eos e #Eos

% Baso e #Baso
WBCP

RDW “Red cell distribution width” (grau anisocitose)
HDW “Hemoglobina distribution width” (grau anisocromia)
MPV Volume médio plaquetario

IRF Fracéo de reticuldcitos imaturos

LPLT Plaguetas gigantes

%Retic e #Retic
%LUC e #LUC

MCVr MCYV dos reticulécitos
MCHr MCH dos reticuldcitos
MCHCr MCHC dos reticuldcitos
%Hypo % Células hipocrémicas
%Hyper % Células hipercromicas
%Macro % Células macrociticas
%Micro % Células microciticas
%Basts e #Blasts Blastos (% e valor absoluto)
%MN % mononucleares
%PMN % polimorfonucelares

LI indice de lobularidade

Neutroéfilos (% e valor absoluto)
Mondcitos (% e valor absoluto)
Linfocitos (% e valor absoluto)
Eosinofilos (% e valor absoluto)
Basdfilos (% e valor absoluto)
WBC no canal peroxidase

Reticulécitos (% e valor absoluto)
“Large unstained cells” (% e valor absoluto)

Nas figuras 11 e 12 é apresentado um exemplo de um resultado fornecido pelo

aparelho Advia 120. Pela andlise da figura 11 podemos verificar que o valor de Hb é

inferior ao valor de referéncia, assim como alguns indices eritrocitarios (MCV e MCH). Na

figura 12 verifica-se a presenca de células microciticas e hipocromicas, resultado

concordante com os valores de MCV e MCH apresentados acima. Estes resultados

sugerem a presencga de uma anemia microcitica hipocromica.

Na figura 11 esta ainda assinalada a presenca de LUC, pelo que se deve proceder

a visualizacdo do esfregaco sanguineo para pesquisa de células blasticas, linfocitos

atipicos ou plasmocitos.

11
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Header - WB
SID:
Time & Date:
Rack & Position:
Selectivity:
Sample Type:
Sex & Age
System:
Sequence:
Species:

FOR LABORATORY USE ONLY

Routine CBC

WBC: 6.73
RBC 413
HGB: i 5 B
HCT 323
MCV: 78.5
MCH: 26.7
(CHC EL
CHCM 32.2
CH: 252
RDW 14.3
HDW: 2.94
PLT: 241
MPV: 8.4

Routine Retic

Qi . |
Retic: 3.41 * 142.5 x10° cells/L
CHr: 23.7 * pg
CHm: 26.4 pg
RBC Volume ReCHC ||  Plateletvol
e ] i
. HGB Trans |
! e
x103 cells/pL
x106¢ cells/pL S
dL e
;J(,/ Routine WBC Differential
fL % x103 cells/pL
S?dL WBC: 6.73
g/dL Neib: 62.9 4.24
by Lymph: 21.0 1.41
o Mono: 8.1 0.55
apdL Eos: 1.9 0.13
X103 cells /L Basos 0.7 0.05
fL LUC: 5.4 0.36
LT 1.46
MPXI: -11.8
WBCP: 6.81

Figura 11 - Exemplo de resultado de um hemograma fornecido pelo autoanalisador Advia 120 (parte 1)

% Blast Suspect:

I“/’ Hyper: 0.3
% Hypo: 7.3
% Macro: 0.2
|% Micro: 4.5 |
RBC Fragments: 0.02
RBC Ghosts: 0.06
Neut X: LA
Neut Y: 73.4
MNx:
MNy: 6.0
YOMN: 03
YPMN 2.8
Cellular HGB: 10.6

Additional Routine Parameters

x10° cells/pL
x10°¢ cells/pL

g/dL

Figura 12 - Exemplo de resultado de um hemograma fornecido pelo analisador

Advia 120 (parte 2)
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Coulter LH 750

Relativamente ao aparelho da Beckman, o Coulter LH 750 utiliza a impedancia
para a contagem celular (eritrécitos, leucdcitos e plaguetas) e uma tecnologia designada
por VCS (“volume, high frequency conductivity, scatter”) que permite a diferenciagéo dos
leucdcitos e a contagem de reticuldcitos. Esta tecnologia permite diferenciar linfécitos,
monadcitos, eosindfilos, neutréfilos, baséfilos e reticulocitos com base no volume da

célula, na sua condutividade, estrutura e forma (VCS). ¢ 19

Figura 13- Imagem do contador automdtico Coulter LH 750. Adaptado de:
https://www.beckmancoulter.com/wsrportal/wsr/diagnostics/clinical-
products/hematology/coulter-lh-750-hematology-analyzer/index.htm

No Coulter LH 750 (figura 13) os parametros (RBC, WBC e PLT) séo
determinados usando a tecnologia “AccuCount” que combina a impedancia (principio de
Coulter) com algoritmos matematicos. Esta tecnologia permite que as contagens sejam
automaticamente corrigidas, como é o caso da contagem de WBC na presenca de
NRBC, no caso da presenca de PLT gigantes, agregados plaguetarios, RBC nao lisados
ou fragmentos de RBC. A contagem de NRBC ¢é parte integrante da contagem diferencial,
tendo assim o Coulter LH 750 um canal 6-part Diff (os outros dois aparelhos apresentam
5-diff) em que é aplicada a tecnologia VCS (figura 14).%9

Este equipamento permite a andlise de uma série de parametros especificados na
tabela Ill. Na figura 15 esta representado um exemplo de um resultado fornecido por este
contador hematoldgico automatico.

Figura 14 - Esquema representativo da tecnologia VCS. Primeira imagem representa a determinagdo do volume, a
segunda a condutividade, a terceira a dispersdo da radiacdo, e a Ultima é a combinacdo das trés anteriores, ou seja o VCS.
Adaptado de: Coulter 3-D VCS Technology. Available from:
https://www.beckmancoulter.com/wsrportal/bibliography?docname=ss0000125.pdf.
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Tabela 1l - Parametros avaliados pelo autoanalisador Coulter LH 750.

Parametro

Designacao (Unidades)

RBC

PLT

Hb

Hct

MCV

MCHC

MCH

WBC

%Neut e #Neut
%Mono e #Mono
%Lymph e #Lymph
%Eos e #Eos

% Baso e #Baso
MPV

RDW

%NRBC e #NRBC
%RET e #RET
%HLR e #HLR
IRF

MRV

MSCV

PDW

Pct

Eritrocitos (n°/L)

Plaguetas (n°/L)

Hemoglobina (g/dL)

Hematdcrito (%)

Volume corpuscular médio (fL)

Concentragdo de Hb corpuscular média (g/dL)
Hb corpuscular média (pg)

Leucdcitos (n°/L)

Neutrdfilos (% e valor absoluto)

Mondcitos (% e valor absoluto)

Linfécitos (% e valor absoluto)

Eosinofilos (% e valor absoluto)

Basdfilos (% e valor absoluto)

Volume plaquetario médio

“Red cell distribution width” (grau anisocitose)
Eritroblastos (% e valor absoluto)
Reticulécitos (% e valor absoluto)
Reticulécitos com elevada dispersao (% e valor absoluto)
Frac&o de reticuldcitos imaturos

Volume médio dos reticuldcitos

Volume celular esférico médio

“Platelet distribution width” (anisocitose plaquetaria)
Plaquetocrito

Na figura 15 esta representado um exemplo de um resultado de um hemograma

fornecido pelo aparelho Coulter LH 750. No painel é possivel observar alteragdes ao nivel

das trés linhagens celulares. A contagem de WBC estd aumentada (leucocitose com

neutrofilia e monocitose), o valor de Hb esta diminuido (anemia) e o valor de PLT esta

muito baixo (trombocitopenia). Os alertas do equipamento sugerem como principal

achado a presenca de agregados plaquetarios (“PLT clumps”). O histograma das PLT

também apresenta alteracbes. Neste caso, seria importante a visualizacdo do esfregaco

sanguineo para avaliar a presenca ou ndo de agregados plaguetarios que justificassem a

diminuicdo das PLT e possivelmente o aumento dos WBC. No caso de se confirmar a

presenca de agregados, seria necessario a realizagdo de nova colheita de sangue, para

tubo de citrato de sbédio (sem centrifugar) para nova contagem celular, de modo a

prevenir a formacao de agregados plaquetarios induzidos pelo EDTA.

14
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Figura 15 - Exemplo de resultado de uma andlise fornecido pelo aparelho Coulter LH 750.

Para além dos pardmetros analisados estes contadores automaticos apresentam um
sistema de alarmes, que chamam a atencdo do analista para a presenca de alteracoes.
Cada equipamento apresenta as suas especificacdes e alertas, que podem incluir:

e Alertas gerados pelo Sysmex XE-5000
“‘PLT clumps”; “PLT ABN distribution”; “WBC ABN scattergram”; “Blasts”; “left shift”;
“atypical lymphocytes”; “abnormal lymphocytes/blasts”; “RBC ABN distribution”; “RBC lyse
resistence”; “RBC agglutinins”; “turbidity”.

e Alertas gerados pelo Advia 120
“left shift”; “atyp”; “blasts”; “immature grans”; “myeloperoxidase deficiency”; “aniso”;
“micro”; “macro”; “Hb variation”; “hypo”; “hyper”; “NRBC”; “RBC fragments”; “RBC ghost”;
“large PLT”; “PLT clumps”.

e Alertas gerados pelo Coulter LH750
“user-definable age”; “gender”; “location-based reference intervals”; “action and critical
limits”; “user — definable RBC morphology”; “gradient messages (+,++,+++)”; “user —

selectable sensivity for differential abnormal population suspected messages”.

Os resultados fornecidos pelos aparelhos tém que ser avaliados tendo em conta

os resultados e os alertas por eles fornecidos.
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Os parametros apresentados para os trés aparelhos referem-se apenas aos
parametros reportaveis, ou seja, cada um dos aparelhos consegue determinar um maior
namero de parametros para além dos apresentados. No entanto, esses parametros,
ainda sdo considerados pelas respetivas marcas como parametros de investigacdo que

nao devem ser usados na pratica clinica.

Calibracéo e controlo de qualidade

O controlo de qualidade (CQ) em laboratérios visa obter resultados corretos e
precisos para diagnéstico e terapéutica. Permite avaliar a precisdo, exatiddao e
reprodutibilidade dos métodos analiticos, sendo, por isso, uma agdo sistematica
necessdaria para dar idoneidade e confianca aos servigos prestados por um laboratério de
anélises clinica.®>??

O CQ num laboratério tem que ter em vista as trés fases de analise de uma
amostra, fase pré-analitica, analitica e pos-analitica, pois a qualidade comeca e termina
no doente.

Nos laboratérios de hematologia o CQ, como em todos 0s outros setores
laboratoriais, deve incluir um programa interno e externo. O controlo de qualidade interno,
€ o controlo intralaboratorial, engloba a analise diaria de amostras controlo, com valores
conhecidos, para avaliar a precisdo dos ensaios. Permite garantir a reprodutibilidade,
verificar a calibracdo dos sistemas analiticos, indicando, portanto, quando é necessario
promover medidas corretivas, ou seja, quando surge uma ndo conformidade. Cada
laboratério deve ter o seu proprio sistema de controlo de qualidade interno, para uma
melhoria continua.*#

S&o recomendados trés niveis de controlo interno das amostras controlo (alto,
normal e baixo). Quando os resultados dos controlos ficam fora dos valores de referéncia
surgem alarmes. As cartas de Levey-Jennings usam-se para avaliar a exatiddo e
precisdo. Os controlos sdo usados habitualmente para monitorizar 0 desempenho do
sistema de testes, mas também quando se troca de reagente, guando ha manutencao do
aparelho ou problemas com o mesmo. A manutencdo de rotina do equipamento é
importante para assegurar o correto funcionamento do mesmo, sendo por isso importante
a sua limpeza e verificagcdo de todos os componentes. Cada aparelho tem as suas
especificacBes para a manutencdo semanal/mensal preventiva.

O controlo de qualidade externo € o controlo interlaboratorial, que compara a
exatiddo dos resultados analiticos. Habitualmente os laboratérios participam num
programa que oferece uma avaliacdo do desempenho geral do laboratério quando em

z

comparagdo com outros participantes. Uma amostra é enviada por uma entidade
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acreditada (p.e UK NEQAS), para todos os laboratérios participantes, que processam a
amostra e enviam os resultados para a entidade responséavel. Os resultados sao entédo
comparados entre si e cada laboratério recebe um relatério com os resultados finais. O
resultado é dado como “Bom”, “Aceitavel’ ou “Inaceitavel’. As avalia¢cbes obtidas nos
programas de controlo de qualidade externo sdo importantes para implementar o sistema
de controlo interno.#%2?

As amostras enviadas para os laboratérios sdo de uma matriz adequada e
especifica para cada aparelho inscrito no programa, ou seja, uma matriz para um Coulter
n&o podera ser utilizada num aparelho da Sysmex.?

A automatizacdo em hematologia reduziu o custo e o tempo para determinacgao do
hemograma, e aumentou a preciséo dos resultados obtidos.?"

A calibragdo € um conjunto de operacdes que estabelecem, sob condi¢des
especificas, a relacdo entre os valores obtidos na medicdo de um dado analito hum
determinado aparelho e os mesmos valores em amostras padrdo. Os calibradores sdo
padrdes com caracteristicas em tudo semelhantes as amostras analisadas na rotina. Sdo

utilizados para testar e ajustar um instrumento relativamente & medic&o de um analito.®
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Parametros avaliados pelos contadores autométicos e seu significado

Parametros de avaliacao eritrocitaria

O processo de producdo de RBC denomina-se eritropoiese e ocorre na medula
Ossea (MO) por diferenciacdo de células progenitoras e precursoras tronco (figura 16),
desde o pré-eritroblasto até a libertacdo do reticulécito na corrente sanguinea. Apés
cerca de 24 horas o reticuldcito (RET) transforma-se em RBC. A vida média dos RBC é
de 120 dias e diariamente cerca de 1% do RBC s&o renovados. Os diferentes parametros
para estudo eritrocitario permitem a avaliacdo de patologias associadas a altera¢des dos
RBC, desde anemias (capacidade diminuida do transporte de oxigénio devido a
diminuicdo da concentracdo de Hb) a policitemias (aumento do nimero de RBC com

consequente aumento da viscosidade do sangue).®

PROERITROBLASTO ERITROBLASTO ERITROBLASTO ERITROBLASTO RETICULCCITO HEMACIA
BASOFILO POLICROMATICO  ORTCCROMATICO

Figura 16- Esquema representativo das diferentes etapas da eritropioese.
Adaptado de: http://cadernodefarmacia.blogspot.pt/2012/11/eritropoiese.html

As anemias podem ocorrer devido a producdo de RBC com composicdo ou
morfologia alterada, devido a perda sanguinea ou a destruicdo acelerada (hemodlise). As

anemias podem ter uma causa genética, nutricional ou hemorréagica (tabela V).

Tabela IV - Causas das anemias.

Causa da anemia Alteracfes subjacentes \ Exemplos
Anemia falciforme
Alteracdes na sintese da Hb Hemoglobinopatias
Talassemias
Genética Alteracdes na composicdo da Eliptocitose hereditaria
membrana Esferocitose hereditaria

Défice de glucose-6-fosfato

Defeitos enzimaticos . . .
desidrogenase e piruvato-quinase

Deficiéncia de ferro Anemia ferropénica
Nutricional Deficiéncia de vitamina B12 . .
—— Anemia megaloblastica
Deficiéncia de folato
Aguda Acidentes, parto, cirurgia
Hemorréagica L. Perdas menstruais excessivas,
Crodnica

neoplasias digestivas
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7

A classificagdo das anemias é feita com auxilio da andlise de parametros

eritrocitarios fornecidos pelos contadores automaticos, que sdo descritos em seguida.®

e Hb (hemoglobina)

A concentracdo de hemoglobina é determinada espectrofotometricamente nos
autoanalizadores através da tecnologia SLS-Hb. Nesta metodologia € utlizado um
reagente de lise dos RBC libertando a Hb, que é oxidada a metahemaoglobina por a¢do do
SLS (laurel-sulfato-sddio) formando um complexo estavel e corado (SLS-Hb) cuja
absorvancia é lida espectrofotometricamente a um comprimento de onda de 550nm,
(variando um pouco entre os aparelhos). O valor de absorvancia é proporcional a
concentracdo de Hb na amostra. Este método € influenciado pela turbidimetria da
amostra, que pode ser alterada por lipémia ou por leucocitose.® *

A determinacdo da Hb é importante para o diagnéstico de anemias, pois o0 seu

valor nestas situacdes esta diminuido.

e Hct (hematdcrito)

O hematdcrito corresponde ao volume de RBC por volume total de sangue, sendo
expresso em L/L (U.l.) ou em percentagem. Para um mesmo numero de RBC podem
corresponder valores de Hct diferentes. No caso de desidratacéo, a diminuicdo do volume
plasméatico gera valores mais elevados de Hct; enquanto que no caso de hipervolémia os

valores s&o menores. %)

e MCV (volume corpuscular médio)

Corresponde a média do volume dos RBC, expresso em fentolitros (fL). E um
parametro muito usado na classificacdo de anemias, por estar associado a alteracdes no
tamanho dos RBC. A anemia classifica-se como normocitica quando os valores de MCV
estdo dentro dos valores de referéncia (80-100fl), como macrocitica quando o valor de
MCV é superior a 100fL (RBC macrociticos) e como microcitica quando o seu valor é
inferior a 80fL (RBC microciticos). E determinado pelos aparelhos automéaticos mas pode
também ser calculado pela férmula:®2? MCV= Hct (L/L) / n°RBC (x10*%/L)

e MCH (hemoglobina corpuscular media)

Este pardmetro corresponde ao contetudo de Hb por RBC. Pode ser calculado pela
seguinte férmula, expressando o resultado em picogramas (pg ou 10*%g)®:
MCH = Hb(g/dL) / n°RBC (x10"L)

Os valores normais para este parametro sdo de 27-32pg.
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e MCHC (concentracdo de hemoglobina corpuscular média)

Este pardmetro corresponde a concentracdo média de Hb por RBC e é expresso
em g/dL. E usado para classificar as anemias morfologicamente, como normocrémicas
com valores de MCHC dentro dos valores de referéncia (31-35g/dL), ou hipocromicas,
para valores inferiores a 28g/dL (RBC hipocrémicos). O seu valor pode também ser
calculado pela seguinte féormula®: MCHC = Hb(g/dL) /Hct (L/L)

e “Hypo” e “Hyper” (células hipocrémicas e hipercromicas)
Este parametro indica a percentagem de células hipocromicas e hipercrémicas na
amostra em andlise, ou seja, a percentagem (%) de RBC com menor contetdo de Hb, ou

% de RBC com maior contetido de Hb, respetivamente.® ™

e Micro e Macro (células microciticas e macrociticas)
Este pardmetro indica a percentagem de células microciticas e macrociticas na
amostra em analise. As células com tamanho superior ao normal sdo denominadas de

macrociticas e as que apresentam tamanho menor, de microciticas.®

As anemias podem ser classificadas morfologicamente, de acordo com indices
MCV e MCHC em trés tipos, apresentados na tabela V e na figura 17 pode-se observar

uma imagem correspondente a um exemplo de anemia.

Figura 17 - Exemplo de alteragdes morfoldgicas no esfregaco sangue periférico compativel com a
presenca de uma anemia microcitica e hipocromica.
Adaptado de: http://hematologia-iesa.blogspot.pt/2012/03/anemias-microciticas-e-hipocromicas.html
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Tabela V - Classificagdo das anemias de acordo com os indices eritrocitarios.

EREINIES

| Classificagdodas  Valorde

VCM

Valor de

MCHC

Exemplos

Hipocrémica

Macrocitica Anemia megaloblastica por deficiéncia de
L. Aumentado Normal o
Normocromica vitamina B12 ou folato
Normocitica .
P Normal Normal Hemorragia aguda
Normocromica
Microcitica Lo L . .
Diminuido Diminuido Anemia ferropénica

Para além dos indices referidos, na avaliacdo da linhagem eritroide ha outros

parametros que podem ser importantes e que sdo fornecidos pelos aparelhos

autométicos referidos anteriormente; no entanto nem todos os aparelhos determinam os

mesmos parametros, como se pode observar na tabela VI.

Tabela VI - Parametros de avaliagdo eritrocitaria fornecidos pelos trés analisadores.

Parametro Sysmex XE-5000 Advia 120 Coulter LH750
Hb X X X
Hct X X X
MCV X X X
MCH X X X
MCHC X X X
HYPO,HYPER X X
MICRO,MACRO X X
RDW X X X
HDW X X
MSCV X
RET X X X
MCVr,MCHr,MCHCr X
Ret-He X
MRV X
IRF X X X
HLR X
NRBC X X
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e RDW (“red cell distribution width”)

E medido como o coeficiente de variacdo da distribuicio do tamanho dos RBC,
indicando o grau de anisocitose dos RBC. O RDW pode ser utilizado para o diagndstico
diferencial de anemias, uma vez que 0s seus valores sdo habitualmente normais no caso
de talassemia minor, estdo aumentados no caso de anemia por deficiéncia de ferro,
assim como em anemias megaloblasticas, estando no entanto normais no caso de
macrocitose por outras causas. Quando existem tanto macrdcitos como micrdcitos na
mesma amostra, 0 MCV pode ser normal, no entanto, o valor de RDW aumenta,

permitindo identificar estas alteragdes.*3 2429

e HDW (“Hemoglobin distribution width”)
Representa o grau de anisocromia, ou seja, a variagdo da concentracdo de Hb
dos RBC. Aumenta por exemplo no caso de uma anemia sideroblastica, em doentes com
hipocromia que sé&o transfundidos com RBC normais do dador; pode ainda, aumentar no

caso de esferocitose hereditaria e de anemias hemoliticas auto-imunes.®”

e MSCV (volume celular esférico médio)

Este parametro quando utilizado com o MCV permite fazer a distincdo entre
esferocitose hereditaria e talassemia. Quando o MCV é superior ao MSCV é provavel
tratar-se de esferocitose hereditaria, enquanto que no caso contrario (MSCV > MCV)
indica que é possivelmente uma talassemia. Representa a média de volume de toda a

populacéo eritrocitaria (RET e RBC).?%30

e RET (reticulocitos)

Os RET (figura 18) sé@o precursores dos RBC e correspondem aos RBC imaturos
na circulacdo sanguinea. Tém uma maturacdo de 3 a 5 dias na MO e sdo depois
lancados na corrente sanguinea onde completam a sua maturacdo em 1 dia. O seu valor
no sangue é representativo da atividade da MO, sendo, por isso, importantes para
diferenciar anemias hipoproliferativas (ex: anemia por deficiéncia em ferro) de anemias

hiperproliferativas (ex: anemia hemorragica).
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Figura 18 — Esfregaco de sangue periférico com reticuldcitos corados com coloragdo
supravital. Adaptado de:
http://www.basesmedicina.cl/hematologia/15_3_anemia_mega/contenidos.htm

Os valores de RET estdo habitualmente aumentados devido a estimulacdo da

eritropoiética, em caso de:

e Hemorragia

e Hemolise

e Terapia com ferro

e Policitemia

e Sindromes mieloproliferativos

e Recuperacdo da MO ap0s quimioterapia e radioterapia

e Administragéo de eritropoietina humana recombinante

Os valores de RET estédo diminuidos devido a hipoplasia medular, em caso de:
o Deficiéncia de ferro, folato e vitamina B12
e Pés quimioterapia ou radioterapia recente
e Doenca autoimune — artrite reumatoide

e Malnutricdo

Urémia

Para além da contagem de RET os contadores podem também fornecer

informacdes sobre a morfologia dos RET e o seu grau de maturagao.® 13 24 3% 32)
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e MCVr, MCHr, MCHCr (equivalente ao MCV, MCH e MCHC para os RET)
e Ret-He (equivalente de Hb dos RET/ MCHr (Contetdo de Hb do RET)/ MRV

(volume reticulocitario médio)

A presenca de RET com baixo conteddo de Hb, hipocromicos, indica uma
diminuicdo na sintese de Hb. Este parametro € importante no diagndstico precoce da
anemia por deficiéncia de ferro, e na monitorizacédo da resposta a terapéutica com ferro.
Estes marcadores sdo também importantes na detecdo precoce de alteracdes na
eritropoiese mesmo quando o ferro esta disponivel em concentra¢gdes normais, mas
existe um bloqueio na sua incorporacdo na Hb, como acontece nas anemias associadas

a doencas inflamatérias e neoplasicas.®® 2* %32

e IRF (frac&o de reticulocitos imaturos)

Este parametro indica a proporcéo de reticuldcitos jovens, imaturos, presentes na
circulacéo periférica. Como os RET imaturos sao libertados na corrente sanguinea em
periodos de eritropoiese acelerada, como acontece numa hemorragia, em algumas
anemias e na terapéutica com estimuladores da eritropoiese, € um parametro Gtil na
avaliacdo do grau de eritropoiese. E também um bom indicador para monitorizar a
resposta ao tratamento, de alguns tipos de anemias, e da regeneracdo da MO apéds
guimioterapia ou transplante de células progenitoras. Permite uma avaliagdo precoce da
eritropoiese, pois o valor de RET imaturos aumenta primeiro que o valor total de RET,

com uma antecedéncia de alguns dias.®?

e HLR (reticuldcitos de elevada dispersdao)
Os reticulécitos de elevada dispersao sdo determinados pela seguinte férmula:
HLR= RET x IRF, ou seja corresponde ao valor de RET mais imaturos, com maior
fluorescéncia. E um parametro considerado como bom indicador de anemia hemolitica ou

de outras situagdes associadas com eritropoiese acelerada, aumentando o seu valor.®?

¢ NRBC (RBC nucleados — eritroblastos)

Os eritroblastos (figura 19) sédo células precursoras dos RBC e, excetuando o
periodo neonatal, sdo normalmente encontradas somente na MO. A sua presen¢a no
sangue periférico ndo é normal e € o reflexo de um aumento extremo da atividade
eritropoiética, habitualmente com eritropoiese extra-medular, ou resultado de lesdo da
MO.

A presenca de NRBC pode interferir diretamente na contagem de WBC em alguns

contadores automaticos, por serem contados, erradamente, como WBC.** 29
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Interferéncias nos parametros eritrocitarios

Figura 19 — Esfregaco de sangue periférico com presenca de eritroblastos. Adaptado de:
http://www.farmacia.ufmg.br/ACT/Imagens%20Hematologia_arquivos/error.htm

Apesar de os autoanalisadores fornecerem 6timos resultados nas contagens

celulares, ha situacdes que podem interferir nos resultados finais. Referem-se de seguida

alguns fatores que podem alterar o eritrograma (tabela VII).

Tabela VI - Possiveis interferéncias na contagem eritrocitaria.

Aumento | Diminuigdo

RBC

PLT gigantes
Leucocitose
Fibrina

Aglutininas
RBC microciticos
Crioglobulinas
Hemodlise

Hb

Lipémia
Bilirrubinemia
Leucocitose
Hiperproteinémia

Hct

Amostra coagulada
RBC microciticos
Hemodlise

MCV

Leucocitose
Aglutininas
Hiperglicemia
Armazenamento prolongado da
amostra (exposicdo ao EDTA)

MCH

Lipémia
Falso aumento da Hb
Falsa diminui¢cdo dos RBC
Aglutinagéo de RBC

MCHC

Lipémia
Crioglobulinas
Hiperbilirrubinémia
Aglutininas
Hemodlise
Amostra coagulada
Diminuicéo do Hct (falseado)

Hiperglicemia
PLT gigantes

RET

PLT gigantes
Agregados PLT
Inclusdes citoplasmaticas
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A presenca de PLT gigantes numa amostra condiciona uma diminuicdo na
contagem de PLT, que podem ser contadas como WBC e RBC consoante as suas
dimensdes.

Uma leucocitose, principalmente em doentes anémicos, leva a um falso aumento
da contagem de RBC. Nesta situacdo o MCV tera um resultado que é dado como sendo
a média de volumes de RBC e WBC e, por esse motivo, também este parametro
aumenta.

A presenca de imunoglobulinas ou de fibrinogénio precipitados por baixas
temperaturas pode causar interferéncias nas contagens, resultando principalmente num
falso aumento dos WBC, mas podendo também causar pequenos aumentos de Hb, Hct e
RBC, e uma pequena diminuicdo do MCV. Aquecendo a amostra a 37°C estes falsos
resultados podem ser corrigidos.

No caso de aglutinacdo dos RBC, dois RBC agregados sdo contados como um
RBC, mas agregados maiores que excedem o limiar de detecdo para os RBC ja ndo sao
contados, o que determina uma diminuicdo na contagem dos RBC e um aumento
falseado do MCV. A determinacdo da Hb é pouco afetada neste caso. Um pré-
agquecimento da amostra elimina esta interferéncia. Um valor baixo de RBC com aumento
do MCV e MCHC devera ser considerado como um indicador sugestivo da presenca de
aglutininas frias.

A presenca de crioglobulinas pode, ainda, alterar as contagens de RBC, por
causar problemas na aspiracdo da amostra e na bomba de fluxo, devido ao aumento da
viscosidade da amostra.

A presenca de RBC microciticos pode falsear os resultados da contagem de RBC
pois apresentando um volume inferior ao definido para a detecdo de RBC, seréo
contados como PLT. 5 17:20.33.3%)

A concentracao de Hb é determinada por espectrofotometria, por isso, condi¢cdes
como hiperlipidémia, hiperbilirrubinémia, valores muito elevados de WBC e niveis
elevados de proteinas no sangue podem interferir com a sua leitura de absorvancia e
alterar o resultado para valores falsamente superiores de Hb. A hemdlise também é um
fator condicionante na determinacdo da concentracdo de Hb. Em condi¢cbes normais, a
Hb livre no plasma tem uma concentragdo muito baixa e n&o interfere com a
determinacdo da concentracdo de Hb dos RBC. Porém, em determinadas circunstancias,
como em caso de hemdlise intravascular (valvulas mecénicas, anemia hemolitica) a Hb
livre esta aumentada, alterando a concentracdo total de Hb, que sera atribuida a
concentracdo de Hb dos RBC.* 173334

A hiperglicemia torna os RBC hiperténicos em relagdo ao fluido isoténico de

diluicAo, promovendo a entrada de agua na célula, que aumenta de volume e,
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consequentemente, aumenta o MCV. Esta interferéncia pode ser diminuida se houver
mais tempo para atingir o equilibrio apés a diluicdo (no equipamento). A hiperglicemia
aumenta, portanto, o Hct e diminui o MCHC. A presenca de RBC macrociticos e
hipocrémicos deve ser um sinal para suspeita de hiperglicemia.®® 2%

Os valores de RET podem estar falsamente aumentados devido a presenca de
inclusdes celulares (Howell-Jolly ou corpos de pappenheimer) e de parasitas.

Na eritropoiese, um defeito na maturagcdo nuclear, como acontece nas anemias
megaloblasticas, devido a défice de vitamina B12 ou folatos, determina a producao de
RBC maiores com um conteddo normal de Hb. Assim o MCV e o MCH estdo
aumentados, enquanto o MCHC permanece normal. Existe ainda anisocitose, com um
aumento do RDW.

Defeitos na composicao e sintese de Hb resultam na produ¢édo de RBC menores,
com um baixo MCV, com ou sem anisocitose. No caso das talassemias, os RBC séo
uniformemente mais pequenos (diminuicdo do MCV e RDW normal), enquanto, nas
anemias por deficiéncia de ferro a anisocitose (aumento do RDW) pode ser dos primeiros
achados laboratoriais, mesmo antes do aparecimento de anemia e de microcitose. No
caso de alteracdo na sintese de Hb, ha um aumento do nimero de divisdes celulares,
levando a producéo de células microciticas.

Os indices dos RBC sdo importantes na classificacdo das anemias. As anemias
microciticas sdo normalmente hipocrémicas, o que é confirmado pelo valor diminuido de
MCHC. Nao ha anemias hipercrémicas, no entanto, no caso da esferocitose (esferocitose
hereditaria e anemias imuno-hemoliticas) o MCHC aumenta devido a perda de
membrana dos RBC sem perda de Hb, ou seja, o0 RBC toma a forma esférica, torna-se
mais peqgueno e com o mesmo conteudo de Hb, o que sugere uma falsa hipercromia por
aumento dos valores de MCHC para valores iguais ou superiores a 35g/dL.

O RDW ¢é uma medida de anisocitose que auxilia na avaliagdo das anemias com
base na morfologia dos RBC.

E sempre importante para a avaliagdo das anemias a visualizacdo de um
esfregaco sanguineo, pois os indices dos RBC, RDW e histogramas ndo permitem
detetar a presenca de inclusfes celulares (parasita da maléria p.e.) ou de alteracdes na

morfologia dos RBC.(7:23.39)
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Parametros de avaliacao plaquetaria

As plaquetas (figura 20) sdo fragmentos de megacariécitos, com uma funcao
importante na hemostase. As plaguetas circulam em média cerca de 10 dias no sangue e
apo6s esse tempo sao removidas e destruidas no baco. Quando ha alterac6es esplénicas
por atrofia esplénica ou esplenectomia, ocorre um aumento das PLT circulantes. Pelo
contrario, se ocorrer hiperesplenismo (aumento da atividade do baco) pode ocorrer uma

diminuicdo das PLT circulantes, por sequestracdo aumentada.

Figura 20 — Esfregaco de sangue periférico, onde se observam PLT e RBC.
Adaptado de: http://www.medicinapreventiva.com.ve/laboratorio/plaquetas.htm

Um valor elevado de PLT ou trombocitose, pode ser de origem primaria ou
secundaria. A trombocitose primaria pode ocorrer em sindromes mieloproliferativos, como
a trombocitose essencial, policitemia vera e mielofibrose, e ainda em caso de leucemia
mieloide cronica. A trombocitose secundaria, pode ser devida a inflamagéo, hemorragia,
hipoesplenismo ou deficiéncia de ferro.

Um valor baixo de PLT ou trombocitopenia, pode dever-se a uma diminuida
producdo de plaquetas na MO, destruicdo de PLT na corrente sanguinea, ou a um
aumento do consumo de PLT. Dois exemplos de trombocitopenia sdo a Pdrpura
Trombocitopénica ldiopatica (PTI) e a Purpura Trombocitopénica Trombética (PTT).

A PTI é caracterizada pela presenca de trombocitopenia, que na maioria dos
casos esta relacionada com a presenca de anticorpos anti-plaquetarios. Normalmente é
assintomatica e os principais sinais sdo o aparecimento de petéquias, equimoses e
manifestacdes hemorragicas. Pode haver um aumento de PLT gigantes, devido a um
aumento da atividade da MO para compensar a diminui¢cdo do nimero de PLT.

A PTT é uma trombocitopenia com microangiopatia e agregacédo plaquetaria. Esta
associada a anemia hemolitica microangiopatica com trombocitopenia acentuada,
comprometimento neuroldgico, disfuncéo renal e febre. Esta situacdo ocorre devido ao
aumento da agregacao plaquetaria, formando-se microtrombos que provocam a lise dos
RBC (anemia hemolitica), redug¢do do fluxo sanguineo, devido & formacdo de
microtrombos, que podem condicionar eventos trombdéticos com alteragdes neuroldgicas.

Esta patologia esta associada a um défice funcional de ADMTS 13, uma metaloprotease
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plasmatica que inibe a acumula¢do de multimeros do fator de Von Willebrand, os quais
potenciam a agregacado de PLT. A sua deficiéncia pode ser congénita, devido a alteracédo
no gene da enzima, ou devido a anticorpos anti-ADMTS 13.

Para além da contagem das PLT, o contador pode ainda fornecer indices
plaguetarios muito Gteis no estudo das trombocitopenias. Na tabela VIII apresentam-se os

parametros plaquetarios determinados pelos trés aparelhos:

Tabela VIl - Parametros de avaliagdo plaquetdria fornecidos pelos trés analisadores.

Parametros Sysmex XE-5000 Advia 120 Coulter LH750
X X

MPV X

PDW X
LPLT X

PLT-O X

IPF X

e MPV (volume médio plaquetario)

O MPV reflete o volume médio das PLT em circulacdo, sendo que estas podem
variar de tamanho e atividade funcional. As PLT gigantes tém habitualmente uma
funcionalidade maior que as PLT normais. O MPV aumenta quando ha um aumento da
producdo de PLT, que é acompanhado pela entrada de PLT mais jovens na circulacao.
Tem-se revelado util na diferenciacdo de trombocitopenias de origem central (medular) ou
periférica. Na trombocitopenia de origem central, 0 MPV esta diminuido pois ha uma
menor producéo de PLT e as que entram em circulagdo sdo mais maduras e de pequeno
volume. Nas trombocitopenias periféricas acontece o oposto, ja que o “turnover” elevado
faz com que haja aumento de producao e, portanto, de macroplaquetas na circulacéo. As
plaguetas maiores sdo as mais jovens, mais reativas e produzem mais fatores
trombogénicos (maior conteldo de tromboxano A2, agregam mais facilmente in vitro,
contém mais granulos densos, tém maior expressao dos recetores de membrana). Por
isso, um aumento do MPV tem sido associado com morbilidade cardiovascular e
cerebrovascular, sendo proposto como um fator de risco independente para enfarte de
miocardio em pacientes com doenca coronaria; e também um fator de risco de

mortalidade ou de eventos recorrentes isquémicos de enfarte de miocardio.** 3¢
e PDW (Platelet distribution width)

O PDW indica a heterogeneidade dos volumes plaquetérios, indicando a presenca

de anisocitose plaquetéaria.®® 337
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e LPLT (plaquetas gigantes)
Este parametro é o correspondente ao IPF do autoanalisador Sysmex,
representando a porcdo de plaquetas gigantes (figura 21), ou seja de plaquetas mais
imaturas, recém-formadas. O aumento do LPLT estd habitualmente associado a

trombocitopenias com MPV e PDW elevados.®* %)

~

Figura 21 — Esfregaco se sangue periférico onde se podem observar PLT gigantes. Adaptado
de: http://ddcnovasprespectivas.blogspot.pt/2013/06/neoplasias-mieloproliferativas-e.html

e PLT-O (plaquetas contadas pelo método 6tico)

A contagem de PLT efetuada pelo método 6tico permite aumentar a exatidao da
contagem de plaguetas numa amostra, por comparacdo das duas determinacgfes, pelo
método Gtico e de impedancia. O método de impedéancia apresenta mais interferéncias na
sua determinacdo, nomeadamente pela presenca de fragmentos de RBC, de WBC,
bolhas de ar, parasitas ou microcoagulos. Neste método de contagem por impedancia as
PLT sao identificadas e analisadas apenas pelo seu volume celular, enquanto que no

método 6tico é avaliada a complexidade das células e a sua densidade 6tica.®®

e |IPF (“immature platelet fraction”)

Este parametro s6 € fornecido pelo autoanalisador Sysmex XE-5000. O IPF
corresponde as PLT jovens presentes na circulacdo periférica, que contém vestigios de
RNA. E um parametro de avaliacédo analogo ao dos RET, para a linhagem de RBC. Como
se referiu, as PLT imaturas sdo mais reativas que as maduras. O seu valor contribui para
a avaliacdo da atividade trombopoiética e do aumento do consumo plaquetério. O valor
de IPF aumenta quando ha aumenta a producdo de PLT e diminui quando ha falha na
sua producdo, sendo por isso Util no diagnostico diferencial de trombocitopenias. Assim, o
IPF apresenta valores aumentados quando hé destruicdo/consumo periférico em doencas
como a PTl e PTT, e valores diminuidos quando ha faléncia medular.

Este parametro pode ser usado para monitorizar a recuperacdo da producéo de

PLT pela MO apds transplante de células progenitoras hematopoiéticas, para avaliar a
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recuperacdo medular ap6s quimioterapia ou radioterapia, uma vez que a IPF aumenta
antes da recuperacdo do valor de PLT.(3 24 28.32)

Pode ocorrer a formacgédo de agregados plaquetarios quando se utiliza o EDTA
como anticoagulante. Neste caso havera uma contagem errénea do numero de PLT,

assim como nos indices plaquetarios.

Interferéncias nos parametros plaguetarios

As contagens de PLT podem sofrer interferéncias que podem falsear os seus

resultados, como analisado em seguida na tabela.% 2% 3340

Tabela IX - Possiveis interferéncias na contagem de PLT

Aumento Diminuicao
Fragmentos RBC
Fragmentos citoplasmaticos de células nucleadas

Aglutinagédo PLT
Satelitismo de PLT (PMN)

PLT Crioglobulinas e fibrinogénio )
g . 9 PLT gigantes
Bactérias e fungos "
L Coagulacdo da amostra
Lipidos

Ha varias situagcbes que podem provocar, uma diminuicdo na contagem
automatica no numero de PLT. A pseudotrombocitopenia relacionada com o EDTA, é um
desses casos. E causada por proteinas especificas, presentes na amostra, que reagem
com as PLT apenas na presenca de EDTA, produzindo agregados plaquetarios (figura
22).
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Figura 22 — Esfregaco de sangue periférico onde podem ser observados agregados plaquetarios. Adaptado
de: http://hchimcr.blogspot.pt/2009/12/hemapseudothrombocytopenia.html
Os autoanalisadores ndo sdo capazes de contabilizar as PLT presentes nos
agregados plaquetarios, resultando por isso numa contagem falsamente diminuida do
numero de PLT. Estes agregados plaquetarios podem ser do tamanho dos WBC, sendo,
por isso, contados como WBC nas contagens automaticas. Estes agregados plaquetarios

(induzidos pelo EDTA) nédo apresentam relacdo com a atividade plaquetaria considerada
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responsavel pelo desenvolvimento de alguns problemas de trombose arterial, como o
caso de enfarte do miocardio ou AVC. Os agregados plaquetarios podem ter origem in
vivo, quando confirmados com uma amostra colhida com citrato de sédio, ou, ndo se
confirmando a agregacao das PLT, é apenas resultado de um fenédmeno in vitro. Nesta
situacdo a agregacdo das PLT ocorre poucos minutos apos a colheita de sangue com
EDTA e é mais comum em amostras conservadas a temperatura ambiente.

A pseudotrombocitopenia causada por satelitismo plaguetario em torno dos WBC
(neutrdfilos polimorfonucleares - PMN), também é um fator que diminui os valores da
contagem de PLT. O satelitismo (figura 23) é um fenémeno in vitro que ocorre ao longo
da conservacdo da amostra, podendo, no entanto, ocorrer alguns minutos apos a colheita
de amostra. Inicia-se com uma migracdo das PLT para uma populagdo de PMN,

formando um agregado a volta das células que, com o tempo, se pode desagregar

originando PMN livres e agregados plaquetarios independentes dos PMN.“* 42

Figura 23 — Esfregaco de sangue periférico onde se pode observar a presenca de satelitismo
plaquetdrio em torno de PMN. Adaptado de:
http://www.atlasbloodcells.es/ficha.php?codigo=644&codigo2=3859&indice=644

A presenca de PLT gigantes pode determinar alteracdes na contagem plaquetaria,
originando valores mais baixos, uma vez que as PLT gigantes, excedendo o limiar de
volume definido para a contagem de PLT, podem ser contadas como WBC ou como
RBC. A nao detegcéo de PLT gigantes revela-se um problema, principalmente em casos
de trombocitopenias, devendo por isso, fazer-se sempre a observacdo do esfregaco
sanguineo em caso de trombocitopenia.

Séo diversas as situa¢des que podem originar uma contagem diminuida de PLT,
sendo a colheita da amostra um fator muito importante. Amostras diluidas (pouco volume
de sangue para a quantidade de anticoagulante no tubo, o que pode acontecer em
colheitas dificeis), ou um tempo de analise muito longo, desde a colheita até ao
processamento da amostra, podem alterar o volume plaquetario, contribuindo para
contagens erradas no valor de PLT e/ou nos indices plaquetarios. A ma homogeneizagao

(do sangue com o anticoagulante) é também um fator que pode ser responsavel pela
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diminuicdo da contagem de PLT, uma vez que, ndo sendo inibido o processo de
coagulacao pelo anticoagulante, se formardo agregados plagquetérios.

Os valores de PLT podem também aumentar falsamente em determinadas
circunstancias. A presenca de fragmentos de RBC ou de RBC com muito baixo volume,
com dimensdes semelhantes as PLT, podem ser contados nos autoanalisadores como
PLT. Esta situacdo pode ocorrer em casos de anemias microciticas (RBC de baixo
volume) ou em anemia microangiopatica (esquizécitos). Este erro ocorre principalmente
nos aparelhos com contagem plaquetéaria pelo método de impedancia, pois pelo método
Gtico é feita a distincdo entre estas células. Outros fragmentos celulares, de blastos,
monoblastos, linfoblastos, podem também ser erradamente contados como PLT.

A presenca de microrganismos na amostra pode também ser responsavel por
valores errobneos nas contagens de PLT, nomeadamente a presenca de fungos e/ou
bactérias.

Os lipidos podem causar alteracBes nas contagens plaquetérias, aumentando os
valores de PLT, como acontece em amostras provenientes de doentes com
hiperquilomicronemia ou em amostras colhidas sem jejum. Nestes casos, os lipidos
podem originar in vitro a formacdo de gotas que sdo contadas como PLT, aumentando
assim os valores de PLT.

As crioglobulinas e o criofibrinogénio também podem elevar os resultados das
contagens de PLT.

Também as bolhas de ar que se formam no fluxo de células a ser analisadas nos
aparelhos, ou nas aberturas dos canais de impedancia, podem ser responsaveis pela
alteracéo nas contagens de PLT.“*?

Apesar de importantes, os indices de avaliacdo plaquetaria sdo pouco utilizados
na pratica médica. Este facto deve-se a grande instabilidade que estes indices
apresentam ao longo do tempo de coagulagéo da amostra.

Quando a contagem de PLT esta abaixo ou acima dos valores de referéncia, deve
ser efetuada uma avaliacdo microscépica do esfregaco sanguineo, com o objetivo de
retificar/confirmar a contagem fornecida pelo autoanalisador. Cerca de 30% das PLT
circulantes sdo sequestradas pelo baco e as PLT esplénicas tendem a ser maiores que
as circulantes. As PLT esplénicas podem ser libertadas para a circulagdo apés exercicio
fisico ou administracdo de adrenalina, contribuindo para um aumento do MPV.

O EDTA ¢ o anticoagulante que se deve usar quando se pretende fazer contagens
celulares, mas altera a morfologia plaquetéria, alterando a sua forma eliptica nativa para
uma forma esférica. O EDTA promove um aumento da concentracdo intracelular de
AMPc e altera a permeabilidade da membrana citoplasmética, induzindo intumescéncia

progressiva e diminuicdo da densidade 6tica. Como consequéncia, 0 MPV aumenta em
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funcdo do tempo de colheita, quando determinado por impedancia, e diminui quando
determinado pelo método 6tico. Ha outros anticoagulantes com diferentes efeitos sobre o
MPV; amostras colhidas com citrato de sédio apresentam um MPV menor do que as
colhidas com EDTA.

Os indices plaquetarios tém interesse clinico, pois permitem diferenciar
trombocitopenias por destruicdo periférica, das hipoproliferativas, determinar a
probabilidade de um doente com trombocitose ter uma doenca mieloproliferativa, e de
uma gravida desenvolver pré-eclampsia ou doenca hipertensiva. A relacdo do tamanho
das PLT com a sua funcédo e o papel intrinseco das PLT na formacao do trombo, revela-
se de grande importancia na relacdo existente entre o MPV e o0 risco de doenca
cardiovascular. Em doentes trombocitopénicos um MPV aumentado pode indicar um
aumento da destruicdo das PLT devido, por exemplo, a sépsis, pré-eclampsia ou PTT.
Pelo contrario um MPV baixo pode indicar uma producdo hipoplastica de PLT ou
hiperesplenismo. Em doentes trombocitopénicos, a avaliagdo do MPV é importante, pois
ajuda na diferenciagédo das causas da trombocitopenia, hipoproducéo ou hiperdestruicéo.
No caso de hipoproducdo o MPV diminui enquanto na hiperprodugcdo aumenta. A
supressdo da MO por agentes quimioterapicos é refletida por um MPV baixo ou normal,
tendendo para o limite inferior. Assim que a producdo de PLT é recuperada, apos
gquimioterapia ou septicemia, o MPV aumenta, mesmo antes de ocorrerem aumentos
significativos na contagem de PLT. Em doentes com tombocitose mieloproliferativa o
PDW estd aumentado, quando comparado com trombocitose reativa. Um MPV elevado
sem trombocitopenia pode ocorrer no caso de leucemia mieloide crénica e talassemia
heterozigotica. O MPV esta diminuido na insuficiéncia renal cronica.

As PLT e os fatores de crescimento derivados das PLT sdo componentes
importantes na formacgéo da placa aterosclerotica. Doentes que sofrem de enfarte agudo
do miocéardio, apresentam MPV elevado; tem sido referido que o fumo de tabaco aumenta
o MPV em idosos com fatores de risco ateroscleréticos. Apesar de o MPV estar
aumentado no enfarte do miocérdio, ocorre uma reducdo de macroplaquetas no momento
do enfarte, sugerindo um aumento do consumo de PLT maiores e hemostaticamente
mais ativas. O tamanho das PLT é um fator de risco de mortalidade por enfarte do
miocardio, em homens. Aumentos acentuados do PDW e diminuicdo na contagem de
PLT podem ser uma caracteristica de estados pré-trombéticos em doencgas coronarias. O
racio de PLT gigantes aumenta significativamente em doentes com hipercolesterolemia
e/ou hipertrigliceridemia quando comparados com individuos normais. Este facto sugere
que as PLT maiores sdo mais reativas e podem contribuir para eventos vaso-oclusivos

em doentes com dislipidemas. Por isso os indicadores para a presenca de PLT gigantes
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podem ser utlizados como indicadores de fator de risco para eventos tromboembolicos

isquémicos. #1349

Parametros de avaliacao leucocitéria

Os leucacitos (figura 24) sdo células presentes no sangue, linfa, 6rgaos linfoides e
tecido conjuntivo. Fazem parte do sistema imunitario e apresentam uma funcéo
importante no combate e eliminacdo de microrganismos invasores, por fagocitose e
producdo de anticorpos. Uma diminuicdo dos valores de WBC, ou leucopenia, torna os
individuos mais suscetiveis a infec6es; 0 seu aumento designa-se por leucocitose e

ocorre normalmente como resposta a infecdes, inflamacgbes e “stress” e hemopatias

E OO?O"
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malignas.

Figura 24 — Esfregaco de sangue periférico onde podem ser observados os diferentes tipos de
WBC. Adaptado de: http://www.sobiologia.com.br/conteudos/Corpo/Circulacao4.php

Os WBC séao divididos em dois grupos principais, os granuldcitos (neutréfilos,
eosindfilos e basofilos) e os agranuldcitos (mondcitos e linfécitos). Os neutrdfilos (NEUT)
desempenham um papel importante na defesa contra infecbes bacterianas e em
processos inflamatérios. Os eosindfilos (EOS) participam na defesa contra infecbes
parasitarias e processos alérgicos. Os baséfilos (BASO) libertam mediadores quimicos
como a histamina (vasodilatador) e a heparina (anticoagulante), e participam também em
reacdes alérgicas. Os linfécitos (LINF) participam na resposta imunitaria, nomeadamente
contra virus, e sdo responsaveis pela producdo de anticorpos. Os mondcitos (MONO)
passam do sangue aos tecidos onde se transformam em macrofagos, responsaveis pela
fagocitose de microrganismos invasores.

Para além da contagem total e diferencial de leucdcitos, os contadores
automaticos fornecem outros parametros para avaliacdo da populagdo leucocitaria, que

sdo apresentados na tabela X.
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Tabela X - Parametros leucocitarios fornecidos pelos trés analisadores.

Parametros Sysmex XE-5000 Advia 120 Coulter LH750
e ox L
LUC X
PMN, MN, LI X
HPC X

e |G (granul6citos imaturos)

Os granuldcitos imaturos correspondem aos precursores de granulécitos, que
incluem os mieloblastos, promiel6citos, mieldcitos e metamielocitos. Nos aparelhos
automaticos sdo contados em conjunto como |G, exceto os mieloblastos, ndo sendo,
portanto, diferenciados como células diferentes.

A presenca de IG no sangue periférico reflete a atividade da MO e pode surgir em
resposta a infeces, sendo um resultado Util no diagndstico de processos infecciosos,
nomeadamente sépsis. A hemocultura € o parametro usado por rotina no diagndstico de
infecbes bacterianas sanguineas, mas como o tempo de incubacao é muito longo, o valor
de IG pode ser um bom meio auxiliar de diagnéstico, que deveria ser mais valorizado na
prética clinica.

Este parametro é também importante no diagndstico de leucemia mieloide crénica

(LMC), e de outras hemopatias malignas. % 13 20 24. 32, 45-47)

e LUC (large unstained cells)

As LUC correspondem a células atipicas no sangue periférico, de grande tamanho
e peroxidase negativas (linfécitos grandes atipicos, plasmécitos e blastos). Um valor de
LUC inferior a 4% deve considerar-se normal; no entanto, quando é superior, deve fazer-
se um esfregaco sanguineo para observag¢ao microscdpica. Quando um valor aumentado
de LUC é acompanhado de leucocitose, trombocitopenia e/ou anemia, € provavel a
existéncia de uma patologia hematoldgica maligna. Quando o aumento de LUC se
apresenta isolado, com confirmacdo microscopica de auséncia de células atipicas, pode

ser indicativo de um défice de peroxidase granulocitéria.“® 4%

e PMN (polimorfonucleares), MN (mononucleares) e LI (indice de lobularidade)
Os WBC polimorfonucleares ou granulécitos (NEUT, EOS, BASO), diferenciam-se

pela sua granulagdo secundéria. Sem essa granulagdo, os granuldcitos apresentam um
padrdo morfolégico semelhante. Os WBC mononucleares séo os restantes WBC, os LINF

e MONO, importantes no sistema imune e combate a infecdes.
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A quantificacdo dos PMN e MN é feita no Advia 120, no canal dos basdfilos, onde
sao originadas diferentes popula¢des (figura 25). No citograma gerado sdo representados
os basdfilos e os diferentes tipos de nucleos celulares, o que permite distinguir os blastos,
0Ss MN (MONO e LINF) e os PMN (NEUT e EOS).

Este canal permite a determinac¢do do indice de lobularidade, que é a relacéo
entre o nimero de células que produzem elevada dispersdo de luz (PMN com maior
lobularidade) e as células com menor dispersédo de luz (mononucleares, granulécitos
imaturos e blastos). O indice de lobularidade é um indicador de desvio a esquerda. Uma
reducdo do LI, sugere, portanto, uma reducdo da lobulacdo dos WBC e, por isso, um

desvio a esquerda para a populacdo granulocitica.**8>%

Basophils

Mononuclear I Polymorphonuciear

5\
!

i
Blas! ‘11 p

Figura 25 - Exemplo de um citograma obtido no autoanalisador ADVIA 120 no canal dos
Basofilos. Adaptado de (ver referencia n24)

e WBCP (WBC no canal PEROX)
Este parametro corresponde a contagem de WBC no canal peroxidase. A
contagem de WBC neste canal permite uma comparagdo com a determinacdo no canal

BASO de modo a obtengéo de um resultado o mais correto possivel.

e HPC (células hematopoiéticas circulantes)

As células indiferenciadas hematopoiéticas sdo identificadas e avaliadas por
citometria de fluxo, recorrendo ao marcador anti-CD34. Uma vez que este método é
dispendioso e demorado, a determinagdo de HPC pelo contador da Sysmex é
considerado um método alternativo para a quantificacdo destas células. As células HPC
sao identificadas no canal IMI do Sysmex com base na sua resisténcia ao reagente de
lise, volume e estrutura interna. Este parametro é usado como um auxiliar no
acompanhamento de tratamentos.

Com o aumento do namero de transplantes de células estaminais, como terapia,

tornou-se importante a existéncia de uma tecnologia que detete e conte as células
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progenitoras hematopoiéticas. Assim, a contagem de HPC pode ser utilizada para prever
a altura ideal para a colheita dessas células em doentes que irdo realizar transplante

autélogo ou alogénico das células estaminais da MO.®* 52

Interferéncias nos parametros leucocitarios

Os resultados da contagem de leucécitos podem estar falsamente alterados,

devido a diversos fatores que s&o descritos em seguida.” > 2 3334

Tabela XI - Possiveis interferéncias na contagem leucocitaria.

Aumento | Diminuicéo
Agregados PLT Coagulacdo da amostra
PLT gigantes Agregados WBC
NRBC Lise WBC (amostra envelhecida, WBC frageis —
WBC . . .

RBC resistentes a lise leucemia)
Fibrina, crioglobulinas e Leucemia em tratamento com quimioterapia (WBC frageis

parasitas e fragmentos podem ser contados como PLT

Para a maioria dos autoanalisadores uma particula maior do que uma PLT e que
ndo é destruida pelo reagente de lise sera identificada como um WBC.

Valores falsamente diminuidos de WBC podem ser devidos a agregados de PMN
devido ao EDTA. N&o existe relacdo entre este fendmeno, que ocorre in vitro devido a
presenca do anticoagulante, e o fendmeno in vivo, que ocorre em doengas como 0O
sindrome do desconforto respiratorio (insuficiéncia pulmonar causada por varios
disturbios que levam a acumulacgéo de liquido nos pulmdes, provocando um aumento da
permeabilidade dos capilares e consequente edema pulmonar) e leucostase (acumulacao
anormal de WBC nos vasos capilares sanguineos e formacéo de trombos, que é comum
nas leucemias), nos quais os PMN agregam como consequéncia de interacBes da
membrana com o complemento. A formacgé&o de outros agregados de WBC para além dos
PMN também pode ocorrer na presenca de EDTA.

Uma diminuicdo dos WBC néo relacionada com a agregacdo pode ser devido a
situacfes em gue as amostras contém um excesso de anticoagulante EDTA (K; liquido).
Nesta situacdo a amostra esta mais diluida, devido a colheita de pouco sangue para a
gquantidade de anticoagulante contido no tubo de colheita.

O aumento falseado dos valores de WBC ou pseudoleucocitose pode ocorrer
devido a presenca de agregados plaquetarios suficientemente grandes para atingir o
tamanho dos WBC. Os autoanalisadores estudados detetam esta alteragéo, indicando-a

como um alerta. Algumas PLT muito grandes podem estar presentes em sindromes
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mieloproliferativos e mielodisplasicos, cujo volume pode atingir o dos WBC e assim
serem contadas como tal.

O reagente de lise dos RBC dos autoanalisadores destr6i a membrana dos NRBC
e deixa livre 0 nucleo destas células, cujo tamanho é semelhante ao das PLT gigantes e
dos agregados plaquetarios. Assim, os NRBC e agregados de PLT interferem nas
contagens de WBC de forma idéntica. Alguns aparelhos fazem ja contagem de NRBC.

Os RBC resistentes a lise podem surgir numa amostra, por exemplo de um recém-
nascido ou em condicbes patoldégicas de anemias, doenca hepatica, urémia e
guimioterapia. Estes RBC sao contados como WBC e, por isso, aumentam falsamente a
sua contagem.®?

As crioglobulinas, para além de aumentarem a contagem de WBC, também
aumentam a das PLT, e por vezes dos RBC e da Hb. No esfregaco sanguineo pode ser
observada a presenca de crioprecipitados. As crioglobulinas sdo imunoglobulinas que
precipitam a uma temperatura inferior a 37°C e podem determinar resultados errados nos
analisadores, que efetuam as contagens a temperatura ambiente. Os crioprecipitados
afetam as populacdes celulares, de acordo com o seu tamanho. Quando a amostra é
aguecida a temperatura de 37°C e analisada novamente esta alteracdo desaparece; no
entanto, € recomendado pedir nova colheita e manter a amostra a 37°C até ser
analisada.®® %9

O criofibrinogénio e fibrina também podem ser responsaveis por aumentar os
valores de WBC e de PLT, pois pode ocorrer polimeriza¢do da fibrina ap6s uma puncgéo
venosa dificil, iniciando a coagulacdo antes de o sangue ser homogeneizado com o
EDTA.

Os lipidos também podem interferir na contagem de WBC devido a presenca de
gotas lipidicas de tamanho suficiente para interferir com as contagens de PLT e de WBC.

Alguns microrganismos, como bactérias ou fungos, podem levar ao aumento das

PLT, mas, quando agregados, podem alterar também as contagens de WBC."
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Concluséao

Os autoanalisadores automaticos de tecnologia cada vez mais evoluida, permitem
a avaliacdo de um numero de parametros cada vez mais elevado. Todos o0s parametros
fornecidos exigem um nivel elevado de conhecimento por parte dos especialistas para
sua avaliacdo e correta interpretacdo.’® De facto, é importante conhecer bem os
equipamentos com 0s quais se trabalha, bem como o significado dos alertas e os
procedimentos a seguir, para sua confirmacdo. A validacdo tecnolégica comparativa
permite trabalhar com seguranca.®

A automatizacdo nos laboratorios é essencial em hematologia. O controlo
microscopico/visualizacdo de amostras patolégicas ou com alteragbes, permanece
indispensavel. O mais importante na analise dos resultados fornecidos por um
autoanalisador, é conhecer as suas limitacGes, possiveis interferéncias e saber
interpretar os valores apresentados. ")

Os analisadores avaliam cada vez mais parametros que podem ser de grande
importancia como auxiliares de diagndstico. Os parametros reportaveis pelos aparelhos,
para além daqueles incluidos no hemograma, poderdo ser implementados como
parametros de rotina em hematologia, no futuro. Podem ser Gteis no diagnostico precoce
e na monitorizagdo mais avancada de doencgas hematoldgicas e do seu tratamento.

Para o bom funcionamento de um laboratério de hematologia é fundamental nédo
esquecer a importancia da implementacdo de um sistema de gestdo da qualidade,
estabelecendo programas de controlo interno e externo, e garantindo a correta
manutencdo de todos os equipamentos para que possam ser utilizados com o0 maximo

potencial.
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Introducéo

O estagio relativo ao Mestrado em Analises Clinicas da Faculdade de Farmécia
da Universidade do Porto, foi realizado no Laboratério de Andlises Clinicas Dr2 Isabel
Paquim Cerejeira, Go-Saude sob orientacdo da Dr2 Maria José Cruz, desde Dezembro de
2013 a Fevereiro de 2014.

O Laboratorio, Go-Saude, estd localizado em S&o Mamede Infesta na Rua
Godinho de Faria pertencente ao concelho de Matosinhos, distrito do Porto. E um
Laboratério certificado pela Bureau Veritas, segundo a Norma Portuguesa NP EN I1SO
9001:2000.

Este laboratério € constituido por um laboratorio central e por vérias unidades de
colheitas. O estagio foi realizado na érea de colheitas, hematologia e bioquimica. A parte
das colheitas foi efetuada no posto de Gaia e as duas restantes no laboratdrio central em
S. Mamede.

Neste estagio foi possivel observar todas as fases de processamento das
amostras, desde a fase pré-analitica (recolha da amostra e transporte), passando pela

fase analitica até a p6s-analitica (entrega de resultados).
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Fase Pré-Analitica

A fase pré-analitica engloba a rececdo ao utente, colheita das amostras e
transporte das mesmas.
O primeiro passo para a realizacdo de analises clinicas no laboratério é a rececéo do
utente. Nesta fase é feita uma ficha de atendimento, inseridas as analises no programa
informatico do laboratério (eDeia), introduzidos os dados do utente na respetiva ficha. Ao
elaborar a ficha de atendimento no computador, este gera automaticamente as etiquetas
necessarias a correta identificacdo dos produtos biolégicos a recolher. Consoante as
analises inseridas no programa informatico, sdo geradas etiquetas para tubo de soro,
sangue total EDTA, plasma citrato, glicose 30/60/90/120minutos, amostra urina, urina
24H, fezes (1/2/3/4/5/6 amostras), etc.
Na recegdo sdo confirmadas as condigdes necessarias a correta recolha de
produtos biolégicos:
¢ No caso de analise aos triglicerideos e colesterol é questionado se o utente tem
jejum de 12h;
¢ No caso de analises a hemoglobina glicosilada e microalbumindria, é questionado
se é diabético;
¢ No caso de andlise ao ferro, ferritina, capacidade total de fixacdo do ferro, acido
folico ou vitamina B12, se o utente costuma ter anemia;
e No caso de analise a TSH, T4, T3, Atc anti-TPO, Atc anti-tiroglobulina verifica-se
se 0 utente tem problemas de tiréide;
e Se fizer andlise bacterioldgica avalia-se se tomou antibiético nos ultimos 8 dias;
¢ No caso de analise ao PSA é questionado se o utente tem problemas de préstata

e se fez toque retal ou exames a prostata nas ultimas 72 horas.

Esta informacédo é importante na validacao e avaliacdo dos resultados clinicos.

No caso de recolhas de urinas ou fezes, o material necessario a colheita é
fornecido na rececéo ao utente com as instrugdes necessérias a sua colheita.

Ao utente é fornecido ainda um cartdo de entrega de exames que devera
apresentar quando se apresentar no posto para efetuar o seu levantamento, garantindo a
confidencialidade de dados.

Apés a rececgdo, o Técnico de colheitas recebe o utente na sala de colheitas,
confirmando sempre o seu nome na ficha de atendimento e/ou requisicdo médica, e as

condi¢cbes adequadas (previamente questionadas na rececao) para a colheita de produto
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bioldgico. De seguida avalia-se a prescricdo do meédico e seleciona-se o material
necessario para a colheita.
No caso de colheita de sangue, a puncao venosa € feita por sistema de vacuo em

que se deve ter atencao a alguns cuidados para uma boa recolha da amostra:

Evitar muito tempo de garrotagem e de colheita

e Evitar uso excessivo de alcool

e Respeitar 0 volume necessério de amostra nos tubos com anticoagulante
seguindo-se uma homogeneizag¢ao suave

e Outras condi¢cdes especificas para alguns analitos: evitar exposicdo a luz

(vitaminas), tubos previamente refrigerados.

Apbs a puncao, o local deve ser devidamente pressionado para que ocorra a
hemdstase primaria evitando a hemorragia interna subcutdnea. Apd6s a colheita é
importante avaliar a condicdo do paciente e recomendar que este ndo realize esfor¢os
durante cerca de 30 minutos.

A centrifugacdo dos tubos de bioquimica (obtencdo de soro) deve respeitar um
intervalo desde a formag&o do coagulo até um periodo maximo de 30 minutos.

Os tubos de citrato e de fluoreto sdo também centrifugados logo que possivel e
todas as recolhas de sangue sdo conservadas no frigorifico até transporte para o
laboratorio.

O técnico de colheitas, é ainda responsavel pela recolha de zaragatoas de
exsudados e pesquisa de eosindfilos nasais (esfregaco em lamina).

Apés o periodo de colheita segue-se o transporte das amostras dos postos de
colheitas para o laboratério central. Este processo é realizado por um motorista, as

amostras sdo transportadas numa mala térmica refrigerada.
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Fase Analitica

A fase analitica corresponde a fase de processamento das amostras.

Ao chegar ao laboratério as amostras sdo entregues na seccao da separacéo.
Nesta seccdo € dada a entrada dos produtos biol6gicos no sistema informatico, ficando
assim registada a chegada destes ao laboratério. Em seguida os produtos sao
distribuidos pelos diferentes setores verificando-se a conformidade das amostras para
analise (amostra com volume insuficiente, hemolisada). No caso de um produto nao
conforme este é avaliado por um técnico superior para avaliar a necessidade de nova

recolha.

Setor da Hematologia

As analises realizadas neste setor tém o objetivo de auxiliar no diagnéstico e
seguimento de doencas hematoldgicas. Neste setor tive a oportunidade de realizar a
determinacdo de Hemograma, Velocidade de Sedimentacdo, Hemoglobina glicosilada
(HbAlc) e determinacdo do Tempo de Protrombina (PT) e de Tromboplastina
Parcialmente Ativada (APTT).

O tipo de amostra utilizada é sangue total colhido com EDTA e plasma com
citrato. Das amostras colhidas com EDTA realiza-se o hemograma, velocidade de
sedimentacdo, hemoglobina glicosilada, e das amostras colhidas em citrato faz-se o
tempo de protrombina e tempo de tromboplastina parcialmente ativado. Nesta seccao
realiza-se ainda a pesquisa de eosindéfilos num esfregago em lamina.

Os aparelhos existentes para a realizacdo das analises, sdo o Advia 120 da
Siemens para o0 hemograma, Coasys Plus C da Roche para o PT e APTT, HA — 8160
Menarini para as HbAlc e Starrsed para as VS. Todos 0s equipamentos estdo sujeitos a
manutencdes diarias (inicio e fim de dia) executadas pelo técnico do setor e que sao
registadas numa matriz prépria. Também sao realizadas manutenc¢des preventivas pelos
fornecedores dos aparelhos. Para além do controlo interno de cada equipamento é
também realizado um controlo externo com o programa UK-NEQAS (United Kingdom
National External Quality Assessment Scheme).

Relativamente aos parédmetros avaliados segue uma breve explicacdo sobre cada
um deles.

O hemograma é utilizado como auxiliar no rastreio, diagnéstico e monitorizacao de
diferentes patologias, fornecendo informacdes qualitativas e quantitativas acerca da
condicdo hematoldgica de um dado doente. O hemograma é um exame complementar de
diagnéstico em que se faz a quantificacdo e avaliacdo morfolégica das células
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sanguineas (eritrocitos, leucocitos e plaquetas). Assim, o hemograma engloba, a
avaliacao eritrocitaria, com contagem de eritrécitos, determinacdo da concentracdo de
hemoglobina, hematdcrito, e indices eritrocitarios - volume corpuscular médio (MCV),
hemoglobina corpuscular média (MHC), concentracdo de hemoglobina corpuscular média
(MCHC), “red cell distribution width” (RDW) e “hemoglobin distribution width” (HDW) e
avaliacdo morfologica. Na avaliagdo dos leucdécitos faz-se a contagem total, a avaliagéo
da sua morfologia, e ainda a contagem diferencial, estabelecendo o valor relativo e
absoluto dos varios tipos de leucécitos. A avaliagcdo plaquetaria inclui a contagem de
plaguetas e a determinacdo dos indices plaquetarios, como o0 volume plaquetario médio
(VPM), plaquetécrito (PCT) e “platelet distribution width” (PDW). 2

Os resultados do hemograma séo validados segundo critérios especificos do
laborat6rio e em determinadas situacdes € necessaria a realizagdo de um esfregaco
sanguineo e sua coloracdo para avaliagcdo microscépica da amostra e confirmacdo de
determinados resultados.

A VS é outro parametro determinado neste setor. E a medicdo do grau de
sedimentacédo dos eritrocitos numa amostra de sangue. Tem como principio a medicao da
altura da coluna de plasma desprovida de eritrocitos ap6s um determinado periodo de
tempo (Westergreen como metodologia de referéncia). Esta determinagdo & muito
frequentemente utilizada como indicador de doenca, uma vez que normalmente esta
aumentada em processos inflamatérios.®

As determinagfes do PT e APTT permitem a avaliacdo da hemdstase secundaria,
gue se divide em duas vias principais, a intrinseca ou de contacto e a extrinseca ou
dependente do fator tecidual.

A via intrinseca é ativada pelo contacto com o colagénio, e todos os componentes
necessarios para esta atuar estao presentes no sangue em circulacdo. A via extrinseca é
iniciada pela libertacdo do fator tecidual e calcio pelo tecido lesado. Estas duas vias
convergem depois originando a via comum a qual conduz a formacgéo de fibrina. Um

esquema da hemostase secundaria pode ser observado na figura 1.* ®
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Figura 1 - Esquema representativo da cascata da coagulagao.
Adaptado de: http://www.ebah.com.br/content/ABAAAAQsEAG/fisiologia-coagulacao

O tempo de protrombina explora a via extrinseca e a via comum da coagulacéo
(FVIL, 11, V, X). E utilizado para avaliar o tratamento anticoagulante com antagonistas da
vitamina K, uma vez que é sensivel a diminuigdo dos fatores Il, VIl e X. O PT mede o
tempo de formacédo do coagulo apés adicdo de tromboplastina célcica ao plasma. O PT
pode também ser representado como valor de INR (razdo normalizada internacional), que
permite a comparagdo de resultados em diferentes laboratérios seja qual for a

tromboplastina utilizada.® ” A formula que permite a obtenc&o do INR é:

INR= [tempo (seq) PT plasma a testar |''

tempo (seg) PT plasma normal

Sendo que ISI € a comparacdo com a tromboplastina de referéncia, é o indice de
sensibilidade internacional.®®
O PT pode estar aumentado em caso de® ?:
e Terapia com anticoagulante oral (antagonista da vitamina K)
o Deficiéncia de fibrinogénio
e Deficiéncia de protrombina
e Deficiéncia dos factores V, VIl ou X

e Doenga hepética
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A determinacdo do APTT € o teste mais utilizado para a exploracdo dos fatores
plasmaticos da via intrinseca. Explora todos os fatores da via intrinseca e via comum,
com excecdo dos fatores plaquetarios. E utilizada para vigiar o tratamento com
anticoagulante heparina.®”

O valor de APTT pode estar aumentado em caso de CID (coagulacdo
intravascular disseminada), doenca hepatica, transfusdo sanguinea macica, tratamento
com heparina. Quando o APTT esta aumentado e o INR normal pode ser devido a défice
de fator da via intrinseca (FVIlI- hemofilia A e FIX — hemofilia B, e de FXI e FXIl) ou a
anticoagulante circulante (lGpus, poliartrite reumatdide, infecdo por HIV). Estes dltimos
sdo considerados antiprotrombinases, ou seja ndo causam hemorragia, mas risco
acrescido de trombose.® 9

E utilizado um reagente fosfolipidico sintético de elevada qualidade para a
determinacdo in vitro do tempo de tromboplastina parcial ativada (APTT) em plasma
humano citratado. O produto é utilizado na avaliagdo da via intrinseca da coagulagédo, no
teste de substituicdo do APTT e para a monitorizagdo de doentes que se encontram sob
terapéutica com heparina.*?

No laboratério Go-Saude é acompanhado o controlo de medicagdo com
anticoagulantes orais (Sintrom e Varfine) de doentes hipocoagulados, através da
determinacdo do INR. Com base no valor obtido e consoante a patologia do doente
(antecedentes de AVC, enfarte miocardio, protese valvular, arritmias, etc) é efetuada
pelos especialistas um esquema de medicacdo para o paciente e indicada a data em que
este se devera apresentar novamente no laboratério para nova colheita de sangue e novo
controlo de INR.

Quanto a determinacdo da hemoglobina glicada (HbALc) é realizada normalmente
para controlo glicémico da Diabetes Mellitus.

A hemoglobina Al corresponde a formas de Hb A (principal forma da Hb)
carregadas negativamente devido a adicdo de glicose. A fracdo Alc da Hb é a que se
refere a hemoglobina glicada, cujo terminal valina da cadeia Beta esta ligado a glicose
por meio de uma ligacao estavel e irreversivel. Este parametro, é entdo utilizado, porque
sendo a membrana dos eritrocitos permeavel a glicose, a concentracao plasmética de
glicose e o tempo média de vida dos eritrocitos sao os principais determinantes da reagéo
de glicacao da proteina em seres humanos. Sendo a média de vida dos eritrocitos de 120
dias, pode-se dizer que a HbAlc (figura 2) é um indicador da média de valores de

glicémia nos 120 dias que antecedem & colheita de sangue.®**®
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Figura 2 - Imagem ilustrativa da ligagdo da glicose a hemoglobina. Adaptado de :
http://www.cacetuc.com.ar/2011/08/05/hemoglobina-glicosilada-hbalc/

O valor de HbAlc é determinado no aparelho HA- Menarini através de HLPC
(cromatografia liquida de alta eficiéncia). A ligacao da glicose a Hb altera a carga total da
Hb, fazendo com que a fracdo glicada da Hb migre mais rapido em resinas de troca
i6nica, permitindo separar assim as diferentes fracdes da Hb.®

Valores altos de HbAlc indicam um controlo glicémico alterado (tabela 1), ou seja
quando o resultado da determinagédo da HbAlc for superior a 6.5% significa, no caso de

um individuo diabético, que esta com os valores de glicémia descontrolados.®* ¥

Tabela | = Resultados da determinagdo da HbA1lc para a diabetes.

Valor de HbAlc \

Normal <5.7%
Pré-diabetes 5.7-6.4%
Diabetes 26.5%

Setor da Imunologia/Virologia

Neste setor apenas observei o funcionamento do mesmo sem ter participado
ativamente na sua rotina.

Na secgdo da imunologia e virologia a amostra utilizada é preferencialmente o
soro e é realizada uma triagem as amostras para verificar a existéncia de hemdélise e
lipémia. Se o estado da amostra for sugestivo de interferir com o0s parametros a avaliar,
apos autorizacao da direcdo técnica a amostra é rejeitada e efetuado um novo pedido de
colheita.

As amostras entram inicialmente na cadeia Modular ISE/P/E da Roche, para
serem processadas para os pedidos de bioquimica e imunologia. Apds este passo, sédo
triadas as que necessitam de seguir para 0 outro equipamento o Cobas e411, da Roche.

O aparelho Modular tem varios modulos de trabalho. O modo E170 da cadeia é

um autoanalisador que executa os ensaios por ECLIA (electrochemiluminescence
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imunoassay), que tem como base uma reagdo semelhante & quimioluminescéncia mas
com a aplicagdo de uma corrente elétrica que induz uma emissdo quimioluminescente,
posteriormente medida num fotomultiplicador. Por leitura do cddigo de barras, o
equipamento identifica as amostras que sdo colocadas em racks proprias e processa 0s
pedidos.

Neste médulo sédo executados: DHEA-S (Sulfato de Dehidroepiandrosterona),
PTH (paratormona), IgE (imunoglobulina E), ferritina, vitamina B12, folatos, T3
(triiodotiroxina total), T3 livre, T4 (tiroxina total), T4 livre, TSH (hormona estimulante da
tirdide), CA125 (antigénio cancerigeno), PSA (antigénio especifico da prostata total), PSA
livre, HIV, AgHBs (antigénio HBs), AcHBs (anticorpo HBs), AcHBc (anticorpo HBc). Todos
0s parametros tém calibradores especificos e sdo calibrados sempre que se inicia um
novo lote ou quando ndo se consegue obter controlos validos. Todos os testes séo
controlados diariamente por um dos niveis de controlo e sé sdo executadas amostras
apo6s um controlo valido.

No outro aparelho, COBAS e411, o método utilizado € o mesmo que para o
Modular E e sdo executados os seguintes parametros: insulina, AcCHCV (anticorpo HCV),
AgHBe (antigénio Hbe), AcHBe (anticorpo HBe), CA15.3 (antigénio cancerigeno), CA19.9
(antigénio cancerigeno), alfa-fetorpoteina, progesterona, anticorpo anti-tiroglobulina, Ac
TPO (anticorpo anti-tiroperoxidase), LH (hormona luteinizante), FSH (hormona fuliculo-
estimulante), prolactina, testosterona, estradiol, BHCG (gonadotropina coriénica
humana). Alguns dos reagentes dos parametros analisados no cobas sdo guardados no
frigorifico e colocados a bordo do aparelho apenas quando pedido. Isto acontece devido
a necessidade de gerir o espaco no prato de reagentes. S&o sempre executados
controlos antes de se efetuar as determinacdes.

No VIDAS, autoanalisador imunoenzimatico quantitativo, um terceiro equipamento
neste setor, sdo determinados varios parametros por ELFA (enzime linked Fluorescent
assay). De acordo com os pedidos, as cassetes das amostras séo identificadas com o
numero de utente e depois € pipetado o respetivo soro (figura 3). A pipetagem manual
exige grande concentracdo do técnico que opera com este equipamento de forma a evitar
troca da amostra. Os parametros analisados neste aparelho séo: virus Epstein-Barr,
cotimegalovirus, HAV, HBC, rubéola, toxoplasmose, Helicobacter Pylori, cortisol,
digoxina, CK-MB. Diariamente sédo feitas aliquotas dos soros dos pacientes em que
se determine a rubéola, toxoplasmose, ou citomegalovirus e sdo congeladas pelo periodo
de um ano. Este procedimento permite que se conserve o soro durante toda a gestacéo
no caso de gravidas e trés meses apds o0 nascimento do bebé. Sempre que se obtém um

teste positivo ou duvidoso de IgM da rubéola, toxoplasmose, ou citomegalovirus a

54 Daniela AlImeida Braga — FFUP — 2014



Relatério de Estagio — MAC

Figura 3 - Exemplo de cassete para andlise no Vidas. Adaptado de:
http://www.biomerieux-
nordic.com/servlet/srt/bio/northern/dynPage?open=NTH_CLN_PRD&doc=NTH_
CLN_PRD_G_PRD_CLN_42&pubparams.sform=4&lang=en_sw
amostra € recentrifugada e repetido o parametro. Se o resultado se confirmar, é pedida
nova colheita e executada a determinacdo em nova amostra.

Neste setor é efetuado o controlo de qualidade externo RIQAS (Randox

International Quality Assurance Scheme).

Setor da Quimica Clinica

No setor da quimica clinica tive oportunidade de participar mais ativamente na
rotina laboratorial.

As determinagdes da bioquimica sdo executadas no modo ISE e P800 da cadeia
Modular. O médulo ISE utiliza elétrodos seletivos de ibes para quantificar o sédio,
potéssio e cloretos que constituem o ionograma. Ocorre uma migracao através de uma
membrana seletiva e permeavel de uma fase de atividade elevada para uma fase de
menor atividade. A migracdo do iAo cria uma separacdo de cargas, ou seja, uma
diferenca de potencial através da membrana que é diretamente proporcional a
concentracao do ido na amostra clinica. Através de uma curva de calibracdo previamente
estabelecida no aparelho, com solu¢cbes padrdo de concentragcdo conhecida do ido a
determinar, o aparelho por extrapolacdo determina a concentracdo do ido na amostra
clinica.

No médulo P sdo determinados: alfal-antitripsina, acido Urico, fosfatase acida,
TGO, TGP, microalbumintria, albumina, fosfatase alcalina amilase, TASO, bilirrubina
direta, bilirrubina total, calcio, colesterol, CK, creatinina, proteina C reativa, ferro, fosforo,
GGT, glicose, HDL, IgA, IgG, IgM, LDH, LDL, magnésio, proteinas totais, proteinas urina,
fator reumatoide, triglicerideos, transferrina, ureia, acido valpréico. Estes parametros sao
determinados por métodos imunoturbidimétricos, colorimétricos, enzimaticos e

fotométricos.

55 Daniela AlImeida Braga — FFUP — 2014



Relatério de Estagio — MAC

Neste aparelho é efetuado um controlo diério e o controlo externo com o RIQAS.

Quando as amostras de sangue chegam a este setor sdo colocadas em racks no
equipamento Modular sem as respetivas tampas dos tubos e este transporta-as para o
seu interior onde realiza todas as pipetagens para as determinacdes necessarias,
fazendo em seguida sair o tubo desta cadeia onde fica disponivel para ser armazenado.
Apds o0 processamento da amostra, os resultados ficam disponiveis no sistema
informatico do laboratério para validacdo técnica. Parte destes resultados sao validados
automaticamente, consoante critérios definidos pelo laboratério. Os resultados com
valores alterados, ficam pendentes para que o0 técnico possa entdo proceder a sua
avaliacdo. Com base nos critérios em vigor, a amostra pode ter que ser novamente
processada para uma repeticdo e confirmacdo de um resultado, pode ter que ser
centrifugada novamente para voltar a ser processada ou pode ainda ser necessario
efetuar o pedido de nova colheita (p.e. amotra hemolisada ou lipémica).

Para além das amostras de sangue também neste setor € realizada a analise de
urinas. As urinas de 24 horas (previamente medidas e vertidas para um frasco de
amostra de urina, no setor da quimica urinéria ou nos respetivos postos de colheitas) e
amostras de urina que exijam determinac¢do bioquimica (microalbuminuria, acido Urico,
proteinas urinarias, entre outras) sdo também processadas neste setor. A amostra de
urina é vertida para um tubo proprio de analise urindria que é colocado em rack
especifica e entra no equipamento para ser processada da mesma forma que os tubos de
sangue. E registado o volume de recolha de urina de 24horas numa lista de trabalho (o
valor vem indicado no frasco de urina) para que o técnico valide manualmente as
determina¢cdes destas amostras, consoante o volume de recolha que tem que ser
introduzido no sistema informatico.

No setor da bioquimica foi ainda possivel efetuar outros procedimentos que fazem
parte da rotina laboratorial, como trocar reagentes, realizar controlos e calibracdes,

limpeza do aparelho e sua manutengéo de final de dia.

Todos os aparelhos dos diferentes setores tém comunica¢do informatica para o
programa laboratorial eDeia, para que ocorra a transmissdo automatica dos resultados.
Parte dos resultados sdo validados automaticamente, mas uma grande parte, quando
apresenta resultados fora dos valores de referéncia ou valores discrepantes é sujeito a
uma validacdo manual pelo técnico responsavel pelo setor. Para esta validacdo manual
existem critérios pré-estabelecidos pela direcdo técnica do laboratério pelos quais os

técnicos se devem guiar para saber como proceder. Todos os procedimentos que
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possam ser efetuados nesta fase sdo registados no processo do utente, como por
exemplo “Foi pedida nova colheita de amostra. Falei com XX a 06/01/2014 Ass. Daniela”.
No final da rotina de trabalho todos os produtos biol6gicos sdo guardados no

frigorifico por um periodo de cerca de 3 dias.

Fase Pds-Analitica

A fase pés analitica corresponde a validacéo do boletim analitico pelo especialista
do laboratério para que este esteja pronto a ser entregue ao utente.

ApOs a validacao técnica de todos os resultados estes ficam disponiveis para uma
validacdo pelo especialista. Este avalia todos os parametros em conjunto e valida o
boletim analitico. Se houver resultados urgentes ou situacdes que necessitem de um
contacto ao utente ou ao médico, é o especialista quem comunica os resultados.

Apbs a validacdo pelo especialista os boletins analiticos ficam disponiveis no
sistema informatico para poderem ser impressos e entregues ao utente. Esta fase é
realizada em cada um dos postos de colheita em que cada rececionista fica encarregue
da impresséo dos boletins e sua colocagéo nos envelopes respetivos.

Com um cartdo de levantamento, entregue no ato da recec¢éo e colheita, o utente
pode proceder ao levantamento dos seu exames. Na auséncia do cartdo de levantamento
0 boletim apenas pode ser levantado na presenca de um documento identificativo do
utente e de quem o levanta no caso de ndo ser o préprio, de modo a garantir a
confidencialidade dos dados.

No caso de o utente pretender uma explicacdo acerca dos resultados das suas
analises, este passo é possivel realizando uma chamada para o Laboratério Central onde
podera falar com um especialista técnico que o informard devidamente sobre a

informacg&o no seu boletim de andlises.
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CONCLUSAO

Com a realizacdo deste estagio foi possivel compreender e integrar da melhor
forma possivel toda a rotina associada ao funcionamento de um Laboratério de Andlises.
Foi muito vantajoso poder assistir a todos os passos desde a chegada do utente ao posto
de colheitas, passando pela recolha das amostras, transporte das mesmas, chegada ao
laborat6rio, seu processamento e por Ultimo a entrega do boletim analitico ao utente.

Desta forma foi possivel compreender a importancia que todos estes passos tém
para que o resultado final seja 0 melhor possivel e que todos os intervenientes sdo muito
importantes tendo que assumir responsabilidades que podem influenciar os resultados
fornecidos.

A minha participacdo na rotina deste laboratério foi bastante ativa durante o
periodo de estagio pois todos os funcionarios permitiram-me experienciar as diferentes
tarefas possiveis de ser realizadas. Sinto assim, que este estagio permitiu melhorar as

minhas competéncias como Técnica de Analises Clinicas.
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