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Abreviaturas

|7 B -E — 17 j3 -Estradiol

ADN - Acido Desoxirribonucleico

ARN — Acido Ribonucleico

AFP — Alfa-Fetoproteina

ALP — Fosfatase alcalina

ALT — Alanina aminotransferase

ALT — Alanina Aminotransferase

Apo C — Apoproteina C

Apo E — Apoproteina E

ApoB-100 — Apoproteina B-100

aPTT — Tempo de tromboplastina parcial ativada

AST — Aspartato aminotransferase

A-Tg — Anti-Tiroglobulina

A-TPO — Anti-Tiroperoxidase

BD — Bilirrubina Direta

Bl — Bilirrubina Indireta

CA125 — Antigénio Carbohidrato 125, do inglés Cancer Antigen 125
CA19.9 — Antigénio Carbohidrato 19.9, do inglés Cancer Antigen 19.9
CEA — Antigénio Carcino-Embrionario, do inglés Carcinoembryonic Antigen
CK - Creatina cinase

CQ - Controlo de qualidade

CRP — Proteina c-reativa

DM — Diabetes Mellitus

DMG — Diabetes Mellitus gestacional

ECF — Fluido extracelular

ECLIA — Ensaio Electroquimioluminescente, do inglés Electro-chemiluminescence immunoassay
ELFA — Enzyme Linked Fluorescent Assay

ELISA — Ensaio de Imunoabsorg¢ao Enzimatica, do inglés Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
FSH — Hormona Foliculo Estimulante

FT3 — Triiodotironina livre, do inglés Free Triidothyronine

FT4 — Tiroxina livre, do inglés Free Thyroxine

G6PD — Glucose-6-fosfato desidrogenase
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GGT — Gama glutamil transferase

Hb — Hemoglobina

Hb F — Hemoglobina Fetal

HbA lc — Hemoglobina Alc

HBV — Virus da Hepatite B, do inglés Hepatitis B Virus

HCV — Virus da Hepatite C, do inglés Hepatitis C Virus

HDL — High Density Lipoprotein

VIH — Virus da Imunodeficiéncia Humana

hsCRP — Proteina c-reactiva de alta sensibilidade

ICF — Fluido intracelular

IDL — Intermediate Density Lipoprotein

IgG — Imunoglobulina G

IgM — Imunoglobulina M

INR — International Normalized Ratio

LDH — Lactato desidrogenase

LDL — Low Density Lipoprotein

LH — Hormona Luteinizante, do inglés Luteinizing Hormone
NADH — Nicotinamida adenina dinucleotido

NADPH — Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato

OMS - Organizagao Mundial de Saude

PRL — Prolactina

PSA — Antigénio Especifico da Préstata, do inglés Prostate-Specific Antigen
PT — Tempo de protrombina

PTGO - Prova de tolerancia a glicose oral

PTH — Hormona da Paratiroide, do inglés Parathyroid Hormone
RIQAS EQA — Randox International Quality Assessement Scheme, External Quality Assessement
T3 — Triiodotironina Total

T4 — Tiroxina Total

TF — Fator tecidular

TFG — Taxa de filtragao glomerular

VLDL — Very Low Density Lipoprotein

B-hCG — Gonadotrofina Coriénica humana, do inglés Human Corionic Gonadotrofin

VS — Velocidade de sedimentagao
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Resumo

O presente relatério visa descrever as atividades realizadas no decorrer do estagio
curricular no ambito do Mestrado em Andlises Clinicas da Faculdade de Farmacia da
Universidade de Coimbra. O estagio decorreu entre Dezembro de 2015 e Julho de 2016, no
Centro de Diagnostico Laboratorial D. Diniz, Lda. — Grupo Sanfil Medicina, Coimbra, sob
orientacao da Dra. Claudia Maravilha.

Serao destacadas as areas de Bioquimica Clinica e Imunologia, referindo os fundamentos
analiticos dos parametros processados e o seu enquadramento teorico.

Os exames laboratoriais sao imprescindiveis para complementar os dados clinicos,
contribuindo para um diagnéstico correto com influéncia nas opgdes terapéuticas adotadas e

sua monitorizagao.

Abstract

The present report aims to describe the activities carried through the internship to obtain
the Master degree in Clinical Analyses of the Faculty of Pharmacy of the University of
Coimbra. The period of internship took place between December 2015 and July 2016, in the
Centro de Diagnostico Laboratorial D. Diniz, Lda. - Grupo Sanfil Medicina, Coimbra, under
the supervision of Dra. Claudia Maravilha.

The areas of Clinical Biochemistry and Immunology will be highlighted, relating the technical
aspects of the processed parameters with its theoretical framing.

The analytical tests are essential to complement the clinical data, contributing for a correct

diagnosis, which influence the therapeutic options and follow-up.
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l. Introducao

O estagio curricular no ambito do Mestrado em Anadlise Clinicas foi efetuado no Centro de
Diagnostico Laboratorial D. Diniz, Lda. — Grupo Sanfil Medicina, Coimbra, sob orientagao da
Dra. Claudia Maravilha, no periodo entre dezembro de 2015 e julho de 2016.

O Laboratorio é constituido pelo laboratorio central e por 14 postos de colheitas.

O movimento diario médio é de 80 utentes com uma média didria de 603 andlises.

No ano de 2015 efetuaram-se internamente 149511 parametros, sendo que a sua divisao

por valéncia corresponde a:

Microbiologia
Endocrinologia
Imunologia
95296

Bioquimica

Hematologia

0 40000 80000 120000

O Laboratério efetua os estudos analiticos solicitados pelos proprios utentes, ou por
médicos prescritores a utentes dos diferentes subsistemas de saude e seguradoras, com os
quais tem acordo, e procede também ao envio adequado para Laboratério Externo, de
amostras para a execug¢ao de parametros nao exequiveis no proprio laboratorio.

O Laboratério funciona de segunda a sexta-feira entre as 8h30 e 22h00, encontrando-se
aberto ao publico das 8h30 as 18h. Fora deste periodo regular de funcionamento, a urgéncia
é assegurada pelo Técnico de Diagnostico e Terapéutica, que estiver escalado, em regime de
chamada das 22h as 8h do dia seguinte e 24h aos sabados e domingos.

Ao sabado, a técnica que esta de urgéncia assegura ainda o processamento das amostras do
laboratério e dos postos que abrem neste dia.

Os Recursos Humanos consistem em | Médico Patologista, | Farmacéutico Especialista, 2
Técnicos Superiores, 2 Técnicos de Diagnéstico e Terapéutica, | Administrativos, |
Auxiliares e 2 motoristas. Existem ainda Enfermeiros prestadores de servicos que efetuam

colheitas nos postos.
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O Laboratério é constituido por 4 sectores: Microbiologia, Imunologia/Endocrinologia,
Bioquimica e Hematologia. Em cada um dos sectores ha um técnico superior responsavel e
os técnicos necessarios ao desempenho diario das suas atividades.
A nivel de Controlo Externo da Qualidade encontra-se inserido no programa Randox
International Quality Assessement Scheme, External Quality Assessement (RIQAS EQA):

- Quimica Clinica (12 ensaios anuais);

- Hemoglobina Glicada (12 ensaios anuais);

- Imunoensaio (12 ensaios anuais);

- Hematologia (12 ensaios anuais);

- Coagulagao (12 ensaios anuais);

- Urina Tipo Il (6 ensaios anuais);

- Virologia (6 ensaios anuais).
Para além das atividades de rotina e de urgéncia, assegura também fungoes formativas,
nomeadamente:

- Estagios de curta duragao/Estagios de Verao da Universidade de Coimbra;

- Acgoes de formagao internas dos colaboradores;

- Acgoes de formagao externas dos colaboradores.
O primeiro contato do utente com o Laboratorio dia-se no momento do registo com a
recolha dos dados de identificagao necessarios, observagao das analises pedidas de modo a
saber se o utente cumpre com algum critério especifico de colheita (ex.: jejum; medicagao,
etc.). A cada processo é atribuido uma numeragao alfanumérica, que difere consoante o
posto de colheita. Posteriormente a colheita, todas as amostras sio devidamente
acondicionadas e transportadas para o laboratorio central, onde se efetua a triagem antes da
sua distribuicao pelas diferentes areas.
Os exames laboratoriais sio imprescindiveis para complementar os dados clinicos,
contribuindo para um diagnéstico correto com influéncia nas opgoes terapéuticas adotadas e
sua monitorizagao. Dada esta importancia na decisao clinica, o Laboratério tem que garantir
que os resultados obtidos correspondem a valores fidedignos que traduzam, de facto, as
condigoes fisiopatoldgicas que pretendem avaliar. Assim sendo, o Laboratério, nos
diferentes Sectores, efetua diariamente testes de controlo de qualidade interno,
encontrando-se pré-definidos o nimero de controlos a aplicar por série analitica e por
analito, assegurando que os procedimentos adotados correspondem a especificagoes pré-
definidas. Os testes de controlo de qualidade interno sao realizados no inicio do dia de
trabalho, antes do processamento das amostras, permitindo, sempre que necessario, adotar
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medidas corretivas atempadamente. Estes testes sao repetidos periodicamente ao longo do
dia de trabalho e sempre que tal se revelasse necessario (como na mudanga de lote de um
reagente, ou violagao de CQ).

No ato da validagao, assegura-se que foram cumpridos todos os processos implicados na
validagao: fase pré-analitica (triagem) assegura que a amostra € adequada e corresponde ao
utente em estudo; na fase analitica adequa-se os métodos e meios usados de modo a que
veracidade e precisao dos resultados se encontrem dentro dos niveis/requisitos exigiveis e,
na fase pos-analitica, relaciona-se os resultados com os valores de referéncia estabelecidos,
com a informagao clinica (num laboratoério privado é muito escassa) e com o histérico do

utente, para a validagao final dos resultados.
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Il. Setor de Hematologia

I. Contagem hemograma completo
Aparelho: Auto-analizador BC-5800 Mindray® (Menarini)

Métodos:

- Eritrocitos e plaguetas: Método de Impedancia.
- Hemoglobina: Método colorimétrico.

- Leucbécitos: Citometria de fluxo.

- Contagem diferencial de Leucécitos: Metodologia Difragao de Laser combinado
com Coloracao Quimica e Avancada Citometria de Fluxo.

- A partir da informacao dos histogramas: Volume globular médio, Coeficiente de

variagao de eritrocitos, Volume plaquetar médio.

- Parametros calculados: Hematocrito, Hemoglobina corpuscular média;

Concentragao de hemoglobina corpuscular média.

2. Tempo de protrombina (TP) (com determinacao do INR e Protrombinémia)
e Tempo de tromboplastina parcial ativada (aPTT)
Aparelho: Analizador automatico Ceveron Alpha® (Iberlab).

Método: Fotometria.

3. Velocidade de sedimentacao eritrocitaria (VS) (1h)
Aparelho: VesMatic® Cube 30 (Menarini).

Método: Fotometria (Westergren modificado).

4. Técnicas manuais

- Esfregaco de sangue periférico

Sao efetuados por distensaio manual e corados manualmente pela coloragio de Wrigtht.
Procede-se a avaliagdo das trés linhas celulares (ampliagio de 1000X): leucocitaria,
eritrocitaria e plaquetar.

- Contagem manual de reticulécitos com coloragao do novo azul-de-metileno.
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I1l.Sector de Microbiologia

I. Exame Bacteriologico e Micologico

Processamento de amostras de sangue, urina, fezes, exsudato genital (vaginal e uretral),

exsudato de feridas e outros exsudatos purulentos, secregdes respiratorias, liquidos

organicos provenientes de cavidades serosas (peritoneal, pleural, pericardico, sinovial).

Em linhas gerais, o estudo microbiologico obedece as seguintes etapas sequenciais:

Exame Direto;
Exame cultural;
Identificagao dos microrganismos isolados;

Testes de susceptibilidade a antimicrobianos (Sistema Mini-API® - Biomérieux).

2. Sumaria de urina

Aparelho: Aution MAX® AX-4280 (Menarini).

Método: Refractancia (densidade), reflectancia (parametros bioquimicos) e turbidimetria em

células de fluxo (aspeto).

3. Analise microscopica do sedimento urinario

4. Pesquisa de sangue oculto nas fezes
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Iv. Sector de Bioquimica

No Sector de Bioquimica o processamento das amostras é efetuado, na sua grande maioria,
por técnicas automatizadas e/ou semi-automatizadas. Mantém-se, no entanto, a execugao de
algumas técnicas por métodos manuais. As amostras mais frequentemente doseadas sao as
de soro. Presta-se particular atengao a qualidade da amostra, nomeadamente a detecao

visual de fibrina, hemdlise, lipémia e hiperbilirrubinémia aparentes.

I. Técnicas Manuais

As técnicas manuais usadas neste sector baseiam-se em testes rapidos de aglutinagao e
imunoensaios cromatograficos.

Os testes de aglutinagao caracterizam-se pela formagao de agregados visiveis como
resultado da interacao de anticorpos especificos e particulas insoliveis que contém
determinantes antigénicos na superficie.

Os testes imunocromatograficos de uma forma geral tém anticorpo ou antigénio marcado na
zona de colocagao da amostra. Os analito, se presentes na amostra, formam um complexo
com o seu conjugado e migram para a zona de detegao onde reagem com um segundo

anticorpo/antigénio formando uma banda corada (Figura 1).

(a)

Sample inlet

hh

sample fAna!yte Nanoparticle

() E ;E E i
(d) i ii | i

I.I  Teste Imunologico de

Detection Control line

window

Housing

Test line Gravidez

A hormona gonadotropina coridnica humana

‘ d :
=L Absorbent pad

Incubation and
detection pad

(hCG) é uma glicoproteina produzida pela

Conjugate placenta durante a gravidez. E conhecida

Sample pad pad . ,
como a Hormona da gravidez pelo que é

Antibody

e

usada como base dos testes rapidos. A

presenca da fracgdo 3 em amostras de urina é

indicativa de gravidez (Ashwood,2012).
A detecido qualitativa de B-hCG ¢é efetuada

por imunoensaio cromatografico.

Figura | — Esquema representativo de teste

imunocromatografico
Retirado das aulas de Imunologia Complementar, Mestrado Andlises
Clinicas, Faculdade de Farmdcia Universidade de Coimbra, 2015-2016
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1.2 Rapid Plasma Reagin (R.P.R.)

A Sifilis é uma doenga sexualmente transmitida cujo agente etiologico € o Treponema
pallidum. A resposta a infegao leva a produgao de anticorpos antitreponema ou substancias
semelhantes (reaginas).

O R.P.R. é um teste nao treponémico de aglutinagao para rastreio de sifilis. Pesquisa a
presenca de anticorpos anti-cardiolipina (reaginas) no soro a testar, usando como antigénio
uma suspensao de cardiolipina-lecitina-colesterol (com semelhan¢a antigénica com o
Treponema pallidum) e particulas de carvao, para que a reagao seja visivel

macroscopicamente. (Henry,2001)

.3 Factor Reumatode (FR)
O FR é um auto-anticorpo reactivo contra determinantes da regiao Fc das Imunoglobulinas
IgG, presente no soro de individuos com doengas reumaticas. Apesar de nao ser um
marcador de diagnostico € relevante para prognostico, principalmente em casos de Artrite
reumatoide. (Teixeira,2007).
A detecgao é feita por aglutinagao de particulas de latex para determinagao qualitativa e

semi-quantitativa do fator reumatoide no soro.

|.4Reaccio de Waaler-Rose
A reaccao de Waaler-Rose é um teste de hemaglutinagao para a determinagao qualitativa do
FR (Teixeira,2007). O antigénio € uma suspensao de hemacias de ovelha sensibilizadas com
IgG de soro de coelho anti-hemacias de ovelha, aglutinando na presenga de fatores

reumatoides.

1.5 Titulo Anti-Estreptolisina O (TASO)
A estreptolisina O é uma hemolisina produzida por Streptococcus pyogenes (Estreptococos do
grupo A) com actividade litica para leucdcitos e monodcitos. A sua determinagao € util
quando ha suspeita de febre reumatica, no diagnostico retrospetivo de uma infecao faringea
estreptococica, na avaliagao de sequelas Osseas, cardiacas, renais (glomerulonefrite) (Henry,
2001).

A deteccao é efectuada em placa por aglutinagao de particulas de latex.
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2. Técnicas automaticas e Semiautomaticas
A maioria dos parametros bioquimicos doseados neste laboratorio é processada no
analisador Cobas® Integra 800 (Roche Diagndstica), usando métodos de colorimetria,
turbidimetria e potenciometria com eléctrodos seletivos de ides.
O método colorimétrico baseia-se na formagao de compostos corados, com intensidades
proporcionais ao parametro doseado. A leitura da absorvancia é efectuada por
espectofotometria (Henry, 2001).
A turbidimetria é a medida da diminuicao de intensidade de luz incidente causada pela
dispersao, reflexao e absor¢ao do feixe de luz de uma dada intensidade. A turbidimetria
baseia-se no facto da quantidade de luz, que atravessa uma solucao de particulas, diminuir a

medida que a turvagao da solugao aumenta (Ashwood,2012).

2.1 Metabolismo dos hidratos de carbono
Os carbohidratos sao os principais constituintes dos sistemas fisiologicos. Os hidratos de
carbono complexos sio metabolizados a aguUcares simples, principalmente glucose.
Desempenham multiplas fungdes entre as quais o fornecimento de energia (glucose) e papel
estrutural de componentes do acido desoxirribonucleico (ADN) e acido ribonucleico (RNA)

(Henry, 2001).

2.1.1 Glicose
A glicose é um monossacarideo e é a mais importante fonte energética do organismo.
Deriva do metabolismo dos hidratos de carbono provenientes da dieta, das reservas
corporais sob a forma de glicogénio, e por sintese endogena.
Quando o gasto de energia é baixo, o excesso de glucose é convertido a acidos gordos,
armazenados no tecido adiposo no figado, ou convertido em glicogénio nos musculos.
O seu doseamento ¢é indispensavel no diagnostico e monitorizagao de doengas causadas por
anomalia de produgao de insulina e outras hormonas essenciais ao seu metabolismo
(glucagao e epinefrina). Entre essas doengas encontram-se a Diabetes Mellitus (DM), que
pode ocorrer em todas as idades e no decurso da gravidez, e outros tipos de diabetes
(insulinomas, tumores relacionados com os ilhéus de Langerhans, defeitos genéticos na agao
da insulina, endocrinopatias, entre outros).
A hipoglicémia define-se como o valor de glicémia inferior a glucose em jejum, nao sendo

este valor consensual entre os diferentes autores (varia entre os 50 e 60 mg/dL). Pode
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ocorrer uma baixa transitoria 2 horas apos uma refeicao ou apds uma carga de glucose
(prova de tolerancia a glucose oral) (Ashwood,2012).

A DM ¢é classificada em DM tipo |, DM tipo 2, Diabetes Gestacional e outros tipos de
diabetes. A diabetes tipo | corresponde a 5-10% de todos os casos de diabetes e é, em
regra, mais comum na infancia e adolescéncia. A diabetes tipo 2 é a forma mais frequente de
diabetes (90%), resultando da diminuigao dos niveis de insulina, com maior ou menor grau
de insulinorresisténcia. Esta muitas vezes associada a obesidade, principalmente abdominal, a
hipertensao arterial e a dislipidemia. (Direccao Geral de Saude, 002/201 ). O diagnostico de
diabetes mellitus numa pessoa assintomatica nunca deve ser feito com base num unico valor
anormal de glicemia. O valor de diagndstico da concentragao plasmatica da glicose em jejum
€ de <126 mg/dL. Para o doente assintomatico é essencial pelo menos mais um teste de
glicose no sangue/plasma com resultado positivo, quer em jejum, ao acaso ou numa prova de
tolerancia a glicose oral (PTGO) (Sociedade Portuguesa de Diabetologia, 2016).

A determinacao de glucose no Liquido Cefaloraquideo (LCR) é importante no diagnostico
de infeccoes cerebrais bacterianas uma vez que o cérebro nao consegue armazenar nem
produzir glucose. Nestes casos ha um elevado consumo deste agucar, quer por parte dos
microorganismos quer dos leucocitos, o que provoca um acentuado abaixamento dos
valores (Ashwood,2012).

O doseamento da glucose é efectuado segundo o método de referéncia da hexocinase,
enzima que catalisa a fosforilagao da glicose pelo ATP, dando origem a glicose-6-fosfato e
ADP. Para prosseguir a reacgao, uma segunda enzima, a glicose-6-fosfato desidrogenase
(G6PDH) catalisa a oxidagao de glicose-6-fosfato pelo NAD+, dando origem ao NADH. A
quantidade de NADPH resultante da reacgao é proporcional a quantidade de glicose na

amostra e € medida espectrofotometricamente a 340 nm (Henry,2001).

2.1.2 Prova de tolerancia a glicose oral (PTGO)
A prova de tolerancia a glicose oral (PTGO) é utilizada, principalmente, para quando niveis
de glicemia ambiguos, durante gravidez ou em estudos epidemiologicos.
Consiste no doseamento da glicemia em jejum e 2 horas apds a administragao de uma
sobrecarga de 75 g de glucose. No caso de diagndstico de diabetes gestacional a PTGO

inclui um doseamento extra aos 60 min (Direccao Geral de Saude, 007/201 1).
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2.1.3 Hemoglobina glicada

A hemoglobina normal, no adulto, divide-se em HbA (97%), HbA2 (2.5%) e HbF (0.5%). A
andlise cromatografica de HbA mostra um fracionamento em HbAla, HbAIb e HbAIc,
sendo esta Ultima a mais abundante, e as quais se deu o nome de hemoglobinas glicadas.
A glicosilagao da hemoglobina é um processo irreversivel e a taxa de formagao de
hemoglobina glicosilada é directamente proporcional a concentragao sanguinea de glicose e
ao tempo de vida média dos eritrocitos, cerca de 120 dias. Este doseamento reflete os
valores médios da glicémia ao longo das 6 a 8 semanas anteriores, pelo que é muito utilizado
na monitorizagao da diabetes (Ashwood,2012).
O doseamento da HbA I c é efectuado em sangue total no analisador HA 8160 ADAMS Alc®
(Menarini), por Cromatografia Liquida de alta pressao (HPLC). Este método baseia-se na
cromatografia de troca ionica em fase inversa, sendo a detecgao efectuada por colorimetria

(Bi-cromatico 420/500 nm). A resolugao cromatografica permite a leitura direta da area do

pico da hemoglobina glicada (Menarini, 2016).

2.2 Metabolismo dos lipidos e lipoproteinas
Os lipidos apresentam uma grande variedade estrutural, mas tém em comum o facto de
serem moléculas anfipaticas, soliveis em solventes organicos, mas pouco solUveis em agua,
necessitando ser transportados no soro sob uma forma complexa: as lipoproteinas. Estas sao
complexos de lipidos e proteinas (apoproteinas (Apo)) que transportam colesterol na
corrente sanguinea. Os niveis plasmaticos de colesterol das lipoproteinas de baixa densidade
(LDL) estao directamente relacionados com a incidéncia de eventos corondrios e
mortalidade cardiovascular. As vias metabolicas das lipoproteinas sao complexas, podendo
ser divididas em quatro partes (Figura 2): as vias exdgena (lipidos da dieta) e enddgena

(lipidos de origem hepatica) da sintese lipoproteica, a via intracelular do receptor das LDL e
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Figura 2 — Metabolismo das lipoporoteinas
Adaptado de: http://lwww.barreto.uac.pt/bgm_prat/prot05DislipidemiasTP.pdf

a via do transporte reverso de colesterol (envolvendo as lipoproteinas de alta densidade -

HDL).

As alteragoes metabodlicas dos lipidos no organsimo - dislipidemias - podem ocorrer em

diferentes fases do metabolismo lipidico, alterando os niveis séricos das lipoproteinas. Estas

podem ser de diferentes tipos, manifestando-se quer através de um aumento dos niveis

plasmaticos de TG, quer através do aumento do colesterol,

dos niveis plasmaticos de HDL (Bourbon,2006).

ou ambos, ou por diminuigao

A sua fungao principal é o transporte de lipidos esterificados e colesterol. A sua classificagao

baseia-se na ultracentrifugagao que as separa consoante a sua densidade e permite obter:

- Quilomicron;
- VLDL - “Very Low Density Lipoprotein”;
- LDL - “Low Density Lipoprotein”;
- IDL - “Intermediary Density Lipoprotein”;
- HDL - “High Density Lipoprotein”
A medida que aumenta a densidade, aumenta o conteudo em

em lipidos.
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2.2.1 Colesterol total

O colesterol, no nosso organismo €, na sua maior parte, sintetizado endogenamente pelo
figado e outros tecidos, sendo uma pequena parte derivado da dieta. Encontra-se presente
nos tecidos e nas lipoporoteinas, representando a quase totalidade dos esterois plasmaticos.
Pode existir na forma esterificada (combinado com é4cidos gordos) ou livre. E o ponto de
partida de muitas vias metabolicas, como a sintese de vitamina D, hormonas esteroides e
metabolismo dos acidos biliares (Henry, 2001).
O doseamento é processado em amostras de soro e liquidos organicos por método
enzimatico (colesterol esterase, colesterol oxidase e peroxidase), com produgao de um

corante vermelho cuja intensidade cromatica é medida por espectrofotometria.

2.2.2 Colesterol ligado as HDL
O HDL é responsavel pelo transporte do colesterol das células periféricas ao figado, sendo
considerado um protetor cardiovascular. Assim, dentro do intervalo de referéncia, valores
elevados sao considerados benéficos para o organismo. A fracg¢ao proteica predominante
corresponde a apo A (Henry, 2001).
O processamento de amostras de soro é efectuado por método enzimatico (colesterol
esterase, colesterol oxidase e peroxidase) com formagao de um complexo purpura cuja

intensidade cromatica é medida espectrofotometricamente.

2.2.3 Colesterol ligado as LDL

As lipoproteinas de baixa densidade (LDL) sao os principais transportadores de ésteres de
colesterol do figado aos tecidos periféricos. Sao constituidas maioritariamente por colesterol
(50%), proteinas, principalmente apo B-100, fosfolipidos e triglicerideos em numero
reduzido. As LDL sao aterogénicas, pois estao implicadas na formagao das placas de ateroma
e, consequentemente, estdo directamente relacionados com a incidéncia de eventos
coronarios e mortalidade cardiovascular (Ashwood,2012).

Este parametro é calculado segundo a formula de Friedwald (Figura 3), sendo valida apenas
para valores de triglicerideos (TG) até 400mg/dL. Valores superiores de TG tera de ser
efectuado o doseamento directo das LDL.

LDLcol= [ColTotal]-[ColHDL] -Triglicerideos/5, em mg/dL

Figura 3 — Formula de Friedwald
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2.2.4 Triglicerideos

Os TG sao ésteres de glicerol, sendo uma parte obtida na dieta diaria e outra sintetizada no
figado. A avaliagao dos triglicerideos deve ser feita em conjunto com o colesterol e as outras
lipoproteinas pois, € a integragao de todos estes parametros que se torna importante no
diagnostico tratamento e prevengao de doengas cardiovasculares. Existem ainda doencgas
genéticas, como a hipertrigliceridémia familiar, em que os triglicerideos chegam a atingir
cerca de |0 vezes o seu valor normal, e que, por isso, devem ser monitorizadas
frequentemente.

E usado um método enzimatico para dosear amostras de soro, (lipoproteina lipase e
peroxidase) com formagao de corante vermelho e resultante aumento da absorvancia

detetada por espectrofotometria.

2.3 Metabolismo das Proteinas

2.3.1 Proteinas totais

O termo proteinas totais designa o conjunto de proteinas, com propriedades fisico-quimicas
semelhantes, que existe em solucao coloidal no soro/plasma e que compreende a albumina,
as globulinas e ainda o fibrinogénio, no caso desta Ultima amostra. Sendo, na sua maioria,
sintetizadas no figado, ganglios linfaticos, bagco e medula 6ssea, participam em processos de
nutricao celular, de transporte de substancias, de coagulagio sanguinea, de controlo da
distribuicao do liquido extracelular e de tamponamento do organismo devido a sua natureza
anfotérica. A sua concentragao pode encontrar-se alterada em inuUmeras situagoes clinicas,
como sejam o sindrome nefrético, hemorragias, desidratacio e mieloma multiplo
(Ashwood,2012).

Doseamento em amostras de soro e outros liquidos organicos (excepto urina e LCR) por
ensaio colorimétrico com formagao de um complexo de biureto (formagao de um complexo
violeta na presenca de sais de cobre, em meio alcalino) cuja intensidade cromatica é medida

espectrofotometricamente.

2.3.2 Albumina
E a proteina mais importante do organismo, senso sintetizada exclusivamente no figado.
Devido a sua elevada concentragao plasmatica e ao seu baixo peso molecular, a albumina é
também a proteina mais abundante no fluido extracelular (60% das PT). As suas principais

funcoes sao a manutengao da pressio oncética e o transporte de inUmeras substancias,
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entre as quais, as pouco hidrossoluveis, tais como acidos gordos livres, bilirrubina, ices
metalicos, hormonas e farmacos (Ashwood,2012).

Pode encontrar-se diminuida — hipoalbuminémia - no caso de doengas hepaticas crénicas por
défice de produgao, no sindrome nefrético e em queimaduras extensas por espoliagao e na
ascite e edema. A hiperalbuminémia esta principalmente associados a casos de desidratagao
(Ashwood,2012; Henry, 2001).

O doseamento ¢ feito por ensaio colorimétrico. A intensidade do complexo formado com a

albumina a dosear e o verde de bromocresol é medida espectrofotometricamente.

2.4 Avaliacao da funcio renal

2.4.1 Ureia

A ureia é um composto sintetizado pelo figado a partir do amoniaco, produto toxico, e
metabolito final do catabolismo proteico exdgeno (dieta) e enddgeno (tecidular).

A principal razao pela qual se determina a ureia é a avaliagao da fungao renal, pois mais de
90% é excretada pela urina. Assim, nos doentes renais crénicos a ureia apresenta valores
elevados sendo essa elevagao proporcional ao grau de insuficiéncia renal. Outras situagoes,
em que este composto pode aparecer elevado, sdo: dieta rica em proteinas e desgaste
muscular (em desportistas ou casos de fome severa) (Henry,2001).

Sao usadas amostras de soro e de urina, sendo o doseamento por método enzimatico
(accao sequencial das enzimas urease e glutamato desidrogenase), com diminuicio da
concentragao de NADH proporcional a concentragao da ureia na amostra, e medida

espectrofotometricamente (Figura 4).

Ureia + 2H,0 Ureasg JNH4+ + CO32
2NH4* + 2-Oxoglutarato + 2NADH Glutamato Desidrogenase Jy.glutamato + 2NAD* + 2H,0

Figura 4 — Doseamento da Ureia

O valor de azoto ureico obtém-se a partir do de ureia. Tomando em consideragao a
composicao molecular da ureia sabe-se que a relagao entre o azoto e aquela, em cada

molécula, é de 28/60:

Ureia = 2,14 x azoto ureico
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2.4.2 Creatinina

E sintetizada endogenamente e libertada para os fluidos corporais a uma taxa constante,
sendo os seus niveis plasmaticos mantidos dentro de valores muito estreitos. Por esta razao,
a depuragao renal de creatinina € um bom indicador da taxa de filtragao glomerular. A sua
determinagao é importante no diagnostico e monitorizagdo de doengas renais agudas e
cronicas. A creatinina é, normalmente, avaliada a par com a ureia sendo, o conjunto, o
melhor indicativo da fungao renal. A creatinina é importante no diagnéstico e monitorizagao
de doengas renais agudas e cronicas.

O doseamento em amostras de soro, urina e outros liquidos organicos, é efectuado pela
reacgao cinética de Jaffé, com medicao espectrofotométrica da intensidade cromatica do

composto formado.

2.4.3 Depuracao da creatinina
Calculada a partir dos valores da creatinina do soro e da urina e do volume total de urina no
intervalo de tempo considerado (idealmente urina das 24h).
A prova de depuragao da creatinina é usada na avaliagao da filtragao glomerular em doentes
com suspeita ou com insuficiéncia renal croénica.
Consiste na determinagao da quantidade creatinina depurada num minuto. A depuracao da
creatinina pode ser feita para periodos de quatro, doze ou vinte e quatro horas.
A sua determinagao é feita por calculo a partir das determinagoes da creatinina no sangue e
na urina, usando a técnica anteriormente descrita:

Dep. Creatinina = (Creatinuria/ Creatinémia) x débito urinario (mL/min)

2.4.4 Eletrolitos

A manuten¢io da homeostase da 4gua é fungio de quatro eletrdlitos principais: sédio (Na”),
potassio (K"), cloro (CI"), e bicarbonato (HCO3). Estes eletrdlitos tém também um papel
importante no equilibrio acido-base e fungao muscular.

O doseamento do ionograma é efetuado em amostras de soro e de urina, por
potenciometria com elétrodos seletivos de ides (ISEs). Os ISEs usam membranas que
seletivamente interagem com uma Unica espécie de ides ou catices. O potencial criado pela
interface  membrana/soluto é proporcional ao logaritmo da actividade idnica ou

concentragao do respetivo iao (Ashwood,2012).
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2.4.4.1 Sodio

O sédio (Na*) é o principal catido extracelular, sendo responsavel por quase metade da
osmolaridade do plasma, pelo que tem um papel fulcral na manutengao do volume do fluido
extracelular (FE).
A hiponatremia pode ser hiposmética, hiperosmotica, ou isosmotica:
A hiponatremia hiposmética, ocorre quando a concentragao de Na+ plasmatica é baixa, e
pode ocorrer devido a perda excessiva (hiponatremia deplecional), ou pelo aumento do
volume do espago extracelular (hiponatremia dilucional).
A hiponatremia hiposmotica tem como causas mais frequentes a sindrome da secregao
inapropriada da hormona anti-diurética (ADH) — SIADH -, polidipsia primaria, e
hipotiroidismo.
A hiponatremia hiperosmética causada pela presenca de outros solutos no ECF, ocorrendo
uma redistribuicao da agua do fluido intracelular para o extracelular, no sentido de manter o
equilibrio osmético. Este tipo de hiponatremia é tipico em diabéticos com hiperglicemia
severa.
A hipernatremia (Na+> 150 mmol/L) é sempre hiperosmolar, e pode resultar de perda agua
ou ingestao insuficiente, ou menos comummente resultar de Diabetes Insipidus. A
hipernatremia por ingestao excessiva de sal é muito rara. A retengao de Na+ ocorre nas
sindromes de Cohn (hiperaldoteronismo primario) e Cushing (produgiao excessiva de

cortisol).

2.4.4.2 Potassio
E o mais importante catido intracelular, intervindo na regulagio da excitabilidade
neuromuscular e contragao cardiaca, no volume de fluido intracelular e na concentragao de
iao hidreto.
A hipocaliémia pode resultar de uma ingestao deficiente, como consequéncia de perturbagoes
digestivas que afetam a sua absorgao (vomitos, diarreia) ou do aumento da sua eliminagao
renal, como acontece na terapéutica antidiurética, na atividade mineralocorticéide
desmesurada e na acidose tubular renal.
A hipercaliémia resulta principalmente de uma eliminagao renal defeituosa, como acontece na
insuficiéncia renal, suprarrenal e com os diuréticos que inibem a eliminagio de potassio. E
caracteristica da doenga de Addison e do hipoaldosteronismo seletivo.

Antes da validagao de um valor elevado de potassio a amostra tem que ser cuidadosamente

avaliada quanto a presenga de hemdlise (Ashwood,2012; Henry,2001).
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2443 Cloro
E o principal anido extracelular e intervém, entre outras funcées, na manutencio da pressio
osmotica.
As hipoclorémias devem-se a uma perda excessiva de cloro, como acontece nas perdas
gastrointestinais, na cetoacidose diabética, nas doencas por excesso de mineralocorticoides
e nas doengas renais que cursam com perda de sodio.
As hiperclorémias podem resultar da acidose metabdlica, desidratagao e falha renal aguda

(Henry,2001).

2444 Calcio total
O calcio é o catiao mais prevalente do organismo, encontrando-se maioritariamente sob a
forma de hidroxiapatite de calcio nos ossos (99%) e cerca de 1% no espago extracelular,
encontrando-se em equilibrio dinamico. O calcio apresenta trés fragoes diferentes: o calcio
livre ou ionizado, o cilcio ligado a proteinas (albumina e globulinas) e o calcio complexado.
A fracgao livre é a forma biologicamente activa sendo regulado pela hormona da paratiroide
(PTH) e pela 1,25-dihidroxivitamina D (1,25(OH)2D) (Figura ). A diminuicio do Ca* no
espaco extracelular estimula um aumento na secrecao de PTH, resultando no aumento da
reabsorcio renal e 6ssea de célcio. E também estimulada a produgio de 1,25(OH)2D, que
vai actuar no intestino, aumentando a absorgao de calcio (Fauci, 2009).
O processamento de amostras de soro e de urina, é feito segundo o método fotométrico
colorimétrico — M. Arsenazo lll. Os ides cilcio ligam-se ao Arsenazo lll, em meio acido,
formando um complexo de cor purpura que depois € lido a 650nm.
A principal causa de hipocalcémia é a hipoalbuminémia, pelo que muitas vezes é solicitado o
Calcio Corrigido para Albumina, calculado pela seguinte fomula:
Crrgito = [Cagosnso *+ [ (4-Alb)x0.8]] mg/dl
2445 Fosforo
O fosforo esta distribuido por todo o organismo nas formas de fosfato organico ou
inorganico. Aproximadamente 10% do fosfato, no soro, encontra-se ligado a proteinas, 35%
apresenta-se complexado com o sddio, célcio e magnésio e o restante encontra-se livre.
O fosfato inorganico é o maior componente da hidroxiapatite no osso, tendo por isso um
importante papel estrutural. Além disso, entra nos mecanismos de obtengao de energia,
visto fazer parte das moléculas de ATP e NADP e é um constituinte essencial da membrana

celular, pois faz parte dos fosfolipidos (Fauci, 2009).
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Sao usadas amostras de soro e de urina, nas quais fosfato a dosear reage com o molibdato
de amodnio com a obtencdo de um complexo de fosfomolibdato de amonio cuja

concentragao € medida espectrofotometricamente.

2.4.4.6 Magnésio
O magnésio tem um papel importante no metabolismo celular, participando activamente em
diferentes mecanismos como: na fosforilagao oxidativa, na glicolise e na replicagao celular.
Além disso é cofactor de muitas enzimas funcionando como substrato ativador ou
desencadeador de varias reagoes.
O doseamento é efetuado em amostras de soro e de urina, usando método colorimétrico
com clorofosfonazo Ill que se liga ao magnésio causando um aumento da absorvancia,

medida por espectrofotometria.

2.4.4.7 Ferro
O ferro tem um papel essencial participando em processos de oxidagao celular até ao
transporte de oxigénio aos tecidos. A sua concentracao é regulada essencialmente pela sua
absor¢ao e nao pela sua excregao, como acontece com a maior parte dos outros eletrolitos.
A sua diminuicao pode dever-se a perda por hemorragia ou nefrose, por caréncia dietética,
infecoes, tumores malignos ou artrite reumatoide. Algumas situagdes clinicas podem
provocar aumento das concentragdes de ferro, como a anemia hemolitica, a intoxicagao por
chumbo, a necrose aguda de células hepaticas e a hemocromatose e siderose por transfusao.
O doseamento é efetuado por ensaio colorimétrico, em amostras de soro. Os ices ferro
reagem com FerroZine formando um complexo corado, cuja intensidade cromatica é

medida espectrofotometricamente.

2.4.5 Osmolaridade
Calculada, em amostras de soro e liquidos organicos, a partir dos valores de sodio, glicose e
ureia ou azoto ureico.

Osm = [2(Na)+ (glicemia/I8) + (ureia/3.2)] mOsm/L

2.5 Avaliacao da funcao hepatica e pancreatica
As enzimas sdao proteinas que catalisam reagoes e que podem ser isoladas e obtidas em
estado puro ou que podem ser avaliadas medindo a velocidade com que desdobram os

substratos em que atuam — atividade enzimatica.
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O seu interesse clinico prende-se em alteragoes na atividade de enzimas
predominantemente intracelulares e fisiologicamente presentes na corrente sanguinea em
baixas concentragoes. Alteragoes seroldgicas na atividade destas enzimas sao indicativas do
local e natureza de alteragoes patoldgicas. A maioria dos marcadores de lesao celular de
interesse clinico sao enzimas, sendo que uns sao altamente especificos (ex.: Troponina I-
miocitos cardiacos), outras sao encontradas predominantemente em tecidos especializados
(ex: lipase no pancreas), outras, mais vastamente distribuidas, tem isoenzimas ou isoformas
especificas de tecidos (ex.: isoenzima pancredtica 0 — amilase; isoforma ossea da fosfatase
alcalina). (Burtis; 2012)

A tabela | resume as principais enzimas com valor clinico e as suas principais aplicagoes

clinicas.

Tabela | — Principais enzimas e suas aplicagoes clinicas
Retirado de Tietz textbook of clinical chemistry and molecular diagnostics - 5th ed.

Enzyme Principal Sources of Enzyme in Blood Principal Clinical Applications

Alanine aminotransferase Liver Hepatic parenchymal disease

Alkaline phosphatase Liver, bone, intestinal mucosa, placenta Hepatobiliary disease, bone disease

Amylase Salivary glands, pancreas Pancreatic disease

Aspartate aminotransferase  Heart, liver, skeletal muscle, erythrocytes Hepatic parenchymal disease

Creatine kinase Skeletal muscle, heart Muscle disease, myocardial infarction

y-Glutamyltransferase Liver, pancreas, kidney Hepatobiliary disease

Lactate dehydrogenase Heart, erythrocytes, lymph nodes, skeletal muscle,  Hemolytic and megaloblastic anemias,
liver leukemia and lymphomas, oncology

Lipase Pancreas Pancreatic disease

5'-MNucleotidase Liver Hepatobiliary disease

2.5.1 Enzimologia hepato-biliar e pancreatica
As alteragcoes mais comuns na actividade enzimatica hepatica podem ser divididas em dois
sub - grupos principais, dano hepatocelular e colestase, apesar de algumas patologias
poderem apresentar quadros mistos) (Burtis; 2012):
- Dano hepatocelular: elevagao de transaminases e glutamato desidrogenase

- Colestase: elevagao da fosfatase alcalina, 5-nucleotidase e +y -glutamyltransferase

2.5.1.1 Transaminases
As transaminases sio uma sub-classe de transferases, enzimas que catalisam a reacao
reversivel de um grupo d-amino de um aminoacido a um O—cetoacido, sendo responsaveis
pela interconversao dos aminoacidos em 2-oxo-acidos. A aspartato aminotransferase ou
Transaminase Oxaloacética (AST ou GOT) e a alanina aminotransferase ou Transaminase

Piravica (ALT ou GPT), sao duas transaminases de interesse clinico (Burtis; 2014).
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2.5.1.1.1 Transaminase glutamico-oxalacética / Aspartato
aminotransferase (TGO/ALT)

Esta enzima encontra-se, principalmente, no tecido cardiaco, hepatico, musculo-esquelético

e renal. Sao, no entanto, de destacar o figado e musculo cardiaco pois, nos casos de hepatite

aguda e toxica, necrose hepatica, cirrose e enfarte do miocardio os valores de AST
aumentam muito servindo de ajuda ao diagnéstico clinico.

O doseamento é efectuado em amostras de soro, por método enzimatico, pela acgao

sequencial de duas enzimas (AST e malato-desidrogenase (MDH)) com oxidacao de NADH

(Figura 4). O fosfato-5-piridoxal (P-5-P) funciona como co-enzima nas reacgoes

aminotranferase. A taxa de oxidagao é directamente proporcional a actividade catalitica da

AST e é determinada medindo a diminuigao da absorvancia espectrofotometricamente.

AST

a-oxoglutarato + L-aspartato « » L-glutamato + oxaloacetato

P-5"-P

Oxaloacetato + NADH + H, ¥ malitet NAD

Figura 4 — Doseamento da AST

2.5.1.1.2 Transaminase glutamico-piriivica / alaninatransferase
(TGP/ALT)
Esta enzima encontra-se em maior quantidade no tecido hepatico comparativamente com os
outros tecidos o que faz dela um bom auxiliar de diagnodstico nas doengas hepaticas.
O método usado é semelhante ao anterior, diferindo apenas nas enzimas usadas nas

reacgoes até a oxidagao de NADH, neste caso ALT e lactato-desidrogenase (Figura 5).

AlT

a-oxoglutarato + L-alanina « - * L-glutamato + piruvato
P-5'-P

Piruvato+ NADH+H™ s Lactato+ NAD"~

Figura 5 — Doseamento da AST

2.5.1.2 y-glutamiltransferase (y-GT)
Esta enzima pertence ao grupo das peptidases e é responsavel pela transferéncia do grupo Y-
glutamil dos peptideos para outros aceitadores como aminoacidos ou péptidos.
A y-GT esta presente no soro e em todas as células (a nivel da membrana celular)

excetuando as musculares. A sua presenca no soro advém principalmente do sistema
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hepatobiliar, apresentando-se elevada em todas as formas de doen¢a hepatica
(Ashwood,2012).

O doseamento em amostras séricas é efectuado por ensaio enzimatico, com libertagao de 5-
amino-2-nitrobenzoato cuja intensidade cromatica é proporcional a quantidade de y-GT
presente na amostra. O resultante aumento da absorvancia é determinado por

espectrofotometria.

2.5.1.3 Fosfatase alcalina (ALP)

A fosfatase alcalina pode encontrar-se nos osteoblastos, hepatocitos, rins, bago, placenta,
leucocitos e intestino delgado. A ALP e as suas isoenzimas sao determinadas no diagndstico
e controlo de patologias hepaticas, Osseas e intestinais. Apresenta-se elevada em todas as
formas de colestase, doenga de Paget, raquitismo, osteomalacia, fraturas e tumores malignos.
No entanto, ha que ter atengao, pois em criangas e adolescentes e nas mulheres pos-
menopausa € normal os valores encontrarem-se acima do normal: nos primeiros devido a
uma intensa atividade osteoblastica de remodelagao &ssea e nos segundos devido a
osteoporose.

O doseamento em amostras séricas € efectuado por método enzimatico. A fosfatase alcalina
da amostra hidrolisa o p-nitrofenil fosfato com libertagao de p-nitrofenol e aumento da

absorvancia que é medida espectrofotometricamente.

2.5.1.4 Lactato-desidrogenase (LDH)

E uma enzima que catalisa a oxidagio do L-lactato a piruvato utilizando o NAD+ como
aceitador de hidrogénio.

As alteragoes séricas da LDH podem ser observadas em hepatopatias, anemias hemolitica e
megaloblastica (devido a eritropoiese ineficaz que leva a uma destruicao precoce dos
eritrocitos e seus percursores e faz com que sejam libertadas grandes quantidades de LDH),
tumores abdominais e pulmonares, linfoma de Hodgkin e enfarte do miocardio (Henry,
2001).

O doseamento é efetuado em amostras de soro e liquidos organicos, por método

enzimatico. A LDH catalisa a conversao de L-lactato em piruvato, com produgcao de NADH

e aumento de absorvancia medida espectrofotometricamente.
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2.5.1.5 Amilase

A amilase é uma enzima que degrada as moléculas dos carbohidratos complexos em
componentes mais pequenos. A amilase humana é uma o — amilase devido a sua capacidade
para romper as ligagdes a -1,4, sem alterar as ligagoes a -1,6 das cadeias laterais, sendo
produzida pelo pancreas exocrino e as glandulas salivares, para facilitar a digestao do amido.
Devido ao seu baixo peso molecular é filtrada facilmente pelo glomérulo, pelo que se
encontra aumentada na urina quando se encontra aumentada no soro. Os seus doseamentos
no soro e na urina sao usados para avaliar doengas pancredticas e tumores, podendo a
enzima ser também detetado nos liquidos ascitico e pleural.
O doseamento, em amostras de soro e urina, € efetuado por método enzimatico com agao
sequencial de 2 enzimas (amilase e alfa-glucosidase) com producao final de 5-p-nitrofenol. A
intensidade da cor deste composto final, proporcional a atividade da amilase, é determinada

medindo o aumento da absorvancia, por espectrofotometria.

2.5.2 Bilirrubina
A bilirrubina é o pigmento resultante, maioritariamente, da degradacao do grupo heme da
hemoglobina. A bilirrubina nao conjugada (ou indireta) é transportada pela albumina até aos
hepatdcitos, local onde se dissociam. De seguida a bilirrubina é conjugada com o acido
glucuronico tornando-se hidrossollvel, sendo excretada pelo figado e acumulando-se na
vesicula biliar. A descarga da bilis da vesicula para o duodeno vai ser importante na digestao
das gorduras. Quando ha obstrugao das vias biliares, a bilirrubina conjugada volta para o
sangue indo depositar-se na pele, nas membranas mucosas e na esclerética dando origem a
um sinal clinico designado por ictericia. O acréscimo da bilirrubina direta no sangue aumenta

a sua excregao urinaria ao mesmo tempo que as fezes se tornam acélicas (Henry, 2001).

2.5.2.1 Bilirrubina Total
O doseamento pode ser efetuado em soro, urina e outros liquidos organicos, por método
colorimétrico. A bilirrubina liga-se ao iao diazonio com formagao resultante de um

composto vermelho cuja intensidade cromatica é determinada por espectrofotometria.

2.5.2.2 Bilirrubina direta (BD)
A bilirrubina direta pode aparecer com valores alterados em casos de Doenga de Dubin

Jhonson, carcinoma do pancreas ou da arvore biliar e hepatites.
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O doseamento ¢é efetuado pelo método Diazo, em amostras de soro. A BD (ou conjugada)
reage diretamente com o acido sulfanilico diazotizado formando a azobilirrubina, de cor
vermelha, cuja intensidade cromatica é determinada pelo aumento da absorvancia medida

por espectrofotometria.

2.5.2.3 Bilirrubina Indireta

A Bl é determinada pelo calculo da diferenga entre a BT e a BD (Henry, 2001).

2.6 Compostos nitrogenados

2.6.1 Ureia

Ja referido no ponto 3.3.1..

2.6.2 Acido arico

O 4acido Urico é o produto final do metabolismo das purinas: a adenina e a guanina sao
convertidas em xantina que, por agao da xantina-oxidase, ¢ oxidada a acido Urico. A maior
parte do acido urico forma-se no figado, que apresenta uma grande atividade xantina-
oxidase, formando-se o restante na mucosa intestinal e circula sob a forma de urato
monossodico, com uniao minima as proteinas plasmaticas. A sua excregao ¢é feita através da
urina, embora uma pequena quantidade seja também eliminada por via biliar, pancreatica e
gastrointestinal, com degradagao posterior por parte da flora intestinal.

A sua determinagao é muito util no diagnostico e monitorizagao de numerosas situagoes
clinicas como insuficiéncia renal, gota, hipertensao, obesidade, entre outras.

O doseamento ¢é efetuado em amostras de soro e de urina, por método enzimatico (uricase
e peroxidase) com formacgao final de um corante vermelho cuja intensidade cromatica é

medida espectrofotometricamente.

2.7 Marcadores de lesio do miocardio

2.7.1 Creatina Quinase (CK)
E uma enzima que catalisa a fosforilagio reversivel da creatina com consumo de ATP. E uma
enzima citoplasmatica e mitocondrial que existe essencialmente no mdusculo estriado,
miocardio, placenta e cérebro. Esta enzima encontra-se aumentada em diversas situagoes
clinicas tais como esfor¢o muscular intenso, distrofia muscular progressiva e enfarte do

miocardio (é utilizado como marcador cardiaco) (Henry,2001).

30 |

Cristina Maria Nelas Pinto



Mestrado em Analises Clinicas — Relatorio de Estagio
Esta enzima é doseada em amostras de soro por método enzimatico, que culminam na
formacao de NADPH, em quantidade proporcional a atividade da CK. O aumento da

absorvancia é medido espectrofotometricamente.

2.7.2 LDHe TGO
Ja referidas no ponto 2.5.1.1.5. e no ponto 2.2.5.1.1, respetivamente.
Quando o seu doseamento revela valores acima do normal podem também indicar lesao

celular, uma vez que sao enzimas preferencialmente intracelulares.

2.8 Cinética do ferro

2.8.1 Ferro
Ver ponto 3.3.4.7.

2.8.2 Capacidade total de fixacao do ferro (TIBC)
Valor calculado a partir dos valores de ferro sérico (Fe) e capacidade de fixagao do ferro
nao saturado (UIBC), através da férmula:
TIBC = UIBC + Fe

A UIBC é obtida por determinagao directa com FerroZine, em amostras de soro.

2.8.3 Saturacao da transferrina
Obtida por célculo a partir dos anteriores parametros e expressa em percentagem, segundo
a formula:

% Sat. Transf. = Fe / TIBCx 100

2.8.4 Ferritina

A ferritina € um complexo proteico que tem como fungao a manutengao dos niveis de ferro
no organismo, esta proteina encontra-se essencialmente nas células do figado, bago e medula
ossea onde € responsavel pelo armazenamento do excesso de ferro do organismo. O
doseamento é util na detegao de défice ou excesso de ferro. Niveis elevados de ferritina sao
encontrados em situagoes de necrose celular, bloqueio da eritropoiese, inflamagoes ou por
aumento da sintese por parte de algum tecido tumoral.

O seu doseamento ¢ feito no Sector de Imunologia por electroquimioluminescéncia no

Cobas e-411® (Roche Diagnéstica), a partir de amostras de soro.
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V. Sector de Imunologia/Endocrinologia

I. Imunoensaios

Os imunoensaios sao testes para doseamento de substancias em fluidos biologicos baseados
na interagao antigénio-anticorpo. A recgao tira partido da ligagao especifica de um anticorpo
ao seu antigénio, apresentando uma elevada sensibilidade e especificidade. A utilizagao de
anticorpos monoclonais, que se ligam a um local especifico da molécula a determinar,
garante uma elevada especificidade; a selecao de anticorpos de elevada afinidade garante uma
elevada sensibilidade.

Estas caracteristicas tém-lhe valido uma importancia crescente em determinagoes analiticas,
podendo ser utilizados para determinar antigénios ou anticorpos.

Os doseamentos implicam a utilizagdo de padroes com concentragoes conhecidas as quais se

possam comparar os resultados obtidos com o analito, pela construgao de curvas padrao.

2. Tipos de Imunoensaio
Os imunoensaios podem dividir-se naqueles que utilizam reagentes marcados e nos que
utilizam reagentes nao marcados (seroaglutinagao, nefelometria, turbidimetria,

imunoprecipitagao, imunoelectroforese, etc).

2.1 Ensaios competitivos
O antigénio a determinar na amostra compete com um antigénio marcado para o local de
ligacao dos anticorpos adsorvidos a superficie de uma fase sélida. Mede-se a quantidade de
antigénio marcado que se ligou ao anticorpo, sendo que a resposta obtida é inversamente
proporcional a quantidade de antigénio a determinar (Figura 6 c) quanto maior a resposta,
menor a quantidade de antigénio a determinar que competiu com o antigénio marcado pelo

local de ligagcao do anticorpo.
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(a) Indirect ELISA
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Figura 6 — Imunoensaios nao competitivos (a e b) e competitivos (c).
Adaptado de http:/lwww.ebah.com.bricontent/ABAAAAoP8AE [tecnicas-imunoquimicas

2.2 Ensaios ndo competitivos (tipo “sandwich”)
O antigénio a determinar liga-se ao anticorpo e um segundo anticorpo marcado liga-se entao
ao antigénio. Mede-se a quantidade de anticorpo marcado, sendo que a resposta é
diretamente proporcional a concentragao do antigénio a determinar. A resposta depende da
quantidade de anticorpo marcado e este sé se liga se o antigénio a determinar se ligar

também (Figura 6 b).
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3. Imunoensaios Usados

A tabela com os parametros doseados e os respectivos métodos encontra-se no Anexo |.

3.1 Eletroquimioluminescéncia (ECLIA)

Nos ensaios de eletroquimioluminescéncia utilizam-se anticorpos marcados com complexos
de ruténio para emissao de luz por alteragao do potencial redox da solugio em que se
colocam e aplicagao de corrente elétrica a um elétrodo. Este método é usado no
equipamento Cobas e-411® (Roche Diagnostics).

Numa primeira fase, os analitos a determinar ligam-se a anticorpos marcados com
complexos de ruténio e posteriormente a uma fase sélida que se liga ao elétrodo. Sao
eliminados os elementos nao ligados e é aplicada uma corrente no elétrodo que induz a
emissao de luz pelo complexo de ruténio. A luz emitida é detetada num fotomultiplicador,
sendo diretamente proporcional a concentragao do analito na amostra nos ensaios nao

competitivos e inversamente proporcional a concentragao deste nos ensaios competitivos.

3.2Enzyme Linked Fluorescent Assay (ELFA)
O sistema VIDAS® (Biomerieux) utiliza o principio ELFA, que combina o método ELISA com

uma leitura final em fluorescéncia (Figura 7).

ANTIBODY-ANTIGEN WASHING DETECTION REACTION
REACTION
A A A
Anticorpo : :
= Y
Antigenio

+£ Segundo anticorpo marcado

t Aspiragao e dispensa

. G
Sie R %
k?f:) U <& %
E&o 2,

Figura 7 — Principio imunoenzimatico utilizado pelo equipamento Vidas® (Biomerieux).

4. Marcadores tumorais
Os marcadores tumorais sao macromoléculas presentes no tumor, no sangue ou em outros
liquidos bioldgicos, cujo aparecimento e/ou alteragdo na sua concentragio estao

relacionados com a génese e o crescimento de células neoplasicas. Funcionam como
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indicadores da presenca de cancro e podem ser produzidas pelo préoprio tumor ou pelo
organismo em resposta ao tumor.

A maior parte dos marcadores tumorais sao proteinas ou pedacos de proteinas, incluindo
antigénios de superficie celular, proteinas citoplasmaticas, enzimas e hormonas.

A sua utilidade reside essencialmente na monitorizagao clinica dos pacientes com cancro,
auxiliando nos processos de diagndstico (triagem de casos especificos associado a exames
complementares em grupos de alto risco e diagndstico diferencial), estadio, avaliagao de
resposta terapéutica, deteccao de recidivas e progndstico, para além de auxiliar também o
desenvolvimento de novas modalidades de tratamento (Bates;1991).

O valor de um marcador depende de duas caracteristicas: sensibilidade e especificidade. A
sensibilidade refere-se a proporg¢ao de individuos afetados por uma determinada patologia
que foram corretamente identificados pela técnica em causa (acima do valor de cut-off), ou
seja, a sensibilidade é a proporcao de resultados positivos num grupo de individuos com a
patologia em andlise. A especificidade refere-se a propor¢ao de individuos que sao
corretamente identificados pela técnica abaixo do valor de cut-off, ou seja, a especificidade
corresponde a proporgao de verdadeiros-negativos num grupo de pessoas saudaveis. O
valor cut-off corresponde ao limite superior de concentragio do marcador tumoral em
pessoas saudaveis. (Fatteh, 1993)

Devido a fatores relacionados com a realizacao das técnicas e com as amostras, é raro haver
uma técnica com 100% de especificidade e 100% de sensibilidade: esta situagao

corresponderia a um fenomeno de perfeicao que ainda nao foi atingido (Figura 8)

[ Realidade ‘
Versao Ideal [
’ Aumento de Aumento de ‘

especificidade 100% sensibllidade 100% | Sensibilidade Especificidade
verdadeiros negativos 100% verdadeiros positivos 100% | sensibilidade 100% ificidade ‘
falsos positivos 0% falsos negativos especificidade ~60% ::% ~5:00‘?6‘x ’

Pacientes com

Pessoas Pacientes com

saudiveis tumores ‘ s‘:::'!m tumores ’
i

; falsos-negativo | falsos-positivo }
Cut-off | cut-off 5

Figura 8 — Diferenciacao entre individuos saudaveis e individuos com tumores através do doseamento de
marcadores tumorais ; adaptado de Fatteh-Moghadam A, et al. Sensible use of tumour markers; (1993); Roche
Diagnosticis

O marcador ideal relne as caracteristicas de diagnostico precoce de neoplasias e da sua

origem, estabelecimento da extensio da doenga, monitorizacio da resposta terapéutica e
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detecao precoce de recidiva, além de ser orgao-sitio especifico e ter semivida curta,
permitindo acompanhar temporariamente as mudangas do tumor Em suma, deveria ser:

- Especifico para um determinado tipo de tumor e sensivel o bastante para detetar
volumes tumorais antes da disseminagdo neoplasica (ou seja, de utilidade para
triagem e diagnostico precoce);

- Ser produzido apenas pelo tumor e secretado em quantidades mensuraveis nos
fluidos corporais.

Como ideal que é ainda nao existe, ou melhor, ainda nao esta disponivel, sendo mesmo que
a maior parte dos utilizados até ao momento peca pela falta de especificidade e sensibilidade,
nio podendo ser usados em triagem populacional ou no estabelecimento de diagnostico
primario do cancro

Os marcadores produzidos pelo tumor incluem enzimas e isoenzimas, hormonas, antigénios
oncofetais, glicoproteinas, moléculas do sistema imunoldgico, produtos de oncogenes e
transformacgoes genéticas.

A Figura 9 apresenta esquematicamente o uso dos principais marcadores tumorais.
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Figura 9 - Principais marcadores tumorais
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4.1 Glicoproteinas
As glicoproteinas atuam como antigénios e constituem a maioria dos marcadores tumorais.
Podem derivar de tecidos placentarios (B-hCG) ou de tecidos fetais (CEA, AFP), aparecendo
em pequenas quantidades em varios tecidos normais do homem adulto. Os determinantes
antigénicos encontram-se na cadeia polipeptidica.

As glicoproteinas nao sao tumor-especificas.

4.1.1 Antigénio Carcinoembrionario - CEA

O Antigénio Carcinoembrionario (CEA) é uma glicoproteina presente na superficie da
membrana celular normalmente encontrada apenas em pequenas quantidades no sangue de
pessoas saudaveis, podendo sofrer um aumento em situagoes tumorais ou em situagoes nao
patoldgicas. Um nivel elevado de CEA tem sido encontrado em mais de metade das pessoas
que tém cancro de coélon, pancreas, estomago, pulmao ou mama. O seu aumento pode
também existir em pacientes com outros tipos de cancro, colite ulcerosa, doencas hepaticas
e infecao. Os niveis séricos de CEA podem tornar-se indetetaveis apds remogao completa
do tumor de célon ou pulmao num periodo que varia de poucos dias até 3 meses.

O aumento de CEA n3o varia apenas com o tipo de tumor, mas também com seu estadio de
desenvolvimento, sendo geralmente mais elevado em pacientes com doencas metastaticas.
Os niveis séricos de CEA tém também mostrado correlagdo com resposta tumoral ou
progressao em pacientes que se submetem a quimioterapia ou radioterapia.

O CEA tem sido amplamente utilizado como auxiliar no diagnostico e tratamento do cancro

(Abbott,2016; Roche,2016; Ashwood,2012).

4.1.2 Alfafetoproteina - AFP

AFP é uma proteina oncofetal. E a principal proteina fetal, atingindo o pico na 14* semana de
gestagao e declinando a época do nascimento. Estes niveis caem rapidamente para o nivel
normal do adulto.

Niveis séricos elevados de AFP siao observados em pacientes com doengas hepaticas,
particularmente carcinoma hepatocelular, e em neoplasias malignas derivadas do saco
embrionario. Elevagoes discretas a moderadas (< 200 microgramas/l) sao vistas em 10 a 35%
dos pacientes com doengas hepaticas nao malignas como cirrose e hepatite. Niveis séricos
superiores a 500 microgramas/l sao virtualmente diagndstico de tumor, embora algumas

poucas excepgoes tenham sido relatadas em necrose hepatica sub-aguda.
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Apos ressecgao curativa para carcinoma hepatocelular os niveis séricos de AFP retornam ao
normal; elevagoes persistentes geralmente representam doenca residual (Abbott,2016;

Roche,2016; Ashwood,2012).

4.1.3 Gonadotropina Corionica Humana - 3-hCG

A Gonadotropina Corionica Humana (HCG) é normalmente secretada pela placenta durante
a gravidez. Consiste numa hormona glicoproteica, constituida por duas subunidades: a cadeia
beta exclusiva e a cadeia alfa que tem semelhanga estrutural com a hormona luteinizante
(LH) humana.

Todos os tumores trofoblasticos tém niveis elevados de B-hCG. A utilidade clinica deste
marcador para estes tumores € excelente, com aproximadamente 100% de sensibilidade e
especificidade para diagnéstico, correlagao definida com resposta e predicio de metastases
ocultas e recidiva apos tratamento. Um aumento de B-hCG pode também estar associado a
presenca de cancro de células germinativas. Individuos com doencas benignas como doenca
inflamatoria do intestino, Ulceras duodenais, cirrose ou doencas como cancro da mama,
pulmao, pancreas, ovario ou sistema gastrointestinal podem ter niveis elevados de HCG.

(Abbott,2016; Roche,2016; Ashwood,2012)

4.1.4 Antigénio Especifico da Prostata — PSA

O Antigénio Especifico da Proéstata (PSA) é uma proteina produzida tanto por tecido
prostatico normal como anormal ao nivel das células alveolares e do epitélio ductal da
prostata.

Os niveis séricos de PSA correlacionam-se com o desenvolvimento clinico e patoldgico do
cancro da prostata. No entanto, 21 a 68% dos pacientes com doengas prostaticas nao
malignas, tais como hiperplasia benigna da prostata ou prostatite apresentam um aumento
deste marcador. Por esta razao, o teste de PSA nem sempre permite distinguir entre
condigoes benignas na prostata e uma situagao tumoral. O teste de PSA é também util no
seguimento da eficacia do tratamento do cancro prostatico com o decorrer do tempo.
Quando o nivel do PSA no sangue de um paciente retorna ao normal apds o tratamento,
normalmente significa que o tratamento conseguiu estancar o crescimento do tumor.
Frequentemente, um simples teste que mostra um nivel de PSA medianamente elevado pode
nao ter resultados significativos. Procedimentos cirdrgicos ou manipulagao da proéstata
durante procedimentos médicos podem elevar os niveis séricos do PSA. (Abbott,2016;

Roche,2016; Ashwood,2012).
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4.1.4.1 PSA total (PSAT), PSA livre (PSAL) e Razao PSAL/PSAT

O PSA circula no sangue em duas formas distintas: a forma livre e a forma complexada com
inibidores da protease, em especial a al-antiquimiotripsina (ACT) e a [32-macroglobulina
(AMG). Nos pacientes com carcinoma da prostata, a principal forma em circulagao é a forma
complexada com a ACT (PSA-ACT). A determinagao de ambas as formas (livre e
complexada) como ratio é util para discriminar entre carcinoma da proéstata (CP) e
hiperplasia benigna da prostata (HBP). A % de PSA livre é, em média, inferior no CP do que
na HBP e tem vindo a ser utilizado como auxiliar no diagnostico de CP quando a
concentragao de PSA total estd na zona cinzenta, isto &, entre 4 e 10 ng/mL: valores de
relagio PSA livre/PSA total <10% indicam probabilidade de CP, enquanto os superiores

indicam probabilidade de HBP.

4.2 Glicoproteinas do grupo das mucinas
Sao antigénios da superficie celular com alto peso molecular e conteido em carbohidratos
que varia de 60 a 80%. As células presentes na superficie epitelial expressam estas

glicoproteinas.

4.2.1 Antigénio Carbohidrato 15.3 - CA 15.3

Niveis de antigénio carbohidrato 15.3 (CA 15.3) elevados podem ser encontrados em
doentes com cancro da mama, outros tipos de cancro ou mesmo em doengas benignas. O
CA 153 raramente esta elevado em mulheres no inicio do processo tumoral da mama,
tendo por isso pouca utilidade como ferramenta de diagndstico. Este marcador pode ajudar
o clinico a determinar a extensao da doenca e a resposta do paciente ao tratamento.

Aumento dos niveis séricos de CA 5.3 foram observados também em situacdes de tumores
no ovario, pulmao e figado, bem como em casos de hepatite cronica, cirrose hepatica,
sarcoidose, tuberculose e lupus eritematoso sistémico. O CA [5.3 é mais sensivel do que o
CEA para cancro da mama em qualquer etapa do seu desenvolvimento, embora nao tenha
valor diagnostico, este marcador pode ter valor prognostico. Tal como outros marcadores,

o CA 5.3 decresce em pacientes como resposta ao tratamento para carcinoma da mama.

(Abbott,2016; Roche,2016; Ashwood,2012).

4.2.2 Antigénio Carbohidrato 19.9 - CA 19.9
O antigénio carbohidrato 19.9 (CA 19.9), é indicado como marcador de situagoes tumorais

do trato gastrointestinal, sendo de primeira escolha em tumores do pancreas e trato biliar
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e de segunda escolha para o cancro célon-rectal. A sensibilidade deste marcador é variavel
com a localizagao do tumor.

Para além de tumores do trato gastrointestinal também ocorre em menor frequéncia em
cancros da mama, de pulmao de cabega e pescogo. Algumas doengas como cirrose
hepatica, pancreatite, doenga inflamatéria intestinal e doengas autoimunes podem aumentar
os niveis de CAI19.9. O diagnostico diferencial com base nesta andlise nao pode ser
estabelecido uma vez que também ocorre aumento dos valores séricos em situagoes de
pancreatite e doencas hepaticas nao tumorais. Os niveis de CA 19.9 correlacionam-se com

a resposta terapéutica e progressao do tumor (Abbott,2016; Roche,2016; Ashwood,2012).

4.2.3 Antigénio Carbohidrato 125 - CA 125
A proteina CA 125 é uma glicoproteina produzida por uma variedade de células,
particularmente por células tumorais do ovario. De modo menos comum, os niveis de CA
25 no sangue podem encontrar-se elevados em pacientes com cancro colo-rectal ou da
mama. Na mulher os niveis de CA 125 podem encontrar-se elevados em situagoes de
gravidez, endometriose, quistos no ovario ou em pessoas com cirrose, hepatite ou
pancreatite.O CA 125 é o marcador tumoral mais utilizado para o cancro do ovario, sendo

também util para cancro do endométrio e endometriose (Abbott,2016; Roche,2016;

Ashwood,2012).

5. Estudo da Funcao Endécrina

5.1 Eixo Hipotalamo-Hipofise-Tiroide
A tiroide é uma glandula secretora localizada na zona do pescogo. A hormona libertadora da
tirotropina (TRH) é sintetizada no hipotilamo e estimula a libertagio da hormona
estimuladora da tiroide (TSH) pela hipofise. A TSH vai estimular a glandula da tiroide a
produzir tetraiodotironina (T,) e triiodatironina (T;), a partir de uma base de iodo nas
células foliculares. A T, e T, vao inibir a libertacao de TRH directa e indirectamente (Figura

10).
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5.1.1 Hormona Estimulante da Tiroide (TSH)
A TSH exerce a sua agao nos recetores especificos de superficie das células da tiroide

estimulando a producao celular e a

sintese e secrecao de T3 e T4 A
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Figura 10 - Eixo hipotdlamo-hipofise-tiroide O hipotiroidismo resulta da agao
Retirado de Molina E. Patricia, Ashman Richard. Endocrine . L
Physiology. Fourth edition ( 2013)ISBN: 978-0-07-179678-1 | inadequada das hormonas tiroideias,

sendo o mais comum o hipotiroidismo primario.
O hipertiroidismo é caracterizado por aumento do metabolismo basal e disturbios do
sistema nervoso autonomo, sendo as causas mais comuns no adulto Pode ser causado por

doenga de Graves e o bécio nodular difuso (Molina, 2013).

5.1.2 Triiodotrionina - T3
A T3 é originada maioritariamente por desiodagao da T4, sendo também sintetizada, em
menor quantidade, e secretada pela tiréide. E um bom marcador de hipertiroidismo.
Na circulagao esta praticamente toda ligada a proteinas de transporte (TBG — Globulina
transportadora de tiroxina, albumina e pré-albumina transportadora de tiroxina). A T3 ligada

a proteinas é inativa, sendo uma reserva da fragio metabolicamente ativa - T3 livre (Molina,

2013).
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5.1.3 Tiroxina - T4
A tiroxina é sintetizada e secretada pela tiroide e langada na circulagao como resposta a
TSH. A sua concentragao correlaciona-se melhor com os casos de hipotiroidismo. Na
circulagao esta praticamente toda ligada a proteinas de transporte, albumina e pré-albumina
transportadora de tiroxina). A T4 ligada a proteinas € inativa, sendo uma reserva da fragao

metabolicamente ativa — T4 livre , 2013).

5.1.4 T3 eT4Livres-FT3eFT4
Os niveis de T3 livre e T4 livre estio relacionados com a secrecao e metabolismo de Tz e T4
respetivamente. Os doseamentos de T3 livre e T4 livre sao importantes quando se verificam
alteragoes nas ligagoes de T3 e T4 a (TBG). A TBG permanece em niveis constantes em
individuos saudaveis, no entanto, a gravidez e a terapia com corticosterodides pode alterar
estes niveis. Nestes casos, a razao T3/ T4 livres permanece inalterada mas a razao T3/ T4

total acompanha as alteragoes da TBG (Molina, 201 3).

5.1.5 Anticorpos Anti-Tiroideos

Os processos autoimunes destrutivos tém um papel importante, determinando a produgao
de anticorpos especificos e os processos celulares infiltrativos no proprio orgao.

A tiroidite autoimune (Tiroidite de Hashimoto) é acompanhada de aumento dos anticorpos
antiroideus, maioritariamente os antimicrossomais ou antiperoxidase (ATPO) e, menos
frequentemente e em menor quantidade, os anticorpos anti-tiroglogulina (ATG) (Molina,
2013). A tiroglobulina tem um papel importante na biossintese das hormonas da tiroide, e a
peroxidase catalisa a iodagao da tiroglobulina e a ligagao dos dois residuos de diiodotirosina

da molécula de tiroglobulina para formar tiroxina.

5.2 Eixo Hipotalamo-Hipoéfise-Gonadas

5.2.1 Funcdao Gonadal Feminina
A secregao de hormona libertadora da gonadotropina (GNRH) pelo hipotalamo estimula a
libertagao de hormona luteinica (LH) e de hormona foliculo estimulante (FSH) pela glandula
pituitaria (Figura |1). Inicia-se uma cascata de eventos que culmina com a produgao ovarica
de estradiol e progesterona, as duas principais hormonas envolvidas na regulagao da fungao

ovarica e controlo do ciclo reprodutivo.
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Retirado de Molina E. Patricia, Ashman Richard. Endocrine Physiology. Fourth
edition ( 2013)ISBN: 978-0-07-179678-1

A libertagao pulsatil das gonadotropinas resulta numa resposta ciclica, ciclo menstrual, com
duragao de 28 dias e ¢ dividido na fase folicular e fase lutea (Figura 12).

A fase folicular corresponde a primeira fase do ciclo em que se da o crescimento e
desenvolvimento do foliculo. Apenas os foliculos que respondem a estimulagao pela FSH
entram na fase final de ovulagao. A meio do ciclo (14° dia) o aumento dos niveis de
estrogénio estimula a libertagao de um pico de LH, responsavel pela estimulagao da
ovulagao. Segue-se a fase litea com a formagao do corpo luteo, que produz progesterona e,
em menor quantidade, estradiol e inibina A. Esta fase termina quando nao ha fertilizagao,
dando-se inicio a um novo ciclo.

Se ocorrer fertilizagado o corpo luteo, mantido pela hormona gonadotrofina coridnica
Humana (hCG), garante a produgao de progesterona até esta passar a ser secretada pela
placenta. E detetada no soro 6 a 8 dias apés a implantacio, atingindo um pico aos 60-90 dias
de gestagao, iniciando depois a declinar. A hCG ¢é estruturalmente e funcionalmente
semelhante a LH, exercendo os seus efeitos fisiologicos através da ligagao ao receptor da
LH. Tem também um papel importante do desenvolvimento fetal através da regulagao de

testosterona pelas células de Leydig fetais (Molina,2013).
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A hCG é conhecida como a hormona da gravidez sendo a hormona pesquisada nos testes de

gravidez.

Ovarian cycle
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Figura 12 — Alteragdes hormonais e fisicas durante o ciclo
menstrual
Adaptado de Molina E. Patricia, Ashman Richard Endocrine Physiology. Fourth
edition ( 2013)ISBN: 978-0-07-179678-1

As alteragoes na funcao endodcrina podem produzir manifestagbes como a puberdade
precoce, amenorreia, metrorragia e infertilidade. Alteragoes do desenvolvimento e fungao
ovariana sao de origem gonadal e, raramente, defeitos na sintese de esteroides ovaricos.

O hipergonadismo hipergonadotrofico pode ser relacionado com o aumento de libertagao
de hormonas gonadais relacionada com tumores e doengas inflamatorias cerebrais, ou pode
resultar por excesso de producao de hormonas por tumores dos ovarios.

O hipogonadismo hipergonadotrofico pode ser causado por hiperplasia adrenal congénita ou
O hipogonadismo hipergonadotrofico por diminuigao da produgao hormonal dos ovarios,
apesar de haver libertagao adequada de gonadotropinas, pode ser genético ou adquirido (ex:

radiagao) (Molina, 2013).

5.2.2 Funcao Gonadal Masculina
Os testiculos tém com principais fungoes fisioldgicas a diferenciagao sexual, maturagao e
virilizagao, assim como a espermatogénese. O controlo hormonal é efetuado,
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principalmente, pela FSH e LH, que se encontram sob influéncia da GnRH libertada pelo
hipotalamo. As células de Sertoli e de Leydig sao as principais células responsaveis pela

funcao testicular. A LH estimula a produgao de testosterona que, por sua vez, tem efeito

.....

resultante da aromatizagao da testosterona). O feed-back negativo da libertagao de TSH a
nivel da pituitaria € mediado pela inibina B, peptideo produzido pelas células de Sertoli.
Hipergonadismo pode causar puberdade precoce. A virilizagao prematura pode dever-se a
tumores do hipotdlamo, mutagoes dos receptores de LH, hiperplasia adrenal congénita e
tumores produtores de androgénios.

O hipogonadismo pode ser causado por alteragoes a nivel do eixo hipotidlamo/glandula
pituitaria que causam, (hipogonadismo hipogonadotrofico ou hipogonadismo secundario) ou
por disfungao testicular (hipogonadismo hipergonadotroéfico ou hipogonadismo primario)

(Molina, 2013).

5.2.3 Principais Hormonas Gonadais

5.2.3.1 Hormona Estimulante do Foliculo - FSH
Na mulher, tem como alvo os foliculos ovaricos, estimulando o seu desenvolvimento, a
producao de estradiol e outros estrogénios durante a fase folicular do ciclo menstrual. No
homem, tem como alvo as células de Sertoli, dos tibulos seminais dos testiculos estimulando
a espermatogénese (Molina, 2013). E utilizada para monitorizar tratamentos da hipdfise e
disturbios das gonadas. Valores elevados de FSH encontram-se em mulheres que atingiram ja

a Mmenopausa.

5.2.3.2 Hormona Luteinizante - LH

E uma glicoproteina tem como alvo, na mulher, as células teca dos foliculos ovaricos onde,
estimula a produgcao de androgéneos, que a FSH converte em estradiol durante a fase
folicular. Actua, também, no foliculo de graaf’ onde, juntamente, com a FSH estimula a
ovulagao. Por dltimo, induz a formagao do corpo luteo e a secrecao de progesterona. No
homem, tem como alvo as células de Leydig, no tecido intersticial dos testiculos estimulando
a secregao de testosterona.

O doseamento desta hormona em conjunto com a hormona de crescimento é util para o
diagndstico precoce das afeg¢oes da tiroide, anomalias testiculares e infertilidade (Molina,

2013).
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5.2.3.3 Progesterona
A progesterona € uma hormona esteroide que, em conjunto com o estradiol, é responsavel
pela alteracao da espessura do endométrio durante o ciclo menstrual e pela manutengao da
sua espessura necessaria ao alojamento do embriao durante a gestagao.
A progesterona ¢é sintetizada a partir do colesterol no ovario, placenta e cértex adrenal
(pelo homem e pela mulher) e é metabolizada no figado. O doseamento da progesterona é

utilizado para a detec¢ao da ovulagao e alteragao do ciclo menstrual (Molina,201 3).

5.2.3.4 Estradiol
O estradiol é uma hormona esteroide sintetizada a partir do colesterol, nos foliculos do
ovario, corpo luteo, placenta e nos testiculos, sendo regulada pelas hormonas LH e FSH.
O doseamento do estradiol é importante no estudo da fun¢ao do ovario e na monitorizagao
do desenvolvimento folicular em protocolos de fertilizagado. A sua principal fungao é
estimular o crescimento dos 6rgaos sexuais e o desenvolvimento dos caracteres sexuais

secundarios femininos (Molina, 2013).

5.2.3.5 Prolactina - PRL
A prolactina é uma hormona polipeptidica produzida na hipdfise por regulagio do
hipotalamo. Desempenha um papel principal na producio de leite materno e tem a
capacidade de suprimir a funcao gonadal. No homem, a prolactina exerce a fun¢ao ao nivel
dos testiculos. A utilidade do seu doseamento reside na investigagaio da amenorreia,
galactorreia e desordens hipotalamico-pituitarias. Uma diminuicao do nivel sérico de

prolactina pode ser indicativa de lesao na hipofise (Molina, 201 3).

5.2.3.6 Testosterona Total

Esta hormona é responsavel pelo desenvolvimento das caracteristicas sexuais secundarias
masculinas e circula essencialmente ligada a proteinas do plasma, havendo também uma
fragao que circula de modo livre.

Uma diminuigao dos niveis séricos de testosterona no homem esta associada a situagoes de
hipogonodismo e cirrose hepatica.

Na mulher esta hormona é sintetizada pelos ovarios e glandulas adrenais, um aumento dos
niveis séricos pode estar associado a tumores do ovario ou hiperplasias das glandulas

adrenais (Molina, 201 3).
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5.2.4 Metabolismo do Calcio e Patologia Ossea
A concentragao de cilcio no soro é mantida em niveis normais por mecanismo de feed-back
(Figura 13). A diminuicao do Ca2+ no espago extracelular estimula um aumento na secregao
de PTH, resultando no aumento da reabsorcio renal e ssea de calcio. E também estimulada
a produgao de 1,25 (OH) 2D, que vai actuar no intestino, aumentando a absorg¢ao de cailcio

(Fauci, 2009).

5.24.1 Hormona Paratiroideia -
PTH

A PTH é um polipeptideo que se encontra

b ¥ Pars;thyroid g\l,ands
[ 7 . N armazenado em granulos secretores da glandula

: paratiroideia e tem como fun¢ao a manutengao

—»‘ ECF Ca2* \4—

dos niveis de calcio no organismo. A PTH aumenta

- 3 z
B LA_ 125 (OH),D / e os niveis de calcio no organismo por acgao directa
T 1 sobre os ossos (mobilizagao de reservas) e rim
(regulagao da excre¢ao). Pode também actuar ao
- nivel da absorgao intestinal. Assim, o doseamento
Figura 13 = Mecanismo de feed-back de da PTH ¢ utilizado para detectar e monitorizar
controlo do Calcio. disfuncoes no metabolismo do calcio.

Retirado de  Fauci S. Anthony, et al. HARRISON'S
Principals of INTERNAL MEDICINE. |7th Edition.
(2009) ISBN: 0-07-164114-9

5.24.2 25 (OH) VITAMINAD
Para que a Vitamina D apresente atividade bioldgica, é necessario que sofra hidroxilagoes
enzimaticas. A primeira hidroxilagao ocorre no figado, de onde se obtém a 25 (OH)
Vitamina D. A Vitamina D tem elevada influéncia no metabolismo do fésforo e calcio através
da estimulagao da absorcgao intestinal de calcio e fosforo e da reabsorgao de calcio dos

0ss0s, assim como estimula a reabsorgao tubular do calcio.

6. Estudo de anemias
7.

7.1 Ferritina
A ferritina € um complexo proteico que tem como fungao a manutengao dos niveis de ferro
no organismo, esta proteina encontra-se essencialmente nas células do figado, bago e medula
ossea onde € responsavel pelo armazenamento do excesso de ferro do organismo. O
doseamento é util na detegao de défice ou excesso de ferro. Niveis elevados de ferritina sao
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encontrados em situagoes de necrose celular, bloqueio da eritropoiese, inflamagoes ou por

aumento da sintese por parte de algum tecido tumoral.

7.2 Transferrina
A transferrina é a principal proteina plasmatica de transporte do ferro. A sua concentragao
correlaciona-se com a capacidade total de fixagao do ferro no soro.
Os seus niveis plasmaticos sao aparentemente regulados pela disponibilidade de ferro: em
estados de anemia com fero diminuido os seus niveis aumentam com a terapéutica. A
determinagao dos niveis plasmaticos de transferrina é Util no diagnéstico diferencial e

monitorizagao terapéutica de anemia.

7.3 Acido Félico e Vitamina B2
Estes elementos sao doseados essencialmente na investigacao da causa de anemias. As suas
caréncias sao geralmente de origem alimentar e podem gerar situagoes de anemia de

extensao variavel.

8. Marcadores de Infecao/lnflamacao

As alteragoes mais comuns, da concentragao das proteinas na doenga, resultam da chamada
reacao de fase aguda, que € originada por uma resposta inflamatoria inespecifica ou por dano
tecidular. Assim, temos:

- Proteinas de fase aguda positiva, quando aumenta a sua concentragao plasmatica:

Proteina C Reactiva (PCR)

- d |-Antitripsina

- B 2-Microglobulina

Haptoglobulina (proteina de fase aguda de resposta tardia)

Ceruloplasmina (proteina de fase aguda de resposta tardia)

Procalcitonina

- Proteinas de fase aguda negativa, quando a sua concentragao plasmatica diminui:
- Albumina

- Transferrina
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8.1 Proteina C Reativa - PCR
A PCR é uma proteina de fase aguda, encontrando-se aumentada em processos
inflamatorios, enfarte do miocardio, stress, trauma e proliferacao neoplasica. Varios
estudos epidemiologicos demonstraram que concentragoes séricas aumentadas de PCR
estao associadas a um maior risco de eventos cardiovasculares. O uso da CRP para este
propésito requer um método mais sensivel, com um limite de detegao inferior a 0,3 mg/L,

designado de proteina C-reativa de alta sensibilidade (hsPCR) (Ashwood,2012).

9. Diagnéstico Serologico de Doencas Infecciosas

9.1 Toxoplasmose

A toxoplasmose é uma zoonose causada pelo Toxoplasma gondii. E um parasita de vida
intracelular obrigatoria. A transmissao aos humanos normalmente ocorre por ingestao de
alimentos crus ou mal cozidos, agua nao-potavel, contacto com animais infetados e por via
transplacentaria.

A infecao é, geralmente, assintomadtica ou subclinica, com raros casos graves, que se
manifestam especialmente em individuos imunocomprometidos e na gravidez, levando a
riscos abortivos e teratogénicos.

Os anticorpos IgM anti-Toxoplasma (Anti-TXM) aparecem em circulagio de 2 a 4 semanas
ap6s o aparecimento da sintomatologia clinica desaparecendo apos trés a nove meses. Os
niveis de anticorpos IgG (Anti-TXG) aumentam gradualmente e atingem um maximo de dois
a cinco meses apos o aparecimento da sintomatologia clinica. Os anticorpos de classe IgM
indicam infegao recente, enquanto os de classe IgG, mais tardios indicam infegao ja resolvida

ou vacinagao (Ver tabela 2).

Tabela 2 - Interpretacdo de resultados no diagnodstico da infegao por Toxoplasma gondii.

Anti -TXM | Anti - TXG | Interpretacao

Negativo Negativo Auséncia de Infecao ou Auséncia de Imunidade
Positivo Negativo Inicio da infecao ou Presencga de IgM nao especifica
Negativo Positivo Imunidade ou Primoinfecao sem IgM

Positivo Positivo Presenca de Infegao

O diagnostico diferencial da toxoplasmose aguda obtido através do ensaio sérico da IgM
especifica permite o tratamento adequado, o qual reduz o risco de doenga nos doentes

imunocomprometidos e nas mulheres gravidas. O ensaio sérico da IgG é util para distinguir a
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populagao que ja contraiu a doenga da nao imune. Isto é particularmente importante para a

adogao de medidas profilaticas nas mulheres suscetiveis em idade fértil (Tille,2014).

9.2 Rubéola

A rubéola é uma doenga infeciosa provocada por um virus de ARN da familia Togavirus. A
transmissao € por contacto direto, secregoes ou pelo ar.

A infecao, geralmente, tem evolucao benigna e em metade dos casos nao produz qualquer
manifestacao clinica. O virus da rubéola s6 é realmente perigoso quando a infegao ocorre
durante a gravidez, com invasao da placenta e infecao do embriao, especialmente durante os
primeiros trés meses de gestacao. Nessas circunstancias, a rubéola pode causar aborto,
morte fetal, parto prematuro e malformagoes congénitas. Uma infegao nos primeiros trés

meses da gravidez pelo virus da rubéola é suficiente para a indicagao de aborto voluntario da

gravidez (Tille,2014).

10.Virologia

10.1 Hepatites
As hepatites virais sao patologias que afectam as células do figado, um 6rgao envolvido em
muitas fungdes metabdlicas. Os individuos infectados apresentam sintomas genéricos,
inicialmente similares a gripe: fadiga, mialgia, perda de apetite, nauseas, diarreia, febre, prisao

de ventre e ictericia.

10.1.1 Hepatite B
O virus da hepatite B (HBV), & um virus com envelope e de genoma ADN, que infecta o
figado e causa infamagao e necrose hepatocelular. A infec¢ao pode ser aguda ou cronica e
pode variar desde uma infegao assintomatica a hepatite severa ou, raramente, fulminante. Na
maioria das vezes trata-se de uma doenga autolimitada, com infeccao aguda e necrose
hepatocelular com uma taxa de mortalidade de 0.5 — 1%. A infecgao cronica é definida pela
presenca de antigénio de superficie da hepatie B (AgHBs) por mais de seis meses, com ou
sem associagao de replicagao viral activa e evidéncia de dano hepatocelular ou inflamagao. A
cronicidade € comum em neonatos e criangas com menos de 5 anos (20-60%), mas ocorre
raramente em infecgoes adquiridas na idade adulta (< 5 %) (World Health Organization,

2015).
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A principal proteina da nucleocapside € o antigénio do core (HBcAg). O gene que codifica a
sintese do HBcAg é também responsavel pela sintese de outro peptideo, que durante a fase
de replicagao virica vai ser modificado pelo hepatocito e é conhecido no sangue circulante
como antigénio e (HBeAg). O core estd envolvido por uma camada bioquimicamente
heterogénea, cujo constituinte mais abundante é a proteina s ou antigénio de superficie do
HBV (HBsAg) do qual se conhecem variados subtipos (Tille, 2014).
De uma forma geral, a infecao pelo HBYV inicia-se no adulto saudavel com um periodo de
incubagao de poucas semanas, caracterizado por replicagao ativa do virus, aparecendo no
sangue periférico primeiro o AgHBs e depois o AgHBe. A fase aguda, ha necrose celular por
acgao dos linfocitos citotoxicos e aparecimento de anticorpos contra todos os antigénios. Se
nao houver evolucao para a cronicidade, a replicagao viral diminui, assim como os niveis de
AgHBs e AgHBe até remissao total no fim do periodo agudo (Figura 14).
Na resposta imune serologica, o anticorpo que aparece mais precocemente é dirigido contra
o antigénio do core (anti-HBc) e nao confere imunidade natural contra a hepatite B. A sua
fracao IgM (anti-HBc IgM) esta elevada na fase aguda e desaparece ao fim de alguns meses. A
fracao IgG, pode persistir no sangue periférico indefinidamente e constituir mais tarde o
Unico marcador duma hepatite B antiga. O anticorpo contra o antigénio HBs (anti-HBs)
aparece em circulagao so alguns meses apos o contagio. A presenga tardia do anticorpo anti-
HBs traduz normalmente erradicacao da infecao e imunidade duradoura contra a reinfecao

pelo HBV (Tille,2014).

Abnormal Liver function
tests
Incubation  Acute infection Recent acute Recovery
(4-12 weeks)  (2-12 weeks) infection (years)
= 2-16 weeks)
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Figural4 — Evolugao da resposta imune em caso de recuperagao de hepatite B aguda.
Adaptado de Tille M. Patricia, BAILEY & SCOTT’S DIAGNOSTIC MICROBIOLOGY. Thirteenth Edition. (2014). ISBN: 978-0-
323-08330-0.
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A infecao pode evoluir para a cronicidade e manter-se em alguns casos durante toda a vida.
Neste caso verifica-se a persisténcia da replicagao do virus e no sangue periférico deteta-se a
presenca de HBV e proteinas viricas antigénicas, como o HBsAg e o HBeAg. O melhor
indicador de replicagao viral ativa é a detegcao de ADN HBV no soro. A sua detegao é
também usada em caso de resultados duvidosos e a sua quantificagao € util na previsao da
resposta a terapéutica (Tille, 2014).

Os diferentes perfis serologicos e sua interpretacao mais provavel encontram-se resumidos

na tabela 3.

Tabela 3 — Interpretacao de resultados dos diferentes perfis serolégicos possiveis apos infecgao por HBV.
Retirado de http://www.roche.pt/hepatites/tabela_hepatite_b.pdf [acedido a 12.09.2016]

AgHBs  Ac Anti- Ac Anti- ADN AgHBe  AcAnti- = Ac Anti-
HBc total ~ HBc IgM do VHB HBe HBs

+ - = + - - - Fase pre sintomatica

+ + + + + - - Fase aguda ou exacerbacao da doenca,
com replicacao activa

+ + +- + + - - Hepatite cronica B - Ag HBe positiva

g + - + - + - Hepatite cronica B - Ag HBe negativa

+ + - - = + - Portador Inactivo do Ag HBs

- 4 + - - +/- - Infeccao aguda em periodo de janela

; } - - - - + Imunidade para Hepatite B apos vacinacao

: + - - - +/- + Imunidade para Hepatite B apos infeccao

) - . - - - - Ausencia de contacto previo com o VHB

10.1.2 Hepatite C
O virus da Hepatite C € um membro da familia Flaviviridae, com genoma de cadeia simples de
acidos nucleicos do ribonucleétido (ARN) de polaridade positiva e possui envelope. A
infecao por este virus pode manifestar-se de forma croénica ou aguda. A hepatite aguda é
habitualmente assintomatica, havendo remissio espontinea em 15-45% dos individuos
infetados. Todavia cerca de 55-85% dos doentes desenvolvem hepatite cronica. Uma vez que
os anticorpos anti-HCV se desenvolvem durante a fase aguda e persistem no caso de
cronicidade (Figura 15), é necessirio efetuar um teste de detecio ARN HCV (ver
fluxograma de diagnostico laboratorial no anexo IV). Se nao for tratada, a infe¢ao cronica
por HCV pode causar cirrose hepatica (15-30% em 20 anos), falha hepatica e carcinoma

hepatocelular (World Health Organization, 2014).
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Figura 15- Evolugao da resposta imune e doenca causada pelo HCV .
Adaptado de Tille M. Patricia, BAILEY & SCOTT’S DIAGNOSTIC MICROBIOLOGY. Thirteenth Edition. (2014). ISBN: 978-0-323-
08330-0.

10.1.3 Virus da imunodeficiéncia Humana (VIH)
O VIH é um retrovirus com envelope e cadeia simples de ARN, sendo que cada viriao possui
duas copias idénticas rodeadas pela nucleocapside. Caracteriza-se pela existéncia da enzima
transciptase reversa, que permite que o genoma ARN viral seja transcrito em ADN (Fauci,
2009).
A familia Retroviridae a qual pertence pode dividir-se em grupos, dela fazendo parte o VIH | e
o VIH II. (Tille, 2014), sendo o primeiro mais agressivo e responsavel pela pandemia da
sindrome da imunodeficiéncia humana adquirida (SIDA). Esta sindrome é o culminar de um
processo em que o sistema imunitario e a sua capacidade de controlar infecoes e
proliferagao de tumores sao destruidos.
O virus tem tropismo para os marcadores de superficie dos linfécitos T — cluster de
diferenciacao 4 (CD4). Ha medida que o numero de CD4 diminui, aumenta o risco e
severidade de infegoes oportunistas. Estas infegoes incluem individuos com resultado
positivo para o VIH e contagem de células T CD4 <200mm3 ou % CD4/ linfocitos <14%, ou
CD4> 200 e infegao oportunista.
A existéncia de uma seroconversao ¢ indicativa de uma infeccao e os individuos devem ser
considerados portadores de virus. Até ao |12° dia apds o contagio existe um periodo janela,

durante o qual o virus nao é detetado. Pelo 12°dia aparece o RNA-HIV e pelo 15° dia a
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proteina p24. Entre o 22° e o 26° dia os anticorpos sao detetaveis; o seu aparecimento

marca o fim do periodo pré-serolégico (Figura 16).

Chronic lymphadenopathy | Subclinical immune dysfunction| Skin Systemic
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Figura 16 — Curso serolégico de infec¢ao nao tratada por HIV |
Adaptado de Tille M. Patricia, BAILEY & SCOTT’S DIAGNOSTIC MICROBIOLOGY. Thirteenth
Edition. (2014). ISBN: 978-0-323-08330-0.

A carga viral deve (quantidade de RNA presente no soro) € um parametro essencial para
decisao de inicio da terapéutica ou a sua alteracdo. Podem surgir falsos positivos pelo que
deve ser feito um teste confirmatorio. O teste Western-blot é a técnica mais utilizada para

esta confirmacgao.
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Conclusao

Este estagio foi o culminar de dois anos de formagao que se revelaram de extrema
importancia para a atualizagao e consolidagdo dos meus conhecimentos teoricos.

Na realidade da rotina laboratorial, um técnico superior é levado a tornar-se eficiente e
eficaz no processamento de amostras e manutengao dos equipamentos, sendo levado a
deixar para tras a validagao de resultados. Encontrando-me em contexto profissional, em
laboratorio privado, desde 2004 como técnica superior, tornou-se visivel a perda de certas
nogoes tedricas nas areas menos trabalhadas. A integracido na gestio operacional do
laboratoério levou a um afastamento da area técnica, o que veio aprofundar ainda mais a
perda de espirito critico aquando da interpretagao de dados laboratoriais

Sendo as analises clinicas uma area multidisciplinar, torna-se fulcral a integragao dos
conceitos adquiridos nas diferentes valéncias e a interpretagoes dos resultados obtidos, pelo
que a pratica desenvolvida com situagoes reais do dia-a-dia se torna de extrema importancia.
Este mestrado veio assim renovar o meu interesse e motivagao pela area das analises

clinicas.
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Guidelines.pdf [Acedido em Setembro 2016]
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Anexo | — Imunologia - Analisadores, métodos e repectivos parametros

doseados

Analisador

Cobas® e-411 (Roche)

Vidas® (Biomerieux)

Método Electroquimioluminescéncia Enzimoimunoensaio de fluorescéncia
(ECLIA) (ELFA)
Parametro AFP: a- fetoproteina CEA: Antigénio Carcinoembrionario

B-hCG: Fraccio beta da hormona
gonadotropica coridnica

CA 153

PSAT:  Antigénio  Especifico da
Proéstata (Total)

CA 199

FPSA: Antigénio Especifico da Prostata
(Fracgao Livre)

FSH: Hormona Foliculo-estimulante

B2 -microglobulina

LH: Hormona Luteinizante

FSH: Hormona Foliculo-estimulante Estradiol

LH: Hormona Luteinizante Progesterona
Prolactina Testosterona Total
TSH: Hormona Estimuladora da | T3 Total

Tirdide

T3 (L): Triiodotironina Livre T4 Total

T4 (L): Tiroxina Livre

Anticorpos anti-Citomegalovirus (IgG e
IgM)

Anticorpos  anti-peroxidase  (Anti-
TPO); doseamento (soro); ECLIA

Anticorpos anti-Toxoplasma gondii (IgG
e IgM)

Anticorpos anti-tireoglobulina (Anti-
TG) ; doseamento (soro); ECLIA

Anticorpos anti-Rubella virus (IgG e IgM)

PTH: Paratormona

IgE — Imunoglobulina E

Ferritina

Acido Félico

Vitamina B12

HIV combi

Ac HBs

Ag HBs

Ac HBc

Ac HBc IgM

Anti-HCV
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Anexo Il - Fluxograma de avaliagao do hipotiroidismo

Measure TSH
;

Measure unbound T, Pituitary disease suspected?
] ]
Mild Primary No further | | Measure unbound T4
hypothyroidism hypothyroidism tests
|

TPOAL* or TPOAb- TPOAL- Low

symptomatic No furth
Autoimmune Rule out other t?es?s o

hypothyroidism causes of
| hypothyroidism Rule out drug effects, sick

euthyroid syndrome,
T, treatment | | Annual follow-up | | T, treatment thenyevaluaﬂe anterior

pituitary function

Retirado de Fauci S. Anthony, et al. HARRISON'S Principals of INTERNAL MEDICINE. 17" Edition. (2009)
ISBN: 0-07-164114-9
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Anexo Il - Fluxograma de avaliagao do hipertiroidismo

Measure TSH, uncombined T,

TSH low, uncombined | | TSH low, uncombined TSH normal or increased, TSH and uncombined
T4 high T4 normal high uncombined T, T, normal
I | |
Primary Measure TSH-secreting
thyrotoxicosis uncombined T5 pituitary adenoma

| or thyroid hormone

resistance syndrome

T5 toxicosis | | Subclinical No further tests
hyperthyroidism
I
Features of Follow up in
Graves' diseased? 6-12 weeks

S

Graves’ disease | | Multinodular goiter or toxic adenoma®?

I
‘ Toxic nodular hyperthyroidism | Low radionuclide uptake?

Destructive thyroiditis, iodine excess | | Rule out other causes including stimulation
or excess thyroid hormone by chorionic gonadotropin

Retirado de Fauci S. Anthony, et al. HARRISON'S Principals of INTERNAL MEDICINE. | 7" Edition. (2009) ISBN: 0-07-
164114-9
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Anexo IV — Fluxograma de diagnostico laboratorial de HCV

Designagao Interpretacao clinica
- Surge entre 15 dias e 6 meses apos a infeccao
- Quando ¢ positivo pode corresponder a infeccao no presente ou no passado

Anticorpo para

Anti-YHC oVirus da Hepatite _ T , o .
C (total) - Persiste positivo "por tempo indeterminado” apos um tratamento bem sucedido
- Se o teste for positivo deve fazer-se a pesquisa do ARN viral
, - Permite detectar e quantificar o ARN do VHC no soro atraves da técnica

Genoma viral D , o

o : de PCR - "Polimerase Chain Reaction
ARN do - 4cido ribonucleico ) , _
VHC doVirus da - E o metodo mais sensivel e especifico para a deteccao do VHC

, - E o marcador usado na monitarizacao do tratamento antiviral
Hepatite C

- O seu desaparecimento persistente do sangue significa cura da infeccao
Genotipo - Grupo de virus que apresentam - O conhecimento do genotipo viral permite avaliar as probabilidades de resposta
doVHC menos de 70% de homologia a um tratamento antiviral e avaliar a melhor estratégia para o doente em guestao

na sequéencia do seu genoma - A genotipagem faz-se por metodos de hibridacao reversa apos amplificacao

Num individuo, habitualmente por RT - PCR da regiao 5" UTR do genoma viral

identifica-se um so genotipo;

por vezes coexistem mais do

gue um subtipo de VHC

Retirado de http:/lwww.roche.pt/hepatites/tabela_hepatite_c.pdf
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