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RESUMO

O estagio curricular do Mestrado em Analises Clinicas pretende fornecer um
primeiro contacto com a rotina laboratorial, através da manipulagao dos equipamentos e da
execugao de algumas técnicas manuais que permitem analisar as amostras bioldgicas,

segundo uma politica de qualidade.

Por isso, o presente relatorio tem por objetivo descrever, de uma forma sucinta, as
principais atividades que tive a oportunidade de desenvolver no Laboratério de Analises
Clinicas da Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra (LACFFUC) ao longo destes
ultimos meses. Especial destaque sera dada a valéncia de Bioquimica, uma area que apesar de
jd se encontrar automatizada, continua fundamental na avaliagao da saude geral de um

individuo.

Palavras-Chave: LACFFUC, Atividades Laboratoriais, Controlo da Qualidade, Bioquimica

ABSTRACT

The curricular traineeship of the Master in Clinical Analysis intends to offer a first
contact with the laboratorial routine through the manipulation of the equipment and the
execution of some manual techniques allowing the analysis of the biologic samples, according

to a quality policy.

Therefore, the current report aims to describe, in a simple mode, the main activities |
had the opportunity to develop in the Laboratory of Clinical Analysis of the Faculty of
Pharmacy of the University of Coimbra (LACFFUC) throughout these last few months.
Special focus will be given to Biochemistry an area which, despite its automation, remains

fundamental in the assessment of an individual’s general health.

Keywords: LACFFUC, Laboratorial Activities, Quality Control, Biochemistry






INTRODUCAO

Viérios séculos se passaram desde que se constatou que a partir de uma amostra
biologica se poderia obter informagoes sobre o estado geral de saide de um determinado
individuo, tornando-se esta uma ferramenta preciosa quando aplicada a pratica clinica. No
entanto, s6 com o progresso das areas cientificas no campo da saude e com o crescente
desenvolvimento dos métodos analiticos é que as decisoes médicas deixaram de ser
exclusivamente empiricas para serem baseadas em dados concretos do boletim analitico que
suportam e orientam o diagnostico clinico. Isto levou a uma mudan¢a no paradigma de
prestacao de cuidados de saude a populagao, no qual o papel das Andlises Clinicas tem sido
cada vez mais valorizado, surgindo como um importante meio complementar de diagnostico,
com contribui¢oes adicionais na prevengao e prognostico de algumas patologias assim como

na orientacio e monitorizagio da terapéutica'.

Tratando-se de um servico prestado a comunidade, uma preocupagao constante
prende-se com o aumento da produtividade e da rapidez de resposta, aos menores custos e
com a minimizagao de erros que poderao ter repercussoes nefastas para a saude do doente.
Apesar de nos ultimos anos termos assistido a dificuldades econdmicas neste setor, o que se
reflete na reducao de custos de funcionamento e no aumento da automatizacio, os
laboratérios clinicos nao deixaram que isso afetasse a qualidade dos resultados fornecidos,

continuando a constituir uma peca fulcral do Servico Nacional de Satde.

Dada a sua importancia, é fundamental a formacao de pessoal qualificado nao s6 na
manipulagao dos diversos equipamentos mas também na interpretacao e validagao dos dados
obtidos, mediante a situagao clinica do doente. Uma boa preparagao profissional reveste-se
de grande valor quer na compreensao do trabalho laboratorial diario quer na utilizagao dos
meios e métodos adequados para a execugao das analises corretas no doente correto, de

modo a que estes resultados tenham valor acrescido na clinica.

O principal objetivo deste estagio curricular consistiu num primeiro contato com
esta realidade laboratorial através da passagem pelas valéncias de Bioquimica,
Imunologia/Endocrinologia, Hematologia e Microbiologia, permitindo nao sé a aquisicao de
competéncias técnico-cientificas para a interpretagao dos resultados laboratoriais mas
também possibilitando a aplicagao pratica dos conhecimentos teéricos adquiridos ao longo

do Mestrado.



Deste modo, o presente relatorio tem por objetivo descrever, de uma forma sucinta,
as principais atividades que tive a oportunidade de desenvolver no laboratorio de Analises
Clinicas da Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra (LACFFUC) ao longo destes
ultimos meses, no ambito do estagio curricular do Mestrado em Analises Clinicas. Especial
énfase sera dada a valéncia de Bioquimica, uma area que, apesar de ja se encontrar muito
automatizada, continua essencial na avaliagao geral da saude do individuo e na compreensao

de muitos processos metabolicos, com a integragao de conhecimentos de varias areas.



I CARACTERISTICAS DO LABORATORIO DE ANALISES
CLiNICAS

Integrado na Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra (FFUC), o
Laboratorio de Analises Clinicas (LAC), inicialmente no Pdlo |, abriu as portas em 1983,

tendo sido posteriormente transferido para o Pdlo lll, das Ciéncias da Saude, em 2009.

I. Recursos Humanos

Sob a direcao técnica da Dr.* Ana Donato, farmacéutica especialista em Analises
Clinicas pela Ordem dos Farmacéuticos (OF), a qual esta especificamente encarregue pela
validagao dos resultados analiticos, por garantir a qualidade dos exames realizados e por
assegurar o cumprimento das boas praticas laboratoriais, a equipa integra ainda uma
Diretora Técnica-Adjunta, a Prof* Dr.* Ana Miguel Matos, também ela farmacéutica e
especialista em Analises Clinicas pela OF, um técnico de Andlises Clinicas, o Mestre Daniel
Gongalves, uma técnica responsavel pela colheita de produtos biologicos no Posto de
Colheitas, a enfermeira Sara Rodrigues e ainda duas assistentes administrativas, Dulce Dias e

Maria Teresa Santos.

2. Espaco Fisico

O Laboratoério de Andlises Clinicas da Faculdade de Farmacia da Universidade de
Coimbra (LACFFUQ) situa-se no piso 0 da FFUC e dispoe de espagos especificos para as
diferentes atividades realizadas. Como tal, possui uma area de atendimento ao publico, dois
gabinetes para os funcionarios do laboratorio, uma sala de reunioes, dois armazéns, 3 casas-
de-banho, uma sala de colheitas e o laboratoério propriamente dito. Este ultimo dispoe das
valéncias de Hematologia, Imunologia/Endocrinologia e Bioquimica, fisicamente separadas da
area de Microbiologia, que se encontra na sala adjacente, apds a qual se situa uma sala para

lavagem do material diariamente utilizado nas atividades laboratoriais.

Ja o Posto de Colheitas (PC), localizado nos Servigos Médicos Universitarios
(SASUC), na Rua Venancio Rodrigues n.° 2, no Pdlo |, inclui apenas uma recegao, uma sala

de colheitas e uma casa-de-banho.



3. Fluxo de Utentes e Amostras

O fluxo médio de amostras diarias colhidas no LACFFUC tem por base os 3 a 5
utentes diarios, ao qual se juntam aproximadamente 8 a |0 amostras provenientes de
individuos que se deslocaram ao PC. Adicionalmente, o laboratério estabeleceu protocolos
com determinadas instituicoes com vista a aumentar este fluxo de amostras. Desta forma,
durante dois dias por semana, pode-se ainda contar com mais 10 a |5 amostras de doentes
da Unidade de Alcoologia (UA) e da Unidade de Desabituagao (UD) do Instituto da Droga e
da Toxicodependéncia (IDT) de Coimbra, e, ocasionalmente, com amostras de sangue de
algumas utentes do sexo feminino ao abrigo de um estudo da Faculdade de Psicologia da

Universidade de Coimbra.

4. Funcionamento do LACFFUC e Organizacao do Trabalho Diario

O LACFFUC encontra-se aberto ao publico todos os dias Uteis das 8h30 as [7h30,
encerrando apenas no més de Agosto. Como tal, qualquer utente com requisicao médica ou
por sua propria iniciativa poder-se-a dirigir quer ao LACFFUC quer ao PC e solicitar a
realizagao de determinadas analises. Aquelas que nao sao passiveis de serem executadas no
laboratério sao reencaminhadas para o Laboratorio de Analises Clinicas S. José, na IdealMed,

devidamente identificadas e acondicionadas.

O trabalho diario comega com o atendimento dos utentes para colheita e/ou entrega
de amostras biologicas, com vista a serem posteriormente processadas, e termina com a
validagao dos boletins analiticos. Assim, podemos dividir este processo laboratorial em 3

fases principais: a pré-analitica, a analitica e a pos-analitica.

4.1. Fase Pré-Analitica

Esta fase engloba todos os passos prévios a analise das amostras, o que inclui a andlise
da prescrigadto médica com a identificagdo dos parametros a serem determinados, a
preparagao adequada do utente, passando pela colheita dos produtos biologicos apropriados
com a sua correta identificagao, transporte e triagem até que ocorra o seu processamento
analitico’.

Na rece¢ao de ambos os locais (LACFFUC e PC), durante o atendimento é
preenchida a ficha do utente com o registo no sistema informatico LabUC das respetivas

anadlises a efetuar para, de seguida, se proceder a colheita da amostra e/ou a sua recegao.
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4.1.1. Colheita das Amostras
As colheitas sao realizadas durante a manha, das 8h30 as |11h30 no PC e até as |2h
no LACFFUC. Se a amostra for colhida pelo proprio, este apenas necessita entrega-la na
recegao, mas caso seja necessaria intervengao do técnico, com colheita nho momento, o

utente é encaminhado para a sala de colheitas.

a) Amostras colhidas no LACFFUC
Durante o tempo em que estive no LACFFUC, as amostras ai colhidas foram
exclusivamente de sangue venoso, pelo técnico flebotomista, e de urina, pelo préprio utente,

apos breve explicagao dos cuidados a ter.

al) Colheita de Sangue Venoso

Por forma a nao introduzir mais variaveis pré-analiticas no momento da colheita de
sangue venoso que possam influenciar os resultados, nomeadamente a contaminagao da
amostra de sangue com os microrganismos comensais da pele, a sua hemodlise ou a sua
coagulagao in vitro, varios sao os cuidados a ter neste processo. Estes consistem,
especificamente, na desinfecao da pele antes da inser¢ao da agulha, no controlo do tempo de
garrotagem, na escolha da agulha adequada ao calibre das veias e na selegao da seringa com a
capacidade apropriada ao volume de amostra a colher’. Regra geral, o sangue é colhido com
uma agulha de 21G para uma seringa de |OmL sendo posteriormente distribuido pelo
numero de tubos apropriado, respeitando a proporgao entre anticoagulante e sangue de
cada tubo. Estes tém um cédigo de cores na tampa que permite identificar o anticoagulante
que reveste as suas paredes e a sua escolha depende do tipo e do nimero de anilises a
serem realizadas. As caracteristicas principais dos quatro tubos utilizados diariamente

encontram-se resumidas na Tabelal.

Tabela |. Principais Carateristicas dos Tubos Coletores de Sangue Venoso usados no LACFFUC.

Cor da Tampa Anticoagulante Volume Amostras Obtidas Testes Realizados

Velocidade de

Preto Citrato sodico |:4 1,5 mL Sangue Total
Sedimentagao
Azul Citrato trissodico 1:9 2,5 mL Plasma Provas de Coagulagio
Hemograma e
Roxo EDTA tripotassico 3mL Sangue Total
Hemoglobina Glicada
Provas Imunoldgicas e
Vermelho Sem anticoagulante 10 mL Soro Bioquimicas, Proteinograma

e lonograma



Quando se torna necessaria a utilizacdo de varios tubos diferentes, a existéncia de
uma ordem pré-estabelecida revela-se essencial na minimizagao do risco de contaminagao de
um tubo com o anticoagulante do tubo anterior o que, consequentemente, podera
influenciar os resultados obtidos. Desta forma, as guidelines do Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) recomendam comegar pelo anticoagulante menos potente, ou seja,
pelo de citrato sédico, e de entre eles, primeiro pelo de 1:9 e sé depois pelo de |:4. O
seguinte seria o tubo sem anticoagulante e, finalmente, o de EDTA tripotassico, pois a
ligagao que este estabelece com o calcio é irreversivel. No entanto, no LACFFUC o tubo
para obtencao de soro é deixado para o final, pois sendo o sangue colhido com seringa, nao
é tao afetado pelo processo de coagulagio que se inicia dentro desta. Assim, considerando
que o sangue que entra por Ultimo na seringa é o menos afetado pela formacio de
microcoagulos irreversiveis, os tubos com anticoagulante terao de ser cheios primeiro e o
mais rapidamente possivel, para que o anticoagulante exerga a sua fungao e os valores dos

parametros ai analisados nao sejam alterados.

Depois, os tubos com anticoagulante sao colocados no agitador mecanico da sala de
colheitas, enquanto os de soro ficam a repousar, na vertical e a temperatura ambiente
durante 30 minutos, de modo a promover a formagio do coagulo para posterior

centrifugagao e separagao do soro.

b) Amostras colhidas no PC
Para além de amostras de sangue venoso e de urina, do PC também provieram alguns
exsudatos, nomeadamente faringeos e vaginais, colhidos com zaragatoas. Evitar a
contaminagao com a flora circundante é o cuidado principal na sua obtengao, por forma a

nao enviesar a interpretagao do resultado.

c) Amostras colhidas na UA
A maioria das amostras colhidas na UA era de sangue venoso, de acordo com o
Manual de Colheitas do LACFFUC, laboratorio para o qual eram transportadas em
recipientes apropriados e acompanhadas das respetivas requisicoes. Raramente, também

vinham algumas amostras de urina.



d) Amostras colhidas pelo utente
Ja se a amostra for colhida pelo proprio utente, este tera sempre de ser questionado
quanto a forma como procedeu a sua colheita. Caso percebamos que esta nao foi realizada
de forma correta ou caso a amostra nao esteja nas devidas condigoes, devera ser rejeitada e
repetida a colheita com os cuidados adequados, de modo a evitar resultados falseados. De
destacar que o procedimento correto para a sua recolha devera ser explicado ao utente,

quer por via oral, quer escrita, antes deste proceder a sua colheita.

As amostras mais frequentemente colhidas pelo utente foram a primeira urina da
manha, a urina de 24h e as fezes.

Assim, para a recolha da primeira urina da manhd, o jato intermédio de urina deve ser

colhido em recipiente estéril apos lavagem da zona genital. Esta amostra tanto podera ser
utilizada para anadlise citobacterioldgica da urina como somente para a analise sumaria desta.
Esta dltima também podera ser colhida nas casas-de-banho do laboratorio, caso o individuo

nao tenha urinado nas 3 a 4 horas anteriores.

Ja para a colheita da urina das 24 horas, o intervalo de tempo durante o qual todas as

micgoes realizadas ao longo desse mesmo dia tém de ser recolhidas, comega a contar a
partir do momento em que o individuo esvazia a bexiga. Findo esse tempo, obtém um
recipiente com toda a urina das 24 horas, cujo volume obtido ira ser importante na
~ 4 . . . . ~
expressao dos resultados®. Esta urina tem como objetivo a determinagao da
microalbuminiria, clearance da creatinina, amilase urinaria e, eventualmente, das

catecolaminas.

As fezes eram frequentemente examinadas na analise microbioldgica e na detegao de
sangue oculto. O utente deve ter o cuidado de colher uma pequena quantidade, nao
contaminada com urina nem com outro fluido ou material para um recipiente estéril. Para a
realizagao da coprocultura, uma Unica amostra € suficiente, enquanto para os exames
parasitoldgico de fezes e de sangue oculto, devem ser colhidas trés amostras em dias

alternados ou consecutivos, respetivamente.

4.1.2. ldentificacdao dos Tubos e Recipientes de Colheita
Apods a colheita ou entrega das amostras na recegao, estas sao imediatamente
identificadas mediante um codigo interno. Regra geral, todos os tubos e restantes recipientes

sao identificados manualmente com o numero da amostra, sequencial ao longo do dia,
7



seguido do numero do dia atual, concomitantemente com a data completa. As que vém do
Posto de Colheitas, tém adicionalmente as iniciais "PC”, as da Unidade de Alcoologia, “UA”,
as da Unidade de Desabituacao, “UD” e as amostras do estudo de Psicologia possuem um
codigo proprio. Exemplificando, se a amostra tivesse o cédigo 7/2, seria a amostra n.° 7
colhida no dia 2 do respetivo més; 14/15 PC, corresponderia a amostra n.° 14 colhida no dia
I5 mas no Posto de Colheitas e a 5/8 UA seria a amostra n.° 5 colhida no dia 8 na Unidade

de Alcoolismo.

4.1.3. Transporte das Amostras
As amostras do PC e da UA sao transportadas refrigeradas e protegidas da luz, num

recipiente térmico, até darem entrada no LACFFUC.

4.1.4. Triagem das Amostras

Apos chegada ao laboratério propriamente dito, as amostras seguem para o setor
respetivo. Mais concretamente, as amostras microbiologicas sao colocadas na segao de
Microbiologia aguardando processamento. Os tubos com EDTA sao colocados no Speci-
Mix®, um agitador mecanico na bancada da Hematologia enquanto os de citrato trissddico
[:9, para a determinagao da velocidade de sedimentagao, sao postos num agitador de 360°.
Ja os de citrato sédico 1:4 sao centrifugados a 2500rpm/I0min, para consequente obtengao
do plasma. Os tubos sem anticoagulante, apds um repouso de aproximadamente 30 minutos,
sao centrifugados a 3000rpm/20min, para posterior separagao do soro para tubos

correspondentes.

4.2. Fase Analitica
A Fase Analitica consiste no processamento da amostra, isto €, na utilizagao de
determinadas técnicas de acordo com certas metodologias, com vista a obtengao de um

resultado.

Ha alguns anos atras, estas técnicas eram exclusivamente realizadas manualmente,
existindo uma maior contribuicio humana nesta fase mas também uma menor rapidez na
resposta do servico prestado. Contudo, algumas técnicas manuais ainda se mantiveram até

aos dias de hoje e as que executei no LACFFUC encontram-se esquematizadas na Tabela 2.
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Tabela 2. Técnicas manuais utilizadas no LACFFUC com a respetiva metodologia, por valéncia.

Area Técnica Metodologia

Esfregaco sangue periférico Coloracao May-Griinwald-Giemsa
Hematologia

Contagem de Reticulocitos Coloragao com Azul de Metileno

Tipagem dos sistemas ABO e Rhesus Hemaglutinagao

Imunologia

Teste de Coombs Indireto Hemaglutinagao

Urocultura Exame a fresco e cultural em CPS

Exame a fresco e cultural em geloses de sangue e

Analise do Exsudato Vaginal
Saboraud

Andlise do Exsudato Faringeo Exame cultural em gelose de sangue

Microbiologia Exame a fresco (se aplicavel) e cultural em

Coprocultura
MacConkey, XLD, Hektoen e caldo GN

Exame Parasitologico de Fezes Exame a fresco direto e pos-concentragao
VDRL Aglutinagdo com particulas de carvao
Teste de Paul Bunnell Aglutinagdo em Latex

Legenda: VDRL — Venereal Disease Research Laboratory, XLD — Xilose-Lisina-Desoxicolato, GN — Gram negativo

Atualmente, esta fase ja se encontra muito automatizada, por forma a aumentar a
produtividade e a rapidez de resposta, com a minimizagao de erros e aos menores custos.
As metodologias dos aparelhos utilizados e os parametros analiticos por eles determinados,
de acordo com o manual do fornecedor e por valéncia (a excegao de Bioquimica, que sera

abordada com maior detalhe mais adiante) estao resumidos na Tabela 3.

Tabela 3. Aparelhos usados no LACFFUC com respetiva metodologia e pardmetros, por valéncia.
Area  Aparelho Metodologia Parametros

- Contagem de eritrocitos, leucocitos e plaquetas;

Principio Coulter .. .1 L
P - Determinagao dos indices hematimétricos;

Analisador (Impedancia Elétrica)
Max’M - Quantificagao da hemoglobina.
Coulter®, da
Biomérieux Tecnologia VCS - Diferenciacdo das subpopulagées leucocitarias.
« (volume, condutividade, scatter)
8o
2
o
®
£ Método de Westergren
[} Sedy 12° - Velocidade de Sedimentagao.
I modificado
Option 4 , - Tempo de Pré-Trombina (PTT);
Agregometria Otica
Plus® - Tempo Parcial de Tromboplastina Ativada (TTPa).




Tecnologia ELFA:

ECIEEE + Infeciologia: Ag HBs, Ac anti-HBc IgG/IgM, Ac anti-

HBe IgM
% Endocrinologia: T, T; FT,e FT; Estradiol,

8 Progesterona, Testosterona Total
-y VIDAS®, da - 5 . — : .
S o - por sandwich + Infeciologia: Ag HBe, Ac anti-HBs IgG/IgM, Ac anti-
= Biomérieux HBc IgM, Ac anti-HCV, Ac anti-HIV | e 2 e Ag p24, Ac
E anti-CMV IgG/IgM, Ac anti-TOXO IgG/IgM, Ac anti-

RBG

+ Endocrinologia: TSH, Ac anti-tiroideus (ATPO, ATG),
FSH, LH, PRL, TPSA, FPSA, Ferritina

+» Marcadores Tumorais: CA19.9, CA125, CEA

Legenda: Ag — Antigénio; Ac — Anticorpo; Ig — Imunoglobulina; HB — Hepatite B; s- superficie; c- core; e — envelope; T4 — Tiroxina; T3 — Triiodotironina; FT4— Ty livre; FT3 —
T3 livre; HCV — Virus da Hepatite C; HIV — Virus de Imunodeficiéncia Humana; CMV — Citomegalovirus; TOXO — Toxoplasma; RBG — Anticorpo do tipo IgG anti Virus da
Rubéola; TSH — Hormona estimulante da Tirdide; ATPO — Anticorpo anti-peroxidase; ATG — Anticorpo anti-tiroglobulina; FSH — Hormona Foliculo-estimulante; LH —
Hormona Luteino-estimulante; PRL — Prolactina; TPSA — Antigénio especifico da préstata (PSA) total; FPSA — PSA livre; CA — Antigénio Carbohidrato; CEA — Antigénio
Carcinoembriondrio.

4.3. Fase Pés-Analitica

Esta fase consiste na interpretagao e validagao biopatologica de todos os resultados
obtidos. Apos a transcricao dos valores das folhas de trabalho para o sistema informatico
pelas técnicas administrativas, esses dados eram novamente confirmados e os boletins
analiticos assinados pela Diretora Técnica ou, na sua auséncia, pela Diretora Técnica-
Adjunta. Estao assim disponiveis para serem levantados pelo utente, que os podera entregar

ao médico para serem analisados, fechando-se o ciclo.

4.3.1. Armazenamento das Amostras

No fim do dia de trabalho, era necessario proceder ao armazenamento de algumas
amostras, nomeadamente as colhidas por métodos invasivos. Este facto reveste-se de
especial importancia, pois caso ocorra alguma nao concordancia entre a suspeita médica e o
resultado fornecido ou caso o médico pega para voltar a analisar uma amostra especifica por
algum motivo em concreto, deixa de ser necessaria nova deslocacido do utente ao
laboratério, submetendo-se a0 mesmo processo invasivo. Assim, os tubos de soro eram
rolhados e congelados a -20°C durante 3 meses aproximadamente, ao invés dos tubos com
sangue total, que eram refrigerados de 2 a 8°C e eliminados ao fim de 2 semanas. Ja as
amostras de urina eram eliminadas no final do dia para um contentor préprio mas as de

fezes eram guardadas refrigeradas até ser emitido o resultado das andlises microbiologicas.



1. GESTAO DA QUALIDADE LABORATORIAL

Assegurar que se trabalha com qualidade no laboratério é essencial, pois do
resultado obtido depende a decisao do médico, sobretudo quando envolve valores criticos.
Deste modo, é crucial que esses dados estejam o mais proximo possivel do valor real,

garantindo assim que os servigos prestados acrescentem valor a decisao clinica.

O LACFFUC tem uma politica de qualidade, na qual se compromete a atingir
elevados niveis de qualidade, em termos éticos e técnicos, segundo as boas praticas
profissionais. Para tal, implementou:

- O Controlo de Qualidade Interno (CQI), necessario para a monitorizagao diaria da

imprecisao dos métodos analiticos e dos equipamentos do laboratério;

- A Avaliacdo Externa da Qualidade (AEQ), realizado por uma entidade externa, na

qual é realizada uma andlise retrospetiva do desempenho do laboratério, mais
concretamente da inexatidio dos métodos, de forma a promover o desenvolvimento de

estratégias para uma melhoria constante.

I. Controlo de Qualidade Interno
De modo a que os métodos analiticos fornegam resultados rigorosos e reprodutiveis,

é essencial que as variaveis analiticas estejam controladas. Na Fase Analitica, é feito o

Controlo de Qualidade Interno, de acordo com o Manual de Boas Praticas Laboratoriais.
Isto inclui a verificagdo da linearidade e imprecisio do ensaio e, para tal, é necessaria a
andlise de solugdes de concentragao conhecida — os controlos internos - com a consequente
construgao e interpretacao das cartas de controlo de qualidade com os valores observados,
segundo as regras de Westgard®.

Regra geral, os controlos sao introduzidos no inicio do dia de trabalho, pois nenhum
método deve ser utilizado sem ter sido previamente controlado. O nimero dos controlos
empregados varia consoante o aparelho, entre os 2 e os 3 niveis de controlo, cuja frequéncia
de utilizagao podera ser didria, quinzenal ou até mesmo mensal, para o caso especifico do

VIDAS®, em Imunologia.

O nosso papel a nivel do CQI passa pela validagao técnica dos resultados obtidos nos
controlos internos e pela detecao de nao conformidades. Caso isso acontega, sera

necessario tomar medidas corretivas, tais como a calibragao dos reagentes com calibradores



proprios, de modo a transferir exatidao para o método analitico, a verificagao do estado dos
reagentes ou de outras situagoes de ordem técnica. A analise com os controlos é de seguida
repetida até se encontrarem dentro dos valores de referéncia contidos nas bulas do

fornecedor.
Apesar de o CQI estar exclusivamente focado na Fase Analitica, o controlo da
qualidade envolve igualmente as restantes fases laboratoriais, nomeadamente o controlo das

variaveis pré-analiticas e pos-analiticas.

Ao nivel da Fase Pré-Analitica existe um Manual de Colheitas, onde estao

contemplados os procedimentos para uma colheita correta dos varios produtos bioldgicos
analisados, seu transporte e acondicionamento. Visto 70% de todos os erros laboratoriais se
registarem nesta fase, torna-se assim necessario o seguimento deste Manual, contribuindo

para um maior controlo de algumas variaveis inerentes a este processo®.

Para a Fase Pés-Analitica, como a maioria dos erros resulta de lapsos na transcri¢ao
de resultados, para os minimizar, é feita uma verificagao entre as técnicas administrativas que

transcreveram os resultados e a Diretora Técnica, antes de esta assinar o boletim analitico.

2. Avaliacio Externa da Qualidade
Para além do Controlo da Qualidade Interno, o LACFFUC ainda participa ativamente

no Programa Nacional de Avaliacao Externa da Qualidade (AEQ) do Instituto Nacional de

Sadde Dr. Ricardo Jorge, I.P. e em alguns ensaios de AEQ de um dos seus parceiros, a
organizagao finlandesa LabQuality Oy, por forma a avaliar a exatidao dos métodos utilizados
com a detegcao de erros sistematicos. Portanto, esta constitui uma forma de monitorizar
retrospetivamente a competéncia do laboratorio em dar resultados crediveis, ao mesmo

tempo que os compara com outros laboratérios®.

Com uma certa periodicidade, chegam aos varios setores do LACFFUC, com a
excecao de Microbiologia, amostras desconhecidas fornecidas por essa entidade externa
certificada. Estas sao analisadas como se de uma amostra real de um utente se tratasse, nas
mesmas condi¢oes de trabalho. Logo, a grande vantagem de nao sabermos o valor real
dessas amostras prende-se com facto de nao podermos influenciar o resultado obtido e de

assegurar que os resultados das amostras que analisamos rotineiramente sao de confianga.
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Estes valores sao posteriormente reportados ao seu provedor, que faz a andlise dos
resultados e os torna disponiveis aos varios laboratérios participantes. De acordo com as
informagoes dai retiradas, podera ser necessaria a implementagao de medidas corretivas

e/ou preventivas com vista a uma melhoria dos niveis de desempenho do laboratério.

Resultante dos bons resultados obtidos neste Programa e de modo a ser
reconhecido pelos seus pares, o LACFFUC candidatou-se a certificagao pela NP: EN: ISO
9001:2008, estando atualmente em vias de obter um Certificado de Qualidade que garante

que este laboratorio reune todas as condigoes para dar resultados crediveis.

Deste modo, ao apostar na qualidade dos servigos prestados, o LACFFUC faculta
resultados reprodutiveis e de confianga, sendo a sua credibilidade reconhecida perante os

clientes e demais laboratorios.



ill. ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

As atividades que tive a oportunidade de desenvolver neste estagio abrangeram todas
as valéncias do LACFFUC, designadamente, Hematologia (que inclui também a parte
referente a Coagulagao), Imunologia, Microbiologia e Bioquimica. Para todas elas, ndo s6 me
dotaram de uma certa autonomia na execugao das varias técnicas e na utilizagio dos varios
equipamentos como também me orientaram a nivel da parte interpretativa dos resultados,
fornecendo todo o apoio necessario. Sendo assim, irei descrever sucintamente cada area,

dando especial enfoque a de Bioquimica.

I. Area de Hematologia

A Hematologia engloba o estudo combinado dos elementos figurados do sangue, seus
precursores e a avaliagio da hemostase. Para a determinagao dos parametros sanguineos, o
hemograma representa o exame analitico mais completo no screening inicial de varias
patologias hematoldgicas e na monitorizagio de certas terapéuticas. Ao fornecer
informagdes quantitativas e qualitativas sobre as séries eritrocitaria, leucocitaria e
plaquetaria, torna-se uma das analises mais solicitadas na pratica clinica e, no LACFFUC, esta
situagao nao é excegao. Como este procedimento esta totalmente automatizado, o meu
papel passou pela interpretacao dos resultados das amostras, a partir dos quais foi possivel
compreender que a grande maioria das alteragoes se centra na série vermelha, dado o
elevado numero de anemias evidenciadas, predominantemente microciticas e hipocrémicas,

sugestivo de ferropenia.

Se no hemograma fossem verificadas alteracoes significativas em qualquer uma das

séries sanguineas ou nos indices hematimétricos, o estudo morfolégico do sangue periférico

poderia ser necessario, com vista a confirmar alguma situagdo mais atipica. Quando

requerido pelo proprio médico, a contagem manual de reticulocitos também era realizada,

de forma a avaliar a taxa de producao de eritrocitos pela medula 6ssea, o que possibilitava a

diferenciagao entre certos tipos de anemias.

Ja o estudo da velocidade de sedimentacao (VS), apesar de pouco especifica, era

muito utilizada na detegao de processos inflamatérios agudos e na avaliagao da progressao
de algumas patologias inflamatérias cronicas. Contudo, a sua maior utilidade consistia na

monitorizagao da resposta hepatica em alcodlicos cronicos, uma vez que refletia a perda da
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sua capacidade de sintese proteica. Uma diminuicao da VS resulta de uma redugao da
produgao do fibrinogénio hepatico, deixando de existir em quantidade suficiente para se ligar
a membrana dos eritrocitos com reducao do seu potencial { (zeta), o que levaria a sua

agregagdo com a formagio dos rouleaux’.

I.1. Coagulacdo

Para a avaliagao da hemostase eram frequentemente determinados o tempo de pré-

trombina (PTT) e o tempo parcial de tromboplastina ativada (TTPa). Ambos medem o

tempo que demora a ocorrer a formagao do coagulo de fibrina mas enquanto o primeiro
avalia a via extrinseca, ja o segundo avalia a via intrinseca.

Mensalmente, utentes a fazer terapéutica anticoagulante com derivados cumarinicos
iam monitorizar o INR (International Normalized Ratio), cuja informagao era importante no
ajuste da dose desses farmacos, caso fosse necessario. Para além disso, estes dois tempos
também eram muito requisitados em individuos da UA, encontrando-se elevados na maioria
das vezes. Esta situagao era indicativa de uma grave lesao hepatica, com comprometimento
da sua capacidade de sintese proteica, o que se traduzia pela diminuicao da produgao dos
fatores de coagulagao que sao ai sintetizados e que entram em ambas as vias da cascata de

coagulacao.

2. Area de Imunologia

Em Imunologia, os marcadores virais, tumorais e hormonais sao os principais
parametros analisados. Como estas determinagoes sao realizadas de forma semi-automatica
no VIDAS®, ha pouca intervencao humana, que fica limitada a colocagao da amostra correta
na barrete certa e a interpretacgao dos resultados obtidos.

Contudo, ainda executei algumas técnicas manuais, tais como a tipagem sanguinea dos

sistemas ABO e Rhesus, pedida grande parte das vezes pelo médico para constar na ficha

clinica dos novos utentes ou entao em caso de gravidez, se o grupo sanguineo fosse
desconhecido pela utente. Neste Ultimo caso, face a um resultado Rhesus negativo, o médico

poderia ainda pedir a realizagao do teste de Coombs Indireto. Em caso de sensibilizagao

prévia, este teste permite identificar a presenca de anticorpos anti-D do tipo IgG no soro da
gravida, que poderiam atravessar a placenta e que, num feto Rhesus positivo, se conseguiriam
ligar ao antigénio D dos seus eritrocitos, aglutinando-os e desencadeando a doenca
hemolitica do recém-nascido. Sendo assim, esta prova possibilita que sejam tomadas as

medidas necessarias para evitar a ocorréncia desta situagao.
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3. Area de Microbiologia

De todas as valéncias, esta é aquela onde o grau de automatizagao é menor, dai haver
uma maior valorizagdo do trabalho humano. Aqui, procedi a inoculagio, nos meios de
cultura adequados, dos varios produtos bioldgicos tais como urina, fezes e exsudatos vaginal
e faringeo, com respetiva realizagao do exame direto, quando aplicavel. De destacar que a
grande percentagem das amostras analisadas era de urina, na qual o patogénio mais
frequentemente isolado correspondia a Escherichia coli. Sempre que a Urocultura fosse
positiva, informagoes relativas a identificagao da bactéria, sua quantificagao e respetivo

antibiograma tinham de ser fornecidas.

Quanto ao Exsudato Vaginal, para além do exame bacteriologico, também era

realizada uma analise micoldgica e parasitoldgica, ao contrario do Exsudato Faringeo, no qual

o principal objetivo consistia na identificacao de Streptococcus hemoliticos.

A partir das amostras de fezes, era feita a Coprocultura com a pesquisa de bactérias

especificas como a Salmonella, Shigella e Campylobacter, e ainda o Exame Parasitologico de

Fezes, com a procura de parasitas intestinais.

Ja o soro era utilizado na detecao quer das reaginas inespecificas do Treponema
pallidum, agente etioldgico da Sifilis, quer dos anticorpos heterodfilos contra o virus Epstein-
Barr, através de técnicas de aglutinagao. Assim, era realizada a VDRL (Venereal Disease

Research Laboratory) ou o Teste de Paul Bunnell, respetivamente.

4. Area de Bioquimica
Em Bioquimica, as principais atividades que realizei vao ser abordadas a seguir com

maior detalhe. Corresponderam ao doseamento de varios parametros analiticos, a realizagao

de ionogramas, proteinogramas e a analise sumaria da urina para a avaliagio das varias
fungcoes do organismo humano com a detecao de possiveis desequilibrios, indicadores de
patologias. Embora menos frequentemente solicitados, foram igualmente efetuados os testes

imunocromatograficos de gravidez e de sangue oculto nas fezes.




IV. BIOQUIMICA

Foi no inicio do século XX que a Bioquimica sofreu a sua grande revolucao, sendo
hoje considerada uma area fundamental do Laboratério de Andlises Clinicas. Através da
medicao de determinados compostos presentes numa amostra biolégica - os biomarcadores -,
as fungoes dos varios érgaos sao indiretamente avaliadas. Como o organismo humano se
encontra num constante estado de equilibrio, qualquer alteragao nesses biomarcadores
permite alertar para a existéncia de um determinado processo patolégico ou, somente, para

algum desequilibrio transitorio que esteja a ocorrer.

Consequentemente, consegue-se inferir sobre o estado geral da saude dos individuos
por auxiliar nao sé o diagndstico de determinadas patologias mas também a sua
monitorizagao, prognostico e até mesmo a sua prevengao. No entanto, para apoiar a sua
decisao, o médico nao deve usar isoladamente as informagoes destes parametros mas
considerar simultaneamente outros dados, nomeadamente a historia clinica, sinais e
sintomas, resultados do exame fisico e ainda outros exames complementares, caso sejam

necessarios.

De seguida, irei abordar alguns biomarcadores usados no LACFFUC para a avaliagao
de algumas fungoes fisiologicas e ainda a metodologia e equipamentos onde essa

determinagao é feita.

I. Equipamentos e Metodologia
O LACFFUC tem um certo grau de automatizagao e a parte de Bioquimica nao é
excecdao. Muitos processos que antes eram manuais véem-se agora realizados de forma

automatica, com maior eficiéncia e rapidez, ao mesmo tempo que se reduzem os custos.

Assim, cinco sao os aparelhos utilizados nesta valéncia de Bioquimica, essenciais para
a execucao das determinacoes analiticas. Sao eles:
- AU 400®, da Beckman Coulter, onde se faz a maioria das analises bioquimicas;
- SpotLyte Na/K/Cl Analyzer®, da Menarini Diagnostics onde se fazem os ionogramas;
- Helena SAS-1 Plus e SAS-2®, da Biosciences Europe, para fazer proteinogramas;
- CombiScan 100®, da Analyticon Diagnostics, para a analise sumaria da urina;

- VIDAS®, da Biomérieux, na quantificacao de hormonas e antigénios tumorais.



1.1. AU 400%®, da Beckman Coulter

No equipamento AU 400° representado na Figura I, sio executados os
doseamentos da grande maioria dos parametros bioquimicos, seja em amostras de soro,

urina ou sangue total.

Da sua constituicao integram trés
unidades principais, uma correspondente ao
compartimento dos reagentes, outra a uma
cdmara onde tem lugar a reagao
propriamente dita, com cuvetes de quartzo, e

ainda uma terceira referente a area das

solugoes de lavagem para essas mesmas

cuvetes e para o sistema de pipetagem. Figura I. AU 400%, da Beckman Coulter (Fotografia: LACFFUC).

Apesar deste aparelho processar automaticamente todas as amostras, nao deixa de
ser necessario compreender o seu funcionamento e as reagoes que estao a ocorrer no seu
interior. De uma forma geral, apés mistura e incubagao da amostra a 37°C com of(s)
reagente(s) apropriado(s) numa determinada cuvete, forma-se um produto ou um
imunocomplexo. Uma fonte de luz artificial emite energia radiante que incide na cuvete e é
absorvida pelo produto formado, sendo a luz transmitida através dessa solugao lida por
espectrofotometria entre os 300 e 800 nanémetros (nm) de comprimento de onda. A
concentragao ou atividade do parametro a ser analisado é determinada através da aplicagao
da Lei de Lambert-Beer, na qual a concentragao dessa substancia é diretamente proporcional
a absorvancia, isto é, a quantidade de luz absorvida pela amostra, ou inversamente

proporcional ao logaritmo da luz transmitida®.

Estas reacoes baseiam-se em quatro metodologias analiticas, sendo elas

colorimétricas, colorimétricas enzimaticas, cinético-enzimaticas e imunoturbidimétricas.

Nas técnicas colorimétricas, a reagao do reagente com um determinado composto
da amostra gera um produto corado - o cromogénio -, que é medido na faixa do visivel do
espetro eletromagnético. A quantidade de luz absorvida por este produto é diretamente
proporcional a intensidade dessa coloragao que, por sua vez, € proporcional a concentragao

do substrato que lhe deu origem.
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Ja as técnicas colorimétricas enzimaticas permitem o doseamento quer de

macromoléculas quer de enzimas. Como tal, a reagao tanto pode ser iniciada pela enzima
presente no reagente que catalisa a degradagao do analito ou, entao, ser fornecido o
substrato para a enzima em analise, respetivamente. A este passo € acoplada uma reagao
colorimétrica que permite a formagao de um produto corado e o seu doseamento, seguindo
o mesmo principio das anteriores. Contudo, nao se trata apenas de um processo quimico

mas também enzimatico, o que confere maior especificidade a este método.

Relativamente ainda aos métodos enzimaticos, se pretendermos determinar a
atividade enzimatica de uma determinada enzima da amostra, as técnicas cinético-
enzimaticas sao as mais utilizadas. Uma variagdo da absorvancia do produto final desta
reagdo - o dinucledtido de nicotinamida e adenina na sua forma oxidada (NAD") ou reduzida
(NADH) -, lida a 340nm a dois tempos diferentes, é diretamente proporcional a atividade da

enzima.

Ja as reagoes imunoturbidimétricas baseiam-se na aglutinagao entre os anticorpos

dos reagentes e os antigénios respetivos que poderao estar presentes na amostra e vice-
versa. A formagao destes imunocomplexos traduz-se num aumento da turvagao da solugao,
diminuindo a luz que a consegue atravessar. Assim, a intensidade da luz medida que atinge o
detetor é a dispersada pelos complexos antigénio-anticorpo, que sera tanto maior quanto
maior o numero desses imunocomplexos e, consequentemente, quanto maior a

concentragao do antigénio ou do anticorpo que se esta a dosear.

Na Tabela 4 estio resumidos os parametros analiticos que sio analisados no AU

400° de acordo com a metodologia da reagio descrita em cima.

Tabela 4. Parémetros analiticos determinados no AU 400®, de acordo com a sua metodologia.

Colorimétrica Colorimétrica enzimatica Cinético-enzimatica Imunoturbidimétrica
Bilirrubinas (total e direta) Colesterol (total e das HDL) PCR
Proteinas Totais Triglicéridos GOT RF
Albumina Ureia LDH TASO
Creatinina ALP CK HbAIc
Ferro GGT Microalbumindria
Cilcio Amilase
Magnésio Lipase
Fosfatos Acido Urico
Glucose®

* Excecdo: Apesar de a glucose ser doseada por um método enzimadtico, o produto formado - o NADH -, ndo é cromogénico. A sua absorvéncia é determinada na zona do UV, a 340nm.
Legenda: HDL — High Density Lipoprotein; ALP — Fosfatase Alcalina; GGT — j-Glutamil Transferase; GPT — Glutamato-Piruvato Transaminase; GOT — Glutamato-Oxaloacetato Transaminase;
LDH — Lactato Desidrogenase; CK — Creatinina Cinase; PCR — Proteina C Reativa; RF — Fator Reumatdide; TASO — Anticorpo anti-estreptolisina O; HbA | c — Hemoglobina Glicada.
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1.2. SpotlLyte Nal/KICI Analyzer®, da Menari Diagnostics
llustrado na Figura 2, o Spotlyte Na/K/Cl Analyzer®

permite fazer o doseamento do sédio, potassio e cloreto em

amostras de soro, segundo os principios da Potenciometria.

Como tal, é constituido por trés elétrodos seletivos

de ides que convertem a atividade do soédio, potassio e
cloreto da amostra em potencial elétrico, e ainda por um
elétrodo de referéncia de prata/cloreto de prata, com o qual

esse potencial elétrico é comparado. Através da equacao de

. I

Nernst, essa diferengca de potencial é convertida na

concentragio que o respetivo ido apresenta na amostra’.
Figura 2. SpotlLyte NA/K/CI Analyzer®, da
Menarini Diagnostics (Fotografia: LACFFUC).

1.3. Helena SAS-I Plus e SAS-2°, da Biosciences Europe

Este aparelho recorre a eletroforese em gel de agarose por forma a separar as varias
proteinas séricas, de acordo com a sua carga e peso molecular, quando sujeitas a um campo
elétrico. Uma vez separadas, o gel é corado e a intensidade de cada banda é diretamente
proporcional & sua concentragao’.

Na Figura 3, podemos observar a esquerda, o aparelho SAS-I Plus, onde se processa
a eletroforese; ao centro, o SAS-2, onde o gel é corado; e, a direita, os reagentes necessarios

para o funcionamento de todo este processo.

Figura 3. Helena SAS-1 Plus, SAS-2®, da Biosciences Europe (Fotografia: LACFFUC).

Apesar de também permitir a execucao de lipidogramas, no periodo de tempo em

que estive no LACFFUC, apenas foram realizados proteinogramas.
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1.4. CombiScan 100°, da Analyticon Diagnostics

Através da utilizagdo de tiras-reagente, ou seja, tiras de plastico com zonas
absorventes impregnadas com determinados reagentes, este aparelho semi-automatico
permite fazer uma anadlise qualitativa e semi-quantitativa de alguns elementos da urina, muito

util como screening de algumas doengas hepaticas, renais, urinarias e metabdlicas.

Numa amostra de urina nao centrifugada, essas substancias, ao entrarem em contacto
com os reagentes respetivos, vao originar uma mudanga de cor nas zonas absorventes, cuja
intensidade é proporcional a concentragao do analito. Na Figura 4, estao os parametros
analisados nestas tiras que correspondem, da esquerda para a direita, a bilirrubina,
urobilinogénio, corpos ceténicos, acido ascérbico, proteinas, glucose, sangue, pH, nitritos,

leucocitos e densidade urinaria.

Bil Urob Cet Ac Asc Prot Glu Sang pH Nit Leu Dens

INENEEER =

Figura 4. Tira-reagente, 60 segundos apés imersdo em amostra de urina (Fotogrdfia: LACFFUC).

Apesar de poder ser feita visualmente, no LACFFUC, a interpretagao desta coloragao
é feita no CombiScan 100°, representado na Figura 5. O seu principio - a refletincia - baseia-
se na medicao da intensidade da luz refletida pela superficie dessas zonas absorventes, cujo
comprimento de onda dependera da cor mudada e sera diretamente proporcional a
concentragao desse analito na urina. Quando atinge o detetor, esse comprimento de onda é

processado de modo a obter valores mensuraveis para os varios parimetros analisados®.

QUM
scan 1

LAcMa

Figura 5. CombiScan 100, da Analyticon Diagnostics (Fotografia: LACFFUC).
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1.5. VIDAS®, da Biomérieux

No VIDAS® (Vitek Immuno Diagnostic Assay System), representado na Figura 6,
métodos imunoenzimaticos com detecao final por fluorescéncia - os métodos ELFA (Enzyme
Linked Fluorescent Assay) -, permitem a determinagao quantitativa de hormonas e antigénios

tumorais presentes nas amostras de soro, para além de marcadores virais.

Figura 6. VIDAS®, da Biomérieux (Fotografia: LACFFUC).

Podemos distinguir dois tipos de ensaios, os competitivos e os ndo competitivos

do tipo ’sandwich”’"’.

No primeiro caso, o antigénio da amostra a analisar compete com um antigénio
idéntico, presente em excesso no meio e marcado com um fluorocromo para os anticorpos
respetivos, a superficie de uma fase solida. Se houver pouco antigénio na amostra, a
quantidade de antigénio marcado que se liga a esses anticorpos sera maior e a fluorescéncia
emitida mais intensa e vice-versa.

No segundo caso, é usado um anticorpo secundario marcado com um fluorocromo
que apenas se liga ao antigénio da amostra se este estiver presente e ligado aos anticorpos
da fase solida. Assim, a intensidade da fluorescéncia é diretamente proporcional a
concentragao do antigénio da amostra, ao contrario dos métodos competitivos, que € o
inverso'®. Os pardmetros analisados de acordo com estas duas metodologias foram descritos

anteriormente na Tabela 3, nas paginas 9 e |0.

Estes aparelhos permitem dosear um grande numero de analitos, que nos orientam
para alteragbes que possam estar a ocorrer no organismo. Alguns, em conjunto, permitem

avaliar determinadas fun¢oes do organismo, como as descritas a seguir.
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2. Awvaliacdao da Funcao Cardiovascular

As doengas cardiovasculares (DCV) representam a principal causa de morte em
Portugal, tal como em muitos outros paises industrializados, e sao varios os fatores de risco
que propiciam o seu desenvolvimento. Um dos seus grandes contribuintes é a aterosclerose,
um processo inflamatorio cronico que resulta da acumulagao de alguns lipidos circulantes no
plasma na intima das artérias, culminando com a formagao de placas aterosclerdticas e com
consequente estreitamento do limen arterial. Adicionalmente, estas placas tém tendéncia a
tornarem-se instaveis e, quando o seu conteudo é exposto, ha uma ativagao da coagulagao
dando origem a trombos, com interrupgao do fluxo sanguineo dessa mesma artéria ou de
outros vasos sanguineos em locais diferentes do organismo. O resultado é uma situagao de
isquémia, a qual se pode seguir a necrose dos tecidos circundantes, originando um enfarte

agudo do miocardio ou um acidente vascular cerebral''.

Por forma a diminuir as elevadas taxas de morbilidade e mortalidade associadas as
DCV, os clinicos avaliam o risco cardiovascular global em certos individuos que apresentem

alguns fatores de risco para o seu desenvolvimento através do perfil lipidico.

O perfil lipidico consiste no doseamento do colesterol total, do colesterol das LDL
(low density lipoproteins) e das HDL (high density lipoproteins) e ainda dos triglicéridos (TAG),
sendo dos exames de rotina mais requisitados ao LACFFUC. O principal cuidado a ser tido
em consideragao por parte do utente € a realizagado de um jejum de 10 a 12 horas,

sobretudo no caso dos TAG, por forma a evitar interferéncias com os lipidos da dieta.

2.1. Colesterol Total

Cerca de 15% do colesterol total provém da dieta, onde é integrado em quilomicrons
para poder ser absorvido pelas células intestinais, enquanto os restantes 85% sao
sintetizados endogenamente, maioritariamente no figado. Este 6rgao fornece o colesterol
necessario as necessidades das células dos tecidos periféricos, cuja capacidade de sintese é
limitada, incluindo-o no interior de lipoproteinas, as VLDL (very low density lipoproteins), as
quais, apés metabolizagao, irao dar origem as LDL.

A excecio das células endécrinas e hepaticas, onde o colesterol é imprescindivel na
sintese de hormonas esteroides e na producio de sais biliares e lipoproteinas,
respetivamente, os tecidos periféricos nao tém grande capacidade de o catabolizar. Quando

isto acontece, o excesso de colesterol intracelular inibe a biossintese endogena do préprio e
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a expressao dos recetores de LDL a superficie das células. Isto faz com que o colesterol
total tenha mais dificuldade em ser captado pelos varios tecidos, aumentando em circulagao.
Grande parte desse colesterol em excesso acaba por ser transportado para o figado onde
pode ser eliminado na bilis. Contudo, se este controlo nao for suficiente e se houver um
excedente de colesterol circulante, ele acaba por aumentar na circulagdo sanguinea,

nomeadamente o das LDL, com as consequéncias que isso acarreta'”.

2.2. Colesterol das LDL

O colesterol das LDL (C-LDL) é atualmente considerado o principal parametro
responsavel pelo desenvolvimento das placas aterogénicas. Nao s6 este colesterol
corresponde a cerca de 70% de todo o colesterol em circulagio transportado dos
hepatocitos as células dos tecidos periféricos como também se encontra no interior de
lipoproteinas de pequenas dimensoes, o que facilita a sua deposi¢ao na intima das artérias,

desencadeando o processo aterogénico.

O valor de C-LDL é calculado pela férmula de Friedewald, na qual se assume que o

colesterol das VLDL esta presente numa concentragao equivalente a um quinto dos TAG
circulantes no plasma. Isto é verificado para valores de TAG inferiores a 400mg/dL, caso
contrario esta formula nao podera ser aplicada, como se compreendera mais adiante no

Caso Clinico 3.

Formula de Friedewald

TAG
C — LDL = Colesterol Total — (T + C — HDL)

2.3. Colesterol das HDL

Enquanto a hipercolesterolémia LDL é considerada um fator de risco cardiovascular,
um aumento no colesterol das HDL ja tem o efeito oposto. O colesterol presente em
excesso hos tecidos periféricos é incorporado nas HDL, que o transporta até ao figado para
ser catabolizado. Com a diminuicao do colesterol em circulagao, menos se acumula na intima
das artérias. Dai que valores mais elevados de C-HDL se possam traduzir em beneficios
adicionais”’. No entanto, tem de haver um equilibrio, pois se o colesterol presente nestas

lipoproteinas estiver em excesso, este também se podera tornar prejudicial ao organismo, o
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que se levou a considerar que os valores 6timos para protegao cardiovascular se encontrem

entre os 40 e 75mg/dL'*.

Teste Resultado Aviso Unidades Valores Normais § poste Resultado Aviso Unidades  Valotes Normais
Coles 20 H ng / dL 19 00 § coles 05 ng / dL 9 200
Tri 14 H ng / di 5 130 Irig 21 H ng / dL g 150
| DL % L ma/dl 60 EH N L mgldl 4] T80
LD, 119.2 # 0.0 10000 o K 0.0 1000

Figura 7. Comparacdo de dois peffis lipidicos (Fonte: LACFFUC).

A Figura 7 apresenta o perfil lipidico de dois utentes. Se compararmos o perfil
lipidico destes dois individuos, considerando-os com os mesmos fatores de risco
cardiovasculares, podemos facilmente verificar que quer os niveis de colesterol total, quer o
das LDL, sao muito semelhantes. Contudo, o da direita apresenta um risco de desenvolver
uma DCV ligeiramente superior ao da esquerda, pelo facto de os seus niveis de C-HDL se
encontrarem mais reduzidos, mas também por os niveis de TAG se encontrarem mais

aumentados.

2.4. Triglicéridos
Para além do C-LDL, valores elevados de TAG também podem contribuir para o

aumento do risco cardiovascular, sobretudo os contidos nas VLDL de menores dimensdes'”.

Os TAG sao constituidos por uma molécula de glicerol e trés de acidos gordos
necessitando, por isso, de lipoproteinas para circular na corrente sanguinea. Sao
incorporados nos quilomicrons se forem provenientes da dieta, ou nas VLDL se forem
sintetizados no figado. Quer os quilomicrons quer as VLDL os transportam aos tecidos
periféricos, mais especificamente ao tecido adiposo, para serem hidrolisados pela
lipoproteina lipase (LPL). Depois, ficam ai armazenados sob a forma de goticulas de gordura
até que seja necessario o seu recrutamento para serem submetidos a [-oxidagao e assim

fornecerem energia as restantes células'®.

Quando ha um aumento na produgao das VLDL e diminui¢cao do seu catabolismo, os
niveis de TAG aumentam no soro, o que se designa por hipertrigliceridémia. Um aumento
dos TAG pode ter causas genéticas, como deficiéncias nas enzimas que os metabolizam ou

dos seus cofatores. Também se pode desenvolver na sequéncia de outras situagoes das quais
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sao exemplo o stress, a ingestao de dietas ricas em hidratos de carbono, o consumo
exagerado de acidos gordos saturados e insaturados que irao integrar os TAG, e ainda a

Diabetes mellitus.

Na Figura 8 verificamos a Teste  TResultado Aviso Unidades  Yalores Normais

presenca de um perfil lipidico de um

Glue 139 H mg [ 4L 74 106

diabético significativamente alterado, Coles g pg [ dE 1% 209
, q Trig 260 H mg / db y 150

com um aumento  excessivo o -~ a L ng | db 60 150
colesterol total, do C-LDL e dos TAG. LDE D W 0.0 100.0

Figura 8. Perfil lipidico de um doente diabético (Fonte: LACFFUC).

Para compreendermos esta situagao, temos de considerar que, independentemente
deste individuo se encontrar numa situagao de jejum, a glicémia se assemelha a uma pos-
prandial. O aumento da glucose na circulagao faz com que esta continue a ser captada pelo
figado como substrato da glicolise e o seu excesso seja utilizado na sintese endogena de
TAG. Estes irao integrar as VLDL que se dirigem para o tecido adiposo, onde sao

armazenados.

Ao contrario dos hepatdcitos, os tecidos periféricos sao dependentes de insulina e,
por nao conseguirem usar esta hormona para captar a glucose da circulagao na obtengao de
energia, recorrem a vias alternativas, como a mobilizagao dos TAG circulantes e dos
contidos nos adipdcitos. Adicionalmente, a atividade da lipoproteina lipase (LPL), uma enzima
estimulada pela insulina envolvida no catabolismo das VLDL, encontra-se diminuida. Estas
situagoes culminam com a elevagao dos TAG em circulagao, o que € muito comum em

diabéticos, nomeadamente com Diabetes mellitus do tipo 2.

No entanto, apesar de a LPL existir predominantemente na superficie luminal das
células endoteliais do tecido adiposo, também existe noutros tecidos periféricos, como no
endotélio do tecido muscular. Esta LPL muscular é menos sensivel a quantidade de insulina
circulante, continuando a exercer a sua fungao independentemente dos niveis desta
hormona. Assim, dada a grande concentragao de VLDL na circulagao, formam-se grandes
quantidades de IDL e, consequentemente, mais colesterol ira integrar as LDL, sendo a taxa

deste catabolismo inferior a formacio dos TAG'.

Assim, facilmente se compreende uma das formas pela qual a Diabetes intervém no

processo aterogénico, constituindo um fator de risco cardiovascular.
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3. Avaliacao da Funcao Renal

Os rins sao orgaos vitais por assegurarem a homeostase do organismo humano, nao
sO através da manutengao dos equilibrios hidro-eletrolitico e acido-base mas também pela
eliminagao, através da urina, de produtos do metabolismo proteico e nucleotidico, que se
tornariam toxicos em excesso, assim como de xenobidticos. A juntar a isto, temos a sua
funcao de sintese, visto tratar-se de um importante o6rgao endécrino, bem como a de
conservagio de proteinas'.

Dada a sua relevancia, torna-se crucial a monitorizagao do seu funcionamento, pois
qualquer desregulagao pode implicar graves repercussoes. Alguns parimetros sao mais
especificos da fungao glomerular e outros da fungao tubular, o que nos orienta na direcao

em que podera estar a ocorrer a lesao.

No LACFFUC, a parte glomerular era avaliada através de compostos azotados nao
proteicos, da clearance da creatinina, de produtos resultantes do metabolismo nucleotidico
e, em casos especiais, da microalbuminuria. Ja no estudo da fungao tubular, a analise sumaria
da urina assumia relativa importancia. Quanto a parte hormonal, sempre que o doseamento
da eritropoietina, renina ou |,25-dihidroxicolecalciferol era requisitado, estas amostras eram

enviadas para o Laboratério S. José, pois o seu doseamento nao era feito no LACFFUC.

3.1. Avaliac3ao da Funcio Glomerular

3.1.1. Compostos Azotados Nao Proteicos
Ao contrario dos lipidos e dos hidratos de carbono, o organismo humano nao tem
capacidade de armazenamento de proteinas, sejam elas provenientes da dieta ou resultantes
da destruicao ou renovagao dos tecidos. Por isso, tém de ser degradadas e os produtos
resultantes desse catabolismo proteico, nomeadamente a ureia e a creatinina, sao eliminados

por via renal.

a) Ureia
Sempre que ocorre desaminagao oxidativa de proteinas, ha formagao de amonia, um
composto que se torna toxico para o Sistema Nervoso Central, quando em excesso. De
modo a prevenir a sua acumulagao na corrente sanguinea, uma parte € eliminada livremente
através da urina mas a grande maioria é convertida, no figado, em ureia e eliminada
posteriormente pelos rins, apesar de uma pequena percentagem poder também ser

excretada nas fezes.
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Por ter baixo peso molecular, ¢ livremente filtrada no glomérulo renal, apesar de 40
a 70% da ureia filtrada ser reabsorvida nos tubulos proximais e coletores renais. Dai que um
comprometimento da fungao renal, mais concretamente a nivel glomerular, faga com que
este processo de filtragdo nao seja tao eficaz, contribuindo para o aumento do seu valor

sérico®.

No entanto, a ureia nao deve ser utilizada isoladamente como marcador da funcao
glomerular, pois também se pode encontrar elevada noutras situagoes, sem que haja um
envolvimento renal primario. Dietas ricas em proteinas, um catabolismo proteico excessivo,
uma situagao de desidratagao que resulta na diminuicdo do volume de plasma e que
inflaciona a concentragao de ureia sao causas extra-renais que podem explicar o aumento da
ureia sérica e do azoto ureico. Por outro lado, se a causa for renal, podemos considerar que
um aumento da ureia, nao acompanhado pelo aumento da creatinina possa ser o resultado
de uma urémia pré-renal e, para ser confirmado, seria necessario determinar a taxa de
filtragao glomerular".

Assim, varios fatores podem culminar

Teste Resultado Aviso Unidades  Valores Normals

na situacao apresentada na Figura 9, isto &,

Gluc 94 mg { dL 1 Hi6

num aumento isolado da ureia sérica. Por Ureia 53 H mg /L 1] 13
. ~ - (reat .78 mg [ dl 0.06 1,25
isso, sdo necessarios outros elementos para " 5.9 ag / dl 16 1.1
- e . 1.9 2.1

uma correta interpretagao dos resultados, ESTBL 242? d Egj,;LdL 1 %
como a concentragao da creatinina e a sua E’g tzlg " 31’:? g jg

clearance.
Figura 9. Urémia (Fonte: LACFFUC).
b) Creatinina

Da desidratacao nao-enzimatica da creatina e da fosfocreatina resulta a creatinina, um
produto de degradagao que facilmente é eliminado através da urina. Como a maioria da
creatinina € produzida no musculo esquelético, os seus niveis séricos e, consequentemente,
urinarios sao apenas proporcionais a massa muscular, nao sendo influenciados pela dieta. No
entanto, na interpretacao dos resultados laboratoriais, tem de haver uma distingao entre os
valores do sexo masculino e feminino, pois dado que a massa muscular dos homens é mais
elevada que a das mulheres, a sua creatinina sérica também ira ser superior®'.

Tal como a ureia, a creatinina é livremente filtrada no glomérulo renal, com a
diferenga de nao ser reabsorvida nos tubulos renais. Apesar de nao ser tao sensivel como a
ureia, € um importante marcador da fungao glomerular, aumentando quando esta se

encontra comprometida.
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bl) Clearance da Creatinina
Como a taxa de excregao da creatinina nao apresenta grande variagao diaria e nao é
influenciada pela dieta, a nao ser que haja uma grande lesao muscular ou alteragao da fungao
renal, esta pode ser usada como marcador da taxa de filtragao glomerular (TFG), através do
calculo da sua clearance. Apesar de nao ser ideal, a clearance da creatinina, isto €, o volume
de plasma do qual esta substancia é completamente depurado pelo rim, por unidade de
tempo, € a mais utilizada para avaliar a TFG e, assim, monitorizar se o processo de

eliminagao renal esta a ocorrer adequadamente.

Caso haja uma lesao, seja ela pré-renal, renal ou pos-renal, este valor vai diminuir e
os produtos de degradagao que deveriam ser eliminados, passam a acumular na corrente
sanguinea. Para além disso, reflete a extensao e a gravidade dessa lesao, sendo estas

inversamente proporcionais a TFG>.

Para tal, paralelamente ao valor da creatinina sérica, precisamos de fazer o seu
doseamento no volume total de urina de 24h (ou a outro tempo determinado) para aplicar a
formula seguinte. Deve-se ter em consideragao que, como uma pequena quantidade ainda

pode ser secretada pelos tubulos renais, podera haver uma sobrestimagao da TFG.

Clearance da Creatinina

[Creatinina urina]

ClCr (mg/24h) = Diurese

— x
[Creatinina soro]

Apesar de mais correta, a determinagao por esta via nio era muito pedida no
LACFFUC, pois envolve a recolha da urina de 24h, o que nao é pratico. Através da utilizacao

da seguinte formula - a féormula de Cockcrolf-Gault -, a TFG é estimada apenas com base na

creatinina sérica e de dados adicionais como a idade, peso e sexo. Como se considera que a
massa muscular das mulheres é, em média, 15% inferior a dos homens, o valor da clearance

da creatinina tem de ser multiplicado por 0,85 no sexo feminino.

Formula de Cockcrolf — Gault

[140 — idade (anos)]x peso (Kg)
72 x [Cr soro (mg/dL)]

Cl Cr estimada (mL/min) = x [0,85 (se mulher]
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Se considerarmos que o valor da creatinina sérica (Cr = 0,78 mg/dL) da Figura 9, da
pagina 28, pertence a uma mulher, de 50 anos, com 65 Kg, a clearance da creatinina daria o

seguinte valor:

ClCr estimada = 20 =501 X 65 0 o 8854 mL/mi
T estimada = 72 % 078 x 0,85 = ,54 mL/min

Este valor evidencia uma ligeira diminuicao da TFG, pois é inferior a 90mL/min, o que
indica uma ligeira lesao renal sem comprometimento da sua fungao, o que suporta a hipotese

de urémia pré-renal.

3.1.2. Acido Urico

Da oxidagao das purinas, precursores das bases que entram na sintese dos acidos
nucleicos, resulta o acido Urico que, tal como os compostos anteriores, € livremente
filtrado, apesar de também poder ser reabsorvido e secretado nos tubulos renais.

Um aumento isolado da sua concentragiao sérica, ou seja, com a ureia e creatinina
dentro dos valores normais, esta associado a uma hiperuricémia. Em alguns individuos com
predisposicao genética, o acido Urico em excesso pode precipitar nos tubulos renais,
formando calculos que obstroem a passagem da urina, e nas articulagoes, desencadeando

uma patologia designada por gota®.

No entanto, se o seu valor se encontrar elevado, juntamente com a ureia e/ou

creatinina, pode significar uma disfungao renal que deve ser investigada.

3.1.3. Microalbumindria
De modo a averiguar se o rim esta a cumprir a sua funcao de conservagao das
proteinas sanguineas, por forma a manter a pressao oncotica, torna-se importante saber se a

funcao glomerular esta intacta ou se, pelo contrario, ha perda de proteinas pela urina.

Ha sempre proteinas de baixo peso molecular a serem filtradas que sio depois
reabsorvidas pelas células tubulares renais, enquanto outras sao produzidas pelas células
tubulares distais, como a de Tamm-Horsfall, e aparecem na urina sem qualquer significado
patolégico. No entanto, de todas as proteinas produzidas, a que vai ser usada como

biomarcador de previsiao de alteragoes glomerulares sera a albumina, mais vulgarmente
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designada por microalbuminuria (MAU). Como esta proteina tem um baixo peso molecular
e é ligeiramente maior que o poro dos capilares glomerulares, qualquer alteragao da sua
permeabilidade possibilita a filtragio da albumina e sua eliminagao urinaria'.

A avaliagao da MAU nao se trata mais do que a detegao de pequenas quantidades de
albumina na urina por métodos mais sensiveis que aqueles usados para a sua determinagao
sérica. No LACFFUC, esta analise é frequentemente efetuada na monitorizagao da fungao
renal de doentes diabéticos, dado o elevado risco de complicagoes vasculares, mas também

de doentes cuja terapéutica inclui firmacos nefrotéxicos®.

Para se poder interpretar corretamente o seu valor precisamos saber o volume de
urina excretada na urina das 24h, pois o aparelho apenas fornece o valor da MAU por litro
de urina. Como demonstrado na Figura 10, a partir do valor do equipamento (MAU = 4,1
mg/L) e da diurese das 24h (1,3 L), por simples calculo (4,1 mg/L x 1,3L), obtemos o valor da
MAU diaria.

Teste  Resultado Aviso Unidades  Yalores Normais

KAl 11 /L 05 19.0

Figura 10. Valor da MAU em mg/L, obtida pelo equipamento laboratorial
(Fonte: LACFFUC).

Neste caso, com o valor de 5,33mg/dia, nem se pode considerar que haja
microalbumindria, pois a sua excregao diaria € inferior a 30mg/dia. Neste doente, o risco de

complicagoes renais encontra-se reduzido.

3.2. Avaliacdo da Funcio Tubular

No LACFFUC, poucos sao os testes realizados para a avaliagao da fungao tubular,

ficando reduzidos a determinagao da densidade e do pH urinarios através das tiras-reagente.

a) Densidade Urinaria
Permite avaliar se o rim tem a capacidade de concentrar a urina e conservar a agua,
pois s6 o consegue fazer estando o rim funcional e com perfusao adequada. Portanto, as
urinas hipostenuricas sao um sinal de alerta, pois podem significar um processo patologico
subjacente que estara a comprometer a fungao tubular renal e que devera ser avaliado.
Todavia, outras causas podem ser responsaveis pela diminuicao da densidade urinaria tais
como a poliuria, a toma de diuréticos ou o aumento da diurese no caso da Diabetes, quer

seja ela mellitus ou insipidus. Para distinguir se a causa serd de origem tubular, o utente
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devera realizar o teste de concentracdo da urina, no qual a densidade urinaria avaliada ao fim

de 24h apos restrigao hidrica e de certos tipos de alimentos se mantera inalterada.

b) pH
O pH da urina geralmente é acido, resultante da eliminagdio do excesso de
hidrogeniao que é produzido diariamente nos varios processos metabdlicos, através das
células tubulares renais e ducto coletor. Um aumento do pH, tendo em conta toda a
situagao clinica do doente, pode ser sugestiva de alteragoes na secrecao do hidrogeniao nos
tubulos renais. No entanto, um aumento ou diminui¢ao nao traz grande valor de diagnéstico,

pois sdo muitas as varidveis que afetam este parimetro".

3.3. Sedimento Urinario

A anilise do sedimento urinario permite comprovar algumas das indicacoes dadas
pelas tiras-reagentes no que diz respeito a presenga de leucdcitos, eritrocitos e proteinas.
Neste ultimo caso, quando ha proteinuria significativa, a presenga de cilindros, na sua maioria
hialinos, pode ser o resultado de lesao glomerular. Quanto mais cilindros existirem, maior

sera a extensio da lesio renal e mais nefrénios estario envolvidos®.

Contudo, o sedimento urinario também permite obter novas informagoes que
podem ser indicativas de danos renais. Por exemplo, € comum a urina apresentar células
epiteliais, como resultado do turnover celular do trato urinario inferior mas se for observada

a existéncia de células epiteliais tubulares renais, células pequenas e redondas, de nicleo

central, devem também ser reportadas, pois sao indicativas de lesées no trato urinario
superior. O mesmo acontece quando se visualizam cristais de certos aminoacidos, pois pode
ser indicativo de que eles nao estao a ser reabsorvidos nas células tubulares renais onde

acabam por precipitar, aparecendo na urina'’.

Célula Epitelial

Ja se forem encontradas bactérias e leucé- N

citos em grande quantidade, uma infegao urina-

ria estar-se-a a desenvolver, como ilustrada WA b St i
. Leucécitos
na Figura I1. A maioria das infegoes urinarias ’ f v A
resulta de cistites, mas se nio for T B
*“ Bactérias. -
devidamente tratada, as bactérias poderao ~
ascender e danificar os nefronios, A0z
4 . <

comprometen do afu ngao re nal. Figura 1. Infecdo urindria (Fotografia:

LACFFUQ).
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4. Avaliacdo da Funcao Hepatica

O figado desempenha fungoes essenciais no organismo, participando na maioria dos
processos metabdlicos que envolvem os hidratos de carbono, proteinas, lipidos e
lipoproteinas, e armazenando alguns produtos desse metabolismo assim como outros
compostos provenientes da dieta, tal como o ferro e algumas vitaminas. Temos também de
destacar a sua contribuigao na sintese da maioria das proteinas plasmaticas, que entram na
corrente sanguinea via veia hepdtica, e como o grande responsavel pela destoxificagao de
xenobidticos, eliminados através do sistema biliar. Outros produtos endoégenos também por
ele excretados incluem os sais biliares, que facilitam a absorgao dos lipidos e de vitaminas
lipossoluveis no intestino delgado, e a bilirrubina, um produto que resulta do catabolismo do

grupo Heme ap6s a destruigio dos eritrécitos no sistema reticulo-endotelial®.

Dada a sua importincia e considerando que a maioria das doengas hepaticas
permanece assintomatica até este orgao estar gravemente lesado, é necessario que esta
fungao seja monitorizada. No LACFFUC, as amostras que provinham da UA tomavam
especial atengao, pois como é no figado que ocorre o metabolismo do etanol, é também
nele que primeiro se manifestam as consequéncias nefastas que advém do seu consumo

excessivo, que serao abordadas com maior detalhe mais adiante, no Caso Clinico I.

Para procedermos a esta monitorizagao, baseamo-nos em marcadores que nos
orientam para a origem de uma possivel lesao, diferenciando se é a nivel hepatocelular,
afetando a capacidade funcional dos hepatécitos, ou a nivel dos canaliculos biliares, alterando
o perfil de excregao da bilirrubina. Assim, o diagnéstico de doenca hepatica resulta da

interpretacgao conjunta de todos estes parametros.

4.1. Marcadores de lesio hepatocelular

Visto que muitos dos processos metabdlicos hepaticos envolve enzimas, um aumento
da sua atividade sérica refletira uma lesaio da membrana dos hepatocitos, o que se revela util
na avaliagdo e monitorizagao de uma doenga hepatica. Quer a GOT (glutamato-oxaloacetato
transaminase) quer a GPT (glutamato-piruvato transaminase), designadas genericamente por
transaminases, correspondem a duas enzimas que fazem parte das células parenquimatosas
hepaticas em grande quantidade, Uteis como marcadores de lesio hepatocelular dado que a

sua atividade sérica aumenta rapidamente quando uma situagao destas se verifica.
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4.1.1. GPT

No LACFFUC ainda é utilizada a designacao antiga GPT, apesar desta enzima ser
atualmente mais conhecida por alanina aminotransferase ou ALT, por catalisar a
transferéncia de um grupo amina da alanina para o a-cetoglutarato, originando piruvato,
substrato da gluconeogénese. Independentemente da sua atividade sérica poder estar
ligeiramente aumentada apés lesao renal ou dos musculos cardiaco e esquelético, os valores
séricos de GPT refletem sobretudo uma necrose hepatocelular, pois é nos hepatocitos que
se encontra em maior concentragao”. Contudo, para uma correta interpretagio dos

resultados, tem de ter em consideracao a atividade sérica da GOT.

4.1.2. GOT

Ao contrario da enzima anterior,

a GOT revela-se um marcador mais Teste Resultade Avisoc Unidades  Valores ¥ormais
sensivel de uma lesao hepatocelular, pois Clue 18 ng / d 74 196
. . I fe g Creat 47 ng {4 46 25

a sua atividade citoplasmatica hepatica é |;Ema_ g —— :-}qi‘;L Lok 1 T
UL 35 34 i/ 3 J

cerca do dobro da GPT. Por isso, a GOT GET 3 t/L ] 23

, . . , Figura 12. Aumento isolada GOT (Fonte: LACFFUC).
€ a primeira a elevar-se poucas horas apos

a ocorréncia dessa lesao. Na Figura 12 observamos um aumento isolado da GOT, o que
podera ser compativel com uma lesao hepatocelular inicial. No entanto, esta situagao pode
até nem estar relacionada com o figado mas sim refletir uma lesao muscular esquelética ou
cardiaca. De facto, a GOT também esta presente nesses tecidos em quantidades
semelhantes a dos hepatocitos, onde catalisa a reacao inversa a que ocorre no figado, com a
transferéncia de um grupo amina do oxaloacetato para o aspartato, iniciando a pool de
aminoacidos para a construgao de tecido muscular®. Além disso, esta situagio ainda podia
ser devido a uma hemolise ligeira. Para as distinguir, poder-se-ia fazer o doseamento da

creatinina cinase (CK), cujo aumento esta relacionado com lesao muscular.

Uma vez excluida a causa extra-hepatica, uma ferramenta que nos ajuda na distin¢ao

da etiologia da necrose hepatocelular é o Quociente de De Ritis, isto é, a divisio entre a

atividade da GOT e da GPT. Esta razao é geralmente inferior a | em hepatites virais agudas,
pois, apesar de a GOT ser a primeira a aumentar na circulagao, ao fim de 24 a 48h, a GPT
ultrapassa-a ao ser eliminada mais lentamente dado o seu tempo de semi-vida (t,,) de 36h
ser superior as 18h da GOT. Ha certas situagoes em que o quociente GOT/GPT é superior
a |, nomeadamente quando envolve a mitocondria em resultado da necrose extensiva dos
hepatocitos, da qual se liberta a GOT mitocondrial, cujo t,, é de 87h, maior que o da GPT.

Sio exemplo a hepatite alcodlica, a hepatite fulminante, a cirrose e neoplasias hepaticas®.
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4.2. Marcadores de lesdo canalicular

A semelhanca das transaminases, os marcadores enzimaticos de lesido canalicular - a
fosfatase alcalina (ALP) e a y-glutamil transferase (GGT) -, por nao se localizarem
exclusivamente nas membranas dos canaliculos e canais biliares, precisam ser interpretados
em conjunto. Um valor elevado de ambas as enzimas muito provavelmente sera indicativo de

uma obstrucao a passagem da bilirrubina para o intestino delgado, que ira aumentar no soro.

4.2.1. ALP

Apesar de a sua fungao ainda nao estar completamente elucidada, pensa-se que a ALP
hepatica seja responsavel pela desfosforilagao, a um pH alcalino, da fosforilcolina a colina,
por forma a que esta seja incorporada na bilis®.

Quando ha uma obstrugao no sistema biliar, seja ela intra ou pos-hepatica, os sais
biliares, por nao conseguirem ser excretados, acabam por ficar retidos e vao solubilizar nao
s6 a membrana canalicular, libertando a ALP, mas também a membrana celular dos
hepatécitos. Assim, facilmente se compreende que tanto a ALP como as transaminases
aumentem na circulagao sanguinea, sendo o aumento destas ultimas sempre inferior ao dos
marcadores de lesao canalicular, e que, quanto maior for o grau de colestase, maior o valor
sérico destas enzimas. Apesar da sua ampla distribuicao por varios tecidos do organismo,
nomeadamente, no tecido osseo, renal, intestinal e, inclusive, placentario, a atividade sérica
da ALP tem maioritariamente origem hepatica e éssea”. Portanto, é necessirio um
marcador adicional, como a GGT, para diferenciar se o seu aumento ¢é de causa hepatobiliar

ou osteogénica.

4.2.2. GGT
Também ela presente em varios tecidos por forma a permitir o transporte
transmembranar de aminoacidos e péptidos, a atividade sérica da GGT é maioritariamente

de origem hepatica.

Caso a atividade sérica de ambas as enzimas, GGT e a ALP, esteja elevada, uma lesao
a nivel biliar é o cenario mais provavel mas caso haja apenas um aumento isolado da ALP,
deve ser considerada uma origem extra-hepatica, que tem de ser explorada consoante o
contexto clinico do utente. Por outro lado, um aumento da GGT nao acompanhado pela
ALP podera ser um marcador do consumo excessivo de dlcool, uma vez que o etanol induz
a transcricaio da GGT hepatica microssomica, que acaba por se elevar na circulagao

sanguinea de 60 a 70% dos alcodlicos crénicos™.
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4.2.3. Bilirrubina
O padrao de excregao da bilirrubina é alterado sempre que se verifica uma lesao no
sistema hepatobiliar que impeca a sua normal conjugagao nos hepatocitos e a sua eliminagao
na bilis, afetando este fluxo unidirecional. Os valores séricos da bilirrubina total e das suas
partes individuais, a conjugada e a nao conjugada, assim como a bilirrubina e o urobilinogénio

urinarios auxiliam-nos na diferenciagao da causa dessa alteragao.

Uma hiperbilirrubinémia de origem pré-hepdtica, geralmente devido a hemolise, e de

origem hepadtica, por alteragao no transporte ou na conjugagao da bilirrubina nos hepatocitos,

sao caraterizadas pelo grande aumento sérico da bilirrubina indireta em relagao a bilirrubina
direta, a qual pode estar em niveis normais ou inclusive ligeiramente aumentados, caso a sua
clearance hepdtica seja inferior a taxa de conjugagao.

A forma de as distinguir seria pelas transaminases, que estariam aumentadas numa
lesao hepatocelular. Para além do soro, informag¢oes adicionais poderiam ser obtidas em
amostras de urina através da determinagao da bilirrubina e urobilinogénio urinarios pelas
tiras-reagente. De facto, a bilirrubina é metabolizada a urobilinogénio no intestino, sendo
uma parte reabsorvida pela veia-porta hepatica, entrando assim na circulagao sanguinea e
acabando por ser filtrada nos rins. Considerando que nao se trata de uma doenga cronica,
ambas as situagoes poderiam apresentar positividade para o urobilinogénio urinario, pois
este processo continua a acontecer. Contudo, enquanto na hiperbilirrubinémia de origem
pré-hepatica a bilirrubina urindria seria negativa, pois a maioria da bilirrubina circulante é a
indireta, que por ser lipossoliuvel e estar ligada a albumina, nao consegue ser filtrada no
glomérulo renal, ja se a causa for de origem hepatica, verificar-se-ia o oposto, o que esta
ilustrado na Figura 13%.

Bilirrubing + Urobil +

. ~ i . Tira do Utente
. ﬁ . Tira Normal

I\‘

Figura 13. Tiras-reagente positivas para a bilirrubina e urobilinogénio (Fotografia: LACFFUC).

Se a causa for pds-hepdtica, por defeito nos transportadores da bilirrubina conjugada

para os ductos dos canaliculos biliares ou por obstrugcio a sua passagem para o sistema
biliar, ela ira registar um aumento significativo no sangue em relagao a bilirrubina indireta.
Como consequéncia, aparecera na urina, pois esta ja é passivel de ser filtrada, mas como a
bilirrubina nao segue o seu percurso para o intestino delgado, nao se forma urobilinogénio,
que nio é reabsorvido, logo, nio serd detetado na urina pelas tiras-reagente’’. E, claro, a

atividade sérica da ALP e da GGT ira aumentar.
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Apesar destes marcadores serem os mais utilizados por rotina na monitorizagao da
funcao hepatica, ha outros que sao usados para avaliar a gravidade da lesao hepatocelular,

relacionados com a capacidade de sintese hepatica e com os produtos do metabolismo.

4.3. Marcadores de Sintese Hepatica

E necessario que os hepatodcitos se encontrem funcionais para sintetizarem a maioria
das proteinas plasmaticas, a exce¢ao das imunoglobulinas. Logo, quando a sua capacidade
sintese comega a ser afetada, é sinal de uma grave lesao com extensa destruicao do tecido

hepatico, envolvendo mais de 80% desse drgao™.

4.3.1. Proteinas Plasmaticas Totais
Devido a elevada capacidade de regeneragao hepatica e ao prolongado tempo de
semi-vida de algumas destas proteinas, a diminuicao da concentragao sérica das proteinas

totais sé é verificada num estadio mais avangado da doenga hepatocelular.

a) Albumina

Dentro das proteinas totais, a mais afetada pela diminuicao da fun¢ao hepatica é a
albumina, a proteina plasmatica mais abundante, por ser produzida em maior quantidade
pelo figado. A sua concentragao sérica correlaciona-se com a gravidade da lesao hepatica, o
que era evidente em alguns doentes alcodlicos cronicos da UA, pois muito provavelmente ja

teriam um figado cirrético®.

4.3.2. Proteinograma

Apesar de nao ser requisitado com muita frequéncia, a separagao eletroforética das
proteinas plasmaticas fornece uma visao geral do equilibrio entre as varias proteinas
plasmaticas. Uma forma para avaliar esse equilibrio entre a albumina e as globulinas é através
da razao albumina/globulina ou “ratio A/G”, que deve ser superior ou igual a |, o que nao
acontece na cirrose. Na Figura 14, podemos observar um proteinograma onde sao
evidenciadas cinco bandas diferentes correspondentes a albumina, al-, a2-, 3- e y-globulinas.
Verificamos uma ligeira diminuicao da proporgao da albumina em relagio as proteinas
plasmaticas totais mas, neste caso, nao esta relacionado com a fungao hepatica mas sim com
o aumento das globulinas, mais especificamente da fragao da y-globulina, na sequéncia de
uma doenga autoimune. Apesar de ser uma proteina de fase aguda negativa, a sua sintese
também esta diminuida em processos inflamatérios cronicos. Ja na cirrose, para além da
albumina reduzida, verificar-se-ia uma fragao y policlonal sem depressao entre as 3 e as -

globulinas®.
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Index Barnd RelArea Cone. {g/l)

1 Albumina 50.12% L 35.08

2 Alia 1 2.96% 213

3 Alfa 2 B.43% 6.07

4 Beta 2.81% 7.06

5 Gama 28.68% H 20.65
Taotal 72.00
Ralio A/G 1.00

Figura 14. Proteinograma revelando alteragdo na albumina e nas y-globulinas (Fonte: LACFFUC).
4.3.3. Tempo de Pro-Trombina
Também é muito comum o tempo de pro-trombina se encontrar elevado na doenga
hepatica grave, devido a diminuigao da sintese dos fatores de coagulagao, de que resulta o
aumento da propensao para hemorragias. Esta situagdo é agravada pela diminuicao da
producao de sais biliares que permitem a absorgao intestinal da vitamina K, essencial a

sintese hepatica dos fatores I, VI, IX e X da cascata de coagulagao®'.

4.4. Marcadores de Alteracoes no Metabolismo de:

4.4.1. Ureia
Quando ha uma extensa lesao no figado, a conversao da amoénia em ureia comega a
ficar comprometida. Enquanto a concentragao de ureia diminui, a de amoénia aumenta e, se

atingir o Sistema Nervoso Central, podera originar encefalopatia hepatica®'.

4.4.2. Hidratos de Carbono
Numa situagao de jejum, o figado é o principal 6rgao responsavel pela manutencao da
glicose plasmatica em niveis controlados, através da estimulagio da glicogendlise e da
gluconeogénese. No entanto, uma faléncia hepatica pode comprometer estas fungoes,

resultando numa hipoglicémia grave que devera ser revertida de imediato®.

4.4.3. Lipidos
O figado é a maior fonte de colesterol circulante, porque nele sao produzidas todas
as lipoproteinas, a excegao dos quilomicrons, mas também é o grande responsavel pela sua
remocao da circulagio, metabolizando-os. Numa faléncia hepatica cronica, ha uma
diminuigao do CT e C-HDL, por diminuigao da sua sintese, e um aumento do C-LDL e TAG

contidos nas VLDL, por diminuigio do seu catabolismo®.
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5. Avaliacdao da Funcao Pancreatica

Quando nos referimos a fungao pancreatica temos de considerar as suas duas
componentes, a exodcrina e a endocrina. Enquanto a fungao exocrina envolve a sintese das
enzimas digestivas, constituintes do suco pancreatico por forma a auxiliar a degradacao e
absorgao das proteinas, lipidos e hidratos de carbono da dieta, a enddcrina esta mais
relacionada com a produgao de hormonas que regulam a homeostase da glucose sanguinea e

que controlam a fungao do pancreas exocrino.

A Diabetes mellitus, a disfungao mais comum do pancreas endocrino, serd abordada a
seguir, no capitulo referente aos distirbios hormonais. Quanto a parte exodcrina, o
doseamento de algumas enzimas permite detetar lesdes pancreaticas, e, no LACFFUC, a sua

avaliagao era feita mediante determinagao da amilase e da lipase séricas.

5.1. Amilase

Dado que a razao entre a atividade da amilase do suco pancredtico e a do plasma é
de 10000:1, qualquer lesao no pancreas faz aumentar a sua atividade sérica em questao de
horas, tratando-se, por isso, de um biomarcador pancreatico muito sensivel. Todavia, nao é
especifico deste 6rgao e a sua interpretagao deve ser feita criteriosamente.

Por exemplo, o diagndstico de pancreatite s6 deve ser feito quando o valor da
amilase sérica for 3 a 5 vezes superior aos valores de referéncia, juntamente com os
sintomas clinicos®’. De facto, a amilase tem sido o parimetro mais usado no diagndstico
desta patologia, chegando a atingir valores 10 a 20 vezes o valor de referéncia, o que nao se
correlaciona com a sua gravidade. No entanto, estes valores voltam ao normal ao fim de 3 a

5 dias, resultante da sua rapida eliminagio renal®.

5.2. Lipase

Ja a lipase € um marcador mais especifico do pancreas, aumentado gradualmente ao
longo dos 5 a 7 dias apos a lesao. Como se mantém elevada durante mais tempo, € usada
para confirmar uma situagao de pancreatite, caso a amilase ja tenha voltado aos seus valores

normais®*.

No LACFFUC, rara foi a amostra em que se determinou quer a amilase quer a lipase,

dai nao ter explorado mais esta fungao.
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6. Avaliacao de disfunc6es hormonais
Considerando que as patologias endocrinas mais comuns no LACFFUC e a nivel
nacional estao relacionadas com a Diabetes mellitus e com a fungao tiroideia, estas serao

destacadas neste relatério.

6.1. Diabetes mellitus

Ao contrario da pancreatite, a Diabetes mellitus (DM) é das patologias mais observada
na rotina diaria do LACFFUC, o que é explicado cerca de um terco da populagao portuguesa
ser diabético ou ter elevada probabilidade de o ser no futuro®. O contributo do laboratério
clinico ao nivel da DM relaciona-se quer com o seu diagnéstico quer com a sua
monitorizagao, fundamentais para que o clinico possa proceder as intervengoes necessarias

para reduzir a morbilidade e mortalidade associadas a esta patologia.

6.1.1. Diagnostico da DM
Esta disfungao do pancreas endocrino caracteriza-se por uma hiperglicémia croénica
devido a uma auséncia na produgao de insulina (no caso da DM do tipo |) ou a uma
resisténcia da sua utilizagao pelos tecidos periféricos (no caso da DM do tipo 2). Por isso, o

critério fundamental para o seu diagnostico consiste no doseamento da glucose sérica.

a) Glicémia
Segundo a Norma da Diregiao-Geral de Satude (DGS)”, o diagnéstico de DM é feito
quando se verifica um dos seguintes critérios:

X/

¢ Glicémia em jejum 2 [26mg/dL;

X/

¢ Sintomas classicos da Diabetes e Glicémia ocasional 2 200mg/dL;
)/

¢ Glicémia 2 200mg/dL as 2h, na Prova de Tolerancia Oral a Glucose;

% HbAlc 2 6,5%.

Destes quatro parametros, o mais frequentemente usado no diagnéstico de DM é a
glicémia apdés um jejum de, pelo menos, 8h, por ser muito requisitado nas analises
laboratoriais de rotina e, assim, mais pratica a sua dete¢ao. Porém, se este valor for superior
ou igual a | 10mg/dL mas inferior a 126mg/dL, apesar de nao terem sido atingidos os niveis
para serem considerados diabéticos, estes individuos encontram-se com risco acrescido para
o seu desenvolvimento. Assim, sempre que esta situagao de anomalia da glicémia em jejum
seja verificada, é recomendada a realizagao da PTOG as Oh e as 2h por forma a diagnosticar
a DM em algumas pessoas que, sé pelos valores da glicémia em jejum, nio seria possivel®.
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b) Prova de Tolerancia Oral a Glucose

A Prova de Tolerancia Oral a Glucose (PTOG) consiste na ingestao por parte do
utente de uma solugao com 75g glucose em menos de 5 minutos, com colheita de sangue
venoso imediatamente antes e 2h apos a sua administragio, para determinacio da glicémia®.
Por forma a diminuir alguns interferentes que possam alterar os valores obtidos, €
importante a realizacdo de um jejum de 8h e, durante a prova, nao ingerir qualquer tipo de
alimento nem fazer atividades fisicas mais intensas. Se as 2h, a glicémia for igual ou superior a
200mg/dL, esse individuo é reclassificado como diabético mas se estiver entre 140 e os

200mg/dL, considera-se apenas que tem uma tolerancia diminuida a glucose.

Por vezes, as gravidas também necessitam fazer este exame, pois, apesar de nao
serem diabéticas, podem desenvolver uma certa intolerancia a glucose durante a gravidez

designada por Diabetes Gestacional (DG), o que pode resultar em consequéncias nefastas

para o feto. Se, durante a primeira consulta de gravidez, a glicémia em jejum for inferior a
92mg/dL tera de ser realizada a PTOG entre as 24 e as 28 semanas de gestagao. No entanto,
gravidas com valores superiores ou iguais a 92mg/dL mas inferiores a [26mg/dL nao
necessitam de a realizar, porque ja lhes foi diagnosticada Diabetes Gestacional, nem as que
tiverem uma glicémia em jejum maior que 126mg/dL, porque ja tinham previamente DM nao

diagnosticada®.

Esta prova é realizada da mesma forma que a descrita anteriormente mas exige uma
determinagao adicional da glicémia |h apos a administragao de 75g de glucose. Um exemplo

de uma PTOG realizada no laboratério a uma gravida esta representado na Tabela 5.

Tabela 5. PTOG as 0, | e 2h para diagnostico de DG (Fonte: LACFFUC).
Resultados da Utente Critério de Diagnéstico de DG*'

Teste Resultado Aviso Unidades Yalores Normais

Glicémia = 92mg/dL

Gluc 1L mg / 4L

Teste Resultado Aviso Unidades Yalores Normais
Glicémia = 180mg/dL

Glue g N ny / dn " 106

Teste  Resultado Avigo Unidades Yalores Normais

Glicémia = 153mg/L

Glue (22 H ng / di " 106

Neste caso, esta gravida nao tinha Diabetes Gestacional, logo a probabilidade de no

futuro vir a desenvolver DM tipo 2, também se encontrava reduzida.
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6.1.2. Monitorizacio da DM
Uma vez estabelecido o diagnéstico de Diabetes, tem de haver uma monitorizagao,
por forma a evitar a ocorréncia de complicagdes macro e microvasculares das quais sao
exemplo a nefropatia, neuropatia e retinopatia. Para além da glicémia em jejum, um

pardmetro muito importante a determinar é a hemoglobina glicada.

a) Hemoglobina glicada

Apesar de a Norma da DGS referir a hemoglobina glicada (HbAlc) como parametro
de diagnostico, esta € mais usada por rotina na avaliagao retrospetiva do controlo glicémico
de pessoas ja diagnosticadas com DM.

Como resulta de uma reagao lenta, nao-enzimatica e irreversivel entre a glucose e os
residuos livres terminais da valina da hemoglobina dos eritrécitos a uma velocidade
proporcional a glicémia, o grau de glicagao é funcao da concentragao de glicose a que os
eritrocitos estiveram expostos durante a sua vida média. Assim, a sua concentragao fornece
o historico dos niveis de glicose médios dos 90 a 120 dias precedentes ao seu doseamento,
o que faz com que a periodicidade da sua determinagao seja trimestral ou, caso os valores
estejam dentro dos valores ideais, isto &, inferiores ou iguais a 6,5%, este controlo apenas é
realizado semestralmente®.

Nao sofrendo o efeito de alteragoes da dieta ou de exercicio fisico, a sua grande
utilidade clinica passa pela identificagao dos casos em que nao foi feito um controlo rigoroso.

Uma situagao muito carateristica esta ilustrada na Figura I5.

Id amostra 0011 - 23 Id amostra 0002 - 2/)

Teste Resultado Aviso Unidades  Valores Hormais | Teste Resultado Zviso Unidades  Valcres Normals
3 17.% g/ di -999999.9 999999.9

o 82 i ‘; N P g / di -999.9999 9999599

Creat b8 g ' ' HBALC 2 0 L0 6.2

Figura 15. Glicémia e HbA I c de um diabético (Fonte: LACFFUC).

Apesar do valor da glicémia em jejum, 82mg/dL, se encontrar dentro dos valores
normais, podemos facilmente constatar que a HbAlc esta elevada, com o valor de 7,7%. Ha
doentes que fazem uma dieta mais rigorosa nos dias antecedentes a realizagao deste tipo de
andlises de modo a transparecer o cumprimento rigoroso das recomendagoes meédicas.
Contudo, o valor de HbAlc expoe a constante situagao de hiperglicémia que realmente
ocorreu, tendo este doente elevada probabilidade de desenvolver complicagoes cronicas na

sequéncia desta DM mal controlada®®.
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Nao tao rigorosa, a andlise sumaria da urina também fornece indicios de um mau

controlo glicémico, através da glicosuria e da cetonuria.

b) Glicosuria
A glicose, apesar de livremente filtrada, é também reabsorvida por um sistema de
transporte proprio das células tubulares renais, fazendo com que volte a circulagao
sanguinea e nao aparec¢a na urina. Considerando que a fungao e perfusao renais estao
normais, quando os niveis séricos de glicose se elevam acima dos [80mg/dL, esses
transportadores renais ficam saturados e nao conseguem reabsorver o excesso de glicose

que é eliminada na urina e detetada nas tiras-reagente®'.

c) Cetonuria
Quando o organismo nao consegue usar a glucose como fonte maioritaria de energia,
recorre a fontes alternativas, como os acidos gordos armazenados no tecido adiposo. Da
sua 3-oxidagao hepatica formam-se compostos fortemente energéticos, os corpos cetonicos

acetoacetato, [3-hidroxibutirato e acetona.

Quando a taxa de formagao destes corpos cetonicos € superior a sua utilizagao pelos
tecidos periféricos, estes come¢am a acumular no sangue e podem ser eliminados por via
renal, originando cetonuria. Esta situacao é mais frequente nos diabéticos do tipo |, porque
uma diminuicao da insulina promove o aumento do glucagon, hormona hipoglicemiante, que
promove essa lipdlise e a 3-oxidagao. Como na DM tipo 2 existe insulina, a libertagcao de

glucagon nio é tio estimulada e esta situagio é atenuada®.

Apesar de a cetonuria nao ser exclusiva de uma situagcao de diabetes, quando esta
presente nestes doentes, permite detetar uma DM descompensada. Exemplo disto esta
ilustrado na Figura 16. Usando a tira-reagente com todos os parametros normais como
termo de comparagao, a tira-reagente do individuo em causa apresenta positividade para as
cetonas. Mas se repararmos bem, também ha uma mudanga de cor na zona das proteinas,

indicativo da proteinuria, o que significa a existéncia de complicagoes renais.

Cetonas + Proteinas +

- ] . Tira Normal
. - - Tira do Utente

Figura 16. Tiras-reagentes positivas para cetonas e proteinas (Fotografia: LACFFUC).
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6.2. Doencas da Tirdide

Outra fungao muito frequentemente avaliada no LACFFUC é a tiroideia, dado o seu
grande envolvimento no controlo de varios processos metabodlicos do organismo, na
promogao do crescimento e desenvolvimento de varios tecidos e na estimulagao da
termogénese e maturacgao sexual*.

As hormonas que desencadeiam estas agoes sao a tiroxina (T,) e a triiodotironina
(T,), produzidas na tirdide como resposta ao estimulo da hormona estimuladora da tirdide
ou TSH hipofisaria, que por sua vez esta sob o controlo da tireotrofina ou TRH
hipotalamica. Este processo encontra-se muito bem controlado por mecanismos de feedback
negativo e qualquer aumento ou diminuicdo das hormonas tiroideias se traduz,
respetivamente, numa inibicio ou estimulagao da TRH e TSH, até os seus valores séricos

normalizarem®.

Sempre que haja uma alteragdo que comprometa a manuten¢ao deste equilibrio,
nomeadamente quando o utente apresenta um quadro clinico sugestivo de hipo ou
hipertiroidismo, a funcao tiroideia deve ser avaliada através do doseamento da TSH e da
fracao livre da T,, a FT,. Normalmente, sao as fragoes livres as monitorizadas, de modo a
eliminar a interferéncia dos fatores que afetam as suas proteinas de transporte. Por isso,
temos de saber interpretar os resultados obtidos a partir destes dois parametros, por forma

a compreender a situagao clinica do doente.

6.2.1. Hipotiroidismo
O hipotiroidismo primario, a forma mais comum de hipotiroidismo, pode ser definido
como uma deficiéncia na secregao das hormonas tiroideias, traduzindo-se por niveis séricos
reduzidos de FT, e aumentados de TSH, devido ao feedback negativo. No entanto, no

LACFFUC, nem sempre verifiquei esta situagao.

Por vezes, a FT, ainda estava dentro dos valores de referéncia mas a TSH ja se
encontrava ligeiramente elevada, o que é sugestivo de um hipotiroidismo subclinico. Para
confirmar esta hipotese, o médico deveria pedir a repeticao destes parametros dentro de 2
a 12 semanas e, consoante o resultado obtido, faria o diagnéstico de hipotiroidismo ou
hipotiroidismo subclinico, instituindo a terapéutica consoante o caso. Se a terapéutica nao

fosse necessaria, o doente teria de aguardar 6 a |12 meses para fazer novas determinagoes
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desses parametros de modo a verificar evolugdo ou nao das concentragoes dessas
hormonas™*.
Muitas vezes, eram também doseados os anticorpos anti-tiroideus, por forma a

avaliar se o hipotiroidismo primario tinha uma causa autoimune subjacente.

a) Hipotiroidismo Autoimune

Esta causa autoimune ¢ facilmente detetada pelo doseamento dos anticorpos anti-
tireoperoxidase (ATPO), presentes em 80 a 99% dos individuos com hipotiroidismo
autoimune. Caso a atividade da tireoperoxidase esteja comprometida, esta enzima nao
consegue catalisar a iodinagao dos residuos de tirosina da tireoglobulina, essencial a sintese
das hormonas tiroideias*.

Os anticorpos anti-tireoglobulina (ATG), apesar de doseados em conjunto com os
ATPO, pouca informagao adicional acrescentam ao diagndstico de um hipotiroidismo
autoimune, estando mais relacionados com a monitorizacao do carcinoma diferenciado da

tirdide.

6.2.2. Hipertiroidismo
Trata-se de uma condi¢ao hipermetabdlica resultante de uma produgao excessiva de
hormonas da tiréide. Se a concentragao de FT, for superior aos valores de referéncia e a de

TSH inferior, estamos perante uma situagao de hipertiroidismo primario.

A semelhanca do caso descrito anteriormente, também o hipertiroidismo pode ser
subclinico se a TSH se encontrar reduzida mas a FT, normal. Todavia, neste caso, a
determinagao adicional da T, traz valor ao diagndstico de hipertiroidismo, pois nao sé6 um
aumento da fungao tiroideia eleva o seu valor sérico mas também a elevada conversao

periférica de T, em T,".
Também existem casos especificos de hipertiroidismo autoimune que podem utilizar

os ATPO como um dos parametros para o seu diagndstico, mas esse nao era o principal

intuito da sua utilizagao.
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7. Diversos

Os seguintes parametros, por se encontrarem alterados em diversas situagoes mas
nao se enquadrarem em nenhuma fungao em particular, foram incluidos nesta categoria a
parte. Tém relevancia na clinica, pois fornecem informagoes adicionais sobre certas

alteragoes no organismo, devendo ser interpretados mediante o contexto clinico do utente.

7.1. Proteina C Reativa

Por ser produzida maioritariamente no figado como resposta a interleucina-6
libertada na sequéncia de uma lesdo tecidular, esta proteina de fase aguda é um dos
indicadores mais sensiveis da inflamagao, podendo ser detetada poucas horas apds o inicio
desse estimulo. Tem um papel importante na resposta imunitaria, pois tem a capacidade de
ativar a via classica do completamento, responsavel pela lise dos microrganismos invasores,
ligando-se ainda a fragmentos dos tecidos danificados, permitindo a sua opsonizagao e
eliminagao da circulagao. Por isso, € usada na detegao e monitorizagao de processos
inflamatérios agudos e crénicos, quando os seus valores ultrapassam os |0mg/L*.

Nos ultimos anos tem sido estudado o seu papel como um fator de risco
independente da doenga coronaria arterial, pois sendo a aterosclerose um processo
inflamatorio cronico, esta proteina estara a ser sintetizada. Porém, como é produzida em
quantidades inferiores as de um processo inflamatorio, foi necessario o desenvolvimento de
métodos mais sensiveis que a doseassem, sendo, por isso, designada por PCR de alta

sensibilidade®.

7.2. Creatinina Cinase

A atividade da CK é maioritariamente expressa em tecidos com elevadas
necessidades energéticas como o cerebral e o muscular, pois catalisa a desfosforilagao
reversivel da fosfocreatina, um composto fortemente energético, em creatina com produgao
de ATP, fornecendo uma rapida mobilizagio da energia as ATPases™.

Sempre que haja uma destruicao celular no tecido cerebral ou nos musculos
esquelético e cardiaco, a sua atividade aumenta na corrente sanguinea. No entanto, a CK
total nao permite diferenciar o local onde esta lesao esta a ocorrer. Uma forma de o
identificar passa pelo doseamento das suas isoenzimas, tendo em conta os sintomas do
utente. Assim, a CK-MM é mais especifica de uma lesao muscular esquelética, a CK-MB de

I*'. No entanto, no

uma lesao muscular cardiaca e a CK-BB de uma lesao a nivel cerebra
LACFFUC, estas isoenzimas nao eram determinadas nem a CK total era doseada com muita

frequéncia.
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7.3. Lactato Desidrogenase

De distribuicio ampla pelos varios tecidos do organismo, a lactato desidrogenase
(LDH) é uma oxiredutase que participa na glicdlise anaerobia com a redugao do piruvato em
lactato, sempre que haja uma deficiente oxigenagao destas células por forma a manter a
producio de ATP®’. Portanto, quando se verifica um aumento da sua atividade sérica,
significa que ha células a serem lesadas, o que pode ser indicativo de exercicio fisico intenso,
isquémia cardiaca, hepatite, hemolise, sendo estas as causas mais comuns™.

Por ser um marcador inespecifico da lesao celular, a sua interpretagao tem de ter em
conta o contexto clinico do doente. Apesar de nao determinadas no LACFFUC, as suas 5

isoenzimas poderiam orientar a origem que culminou com o seu aumento®.

7.4. lonograma

A determinagao laboratorial do sodio, potassio e cloretos no soro fornece indicagoes
sobre a alteragio do equilibrio hidro-eletrolitico, devendo sempre ser interpretada em
funcao da situagao clinica do doente. Todavia, na maioria dos casos, nao tinhamos acesso a
essa informagao, e a sua interpretagao era baseada nos resultados obtidos nas restantes
valéncias.

Por exemplo, pouca informagao conhecemos

o NRk:

acerca do utente cujo ionograma esti na Figura 17, FRTIENTS NAM
6/27 U il

a nao ser que provém da UA. Verifica-se

Nz LD
BLOOD Na-K:Cl naolsl
(CORRELATED VALUZS)

hiponatrémia, pois a concentragaio de sodio ¢é
inferior a 135mmol/L, enquanto os restantes ioes
- Figura 17. lonograma de um alcodlico (Fonte:

estao dentro dos valores de referéncia. Para analisar iacrruc).

este caso, a osmolaridade do plasma deveria ser determinada para auxiliar na distingao das
causas subjacentes a hiponatrémia. Para tal, seria necessario determinar as concentragoes de
glucose e ureia que, para além do sédio, sao os principais compostos osmoticamente ativos
do plasma. Como o sodio contribui em cerca de metade para esta osmolaridade, é frequente
que a hiponatrémia seja hipo-osmética, quer seja por aumento do volume extracelular que
dilui o sodio ai existente quer por perda deste iao a nivel renal ou extra-renal. No entanto,
o sodio pode também diminuir por aumento de certos solutos no fluido extracelular, como
a glucose, resultando numa hiperosmolaridade. Ja se o plasma for iso-osmético, esta situagao
poder-se-a tratar de uma pseudohiponatrémia, o que pode ocorrer na sequéncia de uma
hipertrigliceridémia, comum em alcodlicos. Assim, um aumento dos TAG em circulagao
diminui a proporgao da fase aquosa do plasma, onde esta dissolvido o sédio, resultando

numa falsa reducio da sua concentragio no sangue total®.
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1.5. B-hCG

Apesar de poder ser usada como marcador tumoral, a principal utilizagao desta
hormona no LACFFUC consistia na detegdo de uma possivel gravidez. Produzida pelas
células sinciotrofoblasticas da placenta, a fragao B da gonadotrofina coridnica humana (p-
hCGQG) é estruturalmente semelhante a LH, substituindo-a na estimulagao do corpo liteo para
producao de progesterona e estradiol, essenciais a manutengao do endométrio numa fase
inicial da gravidez*.

Apesar de também poder ser detetada no soro, no periodo de tempo em que estive
no LACFFUC, a sua presenga apenas foi avaliada na urina segundo métodos
imunocromatograficos, Por forma a evitar falsos negativos, era aconselhavel a utilizagao da

primeira urina da manha, por este analito se encontrar mais concentrado.

7.6. Sangue Oculto nas Fezes

Muito requisitado no screening de cancro coloretal, a pesquisa de sangue oculto nas
fezes é frequentemente realizada em individuos de idade superior a 50 anos. Como o
aparecimento de pequenas hemorragias intestinais € das manifestagdes mais precoces deste
tipo de cancro, este teste revela-se numa ferramenta de rastreio muito importante com a
vantagem de nao ser um método invasivo, sendo assim preferivel a colonoscopia numa fase
inicial. No entanto, pode ser também realizada na sequéncia de suspeita por parte do clinico
de outras lesdes no trato gastrointestinal, das quais as Ulceras peptidicas, a doenga

inflamatoria intestinal e a anemia de etiologia desconhecida sao exemplo.

O objetivo deste teste consiste em detetar o grupo Heme da hemoglobina presente
nos eritrocitos. Visto que este sangue nao é visivel nas fezes, usa-se a designagao “oculto”.
Por isso, um dos primeiros cuidados quando se fazia esta andlise consistia em observar se
havia a presenca de sangue vivo nas fezes, pois este sangue era um resultado de uma lesao
mais a nivel do reto ou anus. Como tal, a amostra teria de ser rejeitada, pois nao era esse o
local onde se pretendia determinar a existéncia de uma lesio>. Como o sangue pode ser
libertado em pequena quantidade de forma nao continua, era sempre pedido ao utente que
colhesse 3 amostras de fezes em 3 dias consecutivos, para aumentar a probabilidade de
detecao do sangue. Para além disso, a quantidade da amostra biologica usada no método
imunocromatografico tinha de ser aleatoriamente colhida em varios locais das fezes, por

forma a ser representativa da amostra, aumentando a sensibilidade do método.
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V. CASOS CLiNICOS

Por fim, irei apresentar alguns casos clinicos relacionados com a area de Bioquimica
que considerei mais relevantes. Correspondem a situagoes veridicas que ocorreram durante

o periodo de tempo que estagiei no LACFFUC.

CASO CLINICO |

Visto que o LACFFUC estabeleceu um protocolo com o IDT de Coimbra, de onde
provinham varias amostras, podera ser interessante analisar o perfil de um alcoolico croénico.
Assim, na Figura 18, encontram-se os resultados do doseamento sérico de varios

parametros bioquimicos correspondentes a um individuo nesta situagao.

Em primeiro lugar,
Id Amostra 00319 - 4/10 UA
podemos  observar que o
pardmetro que se destaca é a Teste Resultado Rviso Unidades  Valores Normais
GGT. O seu valor é tao elevado Clue 7 _— 1 106
que ultrapassa o limite de Preia 8 L mg / db 17 i3
N (reat 0.79 mg/dlL  0.6b L.25
linearidade da curva de calibragao, Aol 1.0 ng / du 16 71
dado pelo Aparelho AU 400° com Az, 171 ng / dl 1.3 2.1
Bil T g.4 H ng / dl .3 1.2
a indicagio “Fp”, o que significa Bil D 4.1 # ag { dL 0.0 0.2
i . dL. 0.3 1.0
que deixou de obedecer a Lei de géé L ;qé g ISQJHL ] 15
Lambert-Beer. Como tal, foi GPT 5% i U/ L 3 43
ALP 20 1 0/L 30 120
necessario diluir a amostra e [ cor 9 Fp U/ L G T
; {oles 171 mg / dL 1Y T
dosear novamente esta enzima, frig % 1 ng / dL g 50
agora dentro da regido linear da HDL W1 mg / dL 60 180
LDL 10,0 0.0 140.0

curva de calibragao, para que a
absorvancia lida fosse proporcional i Figura 18. Perfil bioquimico de um alcodlico crénico (Fonte: LACFFUC).

sua concentragao, garantindo um resultado mais exato. Este aumento exorbitante da sua
atividade sérica, 57 vezes o valor de referéncia superior, e desproporcional a atividade da
ALP, deriva sobretudo da indugao, por parte do etanol, da transcricgato da GGT
microssémica nos hepatocitos. Tendo em conta que a GGT entra num dos passos iniciais da
sintese da glutationa, um composto antioxidante que se conjuga com o etanol e seus
metabolitos para facilitar a sua excrecao do organismo, esta condicao revela-se muito

importante na reposicio da glutationa eliminada®'.
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Apesar de mais moderado, verificamos também um aumento das transaminases,
maioritariamente da GOT, que se correlaciona com o stress oxidativo que é gerado pelo
metabolismo hepatico do etanol. Esta substancia pode ser oxidada a acetaldeido por varias
vias mas, quando se faz uma ingestao excessiva e prolongada de alcool, a isoforma CYP2EI
do citocromo P450 microssomal é fortemente estimulada. A reacao envolve o consumo de
oxigénio com consequente formagao das suas espécies reativas (ROS) que estao envolvidas
em danos mitocondriais e na peroxidacao lipidica da membrana celular, resultando na perda
da sua integridade. Por isso, a atividade sérica da GOT ¢ ligeiramente superior a da GPT,
nao s6 porque foi libertada a GOT mitocondrial, logo mais GOT estarda na corrente
sanguinea, mas também porque o seu tempo de semi-vida é de 87h, superior ao da GPT. Dai

que nesta situagio o quociente de De Ritis seja normalmente superior a 2°.

Na sequéncia da lesao dos hepatocitos, € normal os tecidos circunvizinhos, como os
canaliculos biliares, ficarem afetados, o que altera o perfil de excrecao da bilirrubina. Como
podemos verificar, a bilirrubina indireta esta significativamente elevada mas a direta também,
o que significa que os hepatocitos ainda nao perderam a capacidade de a conjugar, apenas
nao consegue ser excretada de forma adequada. Como a bilirrubina total é superior a
3mg/dL, o doente muito provavelmente estara ictérico, pois a albumina nao ¢é suficiente para
complexar toda a bilirrubina indireta circulante, que acaba por se acumular nos tecidos e
conferir uma tonalidade amarelada a pele e mucosas®.

Por outro lado, os niveis de ureia sérica e de azoto ureico ja se encontram reduzidos,
refletindo um grau avangado de lesao hepatica, pois o ciclo da ureia comega a estar
comprometido, conduzindo, consequentemente, a um aumento sérico da amoénia. Numa
situagdo destas, a amonémia deveria ser controlada, visto poder originar encefalopatia
hepatica, mas no LACFFUC esta determinagao nao é feita.

Apesar de nao terem sido determinadas e, dado o grau avangado de hepatopatia,

seria expectavel que as proteinas plasmaticas totais, em especial a albumina, estivessem
diminuidas, em virtude de a capacidade de sintese proteica comegar a ficar afetada. Na
mesma situagao se incluem o fibrinogénio e outros fatores de coagulagao hepaticos que, por

verem a sua sintese diminuida, originarao tempos de coagulagao (PTT e TTPa) mais elevados

que o normal®.

Outra observagao que podemos retirar dos resultados do doente passa pela elevagao

dos TAG. Ora, sendo o etanol oxidado a acetaldeido e este a acetato, € normal que se
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formem espécies redutoras ao longo destas reagoes, de que é exemplo o NADH. No jejum,
a [J-oxidagao dos acidos gordos, que se deveria processar na mitocondria dos hepatocitos,
esta inibida pelo aumento consideravel do NADH formado na oxidagao do acetaldeido,
gerando uma supressao da atividade das desidrogenases mitocondriais envolvidas neste
processo. Simultaneamente a lipogénese esta a ser estimulada, pois o acetato formado ¢
convertido em acetil-CoA, que € usado na sintese endégena de TAG. Estes lipidos, ao serem
acumulados no figado, originam esteatose hepdtica, vulgarmente designada por “figado
gordo”, confirmada por biopsia ou ecografia abdominal. Quando ha necrose dos hepatocitos,
os TAG ai armazenados sao libertados na circulagio sanguinea e a sua concentragao

aumenta®.

Esses lipidos podem ser depois incorporados na membrana dos eritrocitos
circulantes, que aumentam de tamanho, como se demonstra pelo Volume Corpuscular
Médio (VCM) superior a 96fL no hemograma deste doente, na Figura 19. Para além de
macrocitica, esta anemia € também ligeiramente hipercrémica, pois a concentragao de
hemoglobina corpuscular média (CHCM) ¢é superior a 35pg, o que podera ser uma
consequéncia do aumento, nao do conteido em hemoglobina, mas da espessura da

membrana do eritrocito™.

WBC 3.5*R RBC 2,95
% i AG3 100 L
NE 43.1 385 R HCT 37 L
LY 42,4 1.9 & ACY 4.1 H
Mo  10.7 H 0.4 R MCH .3 H
EO 2.3 0.2 R KCHC 359 H
A 0.5 0.0 R Dl o o S
2% L

i

-G

Plateler Climss

U R e —

Figura 19. Hemograma de um alcodlico crénico (Fonte: LACFFUC).
De uma forma geral, verifica-se uma pancitopenia, com anemia, neutropenia e ainda
trombocitopenia acentuada, possivelmente relacionadas com os efeitos hematotdxicos
. ’ .. , 60
exercidos pelo acetaldeido ao atingir a medula 6ssea®. Estamos, portanto, na presenca de
uma Hepatite Alcodlica na sequéncia de um consumo excessivo e prolongado de alcool,

que ja estara a avangar para uma cirrose alcodlica, dada a diminuigao da fungao hepatica.
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CASO CLINICO 2

Uma amostra de sangue venoso proveniente da UA, pertencente a um individuo do
sexo masculino, vinha acompanhada por uma requisicao médica para a determinagao de
varios parametros bioquimicos e imunoldgicos. Os resultados bioquimicos estao

representados na Figura 20.

Comegamos por verificar que
1d hmostra D008 - 3/7 wa
todos os parametros se encontram

dentro dos valores de referéncia, a Teste Resultado BAviso Unidades  Valores Normais
excecao dos hepaticos. Sendo este clue 13 ng / dL 14 106
individuo alcodlico, é normal que a Ureia H ng / db 7 .
’ {reat 1.16 mg/dL  D.66 1.25

GGT sérica esteja aumentada, como he . Ur 4.9 ng / dL 2.8 1.2
az.Ur 15.0 mg / dL 1.8 20.1

foi explicado anteriormente. Bil T 0.9 ng / 4L B3 1.7
Contudo, ao contrario do caso :‘H? g% ﬁgﬁgt gg :]JE
anterior, nido é este o valor que se Alb 1.9 g/ dl 35 5.2
~ GUT M5 R il 3 33

destaca. Na verdade, sao as [ cer 597 Tp T/ L 3 15
transaminases que apresentam niveis ALY 94 0/l 0 120
GGT 162 H /L 5 55

significativamente elevados, Coles 115 ng / dL 19 200
Tri 63 g / db 9 150

sobretudo a GPT, para a qual o HDLq 561 mg /L 69 130
aparelho apresentou o aviso “Fp”. LDL 46.14 0.0 100.0

. . . Figura 20. Resultados bioquimicos de um individuo da UA, com destaque para a
Por isso, mais uma vez, por ter sido GpT(ronte: LACFFUC).

ultrapassado o limiar de linearidade da curva de calibragao, foi necessario diluir a amostra,
com nova determinagao da atividade enzimatica da GPT, que se situou na mesma gama de

valores prévia a diluigao.

Dada a ordem de grandeza do aumento das transaminases, cerca de |2 vezes maior
que o limite de referéncia superior, suspeitou-se de uma hepatite de origem viral, a causa de
hepatite mais comum®’. Para comprovar esta situagdo, seria necessario avaliar os marcadores
serologicos para os virus das hepatites A, B e C, correspondendo a mais de 90% de todos os
casos de hepatite virica a nivel mundial’’. Como a requisiio solicitava o doseamento do
antigénio HBs, dos anticorpos anti-HBs e anti-HBc para avaliagio da Hepatite B e dos
anticorpos anti-HCV para a Hepatite C, estas determinagoes foram realizadas e analisadas.

Os resultados dos marcadores da Hepatite B (nao mostrados) foram todos negativos,

o que se conclui que este individuo nunca entrou em contacto com este virus nem contra
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ele estava vacinado. Ja os anticorpos anti-HCV do tipo IgG, na Figura 21, revelaram-se

positivos, indicativo de uma infegao ativa ou passada pelo HCV.

Faculdade de Farmacia

Laboratorio de Analises Clinicus
ANLL=-MCVYV (HCVY - OF) - ISVID R4.7.0 DEBPTC MG,
Nogative < 1,00 Pomitive >= 1,00
Posiglo I Amoatra Teste Valor do teste Interpretagao

Branco nrv

Nome Paciente @

c-2 3/7 ua 116 6625 10,47

Figura 21. Anticorpos anti-HCV positivos (Fonte: LACFFUC).

Apesar do software do VIDAS® considerar positivo sempre que o valor obtido é
superior ao cut-off de 1,00, este resultado € reportado ao utente como “reativo”, devido ao
elevado nimero de falsos positivos em populagdes onde a sua prevaléncia é baixa, como é o
caso do nosso pais®’. Assim, os resultados laboratoriais obtidos sugerem uma Hepatite
Viral provocada pelo HCV o que, segundo a norma da DGS, teria de ser confirmado pela
pesquisa do acido ribonucleico (RNA) do virus através de técnicas moleculares, por forma a

identificar uma infegdo ativa pelo HCV®, o que nio é realizado no LACFFUC.

Contudo, a presencga destes anticorpos, por si s6, nao permite distinguir uma infegao
aguda de uma cronica, em virtude da seroconversao poder ocorrer poucas semanas apos o
inicio da virémia. Os anticorpos do tipo IgM, que geralmente sao os primeiros a aparecer,
também nao nos auxiliam nesta distingao, pois encontram-se com elevada frequéncia na fase
croénica da infecao®. Todavia, ha certos indicios que nos levam a pressupor que esta hepatite
possa estar na fase aguda, tal como a atividade das transaminases maior que 8 vezes o seu
limite superior em vez dos valores mais reduzidos atingidos na fase crénica®’. Para além
disso, a bilirrubina ainda se mantém normal e o figado nao perdeu a sua capacidade de
sintese proteica. Logo, s6 o médico podera fazer adequadamente esta distingao, de acordo

com o historico do utente.

Esta situacao é ainda agravada pelo consumo de dlcool, que exerce um efeito
sinergistico com o agente etioldgico da Hepatite C na progressao da hepatite para cirrose.
Pensa-se que esteja relacionado com a inibicao da resposta imunitaria celular envolvida na
defesa contra o HCV e no aumento do stress oxidativo que induz a apoptose dos
hepatécitos, contribuindo para a substituicao do tecido hepatico normal por tecido
fibrético®.
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CASO CLINICO 3

Ao LACFFUC chegou novamente uma amostra de sangue venoso da UA, agora
pertencente a uma mulher. Como protocolado, foi centrifugada a 3000rpm/20min para
obtencao de soro mas em vez de este se encontrar limpido e ligeiramente amarelado,
apresentava-se opaco, extremamente viscoso e com uma coloragao creme, indicativo de
lipémia. Na Figura 22 estao representados, da esquerda para a direita, o tubo com o sangue
coagulado da utente apos centrifugacao e remogao do soro, que foi colocado no tubo do

meio e, por ultimo, um soro normal, nao lipémico, como termo de comparagao.

Sangue Coagulado Soro Lipémico Soro Nio Lipémico
da Utente da Utente (Comparagio)

Figura 22. Comparagdo entre Soro Lipémico e Soro Ndo Lipémico (Fotografia:
LACFFUC).
Um soro nestas condigoes pressupoe a presenga das lipoproteinas de maiores
dimensoes, nomeadamente, de quilomicrons e/ou de VLDL de tamanho médio a grande, ja
que sao sobretudo estas lipoproteinas que conferem turbidez ao soro como resultado de

uma maior dispersao da luz que nelas incide, resultando neste aspeto leitoso.

Assim, facilmente se compreende que todos os parametros determinados neste soro
por métodos espetrofotométricos possam ser influenciados pela agao deste interferente,
sendo necessaria a interpretagao criteriosa dos resultados obtidos, ilustrados na Figura 23.
Apesar da razao GOT/GPT ser superior a 2 e de a GGT ter uma atividade sérica elevada,
sugerindo um quadro compativel com uma hepatite alcodlica, a ordem de grandeza
apresentada pelas transaminases nio é muito comum, levando a pensar que os valores
obtidos possam estar sobrestimados pela lipémia. Como na espectrofotometria de absorc¢ao
no ultravioleta-visivel consideramos que a diferencga entre a intensidade da radiagao emitida
e a que chega ao detetor é absorvida pelo parametro em anilise, quando a lipémia esta

presente, a luz que incide na amostra nao sé é absorvida pelo analito em causa, mas também
54



é dispersa em varias dire¢oes pelas lipoproteinas, diminuindo a intensidade da luz que atinge
o detetor. Assim, este vai assumir que toda a radiagao nao transmitida através da amostra foi
absorvida pelo analito em estudo, sobrestimando o seu valor, o que impede a obtengao de
resultados exatos. Para além disso, a intensidade da luz dispersa pelas lipoproteinas &
influenciada pelo comprimento de onda da radiagao incidente, sendo maior aos 300nm e
decrescendo a medida que se avanga para os 700nm®.

Deste modo, os parametros 14 hstra 0016 - 2/ we

determinados por métodos na zona do Teste Resultade Aviso Unidades  Valores Noxmais

ultravioleta, que fazem wuso da clic % ng / dl 1 106

b ancia da f duzid Oreia 13 mg / dL 17 43

absorvancia da forma reduzida ou creat 0.8 w06 .5

oxidada do NAD a 340nm para estimar Ac.Ur 16 i ng / dL 2.6 1.2

2. Ur 1.4 mg / dL 1.9 2.1

a sua concentragao, serao dos mais Bil T 1.2 mg { dL 0.3 1.2

] 3 Bil B 1.6 H mg / dL 0.0 0.2

afetados pela lipémia. Exemplos siao a Bil I b.6 ng / di 0.3 1.0

Alb 0L fdl 3.5 5.2

GPT e a GOT, cujos valores poderao 60T 175 4 3 /L 3 15

ser dos mais sobrestimados, o que 6% o U/ 3 5

» © 9 ALP m B v/l 30 120

; 5 5 A GGE 1196 H v/L 5 55

explica a razao da nao concordancia coles B w0/ d 1 200
com o quadro clinico referido | _Trig 1351 Fp mg/db J 150 |

HbL 1 mg { di Bl 180

anteriormente. LbL 5.8 T 0.0 100.0

Figura 23. Pardmetros Bioquimicos da Amostra Lipémica, com destaque para
os TAG (Fonte: LACFFUC).

Visto serem os TAG os principais componentes das lipoproteinas responsaveis pela
lipémia, integrando cerca de 90% dos quilomicrons e 45 a 65% das VLDL, nao é de estranhar
o seu valor elevado. Também o colesterol total se encontra aumentado, pois integra
igualmente essas lipoproteinas mas em menor percentagem. Ja o colesterol das HDL e das
LDL apresentam valores anémalos, muito reduzidos. Por isso, e por ter aparecido o sinal de
aviso “Fp” para os TAG, foi necessario proceder novamente a determinagao do perfil
lipidico, agora na amostra de soro diluida, por forma a nao afetar mais a exatidio dos
resultados fornecidos a utente. Esses resultados encontram-se na Figura 24.

Id fnostra 0021 - 2/240R 1/5 < - :
A concentragao dos varios analitos
Teste Resultado Aviso Onidades  Valores Mormais estd relativamente coincidente com aquelas

obtidas previamente a diluicio, com a
mes W F m/d 1 P ¢

Trig U3 pb ;g /dL g 150 excecdo do C-LDL, que inclusive registou
AL B L m/fd 60 180 . L.
| T 0 00 1000 | um valor negativo. Para que esta situagao

Figura 24. Perfil Lipidico apés diluigdo 1:5 (Fonte: LACFFUC).
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nao se verifique, convencionou-se que, a partir de valores de TAG superiores a 400mg/dL, a
concentragao de C-LDL nao deve ser estimada pela formula de Friedewald mas sim
determinada pelos métodos analiticos laboratoriais, de modo a fragao TAG/5 refletir o
colesterol contido nas VLDL residuais®'. Se a requisicio médica desta utente mencionasse
este parametro, uma amostra do seu soro teria de ser enviada para o Laboratério S. José

para ser feito o seu doseamento, pois nao é realizado no LACFFUC.

Para além dos parametros bioquimicos, a lipémia pode também afetar os ensaios
imunoldgicos e hematoldgicos. Como podemos observar no hemograma da Figura 25, o
Max’M Coulter® nio executou a formula leucocitéria, que teve de ser feita manualmente, uma
vez que os lipidos, por serem maus condutores de corrente elétrica, alteram a condutividade

da corrente usada na distingao das subpopulagoes leucocitarias pela Tecnologia VCS.

Para além disso, como a
hemoglobina é medida por D T

fotometria, as lipoproteinas A2 S8 | | Ll

podem dispersar a radiagao no

mesmo comprimento de onda T 1 N

absorvido pela hemoglobina, o R —— uEs

que inflaciona o seu valor. Como - N Ky

consequéncia, as  constantes

hematimétricas HCM e CHCM, iBsoraa) ALT 3 43 1

calculadas a partir a

concentracao de hemoglobina,

também irao estar elevadas, o

que é verificado no hemograma Figura 25. Hemograma de um individuo com amostra lipémica (Fonte: LACFFUC).

Como a lipémia interfere no resultado dos varios parametros laboratoriais doseados,
revelou-se importante acrescentar, no boletim analitico desta utente, o comentario
“Amostra lipémica”, por forma a alertar o médico para a interpretagao dos resultados
laboratoriais com especial cuidado. Apesar de poder ter origem patoldgica e ocorrer na
sequéncia de uma esteatose hepatica, esta hipertrigliceridémia podera ter resultado do nao
cumprimento das 12h de jejum aconselhadas antes da colheita da amostra, o que evitaria

toda esta situacio®.
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CASO CLINICO 4

Uma amostra de urina de 24h para a determinagao da microalbuminuria chegou ao
LACFFUC vinda do PC. Pertencia a uma mulher de 74 anos.

Na Figura 26 podemos observar que o valor obtido da MAU - 680,5 mg/L - é
seguido pelo sinal de aviso “Fp”, sendo necessario proceder, mais uma vez, a diluigdo da
amostra. Apos esta diluicdo, obteve-se o resultado 975,3 mg/L, agora dentro do limite de
linearidade da curva de calibragao, que foi de imediato convertido para a quantidade de
albumina excretada por dia.

Id Anostra DEOOS - 1/27 PC

I¢ Amistra UBOOG - 1/27 IC

Teste Resultado Aviso Unidedes  Valores Normois Teste Resultado Aviso Unidades  Valores Normais

A )5 ¥ g / ).$ 4.0 g
HAU b80.5 ¥p mg / L 0.5 19.0 MY pl ng /I 0.5 19.0

Figura 26. MAU antes e apds a diluicdo da amostra (Fonte: LACFFUC).

Contemplando a diurese de 2,35L das 24h da utente, a MAU por ela excretada em
24h foi de 2292mg (975,3mg/L x 2,35L/24h). Dado o valor significativamente elevado da
MAU, superior a 300mg/24h, nem podemos sequer considerar a presenga de
microalbuminuria, tratando-se ja de proteinuria. Considerando que a albumina - a proteina
mais abundante no sangue - se encontra em grande quantidade na urina, pode ser indicativo
de um grande aumento da permeabilidade glomerular com perda da integridade da
membrana basal do glomérulo renal, possibilitando que proteinas de elevado peso molecular
a consigam atravessar, o que hao acontece numa situacao normal®’. Para compreendermos o

mecanismo subjacente a esta lesao, temos de averiguar a etiologia desta proteinuria.

No dia anterior, esta utente
1d Arostra 0009 - 1/27PC

deslocou-se ao PC onde |he foi colhido

sangue venoso e onde entregou um frasco feste Resultado hviso Unidades  Valores Hormals
com uma amostra de urina, em virtude de | gl 41 % mg/dl T |

I Lo Creat 0.89 ng7 e 08 LD

ter apresentado uma requisi¢io que incluia e 63 s ld L6 17

a determinagao de alguns parametros 60T it UIL 3 5

Ny I 0/L 3 {5

bioquimicos e a analise sumaria da urina. Coles 152 ng / db 19 200

Na Fi 27 Trig §2 ng [ dL j 150

a Figura encontram-se 0s 0L il 0 ! & 6 190

valores dos parametros séricos doseados. LD 1.6 0.0 100

Tanto o ionograma (nﬁo representado) Figura 27. Andlises Bioquimicas de um diabético (Fonte: LACFFUC).

como as andlises bioquimicas estavam dentro do seu intervalo de referéncia, com excegao
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da glucose, que registava um valor elevado, de 147mg/dL, o que confirma que esta utente é
diabética. Estes doentes tém frequentemente de monitorizar a MAU, pois permite uma
detecao precoce de possiveis complicagdes microvasculares que se possam estar a

desenvolver, por forma a poderem ser revertidas a tempo®.

Na Figura 28 consta a hemoglobina

il drostea 0012 - 1421 we : <
glicada desta utente, que nao reflete a ordem

Teste BResuitade Bviso Unidedes  Valores lordais de grandeza da MAU, pois apresenta o valor

6,7%, muito proximo dos desejaveis 6,5%,

B 12.5 g [l -493909.9 9395909
HIC 0.6211 g [ dl -999.9959 959,993 indicativo de um certo controlo glicémico ao

1BA1C 6.7 03 &0 b

Figura 28. Hemoglobina Glicada de um diabético (Fonte: LACFFUC).

longo dos 3 meses anteriores.

Quanto a analise sumaria da urina, expressa na Figura URINALYSIS  CombiScanidd
14:42
, , No: T .
29, esta acusou a presenga de proteinas, como expectavel. Pat. 10: 1/27pc
No entanto, o sedimento urinario nao apresentou cilindros
o
que se poderiam formar na sequéncia da proteiniria nem a N hod
n o
A ; 3 1) -1y
presenca de bactérias que pudessem, por via ascendente, [0 0.3 i+ |
tRY neg
. . . . DH
atingir o rim e alterar a membrana glomerular, excluindo-se ey -
LEU neg
assim a causa infeciosa como explicativa da proteinuria. & 1.020

Figura 29. Proteinas positivas na urina
(Fonte: LACFFUC).

Como foram encontradas proteinas em grande quantidade na urina desta doente
diabética, trata-se de um caso de Nefropatia Diabética, num estadio avangado. Se
verificarmos o historico desta utente, na ultima vez que procedeu ao doseamento da MAU
no LACFFUC, em Setembro de 2012, ja apresentava microalbuminuria, que registava o valor

de 233mg/24h, tendo-se agravado nos 3 anos seguintes.

Esta situacdo muito provavelmente foi desencadeada por um mau controlo glicémico,
pois a hiperglicémia constante é o principal estimulo da producio de mediadores
inflamatorios responsaveis por alteragoes estruturais e funcionais na membrana basal do
glomérulo renal, o que contribui para o declinio da fungao renal que podera precipitar em
Insuficiéncia Renal Crénica®. Dai que, com a detecio da presenca de microalbumindria, seja
necessario um controlo mais rigoroso da glicémia e de outros fatores agravantes como a
hipertensao arterial. Por isso, como houve progressao desta situagao, a doente encontra-se
em risco acrescido de desenvolver doengas cardiovasculares assim como retinopatia e

neuropatia diabéticas®.
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CASO CLINICO 5

Este caso pretende fazer uma comparagao da sensibilidade de dois parametros
analiticos, pouco especificos, mas frequentemente usados na pratica clinica na detecao e

monitorizagao de processos de inflamatorios. Sao eles a VS e a PCR.

Numa amostra de sangue de um

alcodlico crénico da UA, a VS Id Anostra 0016 - 1710 UA

apresentava o valor de |ImmHg/h, Teste Resultado Avisp Unidades  Valores Normals

ainda dentro do intervalo de referéncia, Glue 43 # ng / di 1 106

- Ureia 1L ng { dL. 11 13

enquanto a concentragao da PCR se Creat 1.0 rgldl 0.66 1.2

encontrava 4,5 vezes acima do limite Ac.Ur L7 & ng/dh 2.8 1.2

Az Ur 51 1L ng / dL 1.9 0.1

superior de referéncia, com 45,3mg/L. Bil T 1.1 ng / db t.3 12

. , Bil D 0.4 ng / dL 8.0 0.2

Os restantes parametros bioquimicos Bil 1 0.9 ng / 4L 0.} 1.0

determinados estao na Figura 30. gjﬁt 23 t 3 i 32 ig g%

Duas semanas mais tarde, este GeT 15 K t/L 3 35

GIT 19 G/ 3 §5

utente voltou novamente a fazer AP 01 0/ 10 10

‘i ; GGT 09 Fp U/ 5 55

analises, tendo a sua VS registado um coles 185 ng [ db it 2100

aumento significativo de |l para Trig i ng / dL y 150

HBL 4 1 my / dL il 180

98mmHg/h, enquanto a concentragao 1L 1117 R 0 1800
BeR 53 8 ag/L 01 10|

da PCR diminuiu para 12,3mg/dL.

Figura 30. Pardmetros bioquimicos de um alcodlico crénico, evidenciando
PCR elevada (Fonte: LACFFUC).

Esta situacao ilustra a falta de sensibilidade da VS como um marcador de um
processo inflamatorio agudo face a PCR, que aumenta mais precocemente. De facto, sendo a
PCR uma proteina de fase aguda importante na defesa do organismo, é normal que aumente
nas 4 a 6 h apos o estimulo de citocinas inflamatorias e que regresse ao normal 3 a 7 dias
apos a sua resolugao. Ja a VS é um marcador indireto da resposta inflamatoria sistémica,
porque resulta da ligacdo das proteinas sintetizadas na sequéncia deste estimulo, como o
fibrinogénio, a membrana dos eritrocitos, o que reduz o seu potencial C (zeta). Isto facilita a
formacao dos rouleaux, que aumentam a viscosidade do sangue e dificultam o transporte de
possiveis microrganismos nele presentes, até aos 6rgaos vitais. Como tal, a VS aumenta mais
tardiamente, atingindo o pico ao fim de uma semana, quando a PCR ja se encontra em fase
descendente, regressando ao normal ao fim de algumas semanas. Por isso, varios estudos
sugerem a utilizacio da PCR na detegao de processos inflamatorios agudos, restringindo o
uso da VS na monitorizagio de patologias inflamatérias crénicas, como as doengas

reumaticas’’.
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CONCLUSAO

Apesar deste relatorio incidir mais sobre Bioquimica, a interpretagao da situagao
clinica do utente necessita da integragao de conhecimentos obtidos nas varias valéncias. Por
isso, sendo as Analises Clinicas uma area multidisciplinar, a passagem pelas varias valéncias
do laboratorio revestiu-se de especial importincia na promog¢ao de uma formagao mais
especializada e multifacetada a nivel da execugao e interpretagao das analises nestes setores.
Isto proporcionou-me uma visao mais integrada do funcionamento de um laboratério clinico,

com a aquisicao de competéncias técnico-cientificas que serao muito Uteis no futuro.

Ao longo do Mestrado em Andlises Clinicas tive algumas aulas no LACFFUC que, por
si s, me permitiram contactar com algumas técnicas laboratoriais ai efetuadas, mas s6 o
estagio curricular possibilitou a consolidagao dos conhecimentos previamente adquiridos
através da sua aplicagao na rotina laboratorial diaria, bem como a aquisicao de autonomia na

realizagao do trabalho quotidiano.

Para um primeiro contato com a realidade de um laboratério de Andlises Clinicas, o
LACFFUC superou as minhas expetativas, nao s6 pelo profissionalismo demonstrado por
toda a equipa no exercicio das suas fungoes, resultado de varios anos de experiéncia na area,
como também pelo ambiente acolhedor com que me receberam. No entanto, é um
laboratério que lida com poucas amostras didrias e, como tal, apresenta algumas
condicionantes de natureza econdémica que o levam a rentabilizar os seus recursos ao
maximo, nao chegando a realizar determinadas analises que, por serem pouco requisitadas,

acabam por ser enviadas para o Laboratorio S. José.

A meu ver, a maior adversidade nao s6 deste laboratério como dos restantes
laboratérios privados €, dado o sigilo médico-utente, nao se ter acesso ao historial clinico do
utente nem a medicagao que este esta a tomar, uma vez que auxiliaria a interpretagao dos
resultados, sobretudo em algumas situagoes mais dubias. Dai ser necessario realizar, por
parte do técnico responsavel pela colheita e pela rececao da amostra, determinadas

questoes gerais que poderao ser Uteis em possiveis dlvidas que se apresentem.

Em conclusao, este estagio curricular permitiu aprofundar os meus conhecimentos
nas varias valéncias laboratoriais, desenvolvendo competéncias pessoais e profissionais que

confirmam que esta é a area onde pretendo exercer a minha pratica profissional.

60



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

BURKE, M. D. - Laboratory Medicine in the 21lst century. American Journal of
Clinical Pathology. ISSN 00029173. 114:6 (2000) 841-846. doi: 10.1309/TH8P-1CAL-
9IK3G-VFTM.

CARREIRO-LEWANDOWSKI, E. - Basic Principles and Practices. In: BISHOP, M.
L., FODY, E. P, SCHOEFF, L. E. (Eds.) - Clinical Chemistry: Techniques, Principles,
Correlations. 6th. ed. [S.I.]: Lippincott Williams & Wilkins, 2010. ISBN 978-0-7817-9045-
l. p. 3-32.

LIPPI, G. et al. - Preanalytical quality improvement: From dream to reality.
Clinical Chemistry and Laboratory Medicine. ISSN 14346621. 49:7 (2011) 1113-1126.
doi: 10.1515/CCLM.2011.600.

S. YOUNG, D.; BERMES, E. W.; HAVERSTICK, D. M. - Specimen Collection and
Other PreAnalytical Variables. In: BURTIS, C. A;; ASHWOOD, E. R;; BRUNS, D. E.
(Eds.) - Tietz. Fundamentals of Clinical Chemistry. 6th. ed. St. Louis, Missouri: 2008.
ISBN 978-0-7216-3865-2. p. 42-62.

KLEE, G. G.; WESTGARD, J. O. - Quality Management. In: BURTIS, C. A;
ASHWOOD, E. R; BRUNS, D. E. (Eds.) - Tietz. Fundamentals of Clinical Chemistry.
6th. ed. Philadelphia: Elsevier Saunders, 2008. ISBN 978-0-7216-3865-2. p. 249-262.

GREEN, S. F. - The cost of poor blood specimen quality and errors in
preanalytical processes. Clinical Biochemistry. ISSN 0009-9120. 46:13-14 (2013)
[175—-1179. doi: 10.1016/j.clinbiochem.2013.06.001.

BOCHEN, K. et al. - Erythrocyte sedimentation rate — an old marker with new
applications. Journal of Pre-Clinical and Clinical Research. 5:2 (201 1) 50-55.

KRICKA, L. J; PARK, J. Y. - Optical Techniques. In: BURTIS, C.A.;; ASHWOOD, E.
R.; BRUNS, D. E. (Ed.) - Tietz. Fundamentals of Clinical Chemistry. 6th. ed. St. Louis,
Missouri: Elsevier Saunders, 2008. ISBN 978-0-7216-3865-2. p. 63-83.

DREES, J. C; WU, A. H. B. - Analytical Techniques. In: BISHOP, M. L; P. FODY, E;
SCHOEFF, L. E. (Eds.) - Clinical Chemistry: Techniques, Principles, Correlations. 6th. ed.
[S.L]: Lippincott Williams & Wilkins, 2010. ISBN 978-0-7817-9045-1. p. 130-165.

ORTON, S. - ImmunoAssays. In: BISHOP, M. L.; P. FODY, E.; SCHOEFF, L. E. (Ed.) -
Clinical Chemistry: Techniques, Principles, Correlations. 6th. ed. [S.l]: Lippincott
Williams & Wilkins, 2010. ISBN 978-0-7817-9045-1. p. 185-201.

. PACKARD, R. R. S.; LIBBY, P. - Inflammation in atherosclerosis: From vascular

biology to biomarker discovery and risk prediction. Clinical Chemistry. ISSN
00099147. 54:1 (2008) 24-38. doi: 10.1373/clinchem.2007.097360.

NADER RIFAI, G. RUSSELL WARNICK, A. T. R. - Lipids, Lipoproteins,
Apolipoproteins, and Other Cardiovascular Risk Factors. In: BURTIS, CA;
ASHWOOD, E. R; BRUNS, D. E. (Ed.) - Tietz. Fundamentals of Clinical Chemistry. 6th.
ed. St. Louis, Missouri: Elsevier Saunders, 2008. ISBN 978-0-7216-3865-2. p. 402—430.

6l



20.

21.

22.

23.

24.

25.

62

. SALA, F; CATAPANO, A. L; NORATA, G. D. - High density lipoproteins and

atherosclerosis: Emerging aspects. Journal of Geriatric Cardiology. ISSN 1671541 1.
9:4 (2012) 401—407. doi: 10.3724/SP.J.1263.201 1.12282.

SETHI, A. A; WARNICK, G. R;; REMALEY, A. T. - Lipids and Lipoproteins. In:
BISHOP, M. L; P. FODY, E.; SCHOEFF, L. E. (Ed.) - Clinical Chemistry: Techniques,
Principles, Correlations. 6th. ed. [S.l.]: Lippincott Williams & Wilkins, 2010. ISBN 978-0-
7817-9045-1. p. 328-355.

. LIU, ], FOONT, ], WANDS, J. R. - Effects of blood triglycerides on

cardiovascular and all-cause mortality: a systematic review and meta-analysis
of 61 prospective studies. Lipids in health and disease. ISSN 1476-511X. 12:1 (2013)
159. doi: 10.1186/1476-511X-12-159.

. HARCHAOUI, K. E. L. et al. - Triglycerides and cardiovascular risk. Current

cardiology reviews. ISSN 1573403X. 5:3 (2009) 216-222. doi:
10.2174/157340309788970 315.

CHO, Y. S. et al. - Association of lipoprotein lipase (LPL) single nucleotide
polymorphisms with type 2 diabetes mellitus. Experimental & molecular medicine.
ISSN 1226-3613. 40:5 (2008) 523-532. doi: 10.3858/emm.2008.40.5.523.

VOSHOL, P. J. et al. - In Muscle-Specific Lipoprotein Lipase - Overexpressing
Mice, Muscle Triglyceride Content is Increased Without Inhibition of Insulin-
Stimulated Whole-Body and Muscle-Specific Glucose Uptake. Diabetes. 50:1 |
(2001) 2585-2590. doi:10.2337/diabetes.50.11.2585

. DELANEY, M. P; PRICE, C. P; LAMB, E. ]. - Kidney Function and Disease. In:

BURTIS, C.A.;; ASHWOOD, E. R;; BRUNS, D. E. (Ed.) - Tietz. Fundamentals of Clinical
Chemistry. 6th. ed. [S.l.]: Elsevier Saunders, 2008. ISBN 978-0-7216-3865-2. p. 631-654.

HARVEY, R.; FERRIER, D. - Amino Acids: Disposal of Nitrogen. In: HARVEY, R
FERRIER, D. (Ed.) - Lippincott’s lllustrated Reviews: Biochemistry. 5th. ed. Philadelphia:
Lippincott Williams & Wilkins, 201 1. ISBN 978-1-60831-412-6. p. 245-260.

BAXMANN, A. C. et dl. - Influence of muscle mass and physical activity on
serum and urinary creatinine and serum cystatin C. Clinical Journal of the
American Society of Nephrology. ISSN 1555-905X. 3:2 (2008) 348-354. doi:
10.2215/CJN.028707 07.

ARNESON, W.; BRICKELL, J. - Assessment of Renal Function. In: ARNESON, W,;
BRICKELL, J. (Ed.) - Clinical Chemistry - A Laboratory Perspective. Philadelphia: F. A.
Davis Company, 2007. ISBN 978-0-8036-1498-7. p. 201-232.

EDWARDS, N. L. - The role of hyperuricemia and gout in kidney and
cardiovascular disease. Cleveland Clinic Journal of Medicine. ISSN 0891 1150. 75:5
(2008) 13—16. doi: 10.3949/ccjm.75.Suppl_5.S13.

WEIR, M. R. - Microalbuminuria and Cardiovascular Disease. Clinical Journal of
the American Society of Nephrology. 2:3 (2007) 581-590. doi: 10.2215/CJN.03190906.

PERAZELLA, M. A et al. - Diagnostic value of urine microscopy for differential
diagnosis of acute kidney injury in hospitalized patients. Clinical Journal of the



26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

American Society of Nephrology. ISSN 1555-905X. 3:6 (2008) 1615—1619. doi: 10.2215/
CJN.02860608.

DUFOUR, R.;; D. ROBERT DUFOUR - The Liver: Function and Chemical
Pathology. In: BURTIS, C.A; ASHWOOD, E. R; BRUNS, D. E. (Ed.) - Tietz.
Fundamentals of Clinical Chemistry. 6th. ed. St. Louis, Missouri: Elsevier Saunders, 2008.
ISBN 978-0-7216-3865-2. p. 586—600.

BOTROS, M.; SIKARIS, K. A. - The De Ritis Ratio: The Test of Time. The Clinical
Biochemistry Reviews. 34:3 (2013) |17-130.

LI, Z,; VANCE, D. E. - Thematic review series:
glycerolipids. Phosphatidylcholine and choline homeostasis. Journal of Lipid
Research. 49:6 (2008) |187—-1194. doi: 10.1194/jlr.R700019-JLR200.

XU, J. M. C. X. - Liver Function. In: BISHOP, M. L; P. FODY, E.; SCHOEFF, L. E. (Ed.)
- Clinical Chemistry: Techniques, Principles, Correlations. 6th. ed. [S.l.]: Lippincott
Williams & Wilkins, 2010. ISBN 978-0-7817-9045-1. p. 516-540.

PORTUGAL. Direcao-Geral da Salde. - Prescricao da Gama-glutamiltransferase
(GGT). DGS, 069/2011 (2011) 1-10.

PINCUS, M. R. et al. - Evaluation of Liver Function. In: MCPHERSON, R. A;
PINCUS, M. R. (Ed.) - Henry’s Clinical Diagnosis and Management by Laboratory
Methods. 22nd. ed. Philadelphia: Elsevier Saunders, 201 1. ISBN 978-1-4377-0974-2. p.
296-311.

ARNESON, W.; BRICKELL, |. - Assessment of Liver Function. In: ARNESON, W,
BRICKELL, J. (Ed.) - Clinical Chemistry - A Laboratory Perspective. Philadelphia: F. A.
Davis Company, 2007. ISBN 978-0-8036-1498-7. p. 233-266.

HORITA, T. J.; KASRAVI, B. - Understanding and Interpreting Serum Protein
Electrophoresis. American Family Physician. 71:1 (2005) 105—112.

HILL, P. G. - Gastrointestinal Diseases. In: BURTIS, C.A,; ASHWOOD, E. R;
BRUNS, D. E. (Eds.) - Tietz. Fundamentals of Clinical Chemistry. 6th. ed. St. Louis,
Missouri: Elsevier Saunders, 2008. ISBN 978-0-7216-3865-2. p. 696-710.

GOMEZ, D. et al. - Retrospective study of patients with acute pancreatitis: is
serum amylase still required? British Medical Journal Open. 2:5 (2012) 1-6. doi:
10.1136/bmjopen-2012-001471.

GARDETE-CORREIA, L. et al. - First diabetes prevalence study in Portugal:
PREVADIAB study. Diabetic Medicine. ISSN 07423071. 27:8 (2010) 879-881. doi:
10.1111/j.1464-5491.2010.03017.x.

PORTUGAL. Diregao-Geral da Saude. - Diagnéstico e Classificacio da Diabetes
Mellitus. DGS, 002/2011 (2011) 1-13.

PORTUGAL. Direcao-Geral da Saide. - Prescricio e Determinacio da
Hemoglobina Glicada Alc. DGS, 033/2011 (201 1) I-I0.

63



39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

5I.

64

BRICKELL, J.; VICKI, F.; ARNESON, W. - Diabetes and Other Carbohydrate
Disorders. In: ARNESON, W.; BRICKELL, J. (Eds.) - Clinical Chemistry - A Laboratory
Perspective. Philadelphia: F. A. Davis Company, 2007. ISBN 978-0-8036-1498-7. p. 147—
178.

PORTUGAL. Diregao-Geral da Saude. - Diagndstico e conduta na Diabetes
Gestacional. DGS, 007/201 1 (2011) 1-7.

FREEMAN, V. S. - Carbohydrates. In: BISHOP, M. L; P. FODY, E.; SCHOEFF, L. E.
(Ed.) - Clinical Chemistry: Techniques, Principles, Correlations. 6th. ed. [S.l.]: Lippincott
Williams & Wilkins, 2010. ISBN 978-0-7817-9045-1. p. 309-327.

NATHAN, D. M.; TURGEON, H.; REGAN, S. - Relationship between glycated
haemoglobin levels and mean glucose levels over time. Diabetologia. 50:11
(2007) 2239-2244. doi: 10.1007/s00125-007-0803-0.

HARVEY, R.; FERRIER, D. - Fatty Acid and Triacilglycerol Metabolism. In:
HARVEY, R.; FERRIER, D. (Eds.) - Lippincott’s lllustrated Reviews: Biochemistry. 5th. ed.
Philadelphia: Lippincott Williams & Wilkins, 201 la. ISBN 978-1-60831-412-6. p. 181—
200.

DEMERS, L. M. - Thyroid Disorders. In: BURTIS, C.A.;; ASHWOOD, E. R.; BRUNS, D.
E. (Eds.) - Tietz. Fundamentals of Clinical Chemistry. 6th. ed. St. Louis, Missouri: Elsevier
Saunders, 2008. ISBN 978-0-7216-3865-2. p. 766-779.

GROTZKE, M. - The Thyroid Gland. In: BISHOP, M. L,; P. FODY, E.; SCHOEFF, L. E.
(Eds.) - Clinical Chemistry: Techniques, Principles, Correlations. 6th. ed. [S.l.]: Lippincott
Williams & Wilkins, 2010. ISBN 978-0-7817-9045-1. p. 490-500.

JONES, D. D.; MAY, K. E; GERACI, S. A. - Subclinical Thyroid Disease. The
American Journal of Medicine. ISSN 0002-9343. 123:6 (2009) 502-504. doi:
10.1016/j.amjmed.2009.12.023.

BIONDI, B. et al. - Subclinical hyperthyroidism: clinical features and treatment
options. European Journal of Endocrinology. 152:1 (2005) 1-9. doi:
10.1530/eje.1.01809.

GORMAN, L. S. - Assessment of Cardiovascular Disorders. In: ARNESON, W.;
BRICKELL, J. (Ed.) - Clinical Chemistry - A Laboratory Perspective. Philadelphia: F. A.
Davis Company, 2007. ISBN 978-0-8036-1498-7. p. 267-300.

CHIASERA, J. M. - Cardiac Function. In: BISHOP, M. L.; P. FODY, E.; SCHOEFF, L. E.
(Eds.) - Clinical Chemistry: Techniques, Principles, Correlations. éth. ed. [S.l.]: Lippincott
Williams & Wilkins, 2010. ISBN 978-0-7817-9045-1. p. 541-556.

WALLIMANN, T.; TOKARSKA-SCHLATTNER, M.; SCHLATTNER, U. - The creatine
kinase system and pleiotropic effects of creatine. Amino Acids. 40:5 (2011)
[271-1296. doi: 10.1007/s00726-01 1-0877-3.

JOHNSON-DAVIS, K.; MCMILLIN, G. A. - Enzymes. In: BISHOP, M. L.;; FODY, E. P,;
SCHOEFF, L. E. (Eds.) - Clinical Chemistry: Techniques, Principles, Correlations. 6th. ed.
[S.1]: Lippincott Williams & Wilkins, 2010. ISBN 978-0-7817-9045-1. p. 281-308.



52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

6l.

62.

63.

64.

65.

HARVEY, R.; FERRIER, D. - Glycolysis. In: HARVEY, R.; FERRIER, D. (Eds.) -
Lippincott’s lllustrated Reviews: Biochemistry. 5th. ed. Philadelphia: Lippincott Williams
& Wilkins, 201 Ib. ISBN 978-1-60831-412-6. p. 91-108.

LIAMIS, G. L. et al. - Mechanims of Hyponatremia in Alcohol Patients. Alcohol
and Alcoholism. 35:6 (2000) 612—-616.

COLE, L. A. - New discoveries on the biology and detection of human
chorionic gonadotropin. Reproductive Biology and Endocrinology. 7:8 (2009) 1-37.
doi: 10.1186/1477-7827-7-8.

GRAZZINI, G. et al. - Immunochemical faecal occult blood test: number of
samples and positivity cutoff. What is the best strategy for colorectal cancer
screening?  British  Journal of Cancer. 100:2 (2009) 259-265. doi:
10.1038/sj.bjc.6604864.

SETSHEDI, M.; WANDS, J. R; MONTE, S. M. D. La - Acetaldehyde adducts in
alcoholic liver disease. Oxidative medicine and cellular longevity. ISSN 1942-0900. 3:3
(2010) 178—-185. doi: 10.4161/0xim.3.3.3.

DUFOUR, D. R. - Liver Disease. In: BURTIS, C. A; ASHWOOD, E. R; BRUNS, D. E.
(Eds.) - Tietz. Fundamentals of Clinical Chemistry. 6th. ed. Philadelphia: Elsevier
Saunders, 2008. ISBN 978-0-7216-3865-2. p. 675—695.

NAGATA, K.; SUZUKI, H.; SAKAGUCH,], S. - Common pathogenic mechanism in
development progression of liver injury caused by non-alcoholic or alcoholic
steatohepatitis. The Journal of Toxicological Sciences. ISSN 0388-1350. 32:5 (2007)
453—468. doi: 10.2131/jts.32.453.

TORRUELLAS, C.; FRENCH, S. W.; MEDICI, V. - Diagnosis of alcoholic liver
disease. World Journal of Gastroenterology. 20:33 (2014) 11684-11699. doi:
10.3748/wijg.v20.i33.1 1684.

PARMAR, K.; D’ANDREA, A. D. - Stressed out: Endogenous aldehydes damage
hematopoietic stem cells. Cell Stem Cell. ISSN 19345909. 11:5 (2012) 583-584. doi:
10.1016/j.stem.2012.10.007.

CONTRERAS, A. M. et al. - Very low hepatitis C antibody levels predict false-
positive results and avoid supplemental testing. Transfusion. ISSN 0041 1132.
48:12 (2008) 2540-2548. doi: 10.1111/j.1537-2995.2008.01886.x.

PORTUGAL. Direcao-Geral da Saude. - Prescricao para Estudo Laboratorial da
Infecdo pelo Virus da Hepatite C. DGS, 059/2011 (2012) I-19.

CHEVALIEZ, S. - Virological tools to diagnose and monitor hepatitis C virus
infection. Clinical Microbiology and Infection. ISSN 1198743X. 17:2 (2011) 116-121.
doi: 10.1111/j.1469-0691.2010.03418.x.

SIY, L. et al. - Hepatitis C virus and Alcohol. Seminars in Liver Disease. 29:2 (2009)
188—199. doi: 10.1055/5s-0029-1214374.

NIKOLAC, N. - Lipemia: causes, interference mechanisms, detection and
management. Biochemia Medica. 24:1 (2014) 57-67.

65



66.

67.

68.

69.

70.

66

VAN DE WIEL, A. - The effect of alcohol on postprandial and fasting
triglycerides. International Journal of Vascular Medicine. ISSN 20902824. 2012:862504
(2012) 1-4. doi: 10.1155/2012/862504.

KARA L. LYNCH, A. H. B. W. - Renal Function. In: BISHOP, M. L.; FODY, E. P;
SCHOEFF, L. E. (Eds.) - Clinical Chemistry: Techniques, Principles, Correlations. 6th. ed.
[S.1.]: Lippincott Williams & Wilkins, 2010. ISBN 978-0-7817-9045-1. p. 557-577.

PERKINS, B. A. et al. - Microalbuminuria and the Risk for Early Progressive
Renal Function Decline in Type | Diabetes. Journal of the American Society of
Nephrology. 18:4 (2007) 1353—-1361. doi: 10.1681/ASN.2006080872.

SCHENA, F. P; GESUALDO, L. - Pathogenetic Mechanisms of Diabetic
Nephropathy. Journal of the American Society of Nephrology. 16:3 suppl | (2005)
S30-S33. doi: 10.1681/ASN.2004110970.

JEREMIAH, Z. A; LEONARD, |; EZINMA, A. C. - Discordantly Elevated
Erythrocyte Sedimentation Rate (ESR) and Depressed C-Reactive Protein
(CRP) Values in Early Diagnosis of Pulmonary Tuberculosis Patients in
Maiduguri, Nigeria. Open Journal of Blood Diseases. 3:2 (2013) 74-77.





