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Resumo

O relatoério de estagio, realizado no Servico de Patologia Clinica do Hospital Nossa
Senhora da Assuncao de Seia, bem como o estudo desenvolvido, relatam os
conhecimentos tedricos e praticos, adquiridos ao longo de nove meses.

Milhoes de pessoas apresentam deficiéncia de vitamina D, uma vitamina que pode ser
obtida através da alimentacao ou através da sua sintese, na pele. Por se tratar de uma
deficiéncia de vitamina que afeta grande parte da populacao, torna-se essencial o estudo
da mesma. Deste modo, foi avaliada a deficiéncia de vitamina D nos utentes do servico,
no periodo de janeiro de 2022 a dezembro de 2023, tendo sido também analisadas quais
as patologias associadas aos portadores de défice de vitamina D. Os dados foram
recolhidos recorrendo aos sistemas informéaticos Modulab® e SClinico®, e a anéalise
estatistica realizada fazendo uso do Microsoft Office Excel e GraphPad Prism 10. A
quantificacdo dos valores de vitamina D foi realizada com recurso ao imunoensaio de
quimioluminescéncia Alinity i 25-OH Vitamin D da Abbott®. Neste estudo observou-se
que 82,10% da populacdo em estudo apresenta hipovitaminose D, enquanto 50,49%
apresentavam deficiéncia de vitamina D. Nos portadores de deficiéncia de vitamina D,
foi possivel observar-se 31 patologias, entre as quais hipertensao arterial, artrose,

diabetes mellitus, doencas cardiacas, cancro, entre outras.
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Abstract

The internship report details the theoretical and practical knowledge acquired during a
nine-month at the Clinical Pathology Service of Hospital Nossa Senhora da Assuncao in
Seia, as well as the conducted study. Given that a significant portion of the population
suffers from vitamin D deficiency, it is crucial to thoroughly examine it. Therefore, the
vitamin D deficiency was evaluated among service users from January 2022 to December
2023, and the associated pathologies were also identified. The data was collected using
the Modulab®and SClinico® computer systems. Statistical analysis was performed using
Microsoft Office Excel and GraphPad Prism 10. Vitamin D values were determined using
Abbott's Alinity i 25-OH Vitamin D chemiluminescence immunoassay. The study
revealed that 82.10% of the population presented hypovitaminosis D, with 50.49%
showing vitamin D deficiency. Among those with vitamin D deficiency, 31 different
pathologies were observed, including arterial hypertension, osteoarthritis, diabetes

mellitus, heart disease, and cancer, among others.
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Capitulo 1 — Relatério de Estagio

1. Introducao

O presente documento foi elaborado no Aambito da Unidade Curricular
“Dissertacao/Estagio/Projeto” do 2° ano do Mestrado em Bioquimica, da Faculdade de Ciéncias
da Universidade da Beira Interior (UBI). O estagio visa enriquecer e consolidar o conhecimento
adquirido ao longo do percurso académico, sendo que este tomou lugar no Servico de Patologia
Clinica (SPC) do Hospital Nossa Senhora da Assuncao (HNSA), inserido na Unidade Local de
Satde (ULS) da Guarda. A duracdo do mesmo foi de nove meses, compreendidos entre setembro
de 2023 e maio de 2024. No decorrer do estagio pude percorrer todos os setores deste servico,
nomeadamente, Hematologia, Bioquimica e Microbiologia. Em cada setor foi possivel
desenvolver competéncias técnicas, permitindo a consolidacdo da componente teérica do
mestrado. Adicionalmente, foi possivel a criagdo de métodos de trabalho em contexto laboratorial
hospitalar.

O presente relatorio esta dividido em dois capitulos. O primeiro capitulo, referente ao estagio
nos diferentes setores, expressa o conhecimento tedrico e pratico obtido/consolidado ao longo
dos noves meses, no SPC. O segundo capitulo expde o estudo desenvolvido no ambito do estagio.
Este pretende avaliar as patologias associadas aos utentes do Servico de Patologia Clinica do

HNSA, que apresentem um défice de vitamina D.

2. Caracterizacao do Hospital/ULS

A documentacgado mais antiga referente ao Hospital de Seia, que na época pertencia a Santa
Casa da Misericordia, é datada de 1617. Nesse periodo, o hospital consistia nos cuidados prestados
por uma hospitaleira, pelo nome de Ana Fonseca.

No final de 1916 iniciaram-se as obras do edificio que viria a chamar-se hospital, com a ajuda
de subscritores, como Dr. Afonso Costa. O edificio foi inaugurado a 25 de dezembro de 1929, como
consta na ata n°® 14 de 16 de dezembro de 1929 e jornais da época, disponiveis no arquivo
municipal de Seia.

A criacdo do hospital como se conhece no presente, deu-se a 5 de fevereiro de 1992 pelo
Decreto de Lei n°18/92 e teve como objetivo melhorar os acessos aos cuidados basicos de satude
e inter-relacionar as diferentes instituicbes e comunidade que as servem (Diario Da
Republica, 1992).

No dia 4 de setembro de 2008 foi decretada a criacdo da ULS da Guarda, por integracao do
Hospital Sousa Martins (HSM) da Guarda, do HNSA e dos Centros de Satide do distrito, a excecao
dos Centros de Satde de Vila Nova de Foz Cba e de Aguiar da Beira, que foram incorporados

posteriormente (Didrio Da Republica, 2008).



3. Caracterizacao do Servico de Patologia

Clinica

O Servico de Patologia Clinica (SPC) é responsavel por realizar analises em amostras
biolégicas, que auxiliam no diagndstico e tratamento dos utentes, com base em técnicas
laboratoriais aplicadas a amostras, como sangue, urina, fezes, expetoracoes, entre outros fluidos
corporais.

As técnicas laboratoriais avaliam qualitativamente ou quantitativamente os analitos,
permitindo ao clinico, identificar a presenca ou auséncia de patologia.

O SPC do HNSA ¢ constituido por uma sala de colheitas, com dois postos de colheitas, uma
sala de lavagens, e trés salas de trabalho sendo estas destinadas as Anélises Bioquimicas, a
Microbiologia e a Hematologia, partilhada com a Unidade de Medicina Transfusional. No Servigo

de Urgéncia, encontra-se disponivel um equipamento partilhado pelos dois servicos.

4. Atividades Desenvolvidas

4.1. Fases Analiticas

A organizacao de tarefas do processo analitico num laboratério de analises clinicas esta
separada em trés fases, sendo estas a fase pré-analitica, analitica e pos-analitica. Estas estao
implementadas para que se possa otimizar e padronizar o procedimento das anélises, desde a sua

requisicao até a chegada dos resultados ao médico prescritor ou ao utente.

4.1.1. Fase Pré-Analitica

A maior percentagem de erros laboratoriais, cerca de 46% a 68,2% (Plebani, 2006), sao
cometidos na fase pré-analitica. Os erros laboratoriais mais frequentes ocorrem nesta fase, tais
como a mé identificacdo da amostra ou do proprio utente, o volume insuficiente de amostra ou as
condigoes de transporte inadequadas, entre outros. De modo a minimizar os erros cometidos os
profissionais no laboratorio agem de acordo com medidas estabelecidas e executam controlos
internos e externos, que visam diminuir a variabilidade pré-analitica (Jorge et al., 2019). E nesta
fase que o utente é informado de qualquer procedimento prévio e orientacgoes a seguir de modo a
minimizar possiveis erros e contaminagoes. Caso seja necessario, é também aconselhado a fazer
jejum ou suspender a toma de algum medicamento que possa interferir com as analises.

Todo o processo de orientacao do utente para a preparacao para analises, tem em vista uma
maior satisfacdo por parte do mesmo uma minimizagdo do risco da necessidade em repetir a
colheita.

Aquando da colheita, é crucial a confirmagdo da identidade do utente da sua prévia
preparacao, se necessaria. Posteriormente, o técnico que ira realizar a flebotomia tera de ter em

consideracdo alguns aspetos, tais como a escolha de agulha a utilizar, o tempo de garrotagem



(que deve ser no maximo de 1 minuto), o volume recomendado e a ordem correta de colheita dos
tubos. E ainda necessaria a homogeneizacio de cada tubo apds a colheita, e seu o transporte até
ao laboratério, que devera cumprir as indicacgoes recomendadas

(Cornes et al., 2017; Simundic et al., 2018).
Outra etapa importante nesta fase é a correta selecao do tubo ou recipiente (Tabela 1) para

colher a amostra e a sequéncia das mesmas, para que a amostra se mantenha nas melhores

condig¢bes aquando da analise.

Tabela 1: Tubos e recipientes de colheitas usados no HNSA. Adaptado de “SARSTEDT Products,” n.d.

Tubos e Recipientes de colheitas

Tubo de Soro com gel

+—1

B No seu interior contém um gel ativador da
coagulacao que auxilia a separacao do soro

aquando da coagulacao

.[1 Tubo de Velocidade de Sedimentacao
(vVs)

O tubo de VS contém uma solucdo de citrato

| 0,106 molar

.Jl Tubo de Coagulacao
Tubo de citrato a 3,2%
Tubo de Fluoreto/EDTA

Tubo com preparacdo de 1 mg de fluoreto e

1,2 mg de EDTA por mL de sangue

|
:]' Tubo de Heparina-Litio

E Tubo com uma concentragao de 19 UI por mL

de sangue

i} Tubo de EDTAK3

Tubo com 1,6 mg de EDTAK3 por mL de

sangue

AVi03 S



Tubo TromboExact

Tubo com uma preparacao de magnésio a

== e

0,82 mg por mL de sangue

Tubo Neutro

‘._u‘

Tubo sem aditivos/conservantes

Seringa de Gasimetrias

No seu interior contém heparina, para

manter a amostra fluida

Tubo para Urina

Tubo sem aditivos/conservantes

= Copos para Estéreis Material Bioldgico

Recipiente para Urina de 24h

O recipiente castanho vem acompanhado de
um estabilizador que consiste em 9 mL de

acido cloridrico a 20%

O recipiente branco nao contém conservantes

nem estabilizadores

4.1.2. Fase Analitica

A fase analitica inicia-se assim que a amostra comeca a ser processada. Esta € a fase mais
automatizada e é a que apresenta menos erros associados (aproximadamente de 7% a 13%)
(Plebani, 2006). E a fase mais automatizada, pois é dependente de um trabalho especializado, que
estabelece a qualidade dos resultados. Por esta razdo, é a fase que necessita de maior verificacao
de equipamentos e reagentes, de modo a assegurar a viabilidade dos resultados.

Nos ultimos anos, desenvolveram-se métodos e equipamentos (Tabela 2) com maior
sensibilidade, especificidade, precisao e exatidao, que se inserem nos controlos de qualidade
internos e externos, para assegurar o bom funcionamento desta fase analitica, com menor erro

associado e resultados mais fidedignos.



Tabela 2: Equipamentos usados pelo Servico de Patologia do HNSA

Equipamento Parametros Analisados Métodos Usados
WBC, RBC, HGB,
HCT, VCM, HCM, Citometria de Fluxo

Sysmex XN-550 Aneia-
PLT, RDW, MPV, c¢/Fluorescéncia;

NEUT#, LINFO#,

Impedancia ¢/ Foco
MONO#, EO#, ) ) )
Hidrodinamico;

- BASO#, NEUT%,
- 19 o,
PR " al LUINROE, WOINIOE, Método Laurilsulfato de
E0%, BASO%, IG#, , 1 .
Sé6dio sem cianeto
1G%
ACLTOP 300 CT

Ensaio de Coagulacao;
TP, APTT, D-Dimeros

Imunoensaio
Perfil Hepatico,
e Perfil Renal,
Alinity ci-series )
Perfil Cardiaco, Fotometria;
Perfil Endécrino,
, o Potenciometria;
Perfil Pancreatico, ’
Proteinas Séricas, e
—— Ionograma
1 Metabolismo do Quimiluminescéncia
| s
- = Ferro e Acido Urico
CO, presente em .
Fluorescéncia

Hemoculturas




Analisador de gases no sangue

ABLgo FLEX pH, pCO., pO», cGlu,

cLac, cCa2+ cCl-, cK+,
cNa+, COHD, ctBil,
ctHb, FHbF, FHHD,
MetHb, sO., FO.Hb

Espectrofotometria na Zona

do Visivel

4.1.3. Fase Pds-Analitica

A tltima fase, também designada de fase pds-analitica, engloba a validacao das anélises, a
interpretaco dos resultados, a transcrigao de resultados, caso seja necessaria, e a disponibilizagio
do relatorio final. A validagao dos resultados deve ter em consideracgao o diagnoéstico clinico, assim
como, o histérico de analises anteriores do paciente, caso existam. A fase pds-analitica é a segunda
fase com maior erro associado, na ordem de 18, 5% a 47% (Plebani, 2006). Adicionalmente, o
processo de arquivamento das amostras faz parte da fase pds-analitica.

Para que seja possivel a repeticdo de alguma anéalise ou o acréscimo de um parametro
adicional, as amostras de soro sao refrigeradas até sete dias e de sangue total até 24h, periodo no
qual se assegura a estabilidade das mesmas. Posteriormente, a validacdo e a interpretacao dos
resultados é feita por médicos patologistas e técnicos superiores de satde, ficando o relatorio final

disponivel no processo do utente para consulta por parte do médico prescritor.

4.1.4. Controlo de Qualidade
O controlo de qualidade é implementado na fase analitica, de modo a garantir e atestar a
precisdo e exatidao das técnicas analiticas utilizadas no servico, bem como avaliar o

funcionamento dos métodos de trabalho.

4.1.4.1. Controlo de Qualidade Interno

O controlo de qualidade interno tem como objetivo, apurar a precisao das técnicas em vigor
no laboratorio, isto €, a reprodutibilidade das mesmas (Sciacovelli et al., 2023). Dependendo da
técnica usada, o controlo de qualidade interno pode ser executado mais do que uma vez por dia,
existindo técnicas em que o controlo vem incorporado, como por exemplo testes rapidos de
covid-19.

O controlo interno de técnicas bioquimicas e de hematologia consiste na passagem de trés
concentracoes conhecidas de cada analito, correspondente as condicGes na presenca e auséncia
de patologia. Essas trés concentragoes equivalem a um valor baixo, médio e alto do analito. Ap6s
a passagem do controlo, os resultados elaboram cartas de controlo interno (graficos de

Levey-Jennings), que avaliam a imprecisao do teste, de acordo com as Regras de Westgard.



4.1.4.2. Controlo de Qualidade Externo

O controlo de qualidade externo pretende atestar a exatidao das técnicas. Este é elaborado a
partir de amostras fornecidas ao laboratério por entidades externas, com uma regularidade
especifica para cada técnica. Estas amostras sao tratadas da mesma forma que as dos utentes e os
seus resultados sao submetidos numa plataforma especifica associada ao programa de avaliacao.
De seguida, os resultados sdo entdo comparados interlaboratorialmente entre os participantes do
estudo, permitindo apurar se os resultados estdo concordantes com os dos restantes laboratorios.
Através da analise estatistica dos dados recebidos dos diferentes participantes, demonstra-se o
desempenho de cada laboratorio, traduzindo-se na monitorizacao da qualidade das anélises.

O controlo de qualidade externo permite ao laboratério verificar se o método a utilizar para a
realizacdo das andlises se encontra em concordancia com as especificacoes do fabricante e se os
resultados produzidos sdo coincidentes com os dos laboratérios que partilham o mesmo método.

O servico de patologia clinica do HNSA, encontra-se inserido em programas de monitorizacao
de qualidade de analises, tais como o United Kingdom External Quality Assessment Service,

Labquality - Instituto Dr. Ricardo Jorge, entre outros.

4.2. Rececao das Amostras

A rececdo das amostras biologicas ocorre aquando da chegada das amostras devidamente
rotuladas com uma etiqueta, ao laboratorio, no interior de uma caixa de transporte identificada

para o efeito (Figura 1).

Figura 1: Caixa de transporte de amostras
bioldgicas

O transporte das amostras bioldgicas no circuito interno do hospital para o laboratério € feito
pelas assistentes operacionais de cada servico. No laboratorio, as amostras sao rececionadas pelos
técnicos, através da leitura do cédigo de barras presente em cada recipiente de amostra, no
Indexor®. O equipamento tem a capacidade de identificar qual o circuito da amostra e qual a secao
e/ou equipamento a que se destina. O Indexor Maksense® (Figura 2) é um sistema de gestdo de
amostras ligado a um scanner que permite localizar as amostras dentro do laboratério apos a
rececdo das mesmas.

As etiquetas de identificacdo dos recipientes de amostras contém os dados relativos a

informacao da amostra bioldgica contida no seu interior, bem como alguns dados do utente, como



nome, idade, data da colheita, nimero de processo Gnico hospitalar e o nimero sequencial das

analises atribuido ao utente que é associado ao sistema das anéalises.

|-— maksase il

Figura 2: Indexor Maksense ®

4.3. Atividades desenvolvidas no setor de Hematologia

4.3.1. Hemograma

O hemograma ¢ a anéalise laboratorial mais requisitada e fornece uma grande diversidade de
informacoes. Esta é uma anélise de rotina e permite estudar o eritrograma, leucograma e
plaquetograma (Celkan, 2020). Adicionalmente, permite identificar de forma qualitativa e
quantitativa, as diferentes populac¢ées de células presentes no sangue periférico, com recurso a
amostras de sangue total, colhidas para tubos contendo EDTAKS. Este, por ser um agente
quelante de célcio, permite manter a integridade das células, impedindo, deste modo, a formacao

de coagulos sanguineos.

4.3.1.1. Eritrograma

O eritrograma avalia os eritrécitos, também conhecidos por hemacias, responséaveis pelo
transporte de oxigénio e pelo transporte reverso dos tecidos até aos pulmdes. As trocas gasosas
feitas pelos eritrocitos sdo possiveis, pois este é capaz de sintetizar hemoglobina (Hb)
(Hoffbrand A.V. & Moss P.A.H., 2013). A Hb é uma proteina que contém na sua composi¢io
quatro grupos heme e quatro cadeias globinicas. Cada grupo heme contém uma molécula de ferro,
no estado ferroso, capaz de se ligar as moléculas de oxigénio (O.), didéxido de carbono (CO.) ou
monoxido de carbono (CO). A ligacdo do CO tem maior afinidade do que O,. Dado que a Hb tem
a capacidade de transportar O, e CO,, desempenha uma funcao reguladora do pH e equilibrio
redox do organismo (McPherson Richard A. & Pincus Matthew R., 2007).

Sendo de grande importancia o estudo dos eritrocitos, o eritrograma avalia parametros como
o Hematocrito (Hct), isto é, o volume de eritrocitos do sangue baseado no volume total de sangue,
o Volume Corpuscular Médio (VCM), que indica o tamanho médio das hemacias, o doseamento
da Hb, a Hemoglobina Corpuscular Média (HCM), a Concentracao de Hemoglobina Corpuscular
Média (CHCM) e a Variacao de Tamanho dos Eritrécitos (RDW) (Celkan, 2020).



Com os dados obtidos através de um eritrograma, € possivel concluir se o utente apresenta
uma determinada patologia, nomeadamente anemia. Esta patologia consiste numa alteracao
sanguinea caracterizada pela diminuicdo de eritrocitos em circulacao, resultando na diminuicio
da capacidade de transporte de O.. Segundo Hoffbrand A.V. and Moss P.A.H. (2013), um utente
é considerado anémico se apresentar valores de Hb inferiores a 11,5 ou 13,5 g/dL para mulheres
e homens adultos, respetivamente.

A partir dos restantes parametros presentes no eritrograma, é possivel definir o tipo de anemia
presente. Caso o utente se apresente anémico, um valor de VMC inferior a 80 fL é indicativo de
uma anemia microcitica e um valor de CHCM inferior a 30 g/dL é indicativo de uma anemia
hipocrémica. Existem diversas causas para uma anemia microcitica hipocrémica, nomeadamente
deficiéncia de ferro, talassémias, anemias associadas a doencas cronicas ou presenca excessiva de
ferro (anemia sideroblastica), resultando numa diminuicao da producao da proteina Hb. Por
outro lado, caso o valor de VCM se encontre aumentado (100 fL), é indicativo de uma caréncia de
vitamina B12 ou Acido Félico (Hoffbrand A.V. & Moss P.A.H., 2013).

Adicionalmente, os reticuldcitos, precursores das hemacias em circulacido, apresentam
particular interesse na caracterizacao da anemia. Caso estejam presentes, ou com uma contagem
aumentada, podera sugerir uma potencial anemia com caracter hemolitico ou hemorragico, como

resposta compensatoria (Phillips J & Henderson AC, 2018).

4.3.1.2. Leucograma

A segunda contagem do hemograma é designada de leucograma e ¢ referente ao estudo dos
leucdcitos. Os leucocitos sdo células do sistema imunitario e desempenham um papel importante
na defesa do organismo (Fan et al., 2021). Os leucécitos conferem protecao ao hospedeiro contra
infecoes, danos celulares, na fagocitose, reacGes alérgicas, reconhecimento de antigénios e
producao de anticorpos (Rosales, 2018). Com base no ntimero de niicleos que apresentam, os
leucocitos podem ser divididos em polimorfonucleares e mononucleares. Os leucécitos
conhecidos por polimorfonucleares sdo os neutréfilos, os eosinédfilos e os basoéfilos, ja os
mononucleares apresentam apenas um nucleo distinto, como os linfécitos e mondcitos
(Hoffbrand A.V. & Moss P.A.H., 2013).

Os neutrofilos sao células polimorfonucleares e apresentam nticleos segmentados, facilitando
a sua identificacao aquando da visualizacao de um esfregaco de sangue periférico. Estas células
tém a capacidade de fagocitar organismos invasores como é o caso de bactérias (Rosales, 2018).

Os eosinodfilos vistos ao microscopio quando corados por Coloracdo de Leishman, sao
facilmente reconhecidos pelos seus granulos que adquirem uma tonalidade rosa-alaranjado. A
sua principal funcao é fagocitar o complexo antigénio-anticorpo, que se encontra aumentado em
situacao alérgica, parasitologica, doencas autoimunes, entre outras (Day et al., 2024;
Widick & Winer, 2016).

Os basofilos sdo os granulocitos de maiores dimensoes e, devido ao seu niimero reduzido em
circulacdo sanguinea, é raro identificarem-se num esfregaco de sangue periférico. Estes

apresentam o citoplasma rico em granulos bem visiveis corados de “azul escuro” pela Coloracao



de Leishman. Estas células libertam histamina e heparina, estando associados a eventos alérgicos
e/ou de anticoagulantes (Park & Kang, 2024).

Os linfocitos sao os agranul6citos em maior quantidade na circulagio sanguinea. Estes sdo de
pequenas dimensdes, em condi¢Ges normais, e apresentam-se com a cromatina condensada e com
pouco citoplasma visivel. Existem trés tipos de linfécitos, nomeadamente os linfocitos B, T e NK
(Natural Killer), cada um apresentando constituicoes diferentes e como tal, funcoes
diferenciadas. Os linfocitos B (maturam na medula) transformam-se em plasmdcitos e sao
responsaveis pela producio de anticorpos. Os linfocitos T (maturam no timo) diferenciam-se em
células CD4 positivas e auxiliam na ativacao dos linfécitos B, e em CD8 positivas, que auxiliam no
combate de infecOes virais. Por tltimo, os linfocitos NK sao células linfoides inatas, com atividade
citotoxica ndo especifica, que sdo importantes na resposta precoce as células tumorais e infecoes
virais (Fan et al., 2021).

Os mondcitos sao células de maiores dimensoes, apresentando um nucleo em forma de
rim/feijao. Nos tecidos, os monocitos transformam-se em macréfagos e sdo responsaveis pela
fagocitose de organismos invasores, como bactérias (Italiani & Boraschi, 2014).

Através do estudo do leucograma, é possivel obter uma avaliacao diversificada do estado do
utente, uma vez que a alteracao do leucograma auxilia o clinico aquando do diagnostico.

Os leucocitos quando aumentados podem indicar a presenca de infecdao/inflamacdo. A
presenca de um namero elevado de neutroéfilos, ou seja, uma neutrofilia, é sugestiva de infecao
bacteriana. Porém se os linfocitos estiverem aumentados, linfocitose, é indicativo de uma infe¢ao
viral. E importante salientar que h excecdes. No caso de uma infeco viral por Covid ou Gripe A,
os linfocitos podem encontrar-se diminuidos, estando assim na presenca de uma linfopenia
(Huang et al., 2020). No caso de os eosinofilos estarem aumentados pode apontar para uma
reacao alérgica ou a presenca de parasitas. Contudo, se a leucocitose for muito acentuada, pode
sugerir uma leucemia (Widick & Winer, 2016).

A diminuicao de leucdcitos ou leucopenia pode estar presente em situacées em que o sistema
imunitario esteja a ser comprometido, como acontece quando o utente esta sujeito a tratamentos,
tais como quimioterapia ou radioterapia, ficando vulneravel a infecoes. Na tabela 3 estao descritos

exemplos dos diferentes tipos de leucocitos observados durante o estégio.

Tabela 3: Leucdcitos observados no decorrer do estagio

Leucocitos

Neutrofilo

Eosinofilo
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Basoéfilo

Linfécitos

Monadcito

4.3.1.3. Plaquetograma

Por fim, é efetuado o estudo das plaquetas. As plaquetas sao o resultado da fragmentacao de
megacariocitos, sendo fundamentais no processo de coagulagao sanguinea. Os megacariocitos sao
células que advém da diferenciacao das células tronco hematopoéticas, encontradas na medula.
O plaquetograma contempla a contagem de plaquetas, o plaquetocrito (PCT), a amplitude de
variacdo de tamanho das plaquetas (PDW) e ainda o volume plaquetar médio (VPM)
(Hoffbrand A.V. & Moss P.A.H., 2013).

4.3.1.4. Esfregaco de Sangue Periférico

O esfregaco de sangue periférico é essencial no dia-a-dia laboratorial no setor de
hematologia (Figura 3). Consiste em efetuar o deslizamento de uma gota de sangue
total ao longo de uma lamina de vidro que posteriormente é corada e observada ao

microscopio 6tico (Celkan, 2020). A visualizacao de uma lamina ao microscopio seré

de caracter confirmatério, uma vez que o aparelho de hematologia pode ter

dificuldade na distincao dos diferentes tipos celulares presentes no sangue ou outras

e s ;o Figura 3: Esfregaco
linfocitos atipicos, entre outros (Hoffbrand A.V. & Moss P.A.H., 2013). de sangue periférico

alteracoes morfologicas, tais como células imaturas, agregados plaquetares,

4.3.2. Velocidade de Sedimentacao

A VS ou hemossedimentacdo é um marcador sensivel, ndo especifico de inflamacao.
Atualmente esta analise é utilizada juntamente com a andlise a proteina C reativa (PCR), no
diagnostico de uma ampla variedade de situagdes clinicas. Esta anélise baseia-se no Método de
Westergren, que consiste na colheita de sangue para um tubo alongado e estreito, na presenca de
um anticoagulante e de uma esfera que auxilia na homogeneizagao. Ap6s homogeneizacao, o tubo
de VS é colocado num suporte marcado com uma escala, em posicao vertical durante uma hora,
estando assim sujeito a forca da gravidade. Apo6s este periodo, procede-se a medigdo da
hemossedimentacio, sendo este valor apresentado em mmHg/h (McPherson Richard A. & Pincus

Matthew R., 2007).
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4.3.3. Coagulacao / Hemostase

A hemostase é a resposta fisioldgica do corpo, que tem como objetivo parar uma hemorragia,
através do equilibrio entre eventos tromboticos e anti-trombéticos. Esta é composta por trés
etapas, que envolvem a contracao vascular e formac¢ao de um tampao de plaquetas, a interacao de
fatores e inibidores de coagulacio e a fibrindlise, processo pelo qual o coagulo previamente
formado é eliminado.

A cascata da coagulacao (Figura 4) é composta por trés vias, das quais a via extrinseca, a via
intrinseca e a via comum. A via extrinseca inicia-se com o fator tecidular, que se encontra na
superficie da célula (Camire, 2021). Quando o citoplasma interage com o fator tecidular, este
liga-se ao fator VII, formando um complexo. Este ativa posteriormente os fatores X e IX, para dar
inicio a via comum. A via intrinseca da-se quando os fatores VIII e V sdo convertidos em VIIIa e
Va pela trombina disponivel. Nesta fase forma-se o fator Xa, pela interacdo de IXa e VIIIa, na
presenca de Ca2* (Hoffbrand A.V. & Moss P.A.H., 2013). Adicionalmente a via comum
compreende a formacao de trombina que posteriormente converte fibrinogénio a fibrina e ativa o
fator XIII que estabiliza o coagulo. Para avaliar qual das vias da cascata de coagulagio se encontra
alterada, executam-se analises ao tempo de protrombina (TP) e tempo de tromboplastina parcial
ativada (TTPA). Estes parametros sao analisados utilizando o método coagulométrico do ACLTOP
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Figura 4: Cascata da coagulacdo. Adaptado de Hoffbrand A.V. & Moss P.A.H., 2013

4.3.3.1. Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada

O TTPA ¢ representativo da via intrinseca da cascata de coagulacdo (Figura 4). Este
encontra-se aumentado, caso o valor de um dos fatores (XIIa, XIa ou IXa) envolvidos nesta via
esteja diminuido ou o utente apresente uma mutacao que altere ou diminua a producio de um
destes fatores.

O teste, realizado a 37°C durante um certo periodo, utiliza um ativador de contacto, que

estimula a produgdo do fator XIIa. Posteriormente, o cloreto de célcio, presente no teste,
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desencadeia a formacao do coagulo (APTT-SP (Liquid) HemosIL ®, 2017). O TTPA é expresso

em segundos e os valores de referéncia encontram-se entre 25,1 e 36,5 segundos.

4.3.3.2. Tempo de Protrombina
O TP avalia a via extrinseca da cascata de coagulaciao (Figura 4) e encontra-se alterado, na
presenca de doenca ou mutagao que afete o fator tecidular ou o fator VIIa (Dorgalaleh et al., 2021).
O teste utilizado no HNSA recorre a um reagente de tromboplastina de elevada sensibilidade,
baseado no fator recombinante de tecido humano, que resulta na conversao de fibrinogénio a
fibrina e posterior medicdo da absorvancia (RecombiPlasTin 2G HemosIL ®, 2017). O TP é

expresso em segundos e os valores de referéncia rondam 10,0 a 12,5 segundos.

4.3.3-3- Razao Normalizada Internacional

A razao normalizada internacional ou RNI é a razao entre o TP do doente, expresso em
segundos e o tempo padrao (Equacao 1). Esta razao é em seguida elevada a uma poténcia indice
de sensibilidade internacional (ISI) que caracteriza a tromboplastina utilizada relativamente a

uma tromboplastina internacional padrao (Dorgalaleh et al., 2021).

Equacdo 1:Férmula de calculo do RNI

tempo do doente'!

RNI = p
tempo padrao

O ISI varia conforme os reagentes utilizados, encontrando-se estabelecido para cada um deles.
De salientar que este deve ser introduzido no equipamento sempre que ocorra troca de lote.

Esta analise é comumente usada para monitorizar os utentes que facam terapéutica
anticoagulante (varfarina), sendo expectavel que os valores de RNI se encontrem compreendidos

entre 2 e 3 (Bontempi, 2022; Williams et al., 2017).

4.3.3:4. D-Dimeros

O D-dimero é o menor produto de degradacdo especifico da fibrindlise encontrado em
circulacdo (Olson, 2015) e é um produto solivel que pode ser quantificado no plasma (Weitz
et al., 2017). Quando a plasmina, uma protéase, nao € inibida, degrada a fibrina criando varios
derivados solaveis. Em condi¢des normais os D-dimeros encontram se em baixas concentracoes.
Quando elevados podem estar associados a um evento tromboético.

Dado que os D-dimeros funcionam como elemento de exclusdo da ocorréncia de eventos
trombdticos, estes sdo comumente solicitados em situacoes de suspeita de embolia pulmonar ou
trombose venosa profunda. Apesar de os D-dimeros serem analisados na suspeita de um evento
trombotico, um valor elevado podera indicar também diversas condicGes clinicas pré-existentes,
tais como fibrilagao auricular, doenca arterial coronaria, dissec¢ao aértica aguda ou infegao por

virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (Weitz et al., 2017).
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No HNSA, os D-dimeros sao quantificados através de um imunoensaio turbidimétrico,
recorrendo a reagentes, como particulas de latex e tampao. Estas particulas de latex contém um
anticorpo monoclonal especifico contra o dominio D-dimero presentes nos derivados soltveis da
fibrina. Quando o plasma, contendo D-dimeros, se mistura com o reagente de latex e com o
tampao de reacdo, ocorre a aglutinacdo das particulas. Consequentemente, observa-se uma
diminuicdo da luz transmitida, sendo o resultado lido por turbidimetria (D-Dimer HS

HemosIL®, 2007).

4.4. Atividades desenvolvidas no setor de Bioquimica

4.4.1. Parametros Analisados

4.4.1.1. Marcadores de Funcao Hepatica

O figado é um 6rgao de extrema importancia, dado que desempenha um papel essencial no
metabolismo, na desintoxicacao, na eliminacao de substincias, entres outros. Como tal, a
realizacdo de andlises torna-se relevante, de modo a perceber se a sua fun¢io permanece intacta
ou se sofreu alguma alteracao, que possa prejudicar o organismo.

Os analitos associados a funcdo hepatica resultam da ocorréncia de dano tecidular e sao
determinados por espetrofotometria. Incluem as transaminases, tais como a alanina
aminotransferase (ALT) e a aspartato aminotransferase (AST), a gama-gutamil transferase
(GGT), as bilirrubinas, a fosfatase alcalina (ALP) (Sawieres, 2022), a albumina e as
proteinas totais.

A ALT pode ser encontrada noutros 6rgao para além do figado, nomeadamente no coracao, no
entanto é no figado que se encontra em maior concentracdo (Gowda et al., 2009). A ALT ¢é
encontrada no citoplasma, e por esta razio os hepatocitos libertam as transaminases quando se
encontram danificados. O dano celular pode ser resultado de uma ingestao elevada de alcool, de
uma infecdo viral ou da doenca do figado gordo (Sawieres, 2022).

A AST apresenta duas isoformas, que diferem geneticamente, sendo que cada uma delas se
encontra em locais diferentes, nomeadamente no citoplasma e na mitocondria

(Gowda et al., 2009). Esta transferase estd presente noutros 6rgaos para além do figado, pois

o

encontra-se em tecidos altamente metabdlicos em grandes concentra¢ées. Como no figado

produzida em maior extensao € usada como marcador da funcao hepatica (Sawieres, 2022).

@

A atividade da GGT sérica é atribuida ao sistema hepatobiliar (Gowda et al., 2009)

o

encontra-se aumentada em qualquer forma de lesdo ou disfuncdo hepética, pelo que nao
utilizada de forma isolada para diferenciar patologias (Sawieres, 2022).

A bilirrubina é um pigmento amarelo, que resulta da degradacdo da Hb, presente nos
eritrocitos. Esta apresenta-se em duas formas, a forma conjugada e a nao conjugada. A bilirrubina
nao conjugada é transportada para o figado pela albumina, uma proteina de transporte. Dado que
a bilirrubina é um produto insoltavel, para que esta seja excretada é necessario conjugar-se com o
acido glucuroénico. A conjugacao da-se nos hepatocitos, sendo posteriormente excretada nas fezes

(Sawieres, 2022).
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Os valores da bilirrubina poderao auxiliar o clinico a estabelecer um diagnéstico. Caso o nivel
sérico de bilirrubina nao conjugada se encontre elevado, podera ser indicativo de hemolise ou
doencas genéticas, como a sindrome de Gilbert ou a sindrome de Crigler-Najjar (McPherson
Richard A. & Pincus Matthew R., 2007), que resulta numa conjugacao da bilirrubina ineficaz. O
diagnostico destas sindromes é feito através da analise bioquimica dos parametros hepaticos, ndo
sendo necessario, fazer-se o estudo genético ou biopsia ao tecido hepatico (Strassburg, 2010). Na
eventualidade de ambos os niveis séricos de bilirrubina conjugada e nao conjugada se
encontrarem elevados, podera ser indicativo de sindrome de Dubin-Johnson. Esta sindrome é
causada por uma deficiéncia no transporte biliar de anides organicos acidos nao biliares, no
transportador ABCC2 codificado pelo cromossoma 10q23 (Strassburg, 2010).

Para além das sindromes referidas existe a sindrome de Rotor que é caracterizada pelo
aumento da bilirrubina conjugada.

Todas as sindromes anteriormente referidas nao sofrem alteracdo das transaminases, pelo
que se apresentam entres os valores recomendados (Strassburg, 2010).

A ALP esta presente em diversos 6rgaos, nomeadamente no osso, na placenta e no epitélio
biliar (Gowda et al., 2009). Esta é produzida pelo epitélio biliar e a sua produgao podera aumentar
em consequéncia do dano provocado por obstrucao ou por colangite biliar (Sawieres, 2022), que
consiste na inflamacao com fibrose associada aos ductos biliares no figado. A ALP ¢ utilizada na

detecdo e monitorizagio de doengas hepaticas, biliares e dsseas.

4.4.1.2. Ionograma

O ionograma destina-se a avaliar o nivel de eletrélitos no organismo. Esta é a analise mais
prescrita e permite avaliar os niveis de s6dio (Na+), potassio (K+) e cloro ou cloreto (Cl-), fazendo
uso do método Ion-Selective Electrode (ISE) do Alinity ¢ da Abbott®.

Os eletrolitos sdo minerais que apresentam carga quando dissolvidos e desempenham diversas
funcbes que incluem a manutencdo da pressao osmética e do pH, a distribuicao de 4gua nos
variados compartimentos/liquidos do organismo, a ativacdo de enzimas e o auxilio na
contratilidade do miocardio e na excitabilidade neuromuscular (McPherson Richard A. & Pincus
Matthew R., 2007). Os eletrolitos podem ser divididos em anides (apresentam carga negativa) e
catides (apresentam carga positiva), podendo também ser classificados como extracelulares e
intracelulares, dependendo se se dispoem no exterior ou interior da célula, respetivamente.

O Nat* é o principal catido extracelular e é responsavel pela manutencdo do equilibrio
hidroelétrico do compartimento extracelular (Sterns, 2015). Adicionalmente, tem um papel
importante na regulacio de fluidos no organismo, ajudando no funcionamento dos musculos e
nervos (Sterns, 2015).

O K+ é o principal catido intracelular envolvido no equilibrio e distribuicdo de 4gua no
organismo (Palmer & Clegg, 2017). Este eletrélito é essencial para o bom funcionamento do
coracao e dos restantes musculos, pois participa na transmissao dos impulsos nervosos.

O CI- é o principal anido extracelular responsavel pela manutencdo do equilibrio hidrico e
pressao osmotica. Este auxilia na regulacio de fluidos e assegura o volume de sangue correto no

organismo, bem como regula a pressao arterial.
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O equilibrio de pH corporal é mantido pelo bicarbonato (HCO;), sendo também relevante no
transporte de Co,, através da corrente sanguinea (McPherson Richard A. & Pincus
Matthew R., 2007).

Para manter as concentracoes do organismo a funcao renal é de grande importancia, pois esta
envolvida na filtracdo e excrecao dos eletrolitos, se assim necessario.

O ionograma tem um papel importante na detecdo de desequilibrios de eletrolitos. Estes
poderao dever-se a diversas situacoes, nomeadamente a desidratagao, a toma de alguns farmacos,
a perda da funcao renal ou a uma alimentacdo inadequada. Os sintomas associados a estes
desequilibrios podem ir desde nauseas, confusdo mental, fraqueza a arritmias.

As patologias mais associadas a alteracoes do ionograma sao a hiponatremia e a hipercalemia.
A hiponatremia, resulta da baixa concentracido de Na* no sangue, como possivel consequéncia de
insuficiéncia renal, insuficiéncia cardiaca ou perda excessiva de liquidos (Spasovski et al., 2014).
A hipercalemia é consequéncia da alta concentragdo de K+ no sangue, com possivel resultado de

insuficiéncia renal, da toma de alguns fArmacos ou da destruicao celular (Palmer & Clegg, 2017).

4.4.1.3. Marcadores de Funcao Renal

A principal funcao do rim é a manutencao da homeostase do meio interno, produzindo urina
de composicao variavel. A excrecao de dgua em excesso, de eletrolitos e de produtos resultantes
do metabolismo, faz com que o rim desempenhe uma fung¢io reguladora do pH, do volume
sanguineo, da osmolaridade e da pressao sanguinea. O rim é também responsavel pela producao
da forma ativa da vitamina D, com um papel importante na regulacao da homeostase do osso, e
da eritropoietina (EPO), hormona responsavel pela estimulacao de producao de eritrocitos e da
renina, que regula o balanco do Na+(McPherson Richard A. & Pincus Matthew R., 2007).

As concentracoes de ides, como Nat, calcio (Ca2*), K+ e Cl, sdo reguladas pelo rim, permitindo
avaliar se a funcao renal se encontra comprometida. Os produtos de excrecao, nomeadamente a
creatinina, a ureia, o acido trico e a cistatina C, tém excrecao exclusivamente renal, permitindo
assim a monitorizacao da funcio renal.

A creatinina, produto final do metabolismo da creatina, encontra-se essencialmente no
musculo esquelético, na forma de fosfocreatina. Apoés a metabolizacao, esta é filtrada no
glomérulo e secretada no tdbulo proximal. Uma vez que, a maioria da filtracdo ocorre
exclusivamente no glomérulo, a creatinina é um bom marcador da taxa de filtracao glomerular.
Deste modo, elevados niveis de creatinina sugerem uma reduzida taxa de filtracdo glomerular,
indicando insuficiéncia renal (Narimani et al., 2021).

A ureia é o produto da degradacao de 4cidos nucleicos e € excretada pelo rim, apos filtracao e
reabsorcdo. Tal como a creatinina, a ureia, quando acumulada no sangue, podera sugerir uma
eventual funcao renal insuficiente, no entanto de forma mais tardia (Sinkala et al., 2017).

Para avaliacao da funcdo renal, sdo também analisados na urina parametros como proteinas
totais, creatinina, ureia, glucose, entre outros. A presenca de glucose na urina é comum no utente
diabético e pressupoe uma ma reabsor¢ao glomerular. Os pardmetros anteriormente referidos

poderao ser quantificados na auséncia de patologia, no caso de uma alimentagao desequilibrada.
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4.4.1.4. Marcadores de Func¢ao Cardiaca

O coracao é o 6rgao responsavel por bombear o sangue para o sistema circulatério, composto
desde artérias a capilares, irrigando todos os tecidos. O tecido muscular do coracdo denomina-se
miocardio e é composto por midcitos. Os midcitos requerem uma grande quantidade de O», que
lhes é fornecido pela mioglobina, uma proteina transportadora e armazenadora de oxigénio.

O coracao é um o6rgao bastante irrigado devido a necessidade energética que dispde. Caso a
irrigacdo se encontre comprometida, ocorre isquémia que podera levar a morte do tecido
cardiaco. Com a morte dos midcitos, existe a libertacdio do contetdo citoplasmatico
nomeadamente enzimas, que ficam em circula¢io sanguinea.

Em caso de suspeita de enfarte do miocardio, o clinico solicita a analise dos marcadores
cardiacos mioglobina, troponina e creatinofosfocinase “fracdo cardiaca” MB (CK-MB)
(Aydin et al., 2019).

A mioglobina é utilizada para a avaliacdo inicial de utentes com suspeita de enfarte agudo do
miocardio (EAM), porém é também a primeiro a normalizar (Figura 5). Os mio6citos contém trés
tipos de troponinas, a troponina I, T e C, sendo que esta altima podera ser encontrada também
no musculo esquelético.

A técnica usada no HNSA quantifica apenas a troponina I, libertada apos a morte de tecido
cardiaco (Figura 5). A libertacdo de troponina e a sua elevacao em circulacdo ocorrem quatro a
seis horas apos a lesao cardiaca (Fathil et al., 2015). Deste modo, quando existe suspeita de um
EAM, mesmo que os niveis de troponina se encontrem reduzidos, a analise devera ser repetida
apos 4 horas, para avaliagao.

A creatinofosfocinase apresenta o mesmo comportamento que a troponina, no entanto quando
libertada, o tempo de vida em circulacdo é menor, pelo que os valores sao normalizados mais

rapidamente (Figura 5).
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Figura 5: Perfil dos marcadores cardiacos apos enfarte agudo do miocardio. Adaptado de Paula Maria, n.d.
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Outro marcador cardiaco bastante analisado no HNSA ¢ o péptido natriurético tipo B, também
chamado de BNP. O BNP é uma hormona libertada na corrente sanguinea, pelos miocitos quando
em esfor¢o e em resposta a uma sobrecarga de volume ventricular ou a patologias causadoras de
dilatacio ventricular. O BNP tem origem maioritariamente no ventriculo esquerdo, uma vez que
este alberga maiores volumes sanguineos e uma maior pressdo. Este marcador encontra-se
aumentado em situacao de faléncia/insuficiéncia cardiaca (Clerico et al., 2016). O BNP é detetado

por um imunoensaio de microparticulas por quimioluminescéncia.

4.4.1.5. Marcadores de Funcao Tiroideia

A tiroide é um 6rgao em forma de borboleta, situado na base do pescoc¢o (Figura 6). Este é
constituido por foliculos, que por sua vez contém no seu interior o coloide, constituido por
tiroglobulina. Na porcao posterior da tiroide encontram-se as glandulas da paratiroide,
responsaveis pela producao de hormona da paratiroide (PTH), uma hormona importante na

homeostase do Ca2+ e na estimulacao de conversao de vitamina D na sua forma ativa, pelos rins.

Figura 6: llustracao da Tiroide

A tiroide pertence ao sistema endécrino, devido a sua atividade secretora de hormonas, como
a triiodotironina (T3), a tiroxina (T4) e a calcitonina. Esta Gltima é importante na regulacao do
metabolismo do Caz2* e fosforo.

A formacao das hormonas T3 e T4, necessita de iodo que é captado da corrente sanguinea, pela
tiroide, e incorporado num aminoacido (tirosina) presente na tiroglobulina. Enquanto a T3 é
formada ap6s a jun¢do de uma monoiodotirosina e uma diiodotirosina, a T4 é a junc¢ao de duas
diiodotirosinas, sendo posteriormente libertadas para a circulacio. Tendo em conta que a T3 é a
forma mais ativa da hormona, e tem maior afinidade com os recetores celulares, a T4, nos tecidos
periféricos sofre desiodacdo convertendo-se em T3 (McPherson Richard A. & Pincus
Matthew R., 2007).

A regulacao da produciao de hormonas da tiroide é feita pela libertacio de hormona
estimulante da tiroide (TSH) pela pituitaria, uma glandula localizada na base do cérebro, regulada
pelo hipotalamo, através da libertacao de hormona libertadora de tireotrofina (TRH). A regulacio
hormonal da-se através de feedback negativo, isto é, quanto maior for a concentracao de T3 e T4,

menor sera a libertacao de TSH, isto na auséncia de patologias (Brent, 2012).
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Para avaliacdo da funcio tiroideia e da sua regulagio, é de grande importancia quantificar
primeiramente os niveis de TSH. O valor de TSH oferece uma visao geral do comportamento da
tiroide e da sua regulacao, tendo um valor clinico relevante, uma vez que qualquer alteracio aos
valores de referéncia podera ser sugestiva de uma eventual patologia

No hipotiroidismo, o valor da TSH encontra-se aumentado. Caso os valores de T4 livre se
encontrem diminuidos, podera ser indicativo de hipotiroidismo primario. Por outro lado, valores
normalizados de T4 livre, podera indicar hipotiroidismo secundario. O hipotiroidismo
encontra-se associado a uma diminuicdo da atividade do metabolismo, que consequentemente
leva a um aumento de peso, fadiga, intolerancia ao frio, bocio, entre outros sintomas
(McDermott, 2020). Por outro lado, caso o valor da TSH se encontre diminuido, podera ser
indicativo de hipertiroidismo. Caso os valores de T4 livre se encontrem aumentados, podera ser
sugestivo de hipertiroidismo primario. Considera-se hipertiroidismo secundario caso os valores
de T4 livre se encontrem normalizados. O hipertiroidismo esta associado ao aumento da atividade
metabodlica e, consequentemente, a perda de peso, arritmia, sensacdo de calor, insénias, entre
outros sintomas (McPherson Richard A. & Pincus Matthew R., 2007).

Adicionalmente, poderao ser consideradas para diagnoéstico outras patologias associadas a
tiroide, nomeadamente hipertiroidismo e hipotiroidismo de natureza autoimune, ou seja, Doenca
de Graves e Tiroidite de Hashimoto, respetivamente, e ainda carcinoma da tiroide. Numa situacao
autoimune, o utente apresenta autoanticorpos, tais como antitireoperoxidase (Anti-TPO),
antitireoglobulina (Anti-Tg) e anticorpo anti-recetores de TSH (TRAb), que afetam a propria
tiroide (McPherson Richard A. & Pincus Matthew R., 2007). Estes podem ser avaliados de forma

qualitativa e quantitativa.

4.4.1.6. Marcadores de Func¢ao Pancreatica

O pancreas é um 6rgao localizado no abdémen, junto do duodeno e tem fung¢des enddcrinas e
exocrinas, sendo responsével pela secrecao de hormonas e enzimas, como a lipase e amilase. Na
pratica laboratorial, estas tltimas sdo doseadas através de espetrofotometria.

A lipase é uma enzima produzida com o objetivo de hidrolisar ésteres de glicerol na presenca
dos sais biliares e tem um papel importante na digestao de gorduras provenientes da alimentacao
em moléculas de menor tamanho, para que sejam facilmente absorvidas no intestino. Embora a
enzima também seja produzida na boca e no estdémago, € no pancreas que se observa a sua
libertacdo em maiores quantidades. Por essa razao, a analise da lipase em laboratério permite
avaliar a funcdo pancreatica. Uma alteracdo no funcionamento do pancreas por doencas
autoimunes, pancreatites ou tumores gastrointestinais pode levar a um aumento sérico da lipase.
A sua presenca em grandes concentragoes ¢é especifica de dano pancredtico
(Boxhoorn et al., 2020).

A amilase auxilia na digestao de glicidos provenientes da dieta (quebrando as ligacoes 1-4 do
amido), sendo libertada pelo pancreas e glandulas salivares. Dada a producdo desta enzima
ocorrer em dois locais distintos, o seu aumento em circulacdo pode indicar uma alteracdo na
funcao do pancreas e/ou das glandulas salivares. Perante esta situacao, a associacao da amilase a

lipase permite uma interpretagdo mais precisa dos resultados das analises e um potencial
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diagnostico relativo a funcdo pancreatica. De salientar que, em caso de pancreatite aguda, a
concentracdo de amilase aumenta significativamente nas primeiras doze horas (Ismail &
Bhayana, 2017).

A hormona mais conhecida produzida pelo pancreas é a insulina. Esta é responsavel por
controlar os niveis de glucose no sangue, permitindo a sua entrada nas células. A insulina é
produzida pelas células  do pancreas. O pancreas é responsavel por secretar outras hormonas,
tais como o glucagon, secretado pelas células a, a somatostatina, secretada pelas células §, e o
polipéptido pancreéatico, secretado pelas células PP, anteriormente designadas de células y
(Bharmal et al., 2017). O glucagon apresenta agdo contraria a da insulina, pois promove o
aumento de glucose no sangue. Como tal, € essencial para reverter situacoes de hipoglicémia em

diabéticos tipo 1 ou em situacoes de jejum.

4.4.1.7. Proteinas Séricas

A analise as proteinas que se encontram em circulacdo comeca pela anélise das proteinas
totais, com o objetivo de se adquirir uma visdo abrangente do estado do doente, sendo
posteriormente analisadas as proteinas especificas.

As proteinas especificas quantificadas no Servico de Patologia Clinica do HNSA sdo a PCR e
albumina, sendo que as restantes sao determinadas pelo Servico de Patologia Clinica da ULS da
Guarda, no HSM.

A PCR é uma proteina de fase aguda e é sintetizada a nivel hepatico, encontrando-se
aumentada em distdrbios inflamatorios, lesdo tecidular e situagoes de stress intenso (McPherson
Richard A. & Pincus Matthew R., 2007).

A albumina ¢ a principal proteina de transporte e é encontrada em maior concentra¢ao no
plasma. Esta proteina é produzida no figado, pelos hepatocitos, tendo um papel importante na
regulacio do pH e no equilibrio osmético/oncético (Hankins, 2006). E um marcador de alteraciio
do metabolismo proteico e monitorizagao de doencas inflamatorias cronicas e renais. A albumina
encontra-se aumentada em situacoes de hipovolémias, como na desidratacdo, e diminuida em
doencas hepaticas, aumento do catabolismo ou baixa absorcao.

Adicionalmente, em ambiente laboratorial, é realizada a determinacao das restantes proteinas
e globulinas a1, a2, B1, B2 e y que se encontram em menor concentragdo em circulagio
(Favresse et al., 2021). A técnica de eleicio para a sua determinacao é a eletroforese, que permite
separar as proteinas em diferentes fracées, de acordo com o seu potencial isoelétrico, tamanho e
peso molecular, quando sujeitas a uma corrente elétrica. Para quantificacao das mesmas, o HSM
utiliza a eletroforese capilar, sendo o resultado apresentado em forma de grafico, o
proteinograma, com os respetivos valores das proteinas (Figura 7).

A analise do proteinograma é de extrema importancia, pois uma alteracdo num dos picos
(Figura 8) podera indicar a origem da patologia, permitindo assim realizar um diagnoéstico
diferencial. Num proteinograma normal (Figura 7), cada pico equivale a uma fragao de proteinas,
sendo o pico mais prominente o da albumina, dado ser a proteina que se encontra em circulacao

em maiores quantidades. O seguinte pico é constituido por varias proteinas denominadas por
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ai-globulina, que participam no bom funcionamento do sistema imunolégico. De seguida estao
presentes as a2-globulina, importantes no metabolismo do ferro, nomeadamente a haptoglobina
e a ceruloplasmina. As [(-globulina apresentam dois picos, sendo o primeiro referente a
transferrina, proteina responsavel pelo transporte do ferro ao longo do organismo. O segundo
pico é caracteristico da PCR e da 2-microglobulina. A B2-microglobulina é um marcador da
atividade celular importante indicando patologias linfoproliferativas e mieoloproliferativas,
inflamacao e falha renal. Por ultimo, aparecem as Yy-globulinas também designadas de
imunoglobulinas, que se apresentam aumentadas em doencas autoimunes, infecbes e em casos
de inflamacao (McPherson Richard A. & Pincus Matthew R., 2007). O aumento deste altimo pico

¢ muito caracteristico de mieloma multiplo (Figura 8).
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Figura 7: Proteinograma normal Figura 8: Proteinograma anormal, com um

pico acentuado nas y-globulinas e reducéo
da albumina, caracteristico de Mieloma
Multiplo

4.4.1.8. Outros Parametros Analisados

O ferro sérico, o acido urico, a glucose e a desidrogenase do lactato (LDH) sao outros dos
parametros analisados no Servico de Patologia do HNSA.

O ferro sérico é analisado com vista a identificar possivel défice ou excesso. O défice deste é a
causa mais prevalente de anemias a nivel mundial. O ferro € um mineral com grande importancia
na fixacdo de O. na Hb, possibilitando assim o transporte deste gas até aos tecidos
(Elstrott et al., 2020). Além de estar envolvido na sintese de eritrocitos, este também esta
presente em algumas enzimas, tais como a peroxidase e os citocromos. A deficiéncia de ferro
sérico pode ter diversas causas, como hemorragias, ingestao insuficiente de nutrientes, méa
absorcao intestinal e doencas inflamatérias do intestino, podendo apresentar sintomas como
cansaco, falta de apetite, pele palida e fraqueza. O excesso de ferro sérico pode ter como base uma
ingestao rica em ferro ou algumas patologias, nomeadamente a anemia hemolitica, a
hemocromatose e a hepatite. Os sintomas variam desde dor abdominal e nas articulacGes,
fraqueza e cansaco.

O éacido trico é um produto da metabolizacdo da guanina, da hipoxantina e da xantina de

origem alimentar que estdo presentes na sintese endégena de purinas e no catabolismo dos acidos
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nucleicos (McPherson Richard A. & Pincus Matthew R., 2007). O aumento do acido trico esta
associado a uma anomalia no metabolismo das purinas, observando-se em situacbes como
faléncia renal, gota, leucemia, diabetes mellitus, entre muitas outras. A gota é a patologia mais
conhecida associada ao aumento do 4cido drico. Esta consiste uma resposta inflamatéria nas
articulacoes, levando a formacao de cristais de monourato de sédio, causando dor e calor nas
articulacoOes. Os sintomas pioram quando os utentes ingerem alimentos ricos em purinas, como o
marisco.

A glucose é o parametro utilizado para determinar a concentracio de aclicar no sangue, ou
seja, a glicémia. Este actcar é a principal fonte energética do organismo e a sua concentracio
altera-se ap6s a ingestdo de alimentos (McPherson Richard A. & Pincus Matthew R., 2007).
A glicémia é comumente utilizada no diagnostico e monitorizacao do utente diabético. O aumento
de glucose pode manifestar-se através de sintomas como sede, cansaco, polidria, entre outras.
Baixos valores de glucose podem apresentar-se como tremores e sudorese. A patologia mais
conhecida associada a variacao da glucose é diabetes mellitus 1 e II, insulinodependente e
nao-insulinodependente, respetivamente.

A LDH ¢é uma enzima que se encontra no interior das células e esta envolvida no metabolismo
da glucose no organismo, nomeadamente na fermentacao lactica (McPherson Richard A. & Pincus
Matthew R., 2007). Esta enzima tem 5 isoformas, sendo que a LDH-1 e a LDH-2 se encontram
presentes no coracao, a LDH-3 nos pulmoes, a LDH-4 na placenta e no pancreas e por fim, a
LDH-5 presente no figado e musculo esquelético (Di Cello et al., 2019). A LDH aparenta estar
presente em tecidos altamente metabolicos, o seu aumento na circulagio sanguinea é evidéncia
de dano a estes 6rgaos. O aumento da LDH pode ser consequéncia de enfarte, hepatite, anemia

hemolitica, entre outras.

4.4.2. Serologia

A serologia é o estudo analitico do soro. Os testes serologicos avaliam a presenca de antigénios
ou anticorpos especificos, isto é, se o utente ji esteve em contacto com um determinado agente
patogénico. Estes testes sdo efetuados a certos grupos de risco, como gravidas, ou utentes que
estiveram em contacto com um portador ou num ambiente de risco.

Um antigénio estimula o sistema imunol6gico, normalmente com origem exogena, com
excecdo da autoimunidade, cuja origem é endogena. Os anticorpos sao imunoglobulinas (Igs)
produzidas pelo sistema imunologico, que defendem o organismo. Estas sao especificas de cada
antigénio, isto é, um anticorpo s6 se liga ao antigénio para qual foi produzido (McPherson
Richard A. & Pincus Matthew R., 2007).

As Igs s@o formadas por cadeias peptidicas leves e pesadas, apresentando uma regido
constante e outra variavel, que se altera conforme o antigénio a qual o organismo é exposto.
Existem cinco classes de anticorpos, nomeadamente a IgM, IgG, IgA, IgD e IgE. Cada uma destas
Igs desempenha uma funcao diferente (Arnold & Chung, 2018; Wine et al., 2015). A IgM e a IgG
encontram-se em maior percentagem no organismo. A IgM é responséavel pela resposta priméaria

do organismo aos antigénios e a IgG aparece numa resposta secundaria. A IgA é encontrada em
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secrecOes, como a saliva e fluidos nasais e a IgE encontra-se elevada em processos alérgicos
(Vattepu et al., 2022). A IgD esta menor percentagem, sendo encontrada ao redor dos linfécitos B.

Os principais anticorpos analisados na serologia sdo as IgM e IgG. Dependendo nos niveis
destas imunoglobulinas é possivel tirar diversas interpretacgoes, por exemplo:

IgM e IgG negativas — o utente nunca esteve em contacto com o antigénio da doenca em
estudo;

IgM positiva e IgG negativa — a infe¢do est4 no estagio inicial da doenga em estudo;

IgM negativa e IgG positiva — a infe¢io é antiga, ndo contagiosa ou recebeu uma vacina
que levou a produgio de anticorpos;

IgM e IgG positivas — a infecao esta num estadio avancado.

Os anticorpos mais pesquisados nesta area correspondem a doencas, tais como, toxoplasmose,

infegdo por citomegalovirus, infecao por Epstein-Barr, sifilis, hepatites virais e HIV.

4.4.3. Gasimetrias

A gasimetria é um exame que avalia o pH, a concentragdo de bicarbonatos, entre outros
parametros. Este exame é realizado em sangue arterial e venoso, sendo este Gltimo menos
frequente.

O pH esta correlacionado com a concentracao de bicarbonato e com a pressao parcial de gas

carbonico, através da equacdo de Henderson-Hasselbach.

Equacdo 2: Equacdo de Henderson-Hasselbach
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Através desta equacdo, o aparelho efetua os célculos para determinar o pH. Tendo isto como
base, é possivel identificar a presenca de desequilibrios acido-base, conhecidos por alcalose e

acidose. Estes desequilibrios podem ter diferentes origens, sendo metabdlica ou respiratoria,
dependendo se a altera¢ao estd no HCO3 ou no pC0,, respetivamente (Gomez & Kellum, 2015).

O equipamento utilizado foi idealizado para os servicos de urgéncia e internamentos, onde os
resultados necessitam de ser rapidos, a partir de um volume reduzido de amostra, para que se
determine o diagnoéstico rapidamente. A colheita da amostra é feita com recurso a uma seringa
com heparina no seu interior, de modo a manter a fluidez da amostra.

A gasimetria apresenta resultados para 17 parametros, em apenas 35 segundos, a partir de
65ul.. Os parametros analisados s3o os gases presentes no sangue, eletrolitos, Hb, alguns
metabolitos e co-oximetria. O controlo de qualidade é automatico, através de solugdes proprias
integradas no analisador, permitindo uma verificacao continua durante a sua utilizacao.

Os resultados sdo impressos e transmitidos para o sistema das anélises, para que possam ser

visualizados a posteriori.
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4.5. Atividades desenvolvidas no setor da Microbiologia

4.5.1. Hemoculturas

O estudo de hemoculturas no HNSA é efetuado através da utilizacdo do BD Bactec FX 40®.
Este sistema foi concebido para uma rapida detecao de microrganismos, como bactérias e fungos
em fluidos corporais, tais como sangue e liquido ascitico (Menchinelli et al., 2019). O sangue é um
produto biologico estéril, pelo que o isolamento de um microrganismo a partir de uma
hemocultura significa que este é geralmente o agente etioldgico da infecdo. O sucesso da
hemocultura depende do volume de sangue processado e da hora da colheita, pois o sangue devera
ser colhido antes do pico febril, durante a ascensdo da temperatura corporal, quando o nimero
de bactérias viaveis no sangue € maior.

As amostras sdo colhidas diretamente para frascos de cultura BACTEC, contendo no seu
interior um meio enriquecido, ideal para promover o crescimento de microrganismos.

Na eventualidade de existirem microrganismos na amostra, estes irdo metabolizar os
nutrientes presentes no meio, libertando assim CO,. Um corante presente no sensor reage com o
CO,, causando uma variacdo na absorcdo da luz pelo material fluorescente do sensor.
Os fotodetectores medem a fluorescéncia, que é proporcional a concentracao de CO,no frasco.

Para ser considerada uma hemocultura negativa, a amostra segue um ciclo de incubag¢ao no
Bactec FX 40®, a 35°C por um periodo de 5 dias ou 120h (Ulrich et al., 2022). Caso se suspeite
de micobactérias, o periodo de incubacao estende-se a 42 dias.

Assim que uma hemocultura fica positiva, esta é retirada do aparelho, semeada e incubada em
meios enriquecidos, como Gelose de Sangue e Gelose de Chocolate. Em simultaneo, é realizado a
coloracao de gram de uma pequena gota, para observacao ao microscopio, com o objetivo de

direcionar a identificacdo do microrganismo.

4.5.2. Estudo de Amostras do Trato Respiratorio

As amostras do trato respiratério inferior sao frequentemente utilizadas para o auxilio do
diagnostico de infecOes nesta estrutura, causadas por diversas bactérias (Tabela 4). Estas podem
ser expetoragdes, secrecoes bronquicas, aspirados traqueais/traqueais-bronquicos e lavados
bronco-alveolares. A amostra do trato respiratorio inferior mais é analisada no SPC do HNSA é a
expetoracdo. Esta pode ser adquirida por expulsido induzida pelo utente ou por expiracao com

auxilio médico.
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Tabela 4: Bactérias que podem provocar infe¢Oes do trato respiratorio inferior

Bactérias que Podem Provocar Infecoes do Trato Respiratorio Inferior

Streptococcus pneumoniae Klebsiella pneumoniae
Haemophilus influenzae Pseudomonas aeruginosa
Moraxella catarrhalis Legionella pneumophila
Staphylococcus aureus Mycoplasma pneumoniae
Chlamydia pneumonie Bordetella pertussis

Uma vez que a expetoracao tem origem no trato respiratério inferior, a sua expulsdao pode
arrastar células epiteliais do trato superior. Sendo a colheita dificil, é muito frequente a
contaminacdo pela flora comensal da orofaringe (Figura 9). De acordo com Cumulative
Techniques and Procedures Clinical Microbiology (CUMITECH) e a Tabela de Murray e
Washington (Tabela 5), amostras com 25 ou mais células epiteliais por campo sdo consideradas
contaminadas e, como tal o seu estudo é inviavel. Apenas amostra de boa qualidade devem ser

processadas (Figura 10).

Tabela 5: Tabela de Murray e Washington

Células epiteliais Leucoécitos

(ampliacao 10x) (ampliacio 10x)
Grupo 1 25 10
Grupo 2 25 10-25
Grupo 3 25 25
Grupo 4 10-25 25
Grupo 5 <10 25

Para atestar a qualidade da amostra uma fracdo de expetoracao é espalhado uma lamina,
fixado com metanol e corado pela coloracdo de Leishman. Apos a visualizacao da lamina ao

microscopio, se esta ndo apresentar contaminacao, o estudo da expetoragao prossegue.
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Figura 9: Amostra de expetoragao Figura 10: Amostra de expetoracdo de boa
contaminada por flora da orofaringe qualidade

Apos atestar a qualidade da amostra, o técnico do laboratoério atua conforme o procedimento
em vigor. Este inicia-se com a liquefacao da amostra com a adi¢do de ditiotreitol, comumente
designado de mucosol. O ditiotreitol é um agente mucolitico redutor utilizado para homogeneizar
amostras de expetoracdo. Em seguida, deve-se repousar a amostra homogeneizada durante
15 minutos, levar ao vortex e centrifugar durante 15 minutos a 3000 g. O sobrenadante € rejeitado
posteriormente, retirando-se 100 uL do pellet para um tubo de agua peptonada, perfazendo um
volume de 9 mL. A agua peptonada é um meio de enriquecimento primario, nao seletivo de
crescimento bacteriano.

De forma a executar o exame citobacteriano, o sedimento é homogeneizado com uma pipeta
de Pasteur ¢ feito um esfregaco com uma gota, que é corado pela coloracao de gram.

Para efetuar o exame cultural, retira-se 1ouL. da amostra diluida em agua peptonada e
semeia-se quantitativamente em gelose de sangue e chocolate. Estes meios sdo utilizados para
microrganismos exigentes e nao exigentes nutricionalmente. Na gelose de sangue é possivel a
observacio da expressao de hemolise. A gelose de chocolate contém na sua constituigdo hemina
e fator V, que possibilita o crescimento de estirpe exigentes como Haemophilus influenza.
Os meios devem ser incubados a 36+1°C entre 18 e 24 horas.

A semi-quantificacdo é realizada através da observacao ao microscopio, apds coloracao de

gram (Figura 11), contabilizando o nimero de microrganismos sao observados por campo.

Ingos leveduriformes

Streptococos

Figura 11: Observacdo do gram de uma expetoragao, com
Streptococos e fungos leveduriformes
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Apenas crescimento igual ou superior a 100 colénias por meio (Figura 12) é valorizado,
procedendo-se a identificacdo e o antibiograma. Apo6s a incubacao, observam-se os meios, para a
identificacdo de coldnias suspeitas de provocar infecdo. Devido a possibilidade de existir flora
contaminante presente, deve-se valorizar colonias presentes em funcio das bactérias

predominantes e das bactérias visualizadas no gram.

Figura 12: Gelose de sangue com
crescimento superior a 100 col6nias

4.5.3. Uroculturas

O exame cultural de urina, também conhecido com urocultura, é efetuado para despiste de
infecoes do trato urinario. A causa mais prevalente para este tipo de infecdo sdo as
Enterobactérias, nomeadamente a Escherichia coli. A infe¢do urinaria é das mais frequentes no
ser humano e é geralmente causada por bactérias da flora intestinal saprofita, que colonizam o
sistema urinario, através da uretra.

De modo a prevenir possiveis contaminacoes, a urina deve chegar ao laboratério no interior
de um recipiente estéril e fechado, devendo ser trabalhada rapidamente ou refrigerada, até que
seja possivel proceder a sua analise. Pelo facto de bactérias potencialmente patogénicas
colonizarem a uretra, recomenda-se descartar a primeira por¢cdo da micgdo e recolher o jato
intermédio da miccao.

O procedimento comeca com a homogeneizacdo da amostra e com a ajuda de uma ansa
retira-se 10 uL. da amostra e semeia-se em meio de Cistina, Lactose, Défice em Eletrolitos (CLED).
Este meio, por conter lactose, permite a distin¢cdo de microrganismos fermentadores dos nao
fermentadores, através da cor que adquire (amarelo ou azul, respetivamente). A mudanca de cor
é possivel devido a presenca de Azul de Bromotimol, um indicador de pH que em meio 4cido muda
para amarelo. Por este meio ter défice de eletrdlitos, a mobilidade/swarming de alguns
microrganismos, como por exemplo de Proteus, é limitada. Posteriormente, o CLED é colocado a
incubar a 36+1°C, entre 18 e 24 horas. De seguida, realiza-se também o exame direto, sendo que
para tal se transfere 10 mL de urina para um tubo coénico e centrifuga-se durante 5 minutos a
1500 rpm. De seguida, o sobrenadante é rejeitado é retirada uma gota do pellet para uma lamina,

a qual é corada por coloracdo de gram, para posterior observagao ao microscopio.
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A semi-quantificacao é feita através da observacao do gram, ao microscopio, contando o
numero de microrganismos observados por campo. Caso exista crescimento de trés ou mais
espécies de microrganismos, esta cultura é classificada como polimicrobiana e recomenda-se a
repeticao da colheita assética. Numa cultura com um niimero de col6nias superior a 100, € feita a
identificacdo e o antibiograma.

No decorrer do estagio observaram-se uroculturas positivas, tendo-se observado bactérias

como cocos gram positivos (Figura 13), bacilos gram negativos (Figura 14) e bacilos gram

positivos (Figura 15).

Figura 13: Observagéo do gram Figura 14: Observacdo do gram de Figura 15: Observagao do gram
de uma urocultura, na presenca uma urocultura, na presenca de bacilos de uma urocultura, na presenca de
de cocos gram positivos gram negativos bacilos gram positivos

4.5.4. Exames Parasitologicos

O estudo dos parasitas caracteriza-se pela avaliacdo de organismos causadores de doenga no
seu hospedeiro, sendo que os parasitas mais conhecidos sdo os que causam infe¢des no trato
gastrointestinal, destacando-se as lombrigas (Ascaris lumbricoides) e as ténias (Taenia solium).

Na identificacao do parasita recorre-se a uma adaptacido do método de Richie. Este método,
criado em 1948, recorria ao uso de quimicos potencialmente perigosos, como o éter etilico e o
formaldeido. Para evitar o seu uso, o método evoluiu para a utilizagio de lugol ou iodo, de modo
a facilitar a visualizacdo de parasitas ao microscopio, utilizando um kit comercial proprio para a
preservacao de fezes até 2 anos.

Quando se suspeita da presenca de parasitas intestinais, deve-se recorrer a trés amostras de
fezes. Estas chegam no interior de um recipiente estéril para amostras biologicas e sao tratadas
no interior de uma camara de seguranca biologica, de acordo com as recomendacdes do
fornecedor do kit.

O kit comercial tem incorporado uma colher, para retirar uma pequena amostra de fezes para
o seu meio de transporte. De seguida, o recipiente do kit é agitado até que a amostra esteja
homogeneizada. Posteriormente, a amostra € filtrada com recurso a um funil de filtracio, para
um tubo conico, que se destina a ser centrifugado durante 10 minutos, a 170 rpm. O sobrenadante

€ descartado e o pellet é refrigerado até ser analisado sob o microscopio.
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Aquando da visualizacao da amostra ao microscopio, o pellet é ressuspendido, e com o auxilio
de uma pipeta de Pasteur. E transferida uma gota da amostra para uma lamina, 4 qual se adiciona
uma gota de lugol, e procede-se a visualizagdo na objetiva de menor ampliagao.

No decorrer do estagio, observaram-se exames parasitologicos contendo ovo/cistos com

morfologia sugestiva de Ascaris lumbricoides (Figura 16), de Giardia (Figura 17) e de

Hymenolepis nana (Figura 18).

.
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Figura 16: Observacdo de fezes Figura 17: Observacéo de fezes Figura 18: Observacdo de fezes
com ovos com morfologia com cisto com morfologia com ovo com morfologia
sugestiva de Ascaris lumbricoides sugestiva de Giardia sugestiva de Hymenolepis nana

4.5.5. Testes Rapidos
4.5.5.1. Streptococos A

Streptococos sao bactérias que se agrupam em colonias e se dispéem em fila, permitindo a sua
identificacio ao microscopio. Quando sujeitos a coloracao de gram, coram de roxo e designando-
se gram positivos (Brouwer et al., 2023).

Streptococos A ou Streptococcus pyogenes sdo responsaveis por causar patologias nos
humanos, sendo a mais comum a amigdalite bacteriana em criancas e adolescentes
(Brouwer et al., 2023). Este teste é importante no diagnoéstico de faringite esptreptococica aguda
e em outras infecoes piogénicas. A presenca desta bactéria pode causar sintomas como febre,
gastralgia, vermelhidao e aumento das amigdalas.

O teste efetuado no HNSA (Figura 19) é um imunoensaio qualitativo de fluxo lateral que se
baseia na detecdo do antigénio do Streptococos A, através de uma raspagem com zaragatoa da
garganta humana.

Caso a amostra apresente antigénios Streptococos A, estes ligam-se aos anticorpos
anti-streptococos A presentes na banda de teste. Este conjugado gera entdao uma banda colorida
(banda vermelha na zona de teste) na presenca de banda azul no controlo interno. O teste é
positivo, indicando que o utente tem Streptococos A.

O procedimento inicia-se com 5 gotas do diluente A, adicionando-se 5 gotas do diluente B,
colocando-se por fim, a zaragatoa usada para efetuar a raspagem da garganta nesta mistura de
diluentes. Apds uma boa homogeneizac¢do, transferem-se 3 gotas para o pogo de amostra e

passados 10 minutos, 1é-se o resultado na janela de corrida do teste.
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Figura 19: Teste rapido Streptococos A negativo

4.5.5.2. Streptococcus pneumoniae

Streptococcus pneumoniae ¢é a principal causa de pneumonia adquirida e uma das principais
causas de mortalidade no mundo, maioritariamente criancas com idade inferior a 5 anos e pessoas
com mais de 60 anos (S. Yang et al.,, 2024). Estdo descritos mais de 80 serotipos de
S. pneumoniae, podendo resultar em perfis clinicos variaveis (Mascia Brunelli S.p.A., 2020).
Quando observado ao microscopio, este apresenta-se em diplococos.

O teste utilizado para a sua detecao é um imunoensaio qualitativo de fluxo lateral, realizado
em amostras de urina humana. O teste apresenta duas bandas, uma de teste e outra de controlo.
A banda de teste contém anticorpos monoclonais S. pneumoniae conjugados com particulas
coloridas. Na banda controlo, estdo presentes outros anticorpos monoclonais. Quando a amostra
de urina migra ao longo do teste, os antigénios presentes nesta ligam-se aos anticorpos do teste,
apresentando bandas coloridas. O resultado do teste é positivo para S. pneumoniae caso se
observem duas bandas de coloragiao vermelha e negativo caso apenas se observe uma banda na
zona do controlo (Figura 20) e na presenca de qualquer outra combinacao de bandas, o teste é

invalido e deveri ser repetido.

Figura 20: Teste de S. Pneumoniae negativo

4.5.5.3. Legionella pneumophila

A legionelose ou doenca do legionario é um tipo de pneumonia grave causada pela bactéria
Legionella. Embora sejam conhecidos 60 serogrupos, 80% das infecdes sdo causadas pelo
serogrupo 1. A Legionella é uma bactéria gram negativa, que apresenta flagelos nos seus polos.
Esta é comumente encontrada em meios aquaticos, tais como torres de arrefecimento e sistemas
de 4guas potaveis (Y. Yang et al., 2023). E uma bactéria resistente a diversas condicoes incluindo
a temperatura. O periodo de incubacao da Legionella é de 2 a 10 dias. Os sintomas associados a
doenca dos legionarios sdo febre, tosse, dor muscular, dor no peito e dificuldade a respirar.
De salientar que esta doenca nao é contagiosa, pois transmite-se por aerossois.

O teste de detecao é um imunoensaio qualitativo de fluxo lateral, realizado em amostras de
urina humana, que utiliza particulas de ouro coloidal que permitem a detecao de Legionella

pneumophila. A semelhanca dos testes anteriormente referidos, este contém anticorpos
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monoclonais, alguns dos quais se encontram conjugados com as particulas de ouro coloidal.
Na banda controlo existe um anticorpo controlo e na banda de teste estdo presentes anticorpos
anti-legionela. Quando a urina migra ao longo da tira de teste, os antigénios nesta presente
ligam-se, formando conjugados coloridos que aparecem em forma de banda. Considera-se um
resultado positivo, na presenca de duas bandas de coloragdo vermelha. Caso o teste apresente
apenas uma banda na zona do controlo, o seu resultado é considerado negativo (Figura 21).
Qualquer outra combinacdo de bandas revela que o teste se encontra invalido, devendo ser

repetido.

Figura 21: Teste de Legionella pneumophila negativo

4.5.5.4- Clostridium difficile

Clostridium difficile é uma bactéria causadora de diarreias, predominantemente em hospitais
ou casas de repouso, podendo levar a complicagdes como megacélon toxico, isto €, uma dilatacao
do cdlon, associada a toxicidade sistémica. Existem diversas estirpes desta bactéria, todas
produtoras de glutamato desidrogenase. No entanto, algumas produzem, adicionalmente, toxinas
A e B, estando associadas a apresentacao de sintomas (Ziaei Chamgordani et al., 2024). Quando
C. difficile nao é produtor de toxinas A e B, diz-se ndo patogénico.

O teste efetuado no laboratério de patologia clinica do HNSA (Figura 22) é um ensaio que
avalia a presenca de glutamato desidrogenase, atestando a presenca da bactéria. Este consiste
num imunoensaio enzimatico efetuado em amostras de fezes, de acordo com as recomendacées

do fabricante.

Figura 22: Teste rapido para C.
difficile negativo
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4.5.5.5. Giardia e Crytosporidium

Giardia e Crytosporidium sao parasitas comumente encontrados na agua, sendo responsaveis
por doencas intestinais. Dado serem parasitas de pequenas dimensdes, a sua observaciao ao
microscopio é dificil, pelo que se efetua um teste rapido antes da visualizagdo de fezes ao
microscopio, de modo a indicar a sua presenca ou auséncia na amostra.

Giardia é um protozoario que se aloja na porcao superior do intestino delgado do hospedeiro
infetado. Este parasita apresenta dois estados, o de trofozoito e o de cisto, sendo este tltimo
responsavel pela producao do antigénio. Apoés a ingestao dos cistos pelo hospedeiro, estes passam
a trofozoitos no duodeno e fixam-se na mucosa intestinal, onde se replicam. Os sintomas mais
comuns da Giardia sio diarreia e colicas (Ryan et al., 2021). Ap6s infegdo, o parasita vive no
intestino e é eliminado nas fezes.

Cryptosporidium parvum é uma das principais causas de diarreia persistente em paises
menos desenvolvidos. Este parasita entérico é altamente infecioso, sendo transmitido pela via
fecal-oral. Os sintomas mais comuns da infecdo por C. parvum sao diarreia, co6licas, nauseas e
febre (Dumaine et al., 2020).

O teste CERTEST Crypto+Giardia (Figura 23) baseia-se num ensaio imunocromatografico
qualitativo, que permite a determinacdo do antigénio dos dois parasitas em amostras de fezes. A
tira A, referente ao Cryptosporidium, consiste numa membrana com anticorpos monoclonais de
rato contra Cryptosporidium na banda de teste e com anticorpos policlonais de coelho contra
uma proteina especifica na banda do controlo. A tira B, referente a Giardia, baseia-se no mesmo
conceito, contudo na banda de teste os anticorpos sdo anti-Giardia. Aquando da migracio da
solucdo com a amostra de fezes ao longo da membrana, os antigénios presentes ligam-se,
formando conjugados coloridos que aparecem em forma de banda. O teste considera-se positivo
na presenca de uma banda de coloragdo vermelha e de outra com coloracao verde. Caso o teste
apresente apenas uma banda verde na zona do controlo, o teste estard negativo, sendo que
qualquer outra combinacao de bandas sugere que o teste se encontra invalido, pelo que devera

ser repetido.

Cryplo \ Glardia
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I

Figura 23: Teste de Crypto+Giardia com C.
parvum positivo e Giardia negativa
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4.5.5.6. Rotavirus e Adenovirus

O rotavirus e adenovirus causam frequentemente gastroenterites graves em bebés e criancas,
podendo ser observadas também em adultos. A transmissdo é feita pela via fecal-oral e os
sintomas mais comuns sio a diarreia e os vomitos e por vezes febre, cefaleias e dor abdominal
(Dian et al., 2021; Shieh, 2022).

O teste CERTEST Rotavirus+Adenovirus consiste num ensaio imunocromatografico
qualitativo para a determinacdo de antigénio dos dois virus em amostras de fezes. A tira A,
referente ao rotavirus, consiste numa membrana com anticorpos monoclonais de rato contra
rotavirus na banda de teste e com anticorpos policlonais de coelho contra uma proteina especifica
na banda do controlo. A tira B, referente ao adenovirus, baseia-se no conceito anterior, contudo
na banda de teste apresenta anticorpos anti-adenovirus.

Quando a solu¢ao com a amostra de fezes migra ao longo da membrana, os antigénios nesta
presente ligam-se, formando conjugados coloridos que aparecem em forma de banda.
Na presenca de uma banda de coloracao vermelha e outra verde, o teste esta positivo. Se o teste
apresentar apenas uma banda verde na zona do controlo, o teste esta negativo (Figura 24), sendo
que qualquer outra combinacio de bandas sugere que o teste se encontra invalido, pelo que devera

ser repetido.

Rota \ Adeno

Figura 24: Teste Rota+Adeno com rotavirus
negativo e adenovirus negativo

4.5.5.7. Sangue Oculto nas Fezes

O teste de sangue oculto nas fezes é um ensaio imunocromatografico, que deteta a Hb humana
nas fezes. Este tem como principio auxiliar no diagndstico de distirbios gastrointestinais, como
cancro colorretal e adenomas que provoquem sangramento (Li & Yuan, 2019). O cancro colorretal
é um dos mais diagnosticados e a sua detecao em estadios precoces reduz a mortalidade a este
associado (Lee et al., 2020).

O teste é constituido por uma membrana revestida com anticorpos anti-Hb humana na banda
de teste e anticorpos anti-rato de cabra na banda do controlo. No final da membrana, encontra-se

um filtro com particulas de ouro com anticorpos anti-Hb humana. Na presenca de Hb humana na
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amostra, o conjugado de ouro e a amostra movem-se ao longo da membrana, e quando em
contacto com a banda de teste, complexam, formando uma banda vermelha visivel (Figura 25).
Para validacdo do teste, deverd também aparecer uma banda vermelha na zona do

controlo (Figura 26).

e

Figura 25: Teste de sangue oculto nas fezes Figura 26: Teste de sangue oculto nas fezes

positivo negativo

4.5.5.8. Teste de Gravidez

A gonadotrofina coridnica humana (hCG) é uma hormona produzida pela placenta, quando
em desenvolvimento, apos fertilizacao. Os niveis de hCG aumentam exponencialmente 7 a 10 dias
ap6s a concec¢do, sendo assim possivel detetar a presenca desta hormona (Ryniec &
Esfandiari, 2021).

O teste rapido de gravidez hCG consiste num imunoensaio cromatografico, que permite a
detecao qualitativa da hCG na urina. A linha de teste utiliza uma combinacdo de anticorpos
monoclonais hCG e a linha de controlo contém anticorpos policlonais de cabra. A amostra de
urina migra através da membrana e ao reagir, forma bandas com coloragdo vermelha.
Considera-se um resultado positivo o aparecimento de duas bandas vermelhas (Figura 27). Se o
teste apresentar apenas uma banda na zona do controlo, esti negativo, sendo que qualquer outra

combinacao de bandas sugere um teste invalido, pelo que devera ser repetido.

Figura 27: Teste rapido de gravidez positivo

4.5.6. Teste Respiratorio para a Detecao de Helicobacter pylori

A Helicobacter pylori é uma bactéria que infeta o estdbmago, podendo provocar a sua
inflamacdo. Em alguns casos, a inflamacao causada pela H. pylori pode resultar em gastrites,
tlceras ou cancro do estdbmago (Peretz et al., 2013). Apesar do baixo pH caracteristico do
estdmago, a bactéria possui a capacidade de secretar urease, que degrada a ureia em meio amoénio

e bicarbonato, permitindo alcalinizar o meio (De Brito et al., 2019).
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A transmissao inter-humana é puramente oral. Os utentes portadores da bactéria apresentam
uma reacao inflamatéria da mucosa que persiste enquanto a bactéria estiver presente,
eventualmente toda a vida. Em alguns casos, a gastrite cronica do portador pode evoluir para
doenca ulcerosa ou até para cancro (Peretz et al., 2013).

O teste de dete¢ao da H. pylori baseia-se no facto que esta é capaz de degradar ureia, pelo que
¢é utlizada uma céapsula com ureia (4C), marcada radioativamente, sendo o ar expirado
posteriormente analisado. Para a realizacdo do teste, é necessaria a suspensao da toma de
antibidticos, um més antes, e evitar a toma de protetores géstricos, pelo menos uma semana antes
de ingerir a capsula. Ap6s a ingestao da cipsula, em jejum, o utente expira para o interior de um

dispositivo proprio, posteriormente analisado no servico de patologia clinica do HSM.

4.6. Atividades desenvolvidas na Unidade de Medicina
Transfusional

4.6.1. Teste de Coombs Direto e Indireto

O teste de Coombs (Figura 28), também designado por teste direto ou indireto de
antiglobulinas, é efetuado num cartao de gel com 6 pocetos, contendo anti-IgG de coelho e
anti-C3d (anticorpo monoclonal contra o fator do complemento C3d). O teste de Coombs direto é
um método utilizado para testar a presenca de anticorpos ou complementos ligados aos
eritrocitos, com recurso a anti-globulina humana, com capacidade de aglutinacao (Parker &
Tormey, 2017). O teste de Coombs indireto destina-se a averiguar a presenca de anticorpos

circulantes no plasma do utente (Hoffbrand A.V. & Moss P.A.H., 2013).

Figura 28: Cartéo gel onde se efetua o Teste de Coombs com o
penultimo poceto com reacéo positiva

Este teste é efetuado aquando da preparacao de uma transfusao, sendo que apenas se procede
a transfusdo caso o teste de Coombs seja negativo. Adicionalmente, este teste é prescrito a
gravidas, de forma a detetar a presenca de autoanticorpos em circulagio, que impossibilitem a

continuacao da gravidez.
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4.6.2. Grupagem e Fenotipagem Sanguinea
A tipagem sanguinea é principalmente efetuada, segundo o sistema ABO, que se baseia nos

antigénios que as hemécias apresentam na sua superficie (Figura 29).

9-9-9.0

Antiginio A —<> Antigénio B —<&

Figura 29: llustragéo dos grupos sanguineos de acordo
com sistema ABO com antigénios de superficie. Adaptado
de Hoffbrand A.V. & Moss P.A.H., 2013

O sistema caracteriza-se pela presenca ou auséncia de dois antigénios (A e B). Isto faz com
que o sangue aglutine na presenca dos respetivos anticorpos Anti-B e Anti-A, criando-se uma
incompatibilidade na partilha sanguinea. Deste modo, é essencial efetuar a tipagem sanguinea,
antes a uma transfusio de sangue.

Os grupos sanguineos no sistema ABO, sdo (Hoffbrand A.V. & Moss P.A.H., 2013):

e Grupo A - hemacias com antigénio A, na sua superficie e anticorpo anti-B no plasma;

e Grupo B - hemécias com antigénio B, na sua superficie e anticorpo anti-A no plasma;

e Grupo AB - hemacias com antigénios A e B, na sua superficie e sem anticorpos anti-A
ou anti-B no plasma;

e Grupo O - hemacias sem antigénios A ou B, na sua superficie e anticorpos anti-A e
anti-B no plasma.

De salientar que o grupo AB € o recetor universal, isto é, pode receber transfusoes de todos os
outros grupos, uma vez que nao apresenta anticorpos anti-A ou anti-B. O grupo O é conhecido
por ser o dador universal, uma vez que nao apresenta antigénios na superficie dos eritrocitos.

Para além dos antigénios A e B, existe também o antigénio D que, dependendo da sua presenca
ou auséncia, gera um gen6tipo Rh positivo ou negativo (Hoffbrand A.V. & Moss P.A.H., 2013).
Individuos Rh positivos podem receber sangue Rh positivo ou negativo, no entanto o contrario
nao é possivel.

A grupagem ¢ efetuada em cartoes de gel, semelhantes ao cartdo de Coombs, equipado com
um perfil de teste completo para tipagem direta de ABO e RhD positivo. Seguida de uma prova
reversa, recorre-se a células comerciais do grupo A e B, conjugadas com o plasma do utente,
observando-se posteriormente quais os anticorpos presentes. Para um melhor conhecimento do
sangue, recorre-se a fenotipagem, isto é, o estudo que identifica caracteristicas expressas no
sangue. Apo6s identificacao do grupo ABO e do fator Rh, existem diversos antigénios que poderao
ser relevantes numa transfusdo sanguinea. Com o intuito de minimizar reacoes adversas, é
necessario a identificacdo de antigénios como E, e, C, c e Kell, entre outros (Araujo et al., 2021).
A pesquisa destes antigénios é feita num cartao gel, com anticorpos em cada poceto. Na presenca

de antigénios no sangue, estes reagem com os anticorpos do cartao e aglutinam, impossibilitando
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a sua sedimentacdo, quando centrifugados considerando-se um resultado positivo. Caso ocorra
sedimentacao das células sanguineas no cartao, significa que a reacao nao ocorreu, concluindo-se
que o utente ndo possui o antigénio.

Caso o utente tenha sido transfundido maltiplas vezes, o risco de incompatibilidade
transfusional aumenta, pelo que é necessario recorrer a uma pesquisa de um maior nimero de
antigénios, utilizando outros sistemas como Duffy, Kidd, Lewis, entre outros (Hoffbrand A.V. &
Moss P.A.H., 2013).

4.6.3. Provas de Compatibilidade

As provas de compatibilidade consistem nos testes efetuados antes de uma transfusao e tém
como objetivo garantir que o recetor da transfusdo ndo rejeita a unidade transfundida ou
apresenta reacoes adversas. Para tal, é efetuada a grupagem sanguinea, o teste de Coombs direto
e indireto e o teste Crossmatch (Hoffbrand A.V. & Moss P.A.H., 2013).

Neste contexto, a grupagem sanguinea com fenotipo é utilizada para identificar o grupo
sanguineo do utente, bem como a unidade sanguinea mais indicada para estudo, disponivel no
banco de sangue. O teste de Coombs destina-se a atestar a seguranca de uma transfusao, pois caso
o utente apresente autoanticorpos, a transfusao nao podera prosseguir.

Apbs a identificacao do grupo sanguineo, de atestar a auséncia de autoanticorpos e da escolha
da unidade de sangue, com grupo e fené6tipo idénticos, efetua-se o Crossmatch. De salientar que,
na auséncia de uma unidade de sangue compativel a nivel de grupo e fenétipo, devera optar-se
por uma unidade de O Rh-.

O Crossmatch tem como objetivo a detecdo de anticorpos que possam causar aglutinagio
sanguinea. Este procedimento baseia-se na jun¢do de hemaécias do dador e do soro do recetor
(Hoffbrand A.V. & Moss P.A.H., 2013). Embora sejam do mesmo grupo poderdo apresentar
anticorpos que nao sao detetados nas provas realizadas anteriormente, provocando aglutinacao
sanguinea. Desta forma, ao realizar o Crossmatch garante-se que existe compatibilidade
sanguinea. Adicionalmente, o recetor é monitorizado ao longo de toda a transfusdo, para garantir

a estabilidade do mesmo.
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Capitulo 2 — Avaliacao do Défice de Vitamina
D e das Patologias Associadas nos Utentes do
Servico de Patologia Clinica do Hospital Nossa
Senhora da Assuncao de Seia

1. Introducao

O presente capitulo é refere-se ao estudo clinico inserido no relatério de estagio realizado no
Servigo de Patologia Clinica do HNSA. De acordo com a Lei n.° 21/2014, de 16 de abril, um estudo
clinico, pode ser qualquer estudo sistematico, conduzido no ser humano ou a partir de dados de
saude individuais, destinado a descobrir ou a verificar a distribuicao ou efeito de fatores de satde,
de estados ou resultados em sadde, de processos de saide através de aspetos biolégicos, entre
outros aspetos (Diario da Republica, 2014).

O presente estudo visa identificar as patologias associadas aos utentes deste servico que
apresentem um défice de vitamina D, no periodo de 2022 e 2023. Este estudo pretende contribuir
para um maior entendimento sobre quais as patologias que poderao estar associadas a presenca
de hipovitaminose D, com vista a melhorar a vigilancia do estado de satide dos utentes do HNSA.

O défice de vitamina D, afeta milhGes de pessoas de todas as idades, em todo o mundo. Estudos
indicam que cerca de 66% dos adultos portugueses sao afetados por esta hipovitaminose
(Duarte et al., 2020). A deficiéncia de vitamina D é definida pelo défice do metabolito
25-hidroxivitamina D (calcidiol), que compreende a concentracao total de 25-hidroxivitamina D2
e 25-hidroxivitamina D3, inferior a 20 ng/mL. Caso os valores de 25-hidroxivitamina D se
encontrem entre 21 e 29 ng/mL, designa-se por insuficiéncia de vitamina D, sendo valores
superiores classificados como suficientes para manter a satide do aparelho musculo-esquelético
(Holick, 2017).

A vitamina D refere-se a um grupo de compostos lipossoliveis que desempenham um
importante papel na homeostase do calcio e no metabolismo 6sseo. Existem duas formas
principais desta hormona, a vitamina D2 (ergocalciferol) e D3 (colecalciferol). A vitamina D2
resulta da irradiagdo ultravioleta do ergosterol, um esterol que se encontra na membrana de
alguns fungos e invertebrados, como é o caso de alguns cogumelos. A vitamina D3 é sintetizada
através da irradiacao ultravioleta de um precursor do colesterol, presente na pele humana e em
alguns animais, como o salmao. Uma vez que a sua sintese é induzida pelo sol, esta é influenciada
por fatores externos, nomeadamente pela estacdo do ano, hora do dia, latitude, altitude, poluicao
aérea, pigmentacao da pele, uso de protetor solar e envelhecimento (Alves et al., 2013).

Atualmente, em Portugal, existem no mercado diversos medicamentos sujeitos a receita
médica (Figura 30) e suplementos alimentares utilizados em caso de hipovitaminose D. Os
suplementos podem conter a vitamina D2 ou D3, uma vez que ambas aumentam os niveis de

25-hidroxivitamina D (Alves et al., 2013). Adicionalmente, existem diversos alimentos ricos em
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vitamina D que poderao ser incluidos na dieta, nomeadamente a sardinha, o atum, a cavala, a

gema de ovo e os cogumelos shitake (Chang & Lee, 2019).

Figura 30: Exemplo de um do medicamento sujeito a receita médica de colecalciferol, comercializado em
Portugal

Em ambiente clinico-laboratorial os métodos utilizados para a quantificacdo do calcidiol
presente no organismo sao ensaios de quimioluminescéncia. Estes determinam a concentraciao
de calcidiol total, independentemente da origem e da ligacdo a proteina de ligacdo da vitamina D
(DBP), nao sendo possivel diferenciar entre vitamina D2 e D3. De salientar que, em criancas e
alguns adultos, podera encontrar-se em circulacdo sanguinea um epimero de vitamina D,
denominado 3-epi-25-hidroxivitamina D, sendo que a sua fung¢io biol6gica ainda é desconhecida.
Este epimero podera falsear a quantificacdo de vitamina D, traduzindo-se num aumento dos seus
valores. Este epimero pode ser quantificado através de High Performance Liquid
Chromatography e Espetrometria de Massa (Engelman et al., 2014).

Devido as limitacbes dos métodos utilizados para a quantificacao de vitamina D, tém sido
realizados diversos estudos, com o objetivo de aumentar a fiabilidade dos resultados, comparando
métodos e equipamentos com descritos em Adamec et al. (2011) e Freeman et al. (2014).

O défice grave de vitamina D poder4 originar diversas patologias, nomeadamente o raquitismo
e osteomalacia.

O raquitismo é uma patologia que afeta os ossos das criancas, presente no défice de vitamina
D ou de Ca2?*, caracteristico de uma estrutura esguia e pernas arqueadas. Segundo Miller e
Imel, (2022) o raquitismo apresentava uma variacao sazonal, tendo o seu pico no final do més de
marco, apos as criangas permanecerem no interior dos seus lares nos meses de inverno (Miller &
Imel, 2022). No entanto, esta patologia é praticamente inexistente em paises desenvolvidos, uma
vez que as atuais diretivas sugerem a suplementacdo de vitamina D, em idade pediétrica
(Demay et al., 2024).

A osteomalacia é uma patologia resultante da mineralizacdo Ossea inadequada,
nomeadamente de uma diminui¢do de minerais como o célcio. A deficiéncia de vitamina D tem

N

provado ser a principal causa de mineralizacdo alterada levando a absorcdo anormal de
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minerais (Cianferotti, 2022). De salientar que, atualmente, estas patologias sao raras nos paises
desenvolvidos.

Além dos seus efeitos na homeostase de Ca2+ e do osso, a vitamina D afeta potencialmente
outras funcoes regulatorias celulares, existindo estudos que estabelecem correlacoes entre a
hipovitaminose D e diversas patologias (Alves et al., 2013).

De acordo com Herrmann e Obeid (2011), foram realizados estudos em ratos com knockout do
recetor de vitamina D, isto é, sem expressao do recetor da vitamina D (RVD), demonstrando
maior sensibilidade destes a doencas autoimunes, como doencas inflamatérias intestinais ou
diabetes mellitus tipo 1. Ja os ratos com deficiéncia de RVD apresentaram sinais de hipertensao,
diabetes mellitus, problemas cardiacos, propensao para cancro, dificuldades motoras, ansiedade,

entre outros (Figura 31).

(Deficiénciallnsuficiéncia de Vitamina D)
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Figura 31: Associacdo de deficiéncia/insuficiéncia de vitamina D a doengas croénicas.
Adaptado de Herrmann and Obeid, 2011

Nos tltimos anos, foram realizados diversos estudos em humanos com o intuito de analisar o
efeito em algumas patologias na presenca de hipovitaminose D, quando expostos a toma de
suplementacao de vitamina D.

De acordo com Scragg et al. (2017) e Manson et al. (2019), a suplementacao de vitamina D nao
previne doencas cardiovasculares. Neste estudo foi analisado o impacto da suplementacao de
vitamina D, em elevadas doses mensais, na saude cardiovascular, no entanto os resultados obtidos
foram pouco significativos (Scragg et al., 2017). Adicionalmente, Manson et al. (2019) avaliaram
a suplementacdo de vitamina D na prevencao de cancro, todavia ndo se verificou a reducao na
incidéncia de cancro invasivo (Manson et al., 2019).

Num estudo realizado por Martineau et al. (2019), avaliou-se o papel da suplementacao de
vitamina D na prevencao de infecOes respiratorias agudas, tendo concluido que é segura e protege

o utente contra infecoes respiratérias agudas (Martineau et al., 2019).
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2, Caracterizacao da Vitamina D

A vitamina D abrange um grupo de substincias lipossoltveis de diversas origens, com
estruturas quimicas e efeitos biolo6gicos semelhantes, destacando-se a vitamina D2 (Figura 32) e

a vitamina D3 (Figura 33) (Janousek et al., 2022).

Figura 32: Vitamina D2 Figura 33: Vitamina D3

2.1. Metabolismo

A aquisicdo da vitamina D pode ser por ingestdo de alimentos ricos em vitamina D, por
suplementacao ou por sintese através da pele quando exposta a radiacao ultravioleta B (UVB),
entre 290 a 315 nm (Alves et al., 2013). Cerca de 90% da reposicao da vitamina D é adquirida pela
via de sintese (Chang & Lee, 2019).

A sintese de colecalciferol (Figura 34), inicia-se com o percursor 7-dihidrocolesterol, existente
na epiderme humana, que apoés radiagdo UVB se converte a pré-vitamina D3, por quebra da
ligacdo entre o carbono 9 e 10, que posteriormente isomeriza para vitamina D3 (Holick, 2017).
Apobs a formacdo de D3, esta é convertida a 25-hidroxivitamina D, no figado pelo citocromo
P450 2R1 (CYP2R1), passando para os rins através da corrente sanguinea, onde é convertida a
1,25-dihidoxivitamina D (calcitriol) pelo CYP27B1, sendo esta a sua forma ativa

(Janous$ek et al., 2022).
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Figura 34: Sintese e metabolismo da vitamina D. Adaptado de Janousek et al., 2022
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O calcitriol apresenta alta afinidade de ligacdo aos RVD, que permitem um aumento da
absorcao intestinal de Ca2+ e fésforo. Quando o calcitriol se encontra em circulacdo, ocorre
inibicao dos niveis séricos de PTH, através de feedback negativo, levando a um aumento dos niveis
de Ca2* no soro, por aumento de absorcido intestinal (Alshahrani & Aljohani, 2013).
Adicionalmente, o calcitriol regula o metabolismo 6sseo com a ativacdo de RVD presentes nos

osteoblastos.

2.2. Regulacao

A regulacdo da vitamina D no organismo ¢ efetuada por feedback negativo. O controlo da sua
concentracao é efetuado através da PTH, do fator de crescimento de fibroblasto 23 (FGF23), do
Ca2*, e do calcitriol. A PTH estimula o CYP27B1, enquanto inibe o CYP24A1, aumentando assim
os niveis de calcitriol (Bosworth & De Boer, 2013). Porém, o FGF23 tem a acio oposta a PTH,
inibindo o CYP27B1 e estimulando a 24-hidroxilase, responsavel pelo catabolismo da vitamina D
ativa (Quarles, 2012). A sua excrecao € feita através na sua forma inativa, acido calcitroico.

A inativacao do calcitriol ocorre por 24-hidroxilacao pelo CYP24A1, presente na maioria das
células, no entanto este fendbmeno ocorre na presenca de altas concentracdes plasmaticas de
calcitriol.

O metabolito resultante da inativacao do calcitriol é posteriormente metabolizado no figado e
nos rins resultando em 4cido calcitroico, excretado através da bilis (Figura 35). Este é o metabolito

com menor atividade biologica da vitamina D (Janousek et al., 2022).

N/ e b

1,25-dihidroxivitamina D 1,24,25-trihidroxivitamina D

Acido Calcitroico

Figura 35: Formagao do &cido calcitroico. Adaptado de Janousek et al., 2022

2.3. Doseamento

O doseamento de vitamina D no organismo ¢é efetuado através da analise de
25-hidroxivitamina D, no soro ou plasma (Holick, 2017). Este metabolito, designado por calcidiol,
compreende a 25-hidoxivitamina D2 e 25-hidroxivitamina D3, quantificando a vitamina D
proveniente de exposicao solar, bem como por ingestao. Os métodos de eleicao para efetuar esta

anélise sdo os imunoensaios de quimiolominescéncia.
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Como os métodos de doseamento clinico-laboratoriais sdo incapazes de fazer a distin¢ao de
D2 e D3, a diferenciacio e quantificacdo é possivel por High Performance Liquid
Chromatography e por Espetrometria de Massa, realizados apenas em laboratorios destinados a

investigacdo (Norma DGS N.° 004/2019).

2.4. Fatores Condicionantes

A vitamina D considera-se uma vitamina tinica, no sentido de ser possivel a sua sintese através
da exposicao solar. Esta sintese pode ser influenciada por diversos fatores como a pigmentacao
da pele, o uso de protetores solares, o vestuario, a fraca exposicao solar, a estagao do ano, a idade,
entre outros.

Acredita-se que a radiacao UVB que atinge a superficie terrestre é minima, uma vez que grande
parte é absorvida pela camada de ozono. Como referido anteriormente a radiagdo UVB € essencial
para a sintese de vitamina D3, pelo que a producao desta é reduzida antes das nove horas e apds
as quinze horas.

A pigmentacao da pele é um fator relevante, sendo que a populacao de pele negra, apresenta
niveis de vitamina D muito inferior ao da populacao de pele mais clara (Alves et al., 2013). Para a
sintese da mesma quantidade de vitamina D, um individuo com pele fototipo VI requer uma
exposicao solar 5 a 10 vezes maior do que um individuo com fototipo II, de acordo com a Escala

de Fitzpatrick (Figura 36) (Holick, 2017).

Escala de Fitzpatrick

Tipo I Tipo I Tipo III Tipo IV Tipo V Tipo VI
Clara, Branco Palido Branca, Pele Clara Media, Branca a Azeitona Agzeitona a Acastanhado Castanha a Castanho Castanho muito escuro a
Escuro Preta
Queima Normalmente queima Queimaduras leves Quase nunca queima Nio queima Nunca queima
Nunca Bronzeia Bronzeia com dificuldade Bronzeia em tons Azeitona  Bronzeia em tons Acastanhados Bronzeia facilmente Bronzeia facilmente

Figura 36: Classificacdo dos diferentes tipos de pele pela Escala de Fitzpatrick

Existem outros fatores que condicionam os valores de vitamina D no organismo, entre os quais
a obesidade, a dieta e doengas que causem mé absorcao intestinal, doencas hepaticas com menor
producdo de DBP ou gravidez em que a DBP se apresenta aumentada. De salientar que na
obesidade, os niveis de vitamina D apresentam-se inferiores, pois os metabolitos desta

depositam-se no tecido adiposo (Pludowski et al., 2024).

2.5. Toxicidade

A intoxicacdo por vitamina D é extremamente rara, sendo impossivel um individuo adquirir
niveis toxicos de vitamina D por exposicao solar (Holick, 2017). Assim, a intoxicagdo por vitamina

D resulta de uma ingestdo excessiva, resultando numa hipervitaminose D (Jones, 2008).
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Acredita-se que niveis de 25-hidroxivitamina D na ordem dos 100 ng/mL s3o excessivos e que
valores superiores a 150 ng/mL sao classificados como intoxicacao (Alshahrani & Aljohani, 2013).

Até ao momento, as evidéncias de toxicidade por vitamina D em humanos sdo escassas, no
entanto quando descrita, ocorreu através de fontes alimentares contaminadas. De acordo com
Jones (2008), concentracoes muito elevadas de calcidiol resultam num aumento de Ca2+ na
corrente sanguinea (Jones, 2008). Adicionalmente, diversas evidéncias indicam que
anteriormente a hipercalcémia, ocorre hipercalcitria, isto é aumento de Ca2* presente na urina
(Claudio Gongalves de Castro, 2011).

A intoxicagdo por vitamina D pode provocar sintomas tais como desordens gastrointestinais,

dor 6ssea, tonturas, fraqueza, arritmia, perda de apetite, entre outros.
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3. Objetivos

Este estudo tem como objetivo avaliar o défice de vitamina D e as patologias associadas nos
utentes do Servico de Patologia Clinica do HNSA, num periodo compreendido entre 2022 e 2023.
Adicionalmente, pretende-se contribuir para um maior entendimento sobre quais as patologias
que poderao estar associadas ao défice de vitamina D, de modo a melhorar a capacidade de

vigilancia do estado de satide dos utentes nos cuidados de satide priméarios do HNSA.
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4. Materiais e Métodos

4.1. Populacao em Estudo

Para o presente estudo, definiu-se uma amostra populacional constituida por 2262 individuos,
do sexo masculino e feminino, com idades compreendidas entre o 1 e 0s 99 anos. Destes, 93 sao
menores de idade e 1509 pessoas com idade igual ou superior a 60 anos.

Tendo em conta que o HNSA presta cuidados aos utentes do concelho de Seia e concelhos
envolventes, tais como Gouveia, Oliveira do Hospital, Arganil, Nelas, Manteigas e Mangualde, a
maioria da populacio em estudo devera pertencer a estes concelhos. No entanto é de notar que o
HNSA contém uma unidade de paliativos e convalescenca, que usufruem dos servicos do SPC, nas
quais as pessoas que permanecem, nestas unidades poderdo pertencer a qualquer distrito de
Portugal.

A amostra em estudo foi constituida por todos utentes do SPC do HNSA com hipovitaminose
D. De referir que se excluiram as analises repetidas, uma vez que estas poderao ser realizadas no
seguimento de um tratamento, como a toma de medicamentos ou suplementos alimentares,

convertendo assim em resultados pouco fidedignos.

4.2. Recolha de Dados

Os dados relativos aos utentes e a analise da vitamina D, tais como idade, sexo, nivel de
vitamina D, més em que efetuou a analise e servigo onde a anélise foi prescrita foram retirados do
sistema informatico Modulab®, compreendendo o periodo de janeiro de 2022 a dezembro de
2023. As patologias associadas aos utentes foram retiradas do programa SClinico®. A recolha de
informacao foi feita sob anonimato, para garantir a seguranca e privacidade dos utentes.

O estudo foi aprovado pela Comissao de Etica para a Satide da ULS da Guarda, reunida a 17 de
maio de 2024 e posteriormente aceite pelo Concelho de Administracio da ULS da Guarda,
segundo a ata n°® 22/2024, datada de 29 de maio de 2024. Dado o estudo ser retrospetivo e uma
vez que se provou que a amostra de dados é de grandes dimensoes, foi solicitada a escusa de
consentimento informado do utente, o qual foi também aprovada. De modo a realizar um estudo
ético, teve-se em consideracao os quatros principios da bioética, nomeadamente a beneficéncia, a

nao-maleficéncia, a justica e a autonomia.

4.3. Quantificacao de Vitamina D

Para quantificagdo de vitamina D, recorreu-se a soro dos utentes, através de métodos de
imunoensaios de quimioluminescéncia. Caso a analise do soro nao fosse realizada no dia da
recolha, procedia-se ao seu congelamento em aliquotas a -20°C.

De acordo com Norma n°® 004/2019 da Direcao Geral de Satide, os niveis de vitamina D devem
ser determinados em situacoes, tais como pessoas com mais de 65 anos que vivam em unidades
de internamento de cuidados continuados de longa duracdo e manutencao, com exposicao solar

limitada, pessoas que anteriormente tenham apresentado fatores de risco para deficiéncia de
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vitamina D (m& absorc¢ao intestinal, insuficiéncia renal e exposicao solar limitada), ou com
historial de deficiéncia de vitamina D prévia, entre outras situacoes.

Os niveis de vitamina D podem ser descritos como “Deficiéncia”, “Insuficiéncia” e
“Suficiéncia”. Quando os valores de calcidiol sao inferiores a 20 ng/mL é classificada como
deficiéncia. Os valores compreendidos entre 21 e 29 ng/mL sao classificados como insuficientes.
Por fim, valores superiores a 30 ng/mL sao designados suficientes para manter a satide 6ssea, nao

demonstrando evidéncias de doenca (Norma DGS N.° 004/2019).

4.4. Imunoensaio Quimioluminescéncia

Os niveis de vitamina D das amostras processadas no HNSA foram quantificados, com recurso
ao ensaio Alinity 1 25-OH Vitamin D da Abbott®. Este ensaio consiste num imunoensaio de
microparticulas, por quimioluminescéncia, destinado a anéalise de soro ou plasma humano e
analisa a 25-hidroxivitamina D, metabolito encontrado em maiores concentragcdes na corrente
sanguinea, com um tempo de semi-vida de 2 a 3 semanas.

O Alinity 1 disp6e de um kit comercial, que contém microparticulas revestidas por anticorpos
monoclonais de coelho anti-vitamina D em tampao MES (4cido 2-(N-morfolino) etanosulfonico,
um conjugado de vitamina D marcada com acridina em tampao MES e surfactante, e ainda um
diluente composto por tampao citrato com EDTA, metanol, 4cido 8-anilino-1-naftaleno sulfénico
e surfactante.

Para que o teste tenha o melhor desempenho, nao devem ser analisadas amostras demasiado
hemolisadas, com contaminacdo fingica ou bacteriana, ou ainda que apresentem fibrina ou
outras particulas em suspensao.

O ensaio Alinity i 25-OH Vitamin D apresenta um intervalo de medicdo entre 3,5 e
154,2 ng/mL. Este método apresenta algumas limitacoes, podendo originar resultados falsamente
elevados, caso o utente seja tratado com anticorpos monoclonais de coelho. Adicionalmente, na
presenca de fatores reumatoides presentes no soro humano, estes poderao reagir com as

imunoglobulinas do reagente.

4.5. Analise Estatistica

Os dados foram informatizados e tratados através do Microsoft Office Excel e GraphPad Prism 10.
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5. Resultados

No elevado ntimero de amostras analisadas e processadas no SPC do HNSA é de notar que a
determinacao da vitamina D nos anos de 2022 e 2023 correspondeu apenas a 0,63% e 0,68%,

respetivamente, de todas as analises bioquimicas efetuadas neste laboratério.

5.1. Caracterizacao da Populacao

A amostra definida é constituida por 2262 individuos. A distribui¢ao da populacdo em estudo
foi realizada de acordo com a idade, definindo-se quatro grupos etarios, nomeadamente igual ou
inferior a 18 anos, 19 a 40 anos, 41 a 59 anos e por ultimo, igual ou superior a 60 anos (Grafico 1).
Da populacdo em estudo, os individuos com idade igual ou inferior a 18 anos correspondem a
4,11% da populacio, 6,11% corresponde ao grupo etario compreendido entre os 19 e 0s 40 anos,
23,71% corresponde ao grupo etario compreendido entre os 41 e 0s 50 anos e por ultimo, 66,71%

da populacao em estudo corresponde a populagcao com idade igual ou superior a 60 anos.

B 4.11% <18 anos
B 6.01% 19 - 40 anos
3 23.17% 41 - 59 anos
3 66.71% = 60 anos

Total=2262

Grafico 1: Distribuicao da populagdo em estudo por grupo etario

Na Tabela 6, sdo apresentados o nimero de individuos e respetiva percentagem de cada grupo

etario da populacao em estudo.

Tabela 6: Numero de individuos e respetiva percentagem de cada grupo etario da populacdo em estudo

Grupo Etario Numero de Individuos Percentagem (%)
< 18 anos 93 4,11

19 — 40 anos 136 6,01

41 — 59 anos 524 23,71
> 60 anos 1509 66,71

Adicionalmente, a distribuicao da populacao em estudo foi realizada de acordo com o género,
sendo que 1447 individuos pertencem ao sexo feminino e 815 pertencem ao sexo masculino,

correspondendo a 63,97% e 36,03% respetivamente (Grafico 2).
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Numero de prescrigGes

3 63.97% Mulheres
E 36.03% Homens

Total=2262

Grafico 2: Distribuicao da populagdo em estudo por género

Complementarmente, no Grafico 3 sao apresentados o nimero de prescri¢oes realizadas, por

servicos hospitalares.
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Grafico 3: Servigos requisitantes da analise quantitativa da vitamina D

Da analise do Gréafico 3, observa-se que a prescricao de analises para quantificacdo de vitamina
D foi realizada em 31 servicos, tendo o Centro de Satide de Seia sido o servico que prescreveu mais
anélises, contabilizando 645 prescricoes, correspondendo a 28,51% do total das prescri¢oes.
A Unidade de Paliativos, a Consulta de Exames Periodicos, a Fisiatria, o Hospital de Dia e a
Anestesiologia prescreveram o menor nimero de analises, com um total de uma prescricao cada,

correspondendo a 0,04%.
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5.2. Caracterizacao dos Niveis de Vitamina D

Os niveis de vitamina D da populacao em estudo foram coletados, com o intuito de analisar a
situacdo geral da populacdo. Os dados obtidos permitiram identificar diversas situaces de
deficiéncia, potencial deficiéncia ou valores considerados suficientes, sendo que 50,49% da
populacao em estudo apresenta deficiéncia em vitamina D, 31,61% apresenta valores insuficientes

e 17,00% apresenta valores considerados suficientes (Grafico 4).

[ 50.49% <20 ng/mL
B 31.61% 20-30 ng/mL
= 17.90% >30 ng/mL

Total=2262

Gréfico 4: Distribuicao dos niveis de vitamina D na
populagdo em estudo

Adicionalmente, elaborou-se um histograma para melhor visualizacdo da distribuicao dos
niveis de vitamina D na populacdo em estudo (Gréfico 5). Apds a analise dos dados obtidos, o
valor médio de vitamina D populacional é de 21,39 ng/mL, a mediana é 19 ng/mL, com um desvio

padrao de 12,77.
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Gréfico 5: Distribuicao dos niveis de vitamina D populacional

Pela analise do Grafico 5, observa-se que se quantificaram valores de vitamina D
compreendidos entre 4 e 154 ng/mL. Dos 2262 individuos analisados, 39 apresentaram valores
de 25-hidroxivitamina D na ordem de 4 ng/mL e apenas um apresentou uma concentracao toxica

de vitamina D, nomeadamente 154 ng/mL.
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Adicionalmente, constata-se que, da populagdo em estudo, 715 individuos apresentavam
deficiéncia em vitamina D e 405 ndo apresentavam hipovitaminose D, correspondendo a 31,61%
e 17,90%, respetivamente. De salientar que 50,49% da populacdo em estudo, ou seja,
1142 individuos, apresenta défices de vitamina D, contabilizando-se valores de
25-hidroxivitamina D inferior a 20 ng/mL. Assim sendo, 82,10% da amostra populacional

apresenta hipovitaminose D.

5.3. Caracterizacao da Populacao com Défice de Vitamina D

Da populacao em estudo, 1142 individuos, ou seja 50,49%, apresentam deficiéncia em
vitamina D. A semelhanca da populacio total em estudo, procedeu-se a caracterizacio e analise
da populacdo com défice de vitamina D, de acordo com os seguintes parametros: distribuicao por
grupos etarios, por género e por servicos hospitalares onde se prescreveu a analise.

Segundo a distribuicio da populagdo em estudo por grupos etarios (Grafico 6), constatou-se
que a populacado com idade igual ou inferior a 18 anos corresponde apenas a 2,89%,
4,99% corresponde a individuos com idade compreendida entre 19 e 40 anos,
22,59% corresponde ao grupo compreendido entre os 41 e 0s 59 anos e por ultimo, 69,53% da

populacao em estudo corresponde aos individuos com idade igual ou superior a 60 anos.

Bl 2.89% < 18 anos
E 4.99% 19 -40 anos
3 22.59% 41 -59 anos
3 69.53% =60 anos

Total=1142

Grafico 6: Distribuicao por grupo etario da populagéo
com défice de vitamina D

Na Tabela 7, sdo apresentados o ntimero de individuos e respetiva percentagem de cada grupo

etario da populacao em estudo.

Tabela 7: Numero de individuos e respetiva percentagem de cada grupo etario da populagao com défice de vitamina D

Grupo Etario Nuamero de Individuos Percentagem (%)
< 18 anos 33 2,89

19 — 40 anos 57 4,99

41 — 59 anos 258 22,50
> 60 anos 794 69,54
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Adicionalmente, realizou-se a distribuicao da populagdo em estudo por género (Grafico 7),
sendo que dos 1142 individuos, 696 sdo do sexo feminino e 446 do sexo masculino,

correspondendo a 60,95% e 39,05% respetivamente.

3 60.95% Mulheres
BE= 39.05% Homens

Total=1142

Graéfico 7: Distribuicdo por género da
populagdo com défice de vitamina D

No Gréfico 8, estdo representados os servicos hospitalares onde a analise para quantificacao
da vitamina D foi prescrita, bem como o nimero de prescricoes efetuadas. Dos 27 servicos
prescritores de analises, o Centro de Satde de Seia foi o servi¢o que contabilizou maior nimero
de prescricgoes (310 prescricoes), seguido pela Medicina Interna, com 153 prescri¢des e em terceiro

o Internamento Convalescenca, localizado no interior do HSNA, com 115 prescricoes.
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Grafico 8: Servigos requisitantes da analise quantitativa da vitamina D da populagdo com défice de vitamina D

Adicionalmente, analisou-se o nimero de utentes com deficiéncia de vitamina D, obtidos em
cada més, no periodo compreendido entre janeiro de 2022 e dezembro de 2023. Como se pode
observar pelo Grafico 9, o défice de vitamina D é maior nos meses de inverno do que nos meses

de maior exposicao solar, como o verado, reforcando a importancia da exposicao solar para a
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aquisicdo desta vitamina. O més que apresenta maior nimero de hipovitaminose D é marco de
2022, com 101 determinacoes de vitamina D resultante em défice. O més que apresentou menos
hipovitaminose D, com apenas 22 determinagtes deficientes em vitamina D, foi dezembro desse

mesmo ano e agosto de 2023.
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Gréfico 9: NUmero de determinag&o de vitamina D resultantes em défice de janeiro de 2022 a dezembro de 2023

5.4. Analise dos Niveis de Vitamina D e Patologias

Associadas

De todos os individuos que apresentam deficiéncia de vitamina D, observou-se um total de
31 patologias. De notar que 323 participantes que apresentaram défice de vitamina D, nao
apresentaram qualquer diagnoéstico ou patologia, correspondendo a 28,28% da populacdo com
deficiéncia de vitamina D. Da populacao em estudo, 251 individuos apresentaram mais do que
uma patologia, ou seja, comorbilidades como diabetes mellitus tipo 11, hipertensdo arterial,
doencas cardiacas e doenca renal.

A patologia que mais se destacou foi a hipertensao arterial, estando presente em 10,51% da
populacdo com défice de vitamina D, seguido de artrose, com 6,13%, de diabetes mellitus tipo 11
com 5,52%, e de doencas oncologicas com 4,99%, seguido das demais patologias identificadas

no Gréafico 10.
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6. Discussao

Para a elaboragdo do presente estudo, estabeleceu-se uma amostra populacional constituida
por 2262 individuos, dos quais foram coletados dados relativos aos niveis de vitamina D. Numa
fase inicial, procedeu-se a analise dos individuos que apresentavam deficiéncia de vitamina D,
nomeadamente 1142 individuos. Posteriormente, analisou-se a existéncia de patologias
associadas a um défice de vitamina D, constatando-se que da populacao em estudo, 251 individuos
apresentavam deficiéncia de vitamina D e diversas patologias, simultaneamente.

A deficiéncia em vitamina D tem sido considerada um problema crescente a nivel mundial,
existindo evidencias que sugerem uma possivel relacio entre baixos niveis de vitamina D e outras
patologias, para além das doencas 6sseas (Holick, 2017; Janousek et al., 2022).

Os resultados obtidos demostram que cerca de 82,10% da populacdo em estudo apresenta
hipovitaminose D, sendo que 50,49% apresentam deficiéncia de vitamina D. De acordo com a
distribuicao feita por grupos etario e por género, observa-se que a maioria dos portadores de
deficiéncia de vitamina D sao mulheres com idade igual ou superior a 60 anos. Uma vez que o
sexo feminino apresenta maior percentagem de deficiéncia de vitamina D, sera importante a
realizacao de futuros estudos, visando perceber o fundamento desta tendéncia, averiguando se
sera consequéncia das hormonas femininas.

De referir também que, da populacio em estudo, 715 individuos apresentam insuficiéncia de
vitamina D, podendo vir a desenvolver deficiéncia desta vitamina. Existem diversos fatores a
considerar, nomeadamente a idade avangada da maioria da populagdo em estudo. No entanto, em
pessoas mais velhas, é incerta a razdo subjacente a diminuicdo da sintese de vitamina D,
resultando em baixos valores desta.

Existem diversos fatores a considerar aquando da discussao dos resultados obtidos. Os valores
de hipovitaminose D observados poderao ser justificados pela diminuigdo da sintese de vitamina
D, por exposicao solar limitada ou pela diminuicao na producio de esteroides (precursores da
vitamina D). Adicionalmente, a toma de alguns medicamentos poderd alterar a sintese de
vitamina D, nomeadamente as estatinas, comumente utilizadas na populacdo mais idosa
(Kupisz-Urbanska et al., 2021).

Num estudo realizado por Pilz et al. (2018) observou-se que a mulher gravida ndo apresentava
défice de vitamina D, apresentando um pico na concentracao de calcitriol e um valor normal de
calcidiol, uma vez que este passa através da placenta para o bebé (Pilz et al., 2018). Esta resposta
biologica podera falsear o valor verdadeiro de vitamina D, sendo apenas possivel quantificar os
niveis concretos de vitamina D ap6s o parto (Pilz et al., 2018). De salientar que no presente estudo
nao foi possivel determinar se as participantes em idade fértil se encontravam gravidas, podendo
os resultados obtidos estarem falseados.

Das 31 patologias identificadas, a hipertensao arterial foi a patologia mais observada na
populacdo em estudo, correspondendo a 10,51%. Relativamente aos utentes com diabetes
mellitus, observou-se que 0,18% e 5,52% da populacao em estudo apresentavam diabetes mellitus
tipo I etipo I1, respetivamente. Adicionalmente, verificou-se que 4,99% da populagao apresentava

doenca oncologica e 2,36% doencas cardiacas. Comparando os estudos realizados em ratos com
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knockout do RVD por Herrmann e Obeid (2011), no presente estudo observam-se resultados
semelhantes as patologias descritas, tanto em modelo animal, como no ser humano (Herrmann
& Obeid, 2011). Todavia, de acordo com Scragg et al. (2017) e Manson et al. (2019),
a suplementacao de vitamina D nao devera alterar o prognoéstico dos utentes com estas patologias
(Manson et al., 2019; Scragg et al., 2017).

Segundo Martineau et al. (2019), constata-se a eficicia de suplementacdo de vitamina D na
prevencao de infecoes respiratorias agudas (Martineau et al., 2019). No presente estudo, cerca de
1,14% da populacio apresentam doencas respiratorias, pelo que poderao adotar-se medidas de
prevencao visando o seu bem-estar, como a toma de suplementos de vitamina D.

Como descrito em Miller and Imel (2022), o raquitismo, uma patologia associada a deficiéncia
de vitamina D, variava ao longo do ano, apresentando um pico no més de marco (Miller &
Imel, 2022). Embora neste estudo nao se tenha observado nenhum caso de raquitismo, observou-
se que o namero de casos com deficiéncia de vitamina D apresenta o mesmo padrao, sendo os
meses de marco de 2022 e de 2023, 0s que apresentam o maior nimero de hipovitaminose D.
Por outro lado, observou-se um menor nimero de hipovitaminose D no més de agosto dos dois
anos em estudo, reforcando a importancia da exposicao solar na sintese de vitamina D.

E de conhecimento geral que a elevada exposicio solar, nomeadamente nas horas de maior
intensidade de radiacao UV, pode levar ao aparecimento de cancro da pele. Todavia, esta descrito
na literatura que é neste periodo que ocorre maior sintese de vitamina D. Adicionalmente, a
utilizacdo de protetores solares é também um fator limitativo da sintese de vitamina D.
Deste modo, torna-se essencial encontrar um equilibrio que permita a otimizacao da sintese de
vitamina D, através da exposicdo solar, sem comprometer a exposicao solar segura, evitando
assim a probabilidade de desenvolvimento de cancro.

Existem diversas limitac6es que poderao ter influéncia nos resultados obtidos. Os métodos
utilizados em laboratorios clinicos quantificam o calcidiol total, nao sendo assim possivel fazer a
distincao de 25-hidroxivitamina D2 e 25-hidroxivitamina D3 e o calcidiol livre. Adicionalmente,
nao é possivel aferir a presenca de epimeros com o 3-epi-25-hidroxivitamina D, diferenciando da
25-hidroxivitamina D. Embora as duas formas, D2 e D3, levem ao aumento de
1,25-diidroxivitamina D, estas diferem na forma como é adquirida e no seu tempo de vida na
circulacao sanguinea. Adicionalmente, é de salientar que o teste utilizado ndo quantifica valores
inferiores a 3,5 ng/mL e superiores 154,2 ng/mL. Por ultimo, é de referir que o sistema
informatico utilizado para registo de resultados define como limite inferior 4 ng/mL, pelo que
valores inferiores a este limite nao sao registados no relatorio clinico. Além disso, nao foi possivel
aferir se todas as patologias existentes estio documentadas no registo clinico do utente.

Tendo como base os resultados obtidos no presente estudo, foi possivel identificar quais as
patologias presentes nos utentes com deficiéncia de vitamina D, destacando-se a hipertensao
arterial, a artrose, o cancro, a diabetes mellitus, as alergias, as anemias, as doencas cardiacas, as

doencas do foro psicoldgico, a osteoporose e as doencas autoimunes.
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7. Conclusao e Perspetivas Futuras

No ambito do estagio realizado no SPC do HNSA, foram adquiridas importantes competéncias
tedricas e praticas, através do contacto com a rotina diaria de laboratorio hospitalar, permitindo
desenvolver atividades inerentes a prestacdo de cuidados de satde a populacio do
concelho de Seia.

Em Portugal, estima-se que cerca de 66% da populacao apresenta baixos niveis de vitamina D
(Duarte et al., 2020). Como tal, o principal objetivo deste estudo consistiu em identificar as
patologias associadas a presenca de défice de vitamina D.

O estudo realizado permitiu verificar que a vitamina D é essencial a sadde humana, pois
desempenha um papel importante no organismo, desde a satde do sistema musculo-esquelético,
através da sua acdo no metabolismo 6sseo, a outras fun¢oes regulatorias celulares. Com este
estudo, concluiu-se que a maioria da populacao apresenta défice de vitamina D, pelo que seria
pertinente clarificar a causa subjacente aos resultados obtidos.

O presente estudo identificou 31 patologias associadas na populacao em estudo. Diversos
estudos demonstram uma potencial associacdo entre os baixos niveis de vitamina D e diversas
patologias, contudo serao necessarios estudos adicionais para clarificar o papel da vitamina D no
desenvolvimento de diversas patologias. Adicionalmente, seria pertinente desenvolver e
aprofundar estudos que analisem as funcoes da vitamina D e o seu papel em patologias que nao
se encontram descritas na literatura, tais como hipotiroidismo, hiperlipemia,
hipercolesterolemia, fibromialgia, gota e amiloidose.

O presente estudo realca a necessidade e a importancia de avaliar os niveis de vitamina D na
populacdo em geral, bem como as patologias que possam estar associadas a deficiéncia de

vitamina D.
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