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Resumo
O presente relatorio de estagio foi elaborado no ambito do Mestrado em Anadlises Clinicas
da Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra e descreve de forma sucinta as

atividades desenvolvidas entre dezembro de 2022 e junho de 2023 no Laboratorio de Analises

Clinicas ACM.

O laboratorio de analises clinicas cada vez mais se apresenta como uma ferramenta util no
diagnéstico clinico de varias patologias, o que demonstra a relevancia do trabalho realizado

nestes locais.

Ao longo do relatorio sao abordadas as trés fases do método analitico, assim como a sua
importancia na garantia de qualidade dos resultados analiticos. Posteriormente é feita uma
apresentacao geral de todas as valéncias laboratoriais, com um maior destaque para as areas
de Bioquimica Clinica e Imunologia, onde sao descritas de forma mais exaustiva as analises

clinicas efetuadas, metodologias e processos de trabalho.

Palavras-chave: andlises clinicas; diagndstico; método analitico; bioquimica clinica;

imunologia; qualidade.

Abstract

This report was elaborated as a result of the Masters Degree in Clinical Analysis of the
Faculty of Pharmacy of the University of Coimbra and it describes, in a succinct way, the
activities developed between December 2022 and June 2023 at ACM Clinical Analysis

Laboratory.

The clinical analysis laboratory presents itself as a useful tool in the diagnosis of several

diseases, which highlights the work done in these places.

Throughout the report the three phases of de analytical method are referenced, as well as
their importance for the quality assurance of the analytical results. Following, a general
presentation of all the laboratory areas, focusing in Clinical Chemistry and Immunology, where
a more complete description of the clinical analysis executed, methodologies and workflows

is made.

Key-words: clinical analysis; diagnosis; analytical method; clinical chemistry; immunology;

quality.
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|I. Introducao

Os laboratoérios de andlises clinicas privados convencionados com o Servigo Nacional de
Saude (SNS) encontram-se inseridos na area dos meios complementares de diagnostico,
constituindo um servico essencial aos prestadores de cuidados de salde primarios,

nomeadamente no auxilio ao diagnéstico clinico e a monitorizagao de varias patologias.

O Mestrado em Analises Clinicas (MAC) da Faculdade de Farmacia da Universidade de
Coimbra permite aos seus estudantes o contacto com a profissio antes do ingresso no
mercado de trabalho, o que possibilita o aprofundamento e consolidagao dos conhecimentos

do ponto de vista técnico-laboratorial.

O estagio curricular decorreu de dezembro de 2022 a junho de 2023 no Laboratério
ACM, Lda. Este laboratorio esta sediado em Tondela e possui unidades de colheita em varios
locais do distrito de Viseu, recebendo uma média de 150 utentes por dia. Além de técnicos
de analises clinicas, a equipa de recursos humanos é composta por dois especialistas em
andlises clinicas pela Ordem dos Farmacéuticos, a Dra. Cidalia Mariluz Teixeira, diretora

técnica do laboratoério, e o Dr. Joao Pedro Fernandes, orientador do meu estagio.

Com a realizagao deste estagio foi possivel contactar com as diferentes valéncias do
laboratorio de andlises clinicas, como a hematologia, bioquimica clinica, imunologia e
microbiologia. O presente relatério de estagio ira fazer referéncia a todas as valéncias
laboratoriais, com destaque para as areas de bioquimica clinica e imunologia, sendo feita uma

abordagem mais pormenorizada a ambas.

Os objetivos do estagio sao a consolidagao de conhecimentos adquiridos durante o MAC,
aquisicao de novos conhecimentos do ponto de vista pratico, desenvolver a capacidade de
decisdo, interpretacao e validagao de resultados e a correta integragao do método analitico,
com a aplicagao de melhorias nas trés fases ja conhecidas (fase pré-analitica, analitica e pos-

analitica).
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2. Método analitico

O método analitico engloba todo o processo de realizagao do teste laboratorial, desde o
pedido do teste a realizar, até a sua validagao analitica e biopatolégica. De um modo geral o
método analitico esta divido em trés fases: fase pré-analitica, fase analitica e fase pos-analitica.
Todas estas fases estdo sujeitas a erros e o fluxo de trabalho num laboratério de andlises
clinicas deve ser realizado de modo a minimizar estes erros de forma a que os resultados

reportados sejam fidveis e possam efetivamente ajudar ao objetivo clinico.

2.1 Fase pré-analitica

A fase pré-analitica inclui todos os processos realizados antes da execugao do teste
laboratorial propriamente dito. Embora todas as fases do método analitico sejam consideradas
de igual importancia, devemos dar especial atengao a esta ja que é uma fase tipicamente
manual, sujeita ao erro humano, sendo responsavel por 18,5 a 47,0% dos erros laboratoriais.'
A colheita das amostras € uma das etapas da fase pré-analitica mais sujeita a ocorréncia de

erros.

2.1.1 Colheita de amostras

Para a realizagdo de andlises clinicas podem ser utilizados varios tipos de amostras
biologicas mediante a andlise requisitada. Amostras como sangue, fezes, urina e esperma sao
frequentemente requisitadas, assim como os varios tipos de exsudados, entre outras. A
correta realizagao da colheita destas amostras € essencial para minimizar os erros decorrentes
da fase pré-analitica. Nem todas estas colheitas estao dependentes do pessoal qualificado do
laboratorio (como é o caso da urina, fezes e esperma), devendo nesses casos ser dada uma

explicagao simples e clara ao utente sobre a forma correta de obter as amostras.

2.1.1.1 Puncao venosa

A colheita de sangue por pungao venosa € um dos tipos de colheitas que esta dependente
do profissional de salde. Esta pode ser realizada por 2 sistemas: o sistema aberto — agulha

acoplada a uma seringa — ou o sistema fechado, também chamado de sistema a vacuo. O

14



sistema fechado é preferivel ja que é mais seguro para o profissional de saide e também facilita

a extragao de multiplos tubos com uma so6 pungao.

Durante a realizagao da colheita sanguinea deve ser confirmada a identidade do utente.
Deve também ser confirmado o seu estado de jejum, consoante os testes laboratoriais a serem
realizados. Para efetuar a colheita deve ser identificada a veia a puncionar, idealmente na fossa
cubital. O garrote deve ser colocado no brago, um pouco acima do local a puncionar e pede-
se ao utente para fechar a mao. O local tem de ser desinfetado com alcool a 70%, devendo
aguardar-se a sua secagem apos a qual se punciona a veia, fazendo a colheita da quantidade de
sangue necessaria para as anadlises a realizar, nao esquecendo de retirar o garrote. Apos a
colheita, no caso de ter sido usado o sistema aberto, o sangue deve ser distribuido pelos varios
tubos necessarios as analises a realizar, devendo ser cumprido o volume de enchimento de
cada tubo. Todos os tubos colhidos devem ser agitados, corretamente identificados com as

etiquetas correspondentes e todo o material utilizado deve ser corretamente descartado.
De entre os erros associados a colheita da amostra podem destacar-se:

* |ncorreta identificagao da amostra - com o intuito de minimizar este erro o nome
do utente deve ser sempre confirmado com o proprio, devendo também ser
confirmada a concordancia do mesmo com o nome impresso nas etiquetas;

* Colheita dos tubos errados - Para evitar a colheita dos tubos errados, estes
possuem tampas de cores diferentes que permitem a sua facil identificagao. No
entanto, este codigo de cores ainda nao esta harmonizado entre todos os
fornecedores e, por isso, nio pode ser considerado universal.?

* Colheita dos tubos na ordem errada - Os tubos possuem diferentes constituintes
no seu interior e, por isso, existe uma ordem correta para fazer a colheita com
recurso ao sistema fechado, para evitar a contaminagao da amostra com um
anticoagulante que possa provocar um erro pré-analitico. A titulo de exemplo, o
tubo utilizado nas determinagoes bioquimicas (tubo contendo ativador de coagulo
e gel de separagao) deve ser sempre colhido antes do tubo utilizado na hematologia
para realizagio do hemograma, que contém como anticoagulante o EDTA K2.
Aquando da colheita do tubo contendo EDTA K2, vai haver solubilizagao dos sais
de EDTA conforme o sangue vai entrando no tubo; o sangue com o anticoagulante
solubilizado vai entrar em contacto com a agulha, contaminando-a com o EDTA. A
colheita posterior do tubo de bioquimica vai contaminar a amostra, podendo

provocar hipercaliémia ou hipocalcemia erréneas.”
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* Colheita traumatica / Uso de calibre de agulha inadequado — estas duas situagoes
conduzem a hemolise da amostra. Esta corresponde a rutura da membrana dos
eritrocitos e outras células sanguineas, com libertagao do conteudo citoplasmatico
para o plasma sanguineo, podendo levar a alteragao da concentragao de alguns
analitos. A hemolise é a causa mais frequente de erros pré-analiticos que resultam

na rejeigao da amostra e pedido de nova colheita.

2.1.1.2 Colheita de urina

A urina é um tipo de amostra cuja colheita nao esta dependente do profissional de saude,
mas sim do proéprio utente. O correto aconselhamento relativamente as precaugdes a
implementar durante a colheita sao essenciais a obtengao de uma amostra de qualidade. Estas
recomendac¢oes sao diferentes consoante a analise a ser realizada. As analises urinarias sao
inimeras, mas podemos destacar a urina tipo ll, microalbumindria aleatoéria/urina de 24 horas

e a urocultura.

Para as analises de urocultura e urina tipo Il, deve ser colhida, idealmente, a primeira urina
da manha, ja que esta € a mais concentrada. Caso isto nao seja possivel e a realizagao da andlise
seja urgente, deve aguardar-se pelo menos 3 horas apos a ultima miccao para realizar a
colheita. A colheita deve ser efetuada apds higienizagao e descartando sempre o primeiro jato

de urina

A colheita da urina para realizagao da andlise da microalbumindria aleatéria, tal como o
nome indica, pode ser feita a qualquer hora do dia, representando, por isso, uma amostra
aleatéria.” No caso de a andlise prescrita ser a microalbumintria em urina de 24 horas, deve
ser colhida a urina ao longo de um dia inteiro para um recipiente fornecido pelo laboratério.
A amostra deve ser guardada no frigorifico e, uma vez finalizada a colheita, prontamente
entregue ao laboratorio para andlise. As mesmas recomendagoes de colheita devem ser
seguidas para a determinacao de qualquer outro analito num espago de tempo determinado.
A analise deste tipo de urina permite minimizar a influéncia das pequenas flutuagoes biologicas

que vio ocorrendo ao longo do dia.”
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2.1.1.3 Colheita de fezes

A amostra de fezes é utilizada em varios tipos de analises. As mais usuais num laboratoério
de analises clinicas em contexto de ambulatorio sao a pesquisa de sangue oculto nas fezes

(PSOF), coprocultura e exame parasitologico das fezes.

Na PSOF o pedido médico prevé, usualmente, a colheita de 3 amostras em dias diferentes.
A dejecao devera ser efetuada para um local limpo e seco, apos a qual o utente devera fazer
a colheita de uma amostra representativa de fezes. O utente nao devera estar a realizar

terapéutica com ferro, ja que este pode ser um interferente para a analise.

A coprocultura corresponde ao exame bacterioldgico das fezes. Geralmente, uma Unica
amostra € suficiente para fazer o diagnostico de uma infegao. De igual modo, as fezes devem
ser colhidas para um local limpo e seco e o utente deve ser instruido a colher uma pequena

porgio; se verificar a presenca de muco, pus ou sangue, estes deverio fazer parte da colheita.?

No exame parasitologico das fezes, é geralmente requisitada a colheita de 3 amostras em
dias alternados, ja que a libertagao de formas parasitarias nao ocorre de forma continua. O
utente deve ser informado dos medicamentos e compostos quimicos que interferem no
exame (anti-diarreicos, anti-acidos, derivados de bismuto e bario, vaselina, etc), assim como
dos alimentos que podem dificultar a visualizagao das formas parasitarias e produzir resultados
falsos negativos (alimentos ricos em residuos como legumes secos, frutos com cuticula

resistente e frutos com inimeros grios de pequeno tamanho).’

2.1.1.4 Colheita de esperma

A colheita de esperma é necessaria sempre que € prescrito pelo médico a realizagao de
um espermograma ou espermocultura. Devem ser dadas instrugoes claras ao utente sobre

como realizar a colheita da amostra.

A amostra deve ser obtida por masturbagao, apés um periodo de abstinéncia entre 2 a 7
dias. O ejaculado deve ser colhido na sua totalidade para o frasco asséptico fornecido, sendo
que qualquer perda de volume deve ser reportada ao laboratorio. Apos realizagao da colheita,
a amostra deve ser de imediato entregue no laboratério, devendo o transporte ser feito de
forma a manter a temperatura da amostra entre os 20-37°C. A celeridade na sua entrega é

essencial para que os resultados sejam fidedignos.*
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2.1.1.5 Colheita de zaragatoas e exsudados

Para o estudo de infe¢coes por microrganismos, podem ser colhidas varios tipos de
amostras, consoante o local da infegao e a suspeita de microrganismos causadores da infegao.
De um modo geral, nestas colheitas devemos ter em conta que além do potencial
microrganismo causador de infegao, temos presente a microbiota local. A colheita deve ser
sempre realizada de forma a minimizar a presen¢a da microbiota na amostra colhida. No
laboratorio ACM, as colheitas realizadas com maior frequéncia sio o exsudado vaginal,

exsudado nasofaringeo e exsudado orofaringeo.

O exsudado vaginal pode ser colhido no contexto da rotina de gravidez para a pesquisa
de estreptococos grupo B ou para a pesquisa de agentes infeciosos. Nas gravidas, a colheita
deve ser realizada sem introdugao de espéculo, inserindo uma zaragatoa em meio de
transporte simples na porc¢ao distal do canal vaginal, seguido da sua inser¢cao na regiao
anorretal. No caso da pesquisa de agentes infeciosos, a utente deve ser instruida a nao realizar
a higiene no dia da colheita; com recurso a um espéculo sao colhidas as zaragatoas na por¢ao
mais alta da mucosa vaginal. Deve ser colhida uma zaragatoa seca para fazer dois esfregacos

em limina no momento da colheita e uma zaragatoa em meio de transporte adequado.’

O exsudado orofaringeo é frequentemente requisitado para pesquisa de estreptococos do
grupo A. O utente deve estar em jejum e sem realizar a higiene oral. A colheita é realizada
com recurso a uma zaragatoa que devera ser rodada sob zonas com inflamagao, pus e pontos
brancos nas amigdalas e faringe posterior, evitando tocar na lingua, Uvula e paredes da cavidade

3 . . . . . .
oral.” Podera ser colhida uma zaragatoa seca no caso de a analise requisitada ser a pesquisa de

estreptococos do grupo A através de um teste rapido.

2.1.2 Pré-tratamento e triagem

Uma vez colhidas, as amostras podem necessitar de um pré-tratamento antes de proceder
a sua andlise. O pré-tratamento mais comum € a centrifugagao, sendo que o numero de

rotagoes por minuto e o tempo necessario dependem do tipo de amostra a obter.

Tanto o plasma como o soro devem ser separados dos restantes constituintes celulares
com recurso a centrifugagao, que deve ser efetuada num prazo maximo de duas horas apos a
colheita para evitar flutuagoes de alguns parametros por contacto com os eritrocitos (alguns
parametros, por exemplo a paratormona (PTH), devem ser centrifugados o mais rapidamente

possivel). No entanto, no caso do soro, a centrifugagao prematura também pode provocar
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problemas por permitir a formagao de fibrina que posteriormente pode provocar resultados

erroneos e danos nos equipamentos durante a pipetagem da amostra.

ApOs finalizagao do pré-tratamento necessario, as amostras sao alvo de uma triagem para
serem direcionadas para o setor laboratorial em que irao ser analisadas. No laboratorio ACM
esta triagem é feita manualmente com recurso ao sistema informatico. A realizagao desta

triagem permite otimizar o fluxo de trabalho do laboratério.

2.2 Fase analitica

A fase analitica engloba a realizagdo da andlise propriamente dita, com recurso a
instrumentagao e metodologia adequadas. E uma fase do método analitico tipicamente

automatizada e que, por isso, esta sujeita a uma menor incidéncia de erros.

Os equipamentos usados nas diferentes valéncias laboratoriais no laboratério ACM sao

apresentados na tabela |. Sao também utilizadas algumas técnicas manuais.

Area Equipamento Metodologia

Sysmex XN-1000 Citometria de fluxo fluorescente;

. Impedancia; Método SLS
Hematologia

Stago Start Detegao eletromecanica

Cobas 6000 - c501 Espetrofotometria; ISE; Turbidimetria;

Nefelometria

i Helena SAS-I SAS-2 Plus Eletroforese em gel de agarose
Bioquimica
Clinica ADAMS HA-8190V HPLC
Aution Max AX-4060 Refletancia; Refractometria; Dispersao
de luz
Imunologia Cobas 6000 - e601 Eletroquimioluminescéncia
Cobas e4l | Eletroquimioluminescéncia
Microbiologia Vitek 2 Compact Espetrofotometria; Nefelometria

Tabela | — equipamentos utilizados em cada valéncia laboratorial.
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Durante a fase analitica é de elevada importancia a garantia de qualidade, para que haja
fiabilidade nos resultados obtidos. Em todos os laboratérios deve existir um sistema de
garantia de qualidade que define responsabilidades, procedimentos, processos e recursos para
a garantia de qualidade.’ No laboratério ACM é realizado o controlo de qualidade interno

(CQI) e avaliagao externa de qualidade (AEQ).

O controlo de qualidade interno (CQI) serve para garantir que os resultados produzidos
pelo equipamento sao corretos, permitindo identificar possiveis erros antes de os resultados
emitidos poderem afetar a decisao clinica. Sao utilizados controlos fornecidos pelas casas
comerciais, que tém uma concentragao previamente conhecida para os varios parametros,
descritas nas cartas de controlo; os controlos sao analisados e é realizada uma comparagao
entre o valor obtido e o valor expectavel. A titulo de exemplo, o plano de CQI para o Cobas
6000 — moédulo c501 passa pela execugao diaria de um nivel de controlo para todos os
parametros. A Roche Diagnostics fornece dois niveis de controlo, um normal e um patolégico.
Sempre que se verifique uma calibragdo, mudanga de reagente e/ou lote ou for detetada
alguma anomalia nos resultados obtidos ao longo do dia de trabalho, deve ser feito um novo
controlo de qualidade. Os valores obtidos devem encontrar-se ente o -2SD e o +2SD
relativamente ao valor médio expectavel; no entanto, as cartas de controlo devem ser
analisadas como um todo, devendo ser observadas as tendéncias e podem ser aplicadas as
regras de Westgard para fazer a andlise e decidir sobre eventuais agdes corretivas a

implementar-.

A avaliagio externa da qualidade (AEQ) é outra forma de garantia de qualidade
laboratorial. E realizada a partir de amostras fornecidas por promotores externos que
conhecem rigorosamente a concentragao dos varios analitos. Varios laboratérios participam
nestes programas e enviam os seus resultados. No final é feita uma analise estatistica dos
resultados pelo promotor, permitindo a comparagao dos resultados obtidos pelos diferentes
laboratorios, usando o mesmo método ou métodos diferentes. Este tipo de controlo permite
detetar falhas nos equipamentos e reagentes que poderiam nao ser detetadas de outra forma,
nomeadamente erros sistematicos, desencadeando agdes corretivas que melhoram a

performance do laboratério. O laboratorio ACM participa em diversos programas de AEQ:

= RIQAS (Randox International quality assessment scheme) — programa para a

bioquimica clinica, hemoglobina glicada, imunologia, hemograma e coagulagao.

= SEQC (Sociedad Espanola de Medicina de Laboratorio) — Proteinas (inclui
eletroforese das proteinas) e serologia.
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= |INSA (Instituto Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge) — Hematologia
(observagao de laminas), anticorpos anti-tiroideus, anticorpos anti-

citomegalovirus, diagnostico imunologico da gravidez, PSOF e grupo sanguineo.

= AEFA (Asociacion Espanola del Laboratorio Clinico) — urianalise qualitativa e

quantitativa, microbiologia e espermograma.

2.3 Fase pos-analitica

A fase pos-analitica é a ultima fase do método analitico e pressupode a validagao analitica
dos resultados, que é feita por pessoal técnico qualificado sob supervisao de um especialista,
. ~ . ;. . 1. . ;. 5

e a validagao biopatologica dos resultados, efetuada por um especialista em andlises clinicas.
Para que possa ser feita a validagao analitica dos resultados, é imprescindivel que o técnico

seja conhecedor dos resultados do CQI.

A validagao biopatoldgica corresponde a analise final e validagao do boletim de analises
por um especialista em analises clinicas. Ao olhar para as varias andlises dos diferentes setores
do laboratorio de andlises clinicas como um todo é possivel perceber se existe compatibilidade
entre os resultados obtidos e o histérico do utente e, no caso de existirem variagoes abruptas,

se é concordante com terapéutica efetuada ou com variagdes no seu estado clinico.’

3. Bioquimica Clinica

A bioquimica clinica € uma valéncia laboratorial muito abrangente. Nesta sao
determinados uma grande variedade de parametros, essenciais ao diagnostico clinico e ao
controlo de patologias pré-existentes, com recurso a varios equipamentos automatizados com

diferentes técnicas instrumentais de analise, mas também com recurso a técnicas manuais.

3.1 Instrumentacdo analitica

3.1.1 Cobas 6000 — mo6dulo ¢501

O Cobas 6000 — modulo c501 é o equipamento responsavel por grande parte das
determinagdes analiticas efetuadas no laboratério. E constituido pela unidade core, onde sio

carregadas as amostras para analise e descarregadas pelo proprio aparelho apés pipetagem, e
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o modulo c501. Este médulo é constituido por uma unidade fotométrica, onde sao realizadas
grande parte das determinagdes, e uma unidade ISE (elétrodo seletivo de ides).® Entre as
técnicas instrumentais de andlises utilizadas por este equipamento temos a

espectrofotometria/colorimetria, potenciometria, turbidimetria e nefelometria.

3.1.1.1 Espetrofotometria/Colorimetria

A espectrofotometria € um método que se baseia na medi¢ao da absorgao e emissao
de luz quando uma solugao ¢ irradiada por um feixe de luz com um determinado comprimento
de onda. E utilizada luz da regido do ultravioleta 4 regido do visivel (290-750nm).> Através do
espetrofotometro é possivel medir a quantidade de luz absorvida, de forma indireta, através
da luz transmitida apés incidéncia numa solugio, com recurso a um fotodetetor.” Através da
lei de Beer-Lambert é possivel calcular a concentragio do analito de interesse.” Esta equagio
estabelece que a concentragao do analito na amostra é diretamente proporcional a absorgao

e inversamente proporcional ao logaritmo da luz transmitida.”

Ot}

Light Entrance  Monochromator Exit Cuvet Detector Meter
source slit shit

Figura | — esquematizagao de um espectrofotometro.?

A construgao de uma curva de calibragao permite aplicar a lei de Beer-Lambert um
fator de calibragao que posteriormente € usado para o calculo da concentragao do analito de
interesse numa determinada amostra. E também importante nesta técnica estabelecer o
“branco” da cuvete para eliminar a absorgao que possa ocorrer na parede da cuvete e no

solvente utilizado.?

3.1.1.2 Potenciometria

A potenciometria € um método eletroquimico que se baseia na medigao da diferenga
de potencial entre dois elétrodos, conectados por uma solugao eletrolitica, constituindo este
conjunto uma célula eletroquimica. Estes dois elétrodos sao o elétrodo de referéncia e o

elétrodo indicador.?
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O método ISE utilizado pelo moédulo ¢501, utiliza uma membrana semipermeavel que
permite desenvolver um potencial elétrico gerado por diferentes concentragoes ionicas nos
dois lados da membrana. A diferenca de potencial entre os dois elétrodos gera uma forga

eletromotriz que permite calcular a concentragao iénica com recurso a equagao de Nernst.”

3.1.1.3 Turbidimetria e nefelometria

A turbidimetria e a nefelometria sao técnicas analiticas que se baseiam na medigao da
dispersao de luz. Esta ocorre quando um feixe de energia, ao incidir numa solugao, encontra

moléculas e, numa colisdo elastica, dispersa a luz em diferentes dire¢oes.

No método turbidimétrico, a determinagao da concentragao do analito é feita medindo
a luz transmitida no mesmo angulo do feixe de luz incidente.” A concentragio do analito é
inversamente proporcional a quantidade de luz que chega ao detetor num angulo de 180°. A
nefelometria difere do método turbidimétrico porque mede, efetivamente, a dispersao de luz.
O detetor (nefelémetro) encontra-se num angulo entre 30° e 90° em relagio a luz incidente.”

Nesta técnica a concentragao do analito vai ser proporcional a dispersao da luz.

Cuvet

— Detector,
spectrophotometer
= ; \ turbidometry
source ) Detector, nephelometer

\L/' forward light scatter

Detector
nephelometer
90° light scatter

Figura 2 — diagrama esquematico comparativo do método turbidimétrico com o método

nefelométrico.”

Ambos os métodos estao limitados pelo efeito matriz, ja que macromoléculas e particulas
que possam estar naturalmente presentes na amostra vao também provocar dispersao de luz.

A lipemia é um dos interferentes nesta metodologia.

3.1.2 Arkray Adams HA-8190V

O Arkray Adams HA-8190V é o equipamento utilizado no laboratério para fazer a
determinagao da hemoglobina glicada através do método de cromatografia liquida de alta

eficiencia (HPLC). Este separa as varias fragoes da hemoglobina, utilizando uma coluna
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composta por resina de troca idnica de caracter cationico de fase reversa: o sangue total é
diluido num reagente de hemolise, que expoe o conteudo dos eritrocitos; as diferentes fragoes
de hemoglobina sao separadas através de diferentes interagoes eletrostaticas que tém com a
coluna sendo posteriormente feita a eluicdo com trés buffers de fosfato de forga ionica
crescente; a leitura é feita entre os 415 e os 500 nm e os resultados sao quantificados pela

integracao da area sob a curva.

3.1.3 Helena SAS-1 SAS-2 Plus

O Helena SAS-1 SAS-2 Plus é um equipamento que realiza a metodologia de eletroforese.
Separa as proteinas plasmaticas de acordo com o peso molecular e carga elétrica através da
aplicagdo de um campo elétrico. Posteriormente faz a coloragao do gel de modo a poder

visualizar esta separagao e poder estimar a concentragao sérica de cada fragao.

3.1.4 Aution Max AX-4060

O Aution Max AX-4060 ¢é o equipamento utilizado para a andlise sumaria da urina, através
da utilizagao de tiras teste. Os varios parametros sao analisados através de refratometria,
refletincia, medi¢ao da fototransmissao e da dispersao da luz. Trata-se de um equipamento

totalmente automatizado.

3.2 Estudo da funcao renal

O rim é um orgao vital responsavel por 3 fungoes primordiais: excre¢ao de produtos do
metabolismo corporal, manutengao da homeostase de agua, eletrdlitos e equilibrio acido-base
e sintese hormonal.” A avaliacio da funcdo renal torna-se essencial de forma a detetar
decréscimo na atividade renal atempadamente, ja que a diminui¢ao da fungao renal esta

associada a aumento da morbilidade e mortalidade.

Compostos nitrogenados nao-proteicos como a creatinina, ureia e acido Urico sao
eliminados pelo rim na urina apos filtragao glomerular. O doseamento destes metabolitos no
soro € um bom indicador do estado da fungao renal, podendo a creatinina ser também usada

para calcular a taxa de filtragdo glomerular (TFG).”
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3.2.1 Creatinina

A creatinina forma-se espontaneamente através da creatina e da fosfocreatina no musculo
durante processos metabolicos de contragado muscular. Deste modo, a quantidade de
creatinina produzida diariamente por um individuo esta dependente da sua massa muscular e

é, regra geral, constante, havendo pouca influéncia da dieta nos seus niveis séricos.’

Como a filtragao glomerular é o principal método de eliminagao da creatinina, esta é um
indicador bastante especifico do estado da fungao glomerular; no entanto, falha na
sensibilidade ja que os seus valores séricos podem manter-se dentro dos valores de referéncia
quando ja existe perda significativa de fungao renal. Por isso, grandes oscilagoes na
concentragao sérica de creatinina num individuo, ainda que dentro dos valores de referéncia,

devem ser sinal de alarme uma eventual diminuicio da funcio renal.?

A clearance da creatinina é definida como o volume de plasma do qual a creatinina é
completamente eliminada num determinado periodo de tempo. E normalmente expressa em
ml/min. O seu calculo é feito com recurso a uma férmula utilizando o valor da concentragao
sérica da creatinina e da concentracao de creatinina excretada na urina num determinado

periodo de tempo (geralmente 24 horas) e o volume total de urina:
Clearance creatinina =[creatinina urinaria] x volume / [creatinina sérica]’

Esta pode ser utilizada para estimar a TFG, no entanto pode resultar numa sobrestimagao
devido a secregio tubular de que a creatinina pode ser alvo.? Por isso, hoje em dia comegam
a ser utilizadas formulas para calcular a clearance da creatinina estimada (ex: formula de
Cockceroft-Gault) que tém em consideragao a creatinina sérica, idade, sexo, peso e raga. O
facto de ter em conta estas varidveis e de nao necessitar da colheita de urina de 24 horas
fazem com que este método seja o ideal para calcular a TFG e avaliar a fungao renal em

conjunto com o doseamento da creatinina sérica.’

3.2.2 Ureia

A ureia é o principal produto resultante do catabolismo proteico. A sua sintese ocorre no
figado, como resultado da hidrélise de proteinas, resultando em aminoacidos, que
posteriormente sao transformados em amonia. De forma a evitar a toxicidade por acumulagao
de amonia, esta é transformada em ureia por acio de enzimas hepaticas do ciclo da ureia.” E

eliminada por via renal e pelo suor. A taxa de formagao de ureia estd dependente do
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catabolismo das proteinas provenientes de fontes enddgenas, mas também das proteinas
provenientes da dieta.” Por isso, trata-se de um marcador com fraca sensibilidade e
especificidade para isoladamente avaliar a fungao renal. Ainda assim, é utilizada para avaliar a

adequacio do tratamento em hemodialisados, em conjunto com a creatinina.”

3.2.3 Acido urico

O 4acido Urico é o principal produto do catabolismo das purinas, adenina e guanina. Estes
nucledtidos derivam maioritariamente da produgao endoégena, mas também, em menor

extensio, da dieta.’

Trata-se também de um marcador da fungao renal com fraca sensibilidade e especificidade.
A hiperuricemia pode ser provocada por um aumento na formagao de acido urico - associado
a doengas metabolicas que possam aumentar a produgao de purinas, aumento da ingestao de
purinas, aumento do turnover dos acidos nucleicos (leucemia, mieloma multiplo,
quimioterapia, etc), entre outros -, ou devido a uma diminui¢cao na sua excregao, e nesta €
que se inclui a doenca renal crénica (DRC).> O aumento do 4cido Urico sérico é responsavel
pela gota, patologia em que cristais de urato monossédico se formam nas articulagoes,

. e . 2 ;. ,o. ’ .

provocando uma resposta inflamatoria intensa.” O doseamento do acido Urico &, por isso,

também utilizado para monitorizar doentes com gota.

3.2.4 Microalbuminuria

A microalbuminuria é definida como a eliminagcao de pequenas quantidades anormais de
albumina na urina.” E um marcador utilizado para detetar precocemente alteracées da fungio
renal, previamente a serem detetados outros tipos de alteragdes, como o aumento da
creatinina sérica, entre outros. Trata-se de uma analise de elevada importancia no
acompanhamento de doentes com diabete mellitus, que tém um risco muito elevado de
desenvolver nefropatia.” Durante a fase inicial da nefropatia diabética, ja existe lesao renal, mas
ainda nao é possivel deteta-la com a realizagao de outras analises; torna-se, por isso, de elevada
importancia a realizagdo da microalbumindria. Esta pode ser realizada em urina de 24 horas

ou huma amostra de urina aleatoria, fazendo-se nesta ultima a razao albumina/creatinina.
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Parametro Método Valores de referéncia

Creatinina Reacao de Jaffé modificada. H- 0,60-1,10 mg/dL
M- 0,50-0,80 mg/dL

Ureia Método cinético com urease e glutamato | 17-49 mg/dL

desidrogenase.

Acido Grico Método colorimétrico com uricase. H- 3,5-7,2 mg/dL

M- 2,6-6,0 mg/dL

Microalbuminuria Imunoturbidimetria < 30 pg/24h ou

< 30 pg/mg creatinina

Tabela 2 - parametros analiticos utilizados para o estudo da fungao renal.2

3.3 Estudo do equilibrio hidroeletrolitico

Os eletrolitos sao definidos como anides e catides com importantes fungoes fisiologicas,
entre as quais a regulagao osmotica, manutengao do ritmo e contragao cardiaca, manutengao
do equilibrio acido-base, coagulagio sanguinea, excitagio neuromuscular, entre outros.” Entre
os varios eletrolitos podemos destacar os de maior importancia: sodio, potassio e cloreto.
Tratam-se de determinagdes muito sujeitas a interferentes pré-analiticos, nomeadamente a
hemolise e a utilizagao de um tubo de colheita inadequado, devendo as amostras com este

tipo de erros ser descartadas, com solicitagao de nova colheita.

3.3.1 Sadio

O sédio é o principal catiao dos fluidos extracelulares, sendo responsavel pela manutengao
dos niveis de agua e a pressao osmotica nos compartimentos extracelulares. O sodio é filtrado
a nivel glomerular, sendo 70-80% reabsorvidos ativamente nos tubulos proximais e 20-25%

reabsorvidos na ansa de Henle.?

A regulagao da concentragao de soédio sérico depende da ingestao e excregao de agua e
sodio e também da regulagao renal do sodio. A sua concentragao vai ser regulada
maioritariamente pelo rim com base na sua concentragao sérica e na volemia, no entanto

podem ocorrer disturbios nesta regulagao. Retengao de liquidos, desequilibrios de hidratagao,
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doenga tubular renal, terapéutica com diuréticos tiazidicos, vomitos e diarreia podem
provocar hiponatremia. Desidratagao, aumento da ingestao de sodio e vomitos e diarreias

severos sao causas de hipernatremia.’

3.3.2 Potassio

O potassio € o principal catido intracelular, exercendo fungdes cruciais na contratilidade
do musculo esquelético e cardiaco. A sua elevada concentragiao no interior das células é
mantida pela bomba Na*/K* ATPase, que o transporta para o seu interior contra um gradiente

de concentragao. A alteragao dos valores séricos de potassio € indicativa de lesao renal.

A hipercaliemia é uma situagao grave devido as alteragdes que pode provocar na
contratilidade cardiaca, podendo desencadear arritmias ou até paragem cardiaca. Entre as
causas estao o uso de alguns medicamentos, ou patologias como a diabetes, insuficiéncia renal
ou acidose metabélica.”Ja a hipocaliemia pode ocorrer por perda renal (utilizagio de diuréticos
tiazidicos, nefrite, sindrome de Cushing, hiperaldosteronismo, etc), perda gastrointestinal
através de vomitos e diarreia severos, alcalose, entre outros; esta pode provocar fraqueza

muscular e o risco de paragem cardiaca em doentes com problemas cardiovasculares.’

Os eritrocitos, tais como as restantes células, tém uma elevada concentragao intracelular
deste iao e, por isso, a hemdlise constitui um interferente desta determinagao. O modo de
realizacao da colheita € também muito importante para nao produzir resultados erradamente

elevados.’

3.3.3 Cloreto

O cloreto é o principal aniao dos fluidos extracelulares. Entre as suas fungoes estao a
manuten¢ao da distribuicdio da agua corporal, manutengao da pressio osmotica e da

eletroneutralidade nos fluidos extracelulares.?

As alteragoes na concentragao plasmatica de cloreto sao normalmente acompanhadas
por alteragdes na concentragao do sédio e, portanto, as causas subjacentes a hipocloridemia
e hipercloridemia sao as mesmas que foram enunciadas para o sodio. Isto acontece porque
o cloreto acompanha o sédio nos seus movimentos entre os meios extra e intracelular de

forma a manter a eletroneutralidade.’
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Paraimetro Método Valores de referéncia
Saodio Potenciometria 135-145 mmol/L
Potassio Potenciometria 3,5-5,0 mmol/L
Cloreto Potenciometria 95-110 mmol/L

Tabela 3 - parametros analiticos utilizados para avaliagao do equilibrio hidroeletrolitico.?

3.4 Estudo do metabolismo dos hidratos de carbono

3.4.1 Glicose

A glicose € um monossacarideo utilizado pelo corpo humano como principal fonte de
energia. Todos os tecidos, incluindo o sistema nervoso central, dependem da glicose e a maior
parte nao tem capacidade de a armazenar. Por esta razao, os niveis séricos de glicose tém de
ser mantidos constantes dentro de um determinado intervalo de valores, de forma assegurar
o correto aporte de energia as células e para nao danificar os tecidos com o excesso de glicose
no sangue. A regulagao da glicémia é feita através de varias vias, tornando-se num processo
complexo e altamente regulado por hormonas: insulina (hipoglicemiante) e glucagon

(hiperglicemiante), ambas sintetizadas no pancreas.’

A determinacao da concentragao sérica de glicose deve ser feita em jejum e € normalmente
prescrita para detetar erros no metabolismo dos hidratos de carbono. O mais comumente
encontrado é a hiperglicemia, associada, normalmente, a diabetes mellitus. Menos
frequentemente, podem ser encontrados defeitos no metabolismo da glicose que conduzem
a hipoglicémia, como a existéncia de tumores pancreaticos produtores de insulina, disturbios

endocrinos, insuficiéncia hepatica, entre outros.

O diagnéstico da diabetes mellitus pressupoe, em alguns casos e de acordo com a norma
n°002/201 | da Direcio Geral de Saude®, a realizacio da prova da tolerancia oral a glicose
(PTOG). Esta deve ser realizada apds periodo de jejum superior a 8 horas e inferior a 16
horas. E realizada uma colheita de sangue em jejum apds a qual sio administrados 75 g de
glicose em solugao por via oral, aguardando-se 2 horas para realizar segunda colheita de

sangue, sendo feito o diagnodstico se o valor da glicémia as 2 horas for superior a 200 mg/dL.
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A PTOG também é realizada rotineiramente nas gravidas entre as 24-28 semanas de gravidez

para despiste de diabetes gestacional, sendo os valores de referéncia diferentes neste caso.

3.4.2 Hemoglobina glicada

A hemoglobina glicada resulta da condensagao da glicose com o N-terminal do residuo de
valina da cadeia 3 que constitui a hemoglobina, formando uma base instavel de Schiff que sofre
rearranjo de Amadori, formando uma cetoamina estavel. Esta glicagao da hemoglobina é
irreversivel, mantendo-se durante o tempo de vida do eritrécito (média de 120 dias).” Por esta
razao, esta analise € realizada para a monitorizagao dos doentes com diabetes mellitus. O seu
interesse prende-se com a sua visao retrospetiva dos niveis de glicose no sangue nas ultimas
8 a 12 semanas, ja que esta alteragao a hemoglobina se mantém durante todo o tempo de vida
do eritrocito e a sua taxa de formagao é diretamente proporcional a concentragao de glicose

no sangue, sendo os periodos de hiperglicemias acentuadas refletidos no seu valor.

Parametro Método Valores de referéncia

Glicose Método enzimatico com < 100 mg/dL

hexoquinase.

Hemoglobina HPLC <5,7%
glicada

Tabela 4 - parametros utilizados na avaliagio do metabolismo dos hidratos de carbono.28?

3.5 Estudo do metabolismo lipidico

Os lipidos sao moléculas que desempenham importantes fungdes no nosso organismo,
nomeadamente na sintese hormonal e de vitaminas, constituicio de membranas celulares,
fonte energética e auxilio ao processo de digestdo.” No entanto, quando em excesso, os lipidos
e as lipoproteinas podem ser responsaveis por processos como a aterosclerose, a principal
causa de enfarte agudo do miocardio, doengas vasculares periféricas e doengas
cerebrovasculares. A regulagao dos seus niveis séricos é de extrema importancia para manter

o equilibrio entre as necessidades fisioldgicas e o excesso que pode ser causador de doenca.”
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3.5.1 Colesterol total

O colesterol é uma molécula encontrada quase exclusivamente em animais, exercendo
importantes fungoes fisiologicas. Os niveis séricos de colesterol resultam do equilibrio entre
o que é sintetizado a nivel hepatico, aquele que é ingerido e a sua catabolizagio.” O significado
clinico do colesterol total, assim como de todos os lipidos, prende-se com o seu papel no

desenvolvimento de doengas coronarias, e dai advém o interesse no seu doseamento.

3.5.2 Colesterol LDL

O colesterol LDL corresponde ao colesterol transportado por lipoproteinas de baixa
densidade. Este resulta da lipdlise das VLDL (lipoproteinas de muito baixa densidade) e €
facilmente utilizado pelas células sendo removido da corrente sanguinea através da sua ligagao
ao recetor LDL. Além disso, devido ao seu tamanho reduzido (quando comparadas aos
quilomicrons e as VLDL) e quando em elevada concentragao no sangue, as LDL conseguem
penetrar na parede dos vasos sanguineos, nomeadamente de artérias. Aqui podem ser alvo de
varios processos oxidativos, nomeadamente por parte de macrofagos. Os macrofagos ficam,
assim, com um grande conteudo lipidico intracelular, formando as “células esponjosas”,
principais percursores das placas ateroscleroticas.” Assim, o colesterol LDL é o que mais
contribui para o desenvolvimento da aterosclerose e niveis séricos elevados estao associados
a um aumento do risco de ocorréncia de doenga coronaria e AVC isquémico e dai advém o

interesse no seu doseamento a nivel laboratorial.

A determinagao do colesterol LDL pode ser feita de forma indireta através da férmula

de Friedewald:
C-LDL= [Colesterol total]- [Colesterol HDL]- [Triglicerideos]/5

Esta formula nao é vélida se a concentragao de triglicerideos for superior a 200 mg/dL, se
a amostra tiver uma concentragao elevada de quilomicrons (amostra pos-prandial) e se a
concentragao de LDL for muito baixa (inferior a 70 mg/dL). Nestes casos deve optar-se pela

determinacio direta.”

3.5.3 Colesterol HDL

O colesterol HDL corresponde ao que se encontra nas lipoproteinas de alta densidade,

que sao as principais intervenientes na via de transporte reverso do colesterol, que tem como
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objetivo remover o colesterol em excesso dos tecidos periféricos e retorna-lo ao figado para

que seja excretado, maioritariamente, sob a forma de sais biliares.”

Existe uma relagao inversa entre os niveis de HDL e o risco de doenca cardiovascular,
podendo considerar este tipo de lipoproteinas como protetoras, nio s6 pelo transporte
reverso do colesterol de que sao responsaveis, mas também pelas propriedades antioxidantes
e anti-inflamatorias que possuem, podendo inibir a oxidagao extravascular do colesterol LDL,

. , , . . ;. 10 . ,
por promoverem a angiogénese e também pelas propriedades antitromboticas.” Assim, é de
elevada importancia clinica a monitorizagao dos niveis séricos de HDL para avaliar o risco de

doenca cardiovascular, em conjunto com o restante perfil lipidico.

3.5.4 Triglicerideos

Os triglicerideos sao obtidos através da dieta; apos absor¢ao vao constituir os
quilomicrons, em conjunto com o colesterol e apoproteinas, podendo ser utilizados pelas
, ~ . ;. ~ . . 2
células para obtengao de energia, caso contrario sao armazenados no tecido adiposo.” Os
triglicerideos também fazem parte da constituicao das VLDL, sendo estas produzidas pelo
figado através dos triglicerideos provenientes da sintese endogena ou dos armazenados no

tecido adiposo.

A determinagao sérica dos triglicerideos torna-se importante para determinar o risco de
doenga cardiovascular, quando avaliada em conjunto com o restante perfil lipidico. No
entanto, esta pode ser usada para monitorizar doengas como a diabetes mellitus e outras

patologias pancreaticas, glandulas suprarrenais e hipofise.
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Parametro Método Valores de referéncia

Colesterol total Método colorimétrico enzimatico < 190 mg/dL.
Colesterol LDL Método colorimétrico enzimatico Risco cardiovascular baixo:
< 115 mg/dL

Risco cardiovascular alto: <
100 mg/dL
Risco cardiovascular muito

alto: < 70 mg/dL

Colesterol HDL Método colorimétrico enzimatico M - > 45 mg/dL
H - > 40 mg/dL
Triglicerideos Método colorimétrico enzimatico < 150 mg/dL.

Tabela 5 — parametros analiticos utilizados para avaliagao do metabolismo lipidico.2!!

3.6 Estudo da funcao hepatica

O figado é o maior 6rgao interno do corpo humano, exercendo importantes fungoes
organicas das quais podem ser destacadas quatro: excregao, sintese, metabolizacao e
armazenamento.” No que diz respeito a excrecio, o figado é responsivel pela
biotransformagao de compostos endégenos e exdgenos que sao posteriormente excretados

. ne_ 2 . N ~ , o ~ . ’ ,
na urina e bilis.” Relativamente a fungao de sintese hepatica, estao nela incluidas as proteinas,
fatores de coagulacio, lipidos e lipoproteinas, entre outros.” A fungio metabdlica é de extrema
importancia e sao alvo desta moléculas exogenas, como farmacos e alcool, mas também

. ’ ) ~ . . ,
moléculas enddgenas, como a amonia.” Na fungao de armazenamento, importa referir o figado

como reservatorio de glicogénio, tornando-se essencial na homeostase da glicose.’

Trata-se de um orgao com grande capacidade de regeneragao celular quando sofre
pequenas lesoes. No entanto, se sofrer estas lesdes continuadamente ao longo do tempo,
pode sofrer mudangas irreversiveis que vao comprometer o seu funcionamento normal.
Torna-se essencial a monitorizagao laboratorial da funcao hepatica de forma a detetar
alteragoes que podem ter graves consequéncias para o funcionamento de todo o organismo.
Além da determinagao dos compostos sintetizados e excretados pelo figado, é também

importante a avaliagao de enzimas hepaticas que sao libertadas para o plasma.
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3.6.1 Bilirrubina

A bilirrubina é um dos exemplos da fungiao excretoria e de biotransformagao do figado.
Resulta da catabolizagado do grupo heme, proveniente maioritariamente do turnover
eritrocitario feito pelo sistema reticulo-endotelial.> Devido a sua insolubilidade, ela é
transportada no sangue pela albumina, constituindo a bilirrubina nao conjugada/bilirrubina
indireta. Sob a forma de bilirrubina indireta ela é transportada no sangue até ao figado onde
se dissocia da albumina de forma a entrar no hepatocito. Ai é conjugada com o acido
glucorénico formando a bilirrubina conjugada que é mais hidrossoluvel.” Nestas condigdes a

bilirrubina conjugada pode ser eliminada através dos canaliculos biliares para a vesicula biliar.”

Existem varios fatores que podem levar ao desenvolvimento de hiperbilirrubinémia, sendo
a determinagao da bilirrubina total e bilirrubina direta essencial para apurar a sua origem, que

pode ser pré-hepatica, hepatica ou pos-hepatica.

A nivel laboratorial é feito de forma direta a determinagao da bilirrubina total e da
bilirrubina direta. A quantificagao da bilirrubina indireta é feita de forma indireta, ja que a

bilirrubina total resulta da soma dos dois tipos de bilirrubina.

3.6.2 Alanina aminotransferase e Aspartato aminotransferase

A alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST) sao duas enzimas
intracelulares responsaveis pela interconversao de aminoacidos em 2-oxo-acidos, por
transferéncia do grupo amina.”> O aumento dos seus niveis séricos indica turnover celular
aumentado de varios tecidos onde estas enzimas se encontram em maior quantidade. Nao sao
especificas do tecido hepatico, sendo a AST encontrada também no coragao, musculo
esquelético e rim, enquanto que a ALT é encontrada no rim, além do figado.Soros hemolisados
podem produzir valores erroneamente elevados de AST, constituindo a hemodlise um

interferente a este doseamento.’

3.6.3 Gamaglutamiltranspeptidase

A gamaglutamiltranspeptidase (GGT) é uma enzima que catalisa a transferéncia de
aminoacidos entre diferentes peptideos. Esta presente em varios tecidos, nomeadamente (em

ordem decrescente de abundancia) no rim, figado, pancreas e intestino.
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Embora a GGT se encontre em maior quantidade no tecido renal, aquela que é encontrada
no plasma parece ser maioritariamente originaria do tecido hepatico, sendo, por isso,
considerada um marcador sensivel de lesio hepatica, mas nio especifico.” No figado a GGT
esta localizada maioritariamente nas células dos ductos biliares e, por isso, podemos encontrar
niveis séricos elevados desta enzima em todas as doengas hepatobiliares, sendo os valores
mais elevados detetados em casos de obstrucao das vias biliares. No entanto, esta enzima
também existe nas células do parénquima hepatico e é passivel de ser induzida por farmacos,

drogas e dlcool, sendo detetados valores elevados no alcoolismo crénico.’

3.6.4 Fosfatase alcalina

A fosfatase alcalina (ALP) é uma enzima que catalisa a hidrolise alcalina de varias substancias
enddgenas e exogenas. Esta presente em varios tecidos, nomeadamente no figado, intestino
delgado, placenta e osso. A ALP encontrada no soro de adultos é maioritariamente

proveniente do tecido hepatico e uma pequena parte do tecido 6sseo.”

Aumentos dos niveis séricos de ALP estao associados a doengas hepatobiliares. Em casos
de colestase, diminuicao ou interrupgao total do fluxo de bilis, o aumento da ALP é
acompanhado de um aumento da atividade da GGT. Noutras doengas de origem
hepatocelular, o valor da ALP pode estar sé ligeiramente aumentado ou mesmo normal.> O
aumento da ALP também pode estar associado a patologias ésseas, sendo o doseamento

simultdneo da GGT e da ALT essencial para o diagnéstico diferencial.”

Como a concentragao de ALP nos eritrocitos € seis vezes superior aquela que é
encontrada no soro, a hemdlise constitui um interferente ao teste, podendo provocar um

falso aumento dos niveis séricos.’
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Parametro Método Valores de referéncia

Bilirrubinas Método diazo colorimétrico Bilirrubina total: 0,20-1,00

mg/dL

Bilirrubina direta: < 0,20

mg/dL
AST Método colorimétrico enzimatico AST: 5-30 U/L
ALT ALT: 6-37 U/L
GGT Método colorimétrico enzimatico H - 6-45 U/L
M- 5-30 UL
ALP Método colorimétrico enzimatico 30-90 U/L.

Tabela 6 — parametros analiticos utilizados para avaliagao da fungao hepatica.2?

3.7 Estudo da funcao pancreatica

O pancreas € um o6rgao do aparelho digestivo com fungoes enddcrinas e exdcrinas. A
porcao endocrina € responsavel pela produgao de insulina e glucagon. A porgao exocrina

produz enzimas auxiliares da digestio, essenciais no processo de absor¢io.> "

Disturbios na porgao endécrina do pancreas estao associados a diabetes mellitus e o seu
estudo ja foi referido na secgao 3.4. Os problemas pancreaticos da porgao exocrina mais
comuns sao a pancreatite aguda, pancreatite cronica e carcinoma pancreatico, nomeadamente
o adenocarcinoma da cabega do pancreas. A determinagao de enzimas pancredticas como a

amilase e a lipase sao essenciais no diagnodstico destas patologias.

3.7.1 Amilase

A amilase é encontrada em maior quantidade nas glandulas salivares, iniciando a digestao
do amido na cavidade oral, e no pancreas. Pode ainda ser encontrada noutros tecidos e
existem casos de tumores que produzem hiperamilasemia, nomeadamente do ovario e

pulmio.’
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A amilase sérica € normalmente baixa e sofre um aumento abrupto nos casos de
pancreatite aguda, mas também nos casos de inflamagao das glandulas salivares. Embora as
isoformas de amilase presentes nestes dois tecidos sejam de diferentes tipos, a nivel
laboratorial é normalmente feita a quantificacao total, o que a torna um teste de baixa
especificidade no diagnostico da pancreatite aguda, devendo a sua analise ser acompanhada do

doseamento da lipase.”

3.7.2 Lipase

A lipase € uma enzima pancreatica essencial a digestao lipidica, sendo responsavel por
hidrolisar os triglicerideos em glicerol e acidos gordos. A lipase encontrada no soro é

maioritariamente pancreatica.

O doseamento da lipase sérica tem interesse no diagnostico diferencial da pancreatite
aguda, sendo um marcador com elevada sensibilidade e especificidade e, por isso, é preferivel
o seu uso relativamente ao da amilase. Durante uma pancreatite aguda a atividade sérica da
lipase comega a aumentar entre 4-8 horas, atingindo o pico as 24 horas; mantém-se elevada
durante algum tempo e comega a decrescer entre os 7-14 dias. Os valores que atinge podem

estar entre 2 a 50 vezes o limite superior da normalidade.’

Parametro Método Valores de referéncia
Amilase Método colorimétrico enzimatico 25-130 U/L.
Lipase Método colorimétrico enzimatico 13-60 U/L

Tabela 7 — parametros analiticos utilizados para avaliagao da fungao pancreatica.2?

3.8 Estudo do sistema musculo-esquelético

3.8.1 Calcio

O calcio é um oligoelemento que participa na mineralizagdo ossea, coagulagao sanguinea,

manutengao do potencial de membrana, condugao neuromuscular e contratilidade muscular.
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Cerca de 99% do calcio encontra-se nos ossos e o restante encontra-se no sangue, fluidos

extracelulares e no interior das células.

No sangue o calcio apresenta-se sob trés formas: o calcio livre (45%), também designado
célcio ionizado, o cilcio ligado as proteinas (40%), como a albumina e as globulinas, e o calcio
ligado a anides (15%).” Em situagdes patoldgicas esta distribuicio pode mudar, fazendo
aumentar um em detrimento do outro: hipoalbuminemia, hipoglobulinemia e alteragoes do
pH fisiologico (ja que a ligagao as proteinas é dependente do pH). Participam na homeostase
do calcio a PTH, vitamina D e calcitonina, com envolvimento de tecidos como o intestino,

osso e rim.’

Trata-se de um parametro sujeito a interferéncias pré-analiticas, nunca podendo ser
efetuada a determinagao em amostras de plasma ja que, para a obtengao de plasma, é
necessario a utilizagdo de anticoagulantes (como o EDTA ou o citrato de sédio), cuja agao

anticoagulante passa pela quelagao dos ides de calcio, essenciais ao processo de coagulagao.

3.8.2 Fosforo

O fosforo existe no nosso organismo sob a forma organica e inorganica. No entanto, sé a
forma inorganica pode ser quantificada. Relativamente a sua distribuicao, 10% esta ligado a
proteinas, 35% encontra-se complexado com outros ides (calcio, sédio e magnésio) e os

restantes 55% estao livres.

A regulagao plasmatica dos niveis de fosforo envolve o rim, intestino e o osso.2 Tal como

o calcio, os niveis de fosforo também sao controlados pela agao da vitamina D e da PTH.

3.8.3 Magnésio

O magnésio é o outro catido essencial ao organismo, estando 55% no tecido ésseo e os
restantes 45% no interior das células. Nas células o magnésio exerce importantes fungoes,
sendo a sua concentragiao intracelular tanto maior, quanto maior for a sua atividade
metabdlica, ja que este participa em varias vias metabdlicas, no metabolismo nucleotidico, na
biossintese de proteinas e como cofator de muitas enzimas. Além disso também regula a
libertagio de neurotransmissores nas jungdes neuromusculares.” A sua concentragio sérica

também é alvo de controlo pela PTH e vitamina D.
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3.8.4 Creatinafosfocinase

A creatinafosfocinase (CK) é uma enzima tipicamente muscular que catalisa a fosforilagao
reversivel da creatina pelo ATP.2E um dimero constituido por duas subunidades, M e B, que
se podem combinar de diferentes formas entre si, criando trés isoenzimas com diferentes
distribuicoes nos tecidos corporais: CK-BB, CK-MM e CK-MB.% No laboratério ACM é feita

a determinacao da CK total.

Em praticamente todos os casos de dano, inflamagao ou necrose do tecido muscular, ha
elevagao da CK. Existem também varios farmacos que podem provocar o aumento da
atividade sérica da CK devido a sua agao miotdxica, sendo o exemplo mais conhecido as
estatinas. A CK e em particular a isoenzima CK-MB podem ser usadas no diagnostico do
enfarte agudo do miocardio, no entanto existem marcadores mais especificos para a lesao

cardiaca, como as troponinas.

Parametro Método Valores de referéncia
Calcio Método colorimétrico Calcio total - 8,6-10 mg/dL
Fosforo Método UV 2,4 - 44 mg/dL
Magnésio Método colorimétrico 1,26 — 2,10 mEq/L
CK Método UV enzimatico H-15-160 U/L
M- 15-130 U/L

Tabela 8 — parametros analiticos utilizados para avaliagao do sistema musculo-esquelético.?

3.9 Estudo do metabolismo do ferro e anemias

A anemia é definida como uma diminuigao da hemoglobina para valores inferiores ao
intervalo de referéncia para o sexo e faixa etaria. Embora seja uma patologia tipicamente
abordada em hematologia, existem determinagoes realizadas na area da bioquimica clinica que

sao essenciais no auxilio ao diagnostico, classificagdo e monitorizagao das anemias.
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3.9.1 Ferro

O ferro é um importante oligoelemento que exerce fungdes como o transporte e
distribuicao do oxigénio (enquanto constituinte da hemoglobina), metabolismo do oxigénio,

respiragao celular e transporte de eletrdes, entre outros.”

O ferro do organismo € proveniente da dieta, através de absorgao no intestino delgado,
ou do turnover eritrocitario. A ferritina é uma proteina de armazenamento do ferro nas

células, que evita dano oxidativo, constituindo, além disso, uma reserva de ferro.’

A determinacio do ferro total no soro avalia o Fe’* que se encontra ligado a transferrina,
e nao o ferro ligado a hemoglobina, sendo por isso uma determinagao limitada relativamente
a quantidade total de ferro presente no organismo.” A sua avaliagio tem interesse no
diagnostico diferencial das anemias. Os valores baixos de ferro podem ser devidos a uma
dieta inadequada, dificuldade na absorgao, perturbagoes na libertagao do ferro pelas células
devido ao aumento da hepcidina em situagoes inflamatorias e hemorragia. No entanto,

também existem patologias caracterizadas pelo excesso de ferro, como a hemocromatose.

3.9.2 Transferrina

Como j4 referido anteriormente, a transferrina é a proteina de transporte do iio Fe’*, de
forma a evitar dano tecidular oxidativo provocado pelo ferro na forma livre.” E sintetizada no
figado de acordo com as necessidades de ferro do organismo. Cada molécula de transferrina

tem capacidade de ligar dois ides de ferro.’

Na rotina laboratorial pode ser feita a determinagao da transferrina através de um método
turbidimétrico. O seu valor deve ser avaliado em conjunto com o ferro para conseguir uma
melhor interpretacao dos dados clinicos. No entanto, existem ainda dois parametros
adicionais que ajudam efetivamente ao diagnostico diferencial das anemias: capacidade total de

fixacao do ferro e o indice de saturacao da transferrina.

A capacidade total de fixa¢ao do ferro (TIBC) ¢é a medida da concentragao maxima
de ferro que a transferrina conseguiria ligar se estivesse totalmente saturada. Num individuo
normal, somente um terco dos locais de ligagao de ferro em toda a transferrina corporal estao
ocupados.” A TIBC esti aumentada na deficiéncia de ferro e diminuida nas inflamagdes crénicas
e doenca hepatica cronica. A determinagao da TIBC é feita através da soma do ferro sérico

(que se encontra ligado a transferrina) com a capacidade de ligagao do ferro insaturado (UIBC).
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O UIBC é determinado através da adigao de ferro em excesso a amostra para que este se
ligue a todos os locais da transferrina vazios; o ferro em excesso é removido e é determinado

espetrofotometricamente, sendo a sua concentragio inversamente proporcional ao UIBC.?

O indice de saturacdo da transferrina (IST) é a quantidade de ferro que se encontra
ligado a transferrina. E dado em percentagem e pode ser determinado pela razio entre o ferro
sérico e a TIBC.> Este indice esta diminuido na anemia por deficiéncia de ferro e nas doengas
inflamatoérias (a transferrina é uma proteina de fase aguda negativa) e aumentado na

hemocromatose, doenca hepatica aguda e anemia aplésica.’

3.9.3 Lactato desidrogenase

A lactato desidrogenase (LDH) é uma enzima que catalisa a oxidagao do lactato a piruvato,
com o NAD+ como intermediario aceitador de hidrogénio. E uma enzima citoplasmatica,
havendo a presenca de diferentes isoenzimas nos diferentes tecidos: coragao, figado, rim,

eritrécitos e muasculo esquelético.”

Devido a sua ampla distribuicao nos tecidos, a atividade sérica da LDH aumenta em varias
situagdes clinicamente distintas, nomeadamente no enfarte agudo do miocardio, doengas
hepaticas, anemia hemolitica e problemas pulmonares e musculares. Na pratica clinica, a
determinagao da LDH é de especial importancia na area da hematologia, no auxilio ao
diagnostico diferencial das anemias: ha aumento da atividade sérica da LDH nas anemias

hemoliticas e na anemia megaloblastica.

O principal interferente da LDH é a hemdlise, podendo aumentar drasticamente os seus
valores séricos. Isto acontece, pois, a concentragao eritrocitaria desta enzima ¢ 100 a 150
vezes superior a do soro. Qualquer amostra hemolisada deve ser prontamente rejeitada e ser

solicitada a realizacao de nova colheita.
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Parametro Método Valores de referéncia

Ferro Método colorimétrico H- 50-160 mg/dL

M- 45-150 mg/dL

Transferrina Método imunoturbidimétrico | Transferrina - 200-380 mg/dL
TIBC - 250-425 pg/dL

IST - 20-55%

LDH Método UV 100-225 U/L.

Tabela 9 - parametros analiticos utilizados para avaliagio do metabolismo do ferro e anemias.2.?

3.10 Estudo do metabolismo das proteinas

3.10.1 Proteinas totais

A determinagao das proteinas totais ajuda a perceber a concentragao geral de todas as
proteinas plasmaticas. Quando é detetada uma anormalidade neste valor, é necessario

investigar e determinar qual a proteina deficitdria ou em excesso. >

A hipoproteinémia pode estar associada a doenga renal, doencas inflamatorias digestivas,
hemorragias, malnutricao, doenga hepatica, imunodeficiéncias e situagoes que acelerem o
catabolismo proteico (trauma, queimaduras, entre outros). Ja a hiperproteinémia tem como
principal causa a desidratagao; ocorre perda excessiva de agua e, embora a quantidade de
proteinas se mantenha inalterada, a sua concentracao aumenta. Também pode ocorrer em

doencas caracterizadas pela producio de proteinas monoclonais, como o mieloma mdltiplo.?

3.10.2 Albumina

A albumina é a proteina mais abundante no plasma.’ Contribui para a pressio
coloidosmotica do fluido intravascular; exerce também a fungao de tampao e € uma proteina
de fase aguda negativa. E também responsavel pelo transporte de varias substancias no sangue,

onde se incluem farmacos.’
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Alteragoes na concentragao sérica de albumina sao indicativas de patologia. A diminuicao
dos niveis de albumina pode ser devida a ma nutrigao, doenga hepatica, perda gastrointestinal,
doenga renal, hipotiroidismo, doengas inflamatorias agudas e hemodiluicado. A
hiperalbuminémia é mais rara e esta associada a estados de desidratagao e apods infusao de

albumina em excesso.’

3.10.3 Imunoglobulinas

As imunoglobulinas sao uma classe de glicoproteinas produzidas por plasmocitos, geradas
contra agentes imunogénicos externos, sendo responsaveis pela sua eliminagao do organismo.’
Todas as imunoglobulinas sao constituidas por 2 cadeias pesadas e 2 cadeias leves. Os
dominios variaveis contém a regiao de ligagao ao antigénio e os dominios constantes sao
responsaveis pela ligacio a recetores e ativagio do sistema do complemento.? Existem 5 tipos

de imunoglobulinas, classificadas com base no tipo de cadeia pesada que possuem: IgG, IgA,

IgM, IgE e IgD.

3.10.4 Proteina C Reativa

A proteina C reativa (PCR) é sintetizada pelo figado e € uma importante proteina de
fase aguda, sendo uma das primeiras a aumentar em resposta a um quadro inflamatoério. Em
condi¢oes normais a PCR encontra-se em niveis muito baixos no soro, sendo um aumento
sempre sugestivo de resposta inflamatoria, o que demonstra a elevada sensibilidade. No
entanto, € uma proteina de baixa especificidade, pois nao especifica o local de inflamagao.
Podemos observar o seu aumento sérico na artrite reumatoide, infecoes bacterianas e virais,

enfarte agudo do miocardio, gota e aterosclerose.
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Parametro Método Valores de referéncia

Proteinas totais Método colorimétrico 6,5-8,3 g/dL.
Albumina Método colorimétrico 3,5-5,0 g/dL.
Imunoglobulinas Método turbidimétrico 1gG: 700-1600 mg/dL

IgM: 40-230 mg/dL

gA: 70-400 mg/dL

PCR Método turbidimétrico < 0,5 mg/dL

Tabela 10 - parimetros analiticos utilizados para avaliagao das proteinas séricas.2 7

3.10.5 Eletroforese das proteinas

Como ja foi referido, a eletroforese das proteinas faz a separagao das varias fragoes de
proteinas plasmaticas através da aplicagao de um campo elétrico. As varias fragoes a que a
eletroforese da origem sao, por esta ordem: albumina, al-globulinas, a2-globulinas, B-
globulinas e y-globulinas. O conhecimento do tipo de proteinas que migra em cada banda
eletroforética é de elevada importancia durante a analise e interpretagcao do proteinograma,

para conseguir compreender o tipo de patologia a que a alteragao pode estar associada.
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renal, processos
inflamatorios,
malnutricao,

hemodiluicao.

Fracao Proteinas Fracdao diminuida Fracio aumentada
representadas
Albumina Albumina Doenca hepitica, doenca | Desidratagao.

al-globulinas

al-antitripsina

Doenga hepatica,
deficiéncia de al-

antitripsina.

Quadros inflamatérios,

malignidades.

a2-globulinas

Ceruloplasmina,

Doenca hepatica e

Quadros inflamatoérios.

lipoproteinas, C3

complemento.

a2-macroglobulina | hemdlise.
e haptoglobina
B-globulinas | Transferrina, B- Malnutrigao. Anemia sideropénica,

quadros inflamatérios,

hiperlipidémia.

y-globulinas

Imunoglobulinas

Imunodeficiéncias,
doenga renal,

malnutricao, leucemias.

Banda policlonal — Quadro
infecioso e/ou inflamatorio
Banda monoclonal —

Mieloma multiplo.

Tabela Il - tabela representativa de situagbes patoldgicas que podem ser causadoras de alteragdes na

eletroforese de proteinas.'

3.11 Pesquisa de sangue oculto nas fezes

A PSOF é um teste realizado para detetar perdas de sangue no trato gastrointestinal, que
nao sao visiveis macroscopicamente nas fezes, e que podem estar associadas ao cancro do
c6lon e do recto. De acordo com a norma n°® 003/2014 da DGS'*, deve ser realizada a PSOF
em todos os doentes com idade compreendida entre os 50 e os 74 anos que estejam

assintomaticos e que nao tenham antecedentes pessoais ou familiares deste tipo de doenga.

O método utilizado neste teste € a imunocromatografia. Consiste num dispositivo onde é

aplicada a amostra, percorrendo a fase movel. Nesta fase movel ha anticorpos dirigidos a
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hemoglobina humana marcados com particulas coloridas; forma-se um complexo hemoglobina
humana-anticorpo que vai percorrer a fase moével até chegar a fase imovel, que possui um
anticorpo fixo que vai ligar o imunocomplexo e produzir cor. Além da zona de teste, o
dispositivo também possui uma zona de controlo, que deve ser sempre reativa, caso contrario

o teste € invalidado.

3.12 Espermograma

O espermograma é um exame que avalia a qualidade do ejaculado, sendo pedido pelo
médico para fazer um estudo da fertilidade masculina. Um esperma normal tem na sua
constituicdo espermatozoides, fluido prostatico e liquido seminal. A celeridade no
processamento da amostra apos a colheita é essencial nesta andlise, como ja foi referido na

seccio 2.1.1.4.*

Os primeiros parametros a ser avaliados sao a cor, liquefagao, viscosidade e o pH. A cor
do ejaculado deve ser branca opalescente.* A liquefagio deve ser avaliada pelo menos 30
minutos apés a ejaculagao, de forma a dar tempo a que esta ocorra, ja que inicialmente o
ejaculado encontra-se coagulado. O pH avalia o equilibrio entre as secregoes prostaticas, de

carater acidico, e as secrecdes seminais, basicas.”

Segue-se a avaliagdo microscopica do esperma. Coloca-se uma gota entre lamina e

lamela (preferencialmente aquecidas a 37°C) e analisa-se a0 microscépio. Deve ser avaliado*:

= NUmero de espermatozoides;

= Vitalidade — numero de formas vivas. Avaliada com recurso a coloragao eosina-
nigrosina;

* Motilidade - classificados em progressivos rapidos, progressivos lentos, nao
progressivos e imoveis;

= Morfologia — avaliar a existéncia de formas anormais. Podem ser devidas a
defeitos na cabega, peca intermédia e cauda e pode haver a presenca de
residuos citoplasmaticos;

* Presenca de agregados e/ou aglutinados;

* Presenca de outras células — leucécitos, eritrocitos, bactérias;
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3.13 Analise sumaria da urina

A andlise sumaria da urina, também chamada de urina tipo ll, € uma importante ferramenta
do laboratorio de andlises clinicas que pode fornecer ao clinico informagoes relevantes ao
diagnostico de varias patologias, podendo ocorrer alteragoes urindrias antes de o doente
apresentar sintomatologia. Isto é importante, particularmente nas patologias renais em que o
diagnostico e tratamento precoces sao de extrema importancia no curso evolutivo da doenga.
Esta andlise inclui duas fases: primeiramente a andlise semi-quantitativa de parametros
bioquimicos e posteriormente a observagao do sedimento urinario ao microscopico com

estimativa do tipo e nimero de elementos figurados presentes.
Com recurso ao Aution Max AX-4060 os parimetros avaliados siao':

= Densidade — traduz estado de hidratacao do doente;

= Cor — alterada pela alimentagao, medicamentos e infegoes;

= pH - datil no diagndstico de infegoes urinarias e calculos renais. Auxilia na
identificagao de cristais presentes na urina;

= Leucdcitos - auxiliam a detecio de quadros inflamatérios e/ou infeciosos. Ultil
na detegao de infegoes do trato urinario (ITU);

= Eritrocitos - presentes em grande na presenga de lesao renal, ITU e tumores
das vias urinarias.

= Urobilinogénio - hemolise extravascular, doenga hepatocelular;

= Bilirrubina - aumentada na hemolise extravascular, doenga hepatocelular e
obstrucao biliar.

= Nitritos — quando positivos sao sugestivos da presenca de bactérias capazes de
converter nitratos a nitritos;

= Cetonas - monitorizagao da diabetes mellitus; jejum prolongado;

= Proteinas - doenga renal;

=  Glicose - monitorizacao da diabetes mellitus.

A andlise do sedimento urindrio ao microscopico permite identificar e quantificar
elementos figurados que nao siao detetados pela andlise semi-quantitativa das carateristicas
bioquimicas. Esta observagao ¢é feita apés centrifugagao de 10 ml de urina a 2000 rotagoes por
minuto durante 5 minutos, apds os quais o sobrenadante é decantado e o sedimento
resuspendido no liquido remanescente." E feita a observacio ao microscopico com contagem
dos elementos figurados. E normal a ocorréncia de alguns elementos figurados na urina, desde

que em baixo numero. Podemos encontrar células, cristais, cilindros e bactérias.
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4. Imunologia

A imunologia é uma area bastante abrangente do laboratorio de andlises clinicas. Nesta
estdo inseridas andlises direcionadas ao estudo do sistema imune (resposta a agentes
infeciosos, doengas autoimunes, entre outros), e também podemos encontrar varias analises
que, embora nao estejam relacionadas com o sistema imune, a sua determinagao baseia-se em

métodos imunologicos.

4.1 Instrumentacao analitica

4.1.1 Cobas 6000 - €601 e Cobas e4l |

O Cobas 6000 — e601 e o Cobas e4l | sao dois equipamentos distintos utilizados na area
analitica da imunologia, mas que tém por base a mesma metodologia para a execugao dos
testes: a eletroquimioluminescéncia (ECLIA). Esta metodologia utiliza as caracteristicas da
quimioluminescéncia — emissao de luz associada a ocorréncia de uma reagao quimica através
da utilizagdo de marcadores quimioluminescentes — com a transdugao elétrica. Para isso,
utiliza estreptavidina, um anticorpo primario marcado com biotina e um anticorpo secundario
marcado com ruténio.” A estreptavidina permite a fixacio a fase solida através da forte
afinidade que possui para a molécula de biotina; apos lavagens, é aplicada voltagem ao elétrodo
que leva a emissao de quimioluminescéncia que é detetada por um fotomultiplicador.'® Existem

dois tipos de ensaio:

* Ensaio em sandwich — também chamado de ensaio nao competitivo; sao
adicionados a amostra contendo o antigénio a determinar anticorpos primarios e
secundarios marcados com biotina e ruténio; o anticorpo primario forma um
imunocomplexo com o antigénio a determinar e liga-se também ao anticorpo
secundario com emissao de quimioluminescéncia, que € proporcional a quantidade
de antigénio na amostra.'®

= Ensaio competitivo — utilizados normalmente para a determinagao de anticorpos.
E adicionado a amostra o antigénio especifico do anticorpo a determinar; caso
exista anticorpo na amostra, vai-se formar um imunocomplexo sem emissao de
quimioluminescéncia. Posteriormente adiciona-se anticorpo marcado com biotina
(que vai competir com o anticorpo nao marcado presente na amostra) e anticorpo

secundario marcado com ruténio. Caso haja emissao de quimioluminescéncia, a
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intensidade € inversamente proporcional a concentragao de anticorpo na

amostra.'®

4.2 Estudo da funcio tiroideia

A tiroide é uma glandula endocrina responsavel pela sintese das hormonas tiroideias, que
estao envolvidas na regulacio do metabolismo e da temperatura corporal, no crescimento,
entre outros. As hormonas produzidas pela tiroide sao a triiodotironina (T3) e a tiroxina
(T4). A regulagao da sua produgao envolve o eixo hipotalamo-hipofise: em reposta a estimulos
o hipotalamo liberta hormona libertadora de tireotrofina (TRH) que atua na hipdfise levando
a libertagao de hormona tiroestimulante (TSH). A TSH exerce a sua ag¢ao na tiroide, levando
ao aumento da produgao das hormonas tiroideias; estas vao atuar nos orgaos-alvo
desencadeando um mecanismo de feedback negativo que vai diminuir a produgao de TSH e

TRH pelo eixo hipotalamo-hipofise.”

Varias situagoes patologicas podem levar a desregulagao destes mecanismos de regulacao
hormonal, sendo necessario o doseamento laboratorial destas hormonas para diagnostico de
patologias e também para controlo clinico da terapéutica. Os testes laboratoriais com

interesse da patologia tiroideia sao:

* TSH — embora nao seja uma hormona diretamente produzida pela tiroide, quando
avaliada conjuntamente com as hormonas tiroideias € util no diagnéstico diferencial de
patologias da tiréide.”

* T4 — hormona tiroideia produzida em maior quantidade. Nos tecidos cerca de 40% &
transformada em T3, a forma com maior atividade. Podemos avaliar o valor da T4 total
(hormona livre + hormona ligada as proteinas de transporte) e da T4 livre (FT4). S6 a
forma livre esta disponivel para atuar nos tecidos periféricos, e por isso o doseamento
da FT4 é preferivel relativamente ao da T4 total.”

* T3 - ¢é a hormona tiroideia com maior atividade tecidular. Tal como a T4, é feito o
doseamento da T3 total e da T3 livre.

= Tiroglobulina — constituinte do coléide das células foliculares tiroideias. E essencial a
sintese das hormonas tiroideias. O seu valor sérico traduz a presenga de tecido
tiroideio ativo. E utilizada como marcador tumoral do cancro da tiréide.?

* Anticorpos anti-tiroideus — sao a anti-tiroglobulina (ATG) e anti-tiroperoxidase
(ATPO), usadas no diagndstico da tiroidite de Hashimoto, e o anticorpo anti-recetor

da TSH (TRABS), Gtil no diagnéstico da Doenca de Graves.”
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4.3 Estudo da funcao endocrina

O sistema endocrino inclui todas as glandulas endocrinas do organismo e hormonas por
estas produzidas para regulagao de varias fungoes corporais. No que diz respeito a analises
realizadas no laboratéorio ACM e com importancia para o estagio temos a destacar, além do
ja referido no ponto anterior, a PTH, o cortisol, a progesterona, testosterona, hormona
luteinizante (LH), hormona foliculo-estimulante (FSH), prolactina, testosterona, progesterona,

estradiol e hormona gonadotrofina coridnica humana (HCG).

A PTH é sintetizada e secretada pelas glandulas paratiroides. A sua secregao é regulada
pela concentragao plasmatica de calcio livre, vitamina D e fosforo. Nas células-alvo, a PTH
atua de modo a regular a homeostase do calcio e fésforo através da sua agao nos rins e tecido
osseo: no rim estimula a sintese de 1,25-(OH),-vitamina D, (que estimula absorg¢ao intestinal
de cilcio e fosforo), aumenta a reabsorgao renal de calcio e inibe a reabsorgao renal de
fosforo; no osso estimula a reabsorgao dssea, contribuindo para o aumento da concentragao
plasmatica de célcio. A nivel clinico, o interesse do doseamento da PTH reside no diagnostico
diferencial da hipercalcemia e hipocalcemia, avaliar a fungao da paratiroide na doenga renal

crénica e nas doencas do metabolismo mineral.?

O cortisol é secretado pelas glindulas suprarrenais. E uma hormona hiperglicemiante,
anti-inflamatoria e imunomodeladora. A sua libertagao pelas suprarrenais segue um ritmo
circadiano, ocorrendo o pico maximo ao acordar (os doseamentos devem ser feitos no
maximo até as 9 horas); é controlada pelo eixo hipotalamo-hipodfise: em resposta a estimulos
como hipoglicémia ou stress, o hipotdlamo liberta hormona libertadora de corticotrofina
(CRH), que estimula a libertagao de hormona adrenocorticotrofina (ACTH) pela hipofise, que
atua na suprarrenal, induzindo a libertagao de cortisol que, ao exercer o seu efeito nas células-
alvo, funciona como um mecanismo de feedback negativo, cessando a libertagao de CRH e
ACTH. O doseamento do cortisol ¢ util no diagnostico da doenga de Cushing e da sindrome

de Cushing.

A LH, FSH e prolactina sao hormonas sintetizadas pela hipofise. A LH e a FSH exercem
a sua agao nas gonadas femininas e masculinas. No homem, tanto a LH como a FSH tém a
funcao de sintese de espermatozoides, mas € no sexo feminino que é encontrada uma maior
concentragao destas hormonas, que vai variando de acordo com o ciclo menstrual: o pico de
LH e FSH antecede a ovulagao, embora a sua secregao ocorra de forma pulsatil ao longo de
todo o ciclo para favorecer a maturagao do odcito. Ja a prolactina, exerce a sua fungao no

tecido mamario, sendo necessaria a produgio de leite no periodo pos-parto.”
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A testosterona, progesterona e estradiol sio hormonas sexuais sintetizadas pelas
gonadas. No homem, a testosterona ¢ sintetizada pelos testiculos, cuja fungao esta dependente
da secregao de LH e FSH pela hipofise; a testosterona regula a produgao de espermatozoides,
desenvolve e mantém os orgaos reprodutores masculinos e as caracteristicas sexuais
secundarias. Na mulher, os ovarios sao responsaveis pela sintese de estradiol e progesterona
que, juntamente com a LH e FSH controlam o ciclo reprodutor feminino, além de serem
responsaveis pelo desenvolvimento dos orgaos reprodutores e caracteristicas sexuais

secundarias.'

A B-HCG é uma hormona de produgao placentaria e, como tal, esta presente em grandes
quantidades na mulher gravida. A sua principal fungao é a manutengao do corpo liteo para
assegurar a secre¢ao de progesterona ao longo da gravidez, que mantém o revestimento da

parede uterina.'

4.4 Marcadores tumorais

Os marcadores tumorais sao substancias que podem estar presentes em elevadas
concentragoes no sangue e tecidos de individuos com cancro. Sao utilizadas na pratica clinica
para ajudar ao diagnodstico, monitorizagao de tratamento e progndstico de malignidades.
Existem varios tipos de marcadores tumorais, mas grande parte nao possui especificidade de
orgao, o que limita a sua utilidade diagnoéstica. Além disso, existem varias situagoes patoldgicas
nio relacionadas com cancro que podem provocar o aumento destes marcadores.” Estes
resultados analiticos devem ser sempre avaliados em conjunto com sintomatologia e outro

tipo de exames, nunca devendo ser utilizados isoladamente como critério de diagnostico.
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Marcador tumoral Cancro relacionado
o-fetoproteina Carcinoma hepatocelular e tumor testicular
CAI25 Cancro do ovario
CAI19-9 Cancro do pancreas
CEA Cancro colorretal
B-HCG Tumor testicular, Neoplasia trofoblastica gestacional
PSA Cancro da prostata

Tabela 12 - tabela resumo dos marcadores tumorais avaliados no laboratorio e o seu significado

clinico.?

4.5 Vitaminas e outros elementos

Um suprimento diario adequado de vitaminas e outros oligoelementos é essencial para a
manuteng¢ao de um organismo saudavel. No contexto laboratorial, é importante a avaliagao
do status nutricional para verificar a necessidade de suplementacio. E de salientar que, além
de possiveis caréncias, existem estados patologicos e fisiologicos que aumentam as

necessidades vitaminicas do organismo.

Embora sejam varias as vitaminas e outros elementos passiveis de serem avaliados

laboratorialmente, na area de imunologia temos a destacar:

= Acido félico — necessario 2 sintese de purinas, percursoras de DNA e RNA.
Por essa razao € importante a avaliagao deste nutriente na fase pré-concecional
e durante a gravidez. A avaliagdo dos niveis de folatos € importante no
diagnostico diferencial da anemia, sendo a deficiéncia responsavel pela anemia
megalobléstica.?

* Vitamina B12 - cofator de varias enzimas, possui fungoes semelhantes as do
acido félico; do mesmo modo, a caréncia desta vitamina conduz a anemia
megaloblastica. Encontra-se quase exclusivamente em produtos de origem
animal e, por isso, é de elevada importancia a avaliagdo deste nutriente nos

vegetarianos.
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* Vitamina D - existem duas fontes de vitamina D: alimentagao e produgao
enddgena através da exposicao solar. Tem de ser metabolizada na sua forma
ativa que exerce fungoes hormonais de regulagao dos niveis de calcio e fésforo,
como ja abordado no ponto 4.3. Deficiéncias nesta vitamina podem conduzir a
ma formacio dssea e osteomalacia.?

* Ferritina - esta incluida nesta sec¢ao, mas nao pode ser considerado um
nutriente. Trata-se de uma proteina de armazenamento do ferro para que este
nao circule na forma livre no sangue e tecidos, o que poderia causar dano
oxidativo. Traduz as reservas de ferro do organismo, embora nem sempre
niveis elevados de ferritina se traduzam em grandes reservas de ferro, ja que se

trata de uma proteina de fase aguda.’

4.6 Serologia infeciosa

A avaliagao do estado serolégico da populagao relativamente a doengas infeciosas é
fundamental, nao sé para o diagnostico precoce de individuos infetados para que possa ser
implementado o tratamento adequado, mas também para evitar o contagio entre a populagao.
O rastreio da populagao, mesmo que assintomdtica, torna-se importante na tentativa de
erradicar algumas patologias infeciosas. Além disso, na gravidez é importante a monitorizagao
do estado imunoldgico relativamente a algumas infegoes, devido as complicagdes que pode

trazer para o feto caso sejam contraidas durante a gravidez.

O laboratério de andlises clinicas desempenha um papel relevante neste contexto. A
determinagao do titulo de anticorpos é uma das formas mais frequentes de determinar a
existéncia de infecao; consoante o tipo de imunoglobulinas encontradas pode determinar-se
se trata de uma infe¢do recente ou infe¢do passada, sendo que a presenca de IgM esta
normalmente associada a uma infecao recente; no entanto o curso da evolutivo da doenca
nem sempre € linear. A detecao de antigénios de superficie é outra forma de realizar o

diagnostico de doencgas infeciosas.

4.6.1 Toxoplasmose, Rubéola e Citomegalovirus

Conjunto de infegoes, parasitarias e virais, respetivamente, que necessitam de controlo
serolégico durante a gravidez devido ao risco de desenvolvimento de infegao congénita em

casos de primoinfegao.
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De acordo com as guidelines, o controlo serolégico é feito na preconcegao para
toxoplasmose, rubéola e citomegalovirus, e entre as |8 e 20 semanas de gestacao para a
rubéola e 24 a 28 semanas para a toxoplasmose, caso nao tenham imunidade adquirida. As
andlises realizadas sao o doseamento do titulo de anticorpos IgG e IgM.'” Sempre que sejam
detetados anticorpos que estejam de acordo com uma primoinfe¢ao, devem realizar o teste
de avidez das IgGs para poder determinar se se trata de uma infecao recente ou de uma
infecao passada (com mais de 3 meses de evolugao), de forma a poder instituir tratamento

adequado o mais precocemente possivel.

4.6.2 Virus da Imunodeficiéncia Humana

O Virus da Imunodeficiéncia Humana (VIH) é um retrovirus que faz parte das doengas
sexualmente transmissiveis (DST). Existem dois subtipos de VIH, o VIH-1 e o VIH-2, com
diferentes distribuicdes geograficas, sendo o VIH-| o mais frequente na Europa. E uma doenca
com elevada prevaléncia e, na altura da sua descoberta, com uma elevada taxa de mortalidade
devido ao desenvolvimento da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA). Hoje em dia,
com o conhecimento adquirido ao longo do tempo, ja existe terapéutica eficaz para manter

cargas virais nulas e evitar a progressio para SIDA."®

O laboratorio de analises clinicas tem 2 importantes fungoes no combate ao VIH: detegao
precoce das infegoes por VIH para evitar a transmissao e o desenvolvimento de infe¢oes
congénitas e a determinagao da carga viral para monitorizagao da eficicia do tratamento em
individuos seropositivos.'®* O método utilizado pelo laboratério para detecio do VIH-1 e VIH-
2 combina a detegao do antigénio p24 do VIH-1 com a detegao de anticorpos anti-VIH-| e
anti-VIH-2 através da ECLIA."” Trata-se de uma infecio de comunicagio obrigatoria ao sistema

nacional de vigilancia epidemioldgica (SINAVE).

4.6.3 Hepatites virais

O termo hepatite viral refere-se a um conjunto de doengas que provocam inflamagao do
figado causada por virus hepatotrépicos: os virus da hepatite A e hepatite E, de transmissao
fecal-oral, e o virus da hepatite B, hepatite C e hepatite D, de transmissao parentérica ou

sexual."”

Devido a melhoria das condi¢oes sanitarias, os virus da hepatite A e hepatite E tém sido

responsaveis por um nimero muito reduzido de infe¢oes em Portugal. Ja o virus da hepatite
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B, embora faga parte do plano nacional de vacinagao, tem uma prevaléncia elevada em Portugal.
Para o diagnostico seroldgico da infegao temos disponiveis varios marcadores: a detegao do
antigénio HBs, anticorpo anti-HBs, anticorpo anti-HBc, antigénio HBe e anticorpo anti-HBe.?
A detecao destes marcadores de hepatite B permite estadiar as varias fases da doenga, como

representado na tabela |3.

Reatividade Doenca Saudavel
Serologica Pré- Aguda | Aguda Cronica @ Aguda Resolvida Vacinacgdo
sintomatica Recente Tardia
Anti-HBc - - + + +/- + -
Anti-HBe - - - - +/- +/- -
Anti-HBs - - - - - + +
HBeAg - + + + - - -
HBsAg + + + + + - -

Tabela 13 - tabela resumo da interpretagao dos marcadores serologicos na infegao pelo virus da
hepatite B.2!

A hepatite C tem a sua transmissao muito associada aos consumidores de drogas injetaveis.
Laboratorialmente o modo mais frequente de diagnéstico é a determinagao dos anticorpos

totais anti-HCV.%?

4.6.4 Sifilis

A sifilis € uma DST provocada por Treponema pallidum. A infecao durante a gravidez pode
resultar em transmissdo ao feto, com graves consequéncias sendo, por essa razio, outra

doenga infetocontagiosa alvo de controlo serologico durante a gravidez.

2

E uma infecao com 3 fases: a sifilis primaria, em que surgem Ulceras na area genital e
linfoadenopatia, a sifilis secundaria, em que ha aparecimento de um rash mucocutaneo
generalizado, e a sffilis terciaria, aparece geralmente em situagoes nao tratadas inicialmente e

envolve complicagdes neuroldgicas.”

Os testes laboratoriais para diagnostico e monitorizagao da infe¢ao dividem-se em dois

tipos:

* Testes nao treponémicos — detetam anticorpos IgG ou IgM dirigidos contra reaginas,
que sao substancias nao especificas de T.pallidum. Os testes mais comuns sao o RPR

(Rapid Plasma Reagin Test) e a VDRL (Veneral Disease Research Laboratory). Ambos
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tém por base uma reagao de aglutinagao, utilizando particulas de carvao revestidas com
cardiolipina. Podem ser utilizados para monitorizar evolugao da doenga, ja que estes
testes se correlacionam com a atividade da doenca e a realizagao de diluicoes seriadas
permite determinar o titulo de anticorpos presentes.”

* Testes treponémicos — detetam anticorpos especificos anti T.pallidum. Estes anticorpos
vao manter-se positivos indefinidamente e, por isso, estes testes nao podem ser

utilizados para monitorizagao da eficacia terapéutica. Os testes mais comuns sao o

TPHA e o FTA-ABS.”

4.7 Imuno-hematologia

A imunohematologia € um ramo da imunologia que se dedica ao estudo dos eritrocitos e
seus antigénios de superficie. E essencial a medicina transfusional e também no diagnostico de

algumas patologias.
4.7.1 Grupo sanguineo

Desde a descoberta dos grupos sanguineos em 1901, muitos avangos tém sido feitos no
conhecimento de todos os antigénios eritrocitarios existentes. Hoje em dia, conhecemos mais
de 30 antigénios de superficie dos eritrocitos e conseguimos fazer transfusdes sanguineas e

transplantacio de 6rgios e tecidos, que se baseia no sistema A,B,0 e também no HLA**

A principal importancia desta analise é precisamente a de perceber a compatibilidade
sanguinea em caso de transfusoes de sangue ou de transplantagao de 6rgaos, mas também na
gravidez para perceber o risco de o feto vir a desenvolver a doenga hemolitica do recém-

nascido.
4.7.1.1 Tipagem A, B, 0

Dentro da tipagem A, B, 0 temos 4 principais grupos sanguineos: A, B, AB e 0. Estes grupos
sao determinados pela presenga ou auséncia dos antigénios de superficie A e B. A
determinagao do grupo sanguineo é feita através de um método de aglutinagao direta, que
utiliza soro com anticorpos do tipo IgM anti-A e anti-B, observando-se a presenga ou auséncia
de aglutinagdo.” Para confirmar este teste é possivel fazer a prova reversa; esta baseia-se no
facto de, logo apds o nascimento, comegarmos a produzir anticorpos anti-A e/ou anti-B

(consoante o antigénio ausente) como resposta a exposigio a substancias antigen-like.**
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4.7.1.2 Sistema Rhesus

O sistema Rhesus (Rh) classifica os individuos como Rh positivo ou Rh negativo. E um
sistema bastante complexo que envolve varios antigénios. A determinagao do Rh é feita pelo
mesmo método de aglutinagdo utilizado para a tipagem A, B, 0.** Os resultados negativos
carecem de ser confirmados, ja que existem individuos com fenétipo D-fraco que podem nao
apresentar aglutinagao pelo método habitual; nestes é necessario confirmar com recurso a
outro método, Card-ID Anti-D, que contém anticorpos policlonais anti-D no gel, permitindo

a visualizagao da reagao em coluna, com uma sensibilidade superior.

4.7.2 Teste de Coombs direto e indireto

O teste de Coombs, também chamado teste da antiglobulina, é utilizado para detetar a
presenga de anticorpos contra os eritrécitos. O teste de Coombs direto permite detetar a
ocorréncia de hemolise eritrocitaria in vivo, pela ligagao de anticorpos ou complemento aos
eritrocitos. Ja o teste de Coombs indireto deteta a hemolise in vitro, através da detecao da
presenca de anticorpos circulantes dirigidos contra os eritrocitos.”” O teste de Coombs direto
é utilizado no diagnostico de anemias hemoliticas imunomediadas, enquanto que o teste de
Coombs indireto é requisitado maioritariamente durante a gravidez, para detetar a presenga
de anticorpos dirigidos contra os eritrocitos no sangue da mae, que possam passar para o

sangue do feto e provocar anemia hemolitica do recém-nascido.

Para a realizagdo do teste de Coombs sao utilizadas |D-Cards que contém no gel
antiglobulina humana poli-especifica. No teste de Coombs direto € feita uma suspensao de
eritrocitos do doente que é adicionada ao microtubo; é centrifugada durante 10 minutos. No
Coombs indireto sao usados os mesmos microtubos onde é adicionada uma suspensao de
eritrocitos e o soro ou plasma do doente; é incubado durante |15 minutos a 37°C, ao fim dos
quais ¢é feita a centrifugagao. Em ambos os testes o resultado é negativo se os eritrocitos
ficarem depositados no fundo do microtubo, se estiverem dispersos pelo microtubo ou

aglutinados na superficie o teste é positivo.”

4.8 Imunoalergologia

Hoje em dia, para o diagnodstico de reagoes de hipersensibilidade do tipo | a alimentos e

aeroalergénios, a detecao de IgE especifica para alergénios € um dos testes mais utilizados.
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Estes testes tém por base a técnica de RAST (RadioAllergoSorbent Test): utiliza uma fase
solida, onde ¢ fixado o alergénio, sendo posteriormente incubado com o soro do doente que,
se contiver IgE especifica para o alergénio, vai formar o complexo antigénio-anticorpo; apos
varias lavagens sao adicionados anticorpos monoclonais anti-IgE humana combinados com
biotina, seguidos da adigao de estreptavidina combinada com fosfatase alcalina. Apos adicao
de corante, da-se uma reagao colorimétrica enzimatica que produz cor, permitindo identificar
a reatividade dos anticorpos. Trata-se de um imunoensaio quantitativo que permite detetar a

presenca de IgE especifica para varios alergénios em simultineo.”

No contexto das doencgas alérgicas é também relevante a determinagao da IgE total,

determinagao efetuada no Cobas 6000 — e601, pela técnica de ECLIA.

5. Hematologia

A valéncia laboratorial de hematologia tem uma importancia fulcral no contexto do
diagnostico clinico e, consequentemente, no laboratorio de andlises clinicas. Trata-se de uma
area com analises muito abrangentes, que permitem a interligagao de resultados com outras
valéncias laboratoriais, de modo a melhor compreender o estado patoldgico dos doentes. As

amostras mais frequentes nesta area sao o sangue total e o plasma.

A andlise mais requisitada em hematologia é o hemograma. Este permite avaliar toda a
funcao hematologica e respetivos constituintes sanguineos: inclui o eritrograma, leucograma e
a contagem de plaquetas. O eritrograma é constituido pela contagem de eritrocitos,
hematocrito, hemoglobina corpuscular média e respetivos indices hematimétricos que podem
ser calculados através destes parametros; sao muito Uteis no diagnodstico e caracterizagao de
anemias. O leucograma inclui a contagem total de leucocitos e o respetivo diferencial das
diferentes linhagens celulares: neutrofilos, linfocitos, eosindfilos, basofilos e monocitos. A
contagem de plaquetas inclui ainda o volume plaquetar médio e a amplitude de distribuigao
plaquetar. E uma analise de grande importincia no laboratério de andlises clinicas, sendo
muito Util ao diagnostico de varias patologias. Muitas vezes, a simples execug¢ao do hemograma
no equipamento nao é suficiente, sendo necessaria a observagao do esfregago de sangue

periférico.

Os estudos da coagulagao sao um conjunto de analises clinicas hematolégicas realizadas
com frequéncia nos laboratérios. As analises realizadas no laboratério ACM sao o tempo de
protrombina (TP) e o tempo de tromboplastina parcial ativada (aPTT). O TP avalia a via

extrinseca da coagulagao e é utilizado, entre outras situagoes, para a monitorizagao clinica da
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terapéutica com antagonistas da vitamina K, farmacos com uma margem terapéutica estreita;
além de ser expresso em segundos, o resultado é expresso em International Normalized Ratio
(INR), o que permite que os resultados sejam comparaveis interlaboratorialmente. O aPTT
avalia a eficiéncia da via intrinseca da coagulagao, sendo os resultados expressos em segundos.
A sua utilizagao clinica prende-se com o diagndstico de distirbios da coagulagao, embora o

valor do aPTT também possa ser alterado por anticoagulantes orais e heparina.”*

A velocidade de sedimentagao (VS) é outra andlise pertencente a valéncia laboratorial de
hematologia. Trata-se de um indicador de extensao do processo inflamatorio, sendo uma
forma de avaliar a resposta de fase aguda.”* E uma medida da velocidade de sedimentagio dos
eritrocitos, expressa em mm/hora, que estd dependente de varios fatores entre os quais se
destaca o aumento da concentragao de proteinas plasmaticas, nomeadamente proteinas de
fase aguda, o que explica o seu aumento em situagoes de inflamagao. No entanto, outros
fatores podem ser responsaveis pelo aumento da VS e, por isso, trata-se de uma analise pouco

especifica.”*

6. Microbiologia

A microbiologia é uma valéncia laboratorial que engloba 3 dreas: bacteriologia,
parasitologia e micologia. O objetivo da realizagao de analises microbioldgicas é o diagnostico
de infegoes, as quais podem ocorrer nos mais diversos locais do organismo e, como tal, ha
uma grande variabilidade de amostras em microbiologia, desde a urina (a mais frequente),
fezes, expetoragao, exsudados vaginais, exsudados uretrais, exsudados orofaringeos,

exsudados nasofaringeos, exsudados purulentos, etc.

A colheita da amostra é de extrema importancia para poder isolar o microrganismo
causador da infe¢do em detrimento de outros que fagam parte da microbiota local. A

importancia da colheita das amostras microbioldgicas ja foi abordada na secgao 2.1.1.

As andlises bacterioldgicas pressupoem as seguintes fases: cultura e isolamento da
bactéria, identificagao e realizacao do antibiograma. Para isso sao necessarios meios de cultura
adequados (em amostras com flora microbiana comensal é necessario utilizar meios de
crescimento seletivos e diferenciais que permitem o crescimento de agentes microbianos
potencialmente patogénicos em detrimento de comensais) que devem ser incubados em estufa
a temperatura, humidade e atmosfera adequadas ao seu desenvolvimento durante 18-24 horas

ou 48-96 horas, dependendo do tipo de crescimento que apresentem.”® A identificagio da
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bactéria é conseguida através da sua caracterizagao morfologica, com recurso a coloragao de
Gram, e bioquimica, realizada pelo equipamento Vitek. Este também é responsavel pela
realizagao do antibiograma que, alternativamente, pode ser efetuado manualmente pelo

método de difusao em disco.

Em parasitologia a amostra mais comum sao as fezes, para pesquisa de parasitas intestinais.
O diagndstico de infegoes parasitarias é feito através da observagao de formas parasitarias nas
fezes; isto pode ser conseguido por observacao das fezes a fresco ou apos método de

concentragao.

O diagnéstico das infegdes flngicas, tal como as bacterianas, inclui a cultura, identificagao
e realizagao do antifungigrama. No laboratorio ACM o antifungigrama é efetuado através de

galerias API.
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7. Caso Clinico

Um individuo do sexo masculino, 74 anos de idade, realizou andlises de rotina por queixas
de cansago e mau estar geral. Conhecia-se no doente o historial de diabetes e DRC. Sem
conhecimento da terapéutica farmacoldgica habitual. Os resultados analiticos de maior

relevancia sao descritos na tabela 14.

Parametro Resultado | Valor de referéncia
Eritrocitos (milhGes/L) 2,95 4,31-6,40
Hemoglobina (g/dL) 9,3 13,6-18,0
Hematacrito (%) 29,0 39,8-52,0
Volume Globular Médio (fL) 93,0 80,0-97,0
Hemoglobina globular 31,5 26,0-34,0
média (pg)
Concentracao da 32,1 32,0-36,0
hemoglobina globular média
(g/dL)
RDW - Amplitude de 18,4 [1,5-15,0
distribuicao (%)
Glicémia (mg/dL) 187 60-100
Hemoglobina Alc (%) 5,7 <57
Creatinina (mg/dL) 7,80 0,70-1,20
Ferro sérico (ug/dL) 93 33-193
IST (%) 40 20-50
Calcio total (mg/dL) 10,6 8,4-9,7
Sédio (mmol/L) 141 135-145
Potassio (mmol/L) 53 3,5-5,0
Cloreto (mmol/L) 100 95-110
PCR (mg/dL) 0,17 <0,50
NT-PRO BNP (Precursor 28916 <125
Peptideo Natriurético
Cerebral) (ng/L)
Fosfatase Alcalina 55 41-137

Tabela 14 = resultados analiticos obtidos a 13/7/2023.

Os resultados analiticos obtidos evidenciam uma anemia normocromica e normocitica,
com aumento da amplitude de distribuicao do tamanho dos eritrocitos (RDW). Foi realizado
um esfregaco de sangue periférico para confirmagao em lamina: foi observada poiquilocitose
com presenga de equinocitos, acantocitos e esquizocitos, evidenciado na figura 3 e 4. Os
restantes resultados analiticos demonstraram um forte declinio da funcao renal, com uma
creatinina sérica de 7,80 mg/dL, hipercalcemia e hipercaliemia. O NT-PRO BNP é o percursor

do peptideo natriurético cerebral, uma hormona secretada pelo coragdo em resposta ao
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aumento da pressao nas paredes ventriculares, tipico da insuficiéncia cardiaca congestiva; o

seu valor esta significativamente aumentado.

Figura 3 - esfregaco de sangue periférico Figura 4 - esfregaco de sangue periférico
com esquizocitos. com equindcitos e acantocitos.

O rim exerce funcoes de excrecao, endocrinas e de manutencao de homeostase. A DRC
pode ter varias origens que levam a uma progressiva perda de fungao renal que, numa fase
inicial, pode manter-se indetetavel, mas continua a sua progressio até a faléncia renal.” Neste
doente ha um declinio acentuado da fungao renal, com uma taxa de filtragao glomerular
estimada (CKD-EPI 2021) de 7 mL/min/m? j4 classificada como faléncia renal.” A hipercaliemia
surge como complicacao da DRC, por diminuicao da excregao renal do potassio: este é
normalmente eliminado por secrecao no tlbulo distal; a diminuicao da TFG leva a uma
diminuigdo do fluxo no tubulo distal, conduzindo a hipercaliemia.” No entanto, a hipercaliemia
também pode ser uma consequéncia da diabetes (devido a hipoinsulinemia) ou de uma
eventual terapéutica farmacoldgica para a insuficiéncia cardiaca congestiva.

Relativamente a regulagio do cailcio, a apresentagio mais frequente na DRC é a
hipocalcemia. No entanto, o doente apresenta hipercalcemia; a esta podem ser atribuidas trés
causas: aumento da absorgao intestinal (induzida pela 1,25-OH,-Vitamina D), retengao renal e
aumento da reabsorcao 6ssea. Neste caso em concreto, tendo em conta o historial de DRC,
a retengao pelo rim parece ser a causa mais provavel, devido a diminuigao da TFG. O aumento
da reabsorgao ossea parece pouco provavel, ja que o valor da fosfatase alcalina se encontra
dentro dos valores de referéncia. O aumento da absorgao intestinal, poderia ser a causa se o
doente estiver a ser suplementado com calcitriol, a forma ativa da vitamina D, e estivéssemos

perante um caso de hipervitaminose; caso nao esteja a ser feita suplementagao é muito pouco
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provavel, pois € o rim o responsavel pela formagao da forma ativa da vitamina D sendo, por
isso, expectavel que os niveis de [,25-(OH),-Vitamina D também estejam diminuidos. A
determinagao adicional da PTH, [,25-(OH),-Vitamina D e fésforo podem ter utilidade para
diferenciar a causa da hipercalcemia.

Uma das fungoes endocrinas exercidas pelo rim é a de producao de eritropoietina (EPO),
hormona produzida em resposta a diminuicao da pressao de oxigénio. A EPO atua na medula
ossea estimulando a produgao de eritrocitos. A anemia &, por isso, uma consequéncia
inevitavel da progressao da DRC por perda de fibroblastos peritubulares, especializados na
producio de EPO.? Este tipo de anemia caracteriza-se por ser hormocromica e, geralmente,
normocitica. E comum o aparecimento de eritrocitos de formato anormal (como os
esquizocitos, equindcitos e acantocitos observados) devido a uremia severa.”” Foi possivel
descartar a anemia ferropénica - o ferro sérico encontra-se dentro dos valores de referéncia
(embora a ferritina fosse mais util na avaliagdio das reservas de ferro) e esta anemia é
geralmente hipocromica e microcitica — e a anemia das doengas cronicas inflamatorias — esta
é também normocréomica e normocitica, mas o valor da PCR encontrar-se-ia elevado

O aumento significativo do NT-PRO BNP pode ser indicativo de insuficiéncia cardiaca
congestiva no doente. No entanto, a DRC também esta associada a niveis elevados deste
marcador pela diminuicao da sua clearance renal nao sendo claro o seu significado neste
doente. Seria necessario utilizar outros meios complementares de diagndstico para
confirmacgio.*

Portanto, neste caso clinico estamos perante um doente com DRC e as complicagoes que
advém desta: alteracao do equilibrio eletrolitico, demonstrado pela hipercaliemia e
hipercalcemia, e a anemia normocrémica e normocitica. E um caso clinico onde é possivel
demonstrar a estreita conexao entre areas analiticas distintas e a necessidade de olhar para
os resultados analiticos como um todo para melhor poder compreender a situagao individual

de cada doente.
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8. Conclusao

O MAC possibilita o contacto, do ponto de vista pratico, com o laboratério de anilises
clinicas, antes do ingresso no mercado de trabalho. Trata-se de um ponto muito positivo deste
mestrado, ja que permite fazer a ponte entre o ensino teorico e a pratica laboratorial em
contexto real. Os alunos tém a possibilidade de interligar os conhecimentos teoricos,
adquiridos durante o MAC, com conhecimentos praticos, que so € possivel adquirir ao exercer

efetivamente a profissao.

Embora a realidade diaria do laboratorio ACM ja nao fosse para mim uma novidade,
considero que este estagio foi uma mais valia a nivel profissional. Permitiu-me rever conceitos,
melhorar métodos de trabalho e aprofundar conhecimentos em valéncias laboratoriais com

as quais nao lido de forma direta no dia-a-dia laboral.

Ingressei no MAC com o objetivo de consolidar e adquirir novos conhecimentos de forma
a poder especializar-me na area de analises clinicas. E uma area multidisciplinar, que exige
conhecimento aprofundado de todas as valéncias laboratoriais para que se possa olhar para
os resultados analiticos como um todo. Considero que esses objetivos foram cumpridos e

encontro-me, neste momento, melhor preparada para prosseguir com a especializagao.
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