Mariana do Rosario Ramos

Relatorio de Estagio

Mestrado em Analises Clinicas

Relatorio de Estagio Curricular no ambito do Mestrado em Analises Clinicas, orientado pelo Doutor Frederico

Valido e apresentado a Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra

Setembro, 2012

UNIVERSIDADE DE COIMBRA



(Para efeitos de paginagao)

Folha de Ros

Mariana do Rosario Ramos

Relatdério de Estdgio - Mestrado em Anadlises Clinicas

Faculdade de Farmédcia da Universidade de Coimbra

Relatdério de Estdgio do Mestrado em Analises
Clinicas, decorrido no Servico de Patologia
Clinica do 1Instituto Portugués de Oncologia de
Coimbra Francisco Gentil E.P.E. -sob orientacdo da
Dr. Frederico Valido, com um total de 600 horas,
compreendidas entre Novembro e Maio de 2012 nas
dreas de Imunologia e Hematologia.

Setembro



Relatério de Estagio — Mestrado Analises Clinicas - Faculdade de Farmacia — Universidade de Coimbra



Relatério de Estagio — Mestrado Analises Clinicas - Faculdade de Farmacia — Universidade de Coimbra

indice
INICE @ FIGUIAS wvvvvrrreeeeeeeeeeeeseseeeeeseeesssssesseeeeesessssssssssesessssssssssssssesessssssssmssssseessssssssssssssesssssssssssssssssee vii
INAICE d@ TADEIAS ...ttt iX
ADIFEVIALUIAS ..ottt sttt s e sees Xi
RESUMO .ottt ettt bttt s s xiii
INEFOAUGAD ...ttt et se e be b e se e s e e s ese s s ebesssbessssesessesesassesessrsesensesesensesesensesessrsesersesanes I
Caracterizagao do Laboratorio de EStAgio ...t ssesene 2
(@FeY1n o) (o Xa [ @ TUT:1 [ Ta F-Ta [ R 3
A FaS@ Pré-ANalitiCa......ccueeceeeurierrieiricirecireeicestsesstcs st tess s e st s ssesssesessesstaesesaessssesasansas 3
A FASE ANQITICA....eecuieetectreceeiieineet ettt ettt sttt s s ettt eaeen 4
A Fas@ POS ANQIITICA.....cucuecieueicirieirecerecireetee ettt tess st ss e se st ss e st esesasansacs 4
Controlo de Qualidade INtErNO € EXLEINO .....uoveveeieeiieeeeeeeteeteeeteteeesreeseeeeeestessessessesssessensen 4
Escolha dos antiCOAQUIANTES ..........ccccuiuieuiiriniciirecct ettt ssaseasseneaenns 5
MICIODIOIOZIA ....ceevieeeiiict ettt sttt seasans 7
ANALISE @ UFINAS...cuuieieieciecireiricirice ettt sttt sttt bbbt sassesacs 7
BIOGUIMICA .ottt sttt ettt st bttt seaee 9
IMUNOIOZIa/HOIMONOIOGIA ...ttt seaeans 10
PrinCipios dOS iMUNOENSAIOS .......c.ceeueuiiuriciicerierseeseseteseeese st st ssesesesessesesassstaesssaessaesscsssacs I
IMUNOENSAIO COMPELILIVO ....ceceriereeiieciciecciiecee et ss et eseaesees I
Imunoensaio sandwich/ NA0 COMPELILIVO.......cccucueecurerercrcieeereeereeere et sesesenees 12
TECNICAS MANUAIS «..cecveeeiereieieiceeecteet sttt stes st s st s sttt sttt s et bbbt setaesenens 13
Sistemas automaticos de IMUNOIOZIA ........ccueeueeuerireirierrierecieeeeasesese et seeaes 14
ElectroquimiolumiNeSCENCIA.......cccueurureureciieieeieieieieeteeesese e st ssesseaes s s sseaens 14
QUIMIOIUMINESCENCIA ettt eeee st st aestesteseesestesessestesesssssessesessensensessnsentosesenseneans 16
TRAGCE. ...ttt 18
IMUNOLUrDIdIMETIIA ..ottt sees 19
Marcadores TUMOIAIS........ccoceueurecererecreerieeae ettt ss et s seaesssesseaessastassesseneass 20
ANtigénio Carbohidrato 125 ...ttt aessese st seeaees 20
ANtigénio Carbohidrato 15.3 ...ttt seseeaes 21
Antigénio Carbohidrato 9.9........c.crcreee et eese e sseaees 21
ANtigénio Carbohidrato 72.4 ...ttt sesstssstaessesesesesacs 21

CYFRA 211 ettt sttt sss s e 21



Relatério de Estagio — Mestrado Analises Clinicas - Faculdade de Farmacia — Universidade de Coimbra

Enolase Neuro ESPCifiCa........corurecineeinciniciriceseceneeisenseesseesseesseessesesesesesessesssscssesessenes 22
Antigénio do Carcinoma de Células EScamosas........c.ccoceeveureeureureneurencrnencescsenensenennes 22
Antigénio CarcinoemMbIrioNAriO.........c.cvcueecercrirerirecreceetcreerees e aeseesseeseae 22
Alfa-FELOPIOLEING ...ecerveeeeicericericerectrtetreiet ettt sse s se s s easasesnes 22
Subunidade Beta da Gonadotrofina Corionica HumMana ..........cccceecerevcerecercncercunecnnes 22
B2-MICrOgIOBUIING .......ceeeeci ettt anaens 23
CromOogranina A ...ttt a et st saes 23
Antigénio Especifico da Prostata .........cceeeeeceneeencninceneceneeesesseseseesesseessesessessescsnes 23
CalCItONING ... 24

Electroforese no sistema Hydrasis..........coccureeeirencnininencinirceeeccteeeesesseceseneseseaesenenne 25

Electroforese de proteinas SEriCas ........cccurecerereureeeressesesnesesseessesessessssesseessesesens 25
Intrepertagao do ProteiNOZIraAMA .......ccvccururecreerercmcrrereereeseseseestesessesesesessesessssssesessenes 26
AlDUMING.....oii s bs 26

A =l GIODUINNAS ... 26

A =2 GlobUINGS.......oeiiiit s 26

B — GIODUINGS......ceoreeeeereetceeereetete ettt ettt be st esssesesessebesesesesnesesansesennene 27

Gama — GIobUlINGS ... e 27
Gamapatias POlICIONAIS........c.cvecueurieecurirecieitrece et sess e eeess s naenenne 28
Gamapatias MONOCIONAIS .......ccuveeururiceciricci et essans 28
IMUNOTIXAGAO ..ttt ettt e eese et ese s esesessebesassesessesesensesessrsesensesensssesessnsesn 29
Alguns exemplos praticos de Gamapatias ..........ccceeueererrererreerseesseseeseseesessesesseessesessenes 30
HEMALOIOZIA.......ceceeieceiecirt ettt st aetaene 33
Procedimentos de rotina no Sector de Hematologia..........cccoeeeuuvencrinenccerencncneerenceneeeccnnanes 34
Hemograma e Esfregago SangUINEO.......c.cc ittt ssesseeses 34
EFtrOZIrama ... .ottt 35
EFTErOCITOS ..ottt nae 35
Quantificagao da Hemoglobina ... eeessenenenne 37
HEMALOCTILO ...ttt ss s a st sans 37
Hemoglobina Corpuscular Média.........coeeeenerincnincerecireeieneenneesreesseessessesesseesens 37
Concentragao da Hemoglobina Corpuscular Média..........ccoceeveunemreneurencurencerecencnrencnnee 38
Volume Corpuscular MEIO .......c.oucueeueucenenenernieinierneeiseeeresetesseesseessesessesessessasesseasssens 38
Variagao do tamanho dOS EritrOCItOS.........ccceeuereeeeeeierereereeseeeererese e sseseseseseseeanenes 38
RELICUIOCILOS ..ottt s sans 38



Relatério de Estagio — Mestrado Analises Clinicas - Faculdade de Farmacia — Universidade de Coimbra

PIAQUELAS ...ttt sttt st seaeaes 39
LEUCOZIAMA ...ttt ettt et st tec s et assessensans 40
NEULFOFIOS ...ttt sttt sttt seseae 40
BaSOIlOS......eeeeiictecieieci ettt et aae 41
EOSINOTIOS ...ttt et e eeaeee 4|
MONOCITOS ...ttt s sttt sttt bt s st s st seanns 41
LINFOCITOS «.oueeeeeeieetictecieeteietcs ettt bbbt e s bbb caen 42
Velocidade de SediMENtagao ..........ouceeereeeieeeereeeereetee et eeesesesesessesessseseseesesessesessssesensesens 42
HEMOSTASE... ..ottt ettt sseaeaes 44
C0agUIACAO SANGUINEA ..ucuveeeieceieceicirectreietsessees ettt st st sseae st s s st s st seseens 44
EStudos CoaguIatiVOs........ccuveeurieicirecceeceni ettt ssessaesees 46
Tempo de ProtromMbiNa.........ccc ettt sessee e ssaseaesensens 46
Tempo de Tromboplastina Parcial activada.........cocecoeeeeevcrnencncinenccnerecneeceereecennne 47
Tempo de TromMbiNa........cc ettt ssasesesensens 48
FIDFINOZENIO ...ttt sttt seeaes 48
DodiMEIrOS ..ttt ittt bttt st ettt s e seeaeen 48
Patologias mais comuns associadas @ COAZUIAGAO .......ccuruueueuceeeureueeneueeeseeereeesstessenesseseeseseeaes 49
HEMOFIIA A .ottt sees 49
HEMOFIIA Bttt nens 49
Doenga de VOn WIIIEDIrand............eeeeeeereeeeeteetteetereeteeeeseese e sese e sseseseesesessesessssesenes 49
Deficiéncia de VItamina K .......c.coceereirieincnincinteneeiseieiseseteseeesseseesesessessaeseessssessssessssessesesseases 49
CONCIUSOES ...ttt ettt sttt s et ae s s easassees 50
BIDHOZIafia ...ttt ettt 51



Vi

Relatério de Estagio — Mestrado Analises Clinicas - Faculdade de Farmacia — Universidade de Coimbra



Relatério de Estagio — Mestrado Analises Clinicas - Faculdade de Farmacia — Universidade de Coimbra

indice de Figuras
Figura I llustragao de ensaio COMPELItiVO.........ccucuiuiciiciciiciiccccssenes Il

Figura 2 Relagao entre a concentragao do antigénio do doente e a intensidade do sinal, no

ENSAIO COMPELILIVO .ecereriucuriccreeicreeeecseeteseseeesessa e seas et se e s tae s sastae s s easas s nseaesssstacnenns 12
Figura 3 llustracao de ensaio NA0 COMPELILIVO .....cceurveueurerccererecnreieerreecseeeeseeeeenenes 12

Figura 4 Relagao entre a concentragao do antigénio do doente e a intensidade do sinal no

€NSAIO NAO COMPELILIVO ...ececvrrecucrriacaeiieaeseeeeaeseeesessa e seaseseaesesseess s tsesessastaesessesssssessenessastacsenns 13
Figura 5 Esquema ilustrativo do método electroquimioluminescente sandwich .......... I5
Figura 6 Cobas e 411, da Roche (WWW.roche.pt ) .....cooooirvcnnnccnneccrecceccnenes 16
Figura 7 Sistema Automatico Immulite 2000, da Siemens...........cooccconevemmererrnerernecrrernerennne 18
Figura 8 EQUIPameNnto KIyPLor ......crcenennesiecssesssesssessssesssessesssessesssessssssnens 19
Figura 9 Equipamento Konelab 60i...............cccoiiiciccsciseciessicseseesasessenenns 20
Figura 10 Proteinograma em gel de agarose, utilizando o Hydrasys (7 ..............o........ 25
Figura |11 Grafico de corrida electroforética normal (18) ..., 25

Figura 12 Principais proteinas encontradas em cada fracgao electroforética (com destaque

PAFA @S 1Z7S) ¥ oot 27

Figura 13 Imunofixagao sérica de pacientes com gamapatias monoclonais IgG kappa e IgA

JAMBDAA P2 29
Figura 14 Electroforese de Proteinas do Caso | ... 30
Figura 15 Imunofixacao de proteinas séricas realizado no Caso | ........onccennn. 30
Figura 16 Electroforese de Proteinas do Caso 2........rcrnersnnecrisesssseesseneseaens 31
Figura 17 Imunofixacao de proteinas séricas realizado no Caso 2.......ccceucvenecernnevennn. 31
Figura 18 Electroforese de Proteinas do Caso 3........rcrnermneersnesesseenssnesesens 32
Figura 19 Imunofixacao de proteinas séricas realizado no Caso 3........ccoevenecrrcnnerennn. 32
Figura 20 Pesquisa de Bence Jones no Caso 3........icicinesieseseesssesseenns 32
Figura 21 Esquema de Focagem Hidrodinamica utilizado na tecnologia VC.................... 35
Figura 22 Alifax Test | BCL ... ssssesssssssssssssssanenes 42

vii



Relatério de Estagio — Mestrado Analises Clinicas - Faculdade de Farmacia — Universidade de Coimbra

Figura 23 Exemplo de Hemograma e VS executado no sector de Hematologia do Servigo

de Patologia CliNiCa dO PO ...ttt sssseesssss s s s sssessssessesens 43
Figura 24 ACL TOP 500, Instrumentarion Laboratory...........nncnnn. 44
Figura 25 Esquema representativo do modelo da cascata da coagulagao........................ 45

viii



Relatério de Estagio — Mestrado Analises Clinicas - Faculdade de Farmacia — Universidade de Coimbra

indice de Tabelas
Tabela | Numero de doentes atendidos no servico nos ultimos 3 anos......................... 2

Tabela 2 Numero de parametros quantificados em cada sector, nos ultimos 3 anos...2

Tabela 3 Tabela indicativa de parametros feitos por técnicas manuais no sector de

IMunologia/Hormonologia ... eese e sees 14
Tabela 4 Analitos doseados no Sistema Cobas € 411 ...t 16
Tabela 5 Analitos doseados no Sistema Automatico Immulite 2000...........ccevevreenenneee. 18



Relatério de Estagio — Mestrado Analises Clinicas - Faculdade de Farmacia — Universidade de Coimbra



Relatério de Estagio — Mestrado Analises Clinicas - Faculdade de Farmacia — Universidade de Coimbra

Abreviaturas

AFP - Alfa-fetoproteina

aPTT - Tempo de Tromboplastina Parcial activada

BMG - 32- Microglobulina

CA 125 - Antigénio Carbohidrato 125

CA 15.3 - Antigénio Carbohidrato 15.3

CA 19.9 - Antigénio Carbohidrato 19.9

CA 72.4 - Antigénio Carbohidrato 72.4

CAL - Calcitonina

CEA - Antigénio Carcinoembrionario

CGA - Cromogranina A

CHCM - Concentragao da Hemoglobina Corpuscular Média
DNA - Acido desoxirribonucleico

ECLIA - Electroquimioluminescéncia

EDTA-K3 --Acido etilenodiaminotetracético tripotassico
EGTM- European Group on Tumor Markers

FT - Factor Tecidular

FVW = Factor de Von Willebrand

GMSI - Gamapatia Monoclonal de Significado Indeterminado
Hg- Hemoglobina

HBP - Hiperplasia Benigna da Prostata

HCM - Hemoglobina Corpuscular Média

HCT - Hematocrito

Ig = Imunoglobulina

IGF-I = Factor de Crescimento Insuline-like

INR - Internacional Normalized Ratio

IPOCFG - Instituto Portugués de Oncologia de Coimbra, Francisco Gentil
IRMA - Immunoradiometric assay — Ensaio imunoradiométrico
ISI =Index de Sensibilidade Internacional

LDH - Lactato Desidrogenase

LCR - Liquido Cefalorraquideo

NSCLC - Non Small Cells Loung Cancer

NSE - Enolase Neuro Especifica

PCR - Proteina C Reactiva

PSA - Antigénio Especifico da Prostata

Xi



Relatério de Estagio — Mestrado Analises Clinicas - Faculdade de Farmacia — Universidade de Coimbra

PT = Tempo de Protrombina

RDW - Variagao do tamanho dos eritrécitos

RIA - Radio Immunoassay — Radio Imunoensaio
RIQAS - Randox International Quality Assessment Scheme
RNA - Acido ribonucleico

rpm - rotagoes por minuto

SCC - Antigénio do carcinoma de células escamosas
TAC - Técnico de Analises Clinicas

TG - Tireoglobulina

TRACE - Time-Resolved Amplified Cryptate Emission
TSAC - Técnico Superior de Analises Clinicas

TT = Tempo de Trombina

VCM - Volume Corpuscular Médio

VCS - Velocidade, Condutividade e Dispersao

VS - Velocidade de Sedimentagao

B-HCG - Subunidade Beta da Gonadotrofina Coriénica Humana

Xii



Relatério de Estagio — Mestrado Analises Clinicas - Faculdade de Farmacia — Universidade de Coimbra

Resumo

O presente relatério refere-se ao estagio realizado no Instituto Portugués de
Oncologia de Coimbra Francisco Gentil E.P.E (IPOCFG E.P.E), no ambito das anilises

clinicas.

O estagio teve como principal objectivo a minha integragao no Servigo de Patologia
Clinica do IPOCFG E.P.E, proporcionando-me a aquisicao de habilidades praticas na
execugao das técnicas laboratoriais, sempre associadas a um conhecimento tedrico que me
permita fazer a interpretagao dos resultados.

As areas aprofundadas neste relatorio sao a Imunologia e a Hematologia, sendo feita

apenas uma referéncia genérica a Bioquimica e a Microbiologia.

Abstract

The following report refers to the internship done at Instituto Portugués de
Oncologia de Coimbra Francisco Gentil E.P.E (IPOCFG E.P.E), in the context of clinical
analysis.

The main goal of my internship was an integration in the clinical pathology service of
IPO, which provided me the opportunity to acquire practical skills in the performance of
laboratory techniques, always associated with a theoretical knowledge which allowed me to

interpret the results.

In this report, the emphasized areas are Immunology and Hematology, and there’s

only a generic reference about Biochemistry and Microbiology.

Xiii



Relatério de Estagio — Mestrado Analises Clinicas - Faculdade de Farmacia — Universidade de Coimbra

Introducio

O estagio curricular realizado teve como principal objectivo a minha integragao na
rotina do Servico de Patologia Clinica do IPOCFG E.P.E, sob a orientagcao do Doutor
Frederico Valido. Esta integragao na pratica laboratorial foi fundamental para percepgao de
todas as responsabilidades que tem um Técnico Superior de Andlises Clinicas (TSAC). Deste
modo, foi util para a aplicagao pratica dos conhecimentos cientificos adquiridos ao longo do

curso.

A drea das Anilises Clinicas estd em constante expansao e desenvolvimento e
constitui umas das areas fundamentais dentro das ciéncias da salude. As técnicas utilizadas

tém cada vez mais tendéncia para a eficacia, garantindo assim a qualidade dos resultados.

Este estagio foi realizado durante 7 meses e perfez um tempo de 600 horas. O tempo
foi repartido pelas valéncias de Quimica Clinica, Microbiologia, Hematologia e
Imunologia/Hormonologia, permanecendo um més em cada sector. Selecionei Hematologia e

Imunologia para maior aprofundamento, sendo que estive mais um més nestes sectores.

Sao referidos os procedimentos de Controlo de Qualidade que se tém em conta, de
modo a minimizar os erros a que o processo analitico esta sujeito. No final desta parte é
realizada uma apreciagao global de como os conhecimentos adquiridos durante a fase

curricular do Mestrado de Analises Clinicas auxiliaram na aprendizagem pratica.
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Caracteriza¢do do Laboratério de Estagio

O Servico de Patologia Clinica do IPOCFG E.P.E, situado no edificio da Oncologia
Médica e Laboratorios (Piso 0), € constituido por quatro sectores distintos, sendo o director
do servico o Doutor Frederico Valido. O sector da Bioquimica esta sob a orientagao do
Doutor Luis Nina, o sector da Microbiologia pela Doutora Elvira Malta, o sector de
Hematologia pela Doutora Joana Diamantino e o sector de Imunologia/Hormonologia pelo
Doutor Nuno Cunha. O servico conta também com a colaboragao do pessoal
administrativo, Técnicos de Andlises Clinicas (TAC), TSAC'’s e clinicos. O servigo conta com
uma sala de espera, duas salas de colheitas, a recepgao, a sala de lavagem do material, o

gabinete do chefe do servigo e os espagos pertencentes aos diferentes sectores.

Diariamente o servigo recebe aproximadamente 300 amostras para serem analisadas,
dentre as quais a grande maioria dos pedidos sao dirigidos a bioquimica, hematologia e

imunologia.

A seguinte tabela (Tab. 1) mostra o nimero de doentes atendidos no servigo nos

ultimos 3 anos.

Tabela | - Namero de doentes atendidos no servi¢co nos altimos 3 anos

N° doentes 4.503 65.440 67.351

Na tabela abaixo (Tab. 2) é visivel o nimero de parametros quantificados em cada

sector, nos ultimos 3 anos.

Tabela 2 - Nimero de parametros quantificados em cada sector, nos ultimos 3 anos

Sectores 2009 2010 2011
Bioquimica 759.099 792.496 790.891
Hematologia 132.269 133.062 123.675
Imunologia 65.655 71.300 69.771
Microbiologia |9.871 11.971 10.893
Hormonologia |36.935 38.980 37.501
Total 1.003.829 1.047.809 1.032.731

Apesar de haver um crescente nimero de doentes atendidos no servigo verifica-se
um decréscimo do nimero de pedidos no Ultimo ano. Isto provavelmente esta relacionado

com os condicionantes de ordem econdmica a que os proéprios clinicos estao sujeitos.



Relatério de Estagio — Mestrado Analises Clinicas - Faculdade de Farmacia — Universidade de Coimbra

Controlo de Qualidade

A principal preocupagao do laboratério deve estar relacionada com a qualidade dos

resultados dados ao clinico.

Esta qualidade depende dos procedimentos que se fazem desde a colheita até a
obtengao do resultado ao longo de trés fases: a Fase Pré-Analitica, Analitica e Pos-
Analitica’".

Durante muito tempo os laboratorios focaram-se no controlo dos erros da fase
analitica ®, no entanto actualmente é sabido que a maioria dos erros provém da fase pré-

analitica, erros devidos por exemplo a colheita, manuseamento e transporte da amostra (.

A Fase Pré-Analitica

Um erro da fase pré-analitica influencia decisivamente o erro total, e
consequentemente o resultado analitico que o laboratério da ao clinico. Assim, um
adequado tratamento na fase pré-analitica pode evitar a repeticao de provas, colheitas e um

diagnéstico incorrecto que conduza a um tratamento inadequado ©.

Os erros da fase pré-analitica sio os mais comuns atingindo cerca de 46%-68% dos
erros totais de um laboratério . O preenchimento inadequado do pedido, uma inadequada
preparacao do paciente, uso excessivo do garrote, extracgao lenta ou dificil ou por via
heparinizada, ma identificagao da amostra ou um anticoagulante errado, enchimento do tubo
com volume de sangue inadequado, tempo prolongado do transporte, conservagao da
amostra a temperaturas inadequadas ou centrifugagao incorrecta sao alguns exemplos de

erros que podem ser cometidos nesta fase ",

A fim de reduzir os erros totais, a fase pré analitica deve ter prioridade. Devem ser
desenvolvidos procedimentos proprios, o pessoal deve ser treinado especificamente e deve
haver uma cooperagao inter-sectores. A associagio de robdtica de maneira a inovar o
laboratorio com tecnologia recente é também uma boa ferramenta para reduzir os erros nas

colheitas e manipulagio das amostras .
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A Fase Analitica

A fase analitica corresponde a fase da realizagao da andlise propriamente dita, sendo
que a manutengao dos equipamentos, a calibragao, o controlo de qualidade e a preparagao

das amostras estao compreendidas nesta fase.

Um aspecto relevante a ter em conta nesta fase é a hidratacdo dos reagentes,
controlos e calibradores. Um mau procedimento implica erros fatais no processo analitico
das amostras, na calibragio e nos controlos. E entio importante proceder de maneira
correcta e ter todos os cuidados necessarios a sua preparagao. Um mau funcionamento do
equipamento e falhas nao detectadas no controle de qualidade sao também uma importante

fonte de erros nesta fase .

Com o aparecimento da automatizagao, os erros da fase analitica tém vindo a
diminuir de forma radical. Esta automatizagdo € entdo vantajosa também deste ponto de
vista, uma vez que a diminuigao de erros leva consequentemente a uma redugao dos custos
ja que as repeticoes sao bastante menos acentuadas. Temos como exemplo de outras
vantagens da automatizagdo o tempo reduzido na analise dos parimetros, o aumento da
precisio e exactidao dos resultados. O laboratério procura sempre dar o resultado ao

clinico com o maximo de confianga possivel .

A Fase Pos Analitica

Esta fase consiste na avaliagao final de todos os resultados, que culmina com a
validagao biopatolégica, emissao e entrega do boletim analitico. Os erros que resultam desta
fase podem ter origem quando acontece uma falha na comunicagao, uma validagao errada

dos dados analiticos ou uma entrada de dados errada proveniente do sistema ©.

Controlo de Qualidade Interno e Externo

O controlo de qualidade é um conjunto de procedimentos postos em pratica no
laboratorio com vista a obter fiabilidade nos resultados das analises a medida que elas vao

sendo executadas ©.
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Neste laboratério existem procedimentos de controlo da qualidade para monitorizar
a validagao dos ensaios. Os dados resultantes destes procedimentos sao registados de

maneira a que se possam detectar tendéncias.

Em todos os sectores é feito o controlo de qualidade interno e externo. O controlo
de qualidade interno permite reduzir a imprecisao e é feito diariamente em todos os
equipamentos utilizando 2 ou 3 niveis de controlo diferentes (Controlo normal, patolégico
nivel | e patologico nivel 2). Utiliza-se também sempre que um novo kit ou lote é utilizado
bem como quando se verifica alguma tendéncia dos resultados. Implica a analise de materiais
de controlo o mais similares possivel as amostras dos pacientes, assegurando assim a
qualidade dos resultados obtidos, pois é efectuado em paralelo com as amostras e em
condi¢coes semelhantes, permitindo a validagao analitica dos resultados dos pacientes. O

resultado dos controlos expressa-se numericamente e graficamente.

Os valores alvo tedricos de cada nivel de controlo encontram-se nas bulas do
respectivo controlo. O laboratorio define os critérios de aceitagao e de um modo geral usa-
se a média +/- 2 desvios padrao. De acordo com calculos estatisticos, este intervalo
representa o intervalo de confianga para o qual existe 95,5% de probabilidade do valor do

controlo estar dentro do intervalo.

No controlo de qualidade externo o laboratorio analisa amostras com valores
desconhecidos provenientes de uma entidade externa acreditada (no caso especifico deste
laboratorio o RIQAS (Randox International Quality Assessment Scheme) e o Instituto
Nacional de Satde Dr. Ricardo Jorge). Este programa permite ao laboratorio medir a sua
capacidade de obter um resultado exacto e comparar os seus resultados com outros
laboratoérios equipados com a mesma tecnologia e reagentes, valorizando assim a exactidao

do laboratério.

Escolha dos anticoagulantes

Os anticoagulantes sao usados para fazer andlise em sangue total ou plasma. Em geral,
os anticoagulantes tém como principal papel a interrupgao da activagao da cascata de
coagulagao, inibindo a formagao da protrombina, impossibilitando a formagao do coagulo. A
analise pode ser realizada em sangue total (ex.. Hemograma), plasma (ex.. Provas de

coagulagao) e soro (ex.. Pariametros Bioquimicos e Serolégicos). Quando a andlise é
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realizada em soro, a colheita é feita em tubo sem anticoagulante, para que ocorra o
processo de coagulagao. Quando se pretende fazer a analise em plasma ou em sangue total,
a amostra deve ser colhida para tubo com anticoagulante especifico.

As amostras para hemogramas sio colhidas em tubos com EDTA-K3 (acido
etilenodiaminotetracético tripotassico) que permite uma estabilidade morfolégica dos
eritrocitos, leucocitos e plaquetas até 24 horas. Este liga-se ao calcio, impedindo a
coagulagao. A sua concentragao na amostra de sangue é importante, uma vez que se for
baixa ha a formagao de micro-coagulos, e se for alta provoca variagdes morfoldgicas nas
células sanguineas. Assim a sua concentragao ideal é de 1-2 mg/ml de sangue.

Para estudos de coagulagao é utilizado o Citrato de sodio por preservar os factores
V e VIIl. Também previne a coagulagao por formar um complexo sollvel com o calcio,
bloqueando a cascata de coagulacio. E o anticoagulante mais indicado para os testes de
monitorizagao terapéutico da heparina e o mais adequado para estudos de agregagao
plaquetaria. A concentragao também é importante, sendo a ideal de | parte de citrato de
sodio para 9 partes de sangue, pois se se colher menos sangue a proporg¢ao de citrato
aumenta. Este aumento pode nao ter efeito sobre provas de coagulagio em pacientes
normais, mas prolonga os tempos de coagulagao em pacientes anticoagulados. Quando se
utilizam varios tubos de colheita de sangue venoso, o tubo destinado a coagulagao deve ser
o segundo ou o terceiro para minimizar o efeito do Factor tecidular (FT) libertado com a
puncio venosa. E essencial verificar a mistura correcta do sangue com o anticoagulante e
inclinar suavemente o tubo, evitando a formagao de espuma. A agitagao excessiva pode
provocar hemolise. O tubo de sangue citratado pode ser conservado a temperatura
ambiente durante um maximo de 2 horas apos a extracgao. As amostras que nao cumpram a
proporgao de sangue/anticoagulante devem ser rejeitadas bem como as amostras
hemolisadas, ja que a hemdlise activa a coagulagio. O mesmo se deve fazer com amostras

em que o sangue esteja coagulado. Os resultados destas amostras nao sio, de todo, fidveis”.
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Microbiologia

A este sector chegam varios tipos de amostras biologicas, como sejam urina, pus,
hemocultura, expectoragao, liquido cefalorraquideo (LCR), fezes, entre outros, para fazer as
analises devidas.

Este sector encontra-se subdividido em duas partes. Numa das partes da sala do sector faz-se
a analise da urina no cobas u 411 da Roche, enquanto que na outra parte é feita a pesquisa de
microrganismos e a sua identificagdo através do antibiograma, feito no VITEK® 2 Compact 15, da
Biomerieux. 0 BACTEC™ 9050 da Becton Dickinson é utilizado para as hemoculturas. Conta
também com uma camara de fluxo laminar da Forma Scientific e uma incubadora da mesma
marca. Numa outra sala encontram-se os microscopios onde siao feitas as observagoes

microscopicas.

Os TAC’S tém como responsabilidade a recepgao das amostras, fazer as listas de
trabalho, verificar os produtos em falta, executar as sementeiras e tratar das urinas,
efectuando os procedimentos necessarios a analise da urina tipo Il. Ja a TSAC que é também
a chefe do sector, coordena todo o sector, avalia as caixas semeadas nos dias anteriores e
os resultados das identificagoes e antibiogramas e faz a respectiva validagao biopatoldgica.
Tem também a responsabilidade de observar microscopicamente os exames a fresco e os
exames corados.

Neste sector foi-me explicada a rotina laboratorial, sendo a minha principal fungao
acompanhar a TSAC na observagao das placas, observagoes microscopicas e validagao

biopatologica dos resultados.

Analise de urinas
A urina tipo ll, também chamada de sumadria é uma andlise feita a urina onde sao

analisadas as caracteristicas fisicas e quimicas desta e o exame microscopico do sedimento
urinario. Estas amostras de urina devem ser analisadas o mais rapido possivel nunca
passando mais de duas horas entre o tempo de colheita e o tempo da analise para nao
falsear alguns resultados. No Servico de Patologia Clinica do IPOCFG E.P.E. este tempo ¢
bastante reduzido uma vez que as amostras provenientes da sala de colheitas vao quase
imediatamente para o sector de Microbiologia, e as amostras que vém das enfermarias, em
malas térmicas, também nao tardam a chegar ao sector. De entre as possiveis maneiras de
fazer a colheita de urina, a mais usual é a colheita do jacto intermédio. E importante dar a

conhecer ao doente a forma mais adequada de fazer esta colheita, explicando e dando

7



Relatério de Estagio — Mestrado Analises Clinicas - Faculdade de Farmacia — Universidade de Coimbra

folhetos com ilustragoes. Deve-se desperdigar a primeira micgao, e fazer a recolha do jacto
intermédio para um recipiente estéril, depois de uma boa higiene. A primeira urina da manha
€ a amostra ideal pois ha maior concentragao de compostos, € nao ha outras interferéncias
provocadas por outros factores. Uma boa higiene também ¢é factor preponderante,
principalmente no que respeita a urocultura, para evitar o aparecimento de contaminagao
com flora normal da entrada da uretra.

A urina é uma das principais vias de excregao do organismo e a sua analise pode
oferecer informagoes importantes sobre o estado fisiologico do organismo, sobre a presenga
e a evolucao de muitas doencas sistémicas, sobre a avaliacio de certos tratamentos e sobre
o estado funcional dos rins.

As fitas usadas para fazer a sumaria de urina sao lidas no Cobas u 41 1. Esta leitura
revela-nos informagao acerca da densidade, pH, cor e aspecto da urina. Da também uma
apreciagao qualitativa de leucécitos, nitritos, proteinas, glucose, cetonas, urobilinogénio,
bilirrubina, eritrécitos, classificando como negativo, normal, ou positiva a presenca destes
compostos. A densidade deve estar compreendida entre 1,005 e 1,035, o pH entre 4,8 e 8,
pode apresentar vestigios de urobilinogénio e bilirrubina, e deve ter um aspecto limpido,
odor caracteristico e cor amarela. Alteragoes nestes parametros podem indicar lesoes pré-
renais, renais ou pés-renais. De seguida a urina é centrifugada e a visualizagao microscépica
do sedimento urinario é realizada por um TAC, onde ¢ realizada a pesquisa de eritrocitos,
leucécitos, bactérias, leveduras, células epiteliais, cilindros hialinos e cristais. A presenga
destes compostos em grande nimero pode estar associada a diferentes patologias.

Quando um sedimento de urina apresenta alteragoes é feito um esfregaco com esse

sedimento e uma coloragio de Gram, para se observar ao microscoépio éptico ©.
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Bioquimica

Este sector encontra-se dividido em trés partes. Na primeira, as amostras sio
recebidas e centrifugadas 10 minutos a 3000 rpm para se obter o soro (o sector conta com
duas centrifugas uma Centra CL3 e uma Centra CL4, ambas da |EC). Ainda nesta zona do
sector existe o que se chama “altar de soros” onde as amostras estao organizadas ja com
etiquetas de codigos de barras com o nimero correspondente ao numero do dia. Esta parte
da sala conta também um espectrofotéometro Shimadzu UV-120-02.

Numa outra parte da sala, encontra-se a secretaria do chefe do sector onde se da a
validagao biopatologica. Nessa sala existe também um gasometro Ciba Corning 855® da
Siemens, RapidChem 744 da Siemens para confirmagio de resultados dos ides Na*, K" e Cl e
um Reflotron da Roche que utiliza a quimica seca para determinagao de varios parametros,
de uma forma rapida.

Para determinagao da grande maioria dos parametros bioquimicos existem dois
Cobas c501 que estao ligados em cadeia e um Cobas c31 1, da Roche. Nesta parte do sector
existem ainda dois gasometros ABL 555 da Radiometer.

No sector da Bioquimica estudam-se os parametros bioquimicos que esclarecem o
estado funcional de varios orgaos e vias metabdlicas.

Foi-me dada a oportunidade de realizar algumas determinagoes através de técnicas
manuais. Apesar de ja nao estarem em uso, permitiu-me adquirir os fundamentos tedricos
necessarios a compreensao do funcionamento dos equipamentos. Fiz o doseamento de
varios ides como o cloro, cobre, cilcio total, cilcio ionizado, ferro, fosforo e magnésio; A
determinagao da capacidade total de fixagdo do ferro; O doseamento de lipidos como o
colesterol, triglicerideos e fosfolipidos; E ainda outras determinagdoes como proteinas totais,

acido Urico e hemoglobina glicada.
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Imunologia/Hormonologia

Este sector encontra-se dividido fisicamente em trés salas. A sala principal conta com
varios equipamentos para a determinagao de diversos parametros. O Immulite 2000 Xpi e o
Immulite 2000 (ambos da Siemens) funcionam agregados a um brago robdtico (Versa Cell)
que distribui as amostras pelos dois aparelhos, de modo a rentabilizar o tempo para a
analise. Existem também o Kyrptor da Brahams e o cobas e 411 da Roche. No Konelab
fazem-se a Proteina C Reactiva (PCR) e o doseamento de imunoglobolinas. No Liaison da
DiaSorin fazem-se os marcadores cardiacos e o Viva E da Siemens é utilizado para
doseamento de drogas. Na sala B do sector encontra-se para analise das proteinas séricas o
Hydrasys da Sebia, para a auto-imunidade o Unicap e o contador gama 1272 CliniGamma
CKB Wallac — Automatic Gamma Counter, que faz as leituras das amostras tratadas, através
de técnicas manuais, com iodo marcado radioactivamente. Para leitura dos resultados do
iodo urinario é usado um leitor de absorvancias ABE-2 Plus. Nesta sala existe ainda uma
centrifuga refrigerada de modelo Juan BR4i- Multifunction Thermo Electron Corporation, e
uma ultra-centrifuga TLI100, da Beckman. Existe ainda uma sala onde se encontram os

frigorificos, uma sala comum onde estao os vestidrios e um gabinete do chefe do sector.

Neste sector sao efetuados os doseamentos de marcadores tumorais, hormonas e
algumas proteinas. Estuda-se também o perfil electroforético e imunolégico das proteinas do
soro e é realizada a pesquisa de autoanticorpos na sec¢ao de auto-imunidade.

As amostras que chegam ao sector com o numero do dia proveniente da sala de
colheitas, sao registadas num programa interno (Omega 3000, da Roche) onde recebem um
numero associado a um coédigo de barras. As amostras chegam ao sector em tubos
apropriados que permitem a coagulagao do sangue e sao centrifugadas a 3000 rpm durante
|0 minutos. Neste sector existem protocolos internos ( ex: MAM, Tl4, etc...) onde ja estao
inseridos diversos conjuntos de parametros a dosear, de modo a facilitar o seu registo.
Assim quando se colocam os tubos nos autoanalisadores, e por estes estarem ligados em
rede, os aparelhos iniciam os testes pedidos anteriormente enviando depois o resultado para
o computador central, ao qual o chefe do sector tem acesso para proceder a validagao
biopatologica. As amostras seguem um circuito que respeita a seguinte ordem: Immulite
2000, Kryptor, Cobas e 411, Konelab e Liaison.

Ha que ter em atengao o estado das amostras. No caso de aparecerem amostras

lipémicas os soros tém de ser ultracentrifugados e as amostras hemolisadas podem indicar
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um tratamento incorrecto da amostra antes do envio para o laboratério, portanto os
resultados devem ser interpretados com cuidado.

Os parametros relacionados com a endocrinologia ilucidam acerca da acgao, sintese
e regulagio de varias hormonas no organismo. Os parametros toxicologicos fazem a
pesquisa de drogas no organismo. Estes parametros nao sao abordados neste relatorio,
dando-se apenas enfase aos marcadores tumorais.

Existem determinados parametros cujos resultados sao obtidos a partir de técnicas
manuais. Enquanto os resultados do iodo urinario sio obtidos através da leitura de
absorvancias, todas as outras técnicas manuais feitas neste sector tém como base a leitura
num contador gama.

Todos os imunoensaios realizados envolvem o uso de anticorpos especificos dirigidos

contra os marcadores tumorais plasmaticos. No entanto, estas técnicas de determinagao dos

parametros analiticos podem diferir no principio do imunoensaio (ensaio competitivo ou

nao-competitivo/sandwich) e no método de detec¢do do complexo antigénio-anticorpo

(métodos radioactivos, fluorescentes, quimioluminescentes, electroquimioluminescentes,

Time-Resolved Amplified Cryptate Emission (TRACE) e imunoturbidimetria).

Principios dos imunoensaios
Imunoensaio competitivo

Neste tipo de ensaio, o antigénio presente na amostra do doente e um antigénio
idéntico, mas marcado com um radioisétopo, um fluorocromo ou outro agente de detecgao,
competem pela ligagao a um anticorpo especifico.

O antigénio marcado é misturado com o anticorpo a uma concentragao em que ha
saturagao dos locais de ligagao antigénio — anticorpo.

De seguida a amostra é adicionada, e como o anticorpo nao distingue antigénios
marcados de n3ao marcados, os dois tipos de antigénios vao competir pela ligagdo ao

anticorpo (se existir antigénio na amostra do doente) (Fig. |).

H C ‘ Y - Anticorpo especifico

‘ ‘ O - Antigénio ndo marcado na amostra do doente

- Antigénio marcado

Figura | - llustragdao de ensaio competitivo
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Assim, quanto maior for a concentragao de antigénio nao marcado na amostra,
menor sera a quantidade de antigénio marcado que se liga ao anticorpo. Ha uma correlagao
inversa entre a quantidade de antigénio marcado ligado ao anticorpo e a concentragao de
antigénio presente na amostra. Ou seja, o sinal originado pelo antigénio marcado ¢é
inversamente proporcional a quantidade de antigénio presente na amostra biologica, seja

plasma, soro ou urina (Fig. 2). O ensaio competitivo utiliza-se sobretudo, para pequenos

analitos de baixo peso molecular .

For¢a do Sinal \

[Antigénio da
amostra do Doente]

Figura 2 Relagio entre a concentragdo do antigénio do
doente e a intensidade do sinal, no ensaio competitivo

Imunoensaio sandwich/ nao competitivo
O anticorpo é usualmente marcado em vez do antigénio. O ensaio decorre em duas etapas.
Na primeira, o antigénio presente na amostra reage com um anticorpo especifico (anticorpo
primario) imobilizado numa matriz insolivel de fase soélida, como por exemplo
microparticulas, esferas de latex ou as paredes dos tubos de polipropileno. Em seguida, é
adicionado um outro anticorpo (anticorpo secundario) que reconhece uma regiao do

antigénio distinta daquela que se liga ao anticorpo primario (Fig. 3).

= A AAA
YYYYYY YYYVYY

@ - Antigénio da amostra do doente
A - Anticorpo secundario marcado

Figura 3 llustracdo de ensaio nao competitivo

A intensidade do sinal emitido pelo complexo anticorpo primario — antigénio —

anticorpo secundario é directamente proporcional a quantidade de antigénio presente na

amostra do doente (Fig. 4).
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N

Forga do Sinal \

[Antigénio da
amostra do Doente]

Figura 4 Relagdo entre a concentragdo do antigénio do
doente e a intensidade do sinal no ensaio ndo competitivo
Este método é particularmente util para antigénios que nao podem ser facilmente
marcados. Utiliza-se vulgarmente para antigénios com elevado peso molecular, desde que
possuam duas ou mais regidoes moleculares que possam funcionar como determinantes

antigénicos (antigénios divalentes ou polivalentes).

Técnicas manuais

Radio Imunoensaio e Ensaio Imunoradiométrico

Nas técnicas manuais o antigénio é marcado radioactivamente com um isétopo |'%,

detectado e quantificado depois num contador gama — Automatic Gamma Counter. A
intensidade do sinal medido é inversamente proporcional a concentragao de antigénio na
amostra testada no método RIA. Na técnica IRMA é o anticorpo secundario que é marcado
radioactivamente e detectado pelo mesmo método. A intensidade da radiagio é entio
directamente proporcional a2 quantidade de antigénio presente na amostra do doente ©.

As concentragoes nas amostras dos pacientes sao calculadas a partir de curvas de

calibragao, elaboradas com padroes de concentragoes conhecidas.

Estas técnicas manuais tém caido em desuso nos Ultimos anos. Para além de se
querer evitar o contacto com produtos radioactivos, esta metodologia requer mais trabalho
por parte dos técnicos, o que pode induzir mais facilmente em erros da fase analitica. No
sector de imunologia do IPOCFG actualmente ainda se usa para uma quantidade significativa
de parametros (Tab. 3) mas o numero de amostras nao é muito elevado, pelo que
normalmente se congelam os soros durante alguns dias até que haja um numero suficiente
para realizar os ensaios, nao desperdigando assim reagentes para as curvas de calibragao. O
facto dos marcadores radioactivos terem uma semi-vida relativamente curta é também um
inconveniente que vai de encontro ao facto do niumero de amostras nao ser elevado,
desperdicando-se assim dinheiro em reagentes. Outro inconveniente é o tempo despendido
nestas determinagoes. Sao ensaios demorados que requerem incubagoes de algumas horas e
técnicos com experiéncia.
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Todos estes inconvenientes levam cada vez mais ao abandono dos métodos que
utilizam radioisétopos e ao uso mais frequente de métodos automaticos que usam por

exemplo quimiluminescéncia e fluorescéncia.

Tabela 3 - Tabela indicativa de pardmetros feitos por técnicas manuais no sector de Imunologia/Hormonologia

Aldosterona, Cromogranina A (CGA),
Cromogranina B, Metanefrinas,

Soro Normetanefrinas, Testosterona  Livre,
Dehidroepiandrostenediona,
Androstenediona, Factor de Crescimento
Insulina-like

Urina Metanefrinas, Acido Vanilmandélico, Acido
5-Hidroxil-Indol-Acético, lodo, Cortisol

Sistemas automaticos de Imunologia
Tal como foi dito anteriormente neste relatorio, a secgao de imunologia agrupa uma

série de auto-analisadores. Os vdrios pardmetros doseados estao distribuidos pelos
diferentes equipamentos que tém diferentes métodos de detec¢ao dos complexos antigénio-
anticorpo. O método escolhido para dosear os diversos parametros é baseado numa

questio de opgao interna com base no racio qualidade/prego.

Electroquimioluminescéncia
Dependendo do analito a dosear, assim € o principio basico do ensaio: competitivo

ou sandwich.

Técnica de sandwich/nao competitiva

Este método utiliza dois anticorpos, sendo que o primeiro anticorpo esta biotinilado
(tem uma molécula de biotina a ele ligado).

Assim, existe uma primeira incubagao com a amostra, um anticorpo monoclonal
biotinilado especifico do antigénio e um segundo anticorpo monoclonal especifico do
antigénio marcado com complexo de ruténio (Ru(bpy)**;). Estes compostos reagem entre si
e formam um complexo sandwich.

Numa segunda incubagao ha a adigao de microsferas, o anticorpo biotinilado liga-se a
esta fase solida pois as microesferas tém a superficie uma molécula de estreptavidina a qual

se vai ligar a biotina que esta no anticorpo devido a grande afinidade entre a biotina e a

14



Relatério de Estagio — Mestrado Analises Clinicas - Faculdade de Farmacia — Universidade de Coimbra

estreptavidina. Aqui temos a fase soélida: molécula de estreptavidina ligada ao complexo

anticorpo-antigénio-anticorpo “°.

Técnica competitiva
Este método usa apenas um anticorpo e dois antigénios. Na primeira incubagao a
amostra reage com o anticorpo monoclonal marcado com um complexo de ruténio e
especifico do antigénio a dosear. Numa segunda incubagio é adicionado o analogo do
antigénio, conjugado com biotina e microesferas revestidas com estreptavidina. O anticorpo
marcado com ruténio que nao se ligou ao antigénio da amostra vai ser capturado pelo

antigénio ligado ao complexo biotina-estreptavidina '°.

Nos dois ensaios a mistura de reagao é aspirada para a célula de leitura, onde as
microparticulas sao fixadas magneticamente a superficie do eléctrodo, pois o equipamento
tem uma zona magnética que faz com que a microesfera carregada (negativamente) se ligue a
essa zona magnética. Os elementos que nao estao ligados sao removidos com ProCell. A
aplicagio de uma corrente eléctrica vai fazer com que haja excitagao e transferéncia de
electroes, induzindo entao a uma emissao quimioluminescente, que é medida por um
fotomultiplicador.

Ha uma reaccao redox que acaba por excitar a molécula que emite luminescéncia

(Fig. 5) V.

17 Incubaciao 2% Incubaciao

'ff VA &J
“

VA ) { \ —f‘ ) Y )

“*

- Anticorpo monoclonal especifico do antigénio e marcado com
complexo de ruténio

(& -Antigéniopresente na amostra

- Anticorpo monoclonal biotinilado especifico do antigénio

) “

W <>a )

/4 //////////

Figura 5 Esquema ilustrativo do método electroquimioluminescente sandwich

) r=<<

- Microparticulas revesticas com estreptavidina

Os resultados sao determinados com base numa curva de calibragio gerada
especificamente pelo analisador, através de uma calibragao de 2 pontos, e numa curva
principal incluida no cédigo de barras dos reagentes.

Esta técnica tem sido amplamente utilizada devido a sua elevada sensibilidade, ao

pequeno volume de amostra necessario, € aos custos dos testes que siao relativamente

15



Relatério de Estagio — Mestrado Analises Clinicas - Faculdade de Farmacia — Universidade de Coimbra

baixos. No entanto a utilidade da mesma ainda pode ser muito explorada noutras areas.
Desenvolvimentos com o intuito de minimizar o tamanho do equipamento também estao a
ser amplamente alargados para que futuramente se possam fazer, por exemplo, detecgoes a

cabeceira do doente (2.

Esta técnica é usada pelo equipamento cobas e 411, da Roche (Fig. 6) que doseia

os parametros assinalados na Tabela 4.

Figura 6 Cobas e 411, da Roche (www.roche.pt)

Tabela 4 - Analitos doseados no Sistema Cobas e 41 |

Parametro Analitico

Marcadores Tumorais  Antigénio Carbohidrato 125 (CA 125),
Antigénio Carbohidrato 19.9 (CA 19.9),
Antigénio Carbohidrato 72.4 (CA 72.4),

CYFRA 21|
Hormonas FT3, FT4, Paratormona, Insulina, Cortisol Salivar
Outros Parimetros Vitamina B2, acido folico, peptideo C,

25- OH- Vitamina D3,
e TRAB’s (Anticorpos anti-receptores da TSH).

Quimioluminescéncia
Nos dltimos anos o imunoensaio quimioluminescente tem ganho cada vez mais

atencao em diferentes campos das ciéncias da vida, incluindo no diagnostico clinico, devido a
sua alta sensibilidade, boa especificidade e a uma ampla gama de aplicagoes. Este sistema de
analise apresenta rendimentos elevados, tempos curtos, baixos consumos de reagentes e
amostras e um custo significativamente baixo ().

Este método utiliza também as técnicas basicas sandwich e competitiva. Quando a

técnica é competitiva, o analogo do antigénio a dosear é marcado com fosfatase alcalina. No

16



Relatério de Estagio — Mestrado Analises Clinicas - Faculdade de Farmacia — Universidade de Coimbra
caso de a técnica ser sandwich é o anticorpo secundario que é marcado com o referido
enzima .,

O sistema Immulite 2000 é um analisador que permite a realizagdo de ensaios
imunométricos de varios tipos, por quimioluminescéncia. O reagente é constituido por uma
fase soélida (pérola de poliestireno coberta por anticorpos) e uma fase liquida. A pérola
funciona como reservatorio para a reacgdo imunoldgica, incubagio, lavagem e
desenvolvimento do sinal de leitura.

Apos incubagao com a esfera, a amostra sofre uma segunda incubagio com a
fosfatase alcalina. Entre incubagoes, o tubo de reacgao passa por lavagens sucessivas num
espaco de segundos que ocorrem por um sistema de centrifugagao, que permite remover
excessos de reagentes. No final deste processo, a esfera encontra-se totalmente desprovida
de moléculas nao ligadas.

A camada ligada a esfera é quantificada usando um substrato quimioluminescente
proprio. A reacgao quimioluminescente consiste assim na reac¢ao do fosfato de adamantil
dioxetano (o substrato) com a enzima fosfatase alcalina. Esta enzima, que se encontra
associada ao complexo formado na esfera, desfosforila o dioxetano num intermediario
aniénico instavel que emite um fotao aquando da sua decomposicao. A quantidade de luz
emitida sera detectada pelo fotomultiplicador e quantificada.

A quantidade de luz emitida sera directamente proporcional a quantidade de fosfatase
alcalina ligada, nos imunoensaios do tipo sandwish, ou inversamente proporcional no caso

dos ensaios competitivos ¥,

A diferenga entre competitivo e sandwich nao é s6 no numero de anticorpos. Traduz-
se também porque a empresa que comercializa o teste fez o estudo de sensibilidade e
especificidade. Sandwich é mais sensivel mas implica que existam varios epitopos
imunogénicos, ou seja, tem de existir uma molécula suficientemente grande e com epitopos
imunogénicos suficientemente bons para que se possa ter anticorpos contra esses locais da
cadeia polipeptidica o que muitas vezes nao acontece porque nem todas as proteinas sao
macromoléculas. Nos ensaios competitivos s6 é usado um anticorpo. ha competi¢ao entre a
proteina que se quer dosear e um analogo que esta marcado, podendo usar-se esta técnica
para proteinas mais pequenas que s6 tenham um local imunogénico. Assim, o tamanho da
proteina tem importancia na escolha do teste. Muitas vezes a empresa vai preterir o facto da

sandwich ser mais sensivel porque a proteina mais pequena por definicao tem de seguir para
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a RIA e a técnica competitiva perde sensibilidade, na sandwich ha dois anticorpos e um ¢

monoclonal, havendo aumento da sensibilidade.

Neste autoanalisador (Fig. 7) sao doseados os analitos referenciados na tabela 5.

Figura 7 Sistema Automatico Immulite 2000, da Siemens

Tabela 5 - Analitos doseados no Sistema Automatico Immulite 2000

Parametro Analitico

Marcadores Tumorais Antigénio Carcinoembrionario (CEA),
Alfa-fetoproteina (AF), B2-Microglobulina (BMG),
Antigénio especifico da Préstata (PSA) Total e Livre

Hormonas Hormona Tireotrofica, T3 Livre, T4 Livre, T3 Total,
T4 Total, Tiroglobulina (TG), Calcitonina, Paratormona,
Hormona Adrenocortical, Hormona de Crescimento,
Hormona Fuliculoestimulante, Hormona Luteinica,
Prolactina, Progesterona, Estradiol, Hormona
Gonadotréfica Coridnica, Cortisol,
SO4 — dihidro — epiandrostenediona, Eritropoietina e
Gastrina

Outros Parametros Anticorpos anti - TG, Anticorpos anti-peroxidase,
Factor de Crescimento Insulina-Like (IGF 1), IGF |-
Binding
Protein (BP3)

TRACE

Trace € a tecnologia utilizada pelo equipamento B R ‘A ‘H ‘M S KRYPTOR (Fig. 8).

A base da tecnologia TRACE ¢ a transferéncia de energia nao radioactiva que ocorre
entre dois marcadores fluorescentes.

O dador (criptato) e o receptor, (XL 665 — um fluorocromo) tém uma proximidade
fisica necessaria para este tipo de interacgao. Quando o imunocomplexo se forma, tendo

18



Relatério de Estagio — Mestrado Analises Clinicas - Faculdade de Farmacia — Universidade de Coimbra

como “ponte” o antigénio, o fluorocromo aceitador é eficazmente excitado. A formagao do
complexo antigénio-anticorpo e a consequente transferéncia de energia do criptato para o
XL665 permite o prolongamento temporal e a intensificagao do sinal de fluorescéncia do
XL665.

A intensidade do sinal obtido é proporcional a concentragao do antigénio. Os sinais
de fluorescéncia do aceitador e do dador sao medidos simultaneamente a 665nm e 620nm.
Dessa forma pode ser calculada a razao das intensidades da luz emitida em ambos os
comprimentos de onda (665/620), o que permite uma correcgao directa das diferengas na
transmissao 6ptica do meio.

Devido a uma andlise cinética das primeiras medigoes, amostras altamente
concentradas ja sdao reconhecidas pouco depois do inicio da incubagio, sendo
automaticamente diluidas e depois analisadas novamente.

O antigénio a dosear esta ligado entre ambos os anticorpos de acordo com o
método sandwich ('*'°),

O Kryptor doseia os marcadores tumorais: Antigénio Carbohidrato 15.3 (CA 15.3),
Enolase Neuroespecifica (NSE), Antigénio do Carcinoma de células escamosas (SCC) , CGA

e PSA Total.

Figura 8 Equipamento Kryptor

Imunoturbidimetria
O Konelab (Fig. 9) utiliza a imunoturbidimetria como técnica para fazer a

determinagao de uma grande variedade de parametros.

Um antisoro especifico é adicionado em excesso as amostras. O aumento da
absorvéncia é causado pela formagao de imunocomplexos entre o analitico medido e o
anticorpo especifico, sendo medida até a reacgao atingir o seu ponto final. A diferenca de

absorvancias é tanto maior quanto maior for a quantidade de antigénio na solugio 7.
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No sector de Imunologia este equipmaneto é utilizado para a quantificagio de

imunoglobulinas e determinagao da PCR.

Figura 9 Equipamento Konelab 60i

Marcadores Tumorais
Um marcador tumoral pode ser definido como um amplo espectro de moléculas de

caracteristicas muitos varidveis, produzidas ou induzidas pela célula neoplasica que reflectem
o seu crescimento e a sua actividade ®.

A maioria dos marcadores tumorais nao sao usados na detecgao precoce da
malignidade. Contudo, em pacientes ja diagnosticados com doenga maligna os marcadores
tumorais sao Uteis na determinagio do prognostico prevendo a resposta terapéutica e
mantendo a vigilancia apés uma cirurgia. Tém também grande utilidade na monitorizagao da
terapéutica na doenga avangada ?.

De acordo com esta definicdo sao muitos os parametros que podem ser
considerados marcadores tumorais, como sejam enzimas, hormonas, antigénios de funcao
desconhecida, oncoproteinas, etc.... ¥,

Seguem-se algumas especificagoes acerca dos principais marcadores tumorais

utilizados.

Antigénio Carbohidrato 125
E uma glicoproteina de elevado peso molecular ', encontrada em grande
concentragao nas células cancerigenas do ovario. Pode ser encontrada em concentragoes
elevadas no soro de 80% de mulheres com estadio avangado de tumor no ovario .

Niveis muito elevados de CA 125 podem encontrar-se em patologias associadas a
retengdes de liquidos como derrames pleurais e pericardicos ou sindrome nefrotico.

Aumentos moderados detectam-se em algumas situagdoes como alguns miomas uterinos,
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quistos ovaricos, peritonites e insuficiéncia renal. Ainda, pequenos aumentos podem ser
encontrados em mulheres durante a menstruacio “'®.

O CAI25 pode ser usado para diferenciar massas pélvicas benignas e malignas numa
mulher pdés-menopausica, tendo sido recomendado recentemente pela European Group on
Tumor Markers (EGTM). De acordo com estudos feitos, casos com niveis elevados (> 35

U/mL) de CA 125 devem ser encaminhados para o clinico fazer avaliagio periddica *.

Antigénio Carbohidrato 15.3
A molécula detectada no ensaio de CA 15.3 é a forma soluvel da proteina MUC-1 @',

A sua principal utilidade clinica é na monitorizagao dos carcinomas mamarios, mas
também podem existir niveis elevados em outras neoplasias epiteliais, principalmente em
carcinomas ovaricos, tumores do endométrio e carcinomas do pulmao de células pequenas.
Pequenos aumentos podem detectar-se em algumas situagoes benignas principalmente

hepaticas e renais ('®.

Antigénio Carbohidrato 19.9
O CA 19.9 é o principal marcador do carcinoma do pancreas e do carcinoma das vias

biliares, tornando-se também o padrio para prever uma recidiva do tumor pancreatico
durante o follow-up ®®. No entanto este marcador tem limitagdes importantes. Nao é um
marcador especifico do cancro do pancreas e os niveis de CA 19.9 podem estar elevados
noutras condi¢oes benignas como a colestase. Além disso, ha também pacientes com cancro

pancredtico que tém niveis indetectéveis de CA 19.9 @

Antigénio Carbohidrato 72.4
O CA 724, em associagao com o CEA, é o marcador de primeira escolha para o

carcinoma do estomago. Aparece aumentado no carcinoma do ovario, juntamente com o
CA 125 @,
Este marcador tem uma especificidade muito elevada, detectando-se poucos falsos

positivos ('®.

CYFRA 21.1
O CYFRA 21.I é um marcador tumoral sensivel no cancro do pulmao nao-

microcitico ou seja no Non-Small Cell Loung Cancer (NSCLC). E (til na clinica para fazer a

monitorizacio da terapia e acompanhamento de doentes que padecem deste cancro .

Pode apresentar um aumento nao especifico em situagdes de hepatopatias e insuficiéncia

renal @9,
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Enolase Neuro Especifica
A NSE é uma enzima glicolitica normalmente presente nos neuronios, tecidos
nervosos periféricos e tecidos neuroendocrinos. Tem utilidade para fazer o
acompanhamento e controlo da terapia no cancro do pulmao de pequenas células. Também
tem fungao de marcador tumoral em alguns tumores de origem neuroendécrina podendo

ser assim usada para acompanhamento e controle da terapia em neuroblastomas **.

Antigénio do Carcinoma de Células Escamosas
O SCC nao é um marcador tumoral muito especifico, podendo ser detectado em

tecidos escamosos normais como sejam o cérvix, a vagina, a vulva, o eséfago, etc. No
entanto o SCC é til na detecgao de recidiva do cancro do colo do utero, do esofago e do

pulmio (aplica-se ao carcinoma que nio afecta as pequenas células do pulmiao, NSCLC) ®,

Antigénio Carcinoembrionario

7

O CEA é utilizado na vigilancia de pacientes diagnosticados com cancro colorrectal. E
também um marcador complementar, quando associado a outros marcadores tumorais, dos
carcinomas da mama, pulmio, ovario, estomago, pancreas, tirdide e figado ().

Pequenos aumentos deste marcador tumoral podem ser encontrados em individuos
fumadores e em situagdes benignas como a cirrose hepatica, insuficiéncia renal, colite
ulcerosa e quistos ovaricos '?.

Este marcador é util para ajudar a definir o estadiamento da doenga maligna. Permite

efectuar o controlo da evolugao da doenga e a avaliagao da eficacia terapéutica.

Alfa-fetoproteina
A AFP é uma glicoproteina com uma composigio proteica muito similar a albumina. E

o marcador de carcinomas hepatocelulares, e em associagao com a f-hCG é o marcador dos
tumores germinais. Usa-se no seguimento da terapia e monitorizagao do curso dos referidos
tumores. Aumenta inespecificamente em muitas patologias hepaticas nao neoplasicas como a

cirrose hepatica, hepatites agudas e crénicas, e também em neoplasias gastrointestinais “®.

Subunidade Beta da Gonadotrofina Corionica Humana
A B-hCG é a fracgao beta da hormona gonadotrofina coridnica humana, juntamente

com a AFP é o marcador de tumores trofoblasticos e neoplasias germinais do testiculo e

ovario.
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Faz diagnéstico diferencial em tumores germinais: no coriocarcinoma puro e em tumores do
saco vitelino. Permite avaliar a eficacia do tratamento. Existem falsos positivos numa situagao
de gestagio @7,

B2-microglobulina
Marcador tumoral do mieloma multiplo, do linfoma de células B e da leucemia
linfocitica crénica. Pode ser utilizada para fazer o prognostico da progressao da doenga e a
monitorizagao do tratamento. Para interpretagcao dos resultados a fungao renal deve ser
sempre considerada pois em situagoes de insuficiéncia renal existe um aumento deste

marcador ®,

Cromogranina A
A CGA é uma proteina presente em varios tecidos neuroendocrinos. E um marcador

tumoral com utilidade em neoplasias endécrinas, tipo feocromocitoma, sindrome carcinoide,
carcinoma medular da tirodide, adenoma hipofisario, carcinoma de células dos ilhéus do

pancreas e na neoplasia endécrina mdltipla.

Os niveis de CGA sérica estao elevados em 56 a 100% dos pacientes com tumores
carcindides, e estes niveis correlacionam-se com o tamanho do tumor. Os niveis plasmaticos
de NSE também sao usados como marcadores para os tumores carcinoides, mas sio menos

especificos que a CGA, estando elevados somente em |7 a 47% dos pacientes .

Antigénio Especifico da Prostata
O PSA é o marcador tumoral do carcinoma da prostata, e é dos poucos marcadores

tumorais que podem ser utilizados como elemento de diagnéstico, e usado no rastreio ©°. O
PSA circula ligado a proteinas inibidoras das proteases séricas, permanecendo uma pequena
fraccao no estado livre (PSA livre). A percentagem de PSA livre varia em fungao da patologia
prostatica, sendo menor em pacientes com cancro da proéstata do que individuos normais ou

com patologia benigna ('®.

[PSA livre

A percentagem de PSA livre, calculada pela férmula ]x100, permite
[PSA total]

distinguir duas situagoes clinicas. O racio é menor em doentes com cancro, comparado com
aqueles portadores de hiperplasia benigna da prostata (HBP). Este conceito assume especial
importancia nos valores de PSA total entre 2,6 e 4 ng/ml, permitindo aumentar a
especificidade em 20 a 40%, com perda moderada de sensibilidade (5-10%). Utilizando este

teste evita-se a realizagao de bidpsias desnecessarias. Na pratica, em cada cinco biopsias
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negativas efectuadas, uma ou mais poderao ser evitadas pela sua utilizagao. O uso combinado
do PSA livre com o PSA total revela-se muito util na detecgao de carcinomas da proéstata

clinicamente significativos, sobretudo usando um cut-off de PSA total mais baixo ©°.

Calcitonina
A Calcitonina é o marcador tumoral das células C da tiréide, sendo que altos niveis

podem sugerir carcinoma medular da tirodide. Os niveis de calcitonina podem relacionar-se
com a extensao da doenga, nomeadamente com o volume do tumor e a presenga de
metastases. E Gtil como auxiliar de diagndstico, para monitorizacgio do tratamento e
prognostico. Pode apresentar uma concentragao elevada em casos de insuficiéncia renal,
doengas pulmonares, pancreatite, hiperparatiroidismo, anemia perniciosa, e doenga de

Paget’s ¢V,

Os valores de referéncia dos marcadores tumorais variam consoante o equipamento
utilizado. Ha que ter entao em conta, na validagao dos resultados, qual o sistema automatico
em uso. Daqui também se revela a importancia que tem um paciente que esta em follow up,

fazer os testes sempre no mesmo laboratorio, para que se possa monitorizar o doente.

Electroforese no sistema Hydrasis

Para fazer a electroforese de proteinas séricas ¢ utilizado no laboratério o aparelho
semi-automatico HYDRASYS. O sistema HYDRASYS destina-se a separagao electroforética
em géis de agarose e permite realizar todas as sequéncias até a obtengio do gel para
interpretagao qualitativa, comegando na aplicagao das amostras, passando pela migragao
electroforética, secagem, aplicagdo de corante, remogao de corante e secagem final.
Seguidamente, as bandas obtidas sao quantificadas por um sistema de digitalizagao, através de
densitometria. Ao utilizar gel de agarose obtem-se uma resolugao das bandas muito melhor

do que com acetato de celulose ®?.

Neste laboratério existem kit’s para realizar proteinogramas, imunofixagoes, pesquisa
de proteina de Bence Jones, separagao de hemoglobinas, identificacao e quantificagao de
diferentes isoenzimas da fosfatase alcalina, e a separagao das 5 isoenzimas da lactato
desidrogenase (LDH). No entanto aqui vou especificar apenas o que se usa mais na rotina

laboratorial.

24



Relatério de Estagio — Mestrado Analises Clinicas - Faculdade de Farmacia — Universidade de Coimbra

O produto biolégico usado é o soro que se obtém através da centrifugagao do

sangue total, colhido sem anticoagulante, durante 10 minutos a 3000 rpm.

Electroforese de proteinas séricas
A electroforese de proteinas séricas € um método que permite separar proteinas do

plasma humano em fracgoes, com vista a detecgao de anomalias no perfil proteico. A
interpretagao que daqui resulta é Util para a investigagao e diagndstico de diversas doengas
@3 E também uma ferramenta (til na monitorizacio de alteragées malignas, indica processos
inflamatorios agudos e cronicos, doengas hepaticas, deficiéncias de anticorpos, diferencia
gamapatias monoclonais e policlonais, para além de permitir monitorizar respostas a terapia
(34)

Esta técnica baseia-se nos principios da electroforese de zona executada num suporte
adequado. A agarose tem sido utilizada por ser um meio de suporte versitil e eficaz. Para
determinagao na rotina as proteinas sao separadas apenas em cinco frac¢oes de mobilidade
diferente, de acordo com a sua carga a um determinado pH ©°. As proteinas separadas sio

coradas com negro de amido e o excesso de corante eliminado em meio acido.

As proteinas apresentam mobilidade electroforética diferente, e assim a separagao
das proteinas permite a formagao de bandas denominadas de: albumina, alfa-|-globulina, alfa-
2-globulina, betaglobulina e gamaglobulina, como se pode ver na figura 10. Da quantificagao
resulta um grifico que, em situagdes normais é semelhante ao da figura Il ¢, O
conhecimento dos principais componentes de cada banda electroforética facilita o raciocinio
clinico e auxilia na identificagido de padroes electroforéticos, caracteristicos de algumas

doencas @,

HYDRAGEL 30 PROTEIN(E) sebia

L 17 8 v 20 20 2 23 24 25 26 27 28 28 0

A
S G S R e MED NS TS ) GER Gh G R e (S

-
L -

S SN S TR e e e B S B TR e e e

R W wew wwn e w00 wem wes we e Figura 11 Grifico de corrida electroforética normal (33)

Figura 10 Proteinograma em g'el de agarose, utilizando o
Hydrasys (32)
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Intrepertacao do proteinograma

Albumina

A

E a proteina mais abundante no plasma e corresponde a cerca de 60% da

concentragio total de proteinas ©°.

A diminuigao da concentragao de albumina é uma condigao altamente inespecifica e
acompanha inUmeras doengas. Esta hipoalbuminémia acontece em situagdes que promovam
a sua perda (por meio dos glomérulos renais e intestinos), baixa ingestao proteica, em
situagoes de elevado catabolismo (infecgao bacteriana grave, neoplasias malignas, insuficiéncia
cardiaca congestiva, doengas inflamatorias e infecciosas cronicas), ou em situagoes de sintese
prejudicada como sejam a cirrose hepatica e hepatite viral. O aumento desta proteina
acontece em casos de desidratagio devido a uma perda consecutiva de agua (sudorese

excessiva, diarreia, vomito) ®?.

o -1 Globulinas

Este grupo é constituido por um conjunto de varias proteinas, de entre as quais a al-
antitripsina que corresponde a 90% do pico normal da a|-globulina.

Em geral ha um aumento desta fracgao em processos inflamatérios, infecciosos e
imunes de forma inespecifica (sdo proteinas de fase aguda) ??.

Esta proteina é codificada por dois alelos denominados M e Z. Pacientes com
homozigotia Z geram um decréscimo nos niveis séricos de a |- antitripsina o que leva a um
elevado risco de desenvolver doenga pulmonar, e esta também relacionado com uma forma

. . (37)
progressiva de cirrose “”.
Assim diante da auséncia ou diminuicao deste pico sio necessarios testes mais

especificos.

d -2 Globulinas
A banda alfa-2 é constituida por um grupo variado de proteinas, entre elas a haptoglobina, a

alfa-2-macroglobulina, a ceruloplasmina, a eritropoetina e a colinesterase. Estas proteinas sao
também proteinas de fase aguda, podendo aparecer aumentadas em presenca de infecgao,
processos inflamatérios e imunes.

A o-2-macroglobulina e a haptoglobina correspondem a maior parte desta banda.

A haptoglobina migra mais lentamente que a o-2-macroglobulina e tem fungao de se

ligar a hemoglobina circulante, permitindo que o complexo haptoglobina-hemoglobina seja
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rapidamente removido. Num quadro de hemolise intravascular, onde ha um importante
gasto desta proteina, os niveis estao diminuidos.

A 0-2-macroglobulina é uma das maiores proteinas globulinicas presentes no plasma
e a sua concentragao pode elevar-se 10 vezes ou mais na sindrome nefrética, quando sao

perdidas as outras proteinas de peso molecular mais baixo ®*.

B - Globulinas
Esta banda é composta por um grupo heterogéneo de proteinas, de onde se

destacam as beta-lipoproteinas, a transferrina e o componente C3 do complemento.

Pode acontecer diminuicao desta banda devido a insuficiéncia hepatocelular ou
desnutricdo, mas normalmente é raro. O aumento pode estar relacionado com anemia
ferropriva (B1 — aumento da sintese de transferrina com padrao electroforético mais
rapido)®, pode também haver uma hiperglobulinémia B2 devido a por aumento do
componente C3 do complemento de origem inflamatéria ou secundaria a uma obstrugao
biliar intra ou extra hepatica. A presenga de proteina de Bence-Jones, a qual também pode

migrar na zona, também pode fazer aumentar a banda ©®.

Gama - Globulinas
Esta fraccdo é constituida por imunoglobulinas que sao os anticorpos produzidos

pelos plasmocitos, quando estimulados por antigénios ou devido a desordem clonal maligna
dessas células ®®. Ha diferentes classes, todas elas formadas por duas cadeias pesadas (IgG,
IgA, IgM, IgD ou IgE, correspondendo a IgG a 80% das gamaglobulinas ®¥) e duas cadeias
leves (kappa ou lambda) ©¥ (Fig. 12).

Albumina

Alfa 2 Globulina
Haptoglobina
Macroglobulina

' Imunoglobulina
Ceruplasmina

Antitripsina Transferrina
TBG Beta-lipoproteina
Alfafetoproteina C3

Alfa 1 Glicoproteina Acida

Figura 12 Principais proteinas encontradas em cada fracgiao
electroforética (com destaque para as Ig’s) (3)
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Apenas a IgG apresenta migragao por toda a banda da fracgao de gamaglobulinas.
Assim, as alteragoes nessa banda reflectem o que ocorre com esta imunoglobulina. A IgA
encontra-se na area de jungao com a fracgao betaglobulina. A IgM, por sua vez, migra na

regiio localizada entre a IgA e a IgG e é detectada quando estimulada (infecgdes agudas) 2.

Gamapatias policlonais
O aparecimento de um pico policlonal representa uma resposta imunologica de

diversos clones plasmocitarios a determinado estimulo antigénico. Este padrao aparece
como aumento difuso da fracgao gama, representado pela presenga de uma curva de base
larga, demonstrando assim a produgao de todas as classes de imunoglobulinas. Os estimulos

podem ser inflamatorios, imunes ou infecciosos.

Gamapatias monoclonais
As gamapatias monoclonais, constituem um grupo de patologias caracterizado pela

proliferagio de um clone de células plasmaticas que produz uma proteina monoclonal
(proteina M) @, Produzem e secretam imunoglobulina (Ig) ou fragmentos de Ig, que resulta
num aumento homogéneo da fracgao gama, levando a produgao de uma curva de base
estreita conhecida como pico monoclonal. A identificagdo do componente monoclonal é
essencial para o diagndstico, o progndstico, o tratamento e a avaliagdo da eficicia do
tratamento das gamapatias monoclonais .

Podem entiao existir hipergamaglobulinémias monoclonais, presentes em doencas
linfoproliferaticas, tais como a gamapatia monoclonal de significado indeterminado, mieloma
multiplo, amiloidose e macroglobulinémia de Waldenstrom “". Hipergamaglobulinémias
policlonais todas as vezes que se verificar uma reacgao inflamatoria, imune ou infecciosa. A
hipogamaglobulinémia é verificada em anomalias congénitas, em processos patogénicos que
trazem destruicao do sector linfoide, numa variagao de cadeia leve do mieloma multiplo
(existéncia de proteinuria de Bence Jones), e pode ser secundaria a corticoides,
imunossupressores, quimioterapia ou radioterapia. Em situagdes de cirrose alcoodlica pode
ser observada uma ponte beta-gama ©%,

De acordo com estudos realizados a média de idades onde siao diagnosticadas
gamapatias monoclonais é de 65 anos, em que apenas 2 a 4% dos casos totais se apresentam

em pessoas com idade inferior a 40 anos. A proporgio Homem/Mulher é de 2:1 “?.
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Apesar do mieloma multiplo ser o “protétipo” da gamapatia monoclonal, a desordem
mais comum das células plasmaticas é a Gamapatia Monoclonal de Significado Indeterminado
(GMSI), onde é encontrada uma imunoglobulina monoclonal no soro com uma concentragao
inferior a 3 g por decilitro, com auséncia de lesdes Osseas, anemia, hipercalcémia e
insuficiéncia renal relacionada com a proliferagao monoclonal das células plasmaticas. Um
paciente com GMSI requer um follow-up ilimitado, pois existem factores de risco para que

evolua para uma condigio maligna .

Imunofixacao
Apos a detecgao de um pico ou banda monoclonal numa electroforese de proteinas,

devera ser realizada uma imunofixagao para confirmar a presenca de proteina M e identificar
o tipo de cadeias presentes “".

As proteinas sao separadas por electroforese em meio alcalino (pH 9,1) e depois
imunoprecipitadas com antisoros de especificidades diferentes: anti-cadeias pesadas gama (lg
G), alfa (Ig A) e mu (Ig M), e anti-cadeias leves kappa e lambda (livres e ligadas). Apos
imunofixagao, as proteinas imunoprecipitadas sio coradas com negro de amido ou violeta
4cido. O excesso de corante é eliminado em meio 4cido .

Na presenca de componente monoclonal é identificada uma banda bem definida

associada a uma classe de cadeia pesada (IgM, IgG e IgA) e uma banda com o mesmo padrao

de migragdo em relagao as cadeias leves (kappa e lambda), como é possivel observar na

figura 13 ©9),
ELP G A L& K |
3
-
—
ELF © A L% 8 L

Figura 13 Imunofixagio sérica de pacientes com
gamapatias monoclonais IgG kappa e IgA lambda (8)

Em alguns casos, as células produzem apenas cadeias leves livres, geralmente

detectadas na urina e conhecidas como proteinas de Bence-Jones 2.
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Segundo varios estudos, as cadeias pesadas com mais prevaléncia sao a IgG (em mais

de metade dos casos), seguindo-se a IgM e a IgA. Em relagdo as cadeias leves, as cadeias

kappa ocupam o lugar de maior prevaléncia com aproximadamente 60% dos casos, contra as

cadeias lambda com aproximadamente 40% “**),

Alguns exemplos praticos de Gamapatias
Estes exemplos sao casos que foram estudados no sector de Imunologia do Servigo

de Patologia Clinica do IPOCFG E.P.E. durante o meu periodo de estagio.

Caso | -

Electroforese das Proteinas

Fracgdo Int. ref. % g/dl
Albumina 65,6 60,0-74,0 433
Alfa1 16 1.2- 31 0,11
Alfa 2 9,3 70-122 0,61
Beta 97 8,0-13,0 0,64
Gamma 138 9,0-16,0 0,91
Prot. totais (g/dl)6,6 AIG 1,91

Int. ref. g/dl

4,40 - 5,50
0,10-0,20
0,50 - 0,80
0,60-0,90
0,70-1,20

Figura 14 Electroforese de Proteinas do Caso |

O resultado da imunofixagao revelou a

No proteinograma (Fig. 14) verifica-se
a presenga de uma banda monoclonal na zona

gama, que corresponde a um pico que se

pode encontrar no grafico. Apesar das
percentagens das diferentes classes de
proteinas estarem dentro dos valores

normais, bem como o valor absoluto das
mesmas, a presenga desta banda monoclonal

necessita que se faga uma imunofixagao sérica

(Fig. 15).

presenga de uma banda monoclonal IgA Lambda.
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Caso 2 -

O tragado electroforético (Fig.
16), revelou a presenca de duas bandas
monoclonais. Como ¢ visivel no grafico
ha uma biclonalidade da zona gama. Pode-
se verificar também que hia um
decréscimo no valor de albumina,
compensado pelo aumento dos valores

da alfa-lI, mas estas diferencas nao sao
Electroforese das Proteinas

Fracgdo 0 Int. ref. % g/dl  Int. ref. g/dl significativas. As duas bandas monoclonais
Albumina 581 < 60,0-74,0 395  4,40-550 foram riormen r rizad r
Alfa 1 370~ Ay 025 010-020 oram posteriormente caracterizadas po
Alfa 2 1,5 7.0-12.2 078  0,50-0,80 . fixacio (Fie. 17
Beta 13,0 8.0-13,0 088  0,60-0,90 imunofixacao (Fig. 17).
Gamma 137 9,0-16,0 093  0,70-1,20
Prot. totais (g/dl)6,8 AIG 1,39 ELP G A M K L
Figura 16 Electroforese de Proteinas do Caso 2 3
LG

A imunofixagao revelou a presenga de um

banda IgG Lambda e uma IgG Kappa.

Figura 17 Imunofixagido de proteinas séricas
realizado no Caso 2
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Caso 3 -
B Nesta andlise de proteinas séricas
(Fig.18), pode-se ver um aumento das
fracgoes alfa-2 e beta e uma diminuigao na
fraccado gama. Apesar de nao se ver
alteragao na banda gama, a alteragao dos
valores implica que se faga imunofixagao de
proteinas séricas para averiguar (Fig. 19).
Electroforese das Proteinas
Fracgdo % Int. ref. % g/idl Int. ref. g/di
Albumina 63,0 60,0-74,0 391 4,40 - 5,50
Alpha 1 1 F 1.2- 31 0,07 0,10-0,20
Alpha 2 125 > 70-122 0,78 0,50 - 0,80
Beta 166 > 80-130 1,03 0,60 - 0,90
Gamma 67 < 90-160 0,42 0,70-1,20
Prot. totais (g/dI)6,2 AIG 1,70

o

Figura 18 Electroforese de Proteinas do Caso 3

EER 2Ge A M- K L

Figura 19 Imunofixagio de proteinas
séricas realizado no Caso 3

Verifica-se a presenga de uma banda monoclonal IgA Kappa associada e uma cadeia
Kappa sem correspondéncia. Quando nao existe correspondéncia de cadeias leves o
procedimento que se segue é fazer a pesquisa de proteina de Bence Jones e também da IgD

e Igk (Fig. 20).

= -

GAM E D KT KL LL

Figura 20 Pesquisa de Bence Jones no Caso 3

Nao sao encontradas IgE e IgD, mas consegue-se ver a correspondéncia de cadeias

leves livres Kappa.
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Hematologia
Este sector encontra-se dividido em duas salas. Na sala principal sao feitos os

hemogramas no LH 750 da Beckman Coulter, a velocidade de sedimentagao (VS) no Alifax
Test | BCL, bem como os esfregagos que sao necessarios e as respectivas coloragoes. Numa
segunda sala pertencente ao sector, sao feitas as provas de coagulagaio no TOP500 da
Instrumentation Laboratory, e a citometria de fluxo no citometro FC500 da Beckman
Coulter. Existe ainda um termociclador, Gene Xpert, para pesquisa do gene de fusao Bcr-
Abl e factor V de Leiden. Para a realizagao dos hemogramas, velocidade de sedimentagao e
provas de coagulagao existem dois equipamentos de cada, alternando-se diariamente o uso

destes.

Durante o periodo que permaneci neste sector integrei a rotina do mesmo
manuseando os diferentes equipamentos que equipam o Sector de Hematologia, tanto ao
nivel do processamento de amostras como na sua manutengao. Da rotina do sector fazem
também parte a execugao e observagao de esfregacos de sangue periférico, onde participei
activamente. Para além das técnicas de rotina pude também contribuir para a execugao de
amostras por citometria de fluxo, nomeadamente na sua marcagiao através de anticorpos

monoclonais.

A Hematologia é uma area com extrema relevancia para os clinicos, pois aborda o
estudo de células sanguineas e sua producao. Para além de estudar o estado de normalidade
dos elementos sanguineos e dos orgaos hematopoiéticos, estuda também as doengas com
eles relacionados ”. Neste Servico a area de Hematologia reveste-se de uma acentuada
importancia, pois estando o Servi¢o integrado num Hospital Oncologico existe a necessidade
de avaliagao de doentes previamente aos tratamentos, para que assegure as condi¢coes de

suporte por modo a evitar reacgoes adversas nefastas.

O sangue é composto por células sanguineas em suspensao no plasma. Estas células
tém um tempo de vida limitado estando continuamente a ser substituidas por novas células
produzidas num processo conhecido por hematopoiese, que ocorre no estroma da medula
ossea. A célula estaminal hematopoiética pluripotente esta na base de todas as células
sanguineas e quando se multiplica origina células com as mesmas propriedades e células
diferenciadas em duas linhagens: célula estaminal linféide (linfocitos T e B) e célula estaminal
mieloide. A célula estaminal mieldide diferencia-se, originando neutroéfilos, eosindfilos e

basofilos que sdo granuldcitos, monocitos, eritrocitos e plaquetas. Citocinas e factores de
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crescimento suportam a sobrevivéncia, proliferagio e diferenciagio de cada tipo de

célula®o,

Procedimentos de rotina no Sector de Hematologia
Hemograma e Esfregaco Sanguineo

Das normas do Servigo fazem parte a identificagao das amostras colhidas em tubo de
EDTA-K3 com recurso a um nimero didrio, usando etiqueta de codigo de barras, para facil
leitura nos equipamentos automatizados. E no equipamento automatico LH 750 da Beckman
Coulter que se faz a contagem das células sanguineas: eritrécitos, leucocitos e plaquetas,
assim como o doseamento da hemoglobina.

Sempre que necessario ¢ efectuado esfregago de sangue periférico e a observagao ao
microscopio optico com contagem manual do diferencial leucécitario e observagao da
morfologia celular.

O hemograma é o exame laboratorial mais requisitado e mais completo em
hematologia. Este exame abrange a contagem de células brancas, vermelhas, plaquetas e
reticulocitos (quando pedido especificamente pelo clinico), dando assim informagoes acerca
do niimero e morfologia das células 7).

O aparecimento de sistemas automatizados trouxe vantagens nomeadamente em
relagcao a rapidez de obten¢iao de resultados assim como na reprodutibilidade dos memos.
Assim com o recurso a estes equipamentos é possivel uma andlise de um fluxo de amostras
muito maior num curto espago de tempo bem como uma drastica diminuicao dos erros da
fase analitica, pois reduz a intervengao dos técnicos durante o processo. A contagem de
células por impedancia foi primeiramente descrita por Wallace Coulter em 1956 “9.

O LH 750 da Beckman Coulter utiliza o Principio de Coulter, que se baseia na
tecnologia VSC (acronimo de Volume, Condutividade e Dispersao), a ferramenta mais
eficaz disponivel para a andlise de células sanguineas. Esta tecnologia oferece grande

sensibilidade, especificidade e eficiéncia.

Para a execu¢ao do Hemograma o equipamento utiliza reagentes como o
Erythrolyse™ e o Stabilyse™ que sao misturados com a amostra de sangue numa camara de
mistura orbital para remover as células vermelhas, enquanto que os glébulos brancos

permanecem inalterados. O Erythrolyse é utilizado para lisar os globulos vermelhos e o
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Stabilyse é posteriormente adicionado para parar a reacgao litica, deixando os leucdcitos

prontos para a analise.

Esta tecnologia utiliza um citometro de fluxo modificado para proporcionar mais
informagao sobre as células nao coradas do que é possivel usando apenas a dispersao de luz.
O sistema contém uma célula de fluxo de cristais de quartzo que permite que os leucocitos

passem um de cada vez no sistema de detecgao usando focagem hidrodinamica (Fig. 21).

HYDRODYNAMIC FOCUSING

Sheath Stream
l Flow Cell

Cell Stream

Figura 21 Esquema de Focagem hidrodindmica utilizado na tecnologia VCS ¢#7)

A tecnologia VCS usa um Unico canal que utiliza trés fontes de energia independentes
para detectar até 8192 células sanguineas na célula de fluxo. Esta combinagao do volume,

condutividade e dispersio permite avaliar directamente as 5 classes de leucécitos “**9.

O recurso a observagio de esfregaco de sangue periférico ocorre quando ha
caracteristicas clinicas que deixam algumas duvidas em relagao aos resultados (por exemplo
quando nao vai de encontro ao historico do doente) ou quando ha uma anormalidade na
contagem automatica sendo que nestas situagdes o equipamento emite alarmes pré-
programados ©®". O esfregaco pode ser feito por um TAC, mas é politica do servico que a

observagao microscopica seja feita por um TSAC especialista.

Eritrograma

Eritrocitos
A principal fungao dos eritrocitos maduros é a oxigenagao dos tecidos, realizada
através da molécula da hemoglobina. A sua maturagao ocorre na medula dssea passando
pelas diferentes fases, desde o proeritroblasto, eritroblasto basofilico, eritroblasto
policromdtico, normoblasto, reticuldcito e eritrocito. A produgao de eritrocitos —

eritropoiese — é estimulada pela eritropoietina que é secretada pelos rins.
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Existem patologias que interferem com a normal eritropoiese provocando variagoes
na forma, conteido em hemoglobina e no tamanho dos eritrocitos.

Variacao na forma (poiquilocitose): Os eritrocitos normalmente tém forma de disco

biconcavo, contudo podem apresentar outras formas, sendo que se houver uma prevaléncia
de algumas destas formas é indicativo de algumas patologias. Esta andlise é feita através da

observagao do esfregago de sangue periférico.

Conteudo em Hemoglobina: O conteldo em Hb pode variar em situagoes
patoldgicas. Assim os eritrocitos com niveis normais de Hb designam-se normocromicos,
sendo hipocromicos os que apresentam niveis baixos de Hb e por analogia hipercrémicos os

eritrocitos que apresentam niveis elevados de Hb.

Tamanho dos eritrécitos (anisocitose): Normalmente os eritrocitos apresentam um

tamanho uniforme. Contudo podem aparecer eritrocitos mais pequenos (microécitos) ou
maiores (macrocitos) que o normal. Esta variagdo no tamanho estd, em regra, associada a
patologias. Os micrécitos podem surgir por exemplo em anemias por deficiéncia de ferro ou
anemias hemoliticas. Os macrécitos aparecem associados a patologias hepaticas, anemias por
deficiéncia de vitamina Bl2 ou acido folico e anemias megaloblasticas, entre outras. A
interpretagdao da variagdo do tamanho dos eritrocitos deve ter em conta a idade e etnia do
individuo ja que os eritrocitos das criangas sao menores do que os dos adultos, enquanto
que no recém-nascido apresentam tamanho superior. Ja os negros tém eritrocitos menores

que os caucasianos .

Particularidades dos eritrocitos

Apesar dos eritrocitos poderem apresentar diversas particularidades, vou apresentar

apenas aquelas que tive oportunidade de observar no decorrer do estagio.

Corpos de Howell-Jolly — sao fragmentos nucleares redondos de cor azul escura
(coloragao de Wright), resultantes de DNA condensado, normalmente removidos pelo
baco. Frequentes em anemias hemoliticas severas, pacientes com disfungao do bago ou apos

esplenectomia.

Ponteado Baséfilo — Sao agregados de RNA sob a forma de granulos (pUrpura)
distribuidos pela célula. Podem resultar de exposicao a algumas drogas, septicémia, algumas

anemias ou queimaduras graves.
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Formacao de Rouleaux — Ocorre quando os eritrocitos ficam empilhados. Pode
ocorrer pela presenga de altas concentragoes de globulinas ou fibrinogénio no plasma. Estas
formagoes de eritrocitos sao encontradas em casos de mieloma multiplo, macroglobulinemia
e podem também ser encontradas na gravidez onde ha aumento do fibrinogénio. Ha que ter

atengao para nao confundir com artefactos que aparecem nos bordos dos esfregacos.

Aglutinagao dos eritrocitos — E a formagao de aglomerados irregulares de células.
Pode ocorrer devido a formagao de coagulos aquando da recolha do sangue. Pode estar
também relacionado com anemia hemolitica autoimune em que os eritrocitos estio

revestidos por anticorpos contra eles proprios .

Quantificacdo da Hemoglobina
A hemoglobina, constituinte do eritrocito, é responsavel pelo transporte do oxigénio
para os pulmdes e do diéxido de carbono na direcgio inversa. E uma proteina tetramérica
composta por 4 cadeias ligadas a um grupo heme. Nos eritrécitos de adultos normais a HgA

constitui cerca de 97% da hemoglobina total, sendo que existe também HgA2 e HgF ©2.

Como foi referido atras, quando a amostra de sangue chega ao equipamento é
adicionado um reagente de lise dos eritrocitos, permitindo assim a libertagio da
hemoglobina e a sua estabilizagao, sendo quantificada depois espectrofotometricamente a
525nm. A Hg é expressa em grama por decilitro (g/dL) e os valores de referéncia variam

com o sexo e idade, sendo mais elevados no sexo masculino.
Hematocrito (HCT)

Corresponde a fracgao de eritrécitos numa coluna de sangue centrifugada, expresso

em percentagem relativamente a coluna total. E calculado pelo equipamento segundo a

RBC xMCV
10

formula: HTC =

Hemoglobina Corpuscular Média (HCM)
Este parametro representa a quantidade média que cada eritrocito possui de

hemoglobina. E calculado através da hemoglobina e do nimero de eritrocitos segundo a

Hg (g/dL)x 10
RBC (milhdes/uL)

seguinte formula: HCM (pg) =

Valores diminuidos de HCM podem encontrar-se em anemias microciticas, e valores

aumentados em anemias macrociticas ou em casos de esferocitose.
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Concentrac¢do da Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM)
A CHCM (g/dL) corresponde a razao entre a concentragao de Hb e o HCT.

[CHCM= (Hb/HCT) x 100]. Relaciona o nimero e volume dos eritrécitos com o

seu conteldo. Este parametro é Util para avaliar a cromia dos eritrocitos.

Volume Corpuscular Médio (VCM)
Este parametro avalia o tamanho dos eritrocitos, podendo estes apresentar tamanho
superior ou inferior aos valores de referéncia, consoante se tratem de eritrocitos

macrociticos ou microciticos, respectivamente. O VCM ¢ expresso em fentolitros (fL).

Variacdao do tamanho dos eritrocitos (RDW)
E uma medida de heterogeneidade da populacio eritrocitiria, onde normalmente
existe uma variacio que pode ir até aos 15%. E expresso em percentagem e quanto maior o

RDW, maior a anisocitose .

Reticuloécitos
Os reticulocitos sao eritrocitos imaturos nao nucleados que conservam ainda restos

de RNA, ribossomas e mitocondrias no seu citoplasma, presentes em grandes quantidades
no citoplasma de percursores nucleados de onde derivam.

Os reticulécitos maturam ao fim de 2-3 dias, e passam para a circulagio por
diapedese, a maioria ja como eritréocito. Pode acontecer, em certos casos patologicos, que
os reticulocitos entrem em circulagio em maior nimero que o normal, constituindo um
indice para avaliar o grau de regeneragao dos eritrécitos na medula 6ssea .

A contagem de reticulocitos combina a metodologia do Novo Azul de Metileno com
a analise de grande precisio da citometria de fluxo utilizando a tecnologia VCS. Assim,
fornece uma alta qualidade dos resultados sem a necessidade de utilizar corantes
fluorescentes e sistemas de laser dispendiosos.

Uma pequena porgao de sangue incuba em camara aquecida com solugao de Novo
Azul de Metileno, precipitando o RNA residual que existe nos eritrocitos. Uma porgao da
amostra corada é transferida para outra camara juntamente com uma solugdo de lavagem
hipotonica de forma a remover a hemoglobina do eritrécito mas preservando a coloragao

do RNA dentro da célula. De seguida a amostra é processada atravessando a célula de fluxo
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sendo assim analisada da mesma forma que as restantes células, utilizando as trés diferentes
sondas ),

A percentagem de reticulocitos aumenta na corrente sanguinea em varios tipos de
patologias como anemias hemoliticas e sideroblasticas e também no caso de hemorragias
cronicas ou agudas. A percentagem de reticulocitos pode diminuir em casos de anemia

apldsica, que representa uma disfungao medular ©".

Plaquetas
As plaquetas sao fragmentos de megacariocitos, caracteristicos da medula 6ssea nao

sendo usual a sua observagao no sangue periférico. Apos a migragao da medula éssea para o
sangue periférico, as plaquetas apresentam um tempo de vida de cerca de 10 dias. A sua
principal fungao prende-se com a situagdo hemorragia apés um trauma tecidual, lesao

€9 As plaquetas tém granulos azuréfilos que contém

vascular e reparagao do endotélio
factores de coagulagao necessarios ao processo de hemostase. Assim, plaquetas agranulares

nio sio funcionais ©.

Uma situagdo de trombocitose (aumento do nimero de plaquetas) pode surgir de
uma situagao reactiva, ou estar relacionada com situagao de inflamagao croénica, hemorragia,
neoplasia ou patologia de plaquetas nomeadamente trombocitémia essencial. A
trombocitopenia (diminuicdo do numero de plaquetas) pode ser devida a neoplasias
medulares, infecgoes virais, alcoolismo cronico, mas também aparece como consequéncia de
tratamentos de quimioterapia e radioterapia ¥, o que se observa com frequéncia no Servigo
de Patologia Clinica do IPOCFG. Nos casos de trombocitopenia que nao sao concordantes
com o histérico deve-se verificar a possivel presenca de codgulos e observar esfregago de

sangue periférico para pesquisar a presenga de agregados plaquetarios.

Agregados Plaquetarios — A activagao das plaquetas leva a libertagao dos granulos
e consequente agregacao plaquetar, o que leva a contagens falsamente diminuidas devendo
sempre que se suspeita desta situagao observar microscopicamente esfregago de sangue
periférico. Certos individuos apresentam imunoglobulinas, que apés colheita provocam a
agregacao plaquetar. Nestes casos a colheita deve ser executada a quente, para impedir a

acgao destas imunoglobulinas a frio.

Satelitismo Plaquetario — Este fenomeno pode ocorrer devido a alteragdes nas
imunoglobulinas de superficie dos neutréfilos provocadas pelo EDTA-K3. E entio, uma

condigao in vitro, cuja magnitude se relaciona com o tempo de exposi¢ao ao anticoagulante e
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que se associa exclusivamente ao EDTA-K3. O satelitismo ¢ induzido por um factor
plasmatico que leva a adesdo plaquetar a superficie dos neutrofilos. Nao apresenta

significado clinico mas pode originar uma contagem de plaquetas incorrectamente diminuida
@

Leucograma
O diferencial leucocitario efectuado no equipamento automatico LH 750 da Beckman

Coulter, inclui o numero absoluto e relativo de neutrofilos, monécitos, eosindfilos, basofilos
e células linfoides.

Como ja foi referido anteriormente o diferencial leucocitario é gerado através da
analise de eventos que passam numa célula de fluxo, utilizando 3 tecnologias distintas. Uma
que esta relacionada com o tamanho das células ou volume (impedancia volumétrica), outra
que se relaciona com a complexidade da célula (condutividade que utiliza energia
electromagnética) e uma terceira que relaciona o tamanho da célula com a estrutura
(dispersao de luz laser).

O resultado destes dados é exposto num grafico — histograma — a trés dimensoes
(VCS), e os clusters sao identificados como populagdes especificas de células, de acordo com
o seu tamanho e complexidade .

Nalguns estados patologicos pode ocorrer um aumento do numero total de
leucécitos (leucocitose) ou uma diminuigao (leucopenia). A formula leucocitaria é pois muito
atil para a detecgao do leucédcito que apresenta variabilidade na contagem. Sempre que
existam duvidas em relagao ao diferencial feito pelo equipamento é efectuado esfregaco de
sangue periférico e observagao microscépica com contagem do diferencial leucocitario e
observagao das caracteristicas morfolégicas dos leucocitos, recorrendo a um contador

manual, obtendo-se assim o resultado da formula em termos de percentagem.

Neutrofilos
Os neutrdfilos sao os leucécitos que existem em maior numero no adulto. Tém um
nucleo de cromatina densa e segmentada que se divide em lobulos (3 a 5) unidos por pontes
de cromatina. Uma das suas caracteristicas é o facto de terem granulos citoplasmaticos que
permitem ao neutrofilo exercer as suas fungoes, de onde se destaca a fungao fagocitica

durante o processo de inflamagio .

Uma diminuicao do nimero de neutrofilos (neutropenia) pode ser devida ao uso de

drogas, leucemia, anemia aplasica e a sindromes mielodisplasicos. Ja um aumento (neutrofilia)
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pode ter como causa doencgas infecciosas e inflamatorias, stress, tabagismo, infecgoes

bacterianas e patologias da série mieloide ©?.

Basofilos
Sao as células menos numerosas no sangue periférico normal, representando apenas
|% do total dos leucocitos. O nucleo tem normalmente 2 [dbulos cobertos pelas abundantes

granulagdes que caracterizam os basofilos 72,

Um aumento de basdfilos pode ser um sinal precoce de doenga mieloproliferativa.
Estda também relacionado com leucemias de basofilos e reacgoes de hipersensibilidade. Da
sua fungao faz parte a libertagao de histamina no local da inflamagao, originando
vasodilatagao, o que facilita a migragao dos restantes leucocitos. Nos tecidos diferenciam-se
em mastocitos que se ligam as IgE, quando os alergénios se ligam a este complexo ocorre

desgranulagio dos mastécitos conduzindo a reacgdes de hipersensibilidade imediata ©?.

Eosinofilos
O eosindfilo tem um nucleo bi ou trilobulado com cromatina densa e sem nucléolos.
O citoplasma apresenta granulos que apos coloragao pelo método de Wright adquirem cor
alaranjada e assim sao facilmente identificados por microscopia optica. Os eosindfilos
participam dos mecanismos de defesa contra corpos estranhos e parasitas. A maior parte
dos eosinodfilos esta presente nos tecidos, aparecendo em pouca quantidade no sangue

7

periférico " *®. As causas mais comuns de eosinofilia sdo infecgdes parasitirias e reacgdes

alérgicas 2,

Monacitos
E a maior célula madura do sangue periférico. Apresenta um nucleo irregular,
citoplasma cinza com granulos azurdfilos finos. O seu destino é os tecidos onde se vao
diferenciar em varios tipos de macrofagos. As principais fungdes do monocito e do
macrofago sao: a defesa contra microrganismos e células tumorais; remogao de células

velhas e danificadas bem como de proteinas plasmaticas; participagio no metabolismo do

ferro e processamento de antigénios para apresentar aos linfocitos 7*°),

O aumento do nimero de mondcitos (monocitose) pode ser devido a varias

patologias ou estados clinicos como infecgcoes, doengas granulomatosas ou disturbios
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mieloproliferativos. A monocitopenia pode ocorrer devido a anemia aplasica, algumas

leucemias ou administragdo de glucocorticoides ©?.
Linfocitos

Os linfocitos sao células mononucleares, com um nicleo regular e um citoplasma
sem granulos especificos ). Existem duas populagdes de linfocitos: B e T. Actuam no sistema
imunitario na resposta as invasoes por agentes estranhos. Os linfocitos T completam a sua
maturagao no timo, onde adquirem a capacidade de reconhecer os diferentes antigénios e
controlar a produgao de anticorpos. Ao reconhecer um antigénio, os linfocitos T estimulam

os linfécitos B a produzir anticorpos especificos para aquele antigénio ©°.

Velocidade de Sedimentacio
A VS é considerada um teste nao especifico. No entanto, é um importante indicador

indirecto da resposta inflamatoria aguda, aumentando na presenga de infecgoes e processos
inflamatérios crénicos e agudos ©”. Neste laboratério, é usado um método automatizado

para medicao da velocidade de sedimentagao: Alifax Test | BCL (Fig. 22).

Figura 22 Alifax Test | BCL

Este equipamento automatico analisa a velocidade de sedimentagao globular dos
eritrocitos, no tubo primario de K3-EDTA. Este parametro é a velocidade em mm/h, a que
sedimentam os eritrocitos no plasma, e depende da sua maior ou menor capacidade para a
agregagao, que por sua vez depende da presenga de certas proteinas que neutralizam as
cargas negativas dos eritrocitos e o efeito de repulsao entre si. Esta técnica realiza-se por
fotometria cinética. Mede entao a velocidade de formagiao dos agregados de eritrocitos e o
seu tamanho na fase de agregagao, nesta fase inicial realizam-se medigoes da densidade
optica da amostra num sistema capilar. Um algoritmo matematico transforma a leitura da

densidade optica da fase de agragagio em mm/hora.
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O controlo de qualidade é feito diariamente, bem como a limpeza do equipamento.
Apenas apos estes procedimentos estarem concluidos se incia o processamento das
amostras. O controlo de qualidade interno, baseia-se no processamento de trés amostras
com valores conhecidos de turvagao, submetidas ao mesmo procedimento de valorizagao
das amostras, cujos resultados se devem ajustar a intervalos esperados, de modo que se

verifique a calibragao do equipamento. O kit de controlo tem trés niveis.

Na figura abaixo (Fig. 23) encontra-se um exemplo de um resultado de hemograma e

VS executado no Servigo de Patologia Clinica do IPOCFG E.P.E.

Descriciio Resultado Unidade Valor de Referéncia
. HEMOGRAMA !
LEUCOCITOS 72 GIL | 40-110
Neutrofilos seg | 588 % | 45-70
Linfocitos S 313 L% 20-40
Monocitos _ 6.6 % 3-10
Eosinofilos f 3.10 Yo L1 5
Basofilos 0.20 L % 0-2
ERITROCITOS L a7 COTL | 40-55
HEMOGLOBINA 14.6 gl L o12-16
HEMATOCRITO @ L% 3547
VCM L 912 f . 85-95
HCM L 314 pg L 27-32
CHCM L 345 g/dl - 32-36
RDW ' 13 L% 11.5-14.5
PLAQUETAS 174 el 150 - 450
VELOCIDADE DE SEDIMENTACAO |
VS (1 Hora) | 12 - mmh 0-20

Figura 23 — Exemplo de Hemograma e VS executado no sector de Hematologia do Servigo de Patologia Clinica do
IPO
Tomando esta figura como exemplo é possivel observar-se que o hemograma
engloba os diferentes tipos de leucocitos, os globulos vermelhos e todos os parametros com
eles relacionados bem como as plaquetas. Estes encontram-se dentro dos valores de

referéncia. E um exemplo de uma situagao nao patolégica. O mesmo acontece para a VS.
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Hemostase
No Servico de Patologia Clinica do IPOCFG E.P.E. o equipamento utilizado para as

provas de coagulagao é o ACL TOP 500, Instrumentation Laboratory (Fig. 23).

Figura 24 ACL TOP 500, Instrumentation Laboratory

Este equipamento apresenta um menu completo de ensaios para a monitorizagao,
avaliagio e diagndstico de riscos trombdticos e de hemorragia. E um sistema de carga
continua com leitor de cédigos de barras com um tempo de resposta bastante rapido. A sua
tecnologia permite minimizar interferéncias de amostras lipémicas e ictéricas e esta
integrado no laboratério através de uma rede que transmite os resultados para os

computadores centrais do sector onde se procede a validagao biopatoldgica.

A hemostase pode ser definida como o processo pelo qual o sangue se mantém sob a
forma liquida dentro do sistema vascular. E um mecanismo de defesa do organismo contra
qualquer forma de hemorragia, que culmina com a formagao fisioldgica do coagulo da fibrina.
E regulada por factores extravasculares que envolvem os tecidos localizados na periferia dos
vasos e que estam ligados a estrutura vascular lesada, onde ocorre um processo de
vasoconstricao reflexa e formagao de um coagulo primario; e intravasculares onde

participam factores plaquetares, proteinas plasmaticas, fosfolipidos e ides cdlcio que estao

envolvidos na coagulagao sanguinea.

Coagulacao Sanguinea
O processo de coagulagao envolve as plaquetas e os factores de coagulagao, os quais

apos a lesio sao activados sequencialmente dando origem aquilo a que se designa de
(13 ~ n . . . ~ . .
cascata de coagulagao”. Os inibidores da coagulagao, por sua vez, constituem um sistema de
controlo ligando o excesso de factores em circulagao prevenindo a formagao de trombos.

A reaccao central do mecanismo da coagulagio consiste na conversao da

Protrombina em Trombina (PT). O estudo da coagulagao plasmatica in vitro permitiu definir
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os mecanismos da via extrinseca e da via intrinseca, ambos implicados na formagao de
trombina, responsavel pela conversao do fibrinogénio em fibrina.

A cascata da coagulagao pode ser dividida em duas vias: A via intrinseca, em que os
factores necessarios a que a coagulagio ocorra estio presentens no sangue, sendo
necessaria a sua activagao, e a via extrinseca onde substancias (Factor tecidular (FT),
libertado pelos tecidos danificados) normalmente ausentes no sangue sao necessarias para
desencadear o inicio da cascata. Estas duas vias convergem numa via comum a partir da
activagao do factor X.

Na via extrinseca, o factor VIl plasmatico (na presenga do seu cofactor, o FT ou
tromboplastina) activa diretamente o factor X. Na via intrinseca, a activagao do factor XlI
ocorre quando o sangue entra em contato com uma superficie, contendo cargas elétricas
negativas (por exemplo, a parede de um tubo de vidro). Tal processo é denominado
“activagao por contacto” e requer ainda a presenca de outros componentes do plasma: pré-
calicreina (uma serinoprotease) e cininogénio de alto peso molecular (um cofactor nao
enzimatico). O factor Xlla activa o fator XI, que, por sua vez, ativa o fator IX. O fator IXa,
na presenca de fator VIII, ativa o fator X da coagulagao, desencadeando a formagao de
trombina e subsequente formagio de fibrina ®. Esta explicagdo estd esquemetaizada na

figura 25.

VIA INTRINSECA

Activagio por Contacto

o>

X e Xlla

& - VIA EXTRINSECA
XI Xla
P & Y
IX IXa
VIlla @ Factor Tecidular
Xa
Va
II Ila

T

Fibrinogénio Fibrina

Figura 25 Esquema representativo do modelo da cascata da coagulagao
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Estudos Coagulativos
Sao estudos realizados sobre plasma pobre em plaquetas.

Apds colheita de sangue para tubo com citrato de Na’, este deve ser agitado
convenientemente por forma a prevenir a activagao da cascata da coagulagio com
consequente consumo de factores, o que poderia falsear os resultados obtidos. As amostras
sao entao centrifugadas 10 minutos a 3000 rpm, por forma a obter plasma pobre em
plaquetas, com o qual se irdo executar os diferentes testes. Este plasma contém todos os
factores de coagulagio necessarios a formagao da rede de fibrina, excepto o Ca*".

O estudo da coagulagio tem utilidade pratica no diagndstico de sindromes
hemorragicas apesar de nao ser totalmente fiel a coagulagao fisiolégica. No entanto, provas
como o PT e o tempo de tromboplastina parcial activada (aPTT) permitem detectar a maior
parte das sindromes hemorragicas devidas a defeitos na coagulagao. Apenas o factor Xlll nao

é explorado por estas duas provas ©%°”,

Tempo de protrombina
A determinagao do PT permite avaliar alteragoes da via extrinseca da coagulagao além de ser
atil na monitorizagio de doentes com terapéutica anticoagulante, nomeadamente
anticoagulantes orais (varfin).

Este teste mede o tempo que uma amostra de plasma pobre em plaquetas e
anticoagulada com citrato de Na®, demora a formar a rede de fibrina, colocando a amostra
em contacto com uma suspensao de tromboplastina tecidular e fosfolipidos exégenos, sendo
o processo iniciado pela adicio de Ca*. O tempo que o plasma demora a formar um
coagulo de fibrina define o tempo de protrombina.

Assim sendo, com este método é possivel avaliar funcionalmente, e como um todo
os factores Il, V, VII, X e fibrinogénio. O TP apresentar-se-a prolongado na deficiéncia de
qualquer um destes factores, bem como na presenga de inibidores, como seja o varfin
farmacologico. O TP é adequado para:

* Controlo da terapia anticoagulante oral;
* Diagnostico de deficiéncias congénitas e adquiridas de factores de coagulagao;
* Controlo da actividade de sintese hepatica, pois estes factores sao produzidos

nos hepatocitos.
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Os valores de referéncia para o PT variam de laboratério para laboratorio pois estao
dependentes dos reagentes, dos lotes dos mesmos e do método de leitura.

Os resultados sao expressos em segundos, percentagem e ainda como |N.R.
(Internacional Normalized Ratio), que compara o reagente utilizado em cada laboratério
com um internacional possibilitando assim a comparagao de resultados de diferentes

laboratérios “?. O valor de INR deve aproximar-se de | em situagdes normais pois a

TP teste

formula que permite calcular o LN.R é a seguinte INR = (——————
TP pool normal

) ™, sendo o ISl o

“Index de Sensibilidade Internacional”, que varia de reagente para reagente e de lote para
lote, estando indicado em cada bula de reagente. O INR terapéutico deve variar entre 2 e 3,
sendo sempre estabelecido pelo clinico. Para valores de INR elevados os pacientes incorrem
risco de hemorragia, assim como valores de INR abaixo do estabelecido pelo clinico pode

aumentar o risco de AVC.

Tempo de Tromboplastina Parcial activada

O aPTT, também chamado de Tempo de Cefalina Caulino, € um processo de
screening na avaliagdo das alteragoes da via intrinseca da coagulagao e monitorizagao de
doentes com terapéutica anticoagulante, nomeadamente anticoagulante endovenoso
(heparina).

Esta determinagao consiste em adicionar ao plasma citratado activadores de
contacto, fosfolipidos e ides calcio em excesso promovendo o inicio da cascata de
coagulagao e culminando com a formagao do coagulo de fibrina. O tempo que o plasma
demorar a formar o codgulo de fibrina sera o tempo de activagao parcial da tromboplastina.

O aPTT encontra-se prolongado na presenca de deficiéncias nos factores da via
intrinseca (XII, XI, IX e VIII). E também sensivel, se bem que em menor grau, ao défice de
factores da via comum (X, V, Il e fibrinogénio).

O aPTT encontra-se alargado quando existem farmacos com actividade inibitoria do
factor lla, de tal forma que é o teste de eleicao para o controlo do tratamento com estes
farmacos. Encontra-se também alargado na presenca de anticorpos antifosfolipidicos,
nomeadamente anticoagulante lipico. Assim um aPTT alargado associa-se a um aumento do
risco hemorragico (hemofilias por défice de factores VI, IX, e XI) e a um aumento do risco

trombotico (anticoagulante lipico) % .
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Tempo de Trombina
Mede o tempo em segundos que demora a conversao do fibrinogénio soltvel em
fibrina. Tempos de trombina prolongados ocorrem quando o nivel de fibrinogénio se
encontra abaixo dos 75-100mg/dL ou quando estamos em presenga de fibrinogénio nao
funcional. E um estudo extremamente sensivel a presenca de heparina ou produtos de

degradagao de fibrina, onde se prolonga marcadamente.

Fibrinogénio

O fibrinogénio (ou factor |) sintetizado no figado, para além de apresentar actividade
essencial a formagao do codgulo, é também uma proteina de fase aguda que se encontra
aumentada em situagoes de inflamagao, infecgcoes agudas e neoplasicas.

Niveis baixos de fibrinogénio podem encontrar-se em desordens hereditarias tais
como hipofibrinogenemia, afibrinogenemia, disfibrinogenemia e também em outras formas
como doengas hepaticas, coagulagao intravascular disseminada, sindromes fibrinoliticos, etc.

O doseamento do fibrinogénio no equipamento automatico ACL TOP 500 , é
primeiramente efectuado por avaliagao da taxa de aumento da turbidez obtida com o PT da
amostra. Esta é directamente relacionavel com a concentragao de fibrinogénio no plasma.

Sempre que os valores se encontram fora do intervalo de referéncia, as amostras sao
automaticamente processadas com recurso ao método de referéncia - método de Clauss.
No método de Clauss, quando um excesso de trombina é adicionado a plasma, o tempo de
coagulagao é inversamente proporcional a concentragio de fibrinogénio plasmatico. O
tempo de coagulagio obtido é comparado posteriormente com uma preparagio de
fibrinogénio padronizada.

Os valores de referéncia para este método apresentam, para um individuo normal,

uma concentragao de fibrinogénio entre 150-400 mg/dl.

D-dimeros
Do processo de fibrindlise resultam produtos de degradagao da fibrina, sendo o
dimero-D um fragmento especifico da rede de fibrina que circula na corrente sanguinea
durante alguns dias, apés um acidente trombotico. Os D-dimeros sao um marcador de

grande valor para excluir o diagnéstico de trombose venosa profunda e embolia pulmonar.
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Patologias mais comuns associadas a coagulacao

Hemofilia A
Na hemofilia A existe uma deficiente produgao de factor VIII, a nivel hepatico
compromentendo-se a normal formagao do coagulo de fibrina. Os pacientes portadores de
Hemofilia A apresentam habitualmente alargamento do aPTT. Nestas situagoes a analise a

actividade do factor VIII é essencial para o diagnostico de Hemofilia A.

Hemofilia B
Como a hemofilia A, a B é também devida a deficiéncia de um factor de coagulagao,
neste caso o factor IX. Clinicamente ¢ indistinguivel da hemofilia A e o seu tratamento passa

pela administragao sistémica de factor IX.

Os hemofilicos requerem atengao especial em alguns procedimentos a fim de evitar
hemorragias severas. Certos medicamentos como a aspirina ou outros anti-inflamatorios

com acgao antiplaquetaria sao contraindicados.

Doenc¢a de Von Willebrand
A causa mais comum da disfungao plaquetdria hereditaria é a Doenga de Von
Willebrand. E uma coagulopatia congénita que se manifesta por uma adesio das plaquetas
deficiente e uma deficiéncia no factor VIl que leva a um alargamento do aPTT. O estudo do

FVW (factor de von Willebrand) é essencial na distingao entra a Doenga de Von Willebrand

e a Hemofilia A ©",

Deficiéncia de vitamina K
Os factores VII, IX, X, Il e a proteina S e C dependem da vitamina K para a sua
sintese. A deficiéncia em vitamina K leva a diminuicdo destes factores e consequente
aumento do PT e aPTT, incorrendo-se risco hemorragico. A administragao de vitamina K é

necessaria para corrigir este tipo de desordens “?.
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Conclusoes

Foi muito vantajoso para mim realizar o estagio no Servico de Patologia Clinica do
IPOCFG E.P.E. Adquiri conhecimentos nao sé de cariz pratico mas também tedrico que me
ajudaram a complementar os conhecimentos adquiridos durante a fase curricular do

Mestrado de Analises Clinicas.

Estar em contacto directo com um servigo deste nivel permitiu-me ter a nogao de
como se trabalha sempre primando pela qualidade, apesar das condicionantes,
principalmente econdomicas a que o servigo esta sujeito. Mesmo assim, em praticamente
todos os sectores existem dois equipamentos com a mesma fungao. Normalmente sao
alternados diariamente, para que se tenha a certeza que estao a funcionar de maneira
correcta, assim quando por algum motivo existe uma avaria ou a necessidade de parar um

equipamento o servigo continua a trabalhar com a certeza de estar a dar resultados fiaveis.

Durante o meu estagio no servico de patologia clinica varios equipamentos foram
testados, pois o servigo prima por exceléncia na qualidade dos resultados e por isso
encontram-se habitualmente equipamentos a experiéncia de maneira a avaliar a relagao

qualidade/custo e tentar minimizar os tempos de espera.

Este estagio sensibilizou-me principalmente para a responsabilidade que o TSAC tem em
assegurar a qualidade de todo o processo analitico até a validagio biopatoldgica, tendo

sempre um espirito critico.
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