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Resumo

O presente relatdrio reporta o trabalho desenvolvido durante o estdgio curricular do Mestrado em
Bioquimica em Saude, realizado na seccao de Hormonologia do laboratdrio de Patologia Clinica do
Hospital Dr. Nélio Mendonca.

E apresentada a seccdo de Hormonologia com maior relevancia para os parametros analiticos da
funcao tiroideia, hormonas da fertilidade e da funcao gonadal, marcadores tumorais e cardiacos,
marcadores de hipertensao, farmacos imunossupressores e marcadores bioquimicos de rastreio pré-
natal.

0 estagio teve como principal objetivo integrar o quotidiano de um laboratdrio de analises clinicas,
permitindo o contacto com novos equipamentos e procedimentos, de modo a consolidar os
conhecimentos adquiridos ao longo do curso. Para além da componente pratica da aprendizagem, foi
também realizada umarecolha de dados com o objetivo de analisar os testes bioquimicos de rastreio pré-
natal que ocorreram em dois periodos homdlogos, compreendidos entre junho de 2019 e janeiro de 2021,
bem como estudar o comportamento das varidveis clinicas, proteina plasmatica A associada a gravidez
(PAPP-A) e fracao livre da subunidade p da hormona gonadotrofina coridnica humana (3-hCG livre), ao
longo do primeiro trimestre da gravidez e nos diferentes grupos etarios.

No periodo em estudo, 1169 gestantes, com a idade média de 31 anos, realizaram os testes
bioquimicos de rastreio pré-natal, no Servico de Patologia Clinica do Hospital Dr. Nélio Mendonga. A
recolha dos dados, em dois periodos distintos, permitiu evidenciar uma reducao no nimero de gestacoes
durante a pandemia de COVID-19, comparativamente com o periodo homdlogo do ano anterior. A
comparacao entre as concentracoes obtidas nos testes bioquimicos de rastreio pré-natal com os valores
de referéncia mostrou que, na amostra em estudo, amhos os niveis hormonais de 3-hCG livre e PAPP-A,
apresentavam-se superiores aos valores de referéncia. Foiigualmente observada, em ambas as variaveis
clinicas, a presenca de outliers superiores. Contudo, como ndo foi realizada a conversao das
concentracdes obtidas de 3-hCG livre e PAPP-A em miuiltiplos da mediana (MoMs), neste estudo, ndo é

possivel inferir conclusdes relativamente a auséncia ou presenca de cromossomopatias.

Palavras-chave: patologia clinica; hormonas; marcadores bioquimicos; rastreio pré-natal.



Abstract

The present report describes the work developed during the curricular internship of the Master’s
degree in Biochemistry in Health, performed in Hormonology section in Clinical Pathology Laboratory
located at Dr. Nélio Mendonca Hospital's.

This work focuses on the Hormonology section of the laboratory with increased focus in the
analytical parameters for toroidal function, fertility hormones and gonadal function, tumoral and cardiac
biomarkers, diverse metabolites, hypertension biomarkers, immunosuppressors drugs and biochemical
biomarkers of prenatal screening.

The main goal of the internship was to integrate the quotidian of a clinical analysis laboratory,
allowing the contact with new equipment and procedures, resulting in the consolidation of the knowledge
acquired throughout the course. In addition to the practical learning component, a data collection was also
carried out to analyse the prenatal biochemical screening tests performed between June of 2019 and
January of 2021, as well as to study the behaviour of pregnancy-associated plasma protein A (PAPP-A)
and free beta human chorionic gonadotrophin (free B-hCG) through the first trimester of pregnancy and in
different age groups.

During the study period, 1169 pregnant women with an average age of 31years underwent prenatal
biochemical screening test at the Clinical Pathology laboratory at Dr. Nélio Mendonca Hospital. The data
collection in two different periods showed a reduction in the number of pregnancies during the COVID-19
pandemic when compared to the same period of the previous year. The comparison between the
concentrations obtained from the prenatal biochemical screening tests with the reference values showed
that, in the study sample, both free B-hCG and PAPP-A hormone levels were higher than the reference
values. Furthermore, the presence of higher outliers was equally observed in both clinical variables.
However, as the conversion of the obtained concentrations of free B-hCG and PAPP-A into multiples of
the median was not part of this study, it is impossible to conclude anything about the absence or presence

of chromosome abnormalities.

Keywords: clinical pathology; hormones; biochemistry biomarkers; prenatal screening.
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Nota introdutoria

O presente relatdrio enquadra-se no ambito do Mestrado em Bioquimica em Sadde ramo em
Bioquimica Clinica e Metabdlica, no qual tive a oportunidade de estagiar, pelo periodo de seis meses, na
seccao de Hormonologia do Servico de Patologia Clinica do Hospital Dr. Nélio Mendonca.

Este trabalho encontra-se estruturado em trés capitulos.

O primeiro capitulo faz referéncia a rotina laboratorial desenvolvida na sec¢ao de Hormonologia.
Inicialmente sao descritos os parametros analiticos que integram a funcao tiroideia, hormonas da
fertilidade e da funcao gonadal, marcadores tumorais e cardiacos, hormonas da hipertensao e farmacos
imunossupressores. De seguida, sao abordados os principios do controlo de qualidade, nomeadamente o
controlo de qualidade interno e a avaliacao externa da qualidade. Por fim, é descrito o processamento das
amostras e a base tedrica das metodologias em uso nos vdrios equipamentos que foram utilizados
durante o estdgio.

0 segundo capitulo corresponde ao estudo estatistico relativo aos testes bioquimicos de rastreio
pré-natal, realizados no laboratdrio de Patologia Clinica do Hospital Dr. Nélio Mendonca. A recolha dos
dados abrangeu mulheres gravidas que realizaram os testes de rastreio, nomeadamente as varidveis
clinicas PAPP-A e 3-hCG livre, entre junho de 2019 e janeiro de 2020, assim como, entre junho de 2020 e
janeiro de 2021. O comportamento dos marcadores bioquimicos foi estudado ao longo do periodo
gestacional e nos diferentes grupos etarios.

0 terceiro capitulo conclui este documento com a sintese das atividades laboratoriais executadas
na seccao de Hormonologia e as consideracoes finais do estudo estatistico relativo aos testes

bioquimicos de rastreio pré-natal.
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Capitulo 1 - Seccao de Hormonologia



1. Introducao

0 Servico de Patologia Clinica do Hospital Dr. Nélio Mendonca, dirigido pela Dra. Graga Andrade, é
constituido pelos setores de Hematologia, Imunologia Celular, Microbiologia, LabCore, Bioquimica Manual
e Laboratdrio de Urgéncia. O laboratdrio de Patologia Clinica dispde, ainda, de um servico de logistica
laboratorial que inclui uma drea de rececao e triagem de amostras, salas de colheitas, sala de esterilizacao
e lavagem de material, secretaria e area de gestao de reagentes.

Estruturalmente, a seccao de Hormonologia, onde decorreu o estagio curricular, integra uma das
maiores areas do servico, o LabCore, que inclui também as sec¢des de Bioquimica Clinica e Imunologia. As
amostras analisadas nesta seccao sao provenientes da central de colheitas, localizada no laboratdrio de
Patologia Clinica, assim como de outros sistemas externos integrados no Servico de Satde da Regidao
Auténoma da Madeira, E.P.E. (SESARAM, E.P.E), como unidades de cuidados intensivos e intermédios,
servicos de internamento, consultas externas e centros de salde, lares e domicilios.

Na sua maioria, 0s parametros analiticos determinados na seccao de Hormonologia permitem o
estudo clinico do sistema enddcrino. Este sistema é composto por vdrias glandulas que se encontram
distribuidas por todo o organismo, com a capacidade de controlar, assim como manter, uma funcao
apropriada de muitos sistemas fisioldgicos (1). Nas glandulas enddcrinas ocorre a producao de hormonas,
mensageiros quimicos, que sao libertados na corrente sanguinea. As hormonas analisadas nesta seccao
(Anexo 1 - Parametros analiticos e respetiva metodologia) refletem os seus efeitos predominantemente
em trés eixos: [1] eixo hipotdlamo-hipdfise-tiroide, um regulador essencial do metabolismo e da
homeostasia energética, [2] eixo hipotdlamo-hipdfise-adrenal, que desempenha um papel crucial na
adaptacao ao stress e [3] eixo hipotalamo-hipdfise-gonadal, importante para a reproducao (1).

Os testes realizados nesta seccao sao maioritariamente efetuados em amostras de soro, contudo,
alguns testes especificos sao realizados em plasma, sangue total ou urina de 24 horas. Os parametros sao
determinados, principalmente, em equipamentos automatizados que utilizam técnicas de
eletroquimioluminescéncia e quimioluminescéncia. No entanto, alguns analitos sao analisados em
cromatografia liquida de alta eficiéncia.

O estdgio curricular teve como principal objetivo permitir o contacto com o quotidiano de um
laboratdrio de analises clinicas, incentivando a componente prdtica da aprendizagem, de modo a

consolidar os conhecimentos adquiridos ao longo do Mestrado em Bioquimica em Satide.



2. Parametros analiticos
2.1. Funcao tiroideia

A tiroide, uma das maiores glandulas enddcrinas, é composta por dois I6bulos que estao unidos por
um istmo. Apresenta um formato de borboleta e encontra-se localizada em torno da traqueia.

A glandula tiroide e as suas hormonas atuam no desenvolvimento dos drgaos e influenciam o
controlo homeostatico dos mecanismos fisioldgicos fundamentais, como o crescimento corporal e o
gasto de energia (2). A tiroide é requlada através de um mecanismo fisioldgico de retroacao negativo que
envolve o eixo hipotalamo-hipdfise-tiroide (HPG). No hipotdlamo, a hormona libertadora de tirotropina
(TRH) estimula a adeno-hipdfise a produzir a hormona estimulante da tiroide (TSH), por conseguinte, a
TSH é responsavel pela libertacao e requlacao das hormonas triiodotironina (Ts) e tiroxina (T4) (3).

A avaliacao da funcao tiroideia, através do doseamento das concentracoes de hormonas da tiroide
circulantes e de TSH, é considerada a abordagem mais precisa e confidvel para diagnosticar hipofuncao
ou hiperfuncao da glandula tiroideia (4). Por outro lado, a doenca autoimune da tiroide, uma doenca
multifatorial, é geralmente despoletada pelainteracao entre carateristicas genéticas e fatores ambientais,
as quais sao acompanhadas pela presenca de autoanticorpos, incluindo o anticorpo tiroglobulina, o
autoanticorpo contra o recetor da TSH e o anticorpo peroxidase especifica da tiroide (5).

A TSH, ou tirotropina, apresenta um padrao circadiano que permite reqular o metabolismo humano,
nomeadamente a funcao do sistema nervoso, sistema musculo-esquelético e tecido reprodutivo (6). A
determinacao do nivel da TSH é definida como um método sensivel para avaliar a funcao da glandula
tiroideia, incluindo o diagndstico de hipertiroidismo e hipotiroidismo. O seu doseamento possibilita o
acompanhamento da terapia hormonal de substituicao em pacientes com hipotiroidismo primdrio, e ainda,
da terapia supressiva em pacientes com carcinoma da tiroide derivado do epitélio folicular (7).

As principais hormonas produzidas pela tiroide sao a Ts e a T4, processo que depende de uma
ingestao adequada de iodeto. Enquanto a hormona T, é secretada maioritariamente pela tiroide, a
hormona T3 é essencialmente libertada nos tecidos periféricos, particularmente no figado e nos rins, onde
ocorre a desiodinacao enzimatica da T, dando origem a hormona Ts. Em comparagao com a hormona
tiroxina, a T é a principal forma ativa das hormonas tiroideias, uma vez que liga-se mais avidamente aos
recetores da tiroide. A T, e a T3 sao hormonas lipofilicas, e assim sendo, circulam acopladas a proteinas
de transporte, tais como a globulina de ligacdo a tiroxina (TBG), a albumina e a transtirretina.

A determinacao da T, total, conjugada a proteinas transportadoras, reflete nao sé a fragao livre da
hormona, como também, a fracdo que estd ligada a proteina. Assim, qualquer condi¢ao que altere os niveis
das proteinas de transporte, em especial da TBG, pode resultar em niveis anormais de tiroxina e conduzir
a avaliacoes errdneas do estado metabdlico da tiroide (8). A fracao livre da hormona T, (FTa),

biologicamente ativa, permite a ligacao imediata aos recetores nucleares. Contrariamente a T, total,
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condicoes que afetam a TBG, como gravidez ou doenca aguda, nao interferem com o doseamento de FT,
(9,10). Na prética clinica, a determinagao da F T4, é o teste de rotina mais solicitado para avaliar o estado da
tiroide. Por outro lado, o doseamento da T, € realizado para o diagndstico de distudrbios da glandula
tiroideia e monitorizacao da terapéutica de supressao da TSH (4).

A determinacao da T3, igualmente como ocorre com a hormona T, esta sob influéncia das proteinas
de transporte. No entanto, como é formada essencialmente fora da tiroide, a sua interpretacao clinica ira
refletir principalmente o estado funcional do tecido periférico e nao o desempenho secretor da glandula
tiroideia. O doseamento da FTs apresenta a mesma vantagem do que a hormona FT,, no que concerne ao
efeito das proteinas de ligagao na concentracao das hormonas. Na pratica clinica, a determinagao sérica
de Tstotal e livre, apresenta uma utilidade limitada no diagndstico de hipotiroidismo, dado que, os seus
niveis apresentam-se frequentemente normais (7). Por outro lado, o doseamento da Ts total pode ser
utilizado no diagndstico de hipertiroidismo da T3 e na indicagao de um diagndstico de tirotoxicose facticia
(ingestao excessiva de T3 ou T,) (11). A determinacao da FTs é essencial para reconhecer as diferentes
formas de hipertiroidismo.

Os anticorpos contra o recetor da TSH (TRAbs) sao frequentemente encontrados em doencas
autoimunes da tiroide (12). 0 TRAb comporta-se como anticorpo estimulador da tiroide, ao competir com
a TSH pela ligacao ao seu recetor. Essa estimulacao induz o crescimento da tiroide, aumenta a
vascularizacao da glandula, conduzindo também a um aumento na producao e secrecao das hormonas
tiroideias (7). Existem ainda dois outros tipos de TRAbs: anticorpo que atua como antagonista da TSH,
denominado TRAb blogueador e, anticorpo neutro, que ndo afeta a ligacao da TSH (12). Na pratica clinica,
adeterminacao do TRAb é usada no diagndstico diferencial de hipertiroidismo de Graves e na previsao de
tirotoxicose fetal (9). Como os niveis do TRAb nao sdo detetdveis na populacdo em geral, é um teste
especifico para o diagndstico da doenca de Graves.

A tiroglobulina (Tg) produzida pelas células foliculares da tiroide, é a glicoproteina expressa em
maior abundancia na glandula tiroideia. No metabolismo do iodo, a Tg exerce fun¢des importantes,
nomeadamente, no armazenamento de iodo no interior da tiroide e como matriz para a biossintese das
hormonas Ts e T4(13). Nos tirdcitos, quando as hormonas da tiroide sdo secretadas, a maior parte da Tg é
reabsorvida e degradada proteoliticamente. No entanto, ha a possibilidade de pequenas quantidades de
Tg serem libertadas para a corrente sanguinea, juntamente com Tse T.. Assim, concentracoes baixas de
Tg podem ser encontradas em individuos sauddveis sem doencas da tiroide associadas (7). A
determinacao da Tg é utilizada, principalmente, como auxiliar na monitorizacao de pacientes com
carcinoma diferenciado da tiroide, que realizaram tiroidectomia (remocao da tiroide) (9). Umavez que a Tg
é produzida exclusivamente pelas células foliculares da tiroide, sera expectavel que, nestes pacientes, 0s

niveis de Tg sejam indetetdveis. Consequentemente, o reaparecimento de Tg apds tiroidectomia é



indicativo de doencaresidual ou recorréncia do cancro (14). A presenca de anticorpos de tiroglobulina pode
causar interferéncia no doseamento da Tg e, consequentemente, originar interpretacdes incorretas (9).

Em pacientes com doencas autoimunes da tiroide, a destruicao da glandula tiroideia induz a
alteracdes estruturais na Tg e, consequentemente, a producao de anticorpos contraa Tg (ATg) (15). 0 ATg
é um anticorpo intra-folicular, utilizado como biomarcador para autoimunidade tiroideia. Do ponto de vista
clinico, no diagndstico de disfuncao tiroideia, o ATg nao €é tao sensivel ou especifico como o anticorpo
peroxidase especifica da tiroide, uma vez que a sua concentracao se apresenta elevada em 10% da
populacdo, principalmente nas mulheres (9). Contudo, a determinacdo do ATg é recomendada no
acompanhamento de pacientes com carcinoma diferenciado da tiroide, de modo a assegurar a
confiabilidade no doseamento sérico da Tg (16).

A peroxidase da tiroide (TPO) é a enzima responsavel pela biossintese das hormonas tiroideias que
catalisa aiodinacao e aincorporacao de residuos de tirosina a Tg, promovendo a sintese de Ts e T4 (13,17).
Em doencas autoimunes da tiroide, tais como tiroidite de Hashimoto e doenca de Graves, estao presentes
autoanticorpos que atuam contra a funcao da TPO (18,19). Os anticorpos TPO (ATPO), por ativacao da
cascata do complemento ou por citotoxicidade mediada por células, tém a capacidade de danificar os
tirdcitos (20). A presenca de niveis elevados de ATPO é um indicador de doenca, sendo frequentemente
utilizado como marcador para o diagnéstico de doencas autoimunes da tiroide, principalmente, no
diagndstico de tiroidite de Hashimoto (7).

A tiroide contém uma segunda populacao de células produtoras de hormonas, denominadas células
parafoliculares ou células C, que fazem parte do sistema neuroenddcrino e sintetizam principalmente
calcitonina (2). A calcitonina é uma hormona polipeptidica, que esta envolvida no metabolismo do calcio e
do fésforo e a sua libertacao é estimulada em funcao dos niveis séricos elevados de calcio e da secrecao
da hormona gastrina (21). A calcitonina, além de ser produzida pelas células parafoliculares, estd
igualmente presente nos pulmoes, na bexiga, no intestino delgado e no figado. Deste modo, patologias
como insuficiéncia renal, hiperparatiroidismo, neoplasias neuroenddcrinas, bem como vdrios farmacos,
podem induzir o aumento da concentracao de calcitonina (21). A determinagao de calcitonina é (til no
diagndstico e acompanhamento de doencas que envolvam a tiroide e paratiroide, nomeadamente no

carcinoma medular da tiroide e na hiperplasia de células C (22).

2.2. Marcadores tumorais

A

Nas células neoplasicas, as sucessivas mutacdes que ocorrem conduzem a alteracao do
metabolismo celular e a libertacdao de compostos que, embora biologicamente inativos, podem ser
analiticamente detetaveis nos fluidos corporais (23,24). Um marcador tumoral é descrito como um

produto molecular expresso por um tecido neopldsico, metabolizado ou secretado por um tumor (25).



Estas substancias libertadas na circulagao sao encontradas em células, tecidos ou fluidos corporais,
podendo ser determinados qualitativa ou quantitativamente, por métodos de biologia molecular, quimicos
ou imunoldgicos.

Para que o doseamento de um marcador tumoral seja clinicamente (itil, o resultado deve indicar
claramente os pacientes que apresentam um tumor. Assim, um marcador tumoral ideal, deve ser
especifico para um tdnico tipo de cancro e sensivel o suficiente para detetar tumores pequenos, de modo a
permitir um diagndstico precoce (23). A concentracao do marcador tumoral deve correlacionar-se de
forma confidvel com a carga tumoral, refletindo com precisao qualquer progressao ou regressao do tumor
(26). Na prdtica, os marcadores tumorais sao mais (teis na avaliacao da progressao do estado dadoenca,
antes de iniciar a terapia e na monitorizacao durante as modalidades do tratamento.

Existem muitos esquemas de classificacao dos marcadores tumorais tendo por base diferencas na
sua origem, estrutura, funcao bioldgica ou a relacao com a formacao do tumor (26). Assim, os marcadores

tumorais podem agrupar-se em:

I.  Antigénios oncofetais
Il.  Citoqueratinas

lll.  Enzimas

IV.  Glicoproteinas

V. Hormonas

Antigénio especifico da prdstata

0 antigénio especifico da prdstata (PSA) é uma serina protease pertencente ao grupo das
calicreinas (27). Esta glicoproteina, codificada pelo gene KLK; é produzida quase exclusivamente pelas
células epiteliais do tecido prostatico, benigno e maligno. Os ductos glandulares, geralmente fornecem
uma barreira eficiente que evita a presenca de concentracées elevadas de PSA na circulagao.

0 PSA é secretado no plasma seminal, apresentando como fun¢ao a liquefacao do sémen,
aumentando a motilidade dos espermatozdides (28,29). O PSA circulante estd principalmente
complexado com inibidores de protéases, sendo que, aproximadamente 65 a 95% do PSA forma um
complexo com o-1-antiguimiotripsina (PSA-ACT) (30). Uma pequena porcao de PSA é considerada
biologicamente inativa e apresenta-se na sua forma livre, denominada PSA livre (fPSA). O PSA sérico
(tPSA) compreende as formas PSA complexado e livre.

Os niveis séricos de PSA encontram-se aumentados em contextos de inflamacao ou neoplasia.
Nestas condicdes, ocorre a perda da arquitetura do tecido prostatico e o PSA é libertado para a circulacao
(29). Consequentemente, os niveis de PSA complexado irdo igualmente aumentar. Nos pacientes em que

o doseamento do tPSA se encontra entre 4 e 10 ng/mL (a denominada zona cinzenta), a determinacao da
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pequena quantidade de PSA que se encontralivre pode ser utilizada para calcular o ratioentre fPSA e tPSA
(%fPSA), 0 que auxilia na diferenciacao de uma situacao maligna, como o cancro da préstata, ou de uma
situacdo benigna, nomeadamente, a hipertrofia benigna da prdstata (31). Em homens com cancro da
prostata, foi descrito que a proporcao de %fPSA para tPSA encontra-se diminuida (31). Assim, quanto
menor 0 %fPSA, maior a probabilidade de cancro da préstata.

O PSA é um biomarcador precioso para determinar o progndstico, estratificar o risco no momento
da cirurgia e para monitorizar o tratamento de pacientes com cancro da prdstata (31). Contudo, a utilizacao
do PSA como biomarcador € limitada pela sua baixa especificidade. Sendo o PSA especifico do 6rgao, a
sua presenca em concentracoes elevadas pode dever-se nao s a existéncia de cancro da glandula
prostatica, mas também a condicdes nao malignas, tais como na hipertrofia benigna da prdstata e

prostatite (28).

Antigénio carcinoembrionadrio

0 antigénio carcinoembriondrio (CEA) é uma glicoproteina envolvida na adesao celular, pertencente
ao grupo dos antigénios oncofetais (32,33). Por norma, a sua formacao ocorre durante o periodo
embriondrio e fetal, contudo, antes do nascimento, a sua producao €é suprimida (34). Este antigénio é
expresso por células da mucosa e esta associado principalmente ao cancro colorretal.

Como existem vdrias etiologias nao malignas que apresentam niveis elevados de CEA, a utilizacao
deste marcador como ferramenta de rastreio para o cancro nao é recomendada (32). Ainda que o CEA seja
um marcador tumoral muito inespecifico, o seu valor laboratorial, quando muito elevado, esta sempre
associado a malignidade (32). Atualmente, o seu uso clinico esta indicado para vigilancia de recorréncia do
cancro colorretal (35). 0 CEA é também um marcador tumoral para outras doencas malignas, que podem

ocorrer na mama, ovario, figado, estdbmago e pancreas (35,36).

Antigénio carbohidrato 125

O antigénio carbohidrato 125 ou, simplesmente CA 125, pertence a maior classe de mucinas
associadas a membrana (37). Esta glicoproteina, igualmente conhecida como mucina 16 (MUC 16), é
normalmente expressa no revestimento epitelial de varios érgaos, de que sao exemplo a superficie ocular,
o trato reprodutivo feminino e o revestimento mesotelial da cavidade abdominal (38). 0 CA 125 funciona
como barreira contra agressoes externas e auxilia na lubrificacdo e manutencao das mucosas (38).

Como biomarcador, o CA 125 é indicado para monitorizar o cancro epitelial do ovario, assim como,
para o diagndstico de massas pélvicas (39). Contudo, a sua expressao anémala foi tambhém observada em
outras doencas malignas, incluindo cancro da mama, pancreas e pulmao (38). Da mesma forma, em
pacientes com doenca hepdtica e pancreatica, gravidez, endometriose, doenca inflamatdria pélvica e

derrames pleurais, o nivel de CA 125, pode também apresentar-se aumentado (31).



Na detecao do cancro do ovario, 0 CA 125 tem uma sensibilidade limitada, uma vez que, apenas 50%
das mulheres no estadio inicial apresentam niveis aumentados deste biomarcador. A especificidade do CA
125 apresenta-se igualmente comprometida, pois muitas condicoes inflamatdrias na drea abdominal e
outras doencas malignas nao ovarianas podem conduzir ao seu aumento, o que frequentemente pode
levar a falsos positivos (37). Devido a sua baixa especificidade e sensibilidade limitada, o uso isolado do

CA 125 no rastreio da detecao de cancro do ovdrio nao é favoravel.

Antigénio carbohidrato 19-9

0 antigénio carbohidrato 19-9 (CA 19-9) é uma glicoproteina relacionada com o antigénio
monosializado do grupo sanguineo Lewis A (40). A sua sintese ocorre nas células pancreaticas e nos
ductos biliares, bem como nos epitélios gastrico, do colén, do endométrio e glandulas salivares (41,42). No
entanto, pacientes com fendtipo sanguineo Lewis negativo, aproximadamente 6% da populacao
caucasiana e cerca de 22% da populacao nao caucasiana, sao incapazes de sintetizar o CA19-9 (42).

0 CA 19-9 é clinicamente usado como um marcador tumoral em pacientes com cancro
gastrointestinal, principalmente pancredtico ou colangiocarcinoma (43). Contudo, pode apresentar-se
elevado em processos benignos como doenca hepdtica (cirrose), pancredtica (pancreatite), respiratdria
(fibrose pulmonar), insuficiéncia renal ou em doencas autoimunes (40,43).

Devido ao baixo valor preditivo positivo, a determinacao sérica do CA 19-9, nao pode ser usada
como marcador de rastreio. Porém, a monitorizacao sequencial do CA 19-9 pode ser dtil no
acompanhamento de pacientes durante a quimioterapia, de modo a avaliar a eficdcia do tratamento (42).
Por outro lado, resultados falsos negativos podem ser observados em pacientes Lewis negativo,
diagnosticados com doenca maligna (43). Assim, a interpretacao do significado da elevacao do CA 19-9

deve ser efetuada de forma prudente.

Antigénio carbohidrato 15-3

Na superficie apical da maioria das células epiteliais glandulares e, em menor quantidade, nas
células hematopoiéticas, ocorre a expressao do antigénio carbohidrato 15-3 (CA 15-3), conhecido
igualmente como mucina1(44,45).

A nivel clinico, o CA 15-3 é o biomarcador mais amplamente utilizado em pacientes com cancro da
mama, principalmente direcionado para monitorizar a terapéutica na presenca de doenca metastatica
(46). No processo de metdstase, sucede-se a disrupcao da membrana basal das células malignas, o que
reflete 0 aumento dos niveis de CA 15-3, sendo o antigénio detetavel no soro (47). O excesso de CA 15-3
pode também ser associado a tumores benignos da mama, assim como a cancro do pulmao, ovdrio,

pancreas e intestino.



Alfafetoproteina

A familia da albumina para além de conter a albumina sérica, a proteina de ligacao da vitaminaDe a
afamina, inclui também a alfafetoproteina (AFP) (48). A sua sintese inicia-se com a hematopoiese
embrionaria no saco vitelino, que ocorre predominantemente no figado. Porém, no trato gastrointestinal
em desenvolvimento ha também a producao de niveis significativos de AFP. Durante a vida fetal, a AFP
permite a manutencao da pressao oncdtica e, devido a sua capacidade de ligacao a algumas moléculas,
desempenha funcdes de transporte de metais pesados, acidos gordos e bilirrubina (48,49).

Em condicoes fisioldgicas, os recém-nascidos apresentam niveis elevados de AFP no nascimento,
sendo que durante as primeiras 24 horas os niveis de AFP diminuem gradualmente e permanecem baixos
ao longo da vida adulta (49). O reaparecimento de AFP na circulacao estad associado a condicdes
patoldgicas, como tumores malignos do figado, estdbmago, pancreas e sistema reprodutivo (50). No
entanto, a AFP é usada principalmente como marcador seroldgico no diagndstico e monitorizacao do
carcinoma hepatocelular. A concentracao de AFP também pode estar aumentada em contexto nao

tumoral, nomeadamente na gravidez, doenca hepatica crdnica, hepatite ou regeneracao do figado (31).

Subunidade p da hormona gonadotrofina coriénica humana

A hormona gonadotrofina coriénica humana (hCG) é uma hormona que pertence a classe das
gonadotrofinas, secretada maioritariamente pela placenta durante a gravidez (51). Como marcador
tumoral, a subunidade B da hCG (B-hCG) estd frequentemente associada a doenca trofoblastica
gestacional e a tumores de células das linhas germinativas (52,53). As determinacdes da hCG sao
igualmente usadas na avaliacao de mulheres com suspeita de gravidez ectdpica, em conjunto com outros

marcadores para o rastreio de cromossomopatias (descritos no Capitulo 2 - 24) (52).

Enolase neuro especifica

A enolase neuro especifica (NSE), também conhecida como y-enolase, é uma proteina cerebral
soltvel que esta localizada tanto no citoplasma dos neurdnios centrais e periféricos, como nas células
neuroenddcrinas (54). Esta enzima glicolitica permite a conversao anaerdbica da glicose em metabolitos
adequados para a oxidacao (55). Umaisoforma de NSE estd presente nas células sanguineas circulantes,
particularmente nos eritrdcitos e nas plaguetas. Consequentemente, a hemdlise pode induzir um aumento
nos niveis de NSE, o que nao reflete as condic6es in vivo (56).

Atualmente, a NSE é reconhecida como o marcador tumoral mais confidvel para o
acompanhamento de pacientes com tumores neuroenddcrinos, principalmente carcinoma de pequenas

células do pulmao e neuroblastoma (57). O seu doseamento auxilia ndo sé o diagndstico, como também o

estudo da extensao da proliferacao maligna e a resposta ao tratamento. Por outro lado, niveis séricos de



NSE podem estar aumentados em casos de dano ao tecido cerebral como lesao cerebral traumatica ou

acidente vascular cerebral (55).

Antigénio carbohidrato 72-4

0 marcador tumoral antigénio carbohidrato 72-4 (CA 72-4) é um antigénio glicoproteico libertado
durante a expansao das células tumorais, nomeadamente em tumores gastrointestinais, cancro do
pancreas, endométrio e ovario (58,59).

Quando o CA 72-4 é usado em associacao com outros marcadores tumorais, pode ser observado
um aumento na sua sensibilidade sem alteracdes substanciais na especificidade geral, melhorando a
possibilidade de monitorizacao dos pacientes. Assim, 0 CA 72-4 em associacao com o CEA e CA19-9 tem
utilidade clinica em cancros gastrointestinais ou com o CA 125 para cancro do ovario (60). Por outro lado,
algumas condicoes inflamatdrias benignas como pancreatite, cirrose, endometriose e tumores benignos

do ovario, mostraram resultar em niveis aumentados de CA 72-4 (61).

Cyfra 21-1

As citoqueratinas sao um grupo de proteinas estruturais mais abundantes nas células epiteliais, que
formam subunidades de filamentos intermédios. Estao principalmente envolvidas na protecao das células
epiteliais ao stress mecanico e nao mecanico podendo resultar em morte celular (62). O Cyfra 21-1é um
fragmento sollvel da citoqueratina 19, uma citoqueratina dcida pertencente ao tipo |, que tanto pode ser
encontrada nas células epiteliais normais como malignas.

Como marcador tumoral, o Cyfra 21-1, tem utilidade clinica no diagndstico e progndstico no cancro
do pulmao de nao-pequenas células, como no carcinoma da cabeca e pescoco. Os residuos soldveis de
citoqueratina 19 podem ser libertados na corrente sanguinea ap6s a morte das células malignas e,
portanto, o seu nivel correlaciona-se muito bem com a massa tumoral ou mais especificamente com a

necrose tumoral (63,64). Assim, niveis elevados de Cyfra 21-1sdo indicadores de mau progndéstico.

Cromogranina A

A cromogranina A (CgA) é uma proteina monomeérica que esta predominantemente localizada na
medula adrenal, no trato gastrointestinal e na adeno-hipdfise. A CgA atua como pro-hormona e apgs
sofrer modificagdes pds-traducionais origina péptidos biologicamente ativos, envolvidos em diferentes
funcdes bioldgicas, nomeadamente na modulacao negativa da funcao neuroenddcrina (65,66).

A principal utilidade da CgA como marcador tumoral é na avaliacao de tumores neuroenddcrinos,
especialmente para o diagndstico e tratamento de feocromocitoma, pararaglanglioma, neuroblastoma e
neoplasias de origem gastroenteropancredtica (65,66). A sensibilidade da CgA no diagndstico e no

tratamento de tumores de neuroenddcrinos depende do grau de diferenciacao da neoplasia, do sitio
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primdrio e da extensao da doenca (31,65). Por outro lado, existem varias condicées nao oncoldgicas
caraterizadas por um aumento na concentracao sérica de CgA, tais como o consumo de farmacos
inibidores da bomba de protdes, pancreatite, hepatite crénica e doencas inflamatdrias intestinais, o que

afeta a especificidade do teste de forma consideravel (67).

Metabolitos diversos

0 eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal (HPA) envolve vdrias vias de feedback bioguimico entre o
hipotdlamo, a glandula hipofisaria anterior e as glandulas adrenais (68). Este é o principal sistema
neuroenddcrino que, em conjunto com o sistema nervoso simpatico, mantém a homeostasia do corpo
(69). As glandulas adrenais, posicionadas hilateralmente na parte superior dos rins, apresentam funcoes
principalmente relacionadas com a resposta ao stress. Esta glandula pode ser subdividida nas regioes do
cortex e medula, com o cértex adrenal produtor de corticosterdides e a medula adrenal produtora de
catecolaminas (70).

Na prdtica clinica, as catecolaminas plasmaticas, urindrias e os seus metabolitos sao essenciais
para o diagndstico de neoplasias do sistema simpatico-adrenal. O feocromocitoma e o paraganglioma sao
tumores neuroenddcrinos raros, com origem nas células cromafins da medula suprarrenal e nos ganglios
do sistema nervoso periférico, respetivamente (71,72). Estes tumores segregam catecolaminas,
principalmente norepinefrina e epinefrinas, causando hipertensao, cefaleia, sudorese e palpitacoes
(72,73).

2.3. Hormonas dafertilidade e dafun¢ao gonadal

A reproducado e a fertilidade sao reguladas por hormonas do eixo hipotdlamo-hipéfise-gonadal
(HPG), que influenciam muitos processos relacionados com o desenvolvimento, maturacao e
envelhecimento (74). A continuacdo da espécie e o sucesso reprodutivo dependem de muitos
neuropéptidos e sistemas hormonais que atuam em conjunto para garantir uma funcao reprodutora
normal e regular o comportamento sexual (75).

Para a avaliacao do funcionamento das génadas sao determinadas, na seccao de Hormonologia, as
seguintes hormonas: hormona luteinizante, hormona foliculo estimulante, progesterona, testosterona
total e livre, prolactina, estradiol, subunidade B da hormona gonadotrofina coriénica humana, proteina de
transporte das hormonas sexuais, hormona anti-Mulleriana, dehidroepiandroestenediona-sulfato, A4-
androestenediona e 17-hidroxiprogesterona.

O controlo hipotalamico da reproducao é coordenado pela libertagao da hormona libertadora de
gonadotrofinas (GnRH). A ligacao e ativacao do recetor da GnRH nas células gonadotrofinas da

adenohipdfise conduz a secrecao da hormona foliculo estimulante (FSH) e da hormona luteinizante (LH).

n



Por sua vez, as gonadotrofinas (FSH e LH) sao libertadas na circulacao geral para estimular a
esteroidogénese, a gametogénese, a secrecao de hormonas peptidicas e o crescimento das génadas (76).
A FSH e a LH sao glicoproteinas compostas por uma subunidade alfa comum e uma subunidade
beta especifica. Nos homens, os recetores da LH presentes nas células de Leydig e os recetores de FSH,
expressos predominantemente pelas células de Sertoli, estimulam a sintese de testosterona e a
maturacao dos espermatozoides, respetivamente. Por outro lado, nas mulheres, a LH e a FSH sao
essenciais para a producao de estrogénios e progesterona. Nos ovarios, a LH controla a esteroidogénese
ao atuar sobre as células tecais e da granulosa. Os perfis de secrecao das gonadotrofinas sao também
sexualmente dimdrficos, diferindo entre homens e mulheres. Ao passo que a secrecao pulsatil de LH
permanece constante no sexo masculino, esta varia ao longo do ciclo menstrual feminino, com pulsos de
baixa frequéncia durante a fase Ititea do ciclo e pulsos de alta frequéncia na fase folicular. A interrupcao
das vias de sinalizagao entre as gonadotrofinas e o eixo HPG estao associadas a doencas e disturbios
reprodutivos. A determinacao da concentracao da LH e da FSH é indicada para diagnosticar disttrbios
hipofisdrios, para avaliar pacientes com suspeita de hipogonadismo, infertilidade e prever a ovulacao.

A progesterona, uma hormona essencial no processo de reproducao, é produzida principalmente
pelo corpo ldteo e placenta (77,78). Durante a idade reprodutiva feminina, as concentracdes sanguineas
de progesterona sao baixas nafase folicular do ciclo menstrual e, aumentam conforme o desenvolvimento
do corpo ltiteo (79). Caso ndo ocorra a fertilizacdo do 6vulo, os niveis de progesterona diminuem e o corpo
liteo regride antes de ocorrer a menstruacao. A progesterona é um marcador importante para avaliar a
ovulacdo e o corpo liteo, no diagndstico de infertilidade e para monitorizar a viabilidade fetal (77,80).

A testosterona, o androgénio mais abundante nos homens, é uma hormona esteroide sintetizada
predominantemente nos testiculos (81). Nas mulheres, pequenas quantidades de testosterona sao
também produzidas nos ovdrios. Na corrente sanguinea, a testosterona circula ligada avidamente a
proteina de transporte das hormonas sexuais, fracamente ligada a albumina e como fracao livre
metabolicamente ativa (81,82). As indicacdes clinicas para a determinacao da testosterona livre e total
incluem deficiéncia na producao de androgénios nos homens, como hipogonadismo e, sinais de excesso
de androgénios nas mulheres, como sindrome do ovdrio poliquistico (PCOS) e hirsutismo (81-83).

A prolactina é uma hormona proteica sintetizada e secretada por células especializadas da adeno-
hipdfise, os lactotrofos (84). A principal funcao atribuida a prolactina é estimular a proliferacdo e
diferenciacao das células mamdrias necessdrias para a lactacao (85). A determinacao da prolactina é
indicada no diagnéstico de hiperprolactinemia, amenorreia, galactorreia e hipogonadismo (85,86).

Os estrogénios influenciam diversos sistemas presentes em ambos os sexos. Nas mulheres, o
estradiol é principalmente produzido pelos foliculos em desenvolvimento nos ovdrios, pelo corpo ltiteo e
pela placenta, nos homens, a producao de estradiol ocorre nos testiculos (87). O estradiol requla o

desenvolvimento, maturacao e funcionamento do trato reprodutivo feminino. A quantificacao de
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estrégenos facilita a avaliagao clinica de doencas como hipogonadismo, hirsutismo, PCOS, amenorreia,
cancro da préstata, tumor dos testiculos e do ovdrio (88).

A hCG (hormona gonadotrofina coriénica humana) secretada principalmente pela placenta é um
andlogo placentdrio da LH (89). No contexto de gravidez, a determinacao da B-hCG permite monitorizar a
gestacao. Logo ap6s a concecao, as células trofoblasticas comecam a produzir hCG, que atua nas células
do corpo ltiteo para promover a producao de progesterona (80).

A proteina de transporte das hormonas sexuais (SHBG), uma glicoproteina homodimérica

produzida pelos hepatdcitos, tem como principal funcao o transporte das hormonas esteroides sexuais. A
SHBG regula a biodisponibilidade dos androgénios (dihidrotestosterona e testosterona) e, com menos

afinidade, a do estradiol, através das respetivas taxas de depuracao metahdlica (90,91). Concentracoes
anormalmente baixas de SHBG sao frequentemente observadas em mulheres diagnosticadas com PCOS
e contribuem para sintomas de hiperandrogenismo, como hirsutismo, acne, alopecia androgénica e
virilizacao (90-92). Assim, a determinacao da SHBG é importante no diagndstico e acompanhamento de
pacientes que apresentem os sintomas referidos anteriormente.

A hormona anti-mulleriana (AMH) é uma glicoproteina dimérica produzida pelas génadas de
individuos de ambos os géneros. Nos homens, a secrecao de AMH pelas células de Sertoli é responsavel
pela regressao dos ductos de Muller, permitindo a diferenciacao sexual masculina (93). No ovadrio, a
libertacao de AMH pelas células da granulosa ocorre somente as 36 semanas de gestacao, o que permite
o desenvolvimento das trompas, do ttero e da parte superior da vagina, a partir dos ductos de Muller (94).
Na pratica clinica, a AMH é um conhecido marcador da funcao ovdrica, em particular na avaliacao do
aspeto quantitativo da reserva ovdrica. A AMH desempenha um papel crescente na previsao do inicio da
menopausa, na amenorreia iatrogénica e na resposta ovarica a estimulacao em técnicas de reproducao
humana assistida (94,95).

A dehidroepiandroestenediona (DHEA) é uma hormona esteroide produzida no cértex adrenal a
partir do colesterol. Uma porcao significativa da DHEA € secretada na forma de sulfato de
dehidroepiandroestenediona (DHEA-s), sendo esta a principal hormona presente na circulacao (96). Nas
gonadas, a DHEA atua como esteroide intermedidrio nas vias de sintese de testosterona e de estradiol
(96,97). 0 metabolismo da DHEA é clinicamente significativo nas patologias que apresentam disttrbios
na producao de esteroides sexuais e declinio da funcao gonadal (98).

A Ad-androstenediona, presente nas gdnadas e nas glandulas suprarrenais, é ahormona centralna
biossintese de androgénios (99). O seu interesse clinico é particularmente relevante nos casos de
hirsutismo e virilizacao, nos quais a A4-androstenediona é o Unico androgénio que se apresenta,
frequentemente, elevado (99,100). A determinacao da A4-androstenediona é dtil no diagndstico de
deficiéncias enzimdticas na sintese de hormonas esteroides e na suspeita de tumores produtores de

androgénios (100).
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A 17-hidroxiprogesterona é um produto intermedidrio da via de sintese de hormonas esteroides
formadas a partir do colesterol. A determinacdo da 17-hidroxiprogesterona é particularmente importante
no diagndstico de hiperplasia suprarrenal congénita, uma doenca caraterizada pela deficiéncia hereditdria

de 21-hidroxilase, na qual a 17-hidroxiprogesterona € o substrato (101).

2.4. Marcadores de hipertensao

0 sistema-renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) é um sistema neuroenddcrino complexo,
responsdvel pela requlacao da pressao arterial e homeostasia dos fluidos corporais (102,103). A ativacao
deste reflete os seus efeitos em todos os 6rgaos ao afetar a proliferagao celular, ainflamacao e a fibrose
(104). Contudo, a desregulacao do SRAA ou a ativacdo crénica induz hipertensdao, bem como a
perpetuacao de uma cascata pro-inflamatdria e pré-trombdtica, sendo um fator importante na
fisiopatologia de doencas cardiovasculares (102,104).

A cascata hormonal do SRAA inicia-se com a enzima renina, produzida a partir das células
justaglomerulares do rim. Na primeira etapa, a renina regula o passo limitante do sistema, ao clivar o
angiotensinogénio para formar a angiotensina | (Ang 1), que por sua vez é catalisada em angiotensina I
(Ang 1) pela enzima conversora da angiotensina (ECA) (105). Finalmente, a Ang Il estimula a secrecao de
aldosterona a partir da glandula adrenal.

A sintese e secre¢ao da renina é modulada pelo estado hemodinamico, pela atividade do sistema
nervoso simpatico e pelas concentracdes de sddio (106,107). A sua determinacao apresenta relevancia
fisioldgica e clinica em pacientes com hipertensao, sendo utilizada no rastreio de formas secundarias de
hipertensao, como no hiperaldosteronismo primario (106,108).

A aldosterona é uma hormona mineralocorticéide secretada pelas glandulas suprarrenais,
responsdvel pelos processos de reabsorcao de sddio e excrecao de potdssio (109). A secrecdo excessiva
de aldosterona, resultante de insuficiéncia adrenocortical, constitui uma das causas mais frequentes de
hipertensao secunddria (110). Para o rastreio desta patologia, as diretrizes de prdtica clinica atuais,
recomendam a determinacao da relacao aldosterona-renina. A aldosterona pode igualmente ser
determinada numa colheita de urina de 24 horas. No soro a sua concentracdao esta dependente da
producao pulsatil da hormona, enquanto que na urina de 24 horas esta presente a producao diaria total de
aldosterona (109,111). Assim, a avaliacao bioquimica das concentraces urindrias da hormona podem

complementar o rastreio com informacdes adicionais.
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2.5. Marcadores cardiacos

Os marcadores cardiacos desempenham uma funcao importante na detecao de episddios
isquémicos e dispneia cardiaca, principalmente em pacientes com sindrome corondria aguda e
insuficiéncia cardiaca (112). O diagndstico precoce é de extrema importancia para instituir a terapia e,
possivelmente, reverter o dano miocdrdico.

Vdrios marcadores cardiacos sao usados no diagndstico e no tratamento das doencas
cardiovasculares, os quais podem refletir lesdo miocardica, inflamacao e remodelacdo cardiaca (113). Na
sindrome coronadria aguda, os marcadores cardiacos permitem diagnosticar precocemente episddios de
enfarte do miocdrdio (114). Por outro lado, na insuficiéncia cardiaca, os biomarcadores possibilitam a
monitorizacao da doenca a longo prazo e a selecao de uma terapia adequada (114).

Dentro da familia dos péptidos natriuréticos, o péptido natriurético cerebral (ou tipo B) (BNP) é o
biomarcador que auxilia o diagndstico de ambos os tipos de insuficiéncia cardiaca (aguda ou crdnica). A
transcricao dos péptidos natriuréticos € induzida pelo aumento do fluxo sanguineo e da pressao, que
conduz ao estiramento das paredes do miocardio (115,116). No interior dos midcitos ventriculares, o
proBNP é processado proteoliticamente em BNP e no N-terminal-proBNP (NT-proBNP), na qual a porcao
NT-proBNP €é a molécula biologicamente inativa. Na corrente sanguinea, as concentracées normais de
BNP e NT-proBNP sao muito baixas, contudo niveis elevados apresentam valor preditivo positivo para o
diagndstico de insuficiéncia cardiaca (117). A determinacao do BNP/NT-proBNP é particularmente
significativa quando a etiologia de dispneia nao é clara (118).

As troponinas sao um complexo de proteinas reguladoras que, em conjunto com os ides de calcio,
sao responsdveis pela contracao do musculo cardiaco (119). As isoformas T e |, denominadas troponinas
cardiacas, sao atualmente os biomarcadores padrao para o diagndstico laboratorial de enfarte agudo do
miocardio, devido a sua elevada sensibilidade e especificidade para lesao miocardica (120). O ensaio para
a determinacao da troponina T de alta sensibilidade (hs-cTnT), exclusivo dos analisadores da Roche
Diagnostics, € principalmente util nos pacientes com enfarte do miocardio sem elevagao do segmento ST,
0 que possibilita o diagndstico através de um Unico exame e, consequentemente, a aplicacao de uma
terapia precoce (112,121).

A mioglobina, uma hemoproteina presente nos midcitos cardiacos e nas fibras musculares
esqueléticas, atua como tampao das concentragdes intracelulares de oxigénio, bem como reserva de
oxigénio no musculo (122). Devido ao seu baixo peso molecular, apds ocorrer lesao muscular, a mioglobina
é rapidamente libertada para a corrente sanguinea (123). Esta proteina tem sido o hiomarcador de
referéncia para o diagndstico precoce de sindrome corondria aguda, uma vez que, a sua concentracao

plasmdtica aumenta na sequnda hora, apds o inicio dos sintomas (124). Contudo, nas diretrizes atuais, a
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determinagao da mioglobina para o diagndstico de sindrome coronaria aguda sem elevacao do segmento

ST nao é mais aconselhada devido a auséncia de especificidade cardiovascular (125).

2.6. Imunossupressores

Os fdrmacos imunossupressores, administrados na terapia imunossupressora, permitem a
reducao da atividade do sistema imunitdrio. Esta terapia pretende prevenir uma resposta imunitdria
exacerbada, evitando a rejeicao a um transplante de medula ou de 6rgao. A monitorizacao terapéutica de
farmacos (Therapeutic Drug Monitoring — TDM) é essencial para manter a eficdcia dos farmacos
imunossupressores, a0 mesmo tempo que minimiza a sua toxicidade (126). A determinacdo destes
farmacos pode ser realizada antes ou apds a administracao de uma nova dosagem, permitindo, assim,
avaliar a sua cinética. A TDM ajuda o clinico a individualizar a terapéutica e a ajustar as concentracoes do
farmaco, de modo a obter a resposta clinica desejavel, reduzindo o risco de efeitos secundarios
dependentes da concentracao do mesmo (127).

Na seccao de Hormonologia sao doseados os farmacos ciclosporina, tacrolimus, sirolimus e
everolimus, os quais sao classificados como agentes de manutencao, dado que, preveem uma profilaxia
continua contra a rejeicao, ao exercer os seus efeitos nas células T e nas células plasmaticas (128).

Os imunossupressores ciclosporina e tacrolimus sao um grupo de farmacos inibidores da
calcineurina (CNIs). Os seus efeitos ocorrem pela ligacao do farmaco a imunofilinas citoplasmdticas que
resulta na inibicao da atividade da calcineurina e evita a translocacao do fator nuclear das células T
ativadas (NFAT), envolvido na transcricao de genes de citocinas, como a interleucina-2 (IL-2) (129). A
ciclosporina e o tacrolimus aumentam, ainda, a expressao do fator de crescimento transformador B (TGF-
B), um potente inibidor da proliferacao de linfécitos T (130). A nivel celular, ambos os farmacos,
apresentam efeitos semelhantes, porém, o tacrolimus parece ser mais eficiente na capacidade de inibir a
IL-2 e aativacao das células T.

Por outro lado, o sirolimus e o everolimus sao farmacos imunossupressores inibidores do alvo da
rapamicina nos mamiferos (mTOR). Contrariamente aos CNIs, os inibidores do mTOR atuam na fase final
do ciclo celular, ao impedir a progressao da fase G1para afase S (131). 0 mecanismo de imunossupressao
ocorre pela interacao do sirolimus com a proteina de ligacao FK-12 (FKBP-12). Este complexo liga-se e
modula a atividade do mTOR, e consequentemente, a proliferacao de linfécitos em resposta a estimulagao
de citocinas é inibida (132). O everolimus, andlogo estrutural do sirolimus, apresenta um mecanismo de

acao idéntico, contudo, possui uma maior biodisponibilidade e uma semivida mais curta (131).
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3. Controlode qualidade

Num laboratdrio clinico, o controlo de qualidade é um processo vital, que assegura a qualidade dos
resultados, sendo essencial para o diagndstico clinico, e consequentemente, para o paciente (133).

A qualidade dos resultados é alcancada por uma variedade de ferramentas do sistema de controlo
de qualidade, incluindo o programa de controlo de qualidade interno e os programas de garantia de

qualidade externa.

3.1. Controlo de qualidade interno

0 controlo de qualidade interno (CQI) refere-se aos procedimentos que monitorizam e avaliam o
fluxo de trabalho, de modo aidentificar se estd a ser executado de acordo com as especificacoes (134,135).
0 CQl garante uma vigilancia continua do sistema analitico, asseqgurando que os resultados sao confiaveis
o suficiente para serem divulgados (136).

Os graficos de Levey-Jennings sao utilizados para definir limites aos valores de controlo,
permitindo a monitorizacao da variabilidade dos dados de controlo de qualidade. Estes graficos sao
frequentemente aplicados com regras de Westgard, que implementam um conjunto de regras ou
procedimentos individuais, de modo a definir critérios de rejeicao e aceitacao (135). Posteriormente os
resultados sao avaliados utilizando o programa informatico Unity-Real Time.

Para avaliar o desempenho do método em uso, o laboratdrio deve calcular os seus préprios valores
de média, desvio padrao e coeficiente de variacao. A média é um indicador de tendéncia central e, portanto,
relacionado com a precisao ou erro sistematico. Por outro lado, o desvio padrao relaciona-se com a
imprecisao ou com o erro aleatdrio. Relativamente a utilizacao do coeficiente de variacao, este fornece
uma melhor estimativa do desempenho do método quando comparada a precisao numa faixa de
concentracoes (137). Um programa de CQI com valores de desvio padrdo apertados aumenta a
probabilidade de um erro ser detetado pelo operador.

Dependendo do teste em causa, o CQI é efetuado diariamente ou semanalmente. 0 mesmo é
realizado com materiais de controlo comerciais, cuja matriz é idéntica a amostra do paciente,
apresentando uma faixa de concentracdes previamente estabelecida, em dois ou trés niveis, de forma a
cobrir diferentes niveis de decisao médica (136). O CQI pode ainda ser subdividido em dependente ou
independente. O CQI dependente é comercializado pela mesma entidade do analisador utilizado no
laboratdrio clinico, contrariamente o CQI independente é comercializado por uma entidade diferente. A
utilizacao de um CQI independente, garante uma maior confianca na qualidade dos resultados, uma vez
que este é produzido de modo independente dos reagentes, calibradores e analisador que sao utilizados

no laboratdrio.
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3.2. Garantia de qualidade externa

A garantia de qualidade externa (GQE), avalia o desempenho analitico do laboratdrio em relacao a
padroes de referéncia, laboratdrios acreditados ou por comparacao entre laboratdrios que usam o mesmo
método ou equipamento (138).

Nos programas de GQE, o laboratdrio analisa amostras controlo facultadas por uma entidade
externa, num intervalo de tempo predefinido, que na seccao de Hormonologia é uma vez por més (136).
Esta seccao participa em trés programas de GQE, sendo eles o Randox International Quality Assessment
Scheme (RIQAS), External Quality Assurance Services (EQAS) e National External QualityAssessment

Scheme (NEQAS).

4. Metodologia

Os parametros analiticos estudados na seccao de Hormonologia sao determinados,
principalmente, em equipamentos automatizados que utilizam técnicas de eletroquimioluminescéncia e
quimioluminescéncia. No entanto, alguns analitos sao analisados em cromatografia liquida de alta

eficiéncia.

4.1. Imunoensaio

0 imunoensaio é uma técnica analitica comumente utilizada em laboratdrios clinicos, por definicao,
hd a formacao de um imunocomplexo que € resultante da interagao entre um antigénio e um anticorpo
(139). De acordo com os diferentes modos de reacdo, os imunoensaios podem ser divididos em

“imunoensaio sandwich’ e “imunoensaio competitivo”.

= |munoensaio sandwich

No imunoensaio do tipo sandwich sao utilizados dois anticorpos, em que ambos sao
complementares ao antigénio a detetar (140). Numa primeira etapa, ocorre interacao entre um anticorpo
primario e o antigénio de interesse. Posteriormente, a adicao de um segundo anticorpo acoplado a um
marcador, uma molécula produtora de sinal, forma o imunocomplexo em sandwich.

Este método apresenta uma alta especificidade, assim como alta seletividade devido ao uso de
anticorpos combinados (139). Consequentemente, é direcionado a moléculas grandes que exibam uma

area de superficie suficiente para permitir a ligacao de dois anticorpos.
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Nesta técnica a quantidade de antigénio na amostra é diretamente proporcional ao sinal obtido.
Logo, um sinal elevado indica que o antigénio de interesse esta presente na amostra, a uma concentracao

alta.

* Imunoensaio competitivo

0 imunoensaio do tipo competitivo é indicado para moléculas com baixo peso molecular. Esta
técnica emprega um anticorpo que esta presente em quantidade limitada, o antigénio de interesse, e um
antigénio marcado com um material produtor de sinal, podendo ser isétopos radioativos, enzimas ou
fluoréforos (139). Estes constituintes interagem entre si e ambos os antigénios competem pela ligacdo ao
anticorpo.

No fim da reacao, a proporcao de antigénio que estabeleceu interagao com os locais limitados do

anticorpo é inversamente proporcional a concentracao de analito na amostra.

4.1.1. Imunoensaio de eletroquimioluminescéncia (ECLIA)

A luminescéncia corresponde a emissao de luz quando um eletrao num nivel excitado ou superior
de energia regressa ao seu estado fundamental (141142). Na eletroguimioluminescéncia, a reacao é
electroquimicamente estimulada, na superficie de um elétrodo, pela aplicacao de uma corrente elétrica
(143). 0 imunoensaio de eletroquimioluminescéncia € a principal técnica de detecao de imunocomplexos
utilizada na seccao de Hormonologia.

A eletroguimioluminescéncia, principio base dos analisadores Cobas 8000 e Cobas e411, é
independente do modo de formacao do imunocomplexo (competitivo ou sandwich). Este sistema recorre
ao uso de dois anticorpos monoclonais especificos do antigénio, um anticorpo biotinilado e outro marcado
com um complexo de ruténio. Na primeira incubacao, a reacao inicia-se entre os dois anticorpos e a
amostra do paciente. Posteriormente, ao imunocomplexo posicionado num elétrodo, sao adicionadas
microparticulas de estreptavidina, que sob a acao de um campo magnético, permite a separacao das
fracdes ligadas e livres. A utilizacao de uma solucao de lavagem tem como funcao nao s6 remover 0s
constituintes nao ligados, como também, adicionar a reacao a molécula tripropilamina (TPA). Na etapa
final, o sinal quimioluminescente produzido é devido a aplicacao de corrente elétrica que conduz tanto a
excitacao do ruténio como a libertacao de um radical de TPA, que atua como redutor (143). O sinal

quimioluminescente resultante da reacao é entao detetado por um fotomultiplicador.
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4.1.2. Imunoensaio de quimioluminescéncia (CLIA)

Na quimioluminescéncia, a energia emitida sobre a forma de luz é produzida através de uma reagao
guimica, que envolve a oxidacao de um composto organico por um agente oxidante (140,142). A técnica
de quimioluminescéncia (CL) combinada com um imunoensaio (IA), é o método base dos analisadores
UniCel DxI 800 e MAGLUMI 600.

O analisador UniCel DxI 800 utiliza a molécula quimioluminescente dioxetano para detetar e
quantificar reacdes imunoldgicas. A reacao envolve anticorpos conjugados com fosfatase alcalina e
particulas paramagnéticas revestidas com anticorpos, em que ambos sao dirigidos ao antigénio de
interesse. A semelhanca do ECLIA, estes constituintes sao incubados com a amostra do paciente,
permitindo a formacao de um imunocomplexo. De sequida, a adicao do substrato quimioluminescente
dioxetano permite quantificar o analito marcado com fosfatase alcalina (144). A luz emitida pelo produto
de reacao, expressa em unidades relativas de luz (RLUs), é detetada através de um luminémetro.
Posteriormente, o resultado € interpretado consoante os valores de cutoff estabelecidos pela calibracao.

0 analisador MAGLUMI 600, utiliza a molécula amino-butyl-ethyl-isoluminol (ABEI) como
reagente quimioluminescente para marcar diretamente o antigeno ou anticorpo, sem a necessidade de
utilizacdo de uma enzima (145). Neste imunoensaio, a formacao do imunocomplexo ocorre pelainteracao
de anticorpos contra o analito pretendido, no qual fazem parte particulas paramagnéticas, um anticorpo
marcado com ABElI e um outro marcado com fluorescein isothiocyanate (FITC). A reacao por
quimioluminescéncia ocorre quando sao adicionadas ao imunocomplexo duas solucoes ativadoras.

Contrariamente ao analisador UniCel DxI 800, o sinal de luz é detetado por um fotomultiplicador.

4.1.3. Time Resolved Amplified Cryptate Emission (TRACE)

A tecnologia TRACE, presente exclusivamente nos analisadores Kryptor®, esta assente na
transferéncia de energia nao radioativa entre duas moléculas fluorescentes, como resultado de uma
reacao entre um anticorpo e um antigénio (146). Quando a amostra é excitada, a formacao do
imunocomplexo em sandwich permite a transferéncia de energia de uma molécula doadora (fluorocromo
de criptato de eurdpio) para uma molécula recetora (fluorocromo XL 665), resultando na emissao de um
sinal de fluorescéncia. A fluorescéncia especifica, que é proporcional a concentracao de antigénio, podera
ser obtida tanto por selecao espetral, em que ocorre uma separagao em funcao do comprimento de onda,

como por selecdo temporal, ao longo da emissao do sinal de fluorescéncia (147).
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4.2. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

A HPLC, uma técnica avancada de cromatografia liquida, é utilizada para separar uma mistura
complexa, a fim de conhecer individualmente o papel das moléculas (148). Neste método de separacao
fisico-quimico, os componentes a serem separados estao distribuidos entre duas fases imisciveis, uma
fase mdvel (FM) liquida que se desloca através de uma fase estacionaria (FE). Assim, 0s compostos que
apresentam mais afinidade para com a FM irao ser eluidos mais rapidamente do que aqueles que
estabelecem interacoes mais fortes com a FE (149).

0 Agilent 1260 infinity, equipamento de HPLC utilizado na seccao de Hormonologia, permite a
separacao de amostras de urina de 24 horas através de cromatografia em fase reversa. Neste
equipamento, a FM de concentracao constante (isocratica) é bombeada a alta pressao, deslocando os
componentes da amostra através da coluna e, de acordo com a afinidade, entre a FM e a FE ocorre a
separacao dos constituintes. Apds a coluna cromatografica, os analitos atingem um detetor eletroquimico
do tipo amperométrico. Este tipo de detecao baseia-se na propriedade de um composto sofrer oxidacao
ou reducao num elétrodo, quando aplicado um potencial (150). Ao atingirem o detetor, os analitos
produzem uma certa diferenca de potencial, que posteriormente é exibida num cromatograma sob a

forma de picos. No cromatograma, a drea dos picos é proporcional a concentracao de analito.

4.3. Amostras

Na seccao de Hormonologia, 0s parametros bioquimicos sao maioritariamente determinados em
amostras de soro. Porém, alguns analitos especificos sao doseados em amostras de plasma, sangue total
ou urina de 24 horas (Anexo 1- Parametros analiticos e respetiva metodologia).

0O soro € obtido a partir de sangue colhido para um tubo sem anticoagulante que, no seu interior,
contém particulas que ativam a coagulacao e um gel separador. Apds ocorrer a formacao do codgulo, o
tubo é centrifugado a 4500 rpm durante oito minutos, permitindo a separacao do soro dos restantes
elementos celulares. Neste processo, o codqulo é formado pela conversao do fibrinogénio em fibrina, o
gue leva a consequente agregacao de glébulos vermelhos, leucdcitos e plaquetas a matriz de fibrina (151).

Relativamente a colheita para obtencao de plasma, esta é efetuada num tubo com o anticoagulante
K-EDTA (4cido etilenodiaminotetracético dipotdssico), sendo de sequida centrifugado a 2600 rpm
durante seis minutos. Contrariamente ao soro, o plasma apresenta fibrinogénio e os fatores de
coagulacao, aformacao do coaqulo € inibida devido a presenca de anticoagulante no tubo de colheita (151).
As amostras de plasma para determinacao da paratormona, hormona adrenocorticotréfica, metanefrina
e normetanefrina, requerem centrifugacao e conservacdao da amostra a baixa temperatura, uma vez que

apds a colheita, estes metabolitos apresentam-se instdveis devido a degradacao proteolitica (152,153).
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Contudo, no caso especifico da renina, quando o doseamento nao € realizado imediatamente apds a
colheita, o plasma obtido deve ser congelado. Este procedimento evita a transformacao enzimdtica da
prorenina a renina que pode ocorrer a baixas temperaturas, nomeadamente entre 0 e 4 °C (153).

As amostras de sangue total, utilizadas para o doseamento de farmacos imunossupressores, sao
obtidas pelo mesmo método empregue na colheita de plasma. Os fdrmacos imunossupressores estao
fortemente ligados as proteinas plasmaticas nos eritrdcitos (154). Assim, é necessdrio um pré-tratamento
daamostra de sangue total, com um reagente que permita a lise das células sanguineas e precipitacao das
proteinas, de modo a extrair o analito (155).

Na urina de 24 horas, colhida pelo paciente, é possivel quantificar cortisol, péptido C, aldosterona,
metanefrinas, catecolaminas, dcido vanilmandélico, acido homovanilico e acido 5-hidroxi-indolacético.
Parauma colheita correta, o paciente deve rejeitar a primeira urina da manha e recolher no frasco todas as
mic¢oes posteriores, até as 24 horas correspondentes. Durante o periodo de recolha, o frasco contendo a
urina, devera ser armazenado no frigorifico. O doseamento de metanefrinas, catecolaminas, dcido
vanilmandélico, acido homovanilico e dcido 5-hidroxi-indolacético, requer ao paciente, adicionalmente, o
cumprimento de uma restricao alimentar, dois dias antes e durante o dia da colheita, uma vez que alguns

alimentos interferem com os metabolitos a analisar (Anexo 2 — Restricdes alimentares).

5. Conclusao

Nas diversas areas de trabalho da seccao de Hormonologia, este estagio promoveu uma
aprendizagem nao s6 de cariz pratico, como também tedrico, o que fomentou a consolidacao dos
conhecimentos adquiridos durante a fase curricular do Mestrado em Bioquimica em Sadde. A integracao
no meio profissional e o contacto com outros profissionais de saude permitiu desenvolver a capacidade
de trabalhar em equipa e, igualmente, de trabalho auténomo.

A aprendizagem foi aprofundada comrecurso a documentos necessarios a atividade do laboratdrio,
tais como bulas de equipamentos e reagentes, protocolos e bibliografia recomendada. Foram adquiridos
conhecimentos que habilitaram o manuseio de diversos equipamentos e amostras. No ambito da rotina
laboratorial, participei ativamente no processo de certificacao do servico, através da identificacao de
situacoes que promoveram a melhoria da fase analitica, nomeadamente a avaliacao do CQI e a validacao
técnica ou analitica dos resultados.

A oportunidade de estagiar neste laboratdrio foi essencial para compreender a dinamica e a

importancia do Servico de Patologia Clinica no funcionamento do Hospital Dr. Nélio Mendonca e no

tratamento dos doentes.
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Capitulo 2 — Testes bioquimicos de rastreio pré-natal
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1. Introducao

No rastreio pré-natal é possivel identificar malformagdes causadas por cromossomopatias,
através de testes de rastreio nao invasivos, como o doseamento de marcadores séricos maternos (156).
As alteracdes cromossémicas mais comuns sdo a trissomia 21 (sindrome de Down), trissomia 13
(sindrome de Patau), trissomia 18 (sindrome de Edward) e monossomia X (157-159).

No primeiro trimestre, entre a 102 e a 132 semanas e 6 dias de gestacao, a realizacao de testes de
rastreio pré-natal é direcionada para permitir a oportunidade de intervencao precoce (156). O rastreio
numa fase inicial da gestacao oferece tempo aos pais e a equipa médica para interpretar os resultados e
tomar decisoes sobre cuidados adicionais a gravidez que podem incluir a adicao de testes de diagndstico,
aconselhamento genético ou interrupcao da gravidez se desejado (160).

Os principais marcadores bioguimicos a serem considerados para os testes bioquimicos de rastreio
pré-natal do 12 trimestre de gravidez incluem a proteina plasmatica A associada a gravidez e afracao livre
da subunidade 3 da hormona gonadotrofina coriénica humana.

A proteina plasmadtica A associada a gravidez (PAPP-A) é uma glicoproteina secretada para a
corrente sanguinea materna desde uma fase precoce da gravidez (161). A sua producao primordial é
efetuada pela placenta, contudo, varios drgaos nao reprodutores incluindo colén, mama, rim e multiplos
tecidos como células musculares lisas e osteoblastos, tambhém expressam esta proteina (162). A funcao
primaria da PAPP-A é aumentar a biodisponibilidade do fator de crescimento tipo insulina (insulin-like
growth factor — 1GF) (163). O eixo IGF é responsavel por uma placentacao normal, facilitando o transporte
de glicose e aminoacidos para a placenta, e pela requlacao major do crescimento fetal tanto ao longo da
gravidez como no periodo pés-natal (161,162).

A hormona gonadotrofina coriénica humana (hCG), uma glicoproteina heterodimérica, é composta
por duas subunidades: uma subunidade o muito conservada, comum a outras gonadotrofinas, e uma
subunidade ¢ (164). Embora ambas as subunidades sejam necessdrias para a atividade bioldgica da
hormona, apenas a subunidade B, por ser especifica da hormona, confere propriedades bioldgicas e
imunoldgicas (165). Esta hormona estd presente nos fluidos biol6gicos em diferentes isoformas, incluindo
a fracao livre da subunidade $ da hCG (3-hCG livre). A 3-hCG é produzida em grande quantidade por
células sinciciotrofobldsticas durante o periodo gestacional, sendo essencial para a manutencao da
gravidez, nomeadamente, na atividade enddcrina do corpo Iiteo e na producao de progesterona (166).
Como marcador de rastreio de aneuploidias, no primeiro trimestre, o doseamento da B-hCG livre é mais

especifico do que a subunidade 3 dahCG (158,167).
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2. Analise estatistica

Na Regido Auténoma da Madeira (RAM), os testes bioquimicos de rastreio pré-natal do 12 trimestre
de gravidez sao realizados principalmente no laboratdrio de Patologia Clinica do Hospital Dr. Nélio
Mendonca, sendo que uma percentagem infima de pacientes recorre a entidades localizadas fora da
regiao, para a realizacao destes testes.

Em 2020, ano decretado pandemia mundial causada por uma nova forma de coronavirus, a
Sindrome Respiratdria Aguda Grave 2 (SARS-CoV-2), sequndo dados do Instituto Nacional de Satide
Doutor Ricardo Jorge (INSA), através do Programa Nacional de Rastreio Neonatal (PNRN), em Portugal,
verificou-se uma tendéncia decrescente no nimero de nascimentos. Assim, como primeiro objetivo deste
estudo, pretende-se analisar os testes de rastreio bioquimico que ocorreram entre junho de 2019 ajaneiro
de 2020 e entre junho de 2020 a janeiro de 2021, no laboratdrio de Patologia Clinica do Hospital Dr. Nélio
Mendonca.

Posteriormente, no periodo total do estudo, pretende-se estudar o comportamento dos testes
bioquimicos de rastreio pré-natal ao longo do periodo gestacional e nos diferentes grupos etdrios,

confrontando os resultados com valores de referéncia e com a literatura existente.

2.1. Objetivos

e Comparar o numero de gestacoes, variacao nos meses, idades maternas e grupo etdrio
em dois periodos diferentes: periodo anterior a pandemia (periodo normal) e periodo de
pandemia.

e Comparar os valores resultantes da PAPP-A e 3-hCG livre nas diferentes semanas de

gestacao com os valores de referéncia.

2.2. Metodologia
2.2.1. Tipodeestudo

Estudo observacional analitico transversal.
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2.2.2. Amostraem estudo

A amostra é constituida por mulheres gravidas que realizaram os testes bioquimicos de rastreio
pré-natal, no laboratdrio de Patologia Clinica do Hospital Dr. Nélio Mendonca, no periodo de junho de 2019
ajaneiro de 2020 e de junho 2020 a janeiro de 2021.

2.2.3. Critérios deinclusao e exclusao

Foram definidos como critérios de inclusao as mulheres que apresentavam informacao clinica
referente as varidveis em estudo, no periodo de junho de 2019 ajaneiro de 2020 e de junho 2020 ajaneiro
de 2021.

Como critérios de exclusao definiu-se a auséncia de dados referentes as varidveis em estudo e o0s
casos em que os testes bioquimicos foram realizados antes da 112 semana de gestacao. No total foram

excluidos 3 casos.

2.2.4. Variaveis em estudo

= Data - varidvel qualitativa ordinal

A recolha de dados compreende dois periodos de tempo, classificados do seguinte modo:
o Periodo normal (compreendido entre junho de 2019 e janeiro de 2020).

o Periodo de pandemia (compreendido entre junho de 2020 e janeiro de 2021).

= ldade - varidvel quantitativa continua, expressa em anos.

= Grupo etario — varidvel qualitativa ordinal, obtida através da categorizacao da variavel

continuaidade.

Agrupados do seguinte modo:
o Grupol-gravidas comidade inferior a 20 anos.
o Grupo Il —gravidas com idades compreendidas entre 0s 20 e 0s 29 anos.
o Grupo lll - grdvidas com idades compreendidas entre os 30 e 0s 35 anos.

o Grupo IV -grdvidas comidade superior a 35 anos.
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* Proteina plasmdtica A associada a gravidez (PAPP-A) - Varidvel quantitativa continua,

expressaem IU/L.

*  Fracao livre da subunidade p da hormona gonadotrofina coriénica humana (g-hCG livre)

— Varidvel quantitativa continua, expressaem IU/L.

= Periodo de gestacao - Varidvel quantitativa continua

o 102 semana de gestacao — periodo de gestacao da102 semana e 1dia até 102 semana
e 6 dias.

o 112 semana de gestacao — periodo de gestacao da 112 semana e 1 dia até 112 semana
e 6 dias.

o 122 semanade gestacao — periodo de gestacao da 122 semana e 1dia até 122 semana
e 6 dias.

o 132 semana de gestacao — periodo de gestacao da 132 semana e 1dia até 132 semana
e 6 dias.

o 142 semanade gestacao — periodo de gestacao da 142 semana e 1dia até 142 semana

e 6dias.

2.2.5. Consideracoes éticas

Toda ainformacao utilizada neste estudo baseia-se em dados secundarios, que nao comprometem
a identidade dos pacientes, respeitando o anonimato e confidencialidade dos dados de cada individuo
envolvido no estudo.

Foi solicitado a Diretora do Servico de Patologia Clinica do Hospital Dr. Nélio Mendonca, autorizacao
para 0 acesso as informacoes necessarias a obtencao dos dados para a realizagao do estudo.

Este estudo decorreu de acordo com os pressupostos da Declaracao de Helsinquia.

2.2.6. Analise e tratamento de dados

0 tratamento dos dados foi realizado com recurso aos programas estatisticos Microsoft Excel
365® e SPSS® (Statistical Package for Social Sciences), versao 27.0 para Windows.
Para verificar a normalidade dos dados foi aplicado o teste Kolmogorov-Smirnov, com correcao de

Lilliefors (Tabela 1). Foram definidas as seguintes hipéteses nula (Ho) e alternativa (H:):
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Ho: As varidveis em estudo sequem uma distribuicao normal.

H:: As varidveis em estudo nao sequem uma distribuicao normal.

Tabela1- Testes de normalidade

Testes de Normalidade

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Estatistica gl Sig. Estatistica ql Sig.
B-hCG livre 2112 1169 000 480 1169 000
PAPP-A 18 1169 000 B33 1169 000
Periodo de gestagdo 107 1169 .ooon BT 1169 .oon
Idade utenta 071 1169 000 86 1169 000
Data 54 1169 000 801 1169 000

3. Correlagdo de Significancia de Lilliefors

De acordo com os resultados obtidos, como p-value = 0 < 0,05 rejeita-se Ho. Nao existem
evidéncias estatisticas para afirmar que as varidveis em estudo sequem uma distribuicao normal. Sendo

por isto utilizados testes nao paramétricos nas analises seguintes.

3. Resultados
3.1. Variaveis sociodemograficas

Durante o periodo do estudo 1169 gestantes realizaram os testes bioquimicos de rastreio pré-natal,
no Servigo de Patologia Clinica do Hospital Dr. Nélio Mendonca (Tabela 2). Destas, 698 pacientes incluem-
se no periodo normal, uma vez que, realizaram os testes de rastreio entre junho de 2019 ajaneiro de 2020

e, 471 mulheres no periodo de pandemia.

Tabela 2 - Nimero de gestagdes por periodo.

M
Periodo normal 698
Periodo de pandemia 471
Total 1164

Na distribuicao dos dados por meses (Figura 1) verifica-se que o niimero de gestacoes foi sempre
superior no periodo normal, comparativamente ao periodo pandémico. No periodo normal, os meses de
julho e janeiro apresentaram o maior nimero de gestacoes, 104 e 107, respetivamente, representando
30% do total de gestacdes. Relativamente ao periodo de pandemia, foi no més de dezembro que se

observou o valor mais elevado de gestacoes, nomeadamente, 67 gestacoes.

28



105

o]
(]

75

65

N2 de gestagOes

55
45 53

35
Junho

104
81
74
59 61
50
Julho Agosto Setembro

73

63

Outubro

Meses

= Periodo normal (2019/2020)

Figura1- Distribuicao do n? de gestacdes por meses.

88

61

Novembro

84

67

Dezembro

Periodo de pandemia (2020/2021)

107

57

Janeiro

Na caracterizacao da amostra em funcao da idade (Tabela 3), no periodo normal, a amostra

apresentou uma mediana de 31 anos (média de 30,77 anos e desvio padrao de 6,20), com um minimo de

14 anos e maximo de 48 anos. Por outro lado, a idade mediana materna, no periodo de pandemia, foi

igualmente 31 anos (média de 30,96 e desvio padrao 5,91) com um minimo de 15 anos e mdximo de 44

anos. Relativamente a amplitude, foi de 34 e 29, no periodo normal e no periodo de pandemia,

respetivamente.

Tabela 3 - Caracterizacao da amostra em funcdo da idade.

Idade
- Desvio ) T . . .
Media padrio Mediana  “ariancia  Minimo Maximo Amplitude
Periodo normal g7 6,20 31,00 3847 14 43 34
Periodo de pandemia 30,96 581 31,00 34,88 146 44 249

Do total de 1169 pacientes submetidas aos testes de rastreio, 834 gravidas apresentaram idades

compreendidas entre 0s 20 e os 35 anos, sendo os grupos Il e lll as classes etdrias com mais gestantes

(Figura 2). Contrariamente, as gravidas com idades inferiores a 20 anos foram o grupo onde se verificou o

menor ndmero de gestacdes, com 32 casos no periodo normal e 14 no periodo de pandemia.
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Grupo etario

300 M Grupo | (< 20 anos)

M Grupo Il (20 - 29 anos)
M Grupo Il (30 - 35 anos)
B Grupo W (> 35 anos)
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100

Periodo normal Periodo de pandemia

Figura 2 - Caracterizacdo da amostra em funcao do grupo etario.

3.2. Variaveis clinicas

As distribuicoes das varidveis clinicas selecionadas para andlise estao descritas na Tabela 4. No 12
trimestre de gravidez, a determinacao da PAPP-A e da B-hCG livre ocorreu maioritariamente a 122
semana de gestacao (51,7%) sequida da 132 semana (29,7%). Relativamente ao grupo etdrio, as gestacdes

ocorreram principalmente em mulheres com idades compreendidas entre os 20 e os 35 anos (71,3%).

Tabela 4 - Distribuicdo da PAPP-A e da 3-hCG livre por periodo de gestacdo e grupo etdrio.

FAFPP-ATB-hCG livre

M % de M
107 Semana gestagdo 1 1,8%
112 Semana gestagao 170 14,5%
Periodo de gestagdo 127 Semana gestagao G604 51,7%
137 Semana gestagao 347 29,7%
142 Semana gestagao 27 2,3%
Grupa | (= 20 anos) 46 3,9%
Grupo etario Grupo [1{20- 29 anos) 428 36,6%
Grupo 1 {30- 35 anos) 406 34 7%
Grupo IV (= 35 anos) 2849 24 7%
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3.2.1. Proteina plasmatica A associada a gravidez (PAPP-A)

Os resultados das concentracoes da PAPP-A nos diferentes grupos etdrios apresentam-se

descritos na Tabela 5. A média registada deste marcador foi superior no grupo 11 (4,33) e inferior no grupo

11(3,66).

Tabela 5 - Valores da PAPP-A em fungao do grupo etdrio.

PAPP-A (ILIL)

Média Mediana E:;:alnn Minimo Maximao
Grupo | (= 20 anos) 4.28 310 4 36 il 32.40
Grupo Il (20- 29 anos) 366 3.05 2.34 xr 1477
Grupo {30 - 35 anos) 4.33 KN 2.89 A4 19.60
Grupo IV (= 35 anos) 4.20 3.43 3.02 13 20.66

Comointuito de se verificar a existéncia de diferencas na concentragcao da PAPP-A segundo a faixa

etaria das gestantes, utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis (Ho: a concentracao da PAPP-A apresenta uma

distribuicao idéntica para cada um dos grupos etdrios; Hi: a concentracao da PAPP-A nao apresenta uma

distribuicao idéntica para cada um dos grupos etdrios). Os resultados obtidos na Tabela 6 permitem-nos

rejeitar a hipdtese nula e aceitar a hipdtese alternativa, verificando-se a existéncia de diferencas

significativas entre o Grupo Il e 0 Grupo Il (resultados salientados a negrito na tabela).

Tabela 6 - Comparagdes por Método Pairwise de grupo etdrio para o marcador bioquimico PAPP-A. O nivel de significancia é

0,05.

Grupo etario

Mivel de
significancia

Grupo Il - Grupo |

Grupo - Grupo IV

Grupo Il - Grupo |l

Grupo |- Grupo IV

Grupo |- Grupo |l
Grupo V- Grupo

1,000
242
,003
1,000
1,000
1,000

Durante o primeiro trimestre de gravidez observou-se que os niveis médios da PAPP-A

aumentaram com a idade gestacional (Tabela 7). A 142 semana de gestacao apresentou a média mais

elevada para o marcador bioquimico PAPP-A, porém, foi na 112 semana que se identificou o valor maximo

(32.40).
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Tabela 7 - Variacao da PAPP-A em funcdo do periodo de gestacao.

PAPP-A (ILIL)

Média E:;:;“; Méximo  Minime  Percentil 05  Percentil 95
10°Semana gestagdo  1.53 T6 335 AT A4 319
119 5emana gestagdo  2.67 276 32.40 A5 g2 587
127 Semana gestagdo  3.67 2149 17.38 A3 1.0 7.60
13" Semana gestagdo  5.25 g 20.66 a2 1.45 11.43
147 Semana gestacdo 7.79 4.04 19.60 3.23 376 18.29

Na Figura 3 encontram-se os diagramas em caixa de bigodes da varidvel clinica PAPP-A nos
diferentes periodos de gestacao, nos quais a presenca de outliers superiores foi observada em todas as
semanas de gestacdo. Na 112 semana de gestacdo a concentracao da PAPP-A de 32,40 IU/L foi

considerada outlier severo superior, sendo igualmente o maior valor da amostra global.
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Figura 3 — Diagramas em caixas de bigodes dos niveis de PAPP-A em relacao ao periodo de gestacao.

3.2.2. Fracao livre da subunidade 3 da hormona gonadotrofina coriénica humana (j3-

hCG livre)

A distribuicao da 3-hCG livre em funcao do grupo etario esta descrita na Tabela 8. Esta varidvel

clinica apresentou a concentracao média mais elevada no grupo Il (46.33) sequida do grupo IV (42.75).
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Tabela 8 - Valores da 3-hCG livre em funcao do grupo etario.

B-hCG livre (ILUIL)

Média Mediana Ef;gg Minimao Maximao
Grupo | {= 20 anos) 4018 3310 2375 2410 11560
Grupo Il {(20- 29 anos) 46.33 33.50 59.96 4.70 778.30
Grupo 11 {30 - 35 anos) 38.87 31.80 2572 6.90 166.70
Grupo IV (= 35 anos) 4274 3410 38.97 3.20 493.30

0 teste de Kruskal-Wallis foi igualmente utilizado para verificar a existéncia de diferencas entre a

concentracao da 3-hCG livre e a faixa etdria das gestantes. A seguinte hipétese nula foi assumida: Ho: a

concentracao da B-hCG livre apresenta uma distribuicao idéntica para cada um dos grupos etarios. Os

resultados obtidos indicam que nao foi possivel observar diferencas estatisticamente significativas nas

concentracdes da R-hCG livre entre as gravidas com diferentes faixas etarias (por apresentarem valores-

pde 0.534>0.05).

Em relacdo ao periodo de gestacao (Tabela 9), a varidvel clinica 3-hCG livre apresentou um

comportamento inverso ao observado na PAPP-A, em que os valores médios decrescem ao longo da

idade gestacional.

Tabela 9 - Variagao da 3-hCG livre em funcao do periodo de gestacao.

B-hiCG livre (ILIL)

Média E:;:;i Minimo  Maximo  Percentil 05  Percentil 95
10° Semana gestagdo  54.95 76.86 2040 12300 2590 10070
11°Semana gestagdo  56.40 7434 2.40 71530 14.70 11810
12°Semana gestagdo  42.09 41.94 4.70 77930 12.30 100.30
13"Semana gestagio  37.09 24 63 6.90 20620 12.20 8950
14°Semana gestacio  28.82 1658 8.70 75.80 13.00 62.70

No que concerne a analise dos diagramas em caixas de bigodes dos niveis da B-hCG livre em

relacao ao periodo de gestacao (Figura 4), a presenca de outliers superiores foi observada em todas as

semanas de gestacao. Na 122 semana de gestacao observam-se dois outliers severos superiores, sendo

779,30 o valor maximo da amostra global.

33



T79.30
£00.00 o
71530
#
600.00
49330
s *
oS
E = ao000
@ 335.00
#
276.40
#
108.20
200.00 1.10 155.70
123.00 6.50 0.70 - 50
g P80 140 75.80
= am
0o
102 Semana 112 Semana 122 Semana 137 Semana 142 Semana
gestacao gestacdo gestacao gestacdo gestacao

Figura 4 — Diagramas em caixas de higodes dos niveis de 3-hCG livre em relagdo ao periodo de gestacao.

4. Discussao

No laboratdrio do Servico de Patologia Clinica do Hospital Dr. Nélio Mendonca, nos dois periodos
homdlogos compreendidos entre junho de 2019 e janeiro de 2021, os testes bioquimicos de rastreio pré-
natal do 12 trimestre foram realizados a 1169 gestantes. A recolha dos dados em dois periodos distintos
permitiu evidenciar uma reducao no nimero de gestacdes no periodo de pandemia, comparativamente
com o periodo homdlogo do ano anterior. Ainda neste periodo, o nimero de gestacdes reduziu para 471,
sendo julho e setembro de 2020 os meses que apresentaram os dados mais reduzidos. Segundo dados
do Instituto Nacional de Estatistica (INE), no ano de 2020 entre os meses de julho e dezembro observou-
se uma tendéncia decrescente no nimero de nados-vivos, comparativamente com o periodo homdlogo
de 2019, sendo esta variagao mais acentuada em dezembro de 2020, correspondendo ao més de
nascimento de nados-vivos concebidos ja em periodo de pandemia (168).

Nos oito meses em que decorreu este estudo, a idade média materna situou-se nos 31 anos,
resultados que estao em concordancia com os dados mais recentes do INE (169). Verificou-se que o
numero de gestacoes foi mais prevalente nas mulheres com idades compreendidas entre os 20 e os 35
anos. De modo geral, a idade em que a mulher engravida tem vindo a aumentar progressivamente, quer
seja por motivos profissionais, educacionais, financeiros e pessoais ou para adquirir estabilidade no

relacionamento conjugal antes de planear uma gravidez (167,170,171).
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A andlise do marcador bioquimico PAPP-A em funcao da idade materna, mostrou concentragoes
médias similares (Tabela 5). A partir do teste de Kruskal-Wallis foi possivel observar que a concentracao
da PAPP-A nao apresentou umadistribui¢ao idéntica para cada um dos grupos etdrios, sendo observadas
concentracoes mais elevada da PAPP-A nas idades compreendidas entre os 30 e os 35 anos. Emrelacao
a p-hCG livre (Tabela 8), as concentracdes da hormona apresentaram alguma variacao nos diferentes
grupos etdrios, porém, nao foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre estas
variaveis. Wright, D et al(172) constatou que os niveis de 3-hCG livre aumentaram em funcao da idade
apenas no segundo e no terceiro trimestre . A gravidez em idades cada vez mais tardias esta associada a
risco e complicacoes. Contudo, neste estudo os resultados obtidos nao apresentaram evidéncia
estatistica para afirmar que a varidvel idade influencia as concentrac6es dos marcadores bioquimicos
PAPP-A e 3-hCG livre entre os grupos etdrios lll e IV.

Apds uma abordagem individualizada da amostra de gravidas que realizaram os testes de rastreio,
estudou-se as varidveis clinicas 3-hCG livre e PAPP-A no periodo total em que decorreu a andlise. Os
marcadores bioquimicos foram determinados principalmente na 122 e na 132 semana gestacional, o que
estd em concordancia com o trabalho desenvolvido por Karadzov-Orli¢, Natasa et al.(158). Os autores
defendem a realizacao dos testes a 122 semana de gestacao, periodo em que as taxas estimadas de
detecao de trissomia do cromossoma 21 sao 85 a 90%, ao passo que as taxas de falsos positivos sao de
5%. Por outro lado, Shiefa, S et al.(173) sugerem a determinacao dos marcadores bioguimicos em idades
gestacionais diferentes, como a determinacao da PAPP-A as S semanas e a determinacao da 3-hCG livre
as 12 semanas de gestacao.

No rastreio pré-natal a pratica comum é a conversao das concentracoes obtidas de 3-hCG livre e
PAPP-A em miiltiplos da mediana (MoMs) ajustados a idade gestacional, peso materno, nimero de fetos,
corionicidade e tabagismo (174,175). A utilizacao desta expressao permite que os resultados de diferentes
laboratdrios sejam interpretados de forma consistente. E de realcar que neste trabalho os resultados das
varidveis clinicas foram interpretados conforme os valores de cutoff considerados pelo laboratdrio,
definindo-se um cutoff menor (percentil 05) e um cutoff maior (percentil 95), para cada semana de
gestacao.

No primeiro trimestre, numa gravidez euploide, os niveis séricos da PAPP-A aumentam a cada
semana gestacional. No presente trabalho, comparando os resultados obtidos (Tabela 7) com a Tabela 10,
observou-se que em todas as semanas de gestacao, tanto os valores médios como os percentis 05 e 95

encontram-se ligeiramente aumentados.
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Tabela10 - Valores de referéncia paraa PAPP-A.

PAPP-A (ILIL)
Percentil 08  Média Percentil 95

119 8emana gestagdo 632 1,687 34986
127 8emana gestagdo 1,040 2612 6 860
13*Semana gestagdo 1,543 3874 9730
147Semana gestacdo 2,062 5178 13,005

Estudos prévios (161,162,176,177) interpretaram os niveis baixos de PAPP-A na circulacao materna
como um sinal de risco, associados a insuficiéncia placentdria e, consequentemente, a crescimento fetal
anormal. Da mesma forma, a presenca de concentracoes elevadas de PAPP-A foram igualmente
associadas a consequéncias adversas para a gravidez. Desai, N et al(178) e Wang, Fengge et al.(179)
relataram que pacientes com PAPP-A elevada apresentam um risco aumentado de placenta acreta, uma
condicao rara que se traduz numa anomalia de placentacao.

Numa gravidez normal, seria espectavel observar um aumento da 3-hCG livre, atingindo um pico
mdximo entre a 82 e 92 semana gestacional, e apds esse periodo, a diminuicao de concentracao até
estabilizar (166). Neste estudo, a excecao da concentracao da 3-hCG livre obtida na 112 semana de
gestacao, observou-se uma diminuicao nos niveis hormonais, ao longo do periodo de gestacao. Ao
comparar com as concentracoes de referéncia apresentadas na Tabela 11 observou-se que, em todos os

periodos, os niveis de 3-hCG livre obtidos foram superiores a referéncia.

Tabela11- Valores de referéncia para a 3-hCG livre.

B-hiCG livre (1ILVL)
Percentil 05  Média Percentil 945

112 Semana gestagdo  16.68 44 33 12047
127 Semana gestagdo  14.63 39.33 105.69
13" Semana gestagdo  11.28 30.32 81.49
142 5emana gestagdo 8.20 22.249 59.59

Na literatura existe um consenso geral referindo a associacao entre niveis baixos de 3-hCG livre no
primeiro trimestre e um risco aumentado de complicaces na gravidez, como aborto espontaneo ou
gravidez ectdpica (164,180,181).

Shiefa, S et al(173) e Karadzov-Orli¢, Natasa et al.(158) em estudos relativos ao rastreio de
aneuploidias, observaram que a 3-hCG livre, quando encontrada em concentracoes elevadas no soro
materno, esta associada a um risco aumentado de sindrome de Down, enquanto concentragoes
diminuidas da hormona estao associadas a trissomia 13 e 18. Por outro lado, uma vez que, a 3-hCG livre
favorece uma atividade promotora do crescimento fetal Soni, Shelly et al(166) referem que na auséncia

de quaisquer complicacoes obstétricas e patologia placentdria, concentracdes elevadas da 3-hCG livre
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podem ser um reflexo de uma placenta e gravidez saudavel. Resultados semelhantes foram observados
no trabalho desenvolvido por Sirikunalai, P et al.(181) em que, no primeiro trimestre, niveis elevados da 8-
hCG livre podem diminuir o risco de parto prematuro, sendo os valores extremos clinicamente Uteis paraa
vigilancia pré-natal das gestacoes.

Na populacao estudada, outliers superiores foram observados em ambas as varidveis clinicas. No
entanto, devido a informacao clinica reduzida das pacientes, nao foi possivel apurar quais as causas que
levaram ao aumento no soro materno dos marcadores bioquimicos 3-hCG livre e PAPP-A.

Na literatura, niveis excessivos de 3-hCG livre foram reportados em gravidas com insuficiéncia
renal ou submetidas a transplante renal (182,183). Benachi, Alexandra et al.(182) afirmam que nestas
pacientes, o rastreio de Sindrome de Down usando a 3-hCG livre é inadequado devido a elevada taxa de
falsos positivos. Contrariamente, em relacao a PAPP-A nao foi reconhecida uma variacao significativa nos
seus niveis em gravidas que apresentam uma funcao renal alterada (184).

No presente estudo é ainda necessdrio considerar a presenca de gestacées gemelares, dado que
os niveis dos marcadores séricos em gémeos nao sao iguais aos encontrados em gestacdes Unicas

(175,185).
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Capitulo 3 — Conclusoes
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1. Conclusoes

0 estdgio curricular desenvolvido na seccao de Hormonologia do laboratdrio de Patologia Clinica do
Hospital Dr. Nélio Mendonca permitiu a consolidacao dos conhecimentos tedricos, adquirir a autonomia e
responsabilidade necessarias para integrar a rotina de um laboratdrio clinico.

Nao obstante a elevada automatizacao presente na seccao de Hormonologia, durante o estdgio, foi
possivel conhecer o desempenho do controlo de qualidade nos testes laboratoriais executados,
compreender a base tedrica das metodologias utilizadas, houve a oportunidade de manipular e processar
vdrios produtos bioldgicos, acompanhar a validacao dos resultados e correlacionar os dados laboratoriais
com apresenca ou auséncia de doenca, aspetos estes que sao essenciais para o diagndstico clinico, assim
como, para o paciente.

O rastreio pré-natal, durante o primeiro trimestre de gravidez, é utilizado para identificar anomalias
fetais. O uso de biomarcadores séricos maternos é aplicado para prever a presenca de defeitos nos 6rgaos
neonatais, anomalias cromossomicas e outras condicoes de risco peri e pds-natais.

No estudo estatistico desenvolvido, foi notdria a tendéncia decrescente no nimero de gestacoes
sucedidas entre junho de 2019 e janeiro de 2021. Na amostra em estudo, a maioria das grdvidas
apresentavam idades compreendidas entre os 20 e os 35 anos. A gravidez em idades cada vez mais
tardias esta associada a risco e complicacdes. Os resultados obtidos ndao apresentaram evidéncia
estatistica para afirmar que a varidvel idade influencia as concentraces dos marcadores bioquimicos
PAPP-A e 3-hCG livre entre os grupos etdrios lll e IV.

Na amostra em estudo, a comparacao entre as concentracdes obtidas dos testes bioquimicos de
rastreio pré-natal com os valores de referéncia, mostrou que ambos o0s niveis hormonais p-hCG livre e
PAPP-A se apresentavam superiores aos valores de referéncia. A presenca de outliers superiores foi
igualmente observada, em ambas as variaveis clinicas. Contudo, como nao fez parte deste estudo a
conversao das concentracdes obtidas da 3-hCG livre e PAPP-A em MoMs, nao foi possivel inferir
conclusodes relativamente a auséncia ou presenca de cromossomopatias.

Quanto as limitacdes do estudo, refere-se como a principal, a contencao de informacao clinica
adicional das pacientes, que poderia ser importante na interpretacao dos resultados, nomeadamente nas
situacdes em que as concentracoes das varidveis clinicas estudadas apresentavam muita discrepancia
com os valores de referéncia. Nao sendo objetivo deste estudo a identificacao de pacientes com
anomalias cromossémicas, a interpretacao dos resultados extremos e o efeito das limitacoes do estudo
poderiam ter sido restringidas através da inclusao dos dados do rastreio ecogrdfico, nomeadamente a
medi¢cao do comprimento do cranio-caudal e da translucéncia da nuca. Estes parametros em conjunto
com os dados dos MoMs permitem calcular o risco de ter um feto afetado com uma determinada

aneuploidia e, consequentemente, identificar as concentracoes outliers que efetivamente sao
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consequéncia de uma cromossomopatia e nao devido a outra condicao clinica, como a presenca de funcao
renal alterada que, segundo a literatura, parece influenciar especificamente as concentracdes da 3-hCG

livre.
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Anexos

Anexo 1- Parametros analiticos e respetiva metodologia

Parametros analiticos Amostra Equipamento Metodologia
Funcao Tiroideia | F74 Soro Cobas 8000
FT3 Saro Cobas 8000
T4 Soro cobas e411
T3 Saro cobas e411
TSH Saro Cobas 8000 ECLIA
ATg Soro Cobas 8000
ATPO Saro Cobas 8000
TRAD Saro cobas e411
Tiroglobulina Saro cobas e411
Calcitonina Saro cobas e411
Fertilidade | Progesterona Soro Cobas 8000
Testosterona Saro Cobas 8000
FSH Soro Cobas 8000
LH Saro Cobas 8000
Prolatina Saro Cobas 8000
Estradiol Soro Cobas 8000 =CLA
DHEA-S Saro Cobas 8000
p-hCG Soro Cohas 8000/e411
SHBG Soro Cobas 8000
AMH Saro Cobas e411
Testosterona livre Saro Maglumi QL
17-OH-Progesterona Saro Maglumi QL
A4-Androstenediona Soro Maglumi QL
Anemias | Acido Félico Soro Cobas 8000
Vitamina B12 Soro Cobas 8000 ECLIA
Ferritina Saro Cobas 8000
Eritropoietina Saro DXI1
Anticorpo Fator Intrinseco Soro DXI1 o
Marcadores | PSA Total Soro Cobas 8000
Tumorais PSAlivre Soro Cobas 8000
CEA Soro Cobas 8000
CA-125 Soro Cobas 8000
CA-1S9 Soro Cobas 8000
CA-153 Soro Cobas 8000 =CHA
AFP Soro Cobas 8000
NSE Soro Cobas 8000
CA-724 Soro Cobas 8000
Cyfra 211 Soro Cobas 8000
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Cromogranina A Saro Kryptor TRACE
Marcadores | Troponina T de alta sensibilidade Soro Cobas e411/8000
Cardiacos [ . .
Mioglobina Soro Cobas e411/8000 ECLIA
PRO-BNP Soro Cobas e411/8000
Digoxina Soro Cobas e411 ECLIA
Metabolismo Osseo | vitamina D total Soro cobas 8000
Hormona paratirdideia Plasma cobas 8000
Osteocalcina Soro cobas e411 ECLIA
Crescimento | Hormona do crescimento Soro Cobas 8000
I‘)nsuhn—hke growth factor 1(IGF- Sor0 Cobas ed1]
Metabolismo | Cortisol sérico Soro Cobas 8000 ECLIA
Cortisol urinario Urina 24h DX QL
Hormona adrenocorticotréfica Plasma Cobas 8000 ECLIA
Diabetes | |nsulina Soro Cobas e411
Péptido C Saro Cobas e411 ECLIA
Péptido C urindrio Urina 24h Cobas e411
. DOEI;IQ.aS Procalcitonina Saro Cobas e411 ECLIA
inflamatdrias
Rastreio pré-natal | papp-A Soro Kryptar
: TRACE
B-hCGlivre Soro Kryptor
Metabolitos | Norepinefrina urindrias Urina 24h Agilent HPLC
diversos [ -~ L . .
Epinefrina urindrias Urina 24h Agilent HPLC
Dopamina urindrias Urina 24h Agilent HPLC
Ac Vanilmandélico urinarias Urina 24h Agilent HPLC
Ac. Homovanilico urinarias Urina 24h Agilent HPLC HPLC
AC.' 5/—_h\dro><|mdo\acet|co Urina 24h Agilent HPLC
urindrias
Metanefrinas totais urindrias Urina 24h Agilent HPLC
Normetanefrina urindrias Urina 24h Agilent HPLC
3-Metoxitiramina urinarias Urina 24h Agilent HPLC
Hipertensao | Renina Plasma Maglumi
Aldosterona Saro Maglumi QL
Aldosterona urinaria Urina 24h Maglumi
Imunossupressores Ciclosporina Cobas e411
Tacrolimus Cobas 8000
- Sangue total ECLIA
Everolimus Cobas e411
Sirolimus Cobas e411

ECLIA - Imunoensaio de eletroquimioluminescéncia, QL — Quimioluminescéncia, ELISA — Enzyme-linked immunosorbent assay.
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Anexo 2 — Restricoes alimentares

Nao deve beber

Nao deve comer

e Refrigerantes (ex: coca-cola)
e (Chocolates, cacau, café e cha
e Bebidas alcodlicas

e [Efervescentes

e Vegetais (ex: beterraba, tomate, beringela, kiwi,

banana e ananas)
e laranjae outros citrinos
e Baunilha (em geral doces e confeitaria)

e Nozes
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