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Resumo

No ambito do Mestrado em Analises Clinicas, pela Universidade de Coimbra, tive a
oportunidade de dividir a minha experiéncia entre dois laboratérios: O Laboratério de
Citogenética e Genomica da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra (LCG-
FMUC) e o Laboratério de Patologia Clinica do Pioledo, pertencente ao grupo UNILABS

Portugal.

No laboratério LCG-FMUC, tive a oportunidade de aprofundar os meus
conhecimentos relativamente a area da genética e da citogenética, conciliando a isto o
diagnostico pré e pos-natal. A nivel do Laboratério de Patologia Clinica do Pioledo foi-me
permitindo o aprofundamento e aplicagao de conhecimentos teoricos e praticos apreendidos

durante o mestrado, na realidade diaria de um laboratério de ambulatério.

O presente relatério contém uma caracterizagdo de ambos os laboratorios,
englobando uma descricao de metodologias e procedimentos praticos, onde me foi dada a
oportunidade de executar durante o periodo de estagio. A descricdo mais pormenorizada

incide sobre as areas da Citogenética e da Bioquimica.

Palavras-Chave: Citogenética, Bioquimica, Anadlises Clinicas, LCG-FMUC, Laboratério de

Patologia Clinica do Pioledo.
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Abstract

As part of the Master's Degree in Clinical Analysis at the University of Coimbra, | had
the opportunity to share my experience between two laboratories: The Laboratory of
Cytogenetics and Genomics of the Faculty of Medicine of the University of Coimbra (LCG-
FMUC) and the Laboratory of Clinical Pathology do Pioledo, belonging to the UNILABS
Portugal group.

At the LCG-FMUC laboratory, | had the opportunity to deepen my knowledge in the
area of genetics and cytogenetics, combining pre- and post-natal diagnosis with this. At the
Pioledo Clinical Pathology Laboratory, it allowed me to deepen and apply the theoretical and
practical knowledge learned during the master's degree, in the daily reality of an outpatient
laboratory.

This report contains a characterization of both laboratories, including a description of
methodologiesand practical procedures, where | was given the opportunity to perform during
the internship period. The more detailed description focuses on the areas of Cytogenetics and
Biochemistry.

Keywords: Cytogenetics, Biochemistry, Clinical Analysis, LCG-FMUC, Laboratory of Clinical
Pathology of Pioledo.
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Introducao

O presente relatorio foi realizado no ambito do Mestrado de Analises Clinicas da
Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra, e reporta o estagio curricular realizado
no Laboratorio de Patologia Clinica do Pioledo e no laboratério de Citogenética e Gendmica
da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra (LCG-FMUC).

O LCG-FMUC centra a sua atividade a nivel do diagnostico pré e pos-natal, através de
areas como a Citogenética Convencional, Gendmica, Citogenética Molecular e Biologia
Molecular.

O Laboratério de Patologia Clinica do Pioledo fornece resultados de utentes de
praticamente toda a regiao de Tras-os-Montes e Alto Douro. Inserido num dos maiores
grupos de diagnostico da Peninsula Ibérica, esta equipado com a mais recente tecnologia e
equipamento para o diagndstico in vitro.

Este estagio teve como objetivo o aprofundamento e aplicagao de conhecimentos
tedricos e praticos aprendidos durante o mestrado, na realidade diaria de um laboratério de
ambulatorio e no laboratério de genética médica.

A Citogenética Convencional é uma técnica de diagndstico importante na medicina,
especialmente no diagnostico pré e pos-natal. Esta técnica permite a analise dos cromossomas
em busca de anomalias estruturais e numéricas, que podem estar associadas a diversas
condig¢oes genéticas.

Por sua vez, estima-se que 60 a 70% das decisoes clinicas sao baseadas em resultados
laboratoriais. Deste modo o papel do laboratério clinico é essencial, sendo o rigor e o
controlo analiticos pontos fulcrais pela importancia informativa de que se revestem. Cabe-nos
cada vez mais, nao sé produzir bons resultados assegurando a qualidade analitica, mas
sobretudo aprimorar e fornecer elementos de decisao clinica relevantes, contribuindo para a
reducao do risco clinico.

A maioria das doengas organicas (doengas hepaticas, renais e tiroideas) por exemplo,
podem ser, na maioria dos casos, identificadas apenas com recurso a exames laboratoriais.
Muitas dessas doengas sao assintomaticas nos estagios iniciais e, portanto, € pouco provavel
que sejam clinicamente detetadas. A identificagao precoce de patologias assintomaticas deve

permitir uma melhor monitorizagao da doenga em si e um menor gasto nos cuidados de saude.
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Capitulo I- A citogenética como drea fundamental no diagnéstico pré e pés-natal

I.I O laboratério de Citogenética e Genomica da FMUC

A atividade na area do diagnostico pré e pos-natal no LCG-FMUC teve inicio na década
de 90, sendo desde entao coordenado pela Professora Doutora Isabel Marques Carreira.
E composto por uma equipa multidisciplinar de 8 especialistas genéticos reconhecidos pela
Administragao Central do Sistema de Saude (ACSS), dos quais 4 também reconhecidos
como Especialistas Europeus em Genética Clinica Laboratorial, titulados pelo European
Board of Medical Genetics da European Society of Human Genetics (ESGH). A nivel da
Gestao da Qualidade Laboratorial para além de todos os Controlos Internos de Qualidade
para os parametros de diagnodstico efetuados, participa anualmente em diferentes
programas de controlo externo de qualidade do Genomics Quality Assessment (GenQA).
O LCG é também certificado pela norma ISO 9001:2015.

Os testes genéticos oferecidos a Comunidade pelo LCG incluem: Citogenética
Convencional, Citogenética Molecular, Biologia Molecular, Citogenomica e NGS (Next-

Generation Sequencing).

I.2 A Citogenética e os cromossomas

O inicio da citogenética humana ¢ atribuido a Walther Flemming, que publicou as
primeiras ilustracoes de cromossomas humanos em 1882. Ja em 1888, Waldeyer
introduziu a palavra “cromossoma”, do grego “corpo colorido”. A citogenética foi
entretanto descrita por Sutton como sendo o estudo dos cromossomas, acoplando a area
da genéticaa area da citologia [I]. O nimero de cromossomas humanos é 46, sendo que
os 46 cromossomas resultam de 23 pares combinados entre si. Destes 23 pares, 22 dizem
respeito aos autossomas e os restantes sao designados de cromossomas sexuais [, 2].

O material nucleoproteico dos cromossomas é a cromatina, que resulta do
enrolamento de uma molécula de DNA (acido desoxirribonucleico) em torno de proteinas
histonicas e nao histénicas. Este processo de enrolamento de DNA em torno de proteinas
constitui o primeiro passo de uma série de processos de enrolamento que dao lugar ao
cromossoma compactado que pode ser observado ao microscopio quando em metafase.
Enquanto as proteinas histonicas sao fortemente conservadas e participam na condensacao
de cromossomas, as nao histonicas, para além disso, podem atuar na regulagao da atividade
génica ou funcionar como enzimas (ex: DNA polimerase). A cromatina pode ainda existir
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em diferentes formas de condensagao, entre as quais temos a eucromatina, menos
condensada e contendo as regioes codificantes de DNA, e a heterocromatina, mais
condensada nao compreendendo DNA codificante [2].

Na citogenética, o requisito mais critico € que as células estejam vivas e tenham
capacidade proliferativa, na medida em que os cromossomas sao individualmente
distinguiveis apenas durante o processo de divisao celular. A etapa da mitose em que se
estudam os cromossomas € a metafase, em que os cromossomas atingem o ponto maximo
de condensagao. Estruturalmente, um cromossoma metafasico é constituido por dois

cromatideos irmaos compostos por DNA compactado [I, 3] .

|.3 Diagnostico genético
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O diagnostico genético pode surgir em diferentes contextos, entre os quais o
diagnodstico pré-natal e pos-natal.

Atualmente as metodologias para o diagnostico genético assentam em quatro grandes
areas, a Citogenética Convencional, a Citogenética Molecular, a Biologia Molecular e a
Gendmica, mas nem sempre assim foi. O cariotipo surgiu na década de 70s, o caridtipo de
alta resolucao foi desenvolvido na década de 80s e a FISH foi implementada ja nos anos
90s. A nivel da gendmica, desde 2010, que a analise cromossémica por arrayCGH passou
a ser uma técnica de primeira linha para as alteragoes cromossémicas desequilibradas [2].

Os procedimentos laboratoriais da Citogenética Convencional estao esquematizados

na Figura |.

1. Andlise numérica

2. Anélise Estrutural

3. Nomenclatura ISCN 2020
l E | | |
l

Estabelecimento - = 5
de cultura celular| a a Manipulagso éé Espalhamento é

1. Adicdo da Colcemida Bandagem GTL
2. Adicdo da Solugdo Hipotodnica Bandagem CBG e NOR
3. Fixacdes

Figura |- Procedimentos laboratoriais da Citogenética Convencional.



|.4 Metodologias praticas da Citogenética Convencional

|.4.1 Amostras recebidas

Para o estudo da citogenética convencional e para o estudo molecular, a nivel de
diagnostico pré-natal, chegam ao laboratério amostras colhidas por métodos invasivos
como as vilosidades corionicas (CVS) colhidas através de bidpsia das vilosidades coridnicas
e liquido amniotico (LA) colhido através da amniocentese. No ambito do diagnodstico pos-
natal chegam normalmente fibroblastos, geralmente de produtos de abortamento, e
sangue periférico.

As amostras de LA chegam em condigOes estéreis e armazenadas em duas caixas de
cultura celular. As amostras de CVS e de bidpsias de pele chegam em tubos de cultura
estéreis com meio de transporte especifico, tubos estes preparados no laboratorio e
enviados para o local das colheitas. As amostras de sangue para a realizagao de cariétipo
chegam em tubos de heparina de sodio ou litio.

Antes do estabelecimento da cultura é feito um registo interno com os dados da
amostra. As caixas sao devidamente etiquetadas. No caso das amostras de LA é feitauma

analise macroscopica da amostra: aspeto e volume (se limpido, turvo ou sanguinolento).

|.4.2 Estabelecimento da Cultura Celular

Todos os procedimentos no LCG-FMUC sao feitos em condi¢oes de assepsia. As
culturas celulares sao estabelecidas numa sala propria, sala de cultura, que assegura estas
mesmas condigoes.

Sao sempre estabelecidas duas linhas celulares para cada amostra, Linha A e Linha B,
onde cada caixa difere no seu meio, incubadora, cdmara de fluxo e operador. Os meios
sao enriquecidos com soro bovino fetal para que a cultura possa proliferar de forma mais
rapida, contendo também agentes mitogénicos que estimulam as mitoses. O
estabelecimento de duas linhas celulares é de extrema importancia para assegurar que se
tenha sempre crescimento e também para avaliar potenciais fenomenos de cultura que
possam surgir apenas numa linha [I].

Apos o inicio das culturas é imperativo que sejam mantidas condigoes otimas de
temperatura, humidade e pH até que haja um nimero adequado de células em divisao. A
temperatura ideal de crescimento das células humanas é de 37°C, podendo ser mantidas

em sistemas abertos ou fechados [I]. Normalmente as amostras de sangue periférico sao
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mantidas em sistemas fechados enquanto amostras de CVs e LA sao mantidas em sistema

aberto. O tempo entre as trocas de meios vai depender do tipo celular presente.

|.4.3 Estabelecimento de cultura de Biopsia das Vilosidades Coridnicas

A técnica de biopsia de vilosidades coridnicas é geralmente realizada entre a 10° e 12°
semana de gestagao, sendo que a principal vantagem do uso das CVs é a obtengao de
tecido fetal no inicio da gravidez [4]. Uma das desvantagens destas amostras sio os
mosaicos confinados a placenta, em que cerca de |-2% das placentas podem ter uma
constituicdo cromossomica diferente da do embriao obrigando a clinica a prosseguir
muitas das vezes para uma segunda colheita invasiva, neste caso de liquido amniotico [2].

As células cultivadas nestas amostras sao os fibroblastos do core do trofoblasto que
tém grande capacidade proliferativa in vitro, sendo células adequados para fins de
diagnostico citogenético [5].

No caso das CVs é também feita uma separagiao antes de se prosseguir para o
estabelecimento de cultura, visto que normalmente estao contaminadas por particulas de
sangue e de tecido materno. O processo inicia-se na cdmara de fluxo fazendo-se lavagens
sucessivas com tampao-salino (PBS), até retirar todo o meio de transporte limpando assim
a amostra e permitindo a sua visualizagao a lupa. A separagiao é feita recorrendo ao
microscopio de dissecagao (ou lupa), dentro da camara de fluxo, com a ajuda de um par
de pingas. O material materno difere do material fetal por ter uma cor mais escura e
aparéncia irregular, enquanto o fetal é de cor mais clara e aparéncia lisa [6]. Esta etapa é
particularmente importante, ja que diminui a contaminagao das amostras com material
materno, o que poderia afetar o correto diagnostico. No caso das CVS, estas também tém
de ser desagregadas para que seja possivel a obtengao de uma suspensao celular, sendo
esta suspensao obtida através de digestao enzimatica com tripsina e colagenase [I].

O processo prossegue entao com uma digestao em tripsina e colagenase, permitindo
assim a obtencao de uma suspensao celular. Segue-se uma homogeneizagao no vortex de
modo a obter um pellet, sendo que a este pellet é adicionado soro bovino fetal (FBS) para
inibir alguma agao enzimatica ainda existente. O contetdo é distribuido pelas duas caixas
de cultura, previamente identificados e com os respetivos meios para a linha A e B. Para o
crescimento, as duas caixas sao colocados em incubadoras distintas com sistema aberto

[5]- No caso de terem sido solicitados estudos moleculares uma pequena porgao é



colocada em tampao de lise para extragao de DNA, sendo que, no caso de ser um feto do

sexo feminino, é feito um despiste de contaminagao materna.

estabelecer cultura. Imagem fornecida pelo LCG-FMUC.

|.4.4 Estabelecimento de Cultura em Liquido Amniético

O periodo 6timo para realizara amniocentese € entrea |15* e a | 7% semana de gestagao
[4]. O estabelecimento de cultura de LA consiste em aplicar diretamente os respetivos
meios das linhas A e B em cada uma das caixas de cultura, de modo a estabelecer duas
culturas independentes.

No liquido amnidtico encontramos os amniocitos que sao células de descamagao da
pele fetal, bexiga, trato gastrointestinal e amnio. Grande parte destas células esta morta,
sendo que por isso muitas das vezes se faz uma pequena centrifugagao de modo a obter
um pellet de células viaveis que vao estabelecer cultura. O sobrenadante é enviado para

estudos bioquimicos, se houver solicitagao para esses estudos por parte do clinico [I1].

|.4.5 Manipulagao

A decisao de manipular a caixa vai depender da confluéncia que estas apresentem
quando observadas ao microscopio invertido. O ideal sera entre os 60-80% de confluéncia
(Figura 3), sendo que com valores inferiores pode nao ser possivel obter células suficientes
para a realizagao do estudo. No caso de desbastes para DNA, aquando da necessidade de
recorrer a técnicas moleculares,a confluéncia das caixas deve ser préoxima de 100%. Nesta
situagao € feita uma lavagem das caixas com PBS e a destacagem das células é feita com
um raspador através de um processo mecanico. No final é adicionado novamente meio

nas caixas de cultura.
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No caso das caixas com 60-80% de confluéncia da-se inicio ao processo da
manipulagao. Esta consiste em trés etapas fundamentais: (I) Adigao da colcemida, (2)
Adicao de solugao hipotonica, (3) Fixagoes, pontos estes esquematizados na Figura |.

Primeiramente, e antes da adicao da colcemida, ocorre a adicao de Chromossome
Resolution Additive (CRA) para que seja possivel obter uma melhor resolugao do padrao
de bandas dos cromossomas. Apos a incubagao com a solugao de CRA, segue-se a adigao
do inibidor mitético colcemida. Esta liga-se a tubulina, impedindo a formagao das fibras do
fuso acromatico e impedindo a migragao dos cromatideos irmaos para os polos na anafase,
interrompendo assim o ciclo celular em metafase [1].

O segundo passo fulcral na manipulagao ¢ a adi¢ao da solugao hipotonica de KCl, que
tem como objetivo o intumescimento das células, permitindo assim uma melhor dispersao
dos cromossomas, facilitando o seu estudo. Nao se pretende que as células rebentem no
choque hipotonico, mas que turjam o suficiente para s6 rebentarem aquando do
espalhamento na lamina [I, 7]. Ainda antes do processo de fixagao ocorre o chamado
processo de pré-fixacao, em que sao adicionadas umas gotas de fixador nas amostras com
o intuito de aumentar a rigidez das membranas celulares evitando assim que as células
rebentem antes do tempo desejado.

Por fim, o terceiro passo da manipulagao é o processo de fixagao que diz respeito a
adicao de 3 fixadores, compostos por uma mistura de acidoacético e metanol, intercalados
com centrifugdes. Esta etapa tem como objetivo remover a agua das células, matando-as
e preservando-as, endurecendo as membranas e a cromatina, preparando assim os
cromossomas para a bandagem. Na primeira fixagao as células sao suspensas de forma
suave no fixador. As restantes fixagoes podem ser feitas de forma mais rapida visto que as
células ja estao mais endurecidas. Aquando da adi¢ao do ultimo fixador, o tubo é
armazenado no frigorifico sendo que sé é submetido a centrifugagao aquando do
espalhamento. Sera importante referir que os fixadores deverao ser preparados no dia,

visto que absorvem agua diminuindo as suas propriedades [I, 7].



Figura 3- Caixa com 60-80% de confluéncia. Imagem
fornecida pelo LCG-FMUC.

|.4.6 Espalhamento

Um bom espalhamento é a base para uma boa andlise cromossémica, fornecendo
metafases bem espalhadas pela lamina, com poucas sobreposi¢coes e desprovidas de
citoplasma.

O espalhamento é feito dentro de uma camara onde é controlada a temperatura e a
humidade. Quando as células frageis e turgidas entram em contacto coma lamina, o fixador
comega a espalhar-se e a evaporar. O tempo de evaporagao influencia o espalhamento e,
portanto, estas variaveis devem ser controladas pelo operador de modo a obter o melhor
resultado. A humidade e temperatura com que se espalha pode variar de acordo com o
tempo em que o caso tenha estado em fixador e com o a técnica de espalhamento do
proprio operador [I, 7]. Sao espalhadas normalmente entre 4-6 laminas sendo que o
numero depende do operador. As metafases espalhadas sao avaliadas ao microscopio de
contraste de fase. Depois do espalhamento é feito um envelhecimento das laminas para

que os cromossomas resistam melhor a agao da tripsina.

|.4.7 Bandagem

Existem varias técnicas de bandagem, sendo as mais comuns o bandeamento GTG/GTL
(bandas G, usando Tripsina e corante de Giemsa/Leishman), a bandagem reversa (bandas
R), que produzem um padrao de bandas que é o inverso das bandas G, a coloragao AgNOR

(coloragao com nitrato de prata das regioes organizadoras de nucléolos) e o bandeamento

CBG (bandas C usando hidréxido de bario e corante Giemsa) (Tabela [) [8, 9].
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As bandas G sao as utilizadas por rotina a nivel laboratorial, sendo que, sempre que
houver necessidade, técnicas de bandagem como a CBG ou AgNOR sio utilizadas

complementarmente a banda G.

Tabela I- Tipos de bandagem, usos e vantagens. Adaptado de [8].

Tipo de | Corante Analise Usos e Vantagens
Bandagem
Bangas G Leishman Microscopio de | Identificagdo de todos os cromossomos e bandas;

campo claro

Bandas R Giemsa Microscopio de | Identificagio de todos os cromossomos e bandas;
campo claro visualizagdo de telédmeros e pequenas bandas R

positivas;
Bandas C Leishman Microscopio de | Identifica seletivamente a regido de heterocromatina
campo claro constitutiva em redor dos centromeros, as regioes

polimorficas dos cromossomas |, 9 e 16 e o brago
longo distal do cromossoma Y;

Bandagem Nitrato de | Microscopio de | Identifica as regides organizadoras de nucléolos
AgNOR prata campo claro contendo DNAr ativo em nucleos interfasicos e locais
proximos das extremidades dos bragos dos
cromossomos humanos acrocéntricos 13, 14, 15, 21
e22.

[.4.8 Anadlise microscopica

Depois das laminas estarem coradas, estas sio enviadas para o laboratério de
microscopia onde é feita a andlise numérica e estrutural dos cromossomas. A analise
estrutural é feita comparando o padrao de bandas dos cromossomas homologos. A
procura das metafases é feita com a objetiva de 10x, sendo que sao procuradas metafases
com os cromossomas de maior resolugao e mais bem espalhados. Depois de selecionar as
metafases utiliza-se a objetiva de 100x para a realizagio do estudo. No estudo sao
avaliadas varias metafases de modo que a estrutura de todos os cromossomas seja
analisada em, pelo menos, duas metafases [9]. A nomenclatura utilizada rege-se pelo ISCN

2020 [10].



|.5 Casos Clinicos

Caso Clinico |

Diagnostico Pré-Natal a partir de uma amostra de CVS com |2 semanas e
4 dias e com indicacao clinica de holoprosencefalia, ventriculomegalia, agnesia
corpo caloso, polidactilia, onfalocelo e artéria umbilical unica. Foi pedido o

estudo do cariétipo.

Procedeu-se ao estudo do cariétipo, através da analise das metafases com bandagem
GTL, obtidas a partir de duas linhas de cultura de vilosidades coridnicas.

O resultado do cariotipo segundo a nomenclatura do ISCN de 2020 é:

ISCN (2020): 46,XY,+13,der(13;14)(q10;q10), ou seja, estamos perante um feto do
sexo masculino com uma cépia adicional do cromossoma |3, resultante da presenga de
um derivativo (l3;14), dando assim origem a um cariétipo com 46 cromossomas. Por se
tratar de uma translocagao Robertsoniana entre os cromossomas 13 e 14 os pontos de
quebra sao em 13ql0 e 14ql0. A trissomia do |3 esta associada ao Sindrome de Patau,
sendo que esta aneuploidia estara na origem das alteragoes ecograficas verificadas no feto.

A trissomia do cromossoma |3 geralmente aparece na sua forma livre, com a presenca
adicional de um cromossoma |3 em todas as células do corpo. Neste caso em particular,
a trissomia |3 resulta da presenca de uma translocagio Robertsoniana entre o
cromossoma |3 e o cromossoma 14 [I1, 12].

As implicagoes deste resultado devem ser bem explicadas aos progenitores numa
consulta de genéticamédica, utilizando linguagem compreensivel e clara. Deve ser discutida
condigao genética, risco de recorréncia, o que sera espectavel a nivel de fenotipo pré e
pos-natal, futuros estudos dos progenitores, situacoes de infertilidade e abortos
espontaneos [I].

Clinicamente, sao manifestadas muitas anomalias congénitas, entre as quais,
malformag¢oes no cérebro, destacando holoprosencefalia, ventriculomegalia, agnesia do
corpo caloso, hidrocefalia, cisterna magna aumentada, microcefalia e anomalias do
cerebelo. Defeitos faciais da linha média, destacando labio leporino mediano. Anomalias
cardiacas, destacando defeitos do septo ventricular. Anomalias do trato genitourinario,
destacando rins multiquisticos e obstrucao uretral. Anomalias a nivel da parede abdominal,
destacando o onfalocelo. A nivel das anomalias dos membros podem ser verificadas

polidactilia pré e pos-axial das maos e dos pés, sendo que neste caso pode existir
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dificuldade na detecao devido a posigao do feto, obesidade materna, entre outros. Muitas
vezes também é verificada artéria umbilical unica [I, 11].

A trissomia do |3 é quase sempre fatal durante a gravidez ou logo apés o nascimento,
devido as malformagoes complexas, tendo uma incidénciade | em 12.000 nascidos vivos.
Acredita-se que | em cada 1.000 individuos saudaveis seja portador de uma translocagao
Robertsoniana, herdando-a de um dos pais com fenétipo normal [I, 2, I1]. Deficiéncias
mentais graves, falha de crescimento e convulsdes sio observadas naqueles que
sobrevivem, sendo que sé cerca de 5-10% tém um tempo de vida longo [I, |1]. O risco
de recorréncia é considerado baixo, sendo que para fins de aconselhamento genético é
geralmente citado um risco inferiora 1% [I, 13].

A nivel do estudos dos progenitores, estes devem ser feitos para se averiguar se existe
uma histéria familiar por detras da alteragao estrutural, ou seja, verificar se algum dos
progenitores é portador do der(13;14) na sua forma equilibrada, tendo assim um cariétipo
de 45,XX ou 45,XY [12]. Caso algum dos progenitores seja portador, o estudo deve ser
alargado aos pais do portador de forma a ser possivel oferecer diagnodstico pré-natal em
futuras gestagoes e para além disso os portadores podem recorrer a um rastreio pré-natal
nao invasivo, mesmo antes das 10 semanas de gestagao.

Para além disso, ha uma grande incidéncia de casos de infertilidade e abortos
espontaneos nos portadores do der(13;14) [I, 13, [4]. A estes casais pode ser oferecida
a procriagao medicamente assistida com diagnodstico genético pré-implantatério (PGD) e
no caso de homens com baixa producio de esperma pode ser utilizada a injegao
intracitoplasmatica que se trata de uma técnica de procriagio medicamente assistida,

incluida no tratamento de Fertilizacao in Vitro (FIV) [2].



Caso Clinico 2

Diagnostico Pré-natal a partir de uma amostra de CVS com 12 semanas e
com indicacdo clinica de higroma e hidropsia. Foi pedido o estudo do cariotipo.
Procedeu-se ao estudo do cariétipo, através da analise das metafases com
bandagem GTL, obtidas a partir de duas linhas de cultura da amostra de

vilosidades coridnicas.

O resultado do cariotipo segundo a nomenclatura do ISCN de 2020 é:

ISCN (2020): 45,X, ou seja, estamos perante um feto do sexo feminino com a perda
total de um cromossoma X, dando origem a um cariétipo com 45 cromossomas.

A monossomia do X esta associada ao Sindrome de Turner, sendo que esta aneuploidia
vai de encontro com as alteragoes ecograficas verificadas no feto.

O Sindrome de Turner é a monossomia mais comum e afeta cerca de /2000 nascidos
vivos femininos. Cerca de 50% dos pacientes com este sindrome apresenta um cariotipo
45,X, podendo este evento verificar-se em todas as células ou na forma de mosaico, sendo
que os restantes 50% apresentam alteragoes estruturais do cromossoma X [I, 15, 16].

As implicagoes deste resultado devem ser bem explicadas aos progenitores numa
consulta de genéticamédica, utilizando linguagem compreensivel e clara. Deve ser discutida
a condigao genética, risco de recorréncia e o que sera espectavel a nivel de fenotipo pré
e pos-natal [1].

A nivel da ecografia sio encontrados normalmente, edema fetal difuso, higroma cistico
septado, anomalias renais e cardiacas, hidrépsia fetal nao imune, coluna cervical curta,
translucéncia da nuca aumentada, braquicefalia, hidroamnio e atraso no crescimento [I5].
O fenétipo é muito variavel, sendo o quadro ecografico fundamental no que ajuda a definir
a situagao como sendo mais grave ou menos grave. Normalmente um quadro de higroma
cistico septado associado a hidropsia fetal nio chega a termo, sendo oferecida a
interrupgao médica da gravidez.

O Sindrome de Turner é uma das anomalias cromossémicas associadas a abortos
espontaneos, tendo uma elevada taxa de letalidade no Utero. A maior taxa de letalidade é
atingida entre as 12-13 semanas de gestagao, sendo que 99.9% dos fetos morre até as 28
semanas. Especula-se que os que sobrevivem tenham algum grau de mosaicismo nao
detetado, para uma linha celular normal, sendo que a presenga desta linha celular pode

mudar as caracteristicas fenotipicas da sindrome [2]. As criangas que sobrevivem, podem
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apresentar baixa estatura, amenorreia primaria com auséncia dos caracteres sexuais
secundarios e falha gonadal com infertilidade, contudo outros sistemas e tecidos podem
estar afetados de forma variavel. O fenétipo é, portanto, muito variavel sendo que as
terapéuticas utilizadas também o sao, alguns exemplos sao dados a nivel da fertilidade e da
baixa estatura. A fertilidade nestas mulheres pode estar afetada de diferentes modos,
podendo ser inférteis ou ter uma fertilidade diminuida, pelo que a fertilizagao in vitro
podera ser uma alternativa. A nivel da baixa estatura, o tratamento com hormona de
crescimento tem sido feito de modo a estimular o crescimento [I, 2].

De acordo com a literatura, a maioria dos casos 45,X terao origem num erro pos-
zigotico, nao se justificando o estudo dos progenitores. O erro pos-zigético pode também
justificar o facto de nao haver uma correlagao direta com a idade materna avangada, ao
contrario do que é verificado nas trissomias mais comuns [l]. No caso de o ST se dever
a uma alteragao estrutural do cromossoma X, faria sentido estudar os progenitores de
forma a poder identificar possiveis alteragoes na sua forma equilibrada [2].

A nivel do risco de recorréncia é pouco provavel que pais que tiveram um filho com
sindrome de Turner, voltem a ter uma gestagao com a mesma aneuploidia. Estima-se que
a probabilidade de gestagoes recorrentes com Sindrome de Turner seja semelhante a da
populagao em geral [2, |5, 16]. A realizagao de um diagnéstico pré natal numa gestagao
futura, a ser solicitado, tera como indicagao outro motivo que nao o risco de recorréncia

de um cariotipo 45,X.



Capitulo Il- UNILABS Vila Real- Laboratério de Patologia Clinica do Pioledo

2.1 Laboratério de Patologia Clinica do Pioledo

A UNILABS iniciou o seu caminho em 2006, sendo que desde ai se potenciou
rapidamente utilizando uma estratégia de aquisicao de parceiros/laboratorios de elevada
qualidade por todo o pais.

O Laboratério de Patologia Clinica do Pioledo foi fundado em 1978 e adquirido em
2014 pelo grupo Botelho Moniz. Em 2017 a UNILABS adquire a BASE HOLDING que era
detentora dos laboratérios Botelho Moniz, passando assim o Laboratério de Patologia
Clinica do Pioledo a fazer parte do grupo UNILABS.

No que diz respeito a equipa, esta é composta pelo diretor técnico, por 2 especialistas
em analises clinicas, sendo um deles reconhecido pela EFLM (Europian Federation of
Clinical Chemestry and Laboratory Medecine), e seis técnicos de analises clinicas.

Diariamente, o laboratério recebe amostras bioldgicas de 500-750 clientes/utentes
provenientes de um total de 25 postos de colheita distribuidos pela regiao de Tras-os-
Montes e Alto Douro. Cerca de 80% do servico ¢ feito nas instalacoes do laboratoério,
sendo o restante enviado para o laboratério central localizado estrategicamente na zona
industrial do Porto, com o objetivo de receber amostras de todo o pais, bem como de

laboratorios de outros paises.

2.2 Sistema da Gestao da Qualidade Laboratorial (SGQ)

A nivel do Sistema da Gestio da Qualidade, o Laboratério de Patologia Clinica do
Pioledo tem uma politica de qualidade cuja gestao esta sob a responsabilidade de um gestor
da qualidade local, que responde diretamente ao diretor da qualidade do grupo UNILABS.

O laboratério esta formalizado de acordo com os requisitos da Norma NP EN ISO
9001:2015 abrangendo todas as atividades realizadas (colheitas e realizagao de analises
clinicas nas valéncias de microbiologia, bioquimica, hematologia, imunologia,
endocrinologia laboratorial, estudo funcional dos metabolismos, orgaos e sistemas de
monitorizacao de farmacos e toxicologia clinica), e sendo este o ambito da certificagao
desta organizagao, desde Margo de 2001.

Como software de apoio ao SGQ o laboratério utiliza o InnovWay®, software
desenvolvido pela Ambidata® que permite compilar toda a gestio documental bem como

registos de manutengao dos equipamentos, ocorréncias, constatagoes, entre outros.
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O laboratorio esta sujeito a auditorias internas trimestrais e auditoria externa anual

pelo Bureau Veritas.

2.3 Controlo de Qualidade Interno (CQI) e Controlo de Qualidade Externo (CQE)

Os controlos internos sao feitos diariamente na rotina do laboratério, com o objetivo de
diminuir a imprecisao dos métodos analiticos garantindo assim resultados fidedignos. Sao
usados controlos da Bio-Rad Laboratories em todos os setores do laboratorio com excegao
dos equipamentos da Sysmex e Capillarys 2 que utilizam apenas controlos internos dos
fornecedores. A Bio-Rad permite fazer uma comparagao em termos de performance analitica
com outros laboratorios que utilizam o mesmo lote de controlo, através da plataforma Unity
Real Time. Por defeito o CQI é feito em dois niveis (no minimo), podendo ser um nivel normal
e outro patologico. Alguns parametros da Imunologia e coagulagao sao controlados

diariamente em trés niveis de controlo.

Para além do controlo interno o laboratorio participa semanalmente em programas de
controlo externo, com objetivo de avaliar a exatidio dos métodos. Esta inserido no UK

NEQAS e no RIQAS, estando formalizado de acordo com o Despacho n.° 10009/2019.

2.4 Infraestrutura do Laboratorio

O Laboratério de Patologia Clinica do Pioledo, a nivel funcional é dividido em 4 setores:
O core, que diz respeito as areas da bioquimica e imunologia, a hematologia, a coagulagaoe a
parte da microbiologia. O sistema informatico de suporte ao laboratério é o Clinidata®,
desenvolvido pela MAXDATA. O Clinidata®recebe a informagdo do sistema operacional
administrativo ARA. O conjunto destes dois softwares é designado, dentro do grupo

UNILABS, como o OnellS.

O processo analitico tem inicio com a chegada das amostras ao laboratério, onde é feita
uma triagem, através do Clinidata®, ou no caso de malas que cheguem de postos de colheitas
informatizados é feita no ARA através da leitura e descarga da mala de transporte das
amostras, com a finalidade de dar entrada na unidade de produgao. Procedimentos adicionais
sao feitos, ja dentro da infraestrutura do laboratério, de acordo com o destino e pré-

tratamento da amostra.
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Na triagem de amostras existe o procedimento onde estao descritos e definidos pelo
grupo UNILABS os critérios de rejeicao de amostra. Estes critérios variam consoante o tipo

de amostra bem como os parametros a serem determinados.

2.5 Gestao das Amostras

No final do dia todas as amostras sao seladas e armazenadas durante um periodo definido
de acordo com a estabilidade da amostra, ficando registado no sistema informatico, qual a
posicao de cada amostra, para o caso de ser necessario efetuar uma nova determinagao numa

mesma amostra. Apos periodo definido as amostras sao destruidas.

2.6 Core: Bioquimica e Imunologia

2.6.1 ADVIA 1800
O autoanalisador ADVIA 1800 é um sistema automatizado de quimica clinica fabricado
pela Siemens. Este equipamento tem como finalidade a realizagao de uma elevada variedade
de testes de bioquimica clinica numa ampla gama de amostras bioldgicas, incluindo sangue
total, soro, plasma e urina. O ADVIA 1800 é capaz de realizar testes de rotina especializados,
incluindo ensaios enzimaticos, potenciométricos, colorimétricos e turbidimétricos, utilizando
uma tecnologia de detegao otica avangada para fornecer resultados confiaveis. Para além disso,

tem capacidade de processar até 1800 amostras por hora.

Dependendo dos resultados do controlo interno, uma calibragao pode ser necessaria,
como na mudanga de lote de reagente, quando o intervalo de calibragao tiver expirado, ou
quando existe um desvio do CQI. Os resultados sio avaliados e validados no Unity®,
plataforma que pertenca a Bio-Rad. O grupo UNILABS define os critérios de aceitagao de

acordo com o procedimento de revisao de bancada por ele definido.
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2.6.2 Capillarys Sebia 2

O sistema Capillarys Sebia 2, é um sistema de eletroforese capilar automatizado. Este
sistema ¢é utilizado para identificagao de proteinas, nomeadamente proteinas séricas, com alta
resolugao e precisao. A grande vantagem da execugao de um proteinograma é distinguir
fracoes de proteinas e identificar os componentes principais dentro de cada fragao, saber
tratar amostras que tenham um padrao monoclonal, identificar amostras que requerem
técnicas adicionais como imunofixacao e identificar amostras que tenham padroes anormais

de proteinas.

2.6.3 Heliprobe®

O sitema Heliprobe é um teste respiratério de Ureia '*C adequado para a confirmacio
e erradicagao da infegao por Helicobacter pylori. O sistema é composto por componentes:
HeliCapTM, BreathCardTM e o analisador Heliprobe®. Na presenca de Helicobacter pylori a
Ureia '“C é metabolizada a diéxido de carbono e amoniaco pela urease, produzida pela
bactéria. Os isétopos '“C disponiveis, agora na forma '“CO,, difundem para o sangue para
serem exalados pelos pulmoes. Uma resposta positiva evidencia de forma conclusiva que o

paciente estd infetado com Helicobacter pylori.

2.7 Bioquimica Clinica

A Bioquimica é o estudo da quimica dos processos Biologicos, sendo que estes
processos envolvem a interagio de duas classes fundamentais de moléculas: as
macromoléculas, como proteinas e acidos nucleicos e os metabolitos como a glicose e o

glicerol [17].

A importincia da Bioquimica Clinica é fundamental a nivel das Analises Clinicas, na
medida em que estuda processos quimicos que ocorrem no organismo humano relacionando-
os com situagoes de saude ou doencga. Através da realizagao de testes bioquimicos, é possivel
avaliar a funcao de diferentes 6rgaos e sistemas do corpo, como é o caso do perfil lipidico que
tem associado a si risco cardiovascular, a fungao renal com a avaliagao da fungao glomerular e
funcao tubular, a fungao hepatica com avaliagao da fungao de sintese e lesao hepatocelular, a
fungao pancreatica, o estudo de alteragdes no metabolismo de hidratos de carbono, entre

outros.
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Para a analise Bioquimica chegam ao laboratorio amostras de sangue colhidasem tubos
BD Vacutainer® SST® Il Advance®, que contém ativador de codgulo pulverizado na parede do
tubo, acelerando o processo de coagulagao, com gel separador para obtengao de soro com a
mais alta qualidade. Amostras de wurina ocasional e das 24h, em tubos BD

Vacutainer® Urinalysis Preservative Plus.

2.7.1 Perfil Lipidico e Risco Cardiovascular

Apesar dos avangos diagnosticos e terapéuticos ocorridos na ultima década, as doengas
cardiovasculares continuam a ser a principal causa de morte a nivel mundial, tendo uma
contribuicao de cerca de 30% do total de obitos. No entanto, a maior parte dos seus
determinantes sdo conhecidos e modificaveis. O estudo INTERHEART mostrou que a
dislipidemia € um dos fatores de risco modificaveis mais importantes em doentes com enfarte
agudo do miocardio, comparativamente a populagao de controlo. O diagnostico destas é
realizado pela avaliagao a nivel laboratorial, do colesterol total, triglicerideos (Tg), colesterol
das HDL (do inglés Hight Density Lipoproteins) e colesterol das LDL (do inglés Low-Density
Lipoproteins) [18, 19].

A medicao do perfil lipidico em jejum versus nao jejum é um tema em evolugao, sendo
que atualmente se considera que as alteragoes médias maximas para niveis aleatorios sem
jejum versus niveisde jejum sao de +26 mg/dl para triglicerideos, -8 mg/dl| para colesterol total
e -8 mg/dl para LDL. O colesterol HDL nao apresenta, ao que tudo indica, alteragoes. Embora
O jejum possa ser necessario para a medicao precisa de Tg, nao ha evidéncias suficientes que

comprovem a necessidade de jejum para os restantes componentes do perfil lipidico [20].

As lipoproteinas sao complexos macromoleculares de lipidos que cumprem a fungao
de transporte desta biomolécula na corrente sanguinea, sendo constituidas por um core
hidrofobico e uma superficie hidrofilica (constituida por grupos e regidces polares de

fosfolipidos e colesterol livre, bem como proteinas - apoproteinas ou apolipoproteinas).

As lipoproteinas sao entao divididas em 6 classes de acordo com a sua densidade crescente:
Quilomicrons, VLDL (do inglés Very Low Density Lipoproteins), IDL (do inglés Intermidate-
Density Lipoproteins), LDL e HDL [17, 21]. As propriedades das lipoproteinas plasmaticas

estao evidenciadas na Tabela 2.
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Tabela 2- Propriedades das lipoproteinas plasmaticas, adaptado de [16, 19].

Quilomicrons  VLDL IDL LDL HDL
Densidade <0,95 0,95-1,006 1,006-1,019 1,019-1,063 1,063-
(g/ml) 1,210
Diametro (nm) >70 26-70 22-24 19-23 4-10
Razio 99:1 90:10 85:20 80:20 50:50
lipido/proteina
Principais Exdgenos (Tg) Endogeno  Endégenos Esteres de Fosfolipid
lipidos (Te) (ésteres de Colesterol os

colesterol)

Principais A-l B-100 B-100 B-100 A-l
proteinas B-48 C-l E A-ll

C-l C-ll

C-ll C-lli

C-lli E

Como referido anteriormente, o perfil lipidico é entao composto por diversas fragoes,
incluindo colesterol total, o colesterol LDL, o colesterol HDL e os Tg. As concentragoes
dessas fragoes lipidicas na corrente sanguinea podem estar relacionadas com risco no
desenvolvimento de doencas cardiovasculares, como a aterosclerose, o enfarte do miocardio

e acidente vascular cerebral [21, 22].

Segundo Grundy and Feingold e White et al, niveis elevados de colesterol LDL estao
associados a um risco aumentado de doenca cardiovascular e por outro lado niveis elevados

de colesterol HDL tém sido associados a um risco reduzido de doencas cardiovasculares [23,
24].

Cointois et al, enfatiza que a adigao da medigao da apo B ao painel lipidico de rotina,
para avaliar e monitorizar pacientes com risco de desenvolver doengas cardiovasculares, seria
uma mais valia, na medida em que a apo B é uma componente de todas as particulas com

potencial aterogénico, incluindo VLDL, LDL, IDL e lipoproteina (a) (Lp(2)) [25].

2.7.1.1 Colesterol HDL e Prevencao da Aterosclerose

As HDL tém multiplas atividades biologicas benéficas no contexto de prevengao da
aterosclerose e doencas relacionadas.
As lipoproteinas HDL, também conhecidas como “bom colesterol” sao produzidas a nivel do
figado e do intestino, e tém como principal fungao o transporte reverso de colesterol, que

leva o colesterol de tecidos extra-hepaticos até ao figado para ser excretado na forma de bilis
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ou nas fezes. Para além disso, outra propriedade das HDL resulta da associagao com a

paraxonase que tem a capacidade de degradar as LDL oxidadas [17, 18].

O ensaio ADVIA Chemistry Direct HDL Cholesterol mede o colesterol HDL no soro

e no plasma [26].

Colesterol-Esterase
Ester de Colesterol — Colesterol + Acido Gordo

Colesterol-Oxidase
Colesterol + 0, — Colesterona + H, 0,

Peroxidase
H, 0, + 4 — Aminoantipirina + HDAOS® — Quinoneimina + 4 H20

(@) - HDAOS = N-(2-hidroxi-3-sulfopropil)-3,5-dimetoxianilina

Equacdo |- Determinagio do Colesterol HDL, adaptado de [21, 26].

Valores esperados:

Tabela 3- Valores esperados para os niveis de Colesterol HDL. Adaptado de [21].

Tipo de Risco Intervalo de referéncia
Colesterol HDL Baixo (indesejavel; alto < 40 mg/dI
risco)
Colesterol HDL Alto (desejavel; baixo 2 59 mg/dI
risco)

2.7.1.2 Colesterol LDL e Risco Aterogénico

As LDL, também conhecidas como “mau colesterol”, sao produzidas na corrente
sanguinea (remanescentes das IDL apos hidrolise dos triglicerideos) e endocitadas a nivel do
figado e outros 6rgaos. O processo de regulagao da colesterolémia é de extrema importancia
e baseia-se num processo de feedback negativo quer a nivel dos recetores LDL presentes na

superficie das células, quer a nivel dad HMG-Coa redutase [17, 21].

Segundo a Norma N* 066/201 | da Diregao Geral de Saude (DGS), o diagndstico das
dislipidemias realiza-se pela avaliagao laboratorial, no sangue e em jejum de 12 horas, do

colesterol total (CT), Tg, c-HDL (colesterol HDL) e c-LDL (colesterol LDL) [27].

O c-LDL pode ser calculado pela formula de Friedewald, apenas valida para valores de
triglicerideos <400mg/dl, [c-LDL= (c-HDL + Tg/5), em mg/dl ou c-LDL = CT—- (c-
HDL+TG/2,2) em mmol/L] [19, 27].
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2.7.1.3 Triglicerideos

Os triglicerideos sao compostos por uma molécula de glicerol e trés acidos gordos.
Na via exdgena, da dieta, os triglicerideos sao transportados na forma de quilimicrons
derivados do intestino. Na via endodgena os triglicerideos sao transportados pelas VLDL

derivadas do figado [17, 21].

O ensaio ADVIA Chemistry Triglycerides baseia-se na reagao enzimatica trifasica
Fossati com um ponto final Trinder. O procedimento de reagente Unico quantifica os

triglicerideos totais, incluindo os mono e diglicéridos e as fragoes de glicerol livres [21, 28,

29].

Lipase .
Triglicerideos + 3H,0 — Glicerol + Acido Gordo

Glicerol-cinase
Glicerol + ATP - Glicerol — 3 — fosfato+ ADP

Glicerol-3-fosfato
0, + Glicerol— 3 — fosfato — 2H,0, + Dihidroxiacetona fosfato

) Peroxidase . o
2H,0, + 4 — Aminofenazona + 4 — Clorofenol —» Quinoneimina + H,0

Equacgdo 2- Determinagio dos Triglicerideos. Adaptado de [21, 28, 29].

Valores esperados:

Tabela 4- Valores esperados para os niveis de Triglicerideos. Adaptado de [21].

Resultado Intervalo de referéncia
Normal < 150 mg/dl (< 1,70 mmol/l)
Limite de alto 150—-199 mg/dl (1,70-2,25 mmol/l)
Alto 200-499 mg/dl (2,26-5,64 mmol/l)
Muito alto = 500 mg/dl (= 5,65 mmol/l)

2.7.1.4 Colesterol Total

O colesterol é um lipido pertencente a classe dos esterois que modula a fluidez das
membranas celulares, sendo também precursor de hormonas esteroides como testosterona,
progesterona, estradiol e cortisol. O figado é o principal local de sintese de colesterol, apesar
do intestino também ter um contributo valorizavel. Um adulto com uma dieta pobre em

colesterol tipicamente sintetiza cerca de 800mg de colesterol por dia [17].

Como referido anteriormente o colesterol e os triglicerideos sao transportados na

corrente sanguinea na forma de lipoproteinas, sendo que a medi¢ao do colesterol total diz
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respeito a medigao conjunta de LDL, HDL e VLDL. O colesterol total € um indicador
importante da salde cardiovascular e juntamente com o doseamento das varias fragoes de
lipoproteinas pode ser usado como uma medida de calculo de risco para doencgas

cardiovasculares [17, 21].

Pacientes que obtenham niveis de colesterolacima de 200 mg/dl devem ver o seu valor
confirmado numa segunda avaliacao, sendo a média dos dois resultados usada para tomar
decisbes subquentes. Pacientes com colesterol alto (>240 mg/dL) devem ser submetidos a
analise de lipoproteinas, sendo que neste caso a determinagdo do c-LDL é o foco das

determinagoes [30].

O ensaio ADVIA Chemistry Cholesterol baseia-se num método enzimatico que utiliza
a conversao colesterol-esterase e colesterol-oxidase seguida de um ponto final Trinder [21,

29, 311.

Colesterol-Esterase
Ester de Colesterol + H,0 — Colesterol + Acido Gordo

Colesterol-Oxidase
Colesterol+ 0, — Colest —4 —en —3 —ona + H,0,

Peroxidase
H,0, + Fenol + 4 — aminoantipirina — Quinoneimina + 2 H, 0

Equacdo 3- Determinagio do Colesterol Total. Adaptado de [21, 29, 31].

Valores esperados:

Tabela 5- Valores esperados para os niveis de Colesterol Total. Adaptado de [30].

Nivel de Risco Colesterol Total

Baixo (desejavel) <200 mg/dl (< 5,18 mmol/l)
Moderado (limite) 200-239 mg/dl (5,18-6,19 mmol/l)
Alto = 240 mg/dl (= 6,22 mmol/l)

2.7.1.5 Proteina C-Reativa (PCR) e Previsao de Risco Cardiovascular

A proteina C reativa € um marcador inflamatoério, produzido a nivel hepatico. O
aumento dos valored da PCR ¢ inespecifico para muitos processos de doengas e nao deve ser
interpretado sem uma avaliagao clinica completa.

Esta é comumente usada na pratica clinica no auxilio da monitorizagao e diagnodstico de
diversas doengas, nomeadamente aterosclerose. A PCR atinge o seu pico 48h apds ter

ocorrido um estimulo, tendo um tempo de meia vida de aproximadamente |%h.
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Esta proteina liga-se as LDL, VLDL, fatores de ativagao plaquetdrio e a fatores do
complemento ativando a via classicado complemento, contribuindo assim para o defesa contra
a infecao e promovendo um processo inflamatorio. O estabelecimento de um processo
inflamatorio cronico é fundamental para o desenvolvimento da placa aterosclerdtica [32].
Deve-se concluir que a elevagao da concentragao plasmatica de PCR nao pode ser considerada
"a priori" como uma causa de aterogenese, mas sim como um marcador de uma situagao

fisiopatologica que é favoravel ao seu desenvolvimento.

O ensaio ADVIA Chemistry Wide Range C-Reactive Protein mede a PCR no soro e
plasma através de um método de imunoturbidimetria reforcada com latex. Baseia-se no
principio de que a concentragao de analito é uma fungao da intensidade de luz difusa causada
pelos agregados de latex. As particulas de latex revestidas com anti-PCR sao rapidamente
aglutinadas na presenga de PCR, levando a um aumento de turbidez. Esta turbidez é medida a

571 nm. Os valores esperados estao evidenciados na Tabela 6.

Valores esperados:

Tabela 6- Valores esperados para os niveis de PCR. Adaptado de [33].

Idade Proteina C reativa
Adultos 0-0,5 mg/dl (0-5,0 mg/l)
Recém-nascidos, sangue do corddo < 0,06 mg/dl (< 0,6 mg/l)
umbilical

Bebés a partir do 4.° dia de vida até | més < 0,16 mg/dl (< 1,6 mg/l)

2.7.2 Avaliagao da Fungao Renal

O rim é um 6rgao fundamental na manutengao da homeostasia do meio interno,
desempenhando uma importante fungao excretora, sendo meio primario para a eliminagao de
produtos indesejaveis, como a ureia, creatinina, acido urico e bilirrubina. Para além da fungao
excretora o rim tem associado a si a funcao metabdlica de sintese de hormonas como
eritropoietina, calcitriol e renina. Em situagcoes de jejum prolongado o rim também tem a

capacidade de sintetizar glicose a partir de aminoacidos e outros percursores (gliconeogénese)

21, 34].

O estudo bioquimico da fungao renal centra-se a nivel do estudo da fun¢ao dos
nefronios, que se divide em avaliagao da fungao glomerular e avaliagao da fungao tubular. A

funcao glomerular compreende a capacidade de filtragio e a permeabilidade glomerular. A
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funcao tubular diz respeito a capacidade de secregao e a capacidade de reabsorgao de

compostos endogenos [21, 35].

2.7.2.1 Avaliacao da Funcao Glomerular

A doenga glomerular resulta habitualmente do processo de glomerulonefrite, em que
ha a formagao de imunocomplexos que se depositam a nivel do glomérulo. Esta lesao
glomerular gera uma diminuigao do fluxo sanguineo, alteragcao da permeabilidade capilar e
perda focal do endotélio e epitélio, traduzindo-se isto numa redugao do débito urinario,
proteinuria e hematuria. Estas alteragoes traduzem-se em Sindrome Nefritica, Sindrome

Nefrotica e Insuficiéncia Renal [35].

Como referido anteriormente, a avaliagado da fungdo glomerular divide-se na
capacidade de filtragao e na permeabilidade glomerular. A capacidade de filtragao é avaliada
através da medigao da concentragao plasmatica de compostos azotados nao proteicos como
a creatinina, a ureia e o acido urico. Estes metabolitos sao depurados do organismo pelo rim
apos filtragao glomerular. Posto isto, dosagens das concentragoes destes metabolitos em

plasma ou soro sao usadas como indicadores da fungao renal e de outras condi¢oes [21].

2.7.2.1.1 Ureia

Os aminoacidos resultantes da digestiao proteica, sao utilizados como unidades basicas de
construgao em reagoes de biossintese. Contudo, os que nao sao necessarios a nivel da

biossintese sao degradados em compostos que entram no ciclo da ureia.

A biossintese de ureia é realizada a partir da aménia (NH4") derivada do azoto dos
aminoacidos e é realizada exclusivamente por enzimas hepaticas do ciclo da ureia. Mais de
90% da ureia é eliminada pelos rins, consequentemente a doenga renal esta associada com a
acumulagao de ureia no sangue. Um aumento na concentracao de ureia no sangue caracteriza

o estado urémico.

Varios fatores extra renais influenciama concentragao de ureia circulante, o que limita o
seu valor como um teste da fungao renal. Por exemplo, concentraciao sérica de ureia é

aumentada por uma dieta rica em proteina, aumento do catabolismo de proteina, desidratagao
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e diminuicao da perfusao dos rins. Posto isto, a depuragao de ureia geralmente subestima a

taxa de filtragao glomerular (TFG) [17, 21].

No que diz respeito a determinagao da ureia, os métodos quimicos tém vindo a ser

substituidos pelos métodos enzimaticos, devido a instabilidade dos cromogéneos utilizados
[21].

O ensaio ADVIA Chemistry Urea Nitrogen baseia-se na reagao enzimatica de Roch-Ramel

que utiliza Urease e Glutamato Desidrogenase (GLDH) [36].

Urease
Ureia + H,0 — 2 Aménia+ CO,

Glutamato Desidrogenase
Aménia+ NADH - Glutamato +NAD + H,0

Equacdo 4- Determinacio da Ureia. Adaptado de [36].
Valores esperados:

As concentragoes séricas tendem a ser ligeiramente menores em criangas e em

gravidas e ligeiramente maiores em homens do que em mulheres [21].

Tabela 7- Valores esperados para os niveis de Ureia. Adaptado de [21].

Idade
Adultos saudaveis 6-20 mg/dL (2,1 a 7,1 mmol/L)
> 60 anos 8-23 mg/dL (2,9 a 8,2 mmol/L)

2.7.2.1.2 Creatinina

A creatinina é o anidrido ciclico de creatina que é produzido como produto final da
decomposicao da Fosfocreatina. A creatina € sintetizada nos rins, no figado e no pancreas por
duas reacoes mediadas enzimaticamente, e sendo depois transportada no sangue para outros
orgaos, como musculo e cérebro, onde é fosforilada para fosfocreatina, um composto de alta
energia. A interconversao de fosfocreatina e creatina € uma caracteristica particular dos
processos metabdlicos de contragao muscular. Uma proporgao da creatina livre no musculo
(acredita-se que seja entre | e 2% ao dia) converte-se espontanea e irreversivelmente no seu
produto de excregao na forma de anidrido - creatinina. Assim, a quantidade de creatinina
produzida a cada dia é relativamente constante e esta relacionada com a massa muscular [17,
21]. A esquematizacido das regoes espontaneas que levam a formacao da creatinina estd

evidenciada na Equagdo da Reagdo 5.
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Creatina Creatinina Cinase > Fosfocreatina

E5°°”tﬁ"kA Creatinina AKPOM&V‘EO

Equacdo 5- Esquematizagdo das re¢des espontineas que levam a formagao da creatinina. Adaptado de [21].

Segundo Baxmann et al, € comum observar correlagao entre niveis de creatinina e
massa muscular, podendo os valores prevalecer dentro do intervalo de referéncia, apesar da
insuficiéncia renal, em individuos com baixa massa muscular. Em contrapartida, a creatinina

pode estar falsamente elevada em individuos com maior massa muscular e fungao renal normal

[37].

A concentracao sérica de creatinina é mantida dentro de limites estreitos
predominantemente por filtragio glomerular. Consequentemente, tanto a concentragao
sérica de creatinina como a sua depuragao renal (“clearance de creatinina”) tém sido utilizadas
como marcadores da TFG [2]]. Apesar da quantificagao de creatinina no soro ter sido
utilizada como uma medida conveniente, esta é insensivel no que diz respeito a fungao
glomerular sendo necessario que a TFG caia para metade para que seja observado um

aumento significativo de creatinina sérica [22].

A creatinina sérica é geralmente doseada utilizando-se métodos quimicos ou
enzimaticos. Outros métodos também tém sido utilizados, incluindo espectrometria de massa

com diluigao de isétopos (IDMS) e cromatografia liquida de alta performance (HPLC).

Em 1986 Welch descreveu um método definitivo empregando IDMS. A Cromatografia gasosa-
IDMS (CG-IDMS) é agora aceita como o método de escolha para estabelecera concentragao

real da creatinina no soro, devido a sua excelente especificidade e baixa imprecisao [21].

O ensaio ADVIA Chemistry Enzymatic Creatinine baseia-se na reagao enzimatica de

Fossati, Prencipe e Berti [38].

Creatininase
Creatinina + H,0 — Creatina
Creatinase
Creatina+ H,0 — Sarcosina+ Ureia
Sarcosina Oxidase
Sarcosina + H,0 — Glicina + Formaldeido + H,O0,
Peroxidase
H,0, + 4 — aminoantipirina + HMMS — Pigmento azul

Equacdo 6- Determinagio da creatinina. Adaptado de [38].
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Valores esperados:

Tabela 8- Valores esperados para os niveis de creatinina. Adaptado de [21].

Sexo Soro/Plasma Urina
Individuos do Sexo Masculino 0,6—1,1 mg/dl (53-97 pmol/l)  800-2000 mg/dia (7,1-17,7 mmol/dia)
Individuos do Sexo Feminino 0,5-0,8 mg/dl (44-71 pmol/l)  600—1800 mg/dia (5,3—15,9 mmol/dia)

2.7.2.1.3 Acido Urico

O 4acido urico é um composto organico produzido pelo catabolismo das purinas (adenina
e guanina), sendo excretado a nivel renal e a nivel intestinal. Niveis elevados de acido Urico no
sangue podem levar a formagao de cristais de urato em diferentes partes do corpo, incluindo
as articulagoes. Esta condi¢ao é conhecida como hiperuricemia e pode causar uma variedade
de problemas de salde, incluindo a Gota. Apesar das purinas serem potencialmente
sintetizadas e degradadas em todos os tecidos, os uratos sao apenas produzidos nos tecidos

que contém xantina-oxidase, nomeadamente figado e intestino [17].

A taxa de sintese diaria de acido Urico é de aproximadamente 400 mg. Fontes provenientes
da dieta contribuem com outros 300 mg. Em pacientes com artrite gotosa e deposicao tecidual
de urato as reservas podem ir desde 18.000 a 30.000 mg.

Normalmente 2/3 a 3/4 de acido urico é excretado a nivel renal, sendo o restante
eliminadoa nivel intestinal. O trajeto do acido urico a nivel renal é complexo e envolve quatro
passos sequenciais, sendo excretado 6 a 12% da quantidade de acido Urico filtrada [17, 21,

22].

A medicao dos niveis de acido Urico é feita frequentemente por técnicas como acido
fosfotungstico, uricase e métodos baseados em HPLC [21].
O ensaio ADVIA Chemistry Uric Acid baseia-se na reagao enzimatica de Fossati que utiliza

uricase com um ponto final idéntico a Trinder [29, 39].

3 3 Uricase
Acido Urico+ 2H,0 + 0, — Alantoina + CO, + H,0,

Peroxidase
H* + TOOS™ + 4—AAP + 2H,0, - Corante quinonodiimina + 4H,0

Equagio 7 -Determinagio do Acido Urico. Adaptado de [29, 39].
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Valores esperados:

Tabela 9- Valores esperados para os niveis de Acido Urico. Adaptado de [21].

Tipo de amostra Intervalo de referéncia
Soro (Individuos do sexo masculino) 3,5-7,2 mg/dl (220-547 pmol/l)
Soro (Individuos do sexo feminino) 2,6—6 mg/dl (184-464 pmol/l)

Urina 250-750 mg/dia (1,48-4,43 mmol/ 250-750 mg/dia (I,48-4,43 mmol/ dia)
dia)

Urina aleatéria 9-63 mg/dl (530-3700 pmol/l)

Individuos do sexo masculino < 40 anos de 6-114 mg/dl (350-6700 umol/l)
idade
Individuos do sexo masculino > 40 anos de
idade
Individuos do sexo feminino < 40 anos de
idade
Individuos do sexo feminino > 40 anos de
idade

6-71 mg/dl (350-4200 umol/l)

4-93 mg/dl (240-5500 pmol/l)

Uma abordagem alternativa para a interpretagao das concentragoes de acido Urico
plasmatico é a de considerar o grau de hiperuricemia em relagao ao risco de desenvolvimento
de gota. Por exemplo, homens com concentragoes plasmaticas de acido urico superioresa 9
mg/dL sao aproximadamente |50 vezes mais propensos a apresentarem concomitantemente
artrite gotosa do que os homens com concentragoes de acido Urico menores do que 6,0

mg/dL [21] .
2.7.2.1.4 Taxa de Filtragcao Glomerular

A taxa de filtragao glomerular é determinada através da “clearance de creatinina”, sendo
por norma o indicador geral mais Util. Neste caso é feita uma avaliagao da gravidade e do
progresso em relagao a insuficiéncia renal. Os testes de clearance indicam a quantidade
(hipotética) de plasma completamente depurado, exclusivamente por filtragao glomerular, de
uma dada substancia, por unidade de tempo. Em um individuo saudavel, esta taxa é de cerca
de 140 mL/min, mas varia enormemente com o tamanho do corpo, sendo normalmente
normalizada para levar isto em conta. De maneira geral, a taxa é corrigida com a darea de

superficie corporal de 1,73 m* (logo, as unidades sio mL/min/1,73 m?) [21, 22].
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Recentemente, surgiram novas metodologias para a determinacao da taxa de filtragao
glomerular, incluindo a utilizagao de biomarcadores como cistatina C. A cistatina C é uma
proteina de baixa massa molecular que é filtrada e metabolizada apés reabsorgao tubular, com
apenas pequenas quantidades excretadas na urina. A vantagem da utilizagao da cistatina, &€ que

esta nao depende da massa muscular, idade ou sexo [40, 41, 42].

A determinagao da TFG implicaa determinagao da concentragao de creatinina no plasma
(P) e a concentragao de creatininana urina (U), sendo também necessario determinar o débito
urinario (V) [22].

UxVv y L73m* m1/min/1.73m?

TFG =
P A

Equacédo 8- Determinagdo da TFG. Adaptado de [22].

Como referido anteriormente, a relagao matematica entre creatinina plasmatica e TFG
nao é linear. Muitas equagoes foram derivadas da estimativa da TFG utilizando creatinina no

plasma corrigida para sexo, tamanho do corpo, raga e idade [21].

A equacao desenvolvida pelo Consércio de Epidemiologia da Doenga Renal Cronica
(CKD-EPl), é atualmente a equagao mais utilizada e recomendada pelas diretrizes
internacionais de nefrologia. Em 2021 a equagao sofreu uma atualizagao tendo em conta o
fator raga, sendo que esta atualizagao nao se provou ser vantajosa a nivel Europeu, tendo-se

concluido que o fator raga sera muito provavelmente um problema restrito aos Estados

Unidos [41].

No laboratério de Patologia Clinica do Pioledo a equagao utilizada para a determinagao

da Taxa de Filtragao Glomerular segue o CKD-EPI, nao entrando em conta com o fator raga.

2.7.2.1.5 Permeabilidade (Integridade) Glomerular

A membrana basal glomerular, por meio da qual o sangue é filtrado, nao permite
normalmente a passagem de albumina e grandes proteinas. No caso de dano extenso a nivel

dos glomérulos, ocorre a filtragao de grandes quantidades de proteina.

A permeabilidade glomerular é entio avaliada através da proteinuria e também da

hematuria de origem glomerular [22].
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2.7.2.1.5.1 Albuminuria e Microalbuminuria (LALB)

A proteinuria glomerular, por vezes, é referida como albuminuria, porque a albumina
€ a maior proteina presente nesse caso. Os niveis elevados de albumina na urina indicam uma
elevada probabilidade de ocorréncia de danos na capacidade de filtragao glomerular a nivel
renal.

Normalmente, apenas | a 2g/dia de albumina ultrapassam a barreira glomerular sendo
que 99,9% da albumina do ultrafiltrado glomerular retorna pelos tubulos proximais do rim.

Numa populagao saudavel, apenas uma pequena quantidade de albumina (até 10 mg/dia)
€ excretada na urina, sendo que aumentos infimos na excregao, de >30 mg/dia, indicam
estagios iniciais da lesao glomerular ou tubular e risco de progressao para doenga renal mais
grave. No entanto, existem excegoes a esta regra. Por exemplo, proteinuria foi observada
como resultado de febre e exercicio fisico (funcional) ou relacionada a postura (ortostatica).
Estas alteragoes esporadicas causam dificuldades de interpretagao quando se suspeita de uma

patologia [21].

A pALB é a presenca de albumina na urina em quantidades reduzidas, que nao
permitem a sua detecao por métodos convencionais. Entao, a taxa de excregao urinaria de
albumina como microalbuminuria, varia de 30-300mg/24h utilizando metodologias muito

sensiveis como os imuno-ensaios [43, 44].

O ensaio ADVIA Chemistry é um ensaio imunoturbidimétrico refor¢ado por
polietilenoglicol. Uma amostra que contenha albumina de origem humana é adequadamente
diluida e, em seguida, reage com um antisoro especifico para formar um precipitado que pode
ser medido de forma turbidimétrica a 340 nm [44]. O valor esperado para a pALB é < 30

mg/dia para a urina [21].

2.7.2.2 Avaliacao da Funcao Tubular

Os tubulos renais sao responsaveis pela filtragao, reabsorgao e secregao de substancias
como eletrolitos, glicose e acido Urico, sendo que a avaliagao tubular a nivel laboratorial passa

pelo doseamento de eletrdlitos e pela capacidade de reabsorgao de glicose.
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2.7.2.2.1 Proteinas de Baixo Peso Molecular

Na proteinuria tubular, sio encontradas na urina proteinas de baixo peso molecular,
como resultado da reabsorgao diminuida pelos tubulos proximais. A B2-microglobulina e a
al-microglobulina sao pequenas proteinas filtradas pelos glomérulos e sao usualmente
reabsorvidas pelas células tubulares. Uma concentragao elevada destas proteinas na urina é

um sensivel indicativo de dano celular nos tubulos renais [21, 22].

Métodos eletroforéticos e imunoensaios sio metodologias mais especificas utilizadas
para detetar proteinurias tubulares, principalmente quando o aumento destas proteinas

ocorre de forma isolada, sem um aumento significativo da Albumina [21].

2.7.2.2.2 Potéssio (K")

O K é o principal catido a nivel intracelular. As concentragdes intracelulares elevadas
s3o mantidas pela bomba de Na'/K*- ATPase, que transporta continuamente o K* contra um

gradiente de concentragao.

As exigénciasdiarias a nivel do catiao rondam um aporte diario de cerca de 2,4-4,4 g/d,
sendo a secregao de potassio a nivel tubular um processo essencial para a regulagao do
equilibrio eletrolitico no organismo. O K" filtrado dos glomérulos é quase completamente
reabsorvido a nivel proximal, sendo posteriormente secretado a nivel distal em troca dos ices

de Na+, sob influéncia da aldosterona [21, 45].

As causas de hipocalemia sio classificadas ou como redistribuigio de K* extracelular
para o compartimento intracelular, como acontece nas situagoes de alcalose, ou como défice
verdadeiro de K', gerado pela diminui¢io da ingestio ou perda de fluidos corporais ricos em
potassio. Estas ultimas sao classificadas em perdas renais e nao renais, baseadas na excregao
diaria de K" na urina. Por outro lado, a hipercalemia é resultado isolado ou em combinagio
de: redistribuicao, aumento da ingestao ou aumento da retengao. Para além disso, condi¢oes

pré-analiticas, tais como hemolise sao conhecidas causas de pseudo-hipercalemia [21].

O ensaio ADVIA Chemistry Potassium baseia-se num procedimento potenciométrico
indireto, utilizando um elétrodo seletivo de ides (ISE). O elétrodo seletivo de ides de potassio

responde seletivamente aos ices de potassio, de acordo com a equacao de Nernst [46].
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Valores esperados:

Tabela 10- Valores esperados para os niveis de k*. Adaptado de [21].

Tipo de amostra Intervalo de referéncia
Soro 3,5-5,5 mEq/I
(3,5-5,5 mmol/l)
Plasma (individuos do sexo masculino) 3,5-4,5 mEq/I
(3,5-4,5 mmol/l)
Plasma (individuos do sexo feminino) 3,4-4,4 mEq/I
(3,4-4,4 mmol/l)
Urina (Dependendo da Dieta) 25-125 mEqg/dia

(25-125 mmol/dia)

2.7.2.2.3 Sédio (Na+)

O rim desempenha um papel fundamental no metabolismo do sédio, que é um dos
principais eletrdlitos presentes na corrente sanguinea. O sddio € o principal catiao extracelular
sendo essencial para muitos processos biologicos, incluindo aregulagao do equilibrio osmético
e manutengao da homeostasia celular. A nivel da dieta, diariamente sao ingeridos entre 8 a
I5g de NaCl (cloreto de sodio), que é quase completamente absorvido a nivel intestinal. O
corpo requerapenas de |-2 mmol/dia, sendo o excesso excretado a nivel renal. O Na* é entio
livremente filtrado a nivel glomerular, sendo cerca de 80% reabsorvido de forma ativa a nivel
dos tubulos proximais. A regulacao da reabsorcao de sodio a nivel renal envolve varias
hormonas e sistemas de transporte ionico, nomeadamente sistema Renina-Angiotensina-
Aldosterona [21, 45].

As causas mais comuns de hiponatremia sao a hiponatremia hipo-osmotica, que surge
por exemplo em situaces de perdas de Na’, hiponatremia hiperosmoética, que surge em
situagoes de hiperglicemia severa, e hiponatremia isosmética, onde a explicagao mais provavel
€ a de pseudo-hiponatremia causada pelo efeito de exclusao de eletrdlitos (e caso a
osmolaridade do plasma, a glicose e a ureia estejam dentro dos valores de referéncia). A
hipernatremia surge principalmente associada a hipovolemia, onde a medigao de Na+ na urina

e a osmolaridade sao usadas para perceber a origem da perda do fluido [21].

O ensaio ADVIA Chemistry Sodium baseia-se num procedimento potenciométrico
indireto, utilizando um elétrodo seletivo de ides (ISE). O elétrodo seletivo de ides de sddio

responde seletivamente aos ioes de sédio, de acordo com a equagao de Nernst [46].
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Valores esperados:

Tabela | |- Valore esperados para os niveis de Na+. Adaptado de [21].
Tipo de amostra Intervalo de referéncia
Soro/Plasma 135-146 mEq/I
(135-146 mmol/l)
Urina 40-220 mEq/dia

(40-220 mmol/dia)

2.7.3 Metabolismo Mineral

2.7.3.1 Calcio (Ca*")

A concentragao plasmatica de cilcio depende do balango entre a deposigao e
reabsorcao a nivel do osso, da absorgao a nivel intestinal e da excre¢ao que ocorre a nivel
renal. As principais hormonas reguladoras sao a paratormona (PTH), Vitamina D (Vit D) e a
calcitonina. A PTH é sintetizada a nivel das glandulas paratiroides, atuando de forma direta no
rim e no osso. A nivel do osso aumenta a libertacio de Ca** pelos osteoclastos e a nivel do
rim estimula a reabsorgao do calcio, a eliminagao do fosfato e produgao de Vitamina D que

leva a absorcio de Ca** a nivel intestinal.

A causa mais comum da hipocalcemia é a hipoalbuminemia. Algumas condigdes clinicas
comuns associadas com diminui¢ao da albumina no soro incluem doenga hepatica croénica e

Sindrome Nefrotica, por exemplo [21].

Numa situacao de Insuficiéncia Renal Croénica, surge uma deficiéncia de VIT D, na
medida em que o Rim nao estd apto a desempenhar as suas fungoes, apesar do estimulo
recebido pela producao da PTH. A presenca de hiperparatireoidismo secundario é entao
caracterizada por baixos niveis séricos de VIT D, valores altos de PTH e aumento da ALP no
soro. Numa situagao de Insuficiéncia Renal Cronica prolongada pode mesmo desenvolver-se

osteomalacia [21, 35].

No que diz respeito a hipercalcemia, algumas causas mais comuns sao as sao
Hiperparatireoidismo primario e Neoplasias, sendo estas duas condigoes responsaveis por 90-

95% das condigoes de hipercalcemia [21, 35].

A medicao do PTH em simultineo com o doseamento do calcio é o teste mais sensivel
e especifico para fungao da paratireoide, sendo central para o diagnostico diferencial de

hipercalcemia [21, 35].
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O ensaio ADVIA Chemistry Calcium mede o calcio através de um método
espetrofotométrico, baseando-se no trabalho de Michaylova e lllkova, que descobriram que o
Arsenazo lll forma um composto estavel com calcio, tendo alta seletividade a um pH baixo

[47]. Os valores esperados sao:

Tabela 12- Valores esperados para os niveis de Ca?*- Adaptado de [21].

Tipo de amostra Intervalo de Refeéncia

Soro/Plasma 8,7-10,4 mg/dl (2,18-2,60 mmol/l)

Urina das 24h 100-300 mg/dia (2,50-7,50 mmol/dia)

Urina ocasional (sexo 0,9-37,9 mg/dl (0,225-9,47 mmol/l)
masculino)

Urina ocasional (sexo 0,5-35,7 mg/dl (0,125-8,92 mmol/l)
feminino)

2.7.3.2 Fosfato Inorganico (Pi)

No corpo humano cerca de 90% do fosfato é armazenado no osso, na forma de
hidroxiapatite (fosfato de calcio), sendo o restante distribuido pelos tecidos moles. Este existe
em diferentes formas, nomeadamente a forma organica, presente no trifosfato de adenosina
(ATP), e a forma inorganica, que se encontra a nivel da hidroxiapatite. No plasma existe tanto
como fosfato monovalente (H.PO4 ), como anido divalente (HPO,*), sendo um dos mais
importantes tampoes fisiologicos. Para além disso, o fosfato é um iao predominantemente

intracelular sendo que menos de 1% é encontrado no fluido extracelular [21].

A hipofosfatemia, em alguns casos pode surgir associada a Hiperparatireoidismo
primario ou secundario, tendo em conta que a PTH aumenta a depuragao renal de fosfato,
para além disso também se pode verificar em situagcoes de picos de insulina, em que ha maior
aporte de glucose e P para o interior da célula. No caso da hiperfosfatemia, esta ocorre
principalmente devido a incapacidade de os rins excretarem fosfato, como na insuficiéncia
renal. Um moderado aumento pode ser verificado em situagoes de hipoparatireoidismo

(diminuigao da PTH) [21, 35].

H+
Fosfato + Molibdato — Composto fosfomolibdato

Equacdo 9- Determinagio do fosfato. Adaptado de [21].
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Valores esperados:
E importante referir que os valores de referéncia se dividem por grupos etarios. Por
exemplo, no caso das criangas, estas vao ter valores superiores pois as suas necessidades sao

maiores, devido ao desenvolvimento 6sseo [21].

Tabela |3- Valores esperados para os niveis de fosfato, Adaptado de [21].

Amostra Intervalo de referéncia
Soro/Plasma 2,4-5,1 mg/dl (0,78-1,65 mmol/l)
Urina 0,4-1,3 g/dia (12,9—42,0 mmol/dia)

2.7.4 Avaliagao da Fungao Hepatica

O figado possui diversas fungoes fisiologicas, nomeadamente a sintese de bilis, sintese
e metabolismo de proteinas, metabolismo dos hidratos de carbono e manutengao dos valores
de glicémia dentro dos intervalos fisiologicos, sintese de lipidos e lipoproteinas e metabolismo
e excrecgao de bilirrubina e sais biliares. Para além disso, o figado metaboliza compostos
enddgenos e exdgenos (como medicamentos e toxinas) por biotransformagao, permitindo a
sua eliminagao [21, 34].

A nivel do figado podemos ter dois tipos de lesao: (1) lesao hepatocelular e (2) lesao
colestatica (diminuigao/interrupgao do fluxo biliar) [17, 21, 22].

No laboratério a lesao hepatocelular € avaliada através da medigao de parametros tais
como, as enzimas Aspartato Aminotransferase (AST), Alanina aminotransferase (ALT), Gama
Glutamil Transferase (GGT) e Fosfatase Alcalina (ALP), bem como através do doseamento da
albumina e do estudo da coagulagao. A nivel da lesao colestatica sio doseadas a bilirrubina

total, a bilirrubina direta e a ALP.

2.7.4.1 Lesao Colestatica

A colestase € uma diminuigao do fluxo de bilis, implicando que os produtos nao sejam
excretados, levando a acumulagao de bilirrubina. O acumular de bilirrubina culmina num
processo denominado de ictericia. A ictericia € uma condicao caracterizada por
hiperbilirrubinemia e deposicao de pigmento biliar na pele, em membranas mucosas e na

esclerotica, resultante de uma aparéncia amarelada do paciente [21, 22, 34].
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2.7.4.1.1 Bilirrubina Direta (Conjugada) e Colestase

A bilirrubina resulta do metabolismo do grupo heme. Este é convertido a bilirrubina
no sistema reticulo endotelial (bago) sendo depois langado para a circulagao na forma de
bilirrubina nao conjugada (insoluvel), ligada a albumina, até ao figado. No figado é conjugada
com acido glucoroénico, sendo posteriormente excretada para os canaliculosbiliares e dai para
o intestino, onde é convertida em urobilinogénio que é absorvido para ser eliminado a nivel

da urina. Nas fezes é eliminada na forma de estercobilinogénio [21, 22].

Normalmente niveis elevados de bilirrubina conjugada estao associados a ictericia
obstrutiva, resultado da obstrucao dos canaliculos biliares, nesta situacao a taxa de formagao
de bilirrubina é normal, mas esta nao passa da corrente sanguineapara o intestino. A bilirrubina
livre ainda entra nos hepatoécitos sendo sujeita a conjugagao, mas € libertada para a corrente

sanguinea tornando-se predominante em relagao a bilirrubina livre [34].

O ensaio ADVIA Chemistry Direct Bilirubin baseia-se nhum método de oxidagao

quimica que utiliza o vanadato como agente oxidante.

Bilirrubina Conjugada + V05 — Biliverdina

Equacdo 10- Determinagdo da Bilirrubina Direta.
Valores esperados:

O intervalo de referéncia para bilirrubina direta é < 0,3 mg/dl (£ 5,1 umol/l) [21].

2.7.4.1.2 Bilirrubina Total

A importancia da determinagao da bilirrubina total surge na medida em que permite
saber a concentragao da bilirrubina nao conjugada. O aumento desta na corrente sanguinea
pode estar associada, por exemplo, a processos hemoliticos onde a fungao do excretora do
figado nao esta comprometida, mas a hemolise ocorre de forma tao rapida que o figado nao

tem capacidade de conjugacao [34].

O principio de ensaio do ADVIA Chemistry Total Bilirubin baseia-se na oxidagao do

vanadato.

Bilirrubina + Tensioativo +V 05 — Biliverdina

Equacdo | |- Determinagio da Bilirrubina Total.
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Valores esperados:

Tabela |4- Valores esperados para os niveis de Bilirrubina Total. Adaptado de [21].

Idade Valor esperado

Dia < 8,0 mg/dl 137 pmol/l
1-2 dias < 12,0 mg/dl 205 pmol/l
3-5 dias < 16,0 mg/dl 274 pmol/l
> 5 dias—-60 anos 0,3—-1,2 mg/dl 5-21 pmol/l
60-90 anos 0,2—-1,1 mg/dl 3—19 pmol/l
> 90 anos 0,2-0,9 mg/dl 3—15 pmol/l

2.7.4.1.3 Fosfatase Alcalina

A fosfatase alcalina € uma enzima membranar dos ductos biliares. Uma lesao a nivel
dos ductos induz um aumento da sintese da enzima sendo um marcador de dano colestatico.
Apesar disso, a fosfatase alcalina apresenta inespecificidade de substrato (esta presente em
outras localizagbes anatdbmicas como osso, rim e intestino). Algumas vezes, a causa do
aumento da atividade de fosfatase alcalina no sangue nao é conhecida de imediato, sendo que
uma elevada concentragao de GGT pode sugerir que o figado é a fonte do aumento de
fosfatase alcalina. Clinicamente, as medidas da ALP séricas sao particularmente valiosas na
investigacao da doenga hepatobiliar e na doenga 6ssea associada a atividade aumentada de

osteoblastos [21, 22].

O ensaio ADVIA Chemistry Alkaline Phosphatase baseia-se no procedimento de
referéncia primario para a medigao da atividade catalitica da fosfatase alcalinaa 37°C, tal como
descrito pela International Federation of Clinical Chemistry. O método da fosfatase alcalina

baseia-se num procedimento publicado por Bowers e McComb [48].

Equagao da reagao:

ALP
p-NPP + AMP — p-NP + AMP + PO,
pH 10,25
MglZn

Equacdo |2- Determinagio da Fosfatase Alcalina. Adaptado de [48].
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Valores esperados:

A atividade da ALP no soro varia com a idade. As criangas apresentam maior atividade
de ALP do que adultos saudaveis como resultado do vazamento da ALP 6ssea dos osteoblastos
durante o crescimento 6sseo. Os valores de referéncia para homens adultos e mulheres em

pré-menopausa sao de 43 a |15 U/L e 33 a 98 U/L, respetivamente.

2.74.1.4 Gama Glutamil Transferase

A GGT esta presente (em abundancia decrescente) no tubulo renal proximal, figado,
pancreas e intestino. A nivel hepatico é uma enzima membranar presente nos ductos biliares
e também a nivel dos hepatocitos (em menor escala). O seu aumento acompanhado do
aumento da fosfatase alcalina é indicador de lesao colestitita. Caso o seu aumento seja
conjunto com as transaminases pode ser indicador de lesao hepatocelular. Para além disso ¢

uma enzima que é induzida pelo consumo de alcool e drogas, tal como a fenitoina [21, 22].

O ensaio ADVIA Chemistry Gamma-Glutamyl Transferase baseia-se no procedimento

descrito por Shaw et al., [49].

-GTL —y —glutamil — 3 — carboxi — 4 — nitroanilida + glicilglicina
V%) 5 —amino — 2 — nitro-benzoato + L —y — glutamil — glicilglicina

Equacdo |3- Determinagio da y-GT. Adaptado de [49].

Valores esperados:
O intervalo de referéncia para gama-glutamil transferase é < 73 U/l para individuos do

sexo masculino e < 38 U/l para individuos do sexo feminino [21].

2.7.4.2 Lesao Hepatica e Fungao Hepatica

A lesao hepatica é avaliada pelo aumento das transaminases enquanto a fungao de

sintese é avaliada pela albumina e tempo de protrombina.
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2.7.42.1 Aspartato Aminotransferase e Alanina Aminotransferase

A AST e a ALT sao exemplos de aminotransferases de interesse clinico. As causas mais
importantes do aumento da atividade destas enzimas no soro sao as doengas hepaticas. Na
maior parte dos tipos de doenga hepatica, a atividade de ALT é maior do que a atividade de
AST, excegoes podem ser encontradas em hepatite alcodlica, cirrose e neoplasia hepatica
[21]. O ensaio ADVIA Chemistry Aspartato Aminotransferase é um ensaio IFCC

(International Federation of Clinical Chemistry ) modificado [50].

AST
L — Aspartato + a — cetoglutarato — Oxalacetato + L— Glutamato

Malato Desidrogenase
Oxalacetato + NADH — Malato + NAD

Equacdo |4- Determinaciao da AST. Adaptado de [50].

Valores esperados:

O intervalo de referéncia para aspartato aminotransferase para adultos < 60 anos de
idade do sexo masculino é < 35 U/l e para adultos < 60 anos de idade do sexo feminino é <
31 U/ [21].

O ensaio ADVIA Chemistry Alanina Aminotransferase € um ensaio IFCC (International

Federation of Clinical Chemistry ) modificado [51].

ALT
L — Alanina + a — Cetoglutarato - Piruvato + L — Glutamato

Lactato Desidrogenase
Piruvato + NADH — Lactato + NAD

Equacgdo 15- Determinagdo da ALT. Adaptado de [51].

Valores esperados:

O intervalo de referéncia para alanina aminotransferase é para um adulto do sexo

masculino é <45 U/l e para um adulto do sexo feminino é <34 U/l [21].

2.7.4.2.2 Albumina

A albumina é a proteina plasmatica mais abundante, representando mais de metade da
massa de proteina do plasma. Esta é a principal responsavel pela pressao oncética coloidal no

espago vascular. Quando as concentragoes de albumina sao diminuidas, eleva-se a tendéncia
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para que fluido ocupe os espagos extravasculares e produza edema. A doencga hepatica pode
traduzir uma diminuigao na concentragao de albumina na medida em que esta é sintetizada
pelas célulasdo parénquima hepatico. Nesta situagao a fungao de sintese hepatica esta afetada.

E importante referir que existem diversas situagoes que levam a hipoalbuminémia, como por

exemplo perda urindria, perda gastrointestional e desnutrigao [21].

O ensaio ADVIA Chemistry Albumin Reagent baseia-se no método de Doumas,

Watson e Biggs e utiliza solugao verde de bromocresol (BCG) como corante de fixagao [52].

pH 4,2
Albumina + corante BCG — Complexo de albumina— BCG

Equacdo |6- Determinagiao da Albumina. Adaptado de [52].

Valores esperados:

O intervalo de referéncia para albumina é 3,5-5,2 g/dl para adultos entre os 20 e os 60 anos

[21].

2.7.5 Avaliacao da Fungao Pancreatica

Os biomarcadores de soro mais comuns para a investigacao de doenga pancreatica,
mais especificamente de pancreatite aguda, sao as enzimas digestivas amilase e lipase. O
pancreas € uma glandula mista com uma fungao endocrina (secrecao de insulina, glucagina e
somatostatina) e uma porgao exocrina com secreg¢ao de suco pancreatico (do qual fazem parte

a amilase e a lipase) [21].

2.7.5.1 Amilase Pancreatica

A amilase cliva ligagoes glicosidicas a-1,4 em polissacarideos, apresentando atividade
maxima na presenga de brometo e cloreto. Esta enzima é excretada pelos rins, sendo a Unica
enzima plasmatica que pode aparecer na urina de forma fisiolégica. E encontrada em varios
orgaos e tecidos, estando maioritariamente a nivel das glandulas salivares e pancreas. No caso
de pancreatite aguda o seu aumento ocorre entre 5-8h apds o inicio da sintomatologia. Devido
a baixa especificidade da amilase total no diagndstico de pancreatite aguda surgiu a medida
direta da P-amilase (Amilase Pancredtica) apresentando uma especificidade de 90% (quando

3x superior ao Limite Superior da Normalidade).
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O método Amilase Pancreatica mede a atividade da amilase pancreatica em soro de
origem humana através da reagao enzimatica da amilase com as isoformas nao pancreaticas
bloqueadas pelos anticorpos.

Apesar de apenas os métodos baseados na inibigao seletiva de Amilase Salivar (S-
amilase) por anticorpos monoclonais mostrarem precisao, confiabilidade, praticabilidade e
velocidade analitica para serem clinicamente Uteis, foram verificados resultados falso positivos
de P-amilase reportados em individuos com macroamilasémia, nos quais a Ig complexada a
amilase diminui/impede a ligagao de anticorpos monoclonais incluidos no teste para inibir

eficientemente a S-amilase [21] .

Amilase
Etilideno — G7— pNP - Etilideno— Gx + Gx — pNP
Glucosidase
Gx — pNP - Glucose + pNP — Glucésido
Glucosidase
pNP — Glucoésido — Glucose + pNP

Equacdo |7- Determinagio da P-amilase. Adaptado de [21].

Valores esperados:

Os valores esperados para este método sao 13 —53 U/l [21].

2.7.5.2 Lipase

A lipase humana tem origem predominantemente pancredtica, estando presente em
concentragao 5000 vezes superior no pancreas do que em outros tecidos. Esta atua no
duodeno na presenca de sais biliares e colipase, clivando ligagoes éster dos carbonos | e 3
dos Tg. Neste caso, esta ndao é excretada a nivel renal, sendo totalmente reabsorvida pelos
tubulos renais.

O doseamento da lipase séria é o marcador recomendado para o diagnéstico de
pancreatite aguda, apresentando uma especificidade e sensibilidade que variam entre 80-100%.
Apds um ataque de pancreatite aguda, a atividade sérica de LPS aumenta em 4 a 8 horas,

atingindo o seu pico apds 24 horas e decresce entre 7 e 14 dias [21].

O ensaio ADVIA Chemistry Lipase mede a atividade da enzima lipase no soro e no
plasma pela reagao enzimatica da lipase, produzindo metil resorufina, a qual é determinada

espectrofotometricamente [53].
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Ester do Acido 1,2 — o-Dilauril — rac — Glicero— 3 — Glutéarico— (6’ — Metil resorufina)
Lipase — 1,2 — o-Dilauril — rac — Glicerol +
Ester do Acido Glutarico — (6' — Metil resorufina)

; i Decomposicdo esponténea }
Ester do Acido Glutarico — (6' — Metil resorufina) — Metil resorufina + Acido Glutérico

Equacdo 18- Determinagio da Lipase. Adaptado de [53].

Valores esperados:

O intervalo de referéncia para lipase em adultos é <38 U/l [21].

2.7.6 Metabolismo de Hidratos de Carbono

O metabolismo dos hidratos de carbono, é um processo complexo que ocorre no
corpo humano de forma a fornecer energia as células. Este processo envolve varias etapas,
desde a ingestao de carboidratos na dieta até a sua conversao em glicose para utilizagao celular.
A concentragao de glicose no sangue é mantida dentro de um intervalo relativamente estreito
sob diversas condigoes (de alimentagao, jejum ou exercicio severo) por hormonas tais como
a insulina, glucagon e epinefrina. A alteragao mais frequentemente encontrada no metabolismo
de carboidratos ¢é a alta concentragao de glicose no sangue devido a Diabetes mellitus [17, 21,
22].

Segundo a Norma n° 002/201 | da DGS, o diagnostico de diabetes é feito com base nos

seguintes parametros e valores para plasma venoso na populagao em geral [54]:

a) Glicemia de jejum 2 126 mg/dl (ou 2 7,0 mmol/l);

b) Sintomas classicos + glicemia ocasional 2200 mg/dl (ou 2 | I, mmol/l);

c) Glicemia2 200 mg/dl (ou 2 I I, mmol/l) as 2 horas, na prova de tolerancia a glicose
oral (PTGO) com 75g de glicose;

d) Hemoglobina glicada Aic (HbAc) 2 6,5%.

A classificagao da diabetes envolve principalmente a existéncia de quatro tipos clinicos,
etiologicamente classificados como Diabetes tipo |, Diabetes tipo 2, Diabetes Gestacional e
Outros tipos especificos de diabetes.

A diabetes tipo | resulta da destruicao das células B dos ilhéus de Langerhans do
pancreas, com insulinopenia absoluta, passando a insulinoterapia a ser indispensavel para
assegurar a sobrevivéncia. Na maioria dos casos, a destruicao das células da-se por um

mecanismo autoimune, pelo que se denomina diabetes tipo | auto-imune.
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A diabetes tipo 2 é a forma mais frequente de diabetes, resultando da existéncia de
insulinopenia relativa, com maior ou menor grau de insulinorresisténcia. Corresponde a cerca
de 90% de todos os casos de diabetes e, muitas vezes, estd associada a obesidade,
principalmente abdominal, a hipertensao arterial e a dislipidemia. A diabetes tipo 2 &
clinicamente silenciosa na maioria dos casos e é diagnosticada frequentemente em exames de
rotina ou no decurso de uma hospitalizagao por outra causa.

A diabetes gestacional corresponde a qualquer grau de anomalia do metabolismo dos
hidratos de carbono documentado, pela primeira vez, durante a gravidez [54, 55].

Os critérios de diagnéstico recomendados para a diabetes gestacional sao baseados

nos resultados do estudo Hyperglycemia and Adverse Pregnancy Outcome (HAPO), sendo
que um valor da glicemia em jejum (de 8 a |12 horas) superior ou igual a 92 mg/dl mas inferior
a 126 mg/ dl faz o diagndstico de diabetes gestacional. Caso o valor da glicemia seja inferior a
92 mg/dl, a gravida deve ser reavaliada entre as 24 e 28 semanas de gestagao com uma PTOG
com 75 g de glicose.
A prova consiste na ingestao de uma solugao contendo 75 g de glicose diluida em 250-300 ml
de 4gua, sendo necessarias colheitas de sangue para determinagao da glicemia plasmatica as 0,
I'h e 2h apods a sobrecarga oral de glicose. Na hora 0 sao de esperar valores de glicemia < 92
mg/dl, apds |h < [80mg/dl e apds as duas horas sao de esperar valores < |53 mg/dl. Um valor
igual ou superior as glicemias referidas anteriormente é suficiente para o diagnostico de
Hiperglicemia na Gravidez [56].

O principio do ensaio utilizado na determinagao dos niveis de glucose é a Hexocinase

[57].

Hexocinase
Glicose + ATP - G6P + ADP

G6PD
G6P + NADY - 6 Fosfogluconato + NADH + H*

Equacdo |19- Determinagao da Glucose. Adaptado de [57].

Valores esperados:

Tabela 15- Valores esperados para a Glucose. Adaptado de [21].

Tipo de amostra Intervalo de referéncia

Soro/Plasma Adulto: 74—106 mg/dl (4,1-5,9 mmol/l)
Recém-nascido | dia: 40-60 mg/dl (2,2-3.3
mmol/l)
Recém-nascido > | dia: 50-80 mg/dl (2,8-44
mmol/l)
Crianga: 60—100 mg/dl (3,3—-5,6 mmol/l)

Urina < 0,5 g/dia (< 2,78 mmol/dia)
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2.7.7 Metabolismo do Ferro

A quantidade de ferro no corpo é em média de 4 a 5g, com cerca de 65% na forma de
hemoglobina. O ferro € absorvido a nivel intestinal, sendo que rapidamente se combina com
a apotransferrina, no plasma sanguineo, dando origem a transferrina que esta encarregue do

seu transporte. O armazenamento esta a cargo da ferritina e hemossiderina [21].

2.7.7.1 Transferrina

O ferro é transportado no plasma pela proteina transportadora apotransferrina. O
complexo apotransferrina/Ferro férrico (Fe’") é chamado de transferrina. Normalmente, =
2,5 mg de ferro esta presente no plasma. Quando a transferrina se liga ao recetor de
transferrina nas células, o complexo transferrina/recetor é internalizado num endossoma que
se torna acidificado, de forma a libertar o ferro a partir da transferrina e reduzindo-o ao estado

ferroso (Fe™™) [21].

A medicao da concentragao de transferrina tem uma boa correlagao com a medicao
da capacidade total de transporte de ferro e é util na avaliagao dos niveis globais de ferro. O
ensaio ADVIA Chemistry TRF é um ensaio imunoturbidimétrico refor¢ado por

polietilenoglicol.

Valores esperados:

Tabela 16- Valores esperados da Transferrina. Adaptado de [21].

Sexo Intervalo de Referéncia

Individuos do sexo masculino 215-365 mg/dl (2,15-3,65 g/l)

Individuos do sexo feminino 250-380 mg/dl (2,50-3,80 g/l)
2.7.7.2 Ferro

O ferro é libertado a partir da transferrina em condigoes acidas e é reduzido ao seu estado
ferroso para combinar com um cromogénio para medigao colorimétrica, sendo determinado
através do método da Ferrozina [58]. Esta medicao € utilizada no diagnostico e tratamento de

anemias por deficiéncia de ferro e hemocromatose.
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H*
Transferrina (Fe3") » Apotransferrina + Fe3*
Fe3* + Acido Ascérbico — Fe?*
Fe?* + Ferrozina — Fe?* / Complexo de Ferrozina

Equacgdo 20- Determinagido do Ferro. Adaptado de [58].
Valores esperados:

Tabela 17- Valores esperados para os niveis de Ferro. Adaptado de [21].

Populacio Intervalo de referéncia
Individuos do Sexo Masculino 65—175 pg/dl (11,6-31,3 pmol/l)
Individuos do Sexo Feminino 50-170 pg/dl (9,0-30,4 pmol/l)

2.8 Imunologia

2.8.1 ADVIA Centaur XP

O Sistema de Imunoensaio Siemens ADVIA Centaur XP consiste num analisador
imunologico desenvolvido pela Siemens Healthineers, com um rendimento de até 240 testes
por hora. Este sistema ¢ utilizado para a detegao quantitativa de marcadores imunolégicos em
amostras de sangue, soro ou plasma, como hormonas, proteinas e anticorpos. O ADVIA
CENTAUR XP utiliza a tecnologia de quimiluminescéncia direta utilizando éster de acridina
(EA), sendo capaz de incluir uma ampla gama de ensaios imunologicos, nomeadamente fungao
tiroidea, testes de fertilidade, testes de marcadores tumorais e testes de doencas infeciosas

como € o caso do Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV).

2.8.2 Setor da Imunologia

Ao setor da imunologia chegam amostras de soro colhidas em tubos BD
Vacutainer® SST® |l Advance®, sendo avaliados diversos parametros analiticos, de acordo
com os requisitos médicos, evidenciados na Tabela 9. A Tabela |8 evidencia algumas

diferencgas entre o Sistema Imunitario (SI) Inato e SI Adquirido.
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Tabela 18- Diferengas entre o Sl Inato e S| Adquirido. Adaptado de [59].

Sistema Imunolégico Inato

Sistema imunoldgico adquirido

Primeira linha de defesa

Ultima linha de defesa (resultado da persisténcia
do Ag)

Mecanismos celulares e bioquimicos prontos a
atuar mesmo antes de haver infecao

Desenvolve-se em resposta a infegao

Reagao contra produtos/padrées microbianos

Expansao clonal de linfocitos especificos para Ag;

Incapacidade para distinguir pequenas diferengas
entre os agressores

Capacidade para acompanhar a proliferagao
microbiana

Respostas semelhantes em encontros repetidos

com O mesmo agressor

Adapta-se a infecao, tendo diversidade, memoria
e tolerancia ao proprio

2.8.3 Formatos da reacao dos ensaios

O sistema DVIA Centaur XP aplica os principios de ligagao dos anticorpos do

imunoensaio utilizando diversos formatos, nomeadamente o formato tipo sanduiche, o

formato competitivo e o formato de captura de anticorpos. Os parametros analisados no

ADVIA CENTAUR XP estao evidenciados na Tabela 19.

Tabela 19- Parametros analisados no ADVIA CENTAUR XP.

Parametros Principio do Ensaio Utilidade Diagnéstica
Sifilis Tipo “sanduiche”

Ag-HBs Tipo “sanduiche” Marcadores de doenca
HIV | e HIV 2 Tipo “sanduiche” Infeciosa

Anti-HCV Tipo “sanduiche”

T3 livre (Tri-iodotironina Tipo competitivo

livre)

T4 livre (Tiroxina livre)

Tipo competitivo

T3 (Tri-iodotironina total)

Tipo competitivo

Funcio da Tirdide

T4 (Tiroxina)

Tipo competitivo

TSH (Hormona tirotropina)

Tipo “sanduiche”

Anti-tiroglobulina (ATg)

Tipo competitivo

Anti-peroxidase (ATPO)

Tipo competitivo

Ferritina Tipo “sanduiche”

Folatos Tipo competitivo Avaliagdo de Anemias

Vitamina B12 Tipo competitivo

Vitamina D Tipo “sanduiche” Défices Vitaminicos

Psa livre e total Tipo “sanduiche” Marcador  tumoral da
prostata

B-HCG total Tipo “sanduiche” Fertilidade
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2.8.4 Diagnostico da Mononucleose Infeciosa

Para além das analises mencionadas anteriormente, no laboratério de Patologia Clinica
do Pioledo também ¢é feito o diagndstico de Mononucleose Infecciosa (Ml), utilizando um teste
rapido que deteta ac heterofilos da mononucleose, de modo qualitativo em sangue total, soro
ou plasma.

A MI é causada pelo virus Epstein-Barr, o qual pertence a familia dos virus herpes e
sendo o diagnostico feito com base na presenga de ac heterdfilos. Os ac heterdfilos da
mononucleose infeciosa sao da classe IgM, estando presentes entre 80-90% de casos de de IM
aguda e podendo ser detetados entre 60-70% dos pacientes durante a primeira semana da
doencga critica [61, 62].

O Clearview®IM Il é um teste simples que utiliza um extrato de eritrécitos bovinos
para detetar, de modo qualitativo e seletivo, ac heterdfilos em sangue total, soro ou plasma,

numa questao de minutos.

2.9 Hematologia

Ao setor da Hematologia chegam amostras colhidas em tubos BD Vacutainer® K3EDTA,
que contém um aditivo de tripotassico EDTA, atuando como anticoagulante. Este tubo é
utilizado para a determinagao de parametros em que seja necessario o uso de sangue total,
nomeadamente o KIT para a detegao de anticorpos heterofilos, HgAc, hemograma e
velocidade de sedimentagao, entre outros. Para o estudo da coagulagao chegam amostras
colhidas em BD Vacutainer® Citrate Tubes que contém citrato de s6dio como anticoagulante.

Os equipamentos utilizados no setor da Hematologia estao evidenciados na Tabela 20.

Tabela 20- Equipamentos e respetiva metodologia que fazem parte do setor de Hematologia.

Equipamento Tecnologia

Hb9210 da Menarini Cromatografia Liquida de Elevada Performance
por Afinidade ao Boronato

Sysmex XN-1000 Método de Sulfato Lauril de Sédio sem cianeto;

Citometria de Fluxo e Impedancia e Foco
hidrodinamico

Sysmex CA-600 Detegao foto-otica de coagulos

Ves-Matic Cube 200 Detecao o6tica
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2.9.1 Hemoglobina Glicada

As proteinas sao frequentemente glicadas durante varias reagoes enzimaticas quando
as condigoes sao fisiologicamente favoraveis. Contudo, no caso da hemoglobina, a glicagao
ocorre pela reagao nao enzimatica entre a glicose e a extremidade N-terminal da cadeia B,
que forma uma base de Schiff. Durante o rearranjo, a base de Schiff € convertida em produtos
Amadori, dos quais o mais conhecido é o HbA c. A HbA|c tem mostrado ser uma ferramenta
muito Util, importante e robusta na monitoriza¢ao da Diabetes, sendo considerada padrao de
ouro para avaliar o controlo glicémico em pessoas com diabetes [62].

O equipamento Hb9210 da Menarini analisa amostras de sangue e quantificaa HbAc,
sendo importante para o acompanhamento de utentes diabéticos, porque permite avaliar os

niveis médios de glicose sanguinea nos ultimos 2-3 meses.

2.9.2 Hemograma

O hemograma é um dos marcadores mais importantes no diagnostico médico e na
rotina de exames de sangue, indicando a presenca de certas doengas, como a anemia, cancro,
infecoes bem como de condigoes fisioldgicas graves, como hemorragias e desidratagao [63].

Os parametros a determinar estao evidenciados na Tabela 2/ e Tabela 22.

Tabela 21- Parametros a determinar [63].

Parametros a determinar

Eritrocitos Quantificacio; Conteudo; forma; Tamanho;
Relagao eritrocitos/plasma

Leucécitos Quantificacao; Sub-tipos, Granularidade,
Segmentagao

Plaquetas Quantificagio; Granularidade; Tamanho;
Agregados

Tabela 22- Parametros a determinar no Hemograma [63].

Parimetros do Hemograma

Hemoglobina (Hg)

Hematocrito

VCM (Volume Corpuscular Médio)

HCM (Hemoglobina Corpuscular Média)

CHCM (Concentragao Média de Hemoglobina
Corpuscular)

RDW (indice de anisocitose)
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O Sysmex XN-1000 é um analisador hematologico com capacidade de processar 100
amostras por hora, permitindo uma andlise hematologica quantitativa, de identificacao, de
analise percentual de sinalizagdo de componentes do sangue (eritrocitos, leucocitos,
plaquetas). Este equipamento realiza analises hematologicas usando as metodologias de: Foco
hidrodinamico, método de citometria de fluxo (com laser semicondutor) e Sulfato Lauril de
Sodio sem cianeto. A Metodologia e Parametros Analiticos do Equipamento Sysmex XN-1000

estio evidenciadas na Tabela 23.

Tabela 23- Metodologia e Pardmetros Analiticos do Equipamento Sysmex XN-1000.

Metodologia Parametros Analiticos
Método de Sulfato Lauril de
Sédio sem cianeto Hemoglobina

Diferencial leucocitario;
Granulécitos imaturos;
Reticulocitos;

Cirtometria de Fluxo Eritrocitos nucleados;
Fragao imatura dos reticuldcitos;
Contagem das plaquetas fluorescentes;
Fracao imatura;

Impedancia e Foco Contagem de eritroblastos;
hidrodinamico Hematocrito;
Contagem de plaquetas por impedancia;

2.9.3 Tempo de Protrombina e Tempo de Tromboplastina Parcial Ativado

A hemostase é um processo fisiologico complexo que protege o sistema vascular de
uma lesao, com reparagao de tecidos e restabelecimento de fungdes. O processo de
hemostase envolve trés mecanismos distintos. Inicia-se com a hemostase primaria, seguindo-
se a coagulagao ou hemostase secundaria e terminando com a fibrindlise.

O Tempo de Protrombina (TP) indica a eficiéncia da via extrinseca, permitindo
determinar deficiéncias congénitas ou adquiridas de fatores das vias extrinseca (VIl) e comum
(X, V, II, X e fibrinogénio) [64].

O Tempo de Tromboplastina Parcial Ativado (APTT), mede o tempo de coagulagao
do plasma, depois da ativacao dos fatores de contacto (sem adicao de fatores tecidulares)
indicando globalmente a eficacia da “via intrinseca” (XIlI, Xl, IX; VIIl) e comuns (X, V, Il e
fibrinogénio). O APTT é um teste importante a nivel clinico-patoloégico, principalmente a nivel
das coagulopatias, nomeadamente hemofilia A e B com défices ou anormalidades dos fatores

Vil e IX, respetivamente [64].
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O equipamento Sysmex CA-600 é um instrumento automatico e compacto de analise
de coagulagao. Possui a capacidade de realizar 5 testes de coagulagao, imunologicos ou
cromogénicos em simultaneo. Os parametros de analise e métodos de detecao do

Equipamento Sysmex CA-600 estao representados na Tabela 24.

Tabela 24- Parametros de Anidlise e Métodos de Detecio do Equipamento Sysmex CA-600.

Parametro Nome do teste Metedologia
Tempo de Protrombina PT Método de Coagulacdo
Tempo de Tromboplastina APTT Método de Coagulagcdo

Parcial Ativada

2.9.4 Velocidade de Sedimentagao (VS)

A velocidade de sedimentagao é um teste comum a nivel da hematologia que permite
indicar e monitorizar um aumento na atividade anti-inflamatéria causada por uma ou mais

condigoes como doengas auto-imunes, Mieloma Multiplo, tumores, entre outros.

Superficialmente os eritrocitos tém carga negativa, o que faz com que estes estejam
naturalmente num estado de repulsao. Um aumento nas proteinas plasmaticas (presentes em
condi¢oes inflamatorias) potenciara a formagao de rouleaux, que se depositam mais
prontamente do que os glébulos vermelhos isolados. A formag¢ao de rouleaux permite que os

eritrocitos se depositem em uma taxa mais rapida, aumentando assim a VS [65].

O equipamento Ves-Matic Cube 200 utiliza tecnologia de detegao otica para

determinar o nivel de sedimentaciao dos eritrocitos.

2.10 Microbiologia

No setor da microbiologia sao processados urinas e espermogramas, sendo os restantes
produtos bioldgicos enviados para o laboratoério central.
A nivel dos espermogramas é feito um screnning, sendo avaliados fundamentalmente a
mobilidade dos espermatozoides e o seu numero. No que diz respeito ao processamento das
urinas, todas elas sao doseadas no Sysmex UC-350 e UF-4000 (Tabela 25). Algum cross-check
entre estes dois equipamentos é indicativo para visualizagao manual ao microscépio, com

avaliacdo do sedimento urinario.
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De acordo com o pedido do médico prescritor, algumas sao inoculadas em meio
CLED e colocadas na estufa a 37°C durante 24h. O meio CLED Agar (Agar de cistina lactose
deficiente em electrolitos) € um meio de cultura para diferenciagao para utilizar no isolamento
e enumeragao de bactérias da urina. Este meio suporta o crescimento de agentes patogénicos
e contaminantes urinarios, mas evita a proliferagao indevida de espécies de Proteus devido a
auséncia de eletrélitos [66].
Apos o periodo de 24h é avaliado o crescimento bacteriano em placa.
As negativas sao automaticamente langadas no sistema informatico do laboratério e as

positivas seguem para o laboratorio central onde é feita identificagao e antibiograma.

Tabela 25- Equipamentos e tecnologia no setor da Microbiologia.

Equipamentos Tecnologia
UC-3500 Método de fotometria por reflectincia e refratometria
UC-4000 Citometria de fluxo flurescente com laser semicondutor azul

(A=488nm) e foco hidrodindmico

O UC-3500 da Sysmex é um equipamento automatizado e eficiente que pode realizar
essa analise com precisao e eficiéncia, auxiliando os profissionais de salide no diagnostico e
tratamento de doencas do trato urinario. Por sua vez a utilizacao do analisador automatizado
UF-4000, com a técnica de citometria de fluxo, € um avanco significativo na urinalise,
permitindo a identificagao e quantificagao precisa de células e outras caracteristicas da urina.
Isso possibilita um diagnostico mais preciso e rapido de doengas do trato urinario e renal,
além de proporcionar uma analise mais completa e confiavel da amostra de urina.

A utilizagao de analisadores de sedimento urinirio automatizados pode oferecer
vantagens em relagao a microscopia manual de contraste de fase, como a redugao do tempo
de processamento e a padronizagao dos resultados. Além disso, a utilizagao de analisadores
automatizados de sedimento urinario pode ser uma opgao viavel para laboratérios com alto
volume de amostras e que buscam maior eficiéncia e reducao de erros. Apesar disso o
statndard gold continua a ser a visualizagao microscopica.

Um estudo realizado por Langlois et al, mostrou que a citometria de fluxo
automatizada tem uma sensibilidade e especificidade maior na detecao de alteragoes na urina
do que a leitura automatizada de tiras de teste. Também neste mesmo estudo, a citometria
de fluxo automatizada revelou-se capaz de detetar e quantificar com maior precisao a presenca
de células e elementos anormais na urina, tais como glébulos brancos, globulos vermelhos e
cilindros [67].
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2.11 Casos Clinicos

Caso Clinico 3

Individuo do sexo masculino de 73 anos de idade com histoérico de ligeiro

aumento dos valores de creatinina sérica (1,43mg/dl) e acido urico (7,6 mg/dl)

desde setembro de 2021 (Tabela 26). Os achados analiticos em setembro de

2021 n3ao revelaram aumentos de Antigénio Especifico da Prostata (0,23 ng/ml).

Tabela 26- Achados laboratoriais.

Parametros 27/02/23 04/10/22 01/09/21
HgAic (< 5.7%) 7,2 6,6 6,6
Creatinina  Sérica 1,49 1,43 1,13
mg/dl)

Acido Urico (3,5-7,2 mg/dl) ND 6,7 7.6
Ureia (17-49 mg/dl) 47 47 42

K* (3,5-5,1 mmol/l) ND 4 3,9
Triglicerideos (<150 mg/dl) ND 113 130
Colesterol total (< 200mg/dl) ND 143 148
Urianalise Proteina (++-) Proteina (++-) Proteina (++-)
Creatinina na urina 24h (0,8- 1,158 ND ND
2g/24h)

Microalbuminuria na urinadas 2177 ND ND

24h (<30mg/24h)

Proteinas totais na urina 24h 3860 ND ND

(<150mg/24h)

ND= Nao Determinado

De acordo com os achados laboratoriais a hipotese diagndstica sera Sindrome
Nefrotico que surge como resultado de Diabetes melittus, associada a nefropatia diabética.
Segundo Alicic et al., o controle intensivo da glicemia no inicio da Diabetes exibe um efeito
favoravel de longa duragao sobre o risco de desenvolvimento de nefropatia diabética [68].

Neste caso, o diagnostico diferencial teria de ser feito entre a Insuficiéncia Renal e o
Sindrome Nefrotico. A hipotese de Insuficiéncia Renal é descartada devido aos valores de
ureia e creatinina nao indicarem faléncia a nivel tubular.

A Sindrome Nefrotica caracteriza-se por proteinuria intensa, sobretudo albuminuria
(>3,5g nas 24 horas), com hipoalbuminémia, hipercolesterolémia e desenvolvimento de
edema. A anormalidade primaria é a perda de albumina na urina, devido a alteragao da
permeabilidade glomerular, levando a baixa albumina sérica e baixa pressao oncética sérica,
com consequente aumento da sintese hepatica de apolipoproteinas e potenciando fenémenos

de dislipidemia e edema [35, 68, 69].

67



Sendo assim, a proteinuria € o que distingue os estados edetematosos devido a doenga renal
das outras doengas as quais esteja associada a condigao de edema [35].

Neste caso clinico em particular, a dislipidemia nao se verifica, muito provavelmente
devido ao facto de o utente estar sobre um possivel tratamento com Estatinas, dai os valores
de colesterol total e triglicerideos nao serem elevados. Para além disso nao temos dados
referentes ao exame fisico do paciente nem aos niveis de albumina sérica, nao sendo possivel

afirmar que o senhor apresenta hipoalbubinémia e edema.
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Caso Clinico 4

Individuo do sexo feminino com 31 anos e serologia HIV-1/HIV-2 positiva e
Toxoplasmose positiva a 24/06/22. Os testes serolégicos, sugeriam um caso pouco
comum, onde a paciente poderia apresentaruma infecao causada por mais do que
um agente infecioso.

Foram feitos dois testes adicionais, o imunoblot e pesquisa de genoma viral do
HIV-1, com ambos resultados negativos. Posteriormente, a 14/04/23, ja numa
condicdo de gravida a serologia HIV-1 e HIV-2 volta a dar positiva, sendo repetidos

0os mesmos testes que voltam a ser negativos (Tabela 27,28 e 29).

Tabela 27- Achados laboratoriais.

Parametros 14/04/23 06/12/22 17/10/22 24/06/22
HIV-l E HIV-2 7,9 (<0,9) Nao determinado Nao determinado 10,5 (<0,9)
(serologia) Positivo Positivo
Imunoblot HIV Nao detetado Nao Determinado  Nao Determinado  Naio detetado
RNA HIV-I Nao detetado Nao Determinado  Nio Determinado  Nio detetado
Toxo IgG 120 128,5 159,2 236,9 (<6,4)
Toxo IgM 0,9 1,3 1,3 1,8 (<0,9)
B-HCG Positivo Nao Determinado  Nao Determinado  Negativo

Tabela 28- ARN VIH |, carga viral, PCR.

HIV 1 (carga viral <0,17

Nio detetado

Interpretacdo HIV

Tabela 29- Teste confirmatério (Imunoblot), Anti VIH.

P31 (HIV1, peptideo) Negativa
gplé69 Negativa
P24 Negativa
gp4l Negativa
gp36 Negativa
gpl40 Negativa

De acordo com os achados laboratoriais existe uma forte possibilidade de se tratar de
uma reagao cruzada. Poder-se-ia relacionar este facto com a presenga de Ac anti-Toxoplasma,
mas a bula do fornecedor do equipamento referente ao teste utilizado, nao faz referéncia a
qualquer tipo de reagao cruzada que esteja evidenciada no perfil analitico obtido. A nivel da
literatura cientifica nao foram encontrados estudos que comprovem uma possivel reagao de
reatividade cruzada entre HIV e Toxoplasma.

Contudo, um estudo realizado por Lin et al, conclui que a reatividade cruzada em

pacientes com testes de sreening reativos para HIV é cerca de 0,10%, tendo maior incidéncia
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com o aumento da idade dos pacientes estudados (> 66 anos). Para além disso refere também
que as reagoes de falsos positivos sao diferentes de acordo com o espetro de doenga
associado a cada paciente, sendo que em 5 deles depois de ser implementado o tratamento
para a patologia associada os testes de screnning para HIV sao negativos [70].

A condigao de gravida poderia ser uma possivel causa de reatividade cruzada. Em um
estudo realizado por Gililer et al, nao foram detetadas cargas virais em mulheres gravidas com
teste screenig positivo. Posto isto, qualquer amostra que dé positivo num teste screening
ELISA, deve ver o seu resultado confirmado pelo teste do acido nucleico [71]. Neste caso em
particular a condigao de gravida, muito provavelmente, nao sera a causa da reatividade cruzada,
na medida em que a utente ja apresentava teste de screening positivo a 24/06/22.

A pesquisa de uma possivel doenga autoimune poderia ser sugerida de forma a
perceber a condigao que esta por de tras da reagao cruzada, visto que doengas autoimunes
sao associadas a resultados falso positivos para o HIV [71].

Ultimamente, a nivel da literatura, tém surgido estudos a nivel da reatividade cruzada
entre HIV e o virus SARS-COV 2, tendo concluido que devido a semelhangas estruturais a
nivel da proteina spike ha possibilidade de ocorréncia de reatividade cruzada, dando origem a

resultados falso positivos [72].
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Conclusao

No decorrer do estagio realizado no LCG-FMUC, foi-me possivel compreender que a
Citogenética tem um papel fulcral no que ao diagnostico pré-natal diz respeito. Esta permite-
nos detetar alteragoes equilibradas, detetar mosaicos e mesmo inferir a percentagem de
mosaicismo. Apesar dos avangos tecnologicos a Citogenética Convencional é fundamental
quando queremos detetar alteragoes numéricas dos cromossomas, quando queremos estudar
a historia familiar de uma alteragao cromossémica estrutural ou quando queremos confirmar
uma alteragdo cromossomica. Este estagio permitiu-me adquirir conhecimentos,
competéncias técnicas, espirito critico sobre a abordagem metodoldgica e forma de reportar
resultados, mas sobretudo consciéncia da responsabilidade e rigor que sao necessarios para a
obtengao de um diagnodstico correto. Foi um estagio extremamente desafiante e enriquecedor
na minha formagao, superando completamente as minhas expectativas.

No laboratério de Patologia Clinica do Pioledo foi-me permitido concluir que o
contributo do laboratorio de Analises Clinicas é essencial nos atuais e mais recentes cuidados
de saude, uma vez que os testes de diagnostico in vitro desempenham um papel fulcral na
previsao e suscetibilidade de doengas, no estabelecimento de medidas preventivas eficazes, no
diagnostico sobretudo numa fase precoce, no prognostico e monitorizagao de doengas, bem
como para personalizar terapias e melhorar os resultados. A identificagao precoce de doengas,
principalmente em individuos assintomaticos, permite uma melhor gestao e utilizagao dos
recursos publicos e privados [73]. Como disciplina médica e como profissao, foi-me também
possivel perceber que a medicina laboratorial, sofre pouca Vvisibilidade e pouco
reconhecimento pelo esfor¢co em comparagao com outras areas da medicina. Os profissionais
de laboratério, sao muitas vezes desvalorizados e reconhecidos como “técnicos de
equipamentos” sem qualquer posi¢ao na partilha do valor clinico do resultado. Dai a questao
central “Que caminhos devemos seguir para nos tornarmos relevantes para a saude?”’ [74].

Uma das principais conclusoes, permitiu-me perceber que ainda estao por enfrentar
grandes desafios, como a necessidade de uma especializagao cada vez maior dos profissionais
de laboratério, o aparecimento de inovagdes tecnologicas, a exploragao da ciéncia de dados,
otimizagao dos sistemas de Gestao da Qualidade. Foi importante perceber que por tras das
sofisticadas tecnologias de automagao, existem processos quimicos e enzimaticos que
desempenham um papel essencial no doseamento quer direto quer indireto de parametros. A
compreensao destes processos € fundamental para o sucesso das analises clinicas, pois permite
uma visao aprofundada que favorece o conhecimento técnico e permite uma interpretagao

mais critica dos resultados obtidos.
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