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Resumo

O presente relatoério, realizado no ambito do Mestrado em Analises Clinicas, tem por
objetivo descrever, de forma sucinta, os conhecimentos adquiridos durante os seis meses de
estagio curricular no laboratério de analises clinicas Anténio Carvalho Mendes Lda. (A.C.M.
Lda.).

No decorrer do estagio tive oportunidade de acompanhar a rotina de trabalho de um
laboratério de andlises clinicas, desde a fase pré-analitica até a interpretacao e validagao de
resultados. Pude aprofundar e consolidar os conhecimentos tedricos adquiridos ao longo do
mestrado, executar tarefas e ganhar competéncias nas diferentes areas de diagnostico
laboratorial, bem como desenvolver o meu espirito critico.

Neste relatorio pretendo abordar, de uma forma geral, as diferentes valéncias que fazem
parte do laboratério e como se complementam, dando destaque as areas de Imunologia e

Bioquimica Clinica.

Palavras — chave: Anilises clinicas; Imunologia; Bioquimica Clinica.

Abstract

This report carried out within the scope of the Master’s in Clinical Analysis, aims to
describe, in a general way, the knowledge acquired during the six months of the curricular
internship at the clinical analysis laboratory Anténio Carvalho Mendes Lda. (A.C.M. Lda.)

During this internship | had the opportunity to follow the work routine of a clinical analysis
laboratory, from a pre-analytical phase to the interpretation and validation of results. | was
able to deepen and consolidate the theoretical knowledge acquired during the master’s, carry
out tasks and gain skills in different areas of laboratory diagnosis, as well as develop my critical
spirit.

In this report, | intend to address, in a general way, the different areas that are part of the
laboratory and how they complement each other, highlighting the areas of Immunology and

Clinical Biochemistry.

Key words: Clinical Analysis; Immunology; Clinical Biochemistry.



I. Introducao

As andlises clinicas sao uma area laboratorial de diagnéstico complementar que
desempenha um papel importante na saude publica.

Para além disso, sao uma area multidisciplinar que permite nao s6 o diagnéstico, como
também a prevengao e monitorizacao de doengas, pois € a partir do estudo de material
bioldgico, a andlise dos resultados e a identificagao da alteragao em determinados parametros,
que se conclui que pode haver uma falha a nivel dos orgaos. Por essa razao, os servigos de
saude necessitam de resultados rigorosos e confiaveis por parte dos laboratoérios de forma a
verificar as condigoes de saude do paciente.

Durante as aulas teodricas do mestrado pude adquirir conhecimentos, que depois tive
oportunidade de por em pratica no estagio curricular, bem como acompanhar todo o
processo que comeca com a colheita de uma amostra de material biologico até a sua analise
e interpretagao.

Com este relatério pretendo mostrar as competéncias que fui adquirindo ao longo do
estagio realizado no laboratorio de analises clinicas A.C.M. Lda, em todas as valéncias que
fazem parte de um laboratério de andlises clinicas, dando énfase as areas de Imunologia e

Bioquimica Clinica.



2. Caracterizacio do laboratoério

O laboratorio de analises clinicas A.C.M. Lda. esta sediado em Tondela e é codirigido pela
Dr?. Mariluz Teixeira e pelo Dr. Joao Fernandes, ambos especialistas em Andlises Clinicas pela
Ordem dos Farmacéuticos.

Este laboratorio é constituido por varios postos de colheita dispersos pela regiao de Viseu:
Caramulo, Campo de Besteiros, Carregal do Sal, Cabanas de Viriato, Lajeosa do Dao e Oliveira
de Frades. A equipa é composta por técnicos de analises clinicas, enfermeiros e pessoal

responsavel pela parte administrativa.

2.1. Organizacao do laboratoério

O laboratério esta dividido em dois andares, o rés do chao onde se localiza o posto de
colheitas que engloba a recegao com sala de espera, trés salas de colheita e duas casas de
banho. No primeiro andar localiza-se a administragao, uma zona de armazenamento de
vestuario e os quatro principais setores do laboratorio: Bioquimica Clinica, Imunologia,
Hematologia e Microbiologia, bem como um setor de andlises bacterioldgicas e quimicas de
agua.

Devido a pandemia, foi necessario a adaptagao do laboratoério com a criagao de uma divisao
para a realizagao de testes pelo método Real Time- Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)
para diagnéstico de infecao por SARS-CoV-2, e a preparagao de uma das salas de colheita,

para realizar apenas colheitas nasofaringeas.

2.2. Fluxo de trabalho

2.2.1. Fase Pré-Analitica

A fase pré-analitica é a fase mais importante do processamento de amostras, comegando
na rececao e identificagao do utente até ao transporte da amostra. Esta é a fase em que a
probabilidade de erro analitico é mais frequente.

Apos verificagao da requisicao e avaliagdo dos pré-requisitos inerentes aos diferentes

parametros, € realizada a colheita para os respetivos tubos, como representado na tabela I ().



Tabela I: Tubos para colheita Vacuette®

Cor do tubo Amostra Composicdo Anadlise
Vermelho Soro Ativadores da Bioquimica +
(halo amarelo) coagulagao Imunologia +

Endocrinologia

Azul Plasma Citrato de sédio Coagulagao
(1:9)
Roxo Sangue Total K3 EDTA Hematologia +
Parametros

bioquimicos das

hemoglobinas

Preto Sangue Total Citrato de sodio Velocidade de
(1:4) Sedimentagao
Verde Plasma/Sangue Total Heparina-litio Bioquimica ou
Genética
(exterior)

Posteriormente, € realizada a triagem das amostras, passo fundamental na organizagao do
trabalho, pois é dada a entrada no sistema interno, permitindo saber que analises estao
pendentes.

Caso sejam detetadas amostras nao conformes neste passo, isto €, hemolisadas (por
eventual dificuldade durante a colheita), lipémicas, ictéricas ou com volume incorreto, o
técnico de andlises clinicas tem que dar indicagio no processo do utente ou avaliar a
necessidade de uma nova colheita dependendo dos parametros que sao solicitados e a
interferéncia esperada no resultado.

Apos ter sido dada a entrada, das amostras, estas sao entao divididas pelos respetivos

setores.

2.2.2. Fase Analitica
A fase analitica envolve as etapas de processamento da amostra que, sendo

maioritariamente automatizada, esta menos associada a erros analiticos (2).



a) Controlo de qualidade interno

O controlo de qualidade interno (CQI) pode ser definido como um conjunto de
procedimentos realizados num laboratério com vista a permitir um controlo de qualidade dos
resultados dos exames laboratoriais ao longo de todo o processo analitico (2).

Para monitorizar o desempenho do aparelho sao analisados controlos comerciais de
concentragao conhecida, cujos resultados sao posteriormente comparados com valores
conhecidos. Esses valores sao representados em intervalos considerados aceitaveis e quando
o resultado esta dentro desse intervalo, confirma-se que o aparelho estd a funcionar
corretamente. Para facilitar a interpretagao, os resultados sao representados em cartas de
controlo, calculadas pela média e desvio padrao a partir de medigoes repetidas de um
determinado parametro.

Em bioquimica clinica, o controlo é realizado diariamente, sendo dividido em dois niveis, o
normal e o patolégico. Sempre que algum parametro nao esta dentro dos limites considerados
aceitaveis, procede-se a calibragao desse parametro, a partir de calibradores disponibilizados

pela casa comercial.

b) Controlo de qualidade externo

A avaliacao externa da qualidade (AEQ) consiste na comparagao dos resultados, para um
mesmo analito, obtidos por diferentes laboratorios utilizando diferentes ou os mesmos
métodos analiticos (2). Desta forma, ha uma padronizagao dos testes de diagnostico,
assegurando a fiabilidade dos resultados.

Este controlo permite avaliar a exatidao do laboratério através do uso de amostras padrao
que mimetizam amostras bioldgicas, em que os resultados sao depois enviados a respetiva
entidade que forneceu esses padroes que, por sua vez, compara o desempenho individual com
outros laboratorios participantes. No laboratério este controlo esta sob a responsabilidade
de trés entidades, Randox International Quality Assessment Scheme (RIQAS), em que o
controlo é feito todos os meses nos setores de bioquimica, imunologia,
hematologia/coagulagao e microbiologia, da Sociedad Espanola de Medicina de Laboratorio
(SEQC) realizado trimestralmente e também o Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo
Jorge (INSA) que envia laminas de contagem para controlo em hematologia, parasitologia e
amostras de grupos sanguineos, testes de gravidez na urina, sangue oculto nas fezes e SARS-
CoV-2. Na tabela 2, esta descrito de forma resumida todo o processo de controlo de

qualidade quer interno, quer externo, efetuado no laboratorio.



Tabela 2: Controlo de qualidade no laboratério

Area

Bioquimica
Clinica

Imunologia/

Endocrinologia

Hematologia

Microbiologia

Biologia
Molecular

CQl

Aparelho

Cobas®6000
Médulo 501

Arkray Adams
HA-8160 ®

Cobas®6000
modulo e601

Cobas® e401

Técnicas
manuais

Sysmex
XT-1800i ®

Ceveron®
alpha

Frequéncia

Diariamente

Semanalmente

Diariamente

Mensalmente

ou sempre que
ha abertura de
novo reagente

Diariamente

Sempre que ha
abertura de
novo reagente

Mensalmente

Em cada placa
de amplificagao

Controlos

Alternados:
| nivel baixo
| nivel alto

Alternados:
Nivel |
Nivel 2

Tergas
Nivel |

Quintas
Nivel 2

Alternados:
Nivel baixo
Nivel Normal
Nivel Alto

Controlo
interno de
estirpes
conhecidas

Controlos de
extracao
positivo e
negativo em
cada amostra

AEQ
Frequéncia

Mensalmente

Mensalmente

Mensalmente

Trimestralmente

Mensalmente

Mensalmente

Mensalmente

Semestralmente



2.2.3. Fase Pos-Analitica

A fase pos-analitica corresponde a fase final do processo analitico, desde a introdugao e
validagao de resultados até a entrega do boletim de andlises ao prescritor.

Os resultados sao transmitidos automaticamente no sistema ou entao registados
manualmente pelo técnico de analises clinicas. Nesta fase o técnico avalia a situagao do utente,
consoante os dados disponiveis como a historia clinica ou andlises anteriores, de forma a
garantir resultados confidveis que permitam orientar o médico assistente na tomada de
decisoes.

Apos validagao do boletim final pelos especialistas clinicos do laboratério, deve ser

entregue ao médico assistente, pelo préprio utente ou pelo laboratoério.



3. Bioquimica Clinica

Na drea de bioquimica clinica aplicam-se métodos quimicos e bioquimicos na determinagao

de parametros, com o objetivo do estudo de uma doencga. No laboratorio A.C.M. Lda., estes

parametros (apresentados na tabela 3), avaliados em amostras de soro, plasma e urina sao

determinados automaticamente no moédulo ¢501 do Cobas® 6000 da Roche® Diagnostics. O

aparelho é constituido por uma unidade espectofotométrica, elétrodos seletivos de ides sodio,

potassio e cloretos e uma unidade de turbidimetria (3).

As técnicas realizadas sao sensiveis, e por isso o estado da amostra pode influenciar o

resultado final, & necessario durante a fase pré-analitica, verificar a presenca de amostras

hemolisadas, lipémicas ou ictéricas e notificar no processo do utente na hora de chegada ao

laboratorio.

Tabela 3: ParGmetros determinados no médulo ¢501 do Cobas® 6000

Acido urico

Bilirrubinas direta e total

Cloretos na urina

Acido urico na urina

Cilcio ionizado

Colesterol HDL

Alanina transaminase

Cilcio na urina

Colesterol LDL

Aspartato transaminase Cilcio total Colesterol total
Albumina Creatina cinase Magnésio
Albumina na urina Clearance da creatinina Creatinina

Amilase

Clearance da ureia

Creatinina na urina

Amilase na urina

Cloretos

Lactato desidrogenase

Ferro sérico

Fosforo inorganico

y — glutamil transpeptidase

Fosfatase alcalina

Fosforo na urina

Glicémia

Imunoglobulinas A, Ge M

lonograma sérico

lonograma na urina

Transferrina

Proteina C reativa

Proteinas totais

Capacidade total de ligagao

do ferro

Prova de tolerancia a glicose

oral

Titulo de antiestreptosolina O

Proteinuria

Triglicéridos

Ureia

Osmolalidade plasmatica

Lipase

Hemoglobina glicada




3.1. Principios de Instrumentacao

3.1.1. Potenciometria

As técnicas eletroanaliticas baseiam-se nas propriedades elétricas de uma determinada
espécie quimica, isto é, baseiam-se na conversao da energia resultante da transferéncia de
cargas entre espécies quimicas, em corrente elétrica.

Um dos métodos que se baseia nesta técnica é a potenciometria. Este método permite
determinar a concentragao de ides numa amostra, através da diferenca de potencial entre dois
elétrodos, um de medicao e um de referéncia (4).

Existem diversos tipos de elétrodos potenciométricos utilizados nos laboratérios clinicos.
Para a determinagao dos eletrdlitos, sao usados elétrodos seletivos de ices (ISEs). Os ISEs
apresentam uma membrana, cuja composigao quimica a torna permeavel a determinados tipos
de anides e catioes, interagindo seletivamente com uma espécie idnica (5).

Os ioes interagem com a membrana, na interface do elétrodo, onde é originada uma
diferenca de potencial, entre o elétrodo de medicao e o de referéncia. Esta diferenca de
potencial resulta da transferéncia de carga entre o iao e o elétrodo de medicao.

Esta técnica analitica esta presente no moédulo c501 do Cobas® 6000 da Roche®

Diagnostics.

3.1.2. Turbidimetria

Quando a luz incide numa amostra, esta pode ser absorvida, refletida, dispersa ou
transmitida. A turbidimetria baseia-se na determinagcao da perda de intensidade de luz
transmitida, ou seja, a luz que nao foi absorvida ou refletida pelas particulas em suspensao na
solugao (4).

Esta técnica é utilizada para quantificar moléculas de maior tamanho, que nao podem ser
quantificadas por espectrofotometria. Quanto maior a concentragao do analito de interesse
na amostra, maior é a quantidade de luz absorvida e, consequentemente, menor sera o sinal
obtido. A quantidade de luz absorvida ira depender da concentragao e tamanho dessas
particulas em suspensao (6).

Contudo, este método apresenta algumas desvantagens, pela sensibilidade a interferentes.
Por exemplo, a presenga de macromoléculas, como lipoproteinas, interferem com o aspeto
turvo intrinseco da amostra. A luz é absorvida em maior quantidade e o sinal obtido sera

inferior ao valor real. Também uma contaminagao microbiana pode levar a resultados falsos,



nao so pelo tamanho, como pela possibilidade de causar desnaturagao das proteinas (4). As
proteinas ao desnaturar, perdem fungao, perdem a capacidade de absorver a luz emitida.
Esta técnica analitica esta presente no médulo, médulo ¢501 do Cobas® 6000 da Roche®

Diagnostics.

3.1.3. Espectrofotometria

A espectrofotometria de absorc¢ao é uma técnica quantitativa, que se baseia na absorgao e
transmissao de luz na regiao ultravioleta e visivel do espetro (290 a 750 nm), por um
determinado analito numa amostra (7). Este método é possivel realizar pela presenga de um
espectrofotometro, no médulo c501 do Cobas® 6000, um instrumento otico constituido por
uma fonte de luz, um monocromador e um fotodetetor.

Cada composto apresenta um comprimento de onda para o qual tem absor¢ao maxima de
radiacao, a restante € transmitida. Ao isolar uma determinada regiao do espetro, através do
monocromador, a sensibilidade da técnica aumenta (4).

Um feixe de luz atravessa um monocromador, onde € isolado um determinado
comprimento de onda. Este incide na amostra e é absorvido pela molécula de interesse. A
restante radiagao que nao é absorvida, é transmitida e detetada no fotodetetor. A intensidade
da luz transmitida é proporcional a concentragao da molécula na amostra. Esta é a base da
fotometria, a lei de Beer, que afirma que a concentragao da substancia, em solucao, é
diretamente proporcional a quantidade de luz absorvida (4,7).

Uma outra técnica espectrofotométrica é a espectrofotometria de reflexao. Baseia-se
numa reagao colorimétrica que ocorre numa superficie plana. Esta técnica tem sido utilizada
em instrumentagao automatizada, como as tiras-teste de analise sumaria de urina no Cobas®
u601, aparelho utilizado no laboratério onde estagiei.

As tiras-teste sao constituidas por blocos de reagentes, que ao entrar em contacto com a
amostra, mudam de cor ao reagir com a molécula de interesse. Ao incidir um feixe de luz na
superficie desse bloco, parte é refletida. A quantidade de luz refletida é detetada pelo

espectrofotometro de reflexao e é proporcional a quantidade de analito presente (4).



3.1.4. Eletroforese de proteinas séricas

A eletroforese é uma técnica eletroanalitica baseada na separagao de particulas carregadas
quando sujeitas a um campo elétrico. O campo elétrico ¢ aplicado por elétrodos de cargas
opostas que sao colocados em solucao. A velocidade de migragao da particula esta dependente
da estrutura molecular, quanto maior o tamanho, menor a distincia percorrida. E uma técnica
de separagao e purificagio de moléculas com interesse bioquimico, nos laboratérios e é
frequentemente utilizado para a separagao de proteinas séricas (4).

A eletroforese de proteinas séricas (EPS) € um método simples que permite a separagao
das proteinas presentes no plasma humano em fragoes, consoante o seu peso molecular. No
laboratério onde estagiei, é utilizado o aparelho SAS-1 SAS-2 Plus®.

As proteinas sao macromoléculas constituidas por cadeias de aminoacidos, cujo peso e
carga elétrica depende da combinagao e quantidade desses mesmos aminoacidos. Quando a
amostra de soro é fornecido um potencial

Albumina
elétrico num meio solido de gel de agarose,

ha migracio das proteinas do inodo até ao a2 Going
Haptoglobina

catodo. Devido a diferenga de peso e carga a Macroglobulina Imunoglobulina
Ceruplasmina

distancia  percorrida  sera  diferente,

" , Y
verificando-se um grafico em banda, como b
representado na figura | (8). lgG

Esta metodologia é bastante solicitada IgA

uando h3, por exemplo, suspeita de Antitripsana Janslering
q P P P TBG Beta-lipoproteina
mieloma multiplo, caracterizado por um Alfafetoproteina c3

Alfa 1 Glicoproteina Acida
aumento acentuado do pico na regiao gama

B L ' Figura I: Algumas das principais proteinas
(fragao correspondente as imunoglobulinas).

encontradas em cada banda eletroforética
A banda eletroforética das
imunoglobulinas é composta pelas diferentes classes de imunoglobulinas (IgG, IgA, I1gM, IgD e
IgE). O mieloma tratando-se de uma gamopatia monoclonal, caracterizado pela produgao
exacerbada de um unico clone plasmocitario de imunoglobulina, o pico da regiao gama sera

mais estreito e acentuado (8), isto porque um aumento homogéneo e difuso dessa regiao pode

corresponder a um processo infeccioso e nao ao mieloma propriamente dito.
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3.2. Parametros Bioquimicos determinados

3.2.1. Metabolismo das lipoproteinas

As lipoproteinas sio macromoléculas complexas de lipidos e proteinas que permitem o
transporte de lipidos hidrofobicos na corrente sanguinea.

A importancia das lipoproteinas deve-se ao risco acrescido de doenga cardiovascular em
individuos cujo perfil lipidico esteja alterado. Os lipidos sao essenciais, no entanto quando ha
um aumento da concentragao no plasma, seja por estilo de vida ou fatores hereditarios (9),
acumulam-se e depositam-se nas artérias devido ao seu caracter hidrofobico, originando placas
ateroscleroticas. Em certos casos, quando a placa é instavel, pode romper, precipitar e formar
coagulo, o que leva a obstrugao da artéria. A este processo da-se o nome de trombose.

Os problemas inerentes a este processo estao associados a dislipidémias, ou seja, ao
aumento sérico de lipidos na corrente sanguinea quer por razoes genéticas, quer por doengas
subjacentes como sindrome nefrotica ou diabetes mellitus (10).

A determinagao do perfil lipidico, no sangue e em jejum, é, portanto, importante na
avaliagao do risco cardiovascular global e no diagnéstico das dislipidémias.

No laboratorio A.C.M. Lda. sao determinados o colesterol total, triglicéridos, colesterol
das lipoproteinas de alta densidade (HDL) e colesterol das lipoproteinas de baixa densidade

(LDL) (calculado automaticamente pela equagao de Friedewald) (11).

a) Triglicerideos

Os triglicerideos sao uma das principais fontes de energia no organismo e sao constituidos
por trés acidos gordos esterificados com glicerol. Os triglicerideos podem ter origem
exogena, através da dieta ou endogena, por turnover de depositos armazenados no figado e
tecido adiposo.

Em circunstancias normais, os triglicéridos armazenados no figado, sao libertados em
lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDL) e hidrolisados em acidos gordos pela hormona
lipase sensivel (HSL) que, por sua vez, é ativada pela glucagina e adrenalina e inibida pela
insulina.

Em estados patologicos, quando acumulado nos hepatécitos, pode levar a esteatose

hepatica (9).
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b) Colesterol total

O colesterol é um componente essencial de todas as membranas celulares. E também um
precursor de hormonas esteroides e é usado na biossintese de acidos biliares (10).

Encontra-se em todas as células do corpo na forma livre e nao esterificada e podem ser
armazenadas para uso futuro. Esta presente na dieta, mas grande parte é produzida por sintese

enddgena (9).

c) Lipoproteinas de baixa densidade

As lipoproteinas de baixa densidade (LDL) tém origem nas lipoproteinas de densidade
intermédia (IDL) e sao as principais lipoproteinas portadoras de colesterol no plasma.
Representam 70% ou mais do colesterol total no plasma.

As LDL expressam a superficie da membrana apo B100, apoproteinas reconhecidas pelos
recetores apo B/E. Ao ligarem aos recetores, sao internalizadas por endocitose e sofrem
degradacao lisossomal originando colesterol esterificado e aminoacidos. Assim o colesterol
fica disponivel para outras transformagoes metabolicas ou para ser reesterificado pela agao da
enzima Acil-CoA colesterol aciltransferase (ACAT) (9).

O numero e fungao dos recetores apo B/E dita o nivel de LDL circulante. Quando a célula
tem colesterol suficiente, o nimero de recetores expressos a superficie da célula é menor.
Neste caso, outra enzima a lecitina colesterol acetiltransferase (LCAT) promove o
armazenamento do colesterol esterificado.

Alguns problemas de hipercolesterolemia estao associados a um mau
funcionamento/auséncia destes recetores ou entao a uma mutagao especifica na apo B que

resulta numa ligagao defeituosa da LDL ao recetor (10).

d) Lipoproteinas de alta densidade

O colesterol em excesso nas células torna-se nocivo, pelo que ha necessidade do
transporte reverso do mesmo. As lipoproteinas responsaveis por este transporte sao as
lipoproteinas de alta densidade (HDL).

As HDL sao as lipoproteinas que apresentam menor tamanho, no entanto maior
densidade. E apresentam na sua estrutura fosfolipidos e apo A-l, uma apoproteina que
desempenha um papel predominante no transporte reverso do colesterol.

O colesterol s6 pode ser transportado dos tecidos periféricos até ao figado, pelas HDL,
na forma esterificada. A apo A-l funciona como cofator da enzima LCAT, responsavel por

induzir esta esterificagao. Uma vez completa, o colesterol é incorporado nas HDL nascentes
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e transportado até ao figado. Niveis elevados de HDL conferem um risco reduzido de doenca

cardiaca coronaria num individuo (10).

3.2.2. Metabolismo da glicose

A glicose ¢ o principal hidrato de carbono do organismo e principal fonte de energia das
células. A sua concentragao na corrente sanguinea mantém-se num intervalo entre os 70 e os
[ 10 mg/dL.

A regulagio da concentragao de glicose no sangue depende de varios processos
metabdlicos, nomeadamente glicolise, neoglicogénese e glicogendlise, regulados pela insulina
(10).

Apos uma refeicao, a insulina é libertada em resposta ao aumento da glicémia. Esta
hormona promove a captagao da glicose, a nivel celular e induz o figado a armazenar o excesso
de glicose na forma de glicogénio.

Em periodos de jejum, entre refeicoes, a concentragao de glicose no sangue diminui e de
forma a evitar uma situagao de hipoglicémia, sao ativadas duas vias metabolicas, a glicogendlise
e a neoglicogénese. A via da glicogendlise, promove a degradacao das reservas de glicogénio
no figado para obter glicose. Na via da neoglicogénese sao utilizados produtos resultantes de
outras vias metabdlicas, como o lactato, glicerol e alanina, para produzir glicose (10).

Uma das desregulagdes metabolicas mais comuns na area da bioquimica clinica é a diabetes
mellitus. A diabetes € uma alteracao a nivel do metabolismo dos hidratos de carbono,
caracterizado por hiperglicemia associada a resisténcia ou falta absoluta/relativa de insulina.

Geralmente é classificada em dois tipos:

Diabetes mellitus tipo |

*Frequente em jovens, com um pico de incidéncia entre os 9 e os |4
anos.

*Défice de insulina como consequéncia da destruigao auto-imune das
células B dos ilhéus de Langerhans.

Diabetes mellitus tipo 2

*Frequente em idade adulta. Associado a obesidade.
*Resisténcia dos tecidos periféricos a agao da insulina.

Figura lI: Classificagdo da diabetes mellitus
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A medida que progride e se nio for controlada, pode ter consequéncias graves desde
retinopatia diabética, nefropatia diabética, neuropatias, bem como risco de doengas cardiacas
(7).

Os testes laboratoriais realizados para o diagnostico de diabetes incluem a determinagao
dos niveis de glicémia em jejum (<126 mg/dL), a prova de tolerancia a glicose oral e a

determinagao da hemoglobina glicada (12).

a) Hemoglobina glicada

Um individuo adulto contém trés fragoes diferentes de hemoglobina, sendo a maioritaria
a hemoglobina A (cuja estrutura é constituida por duas cadeias a e duas cadeias f3), seguida da
hemoglobina A2 e da hemoglobina fetal (13). A hemoglobina glicada (HbAIc) é uma fragao da
hemoglobina A que resulta da condensagao da glucose com a valina n-terminal presente na
cadeia  que leva a formagao de uma base Schiff instavel. Esta, pela sua instabilidade, pode
sofrer rearranjo de amadori para formar uma cetoamina estavel, a HbAlc.

A formagao da hemoglobina glicada envolve uma reagao irreversivel que esta relacionada
com a presenca de elevadas concentragoes de glicose na corrente sanguinea e que se vai
manter durante o resto do tempo de vida do eritrocito (aproximadamente 3 meses) (7), dai
permitir uma monitorizagao da concentragao estimada de glucose na corrente sanguinea, a
longo prazo.

Existem varios métodos para a determinagao da HbAlc, o método de referéncia é a
cromatografia liquida de alta pressao (HPLC), definido pela American Diabetes Association,
como forma de padronizagao de resultados. No laboratorio onde estagiei a determinagao é
realizada por HPLC no aparelho Arkray Adams HA-8160 ®, ou por turbidimetria pelo
aparelho modulo ¢501 do Cobas 6000 ®.

b) Prova de tolerancia a glicose oral

A prova de tolerancia a glicose oral (PTGO) tem como principal objetivo determinar a
hiperglicemia intermédia e a diabetes gestacional.

O método utilizado baseia-se na quantificagao sérica da glucose em jejum e duas horas
apos a ingestao oral de 75g de glicose diluidos em 300 mL de agua (7).

Em caso de diagnéstico de diabetes gestacional, também é feita PTGO entre as 24 e 28
semanas de gravidez, a nao ser que ja se tenha conhecimento de que a mae sofre de diabetes.
O método é o mesmo, da ingestao de 75g de glicose diluidos em 300mL de agua, no entanto

a colheita é feita em trés momentos, em jejum, e apos uma e duas horas de ingestao (14).
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3.2.3. Metabolismo mineral

O metabolismo mineral corresponde ao controlo dos niveis de calcio, fosfato e magnésio,
pela acao da hormona da paratiroide (PTH), vitamina D e calcitonina (15).

Em contexto clinico, como estio envolvidas as glandulas da tiroide e suprarrenais, o
principal objetivo é detetar qualquer alteragao a nivel renal ou da tiroide.

O rim é o 6rgao que desempenha um papel fundamental na regulagao do metabolismo
mineral, porque a reabsorgao renal de cilcio, fosforo e magnésio ocorre em varias partes
diferentes do nefrénio. Esta importancia observa-se na alteragao da concentragao destes ides,

em casos de insuficiéncia renal (10).

a) Cilcio

O célcio é o catiao mais abundante no organismo, cerca de 99% é encontrado armazenado
nos ossos, na forma de cristais extracelulares (6,7).

A regulagao plasmatica dos niveis de calcio é fundamental pelas varias fungoes fisiologicas
que este iao desempenha. Esta envolvido na transmissao de estimulos nervosos, contragao
muscular, estabilidade de membranas, estrutura &ssea, coagulagao sanguinea e sinalizagao
intracelular (16).

Esta regulacio é possivel pela agao de duas hormonas, a PTH e a vitamina D. Em
circunstancias normais, a produgao de PTH é induzida em resposta a uma diminuicao na
concentracao de calcio. Esta hormona estimula a reabsorcao de calcio e excrecao de fosfato
a nivel ésseo e renal. Para além disso, induz a sintese da vitamina D, que atua no intestino e
induz a absorc¢ao do calcio.

Quando existe uma desregulagao na concentragao plasmatica deste catiao, verifica-se ou
uma situagao de hipocalcemia ou hipercalcemia.

A causa mais comum de hipocalcemia ¢ a insuficiéncia renal. A perda de fungao dos tubulos
renais, inibe a agao da PTH e consequentemente a excrecao de fosfato e a absorgao de cilcio
sao inibidas. Por sua vez, a sintese de vitamina D nao é estimulada e, consequentemente, nao
ocorre a absorc¢ao de calcio a nivel intestinal.

As causas de hipercalcemia incluem hipertiroidismo, hiperparatiroidismo e mieloma

multiplo (6).
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b) Fosfato

O fosfato é o aniao mais abundante nos ossos. Este iao atua como tampao na corrente
sanguinea e esta amplamente distribuido no corpo humano.

Na corrente sanguinea, o fosfato e o calcio tem uma relagao reciproca, quando o nivel de
fosfato aumenta, o nivel de célcio diminui. No organismo o fosforo € apresentado na forma
de fosfato organico e inorganico, sendo o fosfato inorganico determinado a nivel clinico (7,10).

O fosforo € um componente essencial da estrutura 6ssea, membranas e acidos nucleicos,
e atua como cofator enzimatico, fornecedor de energia e na formagao de bicarbonato nos
tubulos renais (16).

Um desequilibrio no metabolismo mineral pode induzir hiperfosfatemia ou hipofosfatemia.

A causa mais comum de hiperfosfatemia é a insuficiéncia renal, resultante da perda de
capacidade de excregao nos tubulos. No entanto, também se verifica em situagdes como,
hipoparatiroidismo, pseudohipoparatiroidismo, hipocalcemia. Ja a hipofosfatemia verifica-se

quando existe hiperparatiroidismo, alcalose e insuficiéncia renal (7,10).

c) Magnésio

O magnésio é o segundo catiao intracelular mais abundante no organismo. Esta
predominantemente armazenado nos ossos, musculos e tecidos moles (16). Este catiao
provém da dieta, principalmente vegetais, cereais e carne.

O magnésio existe em trés formas diferentes, na forma ionizada, livre e biologicamente
ativa e em condigoes normais a sua concentragao é cerca de 1,4-2,2 mEg/L (10).

Esta envolvido no metabolismo oxidativo, na glicolise e contribui para a excitabilidade
neuromuscular porque o magnésio inibe competitivamente a entrada de calcio nos neurdnios
(7,10).

A hipermagnesemia é pouco comum, contudo, ocasionalmente é observada na insuficiéncia
renal ou por ingestao excessiva de farmacos, por exemplo. Verifica-se hipomagnesemia,

geralmente por ma absor¢ao intestinal, uso prolongado de diuréticos e alcoolismo (7, 10).

3.2.4. Funcao Pancreatica

As principais doencas que afetam o pancreas nos adultos sao a pancreatite aguda
(inflamagao do pancreas), que pode evoluir para pancreatite créonica ou carcinoma. Os testes
para avaliar a fungao pancreadtica dividem-se geralmente em testes diretos e indiretos. Os
indiretos abrangem a determinacao de enzimas séricas, principalmente para no estudo de

pancreatite aguda (8), das quais se destacam a lipase e a amilase. Estas enzimas sao utilizadas

16



como marcadores de pancreatite, contudo, podem estar elevadas noutras patologias como,

doengas do trato biliar, processos de obstrugao e apendicite (17).

a) Lipase

A lipase é uma enzima, sintetizada pelo pancreas, com capacidade de hidrolisar,
preferencialmente esteres de glicerol dos acidos gordos. E uma enzima que apresenta como
cofator enzimatico o calcio.

A lipase sérica é, em comparagao com a amilase, mais especifica para o prognostico de
pancreatite aguda.

A concentragao sérica aumenta quatro a oito horas apods inflamagao e permanece elevada
no maximo até catorze dias. Se esta concentragao permanecer elevada apos os catorze dias,

é sugestivo da presenga de um quisto no pancreas (6).

b) Amilase

A amilase é uma enzima produzida no pancreas e pelas glandulas salivares. Como a sua
sintese nao é especifica do pancreas, a sua determinagao € realizada em simultineo com a
lipase, quando existe suspeita de pancreatite, pois verifica-se um aumento concomitante
quando ha patologia pancreitica.

A concentragao de amilase aumenta doze horas apds o aparecimento de sintomas e
permanece elevada cerca de trés a cinco dias. Como a concentragao da enzima permanece
estavel na corrente sanguinea, a sua determinagao é vantajosa. A concentra¢ao demora a

retomar ao valor considerado normal (9).

3.2.5 Avaliaciao da funcao hepatica

O figado é um orgao que executa uma diversidade de fungoes, desde fungao de excregao,
a sintese e metabolica (7).

Os testes laboratoriais de avaliagado da fungao hepatica englobam, geralmente, a
determinagao sérica de bilirrubina, fosfatase alcalina (ALP), y-glutamil transpeptidase (y-GT),
alanina transaminase (ALT), aspartato transaminase (AST). Todos estes parametros dao uma

pista de existéncia, extensao e tipo de lesao hepatica (10).

a) Bilirrubina
A bilirrubina deriva da degradacao do grupo heme presente maioritariamente nos globulos

vermelhos, também uma pequena por¢ao na mioglobina e citocromo. Inicialmente o grupo
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heme é oxidado em biliverdina por agao da enzima heme oxigenase e de seguida a biliverdina
em bilirrubina pela enzima biliverdina redutase.

A bilirrubina resultante ¢ insolivel em agua, logo é transportada no plasma pela albumina
até ao figado onde é captada. Ja no hepatdcito a enzima glucoronil transferase induz a
conjugagao da bilirrubina com o acido glucoroénico tornando-a soluvel (bilirrubina conjugada),
que é depois excretada na bilis através dos canaliculos biliares.

No intestino, grande parte da bilirrubina conjugada é reduzida pela flora intestinal em
estercobilinogénio que é excretado nas fezes (responsavel por conferir pigmentagao) ou entao
uma porgao € reentra em circulagao e é oxidada a urobilinogénio que sera eliminado na urina
(9). Um aumento acentuado da bilirrubina na corrente sanguinea, numa concentragao superior
a 2,5 mg/dL é perceptivel no utente pelo aspeto ictérico que corresponde a uma coloragao
amarela da pele e esclera do olho. Existem trés causas principais que justificam a
hiperbilirrubinémia, hemolise, falha no mecanismo de conjugagao do hepatocito e obstrugao

biliar (10).

b) Enzimas citoplasmaticas

No citoplasma do hepatocito estao presentes diferentes enzimas. No caso de lesao do
hepatocito, verifica-se o aumento da concentragao destas enzimas na corrente sanguinea.

As enzimas citoplasmaticas incluem a alanina transaminase (ALT), a aspartato transaminase
(AST) e a lactato desidrogenase (LDH).

A ALT e a AST sao enzimas responsaveis pela transferéncia de um grupo amina para o a-
cetoglutarato para formar glutamato. Ambas as enzimas apresentam como cofator a vitamina
B6 e estao presentes na corrente sanguinea, numa concentragao inferior a 40 Ul/L. As
transaminases nao sao especificas do figado. A AST esta presente no tecido hepatico, muscular
e cardiaco e a ALT no tecido hepatico e renal, contudo, observa-se uma maior atividade destas
enzimas a nivel hepatico.

A LDH é responsavel pela conversao do lactato em piruvato. Esta enzima apresenta
diferentes isoenzimas, logo nao apresenta especificidade para apenas um o6rgao, entao, um

aumento na corrente sanguinea ¢ interpretado como lesao tecidular (6).

c) Fosfatase alcalina e gama-glutamiltransferase

A fosfatase alcalina (ALP) e a gama-glutamiltransferase (y-GT) sao consideradas enzimas
colestaticas, porque ambas estao localizadas na membrana dos canaliculos biliares, logo

verifica-se um aumento das mesmas em processos obstrutivos (6).
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A ALP é uma enzima presente em varios tecidos, principalmente hepatico e 6sseo. O
aumento na corrente sanguinea é, geralmente, associado a colestase. No entanto, como a
enzima nao apresenta especificidade para o hepatocito, é realizada a determinagao simultanea
da y-GT (7).

A y-GT catalisa a transferéncia de um grupo glutamil da glutationa para um aminoacido
livre. Tal como a ALP, verifica-se um aumento da concentragdo sérica em individuos com

obstrugao biliar (6).

d) Proteinas Plasmaticas

Outro parametro de interesse clinico € a determinagao das proteinas plasmaticas. O figado
é responsavel pela sintese de todas as proteinas plasmaticas, exceto imunoglobulinas que sao
produzidas pelos linfocitos B.

A albumina é a proteina maioritaria no plasma. Uma diminui¢ao da sua concentragao no
plasma é sugestiva de uma fungao de sintese hepatica comprometida, no entanto esta nao € a
Unica causa de hipoalbuminémia. Por esta razao, como o figado é responsavel pela sintese dos
fatores de coagulacao, é solicitada a determinagao do tempo de protrombina. Caso haja
comprometimento do 6rgao, verifica-se entao uma alteragao em ambos os parametros, o
aumento do tempo de protrombina e a diminuicao da concentragao de albumina no plasma,

respetivamente (10).

3.2.6. Avaliacao da funcao renal

Os testes de avaliacao da funcao renal sao dos mais solicitados no laboratério clinico.

O rim tem como fungoes o controlo do volume corporal, da osmolaridade, do equilibrio
hidro-eletrolitico e do equilibrio acido-base, e também a nivel endocrino, pela sintese de
renina e da forma ativa de vitamina D nas glandulas das suprarrenais (10).

A doenca renal advém de doengas comuns como a diabetes ou hipertensao, pelo que é
necessaria uma interpretacao adequada dos exames laboratoriais de disturbios renais,

eletroliticos e acidos-base (6).

a) Creatinina

Uma das caracteristicas no processo metabdlico na contragao muscular é a conversao da
fosfocreatina em creatina. Uma porcao desta creatina consegue converter-se
irreversivelmente em creatinina, composto nao proteico eliminado através do rim, quando o

plasma é filtrado a nivel do glomérulo (7).
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Pelo facto de a creatinina ser excretada pelo rim, esta € utilizada como marcador de fungao
renal, através do calculo da clearance da creatinina sérica ou na urina das 24 horas. Um
aumento da concentragao plasmatica ¢ indicativo de défice na filtragao glomerular.

No entanto, a quantidade sérica de creatinina depende do consumo de carne na dieta e da
massa muscular do individuo. Por estas razoes, a quantidade de creatinina excretada nao ¢

constante, o que dificulta a associagao aumento da concentragao a uma patologia a nivel renal

(18).

b) Ureia

A ureia é um composto nitrogenado que resulta do catabolismo proteico. Tal como a
creatinina, € eliminada quando filtrada no glomérulo. Pode, no entanto, ser reabsorvida a nivel
do tubulo proximal, quando ocorre diminuicao do volume extracelular (6,7).

A degradagao das proteinas resulta na libertagdo do iao amonia, que numa concentragao
elevada na corrente sanguinea, é neurotdxico. Desta forma, sofre biotransformagao a nivel
hepatico, com a formagao final de ureia. Este entra em circulagao e é excretado na urina (7).

Normalmente, a ureia sérica é utilizada, como parametro de avaliagao renal, contudo, a
acumulagao de ureia pode apresentar outras causas como, uma dieta rica em proteinas,
terapéutica com corticoides e desidratagao. Deste modo, nao é considerado um bom
marcador para a taxa de filtracao glomerular.

A ureia é determinada em simultaneo com a creatinina. A razao ureia sérica/ creatinina
sérica pode indicar diferentes estados patologicos. Um valor abaixo do esperado pode estar
associado a necrose tubular aguda, pouca ingestao de proteinas ou insuficiéncia hepatica. Um
valor elevado pode ser associado a diminuigao do fluxo sanguineo, dieta rica em proteinas ou

obstrugao pos-renal por tumor ou estenose (18).

c¢) Acido Urico

O 4cido Urico é um acido fraco, produto do catabolismo de acidos nucleicos, quer
enddgenos, quer exogenos (7, 19).

No organismo, o acido Urico existe na forma ionizada, o urato, cuja quantidade sérica
depende da quantidade excretada através do rim (19).

O aumento sérico do acido urico (hiperuricemia) verifica-se na gota, uma doenga
inflamatoria caracterizada pela deposicao de cristais de acido Urico nas articulagoes, tecidos

subcutaneos e rim.
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A hiperuricemia apresenta multiplas causas, como por exemplo, um aumento de ingestao

de uma dieta rica em purinas, tratamento por quimioterapia ou insuficiéncia renal.

d) Microalbuminuria

O termo microalbuminuria refere-se a excrecao anormal de albumina na urina, em niveis
nao detetaveis (30 a 300mg/dL) na analise sumaria de urina (20).

A andlise sumaria de urina (urina do tipo Il) consiste na determinagao de varios parametros
bioquimicos na urina (apresentados na tabela 4). No laboratéorio A.C.M. Lda. é realizado
automaticamente no Cobas u60| ®, um sistema analitico que permite, através do uso de tiras
teste, determinar a glicose, bilirrubina, urobilinogénio, cetonas, pH, proteinas, nitritos,
densidade, e presenca de eritrocitos e leucocitos em urina nao centrifugada (10).

A microalbuminuria é considerada um marcador precoce de comprometimento da fungao
renal.

A albumina é a proteina de maior concentragao na corrente sanguinea e gragas a carga
negativa a sua superficie, as células endoteliais da parede do glomérulo repelem-na nao
permitindo a passagem através da membrana basal.

Na presenca de patologia a nivel do glomérulo, a albumina é excretada, numa concentragao
que nao é detetavel através das tiras teste, no entanto, ao longo de 24 horas é uma perda
significativa de albumina, pelo que a andlise é realizada na urina das 24 horas.

Diabéticos tem alto risco de desenvolver nefropatia diabética, que ao longo do tempo tem
tendéncia a evoluir para insuficiéncia renal. E recomendado a determinacio de albumindria

anualmente em utentes com diabetes tipo | diagnosticada ha mais de 5 anos (20).
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Tabela 4: Parametros determinados na andlise sumdria de urina e patologias associadas

Banda da tira-teste Associado a

Glicose Glicostria  (concentragao  sanguinea
ultrapassou capacidade de absorgao do

rim)

Bilirrubina Colestase (bilirrubina conjugada

excretada na urina)

Urobilinogénio Hemolise

Cetonas Metabolismo  lipidico usado para

obtengao de energia

Densidade Infecdo renal cronica (perda de

capacidade do rim em concentrar a

urina)
pH Acidose tubular, pedras nos rins
Proteinas Fungao glomerular anormal
Eritrécitos Hematduria
Nitritos Infecao do trato urinario
Leucécitos Infecao do trato urinario

3.2.7. Equilibrio hidro-eletrolitico

a) Sédio

O sddio (Na*) é o catido maioritario no espago extracelular. Este ido desempenha um
papel fundamental na regulagao osmotica extracelular, na regulagao do volume do organismo
e em processos de excitagao muscular (21).

Em circunstancias normais, a homeostase do sodio € regulada, no rim, pelo sistema
renina-angiotensina-aldosterona e pela hormona anti-diurética (ADH). Quando ha

diminuicao do volume intravascular, ha libertacao de renina e ativagao do sistema renina-

22



angiotensina-aldosterona. A renina induz a conversao do angiotensinogénio em angiotensina
I, que por sua vez, é convertida em angiotensina Il. A angiotensina Il estimula a sintese de
aldosterona e ADH. A aldosterona estimula a reabsorgao de sédio e excregao de potassio a
nivel distal, a ADH a reabsorgao de agua a nivel do tubo coletor (16).

Existem varias patologias que provocam uma alteragao na homeostase do sédio,
nomeadamente patologia a nivel renal. As causas mais comuns de hiponatremia incluem
desidratacao, insuficiéncia cardiaca, insuficiéncia renal aguda ou cronica, ingestao de agua em
excesso (hiponatremia dilucional), hipoalbuminemia, ingestao de diuréticos ou perda
gastrointestinal.

A hipernatremia corresponde ao excesso de sédio no organismo, as causas incluem

desidratacao e hiperaldosteronismo (21).

b) Potassio

O potassio é o catido intracelular maioritario e desempenha fungoes fisiologicas na
atividade neuromuscular e como cofator enzimatico em processos metabolicos.

A concentragao de potassio € maior a nivel intracelular, havendo uma regulagao da
concentragao por troca iénica com o iao hidrogénio. Um aumento da concentragao sérica
do potassio € sugestivo de patologia. As causas de hipercalcemia incluem lesao celular,
insuficiéncia renal, aumento de ingestao, acidose e doenca de Addison.

As causas de hipocalcemia incluem perda gastrointestinal, ingestao de diuréticos,

insuficiéncia renal, cirrose e desequilibrio acido-base (21).

c) Cloretos

Os cloretos sao os anidoes maioritarios a nivel extracelular. A principal fungao é manter a
eletroneutralidade e o equilibrio acido-base, em conjunto com o bicarbonato. Assim, a
concentragao de cloretos estd associada a concentragao de sodio, potassio e do bicarbonato.

As causas de excesso e diminuigao de concentragao de cloretos no plasma, sao as mesmas
que sao responsaveis pelo aumento e diminuigdo de sodio na corrente sanguinea,
respetivamente. Contudo, nas situagoes de acidose e alcalose metabdlica, verifica-se um
aumento e diminuicao da concentragao do iao cloreto, respetivamente, sem se verificar

alteragao na concentragao do sodio (21).
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3.3. Caso Clinico |

Utente do sexo masculino, 68 anos, com carcinoma pulmonar metastizado (grau 4). A

realizar quimioterapia.

Tabela 5: Resultados do caso clinico |

Hemograma
Hemoglobina

Hematocrito

Volume Globular Médio

Hemoglobina Globular
Média

Concentragao Hemoglobina
Globular Média

RDW- Ampl. Distribuicao

Leucograma
Leucocitos
Neutrofilos
Eosindfilos
Basofilos
Linfocitos
Monbdcitos
Observacoes

Plaquetas
Bioquimica

Gama
Glutamiltranspeptidase
ASAT (GOT)

ALAT (GPT)
Bilirrubina Total
Bilirrubina Direta
Bilirrubina Indireta
Endocrinologia

T3 (Triiodotironina Total)
FT4 (Tiroxina Livre)

TSH (H. Hipofis.
Tireoestimulante)

Resultado/Unidades

8,4 g/dL
24%
98 fL

34,3 pg

35 g/dL

17,9 %

6030 mm’
5350 mm’®
10 mm?
10 mm?
160 mm?
500 mm’

Valores de referéncia

13,6 — 18,0
39,8 -52,0
80,0 - 97,0
26,0 - 34,0
32,0 -36,0
11,5-150
4000-10000
1500-8000
0-300
0-300
800-4000
0-1200

Obs. raros esquizocitos e raros equinocitos. Com

anisopoiquilocitose ligeira

136 x 10°/L

436 U/L

58 U/L
88 U/L
[,12 mg/dL
0,58 mg/dL
0,54 mg/dL

0,33 nmol/L
19,0 nmol/L
13,40 uUl/mL

140 - 440

<60

<40
<4l

<1,20
<0,30

[,30-3,10
12,0-22,0
0,27-4,20
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Discussao:

O cancro do pulmao caracteriza-se por neoplasias malignas com origem nas vias
respiratorias ou no parénquima pulmonar. E o segundo tipo de cancro mais diagnosticado
tanto em mulheres como homens (22). Apos diagndstico é definido um tratamento com
quimioterapia, radioterapia ou imunoterapia, que exerce efeitos colaterais no organismo, pois
nao ha a possibilidade de diferenciagao entre células malignas e células normais.

Neste caso clinico verificam-se alteragdes sugestivas desses efeitos secundarios,
resultantes do tratamento administrado.

A quimioterapia apresenta toxicidade para a medula 6ssea, o que afeta o desenvolvimento
normal das células da linhagem quer mieloide, quer linfoide. Isso é possivel constatar pelo
decréscimo nos valores dos eritrocitos, linfocitos e plaquetas no hemograma do utente. Este
apresenta anemia hormocitica, uma vez que o valor de hemoglobina é de 8,4 g/dL e o volume
globular médio é de 98 fL. Também apresenta linfopenia (160 mm?®) e trombocitopenia (136 x
10° /L).

Verifica-se também, um comprometimento a nivel hepatico, com um aumento das enzimas
y-GT (436 U/L), AST (58 U/L) e ALT (88 U/L) conjugado com um aumento ligeiro da
bilirrubina quer direta (0,58 mg/dL), quer indireta (0,54 mg/dL). A presenca das enzimas indica
lesao no hepatocito que culminou com a libertagao das mesmas na corrente sanguinea. A lesao
induz uma perda progressiva de fungao por parte do hepatocito.

Para além disso, verifica-se alteragao na glandula da tiroide. O valor de triiodotironina total
(T3) sofreu uma diminuigao acentuada (0,3 nmol/L) e a hormona estimuladora da tiroide (TSH)
aumentou. A sintese das hormonas tiroideias é estimulada pela TSH produzida a nivel da
hipofise e a regulagao destas hormonas é efetuada por um mecanismo de retroagao negativo.
A diminuigao da T3 indica um comprometimento da fungao de sintese da glandula da tiroide.
Esta diminuicao resultou na estimulagao da hipofise que produziu a TSH, como forma de

compensacao, dai verificar-se um aumento na concentragao da hormona.
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4. Imunologia/Endocrinologia

A secgao de imunologia/endocrinologia é uma area de laboratério abrangente onde sao

determinados e analisados varios parametros (tabela 7). A técnica utilizada para a detecao

destes

circunstancias, algumas das técnicas aplicadas sao manuais.

parametros &,

maioritariamente,

4.1. Principio de Instrumentacao

4.1.1. Eletroguimioluminescéncia

automatizada,

contudo,

em determinadas

A eletroquimioluminescéncia € um imunoensaio sensivel e especifico que utiliza moléculas

quimioluminescentes, que emitem luz apés uma reagao quimica.

A molécula de interesse presente na amostra, forma um imunocomplexo com um

anticorpo primario biotinilado, que, por sua vez, liga a estreptavidina, presente em

microparticulas. Estas microparticulas fixam-se a superficie de um elétrodo quando sujeitas a

um campo eletromagnético. Para proceder a detecao do imunocomplexo formado, é

adicionado um anticorpo secundario acoplado a uma molécula eletroquimioluminescente,

neste caso o ruténio, que emite luz quando sujeito a um potencial elétrico. Posteriormente, a

emissao é detetada através de um fotomultiplicador (7), como esquematizado na figura Ill. A

concentragao da molécula é diretamente proporcional ao sinal emitido. Desta forma, é

possivel obter resultados qualitativos e quantitativos (16).

Na sec¢ao de imunologia/endocrinologia, os aparelhos utilizados sao o Cobas® e4l| e o

modulo e601 do Cobas® 6000 (3, 23).

2. S&o adicionadas microparticulas
marcadas com estreptavidina que
liga a biotina. Apds aplicagao de
um campo eletromagnético,
estreptavidina fixa em fase sélida

1. Dois anticorpos, um
biotinilado e outro acoplado a
ruténio, formam
imunocomplexo com analito

Anticorpo
acoplado a
ruténio

E
\ )
Ve

Anticorpo /

biotinilado

Estreptavidina

Figura lll: Eletroquimioluminescéncia

3. Areagao é ativada por adigdo
de solugédo tampéo e por
voltagem que leva a excitacdo da
molécula de ruténio. A luz emitida
€ detetada por fotomultiplicador

I 2N
’7',
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Tabela 6: Parametros detetados por eletroquimioluminescéncia

Aparelho Parametros

Cobas® e4l | Vitamina BI2; Ferritina; Acido folico;
Cortisol, PTH, A-CCP, Peptideo GC;
Toxoplasma gondii (IgG e IgM); CMV (IgG e
IgM); Rubéola (IgG e IgM); anti-HIV; anti-
HCV; Anti-HBc; Anti-HBs; Antigénio HBs;
Anticorpos spike e nucleocapside de SARS-
CoV-2

Cobas® 6000 modulo €601 TSH; FT4; FT3; T4 Total; T3 Total; TG; PSA
total; PSA livre; Testosterona; Estradiol;
Progesterona, Prolactina; LH; FSH; B-HCG;
IgE; Vitamina D; CA 19.9; CA 125; AFP; CEA;
A-TPO; A-TG; Antigénio SARS-CoV-2

4.2. Principio das técnicas manuais

4.2.1. Imunoensaio de aglutinacio

O imunoensaio de aglutinagao € um método qualitativo que resulta na aglutinagao de um
antigénio especifico com um anticorpo para o qual apresenta afinidade, para formar um
aglomerado visivel a olho nu. A maior parte das vezes, para que estes aglomerados sejam
visiveis, é necessario o uso de particulas artificiais de latex ou carvao, que conferem cor
(representado na imagem |V). A quantidade de antigénio ou anticorpo presente é diretamente
proporcional a quantidade de aglomerados que se formam (24).

As reagoes de widal e wright sao dois exemplos de imunoensaios de aglutinagao realizados
no laboratério onde estagiei, para pesquisa de anticorpos contra Salmonella sp. e Brucella spp.,
respectivamente.

A Brucella spp é o agente etiologico da brucelose humana. Os reservatorios desta bactéria
sao geralmente animais do género caprino, ovino, suino e bovino, logo individuos que estejam
em contacto com estes animais sao considerados de risco, havendo necessidade de serem
testados (25).

O teste serologico de Widal auxilia no diagnéstico da febre tifoide, cujo agente etiologico
€ Salmonella typhi. O teste avalia a presenca de anticorpos no soro de um individuo infetado,

contra os antigénios H (flagelar) e O (somatico), num periodo agudo da doenga (26).
27



SO = B P -

Specific antibod:
Latex beads P Y Antigen Particle agglutination

Figura IV: Imunoensaio de aglutinagdo

4.2.2. Testes de fluxo lateral

O:s testes de fluxo lateral combinam os principios da cromatografia em camada fina com o
imunoensaio de sandwich.

Na cromatografia existem duas fases, a estacionaria que corresponde a uma membrana
cromatografica absorvente, localizada numa superficie plana e uma movel, que corresponde a
uma solugao tampao.

A membrana cromatografica apresenta duas regioes diferentes, a linha teste (T), com
anticorpos de ligagao fixos, especificos para o analito de interesse e uma linha controlo (C)
com anti-imunoglobulinas, com afinidade para anticorpos monoclonais marcados com
particulas de cor. Estes anticorpos monoclonais conjugados a particulas de cor estao
localizados na almofada onde sera colocada a amostra.

Inicialmente, aplica-se a amostra em conjunto com uma solugao tampao, na membrana. Ao
ser adicionada a amostra, o antigénio liga-se ao anticorpo conjugado com a particula corada,
formando um imunocomplexo, que percorre a membrana por capilaridade até atingir a linha
T. Na linha T forma-se um imunocomplexo de sandwich com os anticorpos ai fixos. A linha C
permite concluir se a analise foi realizada corretamente, significa que a solugao percorreu a
membrana e os anticorpos marcados com as particulas de cor, ligaram-se as anti-
imunoglobulinas fixas na regiao.

Se apds um periodo de tempo, estipulado pelo fabricante, ambas as linhas T e C aparecem
marcadas, o resultado é considerado positivo. Quando aparece apenas a linha C marcada, o
teste é considerado negativo, como representado na figura V.

E necessario seguir as instrucdes da bula fornecida pelos fabricantes, porque os testes
apresentam desempenhos diferentes, consoante o fabricante. Portanto, os tempos de leitura
e interpretacao sao diferentes. A leitura deve ser realizada no intervalo de tempo estipulado
e nao apos o horario descrito na bula (27).

Os testes de fluxo lateral sao considerados testes point-of-care (POCT), ou seja, testes
faceis e que permitem uma obtencgao rapida de resultados de qualidade (24). Desta forma,
existem varios parametros que, no laboratério A.C.M. Lda., sao determinados por esta técnica

como, pesquisa de antigénio e anticorpos para SARS-CoV-2, sangue oculto nas fezes, testes
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de gravidez, pesquisa de drogas de abuso ou teste treponémico TPHA para confirmacao de

infecao por Treponema pallidum.

“posiive [ Noooive [N inveiid |

N ™ - N £ 8
SARS-CoV-2 SARS-CoV-2 SARS-CoV-2 SARS-CoV-2 SARS-Cov-2
Rapid Ag Rapid Ap Rapid Ay Rapid Ag Rapid Ay

Control line » —n ——n ——r -n .n

Testline w o > .l .la —

J _

Figura V: Interpretacdo de resultados dos testes de fluxo lateral

4.3. Parametros Imunolégicos

4.3.1. Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii é o agente etiologico da toxoplasmose, uma infecao geralmente
assintomatica no adulto, mas quando ocorre antes ou durante a gravidez, pode ser transmitida
ao feto (28). O feto, ao adquirir infegao, pode desenvolver sintomas severos como cegueira e
malformacgao do sistema nervoso central (24). Estas complicagdes no recém-nascido podem
ser prevenidas através da realizagao de testes serologicos as gravidas. Estes testes envolvem
a analise simultanea de anticorpos IgG e IgM especificos de antigénios de Toxoplasma gondii. A
determinagao deve ser realizada o mais precocemente possivel, porque apesar da
probabilidade de transmissao ser menor no primeiro trimestre de gestagao, a gravidade das
complicagoes para o feto € maior (25).

As gravidas que apresentem IgG positiva e IgM negativa sao consideradas imunes e estao
protegidas contra uma futura infecao (25). Os seus anticorpos sao transmitidos ao feto
durante a gestagao (28), garantindo a imunidade deste até ao nascimento. Em contrapartida,
se o resultado for negativo para ambos IgM e IgG, entao a gravida é considerada nao imune e
deve ser testada em cada trimestre de gestagao.

Numa situagao em que tanto a IgG como a IgM sejam positivas, a gestante tem uma infegao
aguda ou ativa. Neste caso, se for detetado no primeiro trimestre de gestagao, € realizado um
teste de avidez para IgG (28). Este teste permite avaliar a afinidade da ligagao entre o antigénio
e o anticorpo IgG especifico. Quanto maior a afinidade, mais forte é a ligagao entre o
imunocomplexo, logo a infegao foi adquirida ha mais de 12/16 semanas. Esta determinagao é

atil durante o primeiro trimestre porque se for identificada uma avidez para IgG elevada entao
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a infecao foi adquirida ha mais de quatro meses, ou seja, antes da concegao. O risco de
transmissao ao feto € menor. Contudo se for verificada uma avidez baixa, com uma quantidade

de IgM elevada, conclui-se que se trata de uma infegao aguda (24).

4.3.2. Rubéola

A pesquisa de anticorpos para o virus da rubéola é um teste serolégico realizado em
mulheres gravidas ou que pretendam engravidar, para avaliar a suscetibilidade das mesmas ao
virus, visto que a transmissao ao feto esta inerente (29).

O virus da rubéola é responsavel pela sindrome da rubéola congénita, uma doenga de
declaragao obrigatoria (18). Esta sindrome caracteriza-se por encefalite, hepatomegalia,
esplenomegalia, defeitos dsseos, problemas cognitivos e defeitos cardiovasculares. A gravidade
das consequéncias varia dependendo do trimestre em que ocorreu a infe¢ao intrauterina (24)

A vacina contra a rubéola consta no Plano Nacional de Vacinagao, mas como esta infecao
ocorre com maior frequéncia no |° trimestre de gravidez, é sugerido a gravida realizar os
testes serologicos o mais precocemente possivel, quer a mulher esteja vacinada ou nao.

A interpretacao destes testes serologicos € semelhante a infecao por toxoplasmose (25):

o Se a gravida apresentar resultado negativo tanto para IgG como IgM, nao ha
imunidade;

o Se o resultado for positivo apenas para IgG, confirma imunidade;

o Para 1gG e IgM positivo, e se a quantidade de IgG for considerada elevada, a

gravida é considerada imune, se for baixa, hd necessidade de teste de avidez
confirmatério para uma dedugao da altura em que foi adquirida a infegao;

o IgG negativa e IgM positiva, confirma infegao recente. (29)

4.3.3. Citomegalovirus

O objetivo do diagnostico seroldgico da infegao por citomegalovirus (CMV) &, também,
para avaliar a suscetibilidade das gravidas a infecao por este virus (29).

O CMV pode ser transmitido por diferentes vias, nomeadamente, via sexual e transmissao
vertical. Este apos infecao primaria permanece latente no organismo do hospedeiro. Portanto,
quando ocorre infecao ha possibilidade de uma futura reativagao (30).

A gravida pode transmitir o CMV ao feto por infegao primaria ou reativagao, observando-
se uma maior probabilidade de transmissao na infe¢ao primaria. Quando o feto adquire infecao
congénita, o bebé nasce assintomatico, e desenvolve manifestagoes clinicas tardias, como

alteragoes a nivel psicomotor, auditivas e oculares. No entanto, alguns bebés nascem com a
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doenga das inclusoes citomegalicas, que apresenta um conjunto de malformagoes, como por
exemplo, petéquias, ictericia, hépato-esplenomegalia e microcefalia.

Para avaliar o aparecimento de CMV é realizado teste serolégico com pesquisa de
anticorpos anti-CMV IgM especificos. A interpretagao dos resultados é a seguinte (25):

e IgG e IgM negativas — sem imunidade, individuo niao esteve exposto ao virus.
Gravidas devem ser aconselhadas sobre medidas profilaticas a realizar.

e |gG e IgM positivas — infegao aguda. No caso de suspeita clinica de infegao aguda, é
realizado um teste de avidez para IgG, de modo a verificar em que momento
ocorreu infecao. No teste de avidez, se a avidez for baixa indica inicio da infecao,
uma avidez alta, indica uma infegao antiga.

e |gG negativa e IgM positiva — infecao aguda. O aparecimento de IgM positiva nao
confirma uma infegao primaria, porque a IgM pode permanecer detetavel por varios
meses até anos apos infecao ou estar presente por reativagao. Neste caso, é
repetida a analise na amostra e € solicitada uma segunda colheita, de forma a realizar
repeticao da analise em duas amostras diferentes.

e |gG positiva e IgM negativa — infegao latente.

4.3.4. Virus da Hepatite B

Existem varias classes de virus que causam hepatite, que diferem nas vias de transmissao,
estrutura e perfis epidemiologicos.

O virus da hepatite B (VHB) é transmitido predominante por via percutinea, via sexual e
por transmissao vertical.

O curso da infecao do VHB pode assumir diferentes manifestagoes clinicas, que inicia com
um quadro de hepatite aguda que, por sua vez, pode evoluir no sentido da resolugao, ou
evoluir para hepatite cronica ou hepatite fulminante. A progressio da doenga hepitica é
promovida pela replicagao ativa do virus.

Essencialmente, o diagnostico seroldgico envolve a pesquisa de anticorpos e antigénios
especificos, dos quais se destacam trés marcadores serologicos (24):

o Antigénio de superficie (AgHBs) — marcador de infecgao;
o Anticorpo de superficie (Anti-HBs) — anticorpo que confere imunidade;
o Anticorpos totais do core da hepatite B (Anti-HBc).

Durante o curso da infecao aguda (representado na figura VI), o primeiro antigénio a ser

detetado é o AgHBs, marcador de infeciao. A presenga deste marcador na corrente sanguinea

indica que o individuo esta infetado pelo VHB. Ao longo do tempo, em caso de resolugao de
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infecao, o AgHBs desaparece e ¢ substituido pelo anticorpo Anti-HBs, que confere imunidade.
No entanto, se a infegao aguda evoluir para infegao cronica, o AgHBs permanece detetavel na
corrente sanguinea.

Em simultaneo, é realizada a determinagao dos anticorpos anti-HBc total que engloba anti-
HBc IgM e anti-HBc IgG. Os anticorpos anti-HBc total sao detetaveis na infecao aguda, em
caso de resolucao de infecao e na infegao cronica.

A distingao entre a infecao aguda e a infegao cronica por VHB, através dos marcadores
seroldgicos é dificil. Possivelmente, a pesquisa de Anti-HBc IgM isolada pode esclarecer essa
distincao.

Existem outros dois marcadores, o antigénio da nucleocapside do VHB (AgHBe) e o
anticorpo contra o antigénio da nucleocapside (Anti-HBe), cuja determinacao sé é util em
individuos infetados, para perceber se o virus esta em replicagao ativa. O AgHBe e o Anti-
HBe tem um tempo de duragao curto, podendo nao ser detetaveis em individuos, com infegao

croénica, por exemplo, logo nao tem utilidade como marcadores de infegao.
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Important [ T Anti-
diagnostic tests HBsAg HBsAg (anti-HBc) | Hr:Blc Anti-HBs (anti-HBc)

I L i 1 il
1 2 3 4 5 6 7 8
DNA polymerase -

HBV particles i

Relative Anti-HBc
concentration

of reactants
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Level of Anti-HBe
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Figura VI: Curso da infecdo aguda pelo virus da hepatite B

4.3.5. Virus da Hepatite C

O virus da hepatite C (HCV) é um dos principais virus em que a infegao evolui para hepatite
croénica, cirrose e cancro no figado (24).

A principal via de transmissao do HCV é a via parenteral, contudo também se verifica
transmissao por via sexual e por transmissao vertical, pelo que os principais grupos de risco
incluem toxicodependentes, individuos que tenham recebido transfusao sanguinea ou que

tiveram contacto sexual com um infetado e recém-nascidos de maes contaminadas (31). No
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laboratério onde estagiei, o grupo de risco predominante, para qual era solicitada a andlise,
eram as gravidas.
Para o estudo laboratorial é realizada a pesquisa de anticorpos anti-HCV. Se resultado for

positivo, procede-se a um teste molecular confirmatério para pesquisa de acido nucleico.

4.3.6. Virus da Imunodeficiéncia humana

O virus da imunodeficiéncia humana (HIV) é o virus responsavel pela sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (SIDA), doenca cronica caracterizada pela deficiéncia do sistema
imunitario nos individuos infetados. Estes individuos apresentam menor capacidade de
resposta a infegoes oportunistas.

Inicialmente, a infecao aguda pode ser confundida com uma gripe normal. O HIV apds
infecao primaria permanece latente no organismo do hospedeiro. Quando a infegao é detetada
numa fase precoce e ¢é iniciada uma terapéutica anti-retroviral, as consequéncias da infegao
podem ser minimizadas (24).

O VIH pode ser transmitido por:

e Transmissao por via sexual;

e Transmissao vertical: pode ocorrer de trés formas diferentes, via
transplacentaria, parto ou através do leite materno;

e Transmissao parenteral

Para a detecao, é frequente solicitar a pesquisa de anticorpos anti-VIH. Quando o individuo
é considerado seropositivo, entao deve proceder-se a confirmagao através de técnicas de

imunoblot (25).

4.3.7. SARS-CoV-2
Desde o inicio da pandemia da Covid-19,
decretada em margo de 2020 pela Organizagao

. ’ = ) 4 Spike (S)
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. RN N ) &,)‘ .
doenca se tornou uma preocupagao entre a ’:.'.Q ai® o D
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Em janeiro de 2020, com a sequenciagao do

Genoma
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etiologico responsivel pela infecdo, ©  Figyra VII: Estrutura do SARS-CoV-2

coronavirus da sindrome respiratéria severa

genoma (32) foi possivel descobrir o agente

aguda (SARS-CoV-2), virus envelopado de RNA, constituido por 4 proteinas estruturais (figura

VII): spike (S), envelope (E), membrana (M) e nucleocapside (N).
33



A transmissao ocorre de pessoa para pessoa, por inalagao de particulas provenientes do
espirro ou tosse de um individuo infetado. O periodo de incubagao do virus varia entre 2 e
os |4 dias ap6s exposicao ao virus, com aparecimento de sintomas apés 4 a 5 dias. Como a
transmissibilidade do virus é elevada, tém sido desenvolvidos métodos para o diagnéstico da
doenga (33).

O método padrao € transcrigao reversa seguida de reagao em cadeia de polimerase em
tempo real (RT-PCR), um teste molecular sensivel para a pesquisa direta do genoma viral. Esta
técnica requer pelo menos quatro horas de operagao e deve ser realizada por técnicos
experientes (20). Um individuo é considerado positivo quando sao detetados, pelo menos,
dois genes que codificam as proteinas estruturais (gene S, N, E ou orfl) e um C(t) inferior a
35. (34)

Como referido anteriormente, a execucao da técnica e obtencao de um resultado demora
pelo menos quatro horas. Com o aumento do niimero de casos e a urgéncia do diagnostico,
foram elaborados testes serolégicos (27), nomeadamente para pesquisa de anticorpos anti-
SARS-CoV-2, e pesquisa de antigénios spike e nucleocapside.

Apods exposicao ao virus, o sistema imunitario inicia uma resposta imune que inclui a
producao de anticorpos anti- SARS-CoV-2 IgM e IgG, detetados 5 dias apos inicio dos
sintomas. A classe IgM é detetada na fase primaria da resposta imune, observando-se um pico
de concentragao duas a trés semanas apos o inicio dos sintomas. Ao fim de cerca de seis
semanas, a concentragao diminui. A classe IgG atinge o pico de concentragao entre a 3* e 6°
semanas, apos aparecimento dos sintomas. A concentra¢gao mantém-se estavel ao longo do
tempo (33). Na figura VIII, esta esquematizado o curso da infegao por SARS-CoV-2.

Como os anticorpos so sao detetados apos o aparecimento dos sintomas, isto €, numa
fase avancada da infecao, o teste nao é utilizado para diagnodstico. Tornou-se util para
confirmagao de imunidade (27). Ha duas possibilidades para a presenga de anticorpos contra
SARS-CoV-2, imunidade adquirida por vacinagao (anti-spike positivo) ou por infegao (anti-
spike e anti-nucleocapside positivos).

Por esta razao e pela necessidade de resultados rapidos, foi desenvolvido o teste rapido
para pesquisa de antigénio da nucleocapside (N) de SARS-CoV-2 (20). No laboratério A.C.M.
Lda. existem duas formas de detecao tanto de anticorpos como antigénio, por

eletroquimioluminescéncia e por imunoensaio de fluxo lateral.
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Figura VIII: Curso da infe¢do por SARS-CoV-2

4.3.8 Vitamina B12

Existem duas vitaminas essenciais no despiste de anemia megaloblastica, a vitamina B12 e
o acido félico. A vitamina B12 provém da dieta e é encontrada em alimentos de origem animal
como carne, nomeadamente figado, peixe e laticinios. Esta é absorvida a nivel intestinal
associada ao fator intrinseco (IF), uma glicoproteina produzida pelas células parietais gastricas.
O IF liga ao recetor cubilina, expresso nas células do ileo, e o complexo é absorvido. Em
circulagao, a vitamina Bl2 é transportada pela transcobalamina I, até a medula 6ssea, onde
desempenha um papel fundamental na sintese de DNA, pois atua como cofator enzimatico em
duas reacgoes:

o Funciona como cofator da metionina sintetase, enzima responsavel pela
metilagao da homocisteina em metionina (neurotransmissor);

o Funciona como cofator da enzima metilmalonil coenzima A (CoA) mutase que
converte metilmalonil-CoA a succinil-CoA (precursor na sintese do heme e
intermediario do ciclo de krebs). (13)

Portanto, o seu défice afeta o ciclo celular normal das células, refletindo-se numa
eritropoiese ineficaz e consequentemente em anemia megaloblastica. (21) A anemia
megaloblastica caracteriza-se por um atraso na maturag¢ao do nucleo em relagao ao citoplasma
nos eritroblastos, pela sintese defeituosa de DNA, o que lhes confere um tamanho superior
ao normal.

As causas de défice de vitamina B12 podem estar relacionadas com uma dieta deficiente
em vitaminas, um défice de IF (também denominado anemia perniciosa, doenga auto-imune

caracterizada pela destruicao das células gastricas) ou deficiéncia de transcobalamina II.
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A vitamina Bl2 pode também ser transportada pela haptocorrina, uma proteina sintetizada
por granulocitos e macréfagos, no entanto, esta proteina nao tem a mesma fungao que a
transcobalamina Il, e é aparentemente nao funcional. Em determinadas patologias
mieloproliferativas, existe um aumento no numero de granulocitos e, consequentemente,

verifica-se um aumento dos niveis séricos de haptocorrina e vitamina B12. (13)

4.3.8 Acido Félico

Os folatos sao um grupo de compostos que derivam do acido folico e sao necessarios
numa série de reagoes bioquimicas, como por exemplo a sintese de precursores de DNA.

O défice de folato causa anemia megaloblastica, por inibir a sintese de timildato, uma etapa
na sintese de DNA, no qual o monofosfato de timidina (dTMP) é sintetizado. Para esta reagao
ocorrer, os folatos em circulagao sao convertidos em metil-tetrahidrofolato (metilTHF), uma
forma reduzida do monoglutamato. Posteriormente, o metilTHF entra na célula e é degradado
a THF, que funciona como substrato da coenzima 5,10 — metileno THF poliglutamato. Esta
sera a coenzima envolvida na sintese de dTMP. Para além do défice de acido folico, o défice
de vitamina B12 afeta indiretamente esta reagao porque funciona como cofator da enzima que
degrada metilTHF em THF. A diminuicao da quantidade de acido félico resulta de défice na

dieta ou por ma absorg¢ao. (13)

4.3.9 Ferritina

A deficiéncia de ferro é a causa mais comum de anemia microcitica e hipocromica, uma
anemia caracterizada pela diminuicao do numero de eritrocitos e hemoglobina na corrente
sanguinea, resultante de um defeito na sintese da hemoglobina. Este défice pode ocorrer por
falta de ingestao ou perda hemorragica. (13,16)

O ferro esta incorporado na hemoglobina. O transporte é mediado por trés proteinas, a
transferrina, o recetor de transferrina | (TfR1) e a ferritina.

A transferrina transporta o ferro até aos tecidos que expressem o recetor TfRI,
especialmente eritroblastos presentes na medula 6ssea. Os eritroblastos incorporam o ferro
na hemoglobina e formam os eritrécitos maduros. Estes entram em circulagao, e ao fim de
cerca de 120 dias, terminado o tempo de meia-vida, comegam a ser degradados pelos
macroéfagos. Durante este processo o ferro é libertado na forma férrica (Fe’*) e forma um
complexo proteina-ferro, solivel em agua, denominado ferritina. Uma pequena fragao de

ferritina circula no sangue, e € esta fragao que representa os depositos de ferro no organismo.

(13)
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Perante uma anemia por deficiéncia de ferro, a ferritina sérica é baixa. Existem grupos que
sao propensos a desenvolver anemia por deficiéncia de ferro, nomeadamente gravidas,
adolescentes e mulheres menstruadas. Portanto, nestes casos, a necessidade de ingestao de

ferro, para compensar a perda é maior. (13,16)

4.3.10. Vitamina D

Uma das principais hormonas reguladoras do metabolismo mineral é a vitamina D. Trata-
se de uma vitamina lipossoluvel obtida através da dieta ou na pele por exposicao solar.

O metabolismo da vitamina D envolve duas etapas, uma no figado e outra no rim, com o
objetivo de sintetizar o calcitriol, uma forma biologicamente ativa da vitamina D que induz os
diferentes processos fisioldgicos.

Portanto, a vitamina proveniente da dieta liga-se a proteina de ligagao em circulagao e é
transportada até ao figado. A nivel hepatico, a vitamina D é metabolizada pela enzima 25-
hidroxilase a 25(OH)D, forma predominante na circulagao. Posteriormente, no rim, é
metabolizada pela enzima 25(OH)D la-hidroxilase em la,25-dihidroxivitamina
(la,25(OH)2D), também conhecida como calcitriol, a forma biologicamente ativa da vitamina
D. Por sua vez, o calcitriol, atua a nivel intestinal de forma a promover a absorcao de cilcio e
fosforo, e assim estabilizar a concentracgao sérica destes ides (35).

O défice de vitamina D vai afetar a regulagio do metabolismo mineral e,
consequentemente, os niveis de calcio, fosforo e magnésio. Segundo a norma 004/2019 da
direcao geral da saude, sio considerados grupos de risco pessoas com exposi¢ao solar

limitada, ma absorgao intestinal e insuficiéncia renal cronica (36).

4.3.11. Anti-peptideo ciclico citrulinado

O anticorpo anti-peptideo ciclico citrulinado (A-CCP) é utilizado como marcador de
prognostico de artrite reumatoide, em simultineo com o fator reumatoide.

A artrite reumatoide (AR) é uma doencga autoimune inflamatoria, caracterizada pela
inflamagao do tecido sinovial das articulagoes e consequente degeneragao articular. O
processo inflamatoério induz a destruicao do tecido sinovial o que resulta em dor. Verifica-se
uma maior prevaléncia da doenga em mulheres do que em homens, e esta aumenta com a
idade (24).

O diagndstico de AR € realizado pela associagao de dados clinicos, laboratoriais e
imagiologicos. Relativamente aos dados laboratoriais, sao determinados o fator reumatoide e

anticorpos anti-CCP.
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Os anti-CCP tem demonstrado valor clinico ao longo dos anos. Sao produzidos
localmente, na membrana sinovial e no liquido sinovial, pelo que tem uma alta especificidade
e sensibilidade para a AR. Para além disso, podem estar presentes numa fase precoce da
doenga, catorze anos antes do aparecimento dos primeiros sintomas. Assim, pode concluir-
se que a sua presenca na corrente sanguinea é indicativa da possibilidade de desenvolvimento

da doenca no futuro (24, 37).

4.3.12. Peptideo C

O peptideo C resulta da clivagem proteolitica do percursor pro-insulina, sintetizado nas
células B dos ilhéus de Langerhans no pancreas. A pro-insulina corresponde a ligagao de duas
moléculas, a insulina e o peptideo C, logo as duas sao sintetizadas em simultineo, numa
concentragao proporcional. No entanto, a insulina apresenta um tempo de semi-vida curto
(quatro minutos) em relagao ao peptideo C (cerca de trinta minutos).

A determinacao deste peptideo tem sido solicitada para avaliar a capacidade de secregao
das células B dos ilhéus de Langerhans em diabéticos. Como a insulina apresenta um tempo
de semi-vida curto, a insulinemia plasmatica nao reflete de forma fidedigna a capacidade de
secrecao dos ilheus.

Em alguns casos, é dificil fazer uma classificagao correta do tipo de diabetes mellitus que o
individuo apresenta, principalmente em adultos. Esta determinagao, tem como finalidade, fazer
essa distingao.

Individuos com diabetes mellitus do tipo | apresentam insulinopenia por perda da fungao
de secrecao. Individuos com diabetes mellitus tipo 2 apresentam secre¢ao normal a elevada de
insulina, contudo, numa quantidade insuficiente para compensar a resisténcia a insulina

desenvolvida pelas células (38).

4.3.13. Marcadores tumorais séricos

Consideram-se marcadores tumorais substincias cuja presen¢a no organismo pode ser
indicativo de presencga, progressao ou remissao de tumores (9).

Existem dois tipos de marcadores tumorais, os circulantes e os tecidulares. Os marcadores
circulantes tém desempenhado um papel importante na detegiao e tratamento de cancro. A
falta de especificidade impede o uso para eventual diagnostico, contudo auxilia no prognoéstico
e monitorizagao de terapéutica para tratamento. Deste modo, o diagnéstico nao se restringe
apenas a detecao de marcadores séricos, é realizada uma avaliagao, em simultaneo, com meios

complementares de diagnodstico, como por exemplo, biopsia celular e métodos de imagiologia.
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Alguns dos marcadores determinados no laboratério onde estagiei incluem o antigénio
especifico da proéstata total e livre (PSA), o antigénio carcinogénico 19.9 (CA 19.9), o antigénio

carcinogénico 125 (CA 125), o antigénio carcino-embrionario (CEA) e a a-fetoproteina (AFP).

a) Antigénio especifico da prostata total e livre

O antigénio especifico da prostata (PSA) é uma glicoproteina produzida quase
exclusivamente no limen dos ductos prostaticos. Este antigénio tem sido utilizado como
marcador para o rastreio de cancro da prostata, em combinagdo com a palpagao rectal. O
rastreio é realizado em homens com mais de 50 anos de idade.

Niveis elevados deste marcador na corrente sanguinea indicam uma inflamagao glandular,
pelo que, a partir de um aumento da concentragao sérica de PSA nao confirma a presenca de
tumor. Este aumento pode verificar-se também em hiperplasia benigna da proéstata (39) .

De modo a identificar a origem do aumento sérico de PSA ¢ utilizado a razao entre PSA
livre e PSA total. Nos doentes com cancro da prostata verifica-se uma razao menor em

comparagao com individuos com hiperplasia benigna da proéstata

b) Antigénio carcinogénico 19.9

O antigénio carcinoembrionario 19.9 (CA 19.9) é produzido pelas células epiteliais dos
ductos biliares e pancreaticos, gastricas e do cdlon, (7) no entanto, a sensibilidade é maior
para o carcinoma no pancreas, apresentando utilidade para diferenciar cancro no pancreas de
pancreatite. De momento, a detecao de CA 19.9 é util na monitorizagao da resposta ao

tratamento em individuos diagnosticados com cancro no pancreas (39).

c) Antigénio carcinogénico 125

O antigénio carcinogénico 125 (CA 125) é uma glicoproteina de elevado peso molecular
expressa a superficie das células dos ovarios. (7) Este marcador tumoral é utilizado como
forma de rastreio de cancro nos ovarios (39). Nao é vantajoso para rastreio em populagao
assintomatica, mas recomendado em mulheres consideradas de risco. (7)

E detetivel em concentracio elevada em situacdes de tumor no ovério e também doencas
benignas, como endometriose ou doenga inflamatdria pélvica. Deste modo, nao sé € util como
rastreio, também ¢ utilizado para monitorizagao da eficacia da terapéutica para mulheres que

tenham sido diagnosticadas com doenga maligna (24).
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d) _o—fetoproteina

A o — fetoproteina (AFP) é uma glicoproteina produzida, em concentragoes elevadas,
durante o desenvolvimento fetal, pelo figado e pelo saco vitelino. Atinge um pico de
concentragao no terceiro trimestre de gravidez e desaparece, rapidamente, cerca de seis
meses apos o parto. No adulto, em condi¢oes normais, a AFP é praticamente indetetavel (15).

O aumento do nivel sérico da AFP é sugestivo de malignidade, contudo nao é um marcador
especifico. E comum verificar aumento em tumor hepatocelular, contudo, também se verifica
em hepatite viral, cirrose e em gestantes. Niveis séricos acima dos 500 ng/mL sao sugestivos
de malignidade, valores acima de 1000 ng/mL de neoplasia (39).

A AFP é utilizada como um marcador para monitorizagao de tratamento, por
quimioterapia ou radioterapia, para o carcinoma de testiculo e carcinoma hepatocelular.
Também é aconselhada a detegao, em individuos diagnosticados com infegao pelos virus da

hepatite B e C, associado ao risco acrescido em desenvolver cancro hepatocelular (40).

e) Antigénio carcino-embrionario

O antigénio carcino-embrionario (CEA) é uma glicoproteina presente na mucosa
gastrointestinal. O CEA é utilizado como marcador de cancro colorretal, contudo nao é
especifico para este tipo de tumor, pois foi verificado aumento de concentragao noutras
doengas malignas. Algumas dessas doengas incluem cancro do pulmao, cancro no pancreas,
trato biliar, tiroide e cancro da mama.

Este marcador tumoral nao apresenta especificidade para um tipo de cancro, entao, possui
valor clinico para a monitorizagao da doenga maligna. Uma elevagao persistente de CEA pode
ser indicativa de existéncia de doenga residual. Um aumento subito apos tratamento é

sugestivo de recorréncia do tumor (39).

a) Gonadotrofina corionica humana (BHCG)

A determinagao da gonadotrofina coridnica humana (BHCG) é utilizada, geralmente, para
confirmagao de gravidez. A BHCG ¢é uma glicoproteina sintetizada pelas células do trofoblasto
do embriao, logo verifica-se um aumento da concentragao durante a fase inicial da gravidez.

No entanto, a BHCG também pode ser sintetizada por determinados tumores,
nomeadamente nas células germinativas testiculares e coriocarcinoma, pelo que ¢é utilizado

para o diagnostico, monitorizagao e prognostico de doenga (41).
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Tabela 7: Utilizacdo comum dos marcadores séricos

*Tipo de cancro: Cancro da prostata
PSA | *Uso comum: Detecao e monitorizagao da eficacia do tratamento

*Tipo de cancro: Cancro no pancreas, ductos biliares, gastrico e colorretal
CA 19.9 °*Uso comum: monitorizagao da eficacia do tratamento

*Tipo de cancro: Cancro no ovario
CA 125 *Uso comum: Detecao e monitorizagao da eficacia do tratamento

*Tipo de cancro: Cancro hepatocelular, testicular
AFP | *Uso comum: Detegiao e monitorizagao da eficacia do tratamento

*Tipo de cancro: Cancro colorretal
CEA *Uso comum: Monitorizacao da eficacia do tratamento

*Tipo de cancro: Cancro nas células germinativas testiculares,
coriocarcinoma

BHCG | «Uso comum: Detecio, monitorizacio e prognostico

4.4. Parametros Endoécrinos

O sistema endoécrino é uma rede de comunicagao que inclui varios 6rgaos com a
capacidade de produzir e libertar mediadores moleculares que exercem efeito em células alvo.
O eixo hipotalamo-hipofise € o grande responsavel por esta coordenagao. De um modo geral,
o hipotidlamo integra os estimulos captados e induz a libertagio de substincias
neuroendocrinas, que atuam na hipofise, gragas a sua estreita ligagao anatdmica. A hipofise por
sua vez, sintetiza hormonas estimuladoras que entram em circulagao e sao transportadas até

ao respetivo orgao alvo, traduzindo-se numa resposta fisioldgica (16).

4.4.]1. Hormona estimuladora da tiroide

A hormona estimuladora da tiroide (TSH), € uma hormona libertada pela hipofise, que atua
na tiroide de forma a estimular a producao de tiroxina livre (T4) e triiodotironina livre (T3).
Quando a concentragao das hormonas tiroideias aumenta, inibem a sintese de TSH, por um
mecanismo de retroac¢ao negativo (16).

A determinagao da TSH permite estabelecer a presenga de hipotiroidismo (défice de

hormonas tiroideias), na qual se destaca a tiroidite de Hashimoto ou hipertiroidismo (excesso
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de hormonas tiroideias), como por exemplo a doenga de Graves. Ambas estas desregulagoes
sao doengas autoimunes.

A tiroidite de Hashimoto caracteriza-se pela produgao de anticorpos pelo organismo, que
eventualmente destroem a glandula da tiroide. Consequentemente, a glandula perde
capacidade de exercer funcio. E uma doenca com maior prevaléncia em mulheres entre os 30
e 50 anos de idade (24).

No caso da doenca de Graves, verifica-se um aumento das hormonas tiroideias, resultante
da ligagao de anticorpos aos recetores da TSH na tiroide, o que provoca um aumento na
concentragao das hormonas (10).

A determinacao da TSH é efetuada com o objetivo de avaliar a fungao tiroideia, assim
como monitorizar individuos em que ja tenha sido diagnosticado hipotiroidismo ou

hipertiroidismo.

4.4.2. Tiroxina livre e Triiodotironina livre

A tiroxina (FT4) e triiodotironina (FT3) sao hormonas produzidas na tiroide, que resultam
da iodagao de moléculas de tirosina acopladas a tiroglobulina (TG).

Os ides iodeto provém da dieta e entram nas células foliculares da tiroide. Quando ha a
ligacado da TSH aos respetivos recetores, as moléculas de TG, armazenadas nas células
foliculares, sao recrutadas e ligam ao iodo que entrou na célula folicular. Esta ligagao resulta
nas hormonas tiroideias (9).

A FT3 e FT4 sao essenciais na manuten¢ao da homeostasia energética, ao estimularem o
metabolismo e atividade celular, contribuindo para aumentar a taxa de crescimento, atividade
neuroldgica, cardiovascular e gastrointestinal. Por esta razao, ha necessidade de controlar a
atividade da glandula tiroideia.

A principal causa de hipotiroidismo é por doenga autoimune, contudo também pode ter
causas como défice cronico de iodo ou remogao cirurgica da tiroide. O hipertiroidismo

também pode ter causa autoimune (doenga de Graves) ou bocio nodular toxico ou adenoma

(16).

4.4.3. Tiroglobulina

As células foliculares da tiroide sao responsaveis por sintetizar a tiroglobulina (TG), uma
glicoproteina constituida por aminoacidos de tirosina e principal constituinte das hormonas

FT3 e FT4 (16).
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A TG é sintetizada exclusivamente pela glandula da tiroide, pelo que a sua determinagao
é, frequentemente, solicitada para o seguimento de pos-tiroidectomia em doentes com
carcinoma da tiroide, como forma de monitorizagao (42).

No entanto, nao € a Unica razao para a sua concentragao estar aumentada na corrente
sanguinea. Também ¢é verificado tanto na doenga de Graves como na tiroidite de Hashimoto
(17). Quando existe a suspeita de hipotiroidismo primario, de causa autoimune é determinado,
em simultaneo com os anticorpos antiperoxidase (A-TPO), os anticorpos antitiroglobulina (A-

TG) circulantes (42).

4.4.5. Anti-peroxidase especifica da tiroide

Na membrana das células foliculares esta expressa a enzima peroxidase da tiroide (TPO)
que permite a entrada do iodeto por conversao em iodo, nas células foliculares, este por sua
vez ¢ incorporado nos residuos de tirosina que estao acoplados a tiroglobulina (9).

Nos casos de hipotiroidismo primario resultantes de doenga autoimune, os anticorpos
contra esta enzima estao presentes na corrente sanguinea, os anticorpos antiperoxidase (A-
TPO) (24). Esta patologia caracteriza-se pela producao de anticorpos, pelo organismo, contra
a proépria glandula da tiroide, o que provoca a destruicao gradual das células (10) Assim, em
caso de suspeita desta patologia, é solicitada a determinagao de A-TPO, em simultaneo com

A-TG (42).

4.4.6. Hormona Luteinizante

A hormona luteinizante (LH) é uma hormona gonadotrofina, sintetizada pela hipdfise de
forma pulsatil, quando estimulada pela hormona libertadora de gonadotrofinas (GNRH). A sua
sintese é regulada por um mecanismo de feedback negativo.

A LH é crucial na regulagao da sintese de hormonas sexuais, tanto no homem (induz sintese
de testosterona), como na mulher (induz sintese de estradiol e progesterona).

Esta hormona esta diretamente relacionada com o ciclo menstrual da mulher. Este divide-
se em trés fases, a fase folicular, a ovulagao e a fase luteinica. Na primeira fase, a folicular, a
LH em conjunto com a hormona foliculo-estimulante (FSH), provocam o crescimento folicular.
A LH regula a internalizagao do colesterol LDL que sera utilizado para a formagao das
hormonas esteroides, como o estradiol e a progesterona. A medida que o foliculo vai
amadurecendo, sintetiza estrogénios, nomeadamente o estradiol. Esta hormona atinge o pico

de concentragao durante a ovulagao (16).
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A determinagao é realizada em mulheres que pretendam engravidar ou para estimular a
funcao gonadal em técnicas de concepgao assistida, como fertilizagao in vitro (FIV). Aumento
pode ser indicativo de infertilidade, sindrome policistico, sindrome de Turner nas mulheres e
sindrome de Klinefelter nos homens.

A sua sintese é controlada por um mecanismo de feedback negativo, quando existe uma
diminuicao na concentragao da hormona LH, a hormona libertadora de gonadotrofinas

(GNRH) hipotalamica é sintetizada e induz a hipdfise a produzir LH (43).

4.4.7. Hormona foliculo-estimulante

Para além da LH, a GNRH hipotalamica induz a sintese da hormona foliculo-estimulante
(FSH), que tanto atua nos homens como nas mulheres.

Na mulher, a FSH estimula o crescimento dos foliculos no ovario. Com o aumento do
tamanho do foliculo, a quantidade de estradiol que ¢é sintetizada aumenta. O estradiol por sua
vez induz a ovulagao. Apos a ovulagao, o foliculo rompe e forma o corpo luteo.

No homem induz a espermatogénese ao atuar nas células de sertolli. Os niveis circulantes
de FSH estao dependentes da quantidade de testosterona, através do mecanismo de retroagao
negativo.

E observado um aumento da concentragio de FSH, por exemplo na sindrome de
Klinefelter em homens e sindrome de Turner nas mulheres. Uma concentracao baixa de FSH
esta associada a infertilidade quer no homem, quer na mulher, por alterar o ciclo da

espermatogénese e da ovulagao (43).

4.4.8. Testosterona

A testosterona atua localmente na espermatogénese e exerce efeitos em todo o corpo
para gerar caracteristicas como o aumento da massa muscular, aumento da laringe e
crescimento de pélos faciais e corporais.

A testosterona € sintetizada pelas células de Leydig nos testiculos, por estimulo da LH. A
concentragao € maior nos homens do que nas mulheres. Esta hormona esta associada as
alteragoes observadas nos rapazes durante a puberdade, entio o efeito do excesso de
testosterona ira depender da idade. Num homem adulto é improvavel desenvolver alguma
patologia, ja em criangas pode levar a puberdade precoce ou resultar em infertilidade.

Nas mulheres, existe uma pequena quantidade de testosterona que € sintetizada, mas é
convertida a estradiol. Niveis elevados de testosterona podem ser indicativos de sindrome de

ovarios policisticos, aumento do volume muscular e voz mais profunda.

44



Os niveis de testosterona diminuem naturalmente com o avancar da idade, verificando-
se nos adultos uma redugao do volume muscular, alteragdes de humor, aumento do peso,

osteoporose, dificuldade de concentracao e perda de memoria (43).

4.4.9. Estradiol

O estradiol € uma hormona esteroide, encontrada nas mulheres, que tem como precursor
o colesterol. E sintetizada nos ovarios, no entanto, durante a gravidez pode ser produzida pela
placenta, especialmente no fim da gravidez.

Apresenta diversas fungoes, como estimular o desenvolvimento do sistema reprodutor
feminino, estimular a ovulacao e induzir o desenvolvimento do endométrio durante o ciclo
menstrual.

A concentragao de estradiol varia ao longo do ciclo menstrual, atingindo um pico de
concentracao durante a ovulacao e um decréscimo durante a menstruacao. Com a idade, os
niveis diminuem lentamente.

Os homens também produzem estradiol, contudo, numa quantidade inferior a das
mulheres e, este, é convertido em testosterona.

O excesso de estradiol, nas mulheres, causa acne, aumento de peso e infertilidade. Nos
homens causa disfuncao sexual, perda de musculo, aumento de gordura corporal e
desenvolvimento de caracteristicas femininas como tecido mamario.

Uma concentracao baixa de estradiol pode estar associada a osteoporose e atraso no
desenvolvimento da puberdade e menopausa. Os sintomas observados durante a menopausa,
resultam da diminuicao da concentragao do estradiol. Esta hormona ¢é utilizada como terapia

de reposigao hormonal (43).

4.4.10. Progesterona

A progesterona é sintetizada pelo corpo luteo, na segunda metade do ciclo menstrual. A
formagao do corpo liteo é desencadeada por um aumento na produgao de LH, isto ocorre
aproximadamente no |4° dia do ciclo menstrual. Ocorre a ovulagao e a formagao do corpo
liteo a partir do foliculo remanescente.

O corpo luteo sintetiza progesterona, que prepara o corpo para a gravidez. Se o 6vulo
nao for fertilizado e nenhum embriao for concebido, o corpo luteo rompe-se, ocorre
menstruagao e da-se inicio a um novo ciclo menstrual. Caso o ovulo seja fertilizado, a
progesterona estimula o crescimento dos vasos sanguineos no uUtero. Durante a gravidez,

desempenha papel importante no desenvolvimento do feto (43).
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44.11. Prolactina

A prolactina € a hormona responsavel pelo desenvolvimento da glandula mamaria e
lactagao. A sua sintese é induzida por estimulos sensoriais como o choro do bebé, que estimula
a producao da hormona libertadora de prolactina que, por sua vez, estimula a sintese de
prolactina. A dopamina exerce o efeito contrario, inibe a sintese de prolactina.

A concentragao desta hormona aumenta de forma gradual e de um modo fisiologico
durante a gravidez, a partir da 5* semana de gestagao até ao parto. No entanto, pode ocorrer
um aumento excessivo, fora do contexto fisiolégico da gravidez, denominada
hiperprolactinemia.

A hiperprolactinemia tem como causas o uso de farmacos agonistas de dopamina, como
os antipsicoticos ou tumores na hipofise (prolactinomas). Este aumento excessivo, tem como
sintomas galactorreia (lactagao fora do contexto de gravidez), amenorreia (auséncia de ciclos
menstruais) anovulagao e infertilidade (43).

Portanto, a determinagao da prolactina é realizada quando ha suspeita de prolactinomas

ou na prescrigao de antipsicoticos (44).

4.4.12. Cortisol

Considerada a hormona do stress. O cortisol € um glucocorticoide potente produzido na
zona fasciculada do cortéx das glandulas das suprarrenais.

Esta hormona é secretada por estimulo da hormona adrenocorticotréfica (ACTH). E
libertada de forma pulsatil ao longo do dia, sendo observado um pico de concentragao sérico
de manha.

Este glucocorticoide esta envolvido no metabolismo da glucose, por aumento da
transcrigao de genes que codificam enzimas necessarias na biossintese de glucose e glicogénio
e mobiliza aminoacidos de tecidos extra-hepaticos para o figado, para assim estarem
disponiveis para a gliconeogénese. A alteragao dos habitos de sono e stress podem induzir
uma alteragao nos niveis de cortisol.

A patologia mais comum no cértex adrenal resulta de hipercortisolismo que é denominada
de sindrome de Cushing. Esta alteragao hormonal resulta de ingestao, em excesso, de
corticosteroides ou entao por adenoma na glandula pituitaria e consequente produgao

excessiva de ACTH, com aumento da sintese de cortisol (9,16)
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4.4.13. Hormona paratiroide

Na face posterior da tiroide estio localizadas as glandulas paratiroides. Sao quatro e
constituidas por células foliculares produtoras da hormona paratiroideia (PTH).

Esta hormona ¢ fulcral na regulagao da homeostasia do calcio, em simultaneo com a
vitamina D e calcitonina. A PTH vai atuar a nivel 6sseo promovendo a reabsorg¢ao de calcio e
a nivel renal, promovendo a reabsorcao de cailcio, excrecao de fosfato inorganico e
hidroxilagao da 25-hidroxivitamina D a 1,25-di-idroxivitamina D ativa (calcitriol).

A sintese da PTH é desencadeada pela diminuigao da concentragao de calcio e aumento
de fosfato.

A importancia da PTH esta associada a regulagao da concentragao dos niveis de célcio e
assim evitar alteragdes a nivel do potencial de membrana, contracio muscular e
permeabilidade de membrana.

O hipoparatiroidismo tem como causa a remocao cirurgica da tiroide. O
hiperparatiroidismo esta associado a desenvolvimento de tumores benignos ou em defeitos

no metabolismo mineral (16).
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4.5 Caso Clinico 2

Uma utente do sexo feminino, gravida, de 2| anos, dirigiu-se ao laboratoério para realizar

analises de rotina.

Tabela 8: Resultados do caso clinico 2

Analises Resultado/Unidades Valores de referéncia
AgHBs - Hepatite B 0,35 (Nao reativo) Nao reativo: < 1,00
Reativo: 2 1,00
Ac. Anti-Toxoplasma 0,2 Ul/mL (Nao imune) Nao Reativo: <l
(1gG) Indeterminado: 2 | a <30
Reativo: 2 30
Ac. Anti-Toxoplasma 0,23 Ul/mL Nao Reativo: < 0,80
(IgM) Indeterminado: 2 0,80 a <
1,00
Reativo: 2 1,00
Ac. Anti-Rubeola (I1gG) 74 Ul/mL (Imune) Nao Reativo: <10
Reativo: 2 10
Ac. Anti-Rubeola (IgM) 0,49 Ul/mL Nao Reativo: < 0,80
Indeterminado: 2 0,80 a
<1,00
Reativo: 2 1,00
Virus da 71,51 (Reativo) Nao reativo: < 0,90
Imunodeficiéncia
Humana
VDRL Nao reativo Nao reativo
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Tabela 9: Resultado do imunoblot confirmatério para HIV

ENV (Ag envelope) Interpretacao
-gp4l + Positivo:
HIV | - Obs. como minimo 2
-gpl10/120 + bandas de intensidade
reativa:
POL (Ag polimerase endonuclease) - 2 bandas ENV
-p68 + (gp120+gp41) ou
- | banda ENV (gp4l) e no
GAG (Ag core) minimo, | banda GAG ou |
-p24/25 + banda POL
-p40 + HIV 2 — Obs. como minimo
2 bandas de intensidade
-p55 + reativa:

- 2 bandas ENV

Observacdes: Positivo para HIV | (gp105+gp36) ou
-1 banda ENV (gp36) e no
minimo, | banda GAG ou |
banda POL
Discussao:

Como pode ser observado nas andlises, a utente estd seropositiva para o virus da
imunodeficiéncia humana, do tipo 1.

Durante a gestacao, a mulher esta exposta a diferentes agentes infeciosos, cuja transmissao
ao feto estd inerente. A transmissao vertical é causa de preocupagao, pelas consequéncias
graves que pode trazer ao feto. Pelo que, um diagndstico precoce reduz este risco de
transmissao, contribuindo para a redugao da mortalidade infantil (25).

Deste modo, a diregao geral da saude, emitiu uma norma para a vigilincia da gravida de
baixo risco. No enquadramento das doengas infecciosas, é aconselhado o rastreio da sffilis,
toxoplasmose, rubéola, virus da imunodeficiéncia humana, virus da hepatite B, virus da hepatite
C e por vezes citomegalovirus (14).

Para a detegao do virus da imunodeficiéncia humana (VIH), habitualmente, é solicitada a
determinagao de anticorpos anti-VIH. Caso o resultado seja positivo, entao é necessario
proceder a confirmagao, com urgéncia, pela técnica de Western Blot (perceberdevido a
interferéncia de outros anticorpos maternos que possam estar presentes.

No caso desta utente, apds a detegao de anticorpos anti-VIH no soro, o resultado foi

confirmado pela técnica de imunoblot (25).
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O virus da imunodeficiéncia humana pode ser transmitido ao feto durante a gravidez,
durante o parto ou durante o aleitamento. A pesquisa permite o diagndstico de infecao na
gravida, o que permite ao médico tomar medidas para prevenir a transmissao da infegao ao
feto. Para além disso, permite que a mae tenha acesso precoce a cuidados apropriados de
saude e assim melhorar o prognostico da doenga.

A utente foi imediatamente referenciada e deve ser estimulada a participagao do futuro pai

no aconselhamento e realizagao do teste (45).
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5. Hematologia

No setor da hematologia, tal como na secgao da imunologia/endocrinologia, os parametros
podem ser avaliados automaticamente ou por técnicas manuais.

Os hemogramas por exemplo, que incluem a contagem de eritrocitos, plaquetas e
leucocitos, sao obtidos automaticamente com a ajuda do aparelho Sysmex XT-1800i ®. Este
usa uma tecnologia baseada no principio de Coulter, ou seja, na contagem de pulsos de
condutividade causada pela passagem de células através de um orificio por onde flui corrente
elétrica. Para além disso, apresenta a técnica de citometria de fluxo, que permite uma
contagem diferencial de células (46). Quando ha uma alteragao num determinado parametro,
o proprio aparelho alerta para a necessidade de observagao do esfregaco sanguineo. Contudo,
o analista deve ter espirito critico para tomar essa decisao.

Para além dos hemogramas, também o tempo de protrombina (PT) e tempo de
tromboplastina parcial ativada (PTTa) sao obtidos automaticamente. Sao parametros
solicitados para o controlo em pacientes que tomam anticoagulantes, como é o caso da
varfarina. Enquanto, o PT avalia a via extrinseca e via comum da cascata da coagulagao, isto &,
os fatores VII, X, V, protrombina e fibrinogénio, o PTTa mede a via intrinseca e via comum,
ou seja, os fatores X, V, protrombina e fibrinogénio (13). Na coagulagao recorre-se ao uso do
aparelho Ceveron® alfa que se baseia no método 6ptico, ou seja, a luz incide sob a amostra
de plasma ao ser adicionado o fator tecidular. Apds formagao do coagulo, a luz incide sobre
o mesmo e difunde noutra direcao onde esta outro detetor, diferente do que recebeu a luz
emitida inicialmente. O tempo que demorou a formagao do coagulo corresponde a diferenga
de tempo da luz recebida entre os dois detetores.

Manualmente sao feitos os esfregagos sanguineos, com coloragao de wright, contagem de
reticuldcitos, testes seroldgicos e as velocidades de sedimentagao (VS).

Os reticulocitos sao células percursoras eritroides sem nucleo que apresentam RNA, e
podem estar presentes em pequenas quantidades em circulagao. A sua contagem pode ser
uma forma de perceber a eficacia de produgao das células eritroides na medula (47). Para tal,
ao esfregaco sanguineo ¢ adicionado corante supravital numa proporgao de |:l. A contagem
é feita em lamina, sendo contado o ndmero de reticulocitos por cada 1000 eritrocitos maduros
(46).

Os eritrocitos tém na sua membrana proteinas integrais e glicoesfingolipidos superficiais
responsaveis pela estrutura antigénica, que permitem, por exemplo, a serotipagem sanguinea

em ABO e Rh (47). Para determinar os grupos sanguineos é realizado um imunoensaio de
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aglutinagao, por adicao de anti-imunoglobulinas A, B e D. Nos casos em que o individuo é
considerado Rh negativo € realizada confirmagao por teste de coombs indireto.

O teste de coombs indireto € um método realizado para a confirmagao da presenga de
anticorpos anti-D na corrente sanguinea. Este método tem importancia clinica em gravidas,
para prevenir a reagao dos anticorpos da mae contra as células do feto, caso esta seja Rh
negativo. A amostra de soro do utente sio adicionados eritrécitos de antigenicidade
conhecida, seguida de anti-imunoglobulinas, caso haja aglutinagao entao o teste é positivo. (48).

As velocidades de sedimentagao sao obtidas pelo método tradicional de Westergreen que
consiste em preencher tubos de vidro graduados ou de vacuo, até a marca 0, com sangue
venoso anticoagulado e verificar a sedimentagao ocorrida ao fim de uma hora. O método
reflete processos inflamatorios no organismo e baseia-se na agregagao eritrocitaria. Isto
ocorre pela presencga das proteinas inflamatoérias que tém carga positiva e neutralizam as cargas
negativas dos eritrécitos que sao responsaveis pela repulsao entre eles, fazendo com que

sedimentem mais rapidamente (49).
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6. Microbiologia

O ramo da microbiologia engloba tudo o que seja analises bacteriologicas, micoldgicas e
parasitoldgicas, como tal existe uma variedade de amostras observadas no setor, desde
zaragatoas nasofaringeas, exsudados vaginais, expectoragao e as mais frequentes fezes e urina.

Uma das requisicoes mais comuns no laboratério é a urocultura para despiste de infe¢oes
do trato urinario (ITU). Existem particularmente quatro agentes etiologicos que mais
frequentemente provocam as ITU, Escherichia coli, Enterococcus spp., Proteus mirabilis e Klebsiella
spp., ou entao, mas menos frequente, Psedomonas aeruginosa. A urina é inoculada em meio
CPS, um meio com substratos cromogénicos que permitem a diferenciagao dos agentes
patogénicos consoante a coloragao da coldnia obtida. Apds 24h a 37°C é feita a contagem de
coldnias e identificagdo do microrganismo pela cor da colénia. Caso nao seja percetivel pela
cor, entdo procede-se a identificagao através do sistema Vitek® 2 Compact. O sedimento
urinario é sempre observado ao microscépio em simultaneo, de forma a confirmar presenga
ou auséncia de leucocitos que podem ser indicativos de bacteridria.

E também solicitado antibiograma, isto para, face ao microrganismo isolado, haver uma
nogao do perfil de suscetibilidade do mesmo a antibioticos e para o clinico perceber qual a
abordagem terapéutica mais correta (50). A prova de susceptibilidade pode ser realizada
manualmente pelo método de difusao em disco, por inoculagio em meio de Mueller Hinton
ou também, tal como na identificagao, pelo sistema Vitek® 2 Compact.

No que respeita as amostras fecais, sao realizadas coproculturas e exame parasitologico.
A coprocultura é um exame microbiologico solicitado quando ha suspeita de algum disturbio
intestinal que tenha como causa Salmonella spp., Escherichia coli, Shigella spp. ou Campylobacter
spp. (50). Ja o exame parasitoldgico permite a pesquisa de parasitas intestinais, como é o
exemplo de Cryptosporidium parvum. Antes de observagao microscopica entre lamina e lamela,
é feita a preparagao a fresco ou concentrado da amostra, a partir de trés amostras diferentes,

colhidas preferencialmente em dias diferentes.
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7. Conclusao

Desde o inicio do meu percurso académico que senti admiragao pela area das andlises
clinicas, de como a andlise de uma amostra bioldgica contribui para o diagnéstico de uma
patologia.

No estagio tive oportunidade de acompanhar a realidade de um laboratério de andlises,
entrar na rotina de trabalho e entender como tudo se processa, o que me ajudou a melhorar
nao soé a nivel profissional como a nivel pessoal.

Pude consolidar os conhecimentos adquiridos ao longo das aulas teodricas, adquirir
competéncias na realizacao de tarefas e melhorar em termos de relagao interpessoal e de
trabalho em equipa. Evidenciei a importancia de garantir o rigor dos resultados e o papel que
o analista tem nesse sentido, da importancia do espirito critico na interpretagao de resultados
e na toma de decisoes quando algo nao corre como o previsto.

Penso que o estdgio € uma mais-valia para a conclusao do mestrado em andlises clinicas,

cujos conhecimentos me ajudarao na integragao no mercado de trabalho.
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