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Resumo

Os Prestadores de Cuidados de Saude (PCS) contemplam, entre outros, o laboratorio
de diagndstico in vitro. O actual tempo de resposta e eficacia de um laboratorio
podem ser melhoradas através de uma gestdo adequada de todos os recursos
envolvidos, conseguindo-se, desta forma, optimizar a prestagao de cuidados de satde,
contribuindo para a satisfacdo do utente e para a rentabilizacdo do funcionamento do

servico.

A optimizagao dos processos ¢ conseguida através da modelagao do fluxo de trabalho.
Para tal, ¢ necessaria uma analise e caracteriza¢ao do funcionamento do laboratério a
nivel de tecnologias ¢ equipamentos, modelo organizacional, layout e fluxos de

trabalho.

O presente trabalho foca-se no estudo das tecnologias e equipamentos associadas ao
diagnostico in vitro, das tarefas envolvidas no fluxo de trabalho num laboratério, em
termos de recursos (espacos, equipamentos, pessoal) e duragcdo temporal assim como a
sua optimizacdo, culminando este trabalho com a caracterizacdo de um laboratorio

considerado 6ptimo e um estudo de caso.

Palavras Chave (Tema): Automacgao, Diagnostico in vitro, Layout,

Medicina Molecular, Optimizagao, Workflow

Palavras Chave (Tecnologias): Absorvancia, Biosensores, Citometria de Fluxo,
Electroforese, Fluorescéncia, Hibridagao,
Imunoensaio, Potenciometria,
Quimioluminescéncia, Sequenciagao,

Transdutores
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Capitulo 1 — O Enquadramento do Relatério e do
Estagio

Ao terminar a parte curricular do curso de Engenharia Biomédica da Faculdade de
Ciéncias e Tecnologia da Universidade de Coimbra, compete-me no ultimo ano do
curso desenvolver, em contexto empresarial, um trabalho na éarea de medicina

molecular.

1.1. Enquadramento

A medicina molecular ¢ uma nova area do conhecimento, que permite revelar causas e
fornecer pistas para a prevencao e cura de varias patologias através da compreensao

de mecanismos moleculares especificos das mesmas.

O progresso da medicina molecular pode induzir a mudanga na filosofia dos sistemas
de saude de uma medicina reactiva (espera de sintomas ou evidéncia clara de uma
doenca) baseada no sickness repair para uma medicina preventiva, preditiva e

personalizada.

Este trabalho incidira especialmente no diagnoéstico in vitro (IVD), cujo papel ¢é de
extrema importancia desde a detec¢do precoce das diferentes patologias até ao

tratamento e monitorizagdo continuada para evitar a recorréncia das mesmas.

1.2. Apresentacao do projecto de estagio

Através do projecto desenvolvido, pretende-se ganhar as competéncias necessarias
para dimensionar um centro de medicina molecular, a nivel nacional, para estar
preparado para os proximos 10 a 15 anos, focando-se o estudo sobre o diagndstico in

vitro.

As grandes alteracdes demograficas que se verificam em todo o mundo, alteram
significativamente os desafios para o sistema de cuidados de saude, fornecendo
simultaneamente novas oportunidades. A populacao idosa estd a aumentar, havendo

um aumento nas necessidades de cuidados de saude.

Ana Raquel Godinho Saiote 3
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Como referido anteriormente, a medicina molecular tem um papel relevante no
diagnostico tanto in vivo como in vitro, permitindo com uma detec¢do precoce das
patologias, uma terapia mais eficiente e personalizada, tendo o diagnostico in vitro um
papel activo desde a detec¢do precoce de doencas até a terapia e considerando as
caracteristicas populacionais anteriormente referidas, a investigagdo nesta area ¢

extremamente importante.

Assim, este projecto consiste na pesquisa e andlise do estado-da-arte de tecnologias
associadas ao diagnostico In Vvitro, aos projectos em desenvolvimento na area que
poderao fornecer novas ferramentas para o desenvolvimento de melhores tecnologias
assim como a um estudo e optimizagao de fluxos de trabalho num laboratorio de
diagnostico in vitro e dos recursos associados a0 mesmo. Também o layout ¢ um
aspecto a estudar e optimizar, culminando este projecto com o layout de um centro de
medicina molecular, com uma caracterizagdo do workflow e recursos humanos

necessarios.
A tabela 1 apresenta o planeamento do projecto.

Tabela 1 — Planeamento do projecto
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associadax a WD
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em Partugal

Tirredne 20 Samestre

]

=naino | Feweraino | hergao | Abril | i | Junbe
S1[cz[53[5R |51 5253 [5A|c1[52]5a 54 (51 52535451 52]5a o4 51 52 [5a]o%

L3 Fesquisa sobre futuras tecnologias e clientes do Chdhd

Fesquia nalegislagdo & em manuai de boas priticas
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Fesquisa sobre optimizagio de fluxos detrabalho e
sistemas de automagda

] Wisita aFCS
2] Andlise e optimizagio do fheo de trabalho do FCS
0 Planeamento de um labeoratéric considerade ideal

1.3. Apresentacao da Empresa

A Siemens, SA — Medical Solutions ¢ um dos grupos operacionais inseridos na
Siemens, SA. Apresenta produtos, sistemas e solugdes na area da saide, contribuindo

significativamente para a optimizacdo de processos em clinicas, centros de satude e
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hospitais, ajudando a tornar o diagndstico mais rapido e preciso, facilitando assim a

terapia.

A Siemens ¢ lider em equipamentos de alta tecnologia para diagnostico, terapia e
monitorizagdo, bem como em sistemas de comunica¢do e armazenamento digital de

imagens, oferecendo um servigo completo de pds-venda.

Alguns exemplos de produtos inovadores sdo os sistemas de informagao e imagem, de
suporte a decisdo clinica nas areas de cuidados criticos, os sistemas de ressonancia
magnética, de tomografia axial computorizada, os raios-X digital, a tomografia por
emissdo de positrdes, as unidades de ecografia e mamografia assim como, mais

recentemente, sistemas para diagndstico in vitro.

1.4. Contributos deste trabalho

Este trabalho permite uma maior compreensdo da nova area de intervengdo da
Siemens Medical Solutions — o diagnostico in vitro, tanto a nivel de tecnologias como

a nivel de funcionamento de um laboratorio desta area.

Outra motivacdo que impulsiona a execu¢do deste trabalho relaciona-se com o facto
de ainda existir pouca informagdo sistematizada no que diz respeito aos fluxos de
trabalho em servigos hospitalares, que esteja em concordancia com o panorama
nacional. Uma caracterizagdo do fluxo de trabalho num laboratorio de IVD, em
termos de espagos, pessoal, meios e tempos de duragdo torna-se assim num contetido
relevante, que poderd ser util ndo s6 para um conhecimento mais profundo do
funcionamento de um laboratorio de IVD, mas também para uma posterior

optimizacao.

O presente projecto permite ndo s6 incrementar o conhecimento da nova area de
intervengdo da Siemens Medical Solutions mas também, a partir da analise do fluxo
de trabalho de um laboratorio propor melhorias a varios niveis. Estd assim
perfeitamente enquadrado no objectivo principal da estratégia da Siemens, SA —
Medical Solutions: auxiliar na melhoria da eficiéncia dos cuidados de saude, o que
significa, aumentar a qualidade dos cuidados de saude e reduzir custos, isto &,

melhorar a prestacao de cuidados de satide ao cliente.
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1.5. Organizacéao do relatorio
Este relatorio esta dividido em quatro partes:
Parte I: Enquadramento Geral

Nesta parte, o relatério € contextualizado, foca-se a sua planificagdo assim como se
identificam as reunides de acompanhamento e se procede a uma pequena apresentagao

da empresa onde decorre o estagio.
Parte II: O papel do diagnostico in vitro no contexto da Medicina Molecular
Esta parte encontra-se dividida em dois capitulos.

No primeiro, ¢ feita uma abordagem a Medicina Molecular, a um futuro centro de
medicina molecular e ¢ feita a contextualizagdo do diagnéstico in Vvitro nesta area

tendo em conta a devida defini¢dao de conceitos.

No segundo ¢ feita a sistematizagdo de informagdo recolhida acerca de diagndstico in
vitro, desde as tecnologias, ao fluxo de trabalho num laboratério, layout e

automatizacao e optimizacao de um laboratorio.
Parte III: O Laboratorio Modelo

Com base no capitulo anterior pretende-se planificar um laboratério que tenha um
funcionamento “Optimo” e que permita uma facil adaptagao a tecnologias futuras

podendo servir como exemplo para a implementacao de novos laboratorios.
Parte I'V: Estudo de Caso

Pretende-se nesta parte, mostrar o funcionamento de um laboratorio real procedendo
posteriormente a optimizagdo do fluxo de trabalho ai praticado. Para o efeito,
recorreu-se a uma visita a um hospital publico e a uma clinica privada, tendo-se
efectuado recolha de dados in loco e uma analise comparativa entre os dois métodos

de trabalho.
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Capitulo 1 — A Medicina Molecular

Este capitulo apresenta uma introducdo ao conceito de medicina molecular e a
contextualizagdo do diagnostico in vitro nesta disciplina. E também efectuada uma
sistematizacdo da informagdo recolhida sobre os projectos em desenvolvimento em
Portugal na 4rea de medicina molecular, permitindo inferir sobre o futuro desta area.
Finalmente ¢ apresentada uma abordagem ao mercado na area do diagnéstico in vitro,

a area na qual este trabalho se insere.
1.1. O que é a Medicina Molecular

A medicina molecular ¢ uma nova area do conhecimento, que surge da convergéncia
entre a biologia molecular e celular e a tecnologia de imagem, e que é definida como a
caracterizacdo ¢ a medicdo in-vivo de processos biologicos ao nivel celular e
molecular, podendo revelar causas e fornecer pistas para a prevencao e cura de varias
patologias através da compreensdo de mecanismos moleculares especificos das

mesmas.

Os conceitos terapéuticos inovadores, tal como o conceito theranostic e
pharmacogenomics, sao simultaneamente forgas directrizes que influenciam o
progresso da medicina molecular. Estes conceitos podem induzir a mudanca na
filosofia dos sistemas de saude de uma medicina reactiva (espera de sintomas ou
evidéncia clara de uma doenga) baseada no sickness repair para uma medicina

preventiva, preditiva e personalizada.

A estratégia actual nesta disciplina consiste em identificar uma molécula alvo num
orgao especifico, ou o estado da doenga num organismo vivo, desenvolver uma sonda
de elevada afinidade com a molécula e utilizd-la para detectar a distribuicdo e
farmacocinética da mesma. Os genes, constituidos por moléculas de 4cido
desoxiribonucleico (DNA), sdo um dos alvos principais da investiga¢do, uma vez que

muitas doengas podem ser provocadas por alteracdes a este nivel.

r J4

Quando um gene ¢ activado, € sintetizada uma proteina a partir da sua sequéncia
nucleotidica.!'! Também estas proteinas podem ser detectadas através de ensaios

clinicos.
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O objectivo da medicina molecular consiste essencialmente em detectar doengas
precocemente, antes dos sintomas se revelarem ou de serem detectadas por exames de

diagnostico.

Um centro de medicina molecular consiste num centro onde estdo reunidos meios de
diagnéstico que permitem a detec¢do de eventos moleculares/celulares no organismo

que podem desencadear uma série de patologias, nomeadamente o cancro.

Neste contexto, os meios de diagndstico in vivo como é o caso de ressonancia
magnética, tomografia computorizada, ultrassons e equipamentos de medicina nuclear
(tomografia por emissao de positrdes - PET e tomografia por emissao de fotdo unico -
SPECT) fazem parte integrante. Também o papel do diagnostico in vitro é de extrema
importincia devido ao elevado nimero de testes, nomeadamente marcadores
tumorais, cardiacos, coagulagdo e de diagndstico molecular, que sdo actualmente

passiveis de serem realizados.

Este trabalho incidira especialmente no diagnoéstico in vitro (IVD), cujo papel ¢é de
extrema importancia desde a deteccdo precoce da patologia até ao tratamento e
monitorizagdo continuada para evitar a recorréncia das mesmas, como se pode

observar no seguinte esquema (figura 1).

) - )

o . \\ Diagndstico \\
revencao, Terapia Cuidados Continucs

Detecgio Precoce / ' Diagnéstico in Diagndstico in vivo I]

vitro (IVD) {Imagiologia)
Solugdes de Diagndstico in Solugdes de Sisternas de Terapia: Manitorizagdo para
Maonitorizagd o: vitro: Imagiologia: = Radioterapia recorréncia de
= Mamagrafia = Quimica Clinica = Raios-¥ = Angiografia de doencas
= Yisualizagéo = Imunodiagnasti » Ressandncia Intervengéo
pulmanar co hagnética = Cardioangiografia I SU_Iulgﬁe_-s de
= Testes = Tomografia P magiologia
Moniterizagio in Moleculares Cump%torizada jlesteS invitre: “Testes in vitro
vitro: - Hematologia = Ultra-sons + Cancro -
= Diabetes — = Urianalise = Imagem MﬂfCﬂ('?feS
Glucose = Gasimetria Malecular Ttlmorals
. Cancro— PSA . Dinl)etes~ - SPECT = Diabetes - HbA1C
« Cardiacos - BNP, - Automagio - PET * Asma - TOM
Colesterol, [Therapeur'rc )
Troponina drug monitoring)

Figura 1 - Papel do Diagnostico in vitro (Fonte: SMS Diagnostics)
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1.2. Projectos em Desenvolvimento em Portugal

No contexto deste trabalho, sdo referenciados os projectos de investigacdo que se
encontram em curso no nosso pais, permitindo assim, uma melhor compreensao do

presente e inferir algumas evolugdes para o futuro.

Existem alguns laboratorios e unidades de investigacdao na area da quimica, biologia,
bioquimica e medicina que visam o estudo de doencas genéticas, infecciosas,

diagnostico e prevencao do cancro, entre outros.

Entre estas unidades de investigagdo, incluem-se o Instituto de Biologia Molecular e
Celular (IBMC), o Instituto de Patologia e Imunologia Molecular da Universidade do

Porto (IPATIMUP), assim como grupos de investigacao em algumas universidades.

Existem alguns projectos que visam a procura de novos marcadores € supressores

tumorais assim como de novas terapias para o cancro.

O projecto do Genoma Humano despertou a curiosidade para a compreensdo das
doengas genéticas. Uma patologia estudada por varios intitutos ¢ a Doenca de
Machado-Joseph, uma ataxia frequentemente diagnosticada em descendentes de

acoreanos.

Sendo as mutagdes no DNA as responsaveis pelas doengas genéticas e tendo em conta
que uma das principais fungdes do DNA ¢ produzir proteinas, existem também varios
projectos que visam o estudo de proteinas. Estes estudos sdo essencialmente
efectuados no IBMC, sendo utilizadas técnicas de reaccdo em cadeia da polimerase

(PCR), hibridacdo, electroforese e microarrays, entre outras.

No IPATIMUP também se desenvolvem alguns estudos genéticos sendo, no entanto, a
Helicobacter Pylori o objecto central da maioria dos estudos, uma vez que se cré ser o
principal precursor do cancro do estdmago. De facto, neste instituto, os estudos
incidem essencialmente sobre neoplasias malignas ou pré-malignas havendo também
projectos de desenvolvimento de novos marcadores de prognostico € novas

ferramentas terapéuticas.

Sendo a obesidade considerada a epidemia do século XXI, ¢ natural que haja
bastantes estudos visando as perturbacdes a ela associadas, entre as quais a diabetes,

sendo o Centro de Neurociéncias (CNC) um pioneiro neste tipo de estudos.
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O CNC engloba também projectos na area da epilepsia e doengas neurodegenerativas.
Uma vez que se tem verificado um aumento na esperanca média de vida, este tipo de
doengas torna-se mais frequente, nomeadamente a Doenga de Alzheimer que afecta 8

a 15% das pessoas com mais de 65 anos.

O Instituto de Medicina Molecular (IMM) também possui projectos relevantes nesta
procurando identificar potenciais alvos para o prognoéstico, diagnostico e terap€utica
de doencas cardio- e cerebro-vasculares e neurodegenerativas através de estudos

electrofisiologicos em doentes, modelos animais, e modelos celulares.

De grande relevancia neste instituto sao também os estudos de doencas como a SIDA
e a Hepatite, estando neste momento em curso varios projectos que procuram elucidar
os mecanismos de patogénese da infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia adquirida
(VIH), herpes (HSV-I e II) e Hepatite C (HCV), e ainda avaliar a reconstituicdo

imune com tratamento antiretroviral em doentes com SIDA.

As universidades também sdo sedes de grupos de investigacdo e desenvolvimento,
havendo projectos que visam o aumento de rapidez no diagndstico, como por exemplo
0 MicroLab, um sistema portatil de analises, desenvolvido na Universidade do Minho,

e biochips electronicos, desenvolvidos no Instituto Superior Técnico.

O financiamento dos projectos por parte da Fundacao para a Ciéncia e Tecnologia
(FCT) tem sido constante ao longo dos ultimos anos embora tenha havido um
crescimento de financiamento atribuido em 2004, o que pode abrir grandes
expectativas futuras. Nesse mesmo ano verificou-se um maior crescimento,
especialmente nas areas de Ciéncias Bioldgicas e Ciéncias da Saude que sao proximas

e fundamentais para o desenvolvimento do IVD.

Informacgdes mais detalhadas sobre esta matéria encontram-se no anexo 1.

1.3. Futuro da Medicina Molecular

Tendo como base os projectos em desenvolvimento nas vdarias unidades de
investigacdo e desenvolvimento, pretende-se agora fazer uma breve abordagem
aquelas que serao as tecnologias utilizadas no futuro, assim como quem serdo os

clientes de um futuro Centro de Medicina Molecular.
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1.3.1. Tecnologias

O projecto do genoma humano em conjunto com o crescente conhecimento das
interaccoes moleculares subjacentes ao normal funcionamento do corpo humano
assim como as alteragcdes que promovem as doengas, marcam o inicio da descoberta
de novos marcadores e predisposi¢do para doengas. Como consequéncia, estdo a ser
desenvolvidas novas terapias dirigidas para o foco da doenga em conjunto com testes
complementares de diagnoéstico. Isto resulta na introdu¢ao de dois novos conceitos:

pharmacogenomics e theranostics.

A Pharmacogenomics tem em atengao a influéncia da variagdo genética na resposta a
farmacos em utentes, correlacionando a expressdo génica ou polimorfismos com a
eficacia ou toxicicidade de um farmaco. Com isto, a pharmacogenomics pretende
desenvolver meios para optimizar a terapia por firmacos tendo em conta o genotipo

do utente, assegurando uma maxima eficacia com efeitos adversos minimos.

O theranostic (terapia + diagnostico) pode ser definido como a integra¢do tnica de
diagnostico e terapia para com o objectivo de desenvolvimento de farmacos tendo
como base a pharcamogenomics, diminuir o tempo de tratamento ¢ melhorar a relagao

custo/eficacia.

Estes novos conceitos trazem a “medicina personalizada”, na qual farmacos e

combinagdes de farmacos sdo optimizados para cada individuo.

Os testes de theranostic ocupam uma posi¢do pivot no cruzamento das forgas

motrizes que contribuem para melhores cuidados de saude (figura 2)

/’ Paciente -\
Tecnologia .\‘ [ Mecessidades

Clinicas

I Theranostic I

Inddstria

Farmaceutica _ Farmaco-econormia
(Pharmacogenomics)

Figura 2 — Os testes de theranostic ocupam uma posi¢ao pivot no cruzamento das

forgas motrizes que contribuem para melhores cuidados de saude

Os pontos criticos para o avango da medicina molecular sdo a implementacdo de

programas de investigacdo na area de medicina molecular e da terapia génica assim
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como o desenvolvimento de novas tecnologias de imagem, sondas e agentes de

contraste.

A expansdo da nanotecnologia paralelamente ao desenvolvimento do projecto do
genoma humano ¢ fundamental para aplicagdo em novos biosensores, biomarcadores
e libertagdo controlada de farmacos. Sao os nanosistemas que vao redefinir a pratica
de aquisicdo de imagem, passando esta a ser focada nos mecanismos celulares e

moleculares das doencas.

Sondas moleculares podem ser agentes produtores de sinal acoplados a firmacos ou
proteinas desenhadas para serem especificas para um dado processo biolégico ou
molecular. Uma sonda também pode ser introduzida como gene que codifica uma
proteina opticamente activa ou a um receptor-contraste. Isto permite uma detecgdo in
vivo através de equipamentos de imagiologia de tecnologia optica que tém grande

potencial apesar de no presente ainda terem algumas limitagdes.

Como ja foi referido, a terapia génica também tem grande potencial para aplicagao
futura, nomeadamente em doencas cardiovasculares, uma das principais causas de
morte em Portugal. Isto é possivel gragas a capacidade de alguns genes para estimular
o crescimento de vasos sanguineos, melhorando a insuficiéncia cardiaca, outros

permitem a pervengao de tromboses.

Relativamente a tecnologias para novos equipamentos de IVD, devido a
personalizacdo da medicina, prevé-se uma revolucdo na érea de diagnostico
molecular, devido ndo sé as mutagdes dos virus que acontecem frequentemente mas
também a necessidade de recorrer ao DNA para detectar a predisposi¢ao para varias

doengas.

Também todos os estudos em desenvolvimento em Portugal podem permitir novos
conhecimentos acerca de proteinas ou anticorpos que permitam o desenvolvimento de
novas tecnologias para imunodiagnostico, assim como a existéncia de
microlaboratorios (laboratérios num chip) que permitam um diagndstico mais rapido

efectuado inclusive nos consultorios.

No entanto, para verificagdo de resultados ¢ sempre conveniente recorrer aos
laboratorios de IVD que serdo cada vez mais automatizados para eliminar o

manuseamento de reagentes e amostras evitando erros e aumentando a seguranga do
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laboratorio. E também necessario melhorar o tempo de resposta, a eficiéncia e a
produtividade sem esquecer a necessidade de controlo de custos. Isto € possivel gragas
ao avangos nas tecnologias de automatizacao, sendo o maior desafio — e também a
maior oportunidade — a utilizagdo de tecnologias de informacdo como ligagdo entre o
resultado dos testes e o conhecimento havendo um maior suporte ao médico e ao
utente numa melhor utilizagdo dos resultados. O assunto da automatizagao sera focado

no segundo capitulo da parte II.
1.3.2. Clientes

O envelhecimento da populagdo portuguesa fez-se sentir de forma particularmente

evidente desde o inicio da década de quarenta do século XX até aos nossos dias.™

O envelhecimento em si, revela-se com uma tendéncia positiva ligada a maior eficacia

das medidas preventivas em satide e avango da ciéncia no combate a doenga

O aumento da longevidade decorrente duma diminui¢do da mortalidade, conjugado
com a diminui¢do dos nascimentos, conduziu Portugal no caminho do

envelhecimento.

A esperanga de vida a nascenca ¢ o indicador demografico que espelha a melhoria do
nivel de saude nos ultimos 40 anos em Portugal (ver anexo 2). Apesar do Pais se
encontrar, ainda, em posi¢do inferior a média comunitaria, tem apresentado uma
evolucdo positiva neste indicador, tanto no sexo masculino, como no sexo feminino.
No entanto, a distancia entre homens e mulheres tem tido tendéncia a aumentar em

favor destas.

A populacdo idosa tem maior permeabilidade a determinadas doengas fisicas e sdo os
idosos quem mais recorre aos servigos de saude que até ao momento nao conseguiram
implementar um modelo de assisténcia capaz de satisfazer as suas necessidades, na
medida em que os seus problemas sdo especificos, sdo de longa duracdo, requerem
pessoal qualificado, equipas multidisciplinares, acompanhamento em permanéncia,

equipamentos proprios e exames complementares.

Entre 1980 e 2003 verificou-se uma descida acentuada na taxa de mortalidade
padronizada para todas as causas (ver anexo 2). A taxa de mortalidade padronizada
por doengas cérebro-vasculares, apesar da tendéncia decrescente verificada, continua

a ser a principal causa de morte e Portugal, no contexto da Unido Europeia, continua
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acima da média comunitaria e permanece no grupo dos cinco paises que apresentam

esta taxa mais elevada.*!

Entre 1980 e 2002 assistiu-se a uma inversdo das posi¢des relativas da mortalidade
por tumores malignos do pulmdo e do estomago. Apesar de Portugal ser um dos
quatro paises da Unido Europeia com as mais elevadas taxas de mortalidade por tumor
maligno do estomago, aquela tem vindo a decrescer paralelamente a da média da

Unido Europeia, ndo se prevendo que, nos proximos anos, possa descer abaixo desta.

A taxa de mortalidade padronizada por tumores malignos da traqueia, bronquios e
pulmdes teve um crescimento de mais de 50% desde 2000, passando, no sexo
masculino, de sexta a quarta causa de morte.A mortalidade por todos os tumores

. . , . L, - ., - T[4
malignos tem-se mantido estavel e abaixo da média comunitaria.

As doencas ndo transmissiveis e de evolucdo prolongada, fruto das suas
caractectisticas insidiosas, incapacitantes e tendentes para a cronicidade, tornam-se as
principais causas de morbilidade e mortalidade das pessoas idosas. Sabe-se, no
entanto, que grande parte das complicagdes destas doengas, pode ndo apenas ser

retardada no seu aparecimento, como minorada.

No contexto da patologia cronica que, em geral, mais afecta as pessoas idosas, ndo
sdo, habitualmente, valorizadas as deficiéncias visuais e auditivas, assim como o0s
problemas de satde oral, os quais tém importante repercussdo negativa,
nomeadamente no isolamento e estado de nutricdo destas pessoas bem como em todo

o seu equilibrio bio-psico-social.

No que se refere a doenca de Parkinson, a sua prevaléncia aumenta de 0,6% aos 65
anos, para 3,5% aos 85 e mais anos, sendo uma das doengas cronicas

neurodegenerativas mais comuns na populagdo idosa.

Ha que referir que a prevaléncia da deméncia aumenta, de 1% aos 65 anos, para 30%
aos 85 anos de idade, duplicando, entre os 60 e os 95 anos, em cada cinco anos e
sobrevivendo as mulheres com deméncia mais tempo do que os homens com esta

doenca, apesar de ser maior a incidéncia de doenca de Alzheimer no sexo feminino.

De igual modo, a prevaléncia de acidente vascular cerebral (AVC) aumenta com a
idade, de 3% aos 65 anos para 30% aos 85 e mais anos, sendo o AVC uma importante

causa de morte e de séria deficiéncia na Unido Europeia. Refira-se que as pessoas com
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doenga cardiovascular t€m um risco mais elevado, estimado em cerca de 30%, de

desenvolverem deméncia, incluindo a doenga de Alzheimer."!

Tendo em conta toda esta informagdo pode-se inferir que um Centro de Medicina
Molecular serd de extrema importancia para um diagnostico precoce essencialmente
de doengas neurodegenerativas, doengas cardiovasculares e tumores assim como para
pesquisa e aplicagdo de novas terapéuticas, nomeadamente terapéuticas

personalizadas, sendo aplicada também a medicina preventiva.

Por outro lado, parece que investir na prevengdo, reduzird substancialmente os custos

relativamente aos custos que se teriam no tratamento das doencas.

Aliado a investigagdo, o mercado avanca tendo em vista a oferta de produtos
vanguardistas que respondam cada vez melhor as necessidades da procura. E nessa

sequéncia que passarei a abordagem do mercado in vitro

1.4. Mercado in vitro

Em 2004, efectuou-se um estudo do mercado in vitro nos Estados Unidos da América

(EUA), avaliando o perfil de varias empresas, nos varios segmentos de mercado.

Este estudo teve em consideracdo os seguintes pontos: tecnologias; detalhes da
estrutura da industria; avaliacdo da cota de mercado das empresas e o perfil de 27

empresas.

A tabela 2 ilustra o total de vendas e as percentagens no mercado de 5 empresas no

top do mercado in vitro.

O mesmo estudo visou a previsao de evolugdo deste mercado até¢ 2009, concluindo-se
que o mercado in Vitro crescera 6.1% até 2009. As areas de imunodiagnodstico e
analises de quimica clinica continuardo no topo das ciéncias do IVD enquanto que os
produtos de diagnéstico molecular serdo os que irdo ter um maior crescimento (figura

3)

Ana Raquel Godinho Saiote 17



Centro de Medicina Molecular — Diagndstico in vitro

Tabela 2- Cinco empresas de top no Mercado IVD (Medical Product Outsourcing,

Junho 2006)

Empresa / pals de Origem | Vendas IVD Total de vendas da % Dos negoécios Totais da

($ Milhdes) empresa empresa no mercado IVD

($ Milhdes)

Roche Diagnostics $ 6,300 $ 27,000 23%
(Switzerland - U.S. HQ
Indiana)
Bayer Diagnostics $ 2,500 $ 32,000 8%
(Germany)
Beckman Coulter (U.S. - $ 6,300 $ 27,000 79%
California)
bioMerieux (France) $ 1,200 $ 1,200 100%
Diagnostic Products $399 $399 100%
Corp. (California)

Os laboratorios hospitalares irdo liderar o mercado baseado no aumento do
internamento dos utentes, servico de urgéncias ¢ actividades de cuidados pos-

cirurgicos.

] |
molacukar 1 6%
diabetes |
monitmring [ P

near |
AT
ooegulation The
MG |
BE3AYE
hematalagy 0

ciinical |
chamistry -H

urinalysia

bt
ricrobiol E o

0% 1064 20%

Figura 3 - Crescimento previsto (2004 a 2009) nas diferentes areas do diagnostico

In-vitro (Fonte: Roche)

Desta forma e tendo em conta a previsdo do crescimento nesta area de mercado assim
como a importancia do investimento na prevencdo da doenga e do papel do Centro de
Medicina Molecular passarei a debrucar-me sobre o funcionamento de um

Laboratério de IVD, assim como das tecnologias associadas ao mesmo."”’
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Capitulo 2 —-O Laboratorio de Diagnaostico in vitro

Um sistema de saude pode ser definido como uma soma de institui¢des prestadoras de
cuidados de saude (PCS) e de pessoas, que promovem, mantém e restabelecem a
saude publica. Entre as multiplas valéncias contempladas por um PCS encontra-se o

laboratorio de analises clinicas.

A principal missdo de um laboratério ¢ realizar servigos de analises clinicas e
toxicologicas, atendendo aos requisitos de qualidade e propiciando aos clientes,
através dos exames laboratoriais, auxilio a prevencdo, diagnostico, prognostico € ao

tratamento de diversas patologias.

Os fluidos que permitem obter os resultados clinicos pretendidos sdo o sangue, a
urina, o fluido cerebroespinal ou o esperma, entre outros, podendo ser analisados nas
varias areas de diagnostico in Vvitro: quimica clinica, imunologia, hematologia,

uriandlise, gasimetria e diagndstico molecular.

Este capitulo consiste numa breve abordagem a importancia e as tecnologias,
associadas a cada area, sendo primeiramente feita uma abordagem as tecnologias de
deteccdo de sinal, o factor fundamental para um correcto diagnostico. Serd
posteriormente feita uma descricdo do fluxo de trabalho para a realizagdo de

diagnostico in vitro e do layout de um laboratorio.

Este servigo ¢ transversal a muitos servigos clinicos, sendo parte integrante da rotina
clinica e, portanto, é importante que haja uma gestdo adequada dos recursos

envolvidos e um fluxo de trabalho optimizado.

2.1. Diagnostico in vitro

Segue-se uma breve introdug@o a tecnologias de detec¢do em diagnostico in vitro,
nomeadamente absorvancia, reflectancia, fluorescéncia e quimioluminescéncia.
Também os biosensores podem reconhecer biologicamente o analito, havendo
posteriormente uma transducao do sinal detectado. Aqui enquadram-se por exemplo,
0s imunoensaios € a potenciometria. Serd também efectuada uma breve abordagem as
varias areas do diagndstico in Vitro assim como uma associacdo destas tecnologias a

cada area de diagndstico
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2.1.1. Tecnologias

O sinal, num ensaio clinico, pode ser gerado de varias formas, dependendo tanto das
caracteristicas do analito alvo, como do objectivo do teste. Por vezes, o analito tem
caracteristicas intrinsecas que o permite identificar directamente na sua matriz. Na
maioria dos casos, tem que ser tratado com um reagente quimico extrinseco de forma
a gerar o contraste necessario a sua identificagdo. Sao estes reagentes quimicos que se
ligam ou reagem com o analito para gerar o contraste que sdo a base de grande parte

dos testes de quimica clinica, citoldgicos e histoldgicos.
As varias modalidades de detecg@o do sinal gerado, encontram resumidas na Tabela 3.

A deteccdo de um analito pode também ser efectuada através de reconhecimento

bioldgico, sendo utilizados biosensores.

Um biosensor pode ser definido genericamente como um sistema que consiste em

duas componentes basicas ligadas em série (figura 4):
- Um sistema de reconhecimento bioldgico (bioreceptor)

- Um transdutor

Figura 4 —
1 1

Esquema de ‘ B H Enzina ‘ ‘ D& H Cétula ‘ ‘me*m 4 Ogtico \

classificacéo de

biosensores

(Adaptado de
[71)

O principio basico de um biosensor ¢ detectar o reconhecimento molecular e

transformé-lo num outro tipo de sinal usando um transdutor. (figura 5).

20 Ana Raquel Godinho Saiote



Centro de Medicina Molecular — Diagnostico in vitro

Tabela 3 - Aplicacdes de Algumas Modalidades de Deteccdo em IVD (adaptado de

[5D

Deteccao Tipos de Ensaio Analitos Caracteristicas
Absorvancia Quimico, Quimicos Clinicos Parcialmente
Imunoensaio Auto-
Enzimatico (EIA) Compensador
Reflectancia Imunoensaio de | Drogas, Pequenas | Processamento
. Fluxo Lateral Moléculas Simplificado
Difusa
Imunoensaio de | Drogas, Pequenas e Grandes | Processamento
Fluxo Transversal Moléculas, Bactérias, Virus | Simplificado
Intensidade Imunoensaios  de | Drogas, Pequenas e Grandes | Bastante
Colorac¢do Directa, | Moléculas, Bactérias, Virus | sensivel

De Fluorescéncia

EIA, Sondas de
DNA
Polarizagdo Imunoensaios  de | Drogas, Pequenas | Ndo é necessaria
Coloragdo Directa | Moléculas separacao da
mistura
Quimioluminescéncia Imunoensaios  de | Drogas, Pequenas e Grandes | Extremamente
Coloracdo Directa | Moléculas, Bactérias, Virus | Sensivel.
Sensores Absorvancia Imunoensaio Drogas, Pequenas | Processamento
Waveguide Competitivo Moléculas Simplificado
Fluorescéncia | Imunoensaio Drogas, Pequenas | Processamento
Competitivo Moléculas Simplificado
Indice Ligacdo Especifica | Drogas, Pequenas e Grandes | Sem Reagentes
~ Moléculas, Bactérias, Virus | Extrinsecos
de Refracgdo
Sistemas Andlise de Imagem | Citologia, Histologia, | Combina
, . Microbiologia, Coagulacdo | cromatico e
de Imagem Classicos & gulag
morfologico
Multiplexed Fotométrico Drogas, Pequenas e Grandes | Throughput
Moléculas, Bactérias, Virus | melhorado
Espectrografico Hiperespectral Analise Celular Caracterizagdo e
Morfologia
Detalhadas.
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O principio basico de um biosensor ¢ detectar o reconhecimento molecular e

transforma-lo num outro tipo de sinal usando um transdutor. (figura 5).
i
It
Mleclar

.............. =

Arquivo Dados e
Display

Figura 5 - Diagrama do principio de funcionamento de um biosensor.(Adaptado de
[71)
Os transdutores (ver anexo 3) sdo classificados nas seguintes categorias:
(a) Opticos
(b) Electroquimicos
(c) Mass-Sensitive

Os bioreceptores sdo responsaveis por ligar o analito de interesse ao sensor de
medicdo. Os bioreceptores (ver anexo 4) podem ser classificados nas seguintes

categorias:
(A) Anticorpo/Antigénio
(B) Enzimas
(C) Acidos Nucleicos/DNA
(D) Estruturas Celulares

(E) Biomimétricos
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2.1.2. Areas de Intervencéo

Apos a breve abordagem as tecnologias de detec¢do segue-se uma descrigdo das areas

do diagnostico in vitro, assim como as tecnologias a elas associadas.

2.1.2.1. Hematologia

Esta area do diagnéstico in vitro engloba ensaios de coagulagdo, teste para
hemoglobinopatias e avaliagdo da morfologia de células da medula 6ssea. Os testes
mais rotineiros desta area sdo as contagens de células sanguineas e testes de

coagulagao.

Os sistemas de hematologia sdo baseados na fluorescéncia e usam como principios de
deteccdo a absorvancia e a citometria de fluxo para gerar uma rapida contagem de

células sanguineas.

Para analisar globulos vermelhos (volume e concentracdo de hemoglobina), por
exemplo, usa-se um laser. A quantidade de luz dispersa com um angulo pequeno (2°-
3°), ¢ dependente do volume da célula. A quantidade de luz dispersa em angulos
maiores (5°-15°) estd relacionada como indice de refrac¢do da célula. Esta medida

mede a concentragdo de hemoglobina nos glébulos vermelhos.

A contagem dos gldbulos brancos faz-se segundo o método de peroxidase. E utilizada
uma uma reac¢do citoquimica em duas fases utilizando uma enzima intracelular, a

mieloperoxidase, para diferenciar as células.

As células sao analisadas, pela adi¢ao peroxidase ao substrato, havendo alteragao de
cor, ou seja, trata-se de um método colorimétrico. E posteriormente medida a

absorvéncia da luz branca pela fonte de luz de tungsténio.!""

Na tabela 4 estdo resumidas fungdes de algumas andlises assim como os valores

normais dos parametros medidos.
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Tabela 4 - Medicdes de alguns parametros sanguineos (Adaptado de [11])

Analise O que mede Valores normais
Hemoglobina Quantidade desta proteina que | Homens: de 14 g a 16 g por
transporta oxigénio dentro dos | decilitro
globulos vermelhos. Mulheres: de 12,5 g a 15 g por
decilitro.
Hematocrito Proporgao de globulos | Homens: 42 % a 50 %

vermelhos no volume total de

sangue.

Mulheres: 38 % a 47 %

Volume globular médio

Valor estimado do volume dos

globulos vermelhos.

86 a 98 micrometros cubicos.

Contagem de globulos brancos

Quantidade de células brancas

4500 a 10 500 por microlitro.

num volume especifico de
sangue.
Contagem diferencial de | Percentagens dos diferentes | Neutrofilos segmentados: 34 %

globulos brancos

tipos de globulos brancos.

a 75 %
Neutrofilos em faixa: 0 % a 8 %
Linfocitos: 12 % a 50 %
Mondcitos: 15 %
Eosindfilos: 0 % a 5 %
Basofilos: 0 % a 3 %

Contagem de plaquetas

Quantidade de plaquetas num

volume especifico de sangue

140 000 a 450 000 por

microlitro.

A figura 6 ilustra os equipamentos da Siemens Medical Diagnostics para esta area.

i@

ik

ic)

Figura 6 — (a) ADVIA® 2120, (b) ADVIA® Autoslide Slide Maker Stainer, (c)
ADVIA® 120 (Adaptado de [12])
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2.1.2.2. Quimica Clinica

A quimica clinica é uma especialidade da quimica analitica aplicada a ensaios de
substancias fisiologicamente importantes, encontradas no sangue, urina, tecidos e
outros fluidos bioldgicos, que ajudam o médico a fazer um diagndstico ou a

acompanhar uma terapia de farmacos.

A quimica clinica tradicional esta dividida em dois diferentes tipos de anélise,
qualitativa e quantitativa. A analise qualitativa ¢ usada para encontrar a presenca de

uma dado elemento, ou composto inorganico em uma amostra.

Podem ser efectuadas andlises quimicas em geral (dcido fosfatase; albumina;
colesterol; trigliceridios entre outros); proteinas especificas (A;; B; Cs; C4; factor
reumatdide entre outras); monitorizagdo da terapéutica de farmacos - TDM (litio;
tobramicina; vancomicina; digoxina); e toxicologia (etanol; O6pio; metadona;

canabis).!"")

A fenitoina, por exemplo, ¢ um anticonvulsionante que requere monitorizacdo de
terapia, sendo monitorizada através de imunoensaio turbidimétrico. Este tipo de

imunoensaio ¢ também utilizado para quantificar proteinas do plasma.

Um parametro muito analisado em quimica clinica ¢ o colesterol. O colesterol ¢
analisado através de um ensaio homogéneo, colorimétrico em que ¢ utilizado um
detergente (devido a insolubilidade do colesterol em agua) que solubiliza apenas as
lipoproteinas ndo-LDL (low-density lipoproteins) libertando colesterol para reagir
com colesterol-esterase e colesterol-oxidase para produzir um produto incolor. Um
segundo detergente solubiliza as particulas LDL restantes e um reagente corante
permite a formacao de cor. O sistema monitoriza a alteragdao na absorvancia a 560 nm.
Esta alteracdo ¢ directamente proporcional a concentracdo de colesterol LDL na

amostra.

Também a quantificacdo do 4cido lactico ¢ efectuada utilizando a mesma tecnologia.
O 4cido lactico, presente no sangue como ido lactato ¢ um produto intermediario do
metabolismo de carbohidratos e deriva principalmente do cérebro, células musculares
e eritrocitos. Os niveis de lactato sdo medidos especialmente em casos de supeita de
hipoxia de tecidos e diabetes ndo-controlados. A concentracdo pode ser medida

através do plasma ou fluido cerebroespinal.
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No ensaio, a lactato-oxidase converte o lactato em piruvato e peroxido de hidrogénio.
Este, reage com acido diclorobenzenosulfidrico e 4-aminoantipirina na presenca de
peroxidase para formar um composto com cor. A geragdo de cor ¢ monitorizada a 520

nm.

Alguns equipamentos que utilizam as tecnologias acima referidas, estao ilustrados na

figura 7.

(8} )]

Figura 7 — (a) ADVIA® 1800, (b) ADVIA® 2400, (c) ADVIA® 1200, (d) ADVIA®
1650, (e) T60, (f) T30, (g) T20xt (Adaptado de [12])

2.1.2.3. Imunodiagnoéstico

Os imunoensaios sao a base dos testes de imunodiagnostico, ou seja dos testes que se
baseiam na especificidade da resposta imunitaria para detectar anticorpos, antigenos
ou linfécitos tendo como objectivo o diagnéstico de infecgdes, de reaccdo imunitéria,
de processos alérgicos ou neoplasicos, ¢ também para a deteccdo/quantificagdo de

hormonas ou drogas.

Embora o método mais seguro para se diagnosticar uma infeccao seja o isolamento e a
caracteriza¢do do agente infeccioso, isto nem sempre ¢ possivel ou pratico. Sdo varias
as razdes, nomeadamente porque o agente esta localizado em sitios de dificil acesso
(ex.: encéfalo), por nao se dispor de métodos simples, praticos ou seguros para o seu
isolamento ou cultivo (ex.: infecgdes por virus) ou porque o utente estd a tomar drogas

antiinfecciosas que impedem o crescimento do agente infeccioso in vitro.

Nestas circunstancias, as técnicas de imunodiagnoéstico sdo muito importantes ja que
permitem confirmar a infec¢do através da presenca de antigénios dos agentes

infecciosos ou, mais frequentemente, das "pegadas" por eles deixadas ao entrar em
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contato com o sistema imunitario: os anticorpos e os linfocitos. Como tanto os
anticorpos como os linfocitos sensibilizados apresentam especificidade para o agente
infeccioso que os induziu, a presenga destes componentes do sistema imunitario

indica infecg¢ao.

Os testes de imunodiagnostico sdo utilizados para o diagndstico de doencas
infecciosas, para a detec¢ao de anticorpos contra componentes do organismo nos
casos suspeitos de doengas autoimunes (ex: anti-DNA no lupus eritematoso e anti-
tireoglobulina nas tireoidites autoimunes), para a deteccdo de anticorpos contra
alergenios nas doengas alérgicas, para o diagnostico de gravidez e para detectar

antigénios de células tumorais ou os anticorpos por eles induzidos.

A endocrinologia laboratorial ¢ inserida muitas vezes na area imunodiagnostico. Para
diagnosticar o distirbio em utentes com suspeita de doenca endodcrina, o médico
realiza um cuidadoso historial clinico, exame fisico e provas laboratoriais. Dentre as
doencgas endodcrinas, metabolicas mais frequentes pode-se citar: diabetes Mellitus,
distarbios da glandula tiredide (hipotireoidismo, hipertireoidismo) obesidade,

dislipidemias e distirbios do crescimento.

Os equipamentos do porfolio da Siemens Medical Diagnostics utilizam
quimioluminescéncia como tecnologia principal. Por exemplo, para medir a

concentragdo de eritropietina (EPO) (ver figura 8):

Técnica
Sandwich 2

e % PY pg @Mimar

& incubar

Diluente

Conjugado policlenal Amostra contendo 4+ 350 4 FParticulas paramagnéticas
antl-EPO fosfatase eritropoietina 10 min revestidas com anti-mouss
alcalina Ablmouse anti-EPO MAb

f_! i;?.u‘ 5°C

Misturar &
incubar a

36.5°C, 20 Fortnag¥o da o Lavar3
_— - sandwich b d "R Veres

+ ?1?;?;2:; =% IDncubar Smin  Dioxstano P Diozetano Luz

Figura 8 - Imunoensaio para determinacdo da concentracdo de EPO (Adaptado de
[13]

O sinal produzido ¢ directamente proporcional a concentragao de EPO.
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No caso de parametros do grupo de testes para doengas infecciosas como € o caso de

Rubella IgM ou Rubella IgG, ¢ utilizado ELISA (ver figura 9).

Técnica
sandwich
i 365°C

ra -
y (™ gs
Incubar a 36.5°C,
15min

Amostra contendo anti-IgG Particulas paramagnéticas o Lawvar
rubella virus + revestidas com Ag rubella == 3yezes
s isa 5
Comugado ;ﬁs?m £
Compl Aati-1gG bumano 3657 g:r F 4 L
OMplEzs MAb-fosfat ormagio do o, Liatvar
Agfhb alca]maos ey 10 tmin = complezo 22 Iveres
Ad«ctonar Im:ubar

Dioxetano-P Dioxetano Luz
* cubstrato

Figura 9 — Imunoensaio para determinacdo da concentracdo de anti-lgG rubella
virus (Adaptado de [13])

Neste caso o sinal produzido ¢ directamente proporcional a concentracdo de anti-IgG

rubella virus.

Na figura 10 sdo apresentados alguns exemplos de equipamentos.

|
w = B2 B om_ = D [
== ﬁ.‘—_*' T i, !J.:é
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(@) L]
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 — -
) ] (i)

Figura 10 — (a) Immulite 2500, (b) Immulite 2500SMS, (c) Immulite 2000, (d)
Immulite 1000, (e) Immulite, (f) Advia Centaur XP, (g) Advia Centaur, (h) Advia
Centaur CP, (i) ACS:180® SE Automated Chemiluminescence System (Adaptado de

[12])
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2.1.2.4. Gasimetria

A gasimetria consiste na leitura do pH e das pressdes parciais de O, e CO, numa
amostra de sangue. A leitura é obtida pela comparagdo destes pardmetros na amostra
com os padrdes internos do aparelho. A amostra pode ser de sangue arterial ou
venoso, no entanto ¢ importante saber qual a natureza da amostra para uma
interpretacdo correcta dos resultados. Quando se estd interessado numa avaliagcdo da
performance pulmonar, deve ser sempre obtido sangue arterial, pois esta amostra dara
informacao a respeito da hematose e permitira o calculo do contetido de oxigénio que
estd a ser fornecido aos tecidos. No entanto, se o objectivo for avaliar apenas a parte

metabolica, podera ser efectuada gasimetria venosa.
O pH e as pressdes parciais sao medidos por potenciometria directa.

Ao calcular os resultados para o pH, a concentracao estd relacionada com o potencial
através da equacdo de Nernst. Este teste mede a concentracdo da quantidade de
substancia de i0es de hidrogénio na frac¢do plasmatica de sangue total arterial, venoso
ou capilar (expresso como o logaritmo negativo da actividade molar relativa dos ides

de hidrogénio).

Também os ides soédio, potdssio e cloreto podem ser medidos através de
potenciometria, utilizado electrodos ido-selectivos e sendo o eléctrodo de referéncia o

de cloreto de potéssio.

A instrumentagdo, nesta area, ¢ normalmente utilizada em casos de urgéncia, estando
acoplado um sistema de co-oximetria, permitindo também a medicdo de glucose,
hemoglobina e lactato havendo, portanto, tecnologia fotométrica para estes

parametros.

Os equipamentos da figura 11 podem efectuar medigdes de gases sanguineos.

(a) (b2 (c)

Figura 11 — (a) RapidLab 1200, (b) RapidPoint 400 series, (c) RapidLab 248/348
(Adaptado de [12])
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2.1.2.5. Diagnostico Molecular

Diagnéstico Molecular € um campo emergente na area de andlises clinicas
laboratoriais. Basicamente, utiliza técnicas de Biologia Molecular para o estudo do
DNA/RNA de agentes infecciosos ou de alteragdes genéticas do proprio organismo,

auxiliando no diagndstico e progndstico de doengas infecciosas, genéticas e cancro.

O desenvolvimento do Diagndstico Molecular possibilitou uma grande evoluciao nas
analises de rotina de laboratérios clinicos e industriais. Organismos de cultivo dificil
ou impossivel tornaram-se passiveis de serem analisados. Exames citogenéticos
convencionais estdo a ser substituidos por ferramentas moleculares. A determinagao
de predisposi¢do para certos tipos de cancro e doencas cardiovasculares tem-se
tornado realidade. Em poucos anos, o diagndstico molecular evoluiu de uma mera
curiosidade tecnologica para um campo vasto e complexo, com potencial para
revolucionar a ciéncia e a pratica da medicina. Actualmente, considera-se irreversivel
a tendéncia mundial desta area para obter um lugar de destaque nos laboratorios de
analises clinicas e patoldgicas humanas uma vez que torna possivel analisar doencas
infecciosas e genéticas humanas e animais utilizando tecnologias de ponta como

técnicas de hibridizacdo molecular e PCR, por exemplo.m]

Os testes mais recentes para diagndstico

molecular utilizam principalmente a = N -

. ~ - Ry | e
tecnologia de bDNA. Sao produtos de
diagnéstico  molecular os  kits (a) (k) ()

representados na figura 12.

Figura 12 — (a) VERSANT HIV RNA 3.0, (b) VERSANT HBV DNA 3.0 Assay, (c)
VERSANT HCV RNA 3.0 Assay (Adaptado de [12])

Outras tecnologias, sdo as de amplificagdo e sequénciacdo de DNA. A mais utilizada ¢

a amplificacdo mediada por transcri¢do, mais rapida que PCR (Figura 13).

5 l '_ . Figura 13 - VERSANT HCV RNA Qualitative Assay (TMA)
(Adaptado de [12])

30 Ana Raquel Godinho Saiote



Centro de Medicina Molecular — Diagnostico in vitro

2.1.2.6. Urianalise

Aplicando um conjunto de exames a urina de um doente, incluindo a avalia¢do de
caracteristicas fisicas da urina (cor, concentragdo, turvagdo), microscopia na busca de
eventuais anormalidades morfologicas e andlise quimica pormenorizada pode
verificar-se se a funcdo renal se encontra normal ou se existem alteragcdes no aparelho
urindrio ou noutros sistemas, nomeadamente no sistema cardiovascular, podendo ser

diagnosticada hipertensao.

Se uma gota de urina de uma colheita recente for espalhada em camada fina sobre a
superficie de uma meio nutritivo e incubada na estufa, qualquer bactéria se
multiplicard e formaré colonias. A aparéncia dessas coldonias no exame microscopico
ira permitir a identificacdo do organismo causador da infec¢do no trato urindrio.
Existe uma grande variedade de tiras de teste para se medirem de uma forma rapida e
simples determinadas substancias, como a glucose na urina (um nivel alto indicia que
o doente sofre de diabetes mellitus). Procuram-se ainda outras substancias, tais como
sangue, proteinas, bilirrubina, entre outras. Devem ainda determinar-se a acidez e a
concentragdo urinaria. Estes exames baseiam-se numa simples mudanca de cor na tira
de papel (com reagentes), que, quando mergulhada na urina, sofre reacgdes que lhe

vio alterar a cor."”!

Também em urianalise ¢é utilizada a citometria de fluxo € métodos fotométricos,
incluindo colorimétricos. Os equipamentos utilizados em laboratério podem ser

visualizados na figura 14.

Figura 14 — (a) ADVIA®

- .1 = e Urinalysis WorkCell, (b
_...Ilg':g E a..:- B y (b)
_— = s, ) Clinitek Atlas Automated

--._.____________f.r
@ ®) - (© Urine Chemistry Analyzer, (c)

UF-100 Urine Cell Analyzer,

g TN Q (d) Clinitek Atlas Automated

@ ® Urine Chemistry Analyzer

(Carousel), (e) Clinitek 500 Urine Chemistry Analyzer (Adaptado de [12])

Estes sdo, no entanto, testes relativamente morosos. Enquanto o utente aguarda os
resultados, ou mesmo em consultdorio médico ou urgéncias podem ser aplicados

métodos mais rapidos, nos quais se utilizam instrumentos portateis e reagentes de
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rapida ac¢do (métodos colorimétricos). Na figura 15, podem ser visualizados alguns

equipamentos e reagentes que se podem utilizar.

\uh -
Figura 15 — (a) Clinitek Status Analyzer, (b) = .

Clinitek 500 Urine Chemistry Analyzer, (c) @

Clinitek Microalbumin Reagent Strips (resultados

&

de albubina,creatinina e racio
albumina/creatinina num minuto), (d) Multistix
PRO Reagent Strips (racio proteina/creatinina para deteccdo de doenca renal) (e)

Multistix 10 SG Reagent Stripes (para infec¢bes no tracto urinario) (Adaptado de

[12])

2.2. Fluxos de Trabalho num Laboratério IVD

Nesta seccdo ¢ apresentada uma descricdo do fluxo de trabalho para a realizagdo de
diagnéstico in vitro, as responsabilidades e fungdes dos recursos humanos envolvidos
e a caracterizagdo das varias tarefas. Para além destes tOpicos apresenta-se a

importancia da automacao no trabalho laboratorial.

2.2.1. Introducéao

Durante um fluxo de trabalho, documentos, informagado ou tarefas sido transferidos de
um recurso (humano ou maquina) para outro. Um fluxo de trabalho optimizado
permite melhoria na utilizagdo dos recursos, uma diminui¢do dos tempos de espera,
aumentando a eficiéncia da prestacdo de cuidados, permitindo também melhorar o

controlo do processo e o servigo prestado ao cliente.

Assim, num laboratério IVD, ¢ importante ter em conta nao sé os recursos humanos e

as salas existentes mas também os equipamentos utilizados no servigo.
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2.2.2. Competéncias e Responsabilidades do Pessoal do Laboratdrio

De forma a delinear as competéncias e responsabilidades dos recursos humanos,
procedeu-se a uma pesquisa e analise de legislagdao e de manuais de boas praticas para

o trabalho num laboratorio de diagnéstico in vitro.

De realcar que cada laboratorio tem as suas regras e organigrama internos € compete a
cada um definir as qualifica¢des para o desempenho de uma fungao sendo os recursos
humanos envolvidos a referir o administrativo, o técnico superior, técnico de analises

clinicas, o auxiliar e o médico especialista.

A escrita de todos os procedimentos e todas as etapas dos exames laboratoriais ¢é
obrigatoria, desde a colheita até a entrega dos resultados. Esses procedimentos
operativos associados ao controlo da qualidade sdao um elemento do sistema de

garantia da qualidade dos laboratorios que realizam exames laboratoriais. '’

2.2.2.1. Médicos Especialistas

Os especialistas em patologia clinica ou analises clinicas, t€ém a sua responsabilidade a
garantia de qualidade do laboratério assim como a validagao biopatoldgica dos

resultados.

Entende-se por validagdo biopatologica o controlo da verosimilhanca e da coeréncia
do conjunto dos resultados das analises efectuadas para uma pessoa, tendo em conta o

seu estado clinico, os tratamentos de que foi alvo e os resultados anteriores.!'®’

O director técnico deve ser um médico especialista em Patologia Clinica ou um
farmacéutico especialista em Andlises Clinicas que, sendo o responsavel maximo por
todos os aspectos cientificos e de organizacdo do laboratério, compete-lhe a escolha
de métodos optimizados, recomendados pelas sociedades cientificas nacionais ou
internacionais deste ambito ou validados por ele proprio segundo um procedimento
que permita a transferibilidade dos resultados, ou seja que permita compard-los com

os obtidos noutros laboratérios.!¢!

2.2.2.2. Enfermeiro

O enfermeiro apresenta um fluxo de trabalho transversal, sempre que utentes
necessitem de algum cuidado de saude ou sempre que seja necessario efectuar

colheitas em internamentos.
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A responsabilidade do enfermeiro passa também por detectar quaisquer possiveis

indisposic¢des do utente apos a colheita.

Os enfermeiros devem também assegurar uma documentagao apropriada do estado do
utente e do tipo de colheita a efectuar. Podem participar ainda na manuteng¢do do

inventario de materiais utilizados no servico.
2.2.2.3. Técnico Superior

Os técnicos superiores tém fundamentalmente funcdes de supervisdo e de
responsabilidade sobre os técnicos de andlises clinicas. Podem também efectuar a

validagdo biopatologica dos resultados.
2.2.2.4. Técnico de Analises Clinicas

As competéncias do técnico consistem na realizagdo de todo o processo laboratorial,
desde a colheita até a preparagdo e armazenamento da amostra sendo ainda da sua

competéncia o processamento nos equipamentos e a validagao técnica dos resultados.

Entende-se por validagdo técnica dos resultados a verificacdo da conformidade das
condi¢des de execucdo com os procedimentos e tem em conta nomeadamente os
resultados obtidos no controlo interno da qualidade que ¢ indispensavel para a

~ . R . . ~ [16
detecgio de anomalias, avaliagdo de erros e sua imediata correcgdo.'®

2.2.2.5. Auxiliar de Andlises Clinicas

O auxiliar tem como fung¢do principal o transporte das amostras do local de colheita
para o laboratdrio central. Por vezes dao apoio as colheitas e verificam se € necessario

repor os stocks.

2.2.3. Mapeamento dos Fluxos de Trabalho

A sistematizagdo de informagao relativamente ao fluxo de trabalho num laboratorio de
IVD de acordo com a realidade nacional ¢ importante para melhorias e optimizagao

do mesmo.

A caracterizacdo dos processos envolvidos no fluxo de trabalho ¢ feita em termos de

espacos, recursos, meios e tempos de dura¢ao envolvidos.

Em geral, associadas a um laboratério de IVD estdo as sala de espera, recepgao, sala

de colheitas, sala de recepcdo de amostras, zona de processamento pré-analitico,
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armazéns, laboratdrio central (ou sectores) e gabinete técnico Os equipamentos
utilizados neste tipo de exames pode variar muito, dependendo do sector e das

competéncias do equipamento.

Paralelamente ao fluxo do utente e independente deste, existe um fluxo de informagao
ou de outros recursos. Em conjunto, estes fluxos constituem o fluxo de trabalho desde
que o utente entrega a requisicdo para o exame, até a0 momento em que recebe o

relatorio final.

Seguidamente, descrevem-se e caracterizam-se em termos de recursos as varias
tarefas que constituem o fluxo de trabalho num laboratorio de IVD, considerando as

possibilidades de fluido bioldgico a analisar a urina ou o sangue. (ver figura 16)

B T
t Pt

Recepgio Y

Espera ¥t
Colhetas pell %l ¥
|1-ré-f|ﬂlaalitica ' i

Laberatério ? ' i

Gabinete
Técnico ' i

Legenda
11 Pariente ' Auiliar

TA mistrativa Espec.ia]ista.-’Técnico
Superior
i Técnico Andlises
Clinicas

Figura 16 - Fluxo de Trabalho num Laboratorio

1) O utente d4 entrada no servico de analises clinicas e espera até entregar a

requisi¢do para o exame, na recepcao, ao administrativo.

2) O administrativo regista o utente e fornece a informag¢do sobre quando estardo

prontas as andlises. Sdo impressas as vinhetas para identificagdo dos
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3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

recipientes. Caso o fluido bioldgico a analisar seja a urina, o administrativo

fornece um recipiente proprio. E efectuado o pagamento.

a) Caso o fluido a recolher seja urina: O utente dirige-se a casa de banho e

efectua a recolha.

b) Caso o fluido seja sangue: O utente desloca-se para a sala de espera, onde
aguarda ser chamado pelo técnico ou através de um sistema de senhas

numeradas.

a) O utente da o recipiente ao técnico responsavel e dirige-se para casa, onde

aguarda os resultados.
b) O utente ¢ chamado, deslocando-se, em seguida, a sala de colheitas.

Na sala de colheitas, o técnico responsavel pela colheita, recolhe informacgao
acerca de medicagdo que o utente poderd estar a tomar e que poderd

influénciar os resultados e efectua a etiquetagem dos tubos.

Apos a recolha da informacao o técnico efectua a colheita do fluido bioldgico,
sendo este colocado nos recipientes etiquetados na tarefa anterior e
acondicionados dependendo da substdncia a analisar (colocados em gelo,

anticoagulante, entre outros)

ApoOs a colheita de sangue, o utente dirige-se para casa onde aguarda o
resultado das analises, dependendo o tempo de espera do tipo de substancia a

analisar. O técnico aguarda novo utente.

O auxiliar transporta as amostras recolhidas para o laboratério tendo em
atencdo a adequada termoestabilizagao das amostras, de acordo com as suas
caracteristicas e da andlise a realizar, atendendo ao tempo e a distancia, para

posterior andlise.

No laboratério, as amostras sdao recebidas em sala propria, onde se efectua a
fase pré-analitica do processo. Esta fase pode demorar mais ou menos tempo,
envolver mais ou menos técnicos dependendo do nivel de automatizacdo do
laboratorio. No entanto, este assunto sera abordado mais a frente neste

trabalho.
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10) O técnico faz a triagem e centrifugacdo das amostras. Caso o laboratorio
trabalhe também com aliquotas procede-se a aliquotagem e, posteriormente a

distribuicao em paralelo pelos varios sectores.

11) Em cada sector, procede-se a analise dos parametros requeridos ou ao
armazenamento das amostras uma vez que existem parametros que, devido ao
seu custo elevado, exigem um determinado numero de amostras de modo a ser
gasto apenas um kit. O tempo de analise e o nimero de recursos humanos
envolvidos dependem do nivel de automatizacdo e do tipo de equipamento

utilizado, assunto que ¢ focado mais a frente, no aspecto da optimizagao.

12) Apds a analise, o técnico faz uma validagdo técnica do resultado (se o aparelho
esta calibrado, se os reagentes estdo bem acondicionados, entre outros) ou
seja, se garante que o processo decorreu dentro dos pardmetros de qualidade.

Caso seja necessario, procede-se a repeticdes.

13) Os resultados sdo entdo enviados para o gabinete técnico onde se encontra o
especialista que faz a validacdo biopatoldgica, ou seja, controla a
verosimilhanga e a coeréncia do conjunto dos resultados das andlises
efectuadas para um utente, tendo em conta o seu estado clinico, os tratamentos

de que foi alvo e os resultados anteriores.
14) O relatorio final € enviado para a recepgao

15) O utente dirige-se a recep¢do e o administrativo entrega-lhe o relatorio. Ha
também a possibilidade de ser entregue uma password ao utente que lhe

permite aceder aos resultados online.

Uma vez que, segundo o manual de boas praticas laboratoriais, cada director técnico ¢é
responsavel pelo funcionamento do laboratdrio que esta sob a sua direcgao, sera feito

na parte IV o estudo do fluxo de trabalho em dois servigos.

2.2.4. Automatizacado de Laboratoério

O processo de obten¢do de resultados clinicos através de analise in vitro é um
processo delicado, uma vez que envolve o manuseamento de fluidos bioldgicos,

podendo envolver contaminagdo quer da amostra quer do técnico.
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Com vista a redugdo de erros humanos, os sistemas de integragdo/automatizacao sao

frequentemente utilizados nos laboratorios de modo a tornar os resultados mais

(17
fiaveis. (7]

Na figura 17 observam-se as diferencas entre o fluxo de trabalho em laboratérios ndo

automatizados e automatizados, respectivamente.
» " » ‘ » ‘ , ‘ > -‘ v D ‘ >/ T
‘ - ‘ - ‘ - ‘ : T/ R . T - 1‘ ;

Figura 17 - Fluxo de trabalho num laboratério ndo automatizado vs. Fluxo de
trabalho num laboratério automatizado(Fonte: Siemens Medical Solution

Diagnostics)

A tecnologia de automagao de laboratorios consiste numa integragdo de hardware e
software desenhados para efectuar o processamento ¢ analise das amostras. Pode ser

definida como qualquer equipamento, software ou processo que permita o aumento da

eficiéncia do laboratorio.!'®!

Estes sistemas apresentam vdrias vantagens, nomeadamente o facto de permitirem
efectuar multiplas analises no mesmo tubo o que dispensa, na fase pré-analitica, a

divisdo das amostras em aliquotas. Outras vantagens sao:
= Melhoria ou manutencao da qualidade dos testes
» Reducdo da redundancia nos testes
* Avangos nas tecnologias laboratoriais
» Redugdo na instalagdo e custos dos servigos

» Disponibilidade de sistemas plug-and-play

Reducao de custos de manutengao

A automagdo e integracdo num laboratorio permite lidar simultaneamente com um

grande volume de testes, proporcionando disponibilidade aos recursos humanos para
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efectuarem outras tarefas, como a validagao técnica dos resultados e a analise do

controlo de qualidade permitindo, na globalidade, a diminui¢éo dos custos.!"”

A tecnologia de automacao laboratorial clinica deve a sua grande utilidade a
funcionalidade, sendo esta definida como o conjunto de fungdes efectuadas ou
suportadas por essa tecnologia. Existem diversas caracteristicas fundamentais para

sistemas de automacgao, nomeadamente a filosofia de design do sistema

O hardware de automacao pode ser instalado na forma de um sistema de automacgao
completo (automacdo total do laboratorio) ou como hardware que efectua apenas
tarefas especificas (automac¢ao modular). Esta consiste em analisadores consolidados,
analisadores integrados, workcells modulares ¢ automagdo pré e pods-analitica,
permitindo efectuar tarefas como descapsulacio de amostras, centrifugagao,

aliquotagem e controlo de qualidade numa tnica plataforma.

Convém nesta altura, fornecer algumas definicdes que permitem uma melhor

compreensao deste assunto.

Entende-se por consolidacédo analitica, o acto de combinar varias técnicas analiticas
em apenas um equipamento denominando-se por equipamento consolidado, um
instrumento que combina varias técnicas analiticas, podendo combinar,

nomeadamente, reagentes de quimica e de imunoensaios.

Por integracdo de tarefas entende-se a integracdo de varias tarefas automatizadas
num processo continuo. Por exemplo, uma centrifuga pode ser integrada com um

analisador.

Existem também equipamentos mecanicos que permitem o movimento de amostras
entre equipamentos de armazenamento e gestdo de amostras (figura 18). Depois da

analise as amostras sdo automaticamente movidas para um buffer de output.

[

Figura 18 — Um sistema

de automacao
q ‘ n H laboratorial total (TLA)
Centrifuga  Analisador Workcelf é uma Comb|na(;é.0 de

de amostras Lo neada Gestor de amostras — Buffers de input e
por brago robético output conectados por uma estelra inStI’umentOS que

efectuam a maior parte
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das tarefas analiticas e pré-analiticas no laboratorio. As amostras podem ser
aliquotadas directamente no analisador de amostras ou removidas por um braco

robético para serem colocadas no analisador. (Adaptado de [18])

A uma combinagdo de gestor de amostras com instrumentos ou instrumentos
consolidados, da-se o nome de workcell (figura 19). Por exemplo, uma workcell inclui
um buffer de amostras, o transporte para o instrumento analitico e, finalmente, o
armazenamento no buffer de output. Existem varios tipos de workcell, nomeadamente

workcell modular, pré-analitica e workcells integradas.

Figura 19 — Uma workcell automatizada consiste num gestor de amostras, numa
centrifuga (como opcdo), um manipulador

mecénico (normalmente um braco robdtico) e Gestor de amostras

um analisador (Adaptado de [18]).

Caso a instrumentagdo utilizada na workcell ,
Centrifuga

esteja configurada como interface directa do

gestor de amostras, a workcell ¢ denominada Brago robitico  Analisador
articulado

por modular (figura 20). Portanto, uma

workcell modular ¢ definida como sendo composta por componentes modulares que

sao desenhados para serem facilmente conectados de forma a criar um sistema de

trabalho analitico.

Figura 20 — Uma workcell modular. O gestor de amostras

Analisadores
R DR envolve a frente (ou parte de tras) dos modulos analiticos

IE . -El que sdo desenhados para operar optimamente como

instrumentos automatizados. (Adaptado de [18])

Gestor de A t , ,y- .
esior de Amostas Uma workcell pré-analitica (figura 21) automatiza as

tarefas de acesso e processamento de amostras. Pode incluir, por exemplo, verificacao

de erros nas amostras, cédigos de barras, centrifugacao e aliquotagem.

Centrifuga

]

Figura 21 — Workcell pré-

analitica € configurada com

Aliquotador L.
Amostras efectuam a maioria das tarefas

Gestor de Descapsulador equipamentos mecanicos que
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requeridas antes da analise.(Adaptado de [18])

Um sistema que permite a automacgao/integracdo do trabalho laboratorial ¢ o ADVIA

WorkCell (figura 22).

Figura 22 - ADVIA WorkCell (Adaptado de
[12])

A automacdo ¢ uma questdo de extrema

importancia em optimizagao.

As trés fases do processo de obtengdo de
resultados em andlises clinicas podem ser

automatizadas:

- Fase pré-analitica: recepcao e separagao de amostras, centrifugacao e descapsulagao,

aliquotagem e etiquetagem.

- Fase analitica: gestdo do processamento das amostras

- Fase pods-analitica: auto-verificacdo/validagdo, localizagdo e recolha de amostras,
arquivo

A fase pré-analitica ¢ a que mais hospitais e laboratorios pretendem automatizar, uma
vez que ¢ a fase que consome mais recursos, ¢ uma zona propicia a erros e onde se
procede a muitas tarefas repetitivas podendo provocar stress e doengas profissionais

nos técnicos.

Como se pode ver na figura 23, cerca de 65% do tempo de trabalho em hospitais e

laboratoérios ¢ dedicado a fase pré-analitica.

Andlise Resultados Testes Reflexos
16%

s  ecan Figura 23 - Distribuicdo do tempo de
o trabalho.  Fonte: Argent Consulting,
Processamanto

BB%

Equipamento
iGestio & Manuteng do)

o worldwide survey 2004

Transperte da Amostra
2%

Também os custos, por amostra, em termos de reagentes e investimentos em recursos

sdo superiores na fase pré-analitica (figura 24)
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Requisigdes
10%

Figura 24 - Custos, por amostra. Fonte:

Pé&s-analitica
Pre-analitica

Enterprise Analysis Corp., laboratories surveyed 15% 15%

from US, England, Australia and Netherlands —

Analitica

2004 30%

Assumindo todas as tarefas como manuais, o tempo de trabalho pré-analitico ¢

distribuido da forma representada na figura 25.

Verificar Detalhes
7%

Introdugdo de Dados
Separagio 3
29 T

Centrifugagao Descapsulagao Retirar saco e colar CB
9% %, 13%

Figura 25 - Distribuicdo do tempo de trabalho pré-analitico, Fonte: Siemens Medical

Solutions Diagnostics

Os sistemas automatizados pré-analiticos t€ém impacto em 50% do trabalho, podendo
efectuar as tarefas de centrifugacdo, aliquotagem (ou separacdo) e descapsulagao,

diminuindo o tempo da fase pré-analitica.

Na fase analitica a maior parte do tempo ¢ dispendida a carregar equipamento (figura

26).

BRecolher Amostras
B Carregar Equip.
UProcurar Amostras R R . .~
opreparacao Equip. | Figura 26 - Distribuicdo do tempo de
EManutengao
2% 5% 6% Bac/Calibragio o H
SN e =Validagao | trabalho na fase analitic. Fonte: Siemens

. Medical Solutions Diagnostics

1% - .
19% Existindo uma estrutura fisica de
transporte das amostras entre a area de carregamento dos tubos, os equipamentos, ¢ a
area de descarregamento ¢ possivel diminuir o tempo de resposta do laboratério assim

como o trabalho dos técnicos.

Os resultados laboratoriais devem ser validados pelos profissionais com competéncia
para tal. O conjunto de dados e o plano de distribuicdo da informagao deve ser o

alicerce de um laboratdrio automatizado (figura 27).
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Figura 27 - A complexidade dos sistemas de

Sistema de Informagdo Hospitalar

informacéo laboratorial esta a adaptar-se a

crescentes necessidades de input e output

existentes num laboratério automatizado. A

Automagao

informacdo sobre o utente é inserida

Controlo do
processo

manualmente na base de dados do sistema
de informacdo laboratorial (LIS) e no

sistema de informagcdo do horpital. O

Informagio do Paciente

funcdo dos sistemas automatizados, armazenando e manipulando conhecimento sobre

software de controlo de processo regula a

a performance e estado do sistema. Este contolo de processo € fundamental para o

sucesso de um sistema automatizado (Adaptado de [18])

O fluxo bidireccional de dados num laboratorio ¢ efectuado de e para o sitio onde ¢
gerado, sendo posteriormente fornecida informagao clinica importante para o hospital,

clinica ou até mesmo directamente para casa.

Os laboratorios automatizados requerem maior capacidade de decisdo do que o LIS
pode fornecer. Usando técnicas semelhantes as industriais, construiu-se software de
apoio a decisdo também considerado software de controlo de processo. Este tipo de
software pode, por exemplo, direccionar as amostras para as areas de processamento e
de trabalho, fazer download de requerimentos de testes, repetir testes, fazer restes
reflexos e fazer o tracking da progressdo das amostras e dos resultados no sistema,

podendo ainda dar suporte ao armazenamento das amostras.

2.3. Layout

Os laboratorios clinicos estdo a sofrer rapidas mudangas respeitantes tanto as
actividades realizadas como aos processos tecnologicos utilizados em testes de

diagnostico. Como resultado, o layout e as infraestruturas tém também atravessado

uma evolugio paralela.!'”!

O design de um laboratdrio ¢ a resposta a quatro grandes desafios:

* Flexibilidade

= Seguranga
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» (Qualidade ambiental
= (Custos

As estratégias para uma boa flexibilidade na constru¢do de um novo laboratdrio

consistem em:
* Organizag¢do em zonas flexiveis
» Implementacdo de sistemas plug-and-play
= Utilizagdo de mobiliario e equipamento modular/flexivel/movel
* Implementagdo de um plano aberto.

O equipamento ¢ um factor central na fung¢do de um laboratério clinico e um factor
em constante mudancga e inovagdo. Portanto, cré-se que o espaco deve ser organizado
em trés zonas de diferente flexibilidade (altamente flexivel, semi-flexivel, pouco
flexivel), que correspondem a requisitos tecnologicos, uma vez que cada vez mais se
verifica ser essencial organizar o espago por tecnologias (automatizadas vs.

processamento manual) em vez dos departamentos tradicionais.!'”’

As areas clinicas que utilizam primariamente sistemas automatizados (nomeadamente
quimica e hematologia) em conjunto com as areas de recep¢do e processamento de
amostras devem constituir a zona mais flexivel. Esta area processa a maioria dos
testes rotineiros, englobando aproximadamente 75% do volume total. E também a

parte do laboratorio mais susceptivel a alteragdes.

Os sistemas de automatiza¢do mais frequentemente utilizados em cada area devem
estar localizados junto as areas centrais de recepgdo e processamento. A localizagdo
desta area central deve estar directamente conectada a um caminho publico que
permite o armazenamento de grande numero de amostras vindas de vérias
localizag¢des, nomeadamente de fora do edificio/laboratorio. Esta drea deve também
estar ou proximo da zona semi-flexivel. Esta, alberga areas de testes especiais que
envolvem uma combinacdo de processamento semi-automatizado e processamento
manual. O plano aberto para a zona mais flexivel deve estender-se até a zona semi-
flexivel em algumas 4areas que possam acomodar equipamento necessario a varias
zonas do laboratorio. Algumas zonas de testes na area semi-flexivel requerem a
existéncia de espagos fechados para se manter a qualidade do ar, a seguranca ¢ a

confidencialidade.!”!
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Os escritorios e areas de suporte devem ser localizadas na periferia do laboratorio, na

zona menos flexivel, de modo a ndo quebrar 0 workflow. (figura 28)

Figura 28 - Plano aberto (Adaptado de
[19])
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equipas e do fluxo de amostras. Esta
tactica permite que o laboratorio

permanega funcionalmente viavel e capaz de aceitar novas tecnologias.

Factos que podem ter impacto na eficiéncia do laboratério sdo o ponto de colheita, a
forma de transporte da amostra, a afiliagdo do utente com o hospital, os tipos de teste

requisitados ¢ o0 método usado para o teste.

A zona mais flexivel deve ser a mais aberta e as barreiras fisicas (paredes e mobiliario
fixo) devem ser evitadas de modo a permitir um bom workflow entre workstations.
Idealmente, a zona mais flexivel deve ser adjacente a um espago com possibilidade de

~ (1
expansio."”!

Uma preocupagdo latente na maioria dos laboratorios consiste na disponibilidade de
pessoal qualificado. Existe também preocupagdo relativamente a lesdes devido &s
exigéncias fisicas devidas ao caminhar excessivo. O layout do laboratério deve
adaptar-se a alteragcdes no workflow durante o dia — desde os picos de trabalho até aos
turnos da noite, onde um pequeno nimero de pessoas da cobertura a multiplas areas.
Outra op¢ao para aumentar a eficiéncia e qualidade ¢ a utilizacdo de sistemas
automatizados. No futuro, o software sofrera mais alteracdes do que o hardware num
laboratorio automatizado onde os sistemas de informacdo sdo independentemente
integrados no equipamentos e ¢ feita a interface com os sistemas de informacao dos
hospitais, tornando-se o acesso a estes sistemas obrigatdrio para suportar o fluxo de

transferéncia de informacao através de meios técnicos e também através de contacto

directo.

Os sistemas plug-and-play devem estar presentes, particularmente nas areas altamente

automatizadas. Fontes de corrente, por exemplo, devem estar livres de modo a
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permitir alteragdes e recolocacdo dos equipamentos. A maioria dos laboratorios
clinicos devem ter uma infraestrutura que ndo restrinja a localizacdo fisica dos
equipamentos ou mobilidrio. Deve também ser planeada de modo a receber
capacidade adicional. O pessoal do laboratorio estd sujeito a condigdes perigosas na

medida em que existe um elevado potencial de exposi¢ao a doengas infecciosas.

O aumento de equipamento de alta tecnologia na zona mais flexivel provoca mais
emissoes de calor havendo uma necessidade de estabilizar a temperatura ambiente.
Para assegurar o bem-estar do pessoal, os sistemas de ventilagdo e ar condicionado
(HVAC) devem ser localizados em zonas separadas e devem ser planeadas de modo a

possibilitar modificagdes quando necessario, deste modo a qualidade do ar mantém-
se.[2]

Outro aspecto importante para que os laboratérios se possam adaptar facilmente a
mudancas ¢ a adop¢do de mobiliario e workstations modulares de modo a responder

rapidamente a alteragdes em processos tecnologicos.

Devido as rapidas inovagdes na tecnologia, ciéncias médicas e cuidados de saude, as
forcas motrizes do mercado estdo a levar os PCS a rever o papel e natureza dos
servigos de um laboratério clinico que estdo a encarar grandes alteragcdes, em

particular na cada vez maior dependéncia de sistemas de automagao.

Uma das solugdes muito utilizadas, hoje em dia, ¢ a utilizagdo de cadeias que

consolidem parametros, como se pode observar na figura 29.

il

D @
Figura 29 - Uma das versdes de uma cadeia automatizada para imunogquimica.

Fonte: Siemens Medical Solutions Diagnostics

Trata-se de uma cadeia de 4 m de um sistema de imunoquimica combinado. E
composto por um sistema de imunodiagnéstico (ADVIA Centaur), dois de quimica

(ADVIA 1650s ou ADVIA 2400s) ¢ um sample manager, utilizando o CentralLink
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que permite a ligagdo bidireccional com o LIS suportando também as ligagdes

individuais com o sistema de automagao (ADVIA Workcell ou ADVIA LabCell).

2.4. Optimizacao

O aumento da automatizacdo no equipamento laboratorial tem provocado impactos
nao sO no espago requerido para o funcionamento do laboratério como também na sua

estutura organizacional.

Para uma boa optimizacdo do processo laboratorial ha que ter em atencdo aspectos

como:
a. Caracteristicas do laboratorio

Se esta dividido em sectores ou ndo, que tipo de andlises efectua, tipo de fluxo (se

trabalha apenas com tubo primario ou se também trabalha com aliquotas).
b. Recursos Humanos

Numero de especialistas, técnicos superiores, técnicos de analises clinicas, auxiliares,

administrativos; Saber quais as competéncias de cada tipo de recursos humanos.
c. Recursos Fisicos

Que salas existem no laboratorio e qual a sua lotagdo, que tipo de equipamentos e

sistemas informaticos existem.
d. Modelo Organizacional

Saber quantos pontos de colheita existem, horarios das colheitas e do processamento
de amostras, se recebe urgéncias ou amostras de outros laboratérios, calibragdes,
politica de controlo de qualidade, nimero de amostras recepcionadas, niumero de

amostras processadas.

Todos estes aspectos tém que ser conhecidos para se fazer a melhor optimizagdo

possivel.

Relativamente as caracteristicas do laboratorio o facto do laboratorio trabalhar com
aliquotas ou apenas com tubo primario influencia a optimiza¢do na medida em que se
trabalhar apenas com tubo primario convém consolidar pardmetros no minimo de

equipamentos possivel. Caso trabalhe com aliquotas convém automatizar a fase pré-
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analitica (especialmente na aliquotagem) para que estas possam ser direccionadas em
paralelo para cada sector do laboratorio. Dai que também seja conveniente saber
quantos sectores existem e que areas abrange cada um. Pode também existir um
sistema que permita a execuc¢do das andlises de maior urgéncia e de maior volume em
primeiro lugar e s6 depois efectue as aliquotas e as envie para outros sectores. Nestes
sistemas, cerca de 90 % do trabalho pode ser efectuado de forma automatizada

poupando tempo na aliquotagem.

Este facto, levanta a questdo da importancia de saber se o laboratdrio recebe urgéncias

ou ndo e se sim, que protocolo segue com as urgéncias. E conveniente ter duas

maquinas, para que exista um backup em caso de avaria.

O equipamento ¢ um aspecto fundamental na optimizagdo. Como ¢ Obvio, um
equipamento que realize 1000 testes/hora ¢ diferente de um equipamento que realize
500 testes/hora. Quanto mais rapido, mais amostras se podem processar. Dai ser
importante ter o conhecimento do volume de amostras recepcionado por dia e também

do horario de recep¢ao de amostras e das colheitas.

Um equipamento com 25 posi¢des refrigeradas para reagentes a bordo ¢ diferente de
um equipamento com 50. O ultimo permite fazer um menu mais amplo de testes, sem
que se tenham que substituir os reagentes a meio do trabalho, para realizar as outras
amostras. O facto de os compartimentos serem nao refrigerados também implica mais
trabalho técnico uma vez que no final do dia hd que retirar todos os reagentes e
guardar no frigorifico e no dia seguinte ha que voltar a coloca-los no equipamento,
comegando o processamento da andlise mais tarde do que poderia comegar caso os
compartimentos fossem refrigerados. Todas estas caracteristicas sdo importantes para

optimizar custos com recursos humanos.

Um projecto de optimizagdo focado na automatizacdo, tem como objectivo alterar a
forma como o trabalho do laboratorio ¢ efectuado. Isto envolve alteragdes ndo apenas

. . . 20
a nivel de ferramentas e processos como também a nivel de tarefas e estrutura.”*”’

A automatizacdo ¢ importante na medida em que diminui os custos, reduz o nimero
de recursos humanos necessarios para elaborar o mesmo trabalho assim como o tempo

de resposta do laboratorio.
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O sistema informatico ¢ a base de um laboratorio e pode diminuir até 50% do trabalho
de um técnico num dado equipamento. E também importante na identificagio do tubo
através de codigo de barras (o tubo entra nos equipamentos que comunicam com O
sistema informdtico e sabem exactamente os testes que tém que fazer para aquela
amostra), sendo fundamental para evitar erros de identificagdo de amostra,
programacdo de testes em equipamento e transcrigdo de resultados (feita
automaticamente dos aparelhos para o sistema informatico). Pode também permitir
que depois os resultados sejam visualizados on-line e normalmente possui ferramentas
como modulos de estatistica, de controlo de qualidade ou de facturacdo para que os

laboratorios possam facturar aos subsistemas de saude.

Os horarios de colheita e de processamento de amostras sao importantes na medida
que permitem uma melhor gestdo dos recursos humanos assim como uma escolha
mais acertada dos equipamentos. Se o laboratorio receber todas as amostras de manha,
pode ter dois técnicos s6 a tratar da parte pré-analitica (identificagdo, triagem,
centrifugacdo, aliquotas) e da parte da tarde processar todas as amostras com outro
turno com um determinado numero de técnicos, em funcdo do numero de
equipamentos. Se for recebendo amostras ao longo do dia, ¢ melhor ter um técnico a
efectuar a fase pré-analitica e ir processando amostras nos equipamentos. Neste caso
convém ter equipamentos que permitam carga continua de reagentes e consumiveis
para ndo ter que parar o trabalho a meio para os preparar. A velocidade dos mesmos
ndo necessita ser tdo grande como no primeiro caso. Relativamente as colheitas, caso
se processem apenas de manhd e haja trabalho laboratorial a tarde, os técnicos que

terminam as colheitas podem também realizar outras tarefas.

E de extrema importincia garantir a boa qualidade dos resultados. Nessa medida é
importante conhecer o programa de controlo de qualidade definido no laboratorio
assim como a execucdo da calibracdo dos equipamentos, sendo esta dependente do

tipo de testes.

Os recursos humanos e as suas competéncias sao fundamentais para saber quem faz o
qué e, fundamentalmente, para o mapeamento do fluxo de trabalho. As salas
existentes sdo relevantes na medida em que muitas vezes, o espago fisico ¢ a maior

limitag@o para a optimizag¢ao de um laboratorio.
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Capitulo 1 - Concepcao de um Laboratorio Modelo

Considerando os principios descritos no capitulo anterior, o Manual de Boas Praticas
Laboratoriais (MBPL) e um volume de trabalho de, no minimo, 600 amostras/dia, ¢
estabelecido, neste capitulo, um plano para um laboratério de diagndstico in vitro em

termos de equipamentos, layout e recursos humanos/fluxo de trabalho.

1.1. Introducéo

Os factores mais importantes num laboratorio sdo o tempo de resposta do laboratorio

e a garantia de qualidade dos resultados.

A qualidade deve ser uma preocupagdo essencial e constante pelo que o
desenvolvimento de um sistema da qualidade dinamico e continuo se torna

imprescindivel para o correcto exercicio profissional nos laboratorios.

O registo escrito de todos os procedimentos ¢ obrigatério, abrangendo todas as etapas
dos exames laboratoriais, desde a colheita até a entrega dos resultados. Estes
procedimentos operativos associados ao controlo da qualidade sdo um elemento do

sistema de garantia da qualidade dos laboratorios que realizam exames laboratoriais.

O director especialista técnico tem total autonomia e independéncia profissional
devendo assegurar que as recomendagdes contidas no MBPL sejam seguidas no
laboratério, assim como nos laboratorios com que estabeleca contratos de
colaboragdo, pelo que ¢ imprescindivel a sua interven¢do nos actos de gestio com

influéncia na realiza¢do dos exames laboratoriais.

O bom servigo prestado pelo laboratério depende da boa articulagdo entre os varios
recursos, devendo estabelecer-se relagdes de interdependéncia e de

complementaridade entre eles.

1.2. Layout e Equipamentos

Em diagnostico in vitro, como ja tem vindo a ser referido, o layout é importante na
medida em que deve garantir um fluxo de trabalho fluido além de ter que ter em conta

todos os aspectos de protec¢do num laboratério. (ver figura 30)
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As dimensdes, a construgdo ¢ a localizagdo do laboratério devem estar conformes a
actividade nele desenvolvida e, devendo a disposi¢do do espago do laboratorio

favorecer a boa execug¢do das utilizacdes previstas.

Assim, considerando um laboratério com um volume de trabalho de, no minimo, 600
amostras/dia, existira uma area para recep¢ao, uma area para secretariado e arquivo,
uma sala para validacao biopatoldgica de resultados, duas salas para colheitas, duas
areas afectas a actividades técnicas do laboratorio, uma area para lavagem do material

e dois lavabos (doentes e funcionarios).

As areas laboratoriais formardo um conjunto continuo, estando separadas umas das
outras. Existirdo areas de armazenamento, a temperatura adequada, para as matérias-
primas, reagentes e consumiveis. Estas, serdo diferentes das areas de conservacao de
amostras biologicas. A sala de armazenamento de matérias-primas e/ou reagentes

;- . . . / 1
toxicos ou potencialmente perigosos ou contaminantes estara separada.''®

As duas areas afectas a actividades técnicas sao a sala para biologia molecular e a sala

analitica (para as restantes areas de [VD).

Na sala analitica ¢ efectuada a triagem das amostras, sendo estas posteriormente
colocadas numa workcell pré-analitica que envia a informagdo sobre a recepgdo da
amostra para o LIS. O espaco analitico devera ter um plano aberto, semelhante ao
referido em 2.3, parte II, onde na zona central devera estar um sistema automatizado
integrado com trés gestores (um para pré-analitica) de amostras, dois sistemas de
quimica clinica, dois de imunodiagnodstico, um de hematologia, dois sistemas para
urianalise e dois analisadores para coagulacdo, bem como equipamentos para

velocidades de sedimentacao.

Na area semiflexivel encontrar-se-4 a area de diagndstico molecular, uma vez que ¢ a
menos automatizada. Nesta area proceder-se-a a testes de quantificagdo (carga viral)
do VIH-1, VHC, VHB, testes para a determinagao do gendtipo do VHC e testes para a
deteccao do RNA do VHC.

Segundo 0 MBPL, um laboratério ndo devera ter uma area inferior a 120 m”.
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Figura 30 — Esquema do layout do laboratério modelo

O sistema informatico implementado neste laboratdrio permitird uma gestao de dados
do paciente e dos controlos de qualidade em todos os equipamentos no laboratorio,

quer estejam na cadeia ou ndo.

Desde o momento da colheita, o sistema informatico permite a garantia de que todas
as amostras chegam ao laboratorio. Todos os resultados s3o automaticamente
validados tecnicamente e associados a ficha do utente. Estes resultados sdo enviados
por via informatica para o médico que os valida biopatologicamente, sendo
posteriormente colocados no sistema hospitalar. Tanto o utente como o médico
prescritor podem aceder a estes resultados através de uma password cedida quando ¢
aberta a ficha do utente aquando da colheita (caso o utente opte por esta modalidade),

salvaguardando-se, evidentemente, a devida protec¢ao de dados.
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1.3. Modelo Organizacional

O laboratoério estara dividido da forma representada na figura 31.

Direcgéo
[
[ [ |

Departamenta de
Garantia de Contralo Superisdo Téchica Secretariado
de Qualidade

Isnsaanurq?.ﬁmica . Sector de Urianalise Sector de Diagnostico

Hematologia e Parasitologia Malecular

Figura 31- Organigrama do laboratério modelo

Este laboratorio efectuara colheitas apenas da parte da manha (das 8h as 12h). O
protocolo de colheitas serd o seguinte: 1 tubo para hemograma + 1 tubo para

coagulacdo + 1 recipiente urina + 1 tubo Unico para imunoquimica.

As colheitas necessitardo de uma pré-marcacao, sendo marcados 10 utentes cada meia

hora, evitando assim as esperas desnecessarias.

Existirdo outros pontos de colheita e sera possivel a recepcao e andlise de amostras
ndo s6 de outros laboratorios mas também de urgéncias. O sector de Diagnostico
Molecular funcionara apenas uma vez por semana, devido ao pouco volume de

amostras para esta area.

Deve ser verificado regularmente se os procedimentos em vigor, aprovados e datados,
sdo postos em pratica pelo pessoal. Devera existir um ficheiro cronoldgico de todos os
procedimentos e conservar em separado um ficheiro morto dos procedimentos em

desuso, havendo uma certificagdo da gestao regulamentar dos arquivos.

O laboratério deve manter actualizada uma lista de todas as analises efectuadas com o
equipamento existente bem como daquelas que envia para laboratérios com os quais

estabeleca contratos de colaboracao.

As normas de utilizacdo e manuten¢do dos aparelhos estardo permanentemente a
disposi¢ao do pessoal e deverdo ser respeitadas por este. Devem estar previstos
procedimentos alternativos em caso de mau funcionamento de um aparelho (utilizagao

de outras técnicas ou envio das amostras para outro laboratorio).
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A eliminacdo de residuos devera estar conforme a legislagdo em vigor, deve ser
conduzida de forma a n3o por em risco a satde do pessoal do laboratério ou do

pessoal encarregue da sua recolha e ndo deve ser fonte de poluicao do ambiente.

Em cada zona de actividade do laboratorio, estardo disponiveis os procedimentos
operativos relativos as operacdes que ai sdo realizadas. Estes procedimentos nio sdo
fixos, mas sim adaptados a evolugdo dos conhecimentos e¢ dos dados técnicos.
Qualquer alteracdo de um procedimento deve ser escrita, datada, aprovada pelo
responsavel autorizado para esse efeito e divulgada junto do pessoal. Cada amostra
biologica deve ser tratada separadamente para que seja possivel relacioné-la

inequivocamente com o resultado.
Os procedimentos operativos incidirdo especialmente sobre os seguintes pontos:

= A preparacdo do doente para a colheita a efectuar (jejum, dieta e outras

restrigdes aplicaveis);
= O tipo de amostra;

= A escolha do recipiente destinado a receber o produto/amostra e eventuais

aditivos (anticoagulantes ou outros reagentes);

* A identificagdo do doente (incluindo nome, idade, sexo e informacao clinica

relevante) e da amostra;
» A colheita (anexar a lista dos pardmetros solicitados);
= As interferéncias conhecidas e relevantes (medicamentos, alimentos e dados);
* As condicdes de transporte da amostra;

* A introdugdo dos parametros solicitados no sistema informatico do

laboratorio;
= QOs critérios de rejei¢ao da amostra;
* O processamento pré-analitico da amostra;
= Os reagentes (preparacdo, utilizacdo, seguranga e conservacao);
» Os aparelhos utilizados (utilizagdo, manutengdo, calibragio);
= O processamento analitico com referéncia ao método utilizado;

* Asregras de validacdo e a propria validacdo;
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= A transmissao dos resultados;
= A conservacao da amostra antes e depois da analise;
= A gestdo dos sistemas informaticos existentes;

* A manuten¢do dos locais e dos materiais de trabalho (limpeza, organizagdo,
condi¢des especiais: temperatura, corrente eléctrica e humidade, quando

aplicavel);
* A garantia da qualidade.
1.4. Recursos Humanos

Existe e est4 definida a relacdo dos cargos e responsabilidade do pessoal que trabalha

neste laboratério.

Considerando que estamos a falar de um laboratério totalmente automatizado, e tendo
em conta que o numero minimo de amostras didrias que o laboratério pode ter, de
acordo com o layout, é de 600 e considerando que o nimero de pessoas a fazer o
trabalho técnico e auxiliar no laboratério depende do numero de amostras/dia, para
este laboratorio sera de integrar 6 médicos, 9 técnicos e 2 auxiliares, distribuidos da

seguinte forma (tabela 5):

Tabela 5 - Alocagem dos Recursos Humanos num Laboratério VD Modelo

Pré- Imuno- | Hematologi | Uriandlis | Micro- | Biologia | Tota

Analitic i a e biologi | Molecula |

quimic
a a r
a

Especialistas 2 1 1 1 1 6
Técnicos lou2 2 1 1 2 1 8 ou

9

Auxiliares 2

Administrativo 3

s

Dois dos técnicos asseguram as colheitas de manha;
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1.5. O Fluxo de Trabalho

Segue-se a descri¢do do fluxo de trabalho nas areas de imunoquimica e hematologia

no laboratorio modelo.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

O utente d4 entrada no servico de andlises clinicas e espera até entregar a

requisicdo para o exame, na recep¢ao, ao administrativo.

O administrativo abre a ficha do utente no sistema informatico contendo todas
as informagdes pessoais e dos parametros a analisar. Fornece informagao sobre
quando estardo prontas as analises e sdo impressos os codigos de barras para
identificacdo dos recipientes. Sao estes codigos de barras que serdo lidos,
posteriormente, pelo sistema analitico. Caso o fluido bioldgico a analisar seja a
urina, o administrativo fornece um recipiente proprio. E efectuado o
pagamento ¢ ¢ dada a opgdo de ser fornecida uma password ao utente para

posterior consulta dos resultados.

a) Caso o fluido a recolher seja urina: O utente dirige-se a casa de banho e

efectua a recolha.

b) Caso o fluido seja sangue: O utente desloca-se para a sala de espera, onde
aguarda ser chamado pelo técnico ou através de um sistema de senhas

numeradas.

a) O utente da o recipiente ao técnico responsavel e dirige-se para casa, onde

aguarda os resultados.
b) O utente ¢ chamado, deslocando-se, em seguida, a sala de colheitas.

Na sala de colheitas, o técnico responsavel pela colheita, recolhe informagao
acerca de medicagdo que o utente poderd estar a tomar e que poderd

influénciar os resultados e efectua a etiquetagem dos tubos.

Apos a recolha da informacao o técnico efectua a colheita do fluido bioldgico,
sendo este colocado nos recipientes etiquetados na tarefa anterior e
acondicionados dependendo da substincia a analisar (colocados em gelo,

anticoagulante, entre outros)
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7)

8)

9)

Apbs a colheita de sangue, o utente dirige-se para casa onde aguarda o
resultado das analises, dependendo o tempo de espera do tipo de substancia a

analisar. O técnico aguarda novo utente.

O auxiliar transporta as amostras recolhidas para o laboratorio tendo em
atencdo a adequada termoestabilizagdo das amostras, de acordo com as suas
caracteristicas e da analise a realizar, atendendo ao tempo e a distancia, para

posterior andlise.

No laboratorio, as amostras sdo recebidas pelo técnico e colocadas no sistema
pré-analitico (automatico), onde as amostras que nao requerem centrifugagao
sdo enviadas para o suporte apropriado, sendo as restantes centrifugadas e
descapsuladas. As amostras que ndo requerem aliquotagem sdo direccionadas
directamente para a suporte apropriado. Nas que ¢ necessario efectuar
aliquotagem, ¢ avaliado o volume de soro ou plasma disponivel, os tubos para
aliquotas sdo preparados e etiquetados e ¢ colocado o volume apropriado em
cada tubo, sendo as aliquotas direccionadas directamente para os suportes dos

proprios gestores de amostras.

10) O sistema de gestao de amostras proporciona uma leitura do coédigo de barras,

encaminhando cada tubo para o equipamento devido, sendo ai efectuada a

analise dos parametros.

11) Apds a andlise, o equipamento efectua a validagdo técnica, ou seja, se garante

que o processo decorreu dentro dos parametros de qualidade e ordena as
amostras para se encontrarem facilmente,sendo o técnico responsavel pela

validacdo. Caso seja necessario, procede-se a repetigoes.

12) Os resultados s3o entdo enviados pelo sistema informatico para o médico

especialista que faz a validacdo biopatologica, ou seja, controla a
verosimilhanga e a coeréncia do conjunto dos resultados das andlises
efectuadas para um utente, tendo em conta o seu estado clinico, os tratamentos

de que foi alvo e os resultados anteriores.

13) O relatério final ¢ enviado para a recep¢do também através do sistema

informatico, é colocado no sistema do hospital.

14) O utente e 0 médico prescritor tém acesso aos resultados.
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Figura 32- Fluxo de trabalho num laborat6rio modelo
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Capitulo 1 - Estudo de caso pratico

De modo a dar resposta a carga de trabalho, pode dotar-se um laboratoério com
sistemas de automacgdo de tecnologia avangada, proporcionando um modelo

organizativo que permite optimizar os recursos materiais € humanos actuais.

Como ja se referiu, a simplificagdo do processo desde o momento em que o clinico
solicita andlises at¢ ao momento em que recebe um relatério fidvel, assim como a
seguranga do pessoal no laboratorio, a reducdo de erros, a consolidacdo de
parametros, o tempo de resposta do laboratorio, as normas de qualidade e controlo dos

custos sdo aspectos importantes a ter em conta na optimizagao.

Para estudo de caso pratico, foram escolhidos um servi¢o de patologia clinica de um

hospital ptblico e uma clinica privada.

Para o efeito, e com base em visitas efectuadas a outros laboratorios assim como na
pesquisa efectuada, foi elaborada antecipadamente a Checklist constante do anexo 5
ao presente relatdrio. Assim, sera possivel um estudo de todo o processo, assim como
uma comparag¢do entre os dados recolhidos em ambos os laboratorios e uma defini¢cao

da optimizagdo para o funcionamento dos mesmos.

1.1. Clinica Privada

No dia 12 de Junho de 2007 desloquei-me a clinica com o objectivo de estudar o
funcionamento do laboratorio, procedendo a uma andlise da estrutura organizacional
da mesma assim como a medicdo de alguns tempos considerados mais relevantes.
Este estudo permitir-me-a concluir acerca do tempo de resposta e da produtividade do

laboratorio.
1.1.1. Processo Actual

O servico de andlises clinicas da clinica privada engloba os sectores de Quimica
Clinica, Imunologia, Hematologia e Microbiologia, estando divididos em duas areas
distintas: microbiologia com area exclusiva e os restantes sectores partilham o mesmo

espago.
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Focando apenas Quimica Clinica, Imunologia e Hematologia, e para termos desde ja
uma ideia da dimensao do servi¢o, podemos dizer que dao entrada por dia, cerca de

1000 amostras.

Para dar resposta as necessidades, em termos de recursos humanos, existem 4 médicos
especialistas, 5 técnicos superiores, 9 técnicos, 1 auxiliar e 8 administrativos,

distribuidos da seguinte forma (tabela 6):

Tabela 6- Distribuicdo dos Recursos Humanos pelos diferentes sectores da clinica

privada
Imunologia | Hematologia | Quimica | Microbiologia | Separagédo | Total

Especialistas 1 1 1 1 4
Técnicos 1 3 1 5

Superiores
Técnicos 1 1 1 3 2 9%*
Auxiliares 1
Administrativos 8

*Ao fim do dia, por vezes, vem mais um técnico para fazer citometria de fluxo.

Neste PCS, efectua-se colheita das 7h30 — 17h30, ndo havendo necessidade de pré

marcagao.

Ao chegar a clinica o utente retira uma senha com um nimero dependendo do tipo de

exames que vai efectuar:

- A000: Levantar resultados

- FO0O: Utentes prioritarios (gravidas, utentes em cadeira de rodas)
- B000: Exames (TAC, Ecografia, Holter, MAPA)

- C000: Analises Clinicas

Aguarda depois ser atendido num dos 8 balcdes (figura 33), onde sdo registados no
sistema os seus dados e as analises a efectuar, ficando as amostras como estando em
falta até darem entrada na sala de separagdo (pré-analitica). O utente pode optar entre

ir buscar os resultados ou obté-los via e-mail.
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Figura 33 —A esquerda: Recepcao e Registo dos utentes. A direita: sala de espera.

As salas de colheitas (figura 34) sdo seis, estando em cada sala um técnico que tem a
seu cargo chamar o utente, confirmar os dados, etiquetar os tubos e colocé-los,

separados, nos suportes:

- Tampa amarela: Soro

- Tampa roxa: Hemograma

- Tampa azul clara: Coagulagao
- Tampa cinzenta: Glicose

O tempo que um técnico demora a fazer a colheita ¢ influenciado por varidveis como
a experiéncia do técnico, o tipo de utente (se € uma crianca, um idoso) e as
inesperadas indisposi¢des. Sao efectuadas, em média 170 colheitas por dia neste

posto.

Figura 34 - Sala de colheitas

Ainda na zona das colheitas, um auxiliar ou
um técnico procede as centrifugagdes

necessarias.

No laboratoério, diariamente, sdo
recepcionadas cerca de 1000 amostras provenientes dos varios pontos de colheita da

clinica (cerca de 7) e de outros laboratorios. Estas amostras chegam ao inicio da tarde

Esquematicamente, o laboratorio estd dividido nas seguintes areas (figuras 35 e 36):
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- Zona de colheitas:

6 salas de colhsitas

Figura 35 - Zona de colheitas. A sala de

espera tem capacidade para cerca de 100 Sela de Espera

Recepgdo

pessoas.

Separado por um corredor de cerca de 50 m

de comprimento encontram-se as areas pré-

analitica e analitica.

Anatomia Patolbgica

[
|

CGalinete Anetorma Palologica

Gabinetas Técnicos .
Hamatalagia
Imunelogie e

Quimica Clinica

Sala de separagdo

Figura 36 - Area analitica e pré-

analitica

Micrabickogia

Na sala de separacdo, o trabalho comeca a meio da manha (por volta das 11h). As
amostras provenientes deste ponto de colheita (figura 37) vém ja separadas por tipo de

analise, identificadas pelas tampas de diferentes cores, referidas anteriormente.

Figura 37 - Amostras provenientes da sala de

colheitas, antes de darem entrada

Nesta sala (figura 38), apenas se d4 entrada das

amostras no sistema fazendo passar os codigos de

barras no sistema. Caso existam tubos mal

centrifugados procede-se a nova centrifugacao.
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Figura 38 — A esquerda: sala de separacéo. A direita: centrifugas

Depois de dar entrada, as amostras sdo descapsuladas e ficam no suporte até que um

técnico as va buscar (figura 39).

Figura 39 - Amostras descapsuladas e
prontas para serem transportadas para zona

analitica

Para as urgéncias existem requisi¢des cor-

de-rosa, sendo as amostras colocadas

directamente nos equipamentos, para que o

tratamento seja mais rapido que as restantes amostras.

Caso haja amostras em falta, ou seja, caso tenha havido resultados muito diferentes do
normal, ou o soro tenha sido insuficiente, proceder-se-4 a nova colheita, sendo estes

casos, além de guardados no sistema, reportados em requisi¢des de cor verde.

No laboratério, a partir das 8h30, procede-se aos controlos de qualidade e a

preparacao dos equipamentos comegando o trabalho por volta das 11h.
Os suportes sdo transportados da sala de separagdo para a zona analitica.

A zona analitica esta dotada com um sistema Workcell (figura 40) com dois sample
manager, um ADVIA120 (Hematologia), trés ADVIA Centaur (Imunologia) e dois
ADVIA1650 (Quimica Clinica).
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Y Existem ainda outros equipamentos como o

Figura 40 - Workcell

.
.

g Immulite 2000 (figura 41). Depois de as amostras
_ percorrerem toda a cadeia, o sample manager
= . organiza todos os tubos, caso tenham que ir para
outro equipamento ou ndo. Ha portanto um técnico responsavel por cada sector
(hematologia, imunologia e quimica clinica) que verifica se esta tudo a correr como
previsto, retira os suportes quando estdo cheios e os coloca nos equipamentos

respectivos.

Figura 41 - Immulite 2000

No final, os tubos sdo organizados (pelo sample manager)
de forma a serem encontrados caso seja necessario repetir
algum teste ou realizar testes reflexos. Os tubos sdo

guardados 24h.

A validagdo ¢ feita pelo médico especialista do sector.

Existem testes que ndo se realizam diariamente, nomeadamente os testes para Virus
Herpes Simplex tipos I e II, Clamydia, parvovirus, micoplasma, 170OH-Progesterona,

Testosterona livre, Cardiolipinas, Reninas e testes de autoimunidade.

Segundo os técnicos, entre 98-100% das amostras recepcionadas diariamente estdo

prontas ao fim do dia de trabalho.

Para a analise dos tempos, visando a capacidade de resposta do laboratério (com base
na figura 42) nos sectores de hematologia, imunologia e quimica clinica, considerou-
se de grande utilidade seguir um utente e a amostra correspondente, desde a colheita
até que o utente va buscar o relatorio (considerando que o utente escolheu essa
opc¢do). Porém, esta metodologia revelou-se impraticavel, pelo que, em alternativa,

optei pela seguinte metodologia:
1- Medir o tempo que o utente demora na zona das colheitas:

a) Tempo de espera antes de ser admitido (T1 — Utente espera por vez)
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b) Tempo de espera antes de ser chamado para entrar na sala de colheitas

(T3 — Utente espera ser chamado)

¢) Tempo que decorre entre a entrada na sala de colheitas e a saida.(T5 —

Colheita da amostra)

d) Tempo que decorre desde que o utente entra no servigo até que sai do

Servigo.

2- Medir os tempos de algumas tarefas desde o momento em que as amostras

chegam ao laboratdrio até os parametros requeridos serem analisados:

a) Tempo que leva a dar entrada das amostras aquando a sua recep¢ao

(T7 — Recepcao das amostras)
b) Tempo que demora a descapsulagdo. (T8 — Descapsulacao)

Revelou-se impraticavel recolher o turnaround time (tempo que uma amostra fica na

cadeia), uma vez que depende do niimero e do tipo de testes a efectuar.

Foi impossivel recolher tempos relativos a emissao e validagao do relatorio.
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Apresento os resultados relativos aos tempos recolhidos in loco no anexo 7, vindo a

seguinte analise estatistica relativamente as colheitas na tabela 7 (efectuada em Exel).

Tabela 7 - Analise estatistica dos dados recolhidos na zona de colheitas da clinica

unidades: minutes

Tempo de
Tempo de Espera Tempo da Tempo
Admissao | antes da Colheita Total
Colheita
Media 4.84 874 3,19 16,88
Erro-padrao 0,25 0,23 0,19 0,37
Mediana 5,34 10,01 3,06 16,62
Desvio-padrao 1,02 0.az 0,75 149
Yariancia 1,04 0,84 057 222
Minirmo 275 5,78 215 14 47
Maxirmo 5,33 10,72 042 18,00
Coeficiente de
Variacan 0,21 0,08 0,24 0,0a

O tempo de admissao tem uma média de 4 minutos ¢ 56 segundos, o tempo de espera
antes da colheita tem uma média de 9 minutos e 44; O tempo médio de colheita ¢ de 3
minutos e 11 segundos e a média do tempo total (desde que o utente entra até que sai
do servi¢o) ¢ de 16 minutos e 53 segundos. Das variaveis aqui consideradas, ¢ o
tempo total que apresenta uma maior dispersdo (tem valor mais elevado de desvio-
padrao), devido ao tempo que o utente espera para ser chamado. Este factor ndo se
pode controlar, uma vez que ha a possibilidade da sala de colheita ficar mais tempo
ocupada devido a possiveis indisposi¢des ou um acesso IV mais dificil (maximo ¢ de
6 minutos ¢ 20 segundos). O tempo de colheita tem menor dispersdo (hd menor
divergéncia de dados). O coeficiente de variagao ¢ util para a comparagdo em termos
relativos do grau de concentracdo em torno da média. Se menor ou igual a 0,15 -
Baixa dispersdo - homogénea, estavel; Entre 0,15 ¢ 0,30 - Média dispersdo e se maior

que 0,30 - Alta dispersdo — heterogénea.

Sera também Ttil efectuar um estudo de outliers, ou seja determinar as observagdes
numericamente distantes dos restantes dados. Este estudo foi feito utilizando o
software R, estando representados na figura 43 os graficos referentes aos dados

recolhidos na clinica, na zona de colheitas.
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Figura 43 - Estudo de outliers na amostra recolhida na zona de colheitas da clinica

Verifica-se um outlier no tempo de espera (6 min 47 s), provavelmente devido ao
utente ter chegado numa altura em que as colheitas estariam a ser feitas mais
rapidamente, ou em que houvesse menos utentes em espera. O outlier relativo a

colheita (5 min 25 s) pode dever-se a uma indisposi¢ao do utente.

Relativamente as tarefas T8 e T9, o procedimento foi contar o nimero de tubos em
cada suporte e verificar quanto tempo demorava a dar entrada e descapsular,

respectivamente, cada suporte tendo sido obtida a andlise estatistica representada na

tabela 8.
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Tabela 8 - Analise estatistica dos dados recolhidos na sala de separacéo dos sectores

de hematologia,imunologia e quimica clinica da clinica.

unidades: minutos

UEIED Tempo
Bl descapsulagao

entada
Media B.82 273
Erro-padrao 052 a40
Mediana B.E7 3,05
Desvio-padrao 1,16 0,80
Yariancia da amostra 1,35 0,80
tinirmo 545 148
fl&ximo 8,37 3,82
Coeficiente de Variagio n1v 0,33

r

O tempo para dar entrada tem uma média de 6 minutos ¢ 49 segundos e o tempo de
descapsulagdo tem uma média de 2 minutos e 44 segundos. Das duas variaveis aqui
consideradas, ¢ o tempo que demora a dar entrada das amostras que apresenta uma

maior dispersdo (tem valor mais elevado de desvio-padrao).

Relativamente ao estudo de outliers podem observar-se os seguintes graficos.

Tempo(minutos)

Tempo de Eegisto Tempo de
de Entrada de Amostras Descapsulagio

Figura 44 - Estudo de outliers na amostra recolhida na sala de separacéo da clinica.

N3o se verificam outliers.
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Apoés analise da organizacdo e da andlise temporal das tarefas anteriormente
indicadas, pode concluir-se que o laboratério tem um bom sistema de registo que
permite controlar e assegurar que todos os tubos chegaram ao destino e que se

realizaram as analises solicitadas.

A fase pré-analitica ¢ quase inexistente, resumindo-se apenas ao registo da entrada das
amostras, verificagdo da centrifugacdo (se estd bem efectuada e caso nao esteja, faze-

la) e descapsular as amostras.

No espago pré-analitico existe uma boa organiza¢do, uma vez que a maior parte dos

testes sdo efectuados na cadeia.

Do ponto de vista do bem-estar do utente, o protocolo de colheita ¢ correcto. No
entanto, o facto das colheitas ndo exigirem uma pré-marcagao faz com que, em alturas

de grande afluéncia, o utente tenha esperas desnecessarias.

Trata-se de um laboratério com um fluxo de trabalho muito bom, permitindo uma
optimizacdo na zona das colheitas e no que concerne as actuais tarefas na sala de

separagao.

1.1.2. Optimizacao

Nesta sec¢do ¢ apresentada, com base no estudo anterior, uma proposta para melhorar

os fluxos de trabalho controlando os custos. Os objectivos desta proposta sdo:
- Diminuir o tempo de espera do utente quando vai fazer a colheita
- Automatizar o registo da entrada das amostras e a descapsulagdo.

Desta forma, na figura 45 estd representado graficamente o padrdo de chegada dos

utentes a clinica, tendo havido 116 utentes durante o dia em questao.
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Padrao de chegada dos utentes (12 de Junho)
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Figura 45 - Padrao de chegada dos utentes dia 12 de Junho de 2007

De tarde, as colheitas que se efectuam sdo para rastreios ou para a microbiologia, ou

seja, colheitas que ndo exigem jejum.

Para evitar o pico da manha evitando por sua vez os tempos de espera por parte do
utente e a lotacdo das salas de espera, seria viavel um processo de pré-marcagdo, via
electronica, 42 pessoas de 30 em 30 minutos (7 pessoas por sala), podendo assim
efectuar-se colheitas das 8h30 até as 10h30 e ficar a funcionar apenas uma sala na

parte da tarde, para as colheitas que ndo necessitam de jejum.

Relativamente a descapsulagdo, poderia inserir-se o0 modulo centrifuga-descapsulador,

permitindo assim haver menos um técnico na zona de separagao.

1.2. Hospital Publico

Um dos servigos integrados nos hospitais publicos ¢ o Servi¢o de Patologia Clinica.

No dia 21 de Maio de 2007 desloquei-me ao referido servico com o objectivo de
recolher dados que permitam compreender o funcionamento do servigo, procedendo
ainda a uma andlise da estrutura organizacional do laboratério assim como a medi¢ao
de alguns tempos considerados mais relevantes. Este estudo permitir-me-a concluir

acerca do tempo de resposta e da produtividade do laboratorio.
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1.2.1. Processo Actual

O servigo de Patologia Clinica engloba os sectores de Quimica Clinica, Imunologia,
Hematologia, Microbiologia havendo ainda um sector exclusivamente dedicado a

analise de urgéncias.

Para termos desde ja uma ideia da dimensdo do servi¢o, podemos dizer que dao

entrada por dia, cerca de 1000 amostras, situacdo que sera adiante melhor explicitada.

Para dar resposta as necessidades, em termos de recursos humanos, existem 6 médicos
especialistas, 4 técnicos superiores, 22 técnicos, 4 auxiliares e 7 administrativos,

distribuidos da seguinte forma (tabela 9):

Tabela 9- Distribuicao dos Recursos Humanos pelos diferentes sectores do Servico de

Patologia Clinica do Hospital

Imunologia Hematologia | Quimica | Microbiologia Total

Especialistas 2 (partilhados 2 2 2 6
com o sector

de Quimica)

Técnicos 1 1 0 2 4
Superiores
Técnicos 612 6 5 7 22
partilhados

com Quimica)

Auxiliares 4

Administrativos 7

Neste hospital, efectua-se colheita das 8h — 10h30 sendo exigida uma pré-marcagao,
com excep¢do de casos em que nas consultas externas seja requerido um exame
imediato (tratadas como urgéncias) e nos internamentos. As salas de colheitas sdo
quatro, e situam-se um pouco afastadas do laboratorio (figura 46), existindo neste

ultimo uma sala para colheitas extraordinarias (ap6s as 10h30)
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Figura 46 - Entrada principal e sinalizacdo da area de colheitas do Hospital

Na area de colheitas, existem quatro salas de colheita, sendo trés para o servigco de
patologia clinica e uma para o servigo de sangue. Em cada sala estd um técnico que
tem a seu cargo chamar o utente, confirmar os dados e etiquetar os tubos. O tempo
que um técnico demora a fazer a colheita ¢ influenciado por varidveis como a
experiéncia do técnico, o tipo de veias do utente e caso o utente seja uma crianga, caso
em que uma colheita pode chegar a demorar 30 minutos. A quantidade de tubos a
utilizar, na colheita, depende do tipo de parametros requeridos, uma vez que € politica

do laboratério trabalhar com tubo primario.

No laboratério, diariamente, sdo recepcionadas cerca de 1000 amostras provenientes

de:

0 Consultas Externas,

0 Internamentos,

0 Urgéncias

O Outras Clinicas/Hospitais (raramente).
Para o pedido destas requisi¢des existem seis tipos de documento:

0 Microbiologia — Cor cinzenta

0 Urgéncia — Cor branca

O Quimica — Cor verde

0 Imunologia — Cor azul

0 Hematologia — Cor de rosa

0 Cuidados Intensivos — Cor-de-laranja

A identificacdo das amostras realiza-se através de etiquetas com uma numeracao fixa.
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Esquematicamente, o laboratério estd organizado nas seguintes areas (figura 47):

Microbiologia
Figura 47 - Layout do Laboratorio do
HOSpitaI Hematologia
Todas as requisi¢des realizadas pelo |
hospital (provenientes das consultas) il
sdo registadas anteriormente, uma vez
que ¢ necessdria uma marcagdo prévia
Urgéncia
para ir efectuar a colheita, sendo no caree
Pré-analitica
proprio dia, necessario apenas o registo |t
A 1 3 Quimica
das urgéncias e dos internamentos, pelo e
ue cerca de 50% das amostras Cromre |
q Recepgo

recepcionadas ja estd registada antes

que os tubos cheguem a area de recepgao (figura 48)

Figura 48 - Area de recepcéo de amostras, Servico de

Patologia Clinica do Hospital

Uma vez que as amostras provenientes de consultas ja

estdo registadas, existem duas administrativas que

fazem a recepcdo e registo das amostras dos
internamentos que comecam a chegar por volta das 8 h 45 min. O registo pode
demorar entre 2 e 5 minutos, sendo a gasimetria de registo mais rapido e hematologia
0 mais moroso, uma vez que ha muitos pardmetros a inserir. Em termos gerais, o

horario de recepgao de amostras pode dividir-se da forma demonstrada na tabela 10.

Tabela 10 - Horario e Proveniéncia das amostras recepcionadas no laboratorio de

Patologia Clinica do Hospital

Proveniéncia Hora de Chegada N° de amostras
Urgéncia Durante o dia (sem hora) > 400
Internamentos 8h45 — 9h30 >300
Consultas 11h - 12h 200 - 300
Outras Clinicas Raramente (1 vez por semana) Poucas
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Depois do registo, as requisicdes e as amostras passam para a area de separagdo e

centrifugacdo (figura 49).

Figura 49 - Sala de fase pré-analitica e triagem

Na area de separagdo estio dois técnicos que verificam a relagdo entre as requisicdes e
as amostras e fazem a separacdo dependendo do equipamento onde os tubos devem
ser colocados. Verificam também se os tubos que devem ser centrifugados o estdo
devidamente e caso tenha havido uma colheita insuficiente procedem a aliquotagem.
Esta area funciona por picos, uma vez que este trabalho vai sendo realizado a medida
que as amostras chegam. O maior pico de trabalho ¢ entre as 9h30 e as 11h30, uma

vez que se tem que separar grande parte das amostras provenientes dos internamentos.

Depois da fase pré-analitica, os tubos sdo transportados para o sector respectivo, tendo
sido a primeira hora da manha (das 8 h as 9 h) reservada para preparar os
equipamentos para o trabalho e efectuar o controlo de qualidade que se efectua uma
vez por dia. Relativamente as calibragdes podem considerar-se dois tipos: a calibracao
do equipamento em si, efectuadas pela empresa (anualmente) e a calibragdo de testes

cuja frequéncia depende do teste.

Focando o sector de imunologia, existem 4 técnicos distribuidos da forma

representada na tabela 11.
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Tabela 11 - Alocagem dos Técnicos no Sector de Imunologia

Separacéo ADVIA Vidas Autoimunidade | Citometria | Qualidade

Centaur +

+
Image

Architect
2 técnicos 1 técnico 1 1 técnico 1 técnico 1 técnico
(1 partilha com técnico (partilha  com (externo  ao
ADVIA+Architect citometria) sector)
€ outro com
Vidas+Image)

Os primeiros equipamentos

Medical Diagnostics) e o Architect 2000SR (Abbott), dado que podem ser

a serem carregados sdo o ADVIA Centaur (Siemens

constantemente receber novas amostras. O VIDAS

(Biomerieux) ¢ o ultimo, pois tenta-se preencher a
totalidade do suporte com os tubos a ser analisados
neste sistema, uma vez que ¢ um sistema fechado,
que apos comecar a funcionar ndo se pode parar,

contrariamente ao ADVIA e ao Architect (ver

figura 50).

Figura 50 - Architect 2000SR e ADVIA centaur

Quando o trabalho termina, os tubos sdo organizados de forma a serem encontrados

caso seja necessario repetir algum teste ou realizar testes reflexos. Os tubos sao

guardados 24 h caso seja necessaria a repeticao.

A validagdo ¢ feita pelo médico especialista do sector.

Existem testes que ndo se realizam diariamente, nomeadamente os testes para Virus

Herpes Simplex tipos I e II, Legionella e Clamydia.

Relativamente as urinas, se forem analisadas na imunologia sdo tratadas como soro,

sendo também necessario centrifugagdo. Se forem analisadas na area da quimica

(figura 51), é necessario um médico especialista para observar sedimentos, cor entre

outras caracteristicas.
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Segundo os técnicos, entre 98-100% das amostras
recepcionadas diariamente estdo prontas ao fim do

dia de trabalho.
Figura 51 -Area de Quimica Clinica

Neste hospital a area de biologia molecular resume-

se a PCR para confirmagdes, sem resultados oficiais,

funcionando na area da microbiologia.

Paralelamente funciona o laboratério de urgéncia
(figura 52), 24 h por dia, onde estd um técnico € um

médico.

Figura 52 -Técnico a trabalhar na area da urgéncia

Com o objectivo de caracterizar a capacidade de resposta no laboratério foram

recolhidos alguns tempos. Na zona de colheitas:

- Tempo de espera do utente antes da colheita

- Tempo desde que o utente ¢ chamado até entrar na sala de colheita (deslocamento)
- Tempo de colheita

- Tempo total (desde que o utente entra no servico até que sai)

Os dados recolhidos podem ser encontrados no anexo 6, vindo a seguinte analise

estatistica (em minutos):
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Tabela 12 - Anélise estatistica dos dados obtidos na zona se colheitas do Hospital

unidades: minutes

Tempo

o | ar | T

antes da | Colheita

Colheita
Media 17,94 4,54 34,34
Erro-Padrbo n.eq 0,60 1,62
Mediana 17,92 4,39 33,21
Desvio-Padrdo 2,583 1,70 4 587
Varidncia 6,39 240 209
Minimo 14,95 275 2983
Maxima 2212 795 43,15
Coeficiente de Varigncia 014 n.aa 0,13

O tempo de espera antes da colheita tem uma média de 17 minutos e 56 segundos. O
tempo médio de colheita ¢ de 4 minutos e 32 segundos ¢ a média do tempo total
(desde que o utente entra até que sai do servi¢o) ¢ de 34 minutos e 20 segundos. Das
variaveis aqui consideradas, ¢ o tempo total que apresenta uma maior dispersao (tem
valor mais elevado de desvio-padrdo), devido ao tempo que o utente espera para ser
chamado. Este factor ndo se pode controlar, uma vez que ha a possibilidade da sala de
colheita ficar mais tempo ocupada devido a possiveis indisposi¢des ou um acesso IV
mais dificil (maximo ¢ de 7 minutos e 67 segundos). O tempo de colheita tem menor
dispersao (hd menor divergéncia de dados). Convém relembrar que o coeficiente de
variagdo ¢ util para a comparacdo em termos relativos do grau de concentracdo em
torno da média. Se menor ou igual a 0,15 - Baixa dispersdo - homogénea, estavel;
Entre 0,15 e 0,30 - Média dispersdo e se maior que 0,30 - Alta dispersdo —

heterogénea.

Relativamente ao estudo de outliers vém os graficos da figura 53.
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Figura 53 - Estudo de outliers na amostra recolhida na zona de colheitas do Hospital
Nao se verificam outliers.

No sector de imunologia foram recolhidos os seguintes tempos:

- Tempo que leva a introduzir os dados aquando da recep¢do da amostra

-Tempo que a amostra leva desde o seu registo (recep¢ao) até a sala de pré-analitica
-Tempo de analise

-Tempo total

Os dados recolhidos podem ser encontrados no anexo 6, vindo a seguinte analise

estatistica (em minutos):
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Tabela 13 - Anélise estatistica dos dados obtidos no espago pré-analitico e analitico

do Hospital
unidades: minutes
.T empa dme Tempo de Temp'u e Tempo de Tempo
infrodugio E pré- aii total
dados spera analitica anaiise 0

Media 13,22 GBI 60,83 31,28 115,76
Erro Padrio 1,93 301 29,23 3,19 2780
Mediana 12,33 518 3255 2985 100,20
Deswio-Padrio 3,34 521 40,63 5452 48,14
Varidncia 11,16 2718 2563,69 30,582 2318,36
Minimo 1042 225 30,65 26,83 7732
Waximno 16,92 12,28 119,28 3747 169,77
Coeficiente de Variagio 0,25 nra 0,83 n1a 04z

O tempo de introducdo de dados tem uma média de 13 minutos e 13 segundos; O
tempo médio de espera entre a passagem da zona de recepcdo para a sala de pré-
analitica ¢ de 6 minutos e 36 segundos, sendo o tempo médio do processamento pré-
analitico de 1 hora e 50 segundos; o tempo médio que o equipamento leva a analisar
as amostras ¢ 31 minutos e 17 segundos, sendo a média do tempo total (desde que a

amostra ¢ recepcionada até ao final da andlise) ¢ de 1 hora, 55 minutos e 46 segundos.

Das variaveis aqui consideradas, é o tempo da fase pré-analitica que apresenta uma
maior dispersdo (tem valor mais elevado de desvio-padrio), devido aos picos de
trabalho. Pode verificar-se que o primeiro tempo obtido na fase pré-analitica ¢ de 1
hora, 59 minutos e 17 segundos (méaximo) devido ao elevado nimero de amostras que
chegaram de manha. Todo o processo de separacdo, centrifugacdo e aliquotagem (se

necessario) € tdo mais moroso quantas mais amostras sao recepcionadas.

Como se verifica na figura 54, ndo existem outliers.
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Figura 54 - Estudo de outliers na amostra recolhida nas areas pré-analitica e

analitica do Hospital

Tendo em aten¢ao os dados recolhidos ¢ a analise dos mesmos, o fluxo de trabalho

pode ser esquematizado da seguinte forma (figura 55):

Ana Raquel Godinho Saiote 87



Centro de Medicina Molecular — Diagndstico in vitro

Fora do Servigo Dentro do Servigo

T T2 Admissdofinformacéo
Utente espera por vez #  /Pagamento

IMente espera ser | p 3 JI
Sharmads g aciente &
] I chamado
1
1
; I
i Deslocamento
g para Sala de
! Calheitas
1
1
: '
1
[T5
i Colheita da
; amostra
1
1
1
1
T6 ! |
Utente espera i 5 i ; ] “ - i
am casa i ransporie das ' Recepgéo das | ransporie das
1 armostras para o arnostras —| amostras para sala de
1 et p b
: laboratdrio ] pré-analilica
1
H
i l
H
H T t ¥ T8 i
E Carregar 1 Transporte das i ) -
1 Equipamenta amostras para a Fase pré-analitica
! [ ] ADVIA Centaur area analitica [ ]
H
H
1
1
1
H
H Ti0 [ T2 11
1 . . Retiro da amostra
! Analise da amostra ——DEED——b do equipamenta
E @ ADVIA Centaur ] ADVIA Centaur
T %
. PV
. Walidagéo técnica
1
1
H T3 '
: validagén
f Biopatolagica
H
H
1
1
.
H
H
H
1
H
' Uterte ) Sala de Espera
H
H -
= | = - o Administrativo (D) Recepgin
! i
Utente espera i Relatério gmwadg' b ricnco (0} Sala de Coheftas
or ¥ez 5 q
P i [FRIE =T ST l O Area de Receptdo de Amostras
1
— | ! fudler @ Saiade Pré-fnaliica
T16 ' Médico Especialista @ irea Analiica
Utente recebe
7| resultados
L]

Deslocamento ou Trensporte

Tarefa de Espera

Figura 55 —Fluxo de trabalho no sector de imunologia do Hospital publico
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Ap6s analise da organizacdo e dos dados recolhidos neste laboratorio, pode concluir-
se que tem um bom sistema de registo manual que permite controlar e assegurar que

todos os tubos chegaram ao laboratério e que se realizaram as analises solicitadas.

Observa-se uma grande manipulagdo de amostras devido a separa¢do manual e
aliquotagem, implicando um grande esfor¢o de recursos humanos e um risco

biologico acrescido.

Do ponto de vista do bem-estar do utente, o protocolo de colheita ndo ¢ o mais

adequado, uma vez que sdo necessarios varios tubos.

Ha uma grande manipulagdo de amostras na fase pds-analitica, uma vez que sdo

ordenados manualmente.

Trata-se de um laboratério com um plano aberto, que permite uma optimizagao

baseada na automatizagao.

1.2.2. Optimizacao

r

Nesta seccdo ¢ apresentada, com base no estudo anterior, uma proposta para
standardizar e automatizar as fases pré-analitica, analitica e pds analitica. Sera de
minimizar o manuseamento das amostras, aumentando a seguranca do pessoal, do
laboratorio e melhorar os fluxos de trabalho controlando os custos, permitindo
incrementar, no futuro, a carga de trabalho, sem aumentar os recursos humanos. Os

objectivos desta proposta sao:

- Consolidar o maximo de parametros num sé tubo, de modo a melhorar o bem-estar

do utente.

- Automatizar as tarefas manuais: registo, separacdo, centrifugacdo, descapsulagao,

aliquotagem, carga e descarga dos tubos nos sistemas.

- Aumentar a seguranga bioldgica, através da eliminagdo dos processos manuais.
- Aumentar a eficiéncia e produtividade.

- Simplificar a gestao de stocks de reagentes e consumiveis

- Controlar os custos.
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- Preparar o laboratorio para as necessidades presentes e futuras, com novos

equipamentos.

Sendo o objectivo principal consolidar o0 maximo de parametros num unico tubo,
diminuindo os custos em tubos de colheita assim como a necessidade de aliquotas,
pode dotar-se o laboratorio com um sistema Workcell, permitindo consolidar as areas
de Imunologia, Quimica e Hematologia, eliminando a necessidade de uma éarea

exclusiva para urgéncia.

Visto a ja existéncia de dois ADVIA Centaur (um para imunologia de rotina e um
para urgéncia), podem ambos ligar-se a cadeia assim como, 2 ADVIA 2400
(Quimica), 2 Sample Manager (para separagdo e gestdo de amostras) e 1 dual ADVIA
120 (Hematologia). Para a area pré-analitica a existéncia de um moddulo centrifuga-
descapsulador (figura 56), em conjunto com os Sample Manager, iria diminuir o
tempo da fase pré-analitica assim como permite a diminui¢cdo de manuseamento na
pos-analitica, uma vez que faz a ordenacdo dos tubos, aumentando a facilidade de
procura e arquivo de tubos permitindo uma gestdo automatica de repetigdes e testes
reflexos. Deixa de haver necessidade de um laboratério de urgéncia uma vez que,
quando aparece uma amostra urgente, esta pode ser inserida imediatamente nos

analisadores.

Figura 56 - Mddulo
centrifuga-
descapsulador(Font
e: Siemens Medical
Solutions
Diagnostics)
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O sistema Workcell ¢ composto por quatro partes principais:
O sistema analitico;

O sistema de transporte (duas linhas de transporte de amostras diminuem
“engarrafamentos”. O Software permite a localizacdo da amostra durante todos

os passos da execucao dos testes);

0 classificador de amostras (carrega os tubos que foram descapsulados,
descarrega e organiza amostras processadas para armazenamento; seguimento
individual dos tubos para facil procura e arquivo, gestdo automatica de

repeti¢des e testes reflexos);

O sistema de gestdo de dados (o sistema de gestdo de dados - DMS gere os
resultados ¢ CQ para cada instrumento, assim como permite uma ligacao

directa ao sistema informatico do laboratério - LIS)

As urgéncias podem ser analisadas imediatamente apods colocacdo directa no

analisador ou por colocacdo no tapete de transporte

Uma vez que ja existe uma zona para microbiologia onde se faz PCR, pode-se dotar o
laboratdrio com tecnologias de Biologia Molecular, nomeadamente Testes Versant™
(testes de quantificacio do VIH-1, VHC, VHB, testes para a determinag¢do do
genotipo do VHC, testes para a detec¢do do RNA do VHC) e Testes TRUGENE™
(Sequenciagdo) para a determinagdo dos gendtipos e resisténcias aos fairmacos anti-

retrovirais do VIH-1, VHB, VHC.

1.3. Analise Comparativa

A tabela 14 resume as principais diferengas entre os servigos anteriores.
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Tabela 14 - Diferenca entre os dois servigos em estudo

CLINICA PRIVADA

HOSPITAL PUBLICO

Colheita - Por ordem de chegada - Pré-marcacdo
-Salas de Colheitas: 6 - Salas de Colheitas: 3
- Média de utentes/dia: 170 - Média de utentes/dia: 90
-Tempo médio de espera antes | - Tempo médio de espera antes
da colheita: 9 min 44 s da colheita: 17 min 56 s
- Horario: 8h — 17h30 - Horéario: 8h — 10h30
Pré-analitica Resume-se ao registo de entrada | Separa¢do manual das amostras
das amostras, se necessario, | para os respectivos analisadores
centrifugacdo e descapsulagao. (muito morosa), centrifugacdo e
Meédia de I aliquotagem, se necessario.
recepcionadas/dia : 1000 Média de amostras
recepcionadas/dia : 1000
Analitica Integragdo de equipamentos. | Ndo  ha  integragdo  de

Separagdo  automatica  das
amostras para os equipamentos
respectivos através de leitura de

codigos de barras.

equipamentos. Os técnicos t€m
que colocar os suportes com as
amostras  nos  analisadores

respectivos.

Pdés Analitica

o equipamento faz
automaticamente a organizagio

das amostras.

Técnicos tém que organizar
manualmente as amostras de
forma a serem encontradas

facilmente

Recursos Humanos

Especialistas — 4
Técnicos Superiores — 5
Técnicos — 9

Auxiliares — 1

Administrativos -8

Especialistas — 6
Técnicos Superiores — 4
Técnicos — 22
Auxiliares — 4

Administrativos -7

Obtenc¢éo dos Resultados

Os utentes podem optar entre
deslocar-se ao servico para
levantar os resultados ou recebe-

los via correio electronico

Os utentes tém que deslocar-se
ao servico, ou recebem via

correio, em suporte de papel.
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Convém realcar que o a clinica privada tem um fluxo de trabalho muito préoximo do

ideal, uma vez que ¢ praticamente paperless.

O Teorema do Limite Central legitima, de certa maneira, a grande utilizacdo do
modelo Normal como modelo de varidveis que se admitem serem o resultado de um
grande nimero de contribui¢des cumulativas, desde que as amostras tenham dimensao
suficientemente grande, e o processo utilizado para as recolher tenha sido aleatorio.
Desta forma considero as amostras pouco significativas. Para obter o rigor desejavel
teria que ser feita uma recolha de elementos «no terreno» muito mais exaustiva e
morosa ndo havendo condigdes efectivas para permanecer presencialmente no
laboratério por muito mais tempo. Assim, a presente amostra ¢ a amostra possivel e

nao a desejavel.
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Conclusao

Através da compreensdo de mecanismos moleculares especificos das patologias, a
medicina molecular permite revelar causas e fornecer pistas para a prevengdo e cura
de varias patologias sendo os conceitos theranostic ¢ pharmacogenomics forgas
directrizes que influenciam o progresso desta area, podendo induzir a mudanca na
filosofia dos sistemas de saude de uma medicina reactiva baseada no sickness repair

para uma medicina preventiva, preditiva e personalizada.

Em Portugal, existem unidades de investigacdo e desenvolvimento que investigam
nesta area, focando-se essencialmente em patologias como o cancro, infec¢des por
HIV e doengas neurodegenerativas. Estas sdo cada vez mais frequentes, dado o
envelhecimento da populacdo que se revela como uma tendéncia positiva ligada a
maior eficacia das medidas preventivas em saude e avango da ciéncia no combate a

doenca

Os testes de diagnostico In Vitro sdo essenciais na prestagdo de cuidados de satde,
tanto na prevengdo como no diagnodstico, sendo que € com base nestes testes que sao

tomadas a maior parte das decisdes médicas.

Estes testes baseiam-se na deteccdo de sinal que pode ser feita por varias
modalidades, nomeadamente por absorvancia, relectincia, fluorescéncia e
quimioluminescéncia, podendo também ser efectuada através de reconhecimento

biologico, utilizando biosensores.

As areas de aplicagdo de diagndstico in vitro sdo hematologia, quimica clinica,

imunodiagnostico, gasimetria, diagndstico molecular e urianalise.

Entre as multiplas valéncias de um PCS encontra-se o laboratorio de analises clinicas,
que propicia aos utentes, através dos exames laboratoriais, auxilio a prevencao,
diagnostico, prognodstico e tratamento de varias patologias. Uma vez que este servigo
¢ integrante da rotina clinica, é importante que haja uma gestdo adequada dos recursos

envolvidos e um fluxo de trabalho optimizado.

No trabalho desenvolvido, foram feitos dois estudos de caso, num hospital publico e
numa clinica privada. Apesar do modelo organizacional e do equipamento existente

no hospital determinar um fluxo de trabalho que implica um niimero mais elevado de
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recursos humanos, assim como um maior custo associado ao elevado nimero de tubos
necessarios para a colheita, relativamente a clinica privada e esta ter um fluxo de
trabalho mais eficiente, envolvendo menor manuseamento das amostras, foi possivel,
em ambos os casos, estabelecer novos fluxos de trabalho que permitem a obtencao de

melhores resultados.

No caso do hospital, com a introdu¢do de equipamentos de integracdo, altera-se o
modelo de funcionamento podendo diminuir o nimero de técnicos assim como
diminuir os custos ao nivel dos tubos de colheita. Uma vez que o processo de
obtencdo de resultados clinicos através de andlise in vitro € um processo delicado,
com vista a reducdo de erros humanos, estes sistemas sdo utilizados muitas vezes
como solucdo, uma vez que também permitem uma redugdo, ou mesmo eliminagao,

da fase pré-analitica que, no hospital chegou a demorar mais de duas horas.

Também o servico ao cliente pode ser melhorado aquando da colheita de amostras,
estabelecendo um sistema de pré-marcagdes, como € o caso da clinica privada. Apesar
de ja usar equipamentos de integragdo e ter um modelo de funcionamento mais
proximo do considerado modelo, a zona de colheitas revela uma grande afluéncia nas
primeiras horas da manha (entre as 7h30 e as 8h30) sendo possivel adoptar um
sistema de pré-marcagdo, diminuindo o horario de funcionamento ao publico, sem que

haja prejuizo no niimero de colheitas.

Assim, os resultados obtidos permitem mostrar que o funcionamento dum laboratorio
pode sempre ser melhorado se for aplicada a metodologia usada nos estudos de caso
aqui referidos. Isto significa que o uso de tecnologia inovadora aliada a um modelo
organizacional eficiente permite obter um laboratério que garanta a qualidade
desejavel aumentando a capacidade de resposta com um nimero reduzido de recursos
humanos, isto ¢, com uma despesa menor em recursos, um laboratorio passa a
produzir mais, com melhor qualidade. Este ¢ um processo dinamico, dependente de
novos equipamentos que vao desempenhando novas tarefas e que determinardo, por

conseguinte, novos fluxos de trabalho.

Relativamente a andlise estatistica efectuada, com o objectivo de caracterizar
temporalmente algumas tarefas, seria necessaria uma amostra de maior dimensao,

desafio que sera langado num trabalho futuro.
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Este trabalho permitiu-me ter um conhecimento mais aprofundado do funcionamento
e organizacdo de um laboratorio de IVD, assim como conhecimento sobre

equipamentos e sistemas de automacao e integragao.

Em termos pessoais, proporcionou-me, uma aquisi¢do de competéncias que considero
relevante, quer ao nivel da autonomia quer dos conhecimentos técnicos e do trabalho
em equipa, quer ao nivel do trabalho em meio empresarial, tendo-me ajudado a

Crescer.

Inclusivamente, momentos em que tive que reconstruir texto elaborado durante
semanas ¢ outros momentos que na altura se revelaram negativos, hoje a distancia,
considero que trouxeram a vantagem de me fazer reflectir mais profundamente sobre
os temas e permitiram-me aprofundar melhor as questdes. Assim, fazendo um balango
global, parece-me que o saldo ¢ muito positivo € mesmo alguns momentos menos
agradaveis também contribuiram para o meu crescimento, pelo que acabam por se

tornar também positivos.

Estou certa que a elaboragdo deste projecto e o seu desenvolvimento na Siemens
Medical Solutions me proporcionaram uma capacidade para o desempenho

profissional futuro muito mais elevada que de outra forma nao teria.
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Anexo 1l Laboratérios Associados

1.1. Laboratorios Associados

O estatuto de Laboratoério Associado foi previsto pela primeira vez em legislagdo de
1999 (Decreto-Lei 125/99) para ser atribuido, na sequéncia de requerimento
apresentado pela instituicio (o periodo de solicitacdo encontra-se aberto em
permanéncia) e com base "na avaliagdo da sua capacidade para cooperar, de forma
estavel, competente e eficaz, na prossecu¢do de objectivos especificos da politica
cientifica e tecnoldgica nacional".

Em 2000, Portugal assumiu com a Comissao Europeia (CE), no ambito do Quadro
Comunitario de Apoio III (2000-2006), o objectivo programatico de criar 30 a 40
laboratorios Associados até 2006, ficando explicitamente previsto nos programas
operacionais formalizados com a CE o apoio ao funcionamento destes Laboratorios,
bem como das outras Unidades de Investigagdo do Programa de Financiamento
Plurianual de Unidades de 1&D.

O apoio financeiro contratualizado entre o Estado e os Laboratérios Associados, além
da componente comum a todas as unidades de investigagdo avaliadas (ou seja, o
financiamento de base funcdo do resultado da avaliacao e do nimero de doutorados e
o financiamento programatico fun¢do das recomendagdes dos avaliadores), ¢
explicitamente destinado a despesas com a contratagdo de novos doutorados e
técnicos de apoio a investigacao (de acordo com a calendarizacao aprovada) que so €
activado se essas contratacoes se efectivarem.

O estatuto de Laboratorio Associado também assegura uma maior estabilidade de
funcionamento uma vez que ¢é atribuido pelo periodo (maximo) de 10 anos,
renovaveis mediante avaliagdo positiva, ficando também condicionado por uma
avaliacdo intercalar a meio do periodo do contrato, mas vincula a instituicdo a
prossecugdo de actividades e objectivos especificos, a forma de os alcancgar e a prazos
a observar.

A legislacdo estabelece que "os Laboratorios Associados sdo formalmente
consultados pelo Governo sobre a defini¢do dos programas e instrumentos da politica
cientifica e tecnoldgica nacional e integram as estruturas de coordenagdo da politica
cientifica e tecnoldgica previstas na lei, designadamente o Gabinete Coordenador da

Politica Cientifica e Tecnologica".
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1.2. Instituto de Biologia Molecular e Celular - IBMC
1.2.1. O Laboratorio Associado
Director: Alexandre Tiedttke Quintanilha

Numero de Doutorados (31.12.2005): 168

Area Cientifica Principal: Ciéncias da Satude

Linhas Tematicas de Accdo:

* Doengas Genéticas, Biologia Estrutural e Imagem
* Doengas Infecciosas, Imunologia Comparada e Vacinas
» Neurociéncias, Sinais e Stress Biologico
= Envelhecimento, Reparacdo e Regeneracao Bioldgica
Parcerias:
Instituto de Biologia Molecular e Celular (IBMC)
Director: Alexandre Tiedttke Quintanilha
Instituto de Engenharia Biomédica (INEB) — Porto
Director: Mario Adolfo Monteiro Rocha Barbosa

Data de Constituicdo do Laboratério Associado: 23/11/2000

Tecnologias Utilizadas:

* Microarrays de DNA
» Ensaio one-hybrid screen usando uma biblioteca de cDNA
= Hibridizagao
= PCR
= Anadlises Bioquimicas
- Espectrofotometria
- Electroforese
- Cromatografia

- Blotting
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- Citometria de Fluxo
- Microscopia
= Ressonancia Magnética Nuclear
* LC/MS/MS (Liquid Chromatography Tandem Mass Spectrometry)
1.2.2. Projectos

Tabela 15 - Projectos a decorrer no Instituto de Biologia Molecular e Celular

Referéncia Titulo Investigador Instituigdo | Financiamento
Responsavel Proponente Atribuido
POCI/BIA- Regulagdo da transcri¢do: | Luis Fernando | Instituto de | 87.724,00
BCM/56043/2004 | identificagdo da rede de | Casares Biologia Euros
reguladores  transcricionais | Fernandez Molecular e
que modulam a expressdo de Celular

um enhancer do  gene
wingless de Drosophila, que €
compacto, conservado, e

especifico para um tecido.

POCI/BIA- Analise funcional das | Claudio Instituto de | 90.000,00
BCM/56594/2004 | proteinas do  checkpoint | Enrique Biologia Euros
mitotico durante o | Sunkel Cariola | Molecular e
desenvolvimento embrionario Celular
POCI/BIA- Micobactérias e metabolismo | Rui Appelberg | Instituto de | 65.000,00
BCM/57169/2004 | do azoto | Gaio Lima Biologia Euros
Molecular e
Celular
POCI/BIA- Investigacdo da disfung@o | Maria Instituto de | 50.000,00
BCM/57683/2004 | mitocondrial por analise de | Margarida de | Biologia Euros
microarrays S4 Duarte Molecular e
Celular
POCI/BIA- Fungdo do 3' UTR do polo de | Maria Instituto de | 69.994,00
BCM/58462/2004 | Drosophila melanogaster no | Alexandra Biologia Euros
processamento alternativo de | Marques Molecular e
mRNA e na expressdo | Moreira Celular

genética Mourao
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Carmo
POCI/BIA- Analise da expressdo do | Alexandre Instituto de | 52.365,00
PRO/56775/2004 antigénio CDS5 na superficie | Valentim Biologia Euros
de linfécitos T: associa¢bes | Xavier Molecular e
moleculares e localizagdo | Mourdo do | Celular
membranar Carmo
POCI/BIA- Biologia molecular e funcdo | Arnaldo Instituto de | 29.272,00
PRO/59538/2004 de imunofilinas, receptores | Antonio Biologia Euros
intracelulares de  drogas | Moura Molecular e
imunosupressoras Silvestre Celular
Videira
POCI/BIA- Auto-incompatibilidade Cristina Instituto de | 59.500,00
BDE/59887/2004 gametofitica como sistema | Alexandra Biologia Euros
modelo para o estudo da co- | Gongalves Molecular e
evolucdo molecular Paula Vieira Celular
POCI/SAU- Genética Molecular de | Isabel Instituto de | 94.997,00
MMO/56387/2004 | Doencas Neurodegenerativas | Alexandra Biologia Euros
Autossémicas ~ Dominantes | Azevedo Molecular e
Caracterizadas por Ataxia Silveira Celular
POCI/SAU- As multiplas isoformas do | Alexandre Instituto  de | 91.079,00
MMO/56774/2004 | antigénio CD6 resultando de | Valentim Biologia Euros
splicing alternativo: a sua | Xavier Molecular e
funcdo na regulacdo da | Mourdo do | Celular
activacdo de linfocitos T e na | Carmo
sinapse imunologica
POCI/SAU- Pesquisa de ligandos de TTR | Maria do | Instituto de | 81.831,00
MMO/57321/2004 | moduladores da | Rosario Biologia Euros
amiloidogénese Rodrigues de | Molecular e
Almeida Celular
Martins
POCI/SAU- Dissecgdo Molecular In Vivo | Helder  José | Instituto de | 94.984,00
MMO/58353/2004 | das Vias Morfogenéticas do | Martins Biologia Euros
Fuso Mitético - Implicagdes | Maiato Molecular e
para a Aneuploidia e o Celular
Cancro
POCI/SAU- Listeria, um modelo para | Didier Instituto de | 94.833,00
MMO/60443/2004 | andlise dos factores de | Cabanes Biologia Euros
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patogénios e dos hospedeiros
determinantes na progressao

de infeccdes

Molecular e

Celular

POCI/SAU- Sindromes dolorosos centrais: | Vasco Miguel | Instituto de | 76.151,00
NEU/55811/2004 | O papel das oscilagdes | Clara Lopes | Biologia Euros
talamocorticais  espontaneas | Galhardo Molecular e
na hiperalgesia Celular
POCI/SAU- Mecanismos de | Boris Instituto de | 89.868,00
NEU/56388/2004 | processamento sensorial | Safronov Biologia Euros
espinhal: um estudo das Molecular e
conexdes sinapticas e Celular
modulagdo do disparo
intrinseco em neurénios da
substantia gelatinosa
POCI/SAU- Papel da Transtirretina na | Isabel dos | Instituto de | 86.430,00
NEU/57761/2004 | toxicidade de A-Beta Santos Biologia Euros
Cardoso Molecular e
Celular
POCI/SAU- Polineuropatia Amiloidética | Ana Instituto de | 94.409,00
NEU/58735/2004 Familiar - contribui¢do para | Margarida Biologia Euros
uma estratégia terapéutica Moreira Molecular e
Leitdo de | Celular
Barros
Martins
Damas
POCI/SAU- Deficiéncias cognitivas em | Deolinda Instituto de 94.317,00
NEU/63034/2004 | modelos animais de dor | Maria Valente | Biologia Euros
cronica Alves Lima | Molecular e
Teixeira Celular
POCI/SAU- Papel da oxigenase do heme 1 | Maria Salomé | Instituto de [ 99.862,00
IM1/56578/2004 na infecgdo por patogénios | Custodio Biologia Euros
intracelulares do macréfago Gomes Molecular e
Celular
POCI/SAU- Mecanismos efectores de | Ana Maria | Instituto de | 98.373,00
IM1/59560/2004 macr6fagos contra | Luis  Ramos | Biologia Euros
Leishmania infantum - papel | Tomas Molecular e
das espécies reactivas de Celular
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oxigénio e nitrogénio e de N-
hydroxy-L-arginine in vitro e
in vivo
POCI/SAU- Prognostico a longo prazo dos | Maria Instituto de | 98.575,00
ESP/59885/2004 Acidentes Neurologicos Carolina  S. | Biologia Euros
Tavares Costa | Molecular e
e Silva Celular
POCI/SAU- Factores de risco | Maria  Irene | Instituto de | 60.979,00
ESP/60514/2004 cardiovascular em mulheres | De  Oliveira | Biologia Euros
com historia de pré-eclampsia | Monteiro Molecular e
Jesus Rebelo Celular
POCI/SAU- Rastreios de genomica | Luis Fernando | Instituto de | 43.975,00
OBS/57111/2004 funcional num modelo em | Casares Biologia Euros
Drosophila para o estudo dos | Fernandez Molecular e
mecanismos moleculares da Celular
tumorigénese induzidos por
muta¢des da Cadherina-E
POCI/SAU- Drogas anti-leishmania: | Anabela Instituto de | 80.000,00
FCF/59837/2004 estudo do papel de novas | Cordeiro Silva | Biologia Euros
drogas derivados Molecular e
poliaminicos com fim Celular
terapéutico e procura de alvos
especificos para inibidores da
SIR2
1.3. IPATIMUP

1.3.1. O Laboratério Associado

Director: Manuel Alberto Coimbra Sobrinho Simdes

Numero de Doutorados (31.12.2005): 52

Area Cientifica Principal: Ciéncias da Satude

Linhas Tematicas de Accéo:

= Prevencdo e Diagnodstico Precoce do Cancro do Estdomago e Lesoes

Precursoras
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» Melhoria da Qualidade de Diagnédstico das Neoplasias Malignas e das Lesdes

Premalignas

Parcerias:

Instituto de Patologia e Imunologia da Universidade do Porto (IPATIMUP)

Director: Manuel Alberto Coimbra Sobrinho Simdes

Data de Constituicdo do Laboratério Associado: 23-11-2000

Tecnologias Utilizadas:

= RT-PCR
= Blotting

» Microarrays

=  Glico-gene Chip array

1.3.2. Projectos

Tabela 16 - Projectos a decorrer no Instituto Patologia e Imunologia Molecular da

Universidade do Porto

Referéncia Titulo Investigador Instituigdo Financiamento
Responsavel Proponente Atribuido
POCI/BIA- P-caderina no Cancro da | Fernando Instituto de | 90.000,00
BCM/59252/2004 | Mama: o que regula a sua | Carlos de | Patologia e | Euros
expressdo e qual o seu | Lander Imunologia da
papel na invasdo de células | Schmitt Universidade
neoplasicas? do Porto
POCI/SAU- Caracterizacdo molecular | Ginesa Garcia | Instituto de | 93.100,00
MMO/59607/2004 | gendémica e pos-genodmica | Rostan Patologia e | Euros
das sinalizagdo Imunologia da
RAS/RAF/ERK e Universidade
PI3K/AKT em tumores do Porto
agressivos da Tiredide
POCI/SAU- Efeitos da infeccdo por | Maria do Céu | Instituto de | 100.000,00
IM1/56681/2004 Helicobacter pylori em | Fontes Patologia e | Euros
células epiteliais gastricas | Herdeiro Imunologia da
Figueiredo Universidade
do Porto
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POCI/SAU- Clarificagdo da importancia | LUIS FILIPE | Instituto de | 100.000,00
IM1/56895/2004 do polimorfismo da mucina | DOS Patologia e | Euros
MUCI na infeccdo por | SANTOS Imunologia da
helicobacter pylori SILVA Universidade
do Porto
POCI/SAU- Genes associados a | Maria Leonor | Instituto de | 96.680,00
OBS/55549/2004 metaplasia intestinal da | Martins Patologia e | Euros
mucosa gastrica (mucina | Soares David | Imunologia da
MUC?2 e fucosiltransferase Universidade
FUT3): regulagio da do Porto
transcricdo e relevancia
para a adesdo do
Helicobacter pylori.
POCI/SAU- Identificacdo de vias de | Raquel Maria | Instituto de | 98.500,00
OBS/55840/2004 sinalizagdo envolvidas na | da Silva Graga | Patologia e | Euros
regulacdo do Cdx2 em dois | Almeida Imunologia da
modelos  humanos  de Universidade
diferenciagdo intestinal: do Porto
metaplasia  intestinal e
polipose juvenil.
POCI/SAU- Papel da activagdo | Ana Paula | Instituto de | 95.250,00
OBS/56175/2004 oncogénica do BRAF na | Soares Dias | Patologia e | Euros
carcinogénese da tiredide. Ferreira Imunologia da
Universidade
do Porto
POCI/SAU- Identificagdo de genes | Celso Instituto de | 55.000,00
OBS/56686/2004 associados a glicosilacdo | Albuquerque Patologia e | Euros
induzidos em  células | Reis Imunologia da
gastricas pelo Helicobacter Universidade
pylori: "Glicomica". do Porto
POCI/SAU- No cancro colorectal com | Maria Raquel | Instituto de | 78.690,00
0OBS/56921/2004 instabilidade de | Campos Patologia e | Euros
microssatélites sdo  os | Seruca Imunologia
genes BRAF e KRAS Molecular
novos  marcadores  de
prognostico e novas
ferramentas terap€uticas?
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POCI/SAU- Analise  funcional dos | Maria de | Instituto de | 96.800,00
OBS/57275/2004 repressores da caderina-E | Fatima Patologia e | Euros
(Slug, ZEB1 e EI12/E47) | Machado Imunologia
em carcinomas do | Henriques Molecular
estomago Carneiro
POCI/SAU- Mutacoes germinativas da | Gianpaolo Instituto de | 43.590,00
OBS/57670/2004 Caderina-E do tipo | Suriano Patologia e | Euros
"missense" e carcinoma Imunologia
difuso  hereditario  do Molecular
estomago: um modelo para
a identificacao das vias de
sinalizacao mediadas pela
caderina-E  fundamentais
na invasao
POCI/SAU- Identificacdo de | Carla Isabel | Instituto de | 92.180,00
OBS/58111/2004 mecanismos  moleculares | Gongalves de | Patologia e | Euros
subjacentes ao | Oliveira Imunologia
desenvolvimento de cancro Molecular
gastrico em  familias
portadoras e nao-
portadoras de mutagdes
germinativas da caderina-E
POCI/SAU- Inactivagdo  de  genes | Ginesa Garcia | Instituto de | 20.000,00
OBS/61945/2004 supressores tumorais do | Rostan Patologia e | Euros
complexo II mitocondrial Imunologia
em  paragangliomas e Molecular
feocromocitomas

esporadicos e familiares

1.4. Instituto de Tecnologia Quimica e Biolégica - ITQB

1.4.1. O Laborat6rio Associado

Director: Peter Lindley

Numero de Doutorados (31.12.2005): 126

Area Cientifica Principal: Engenharia Quimica e Biotecnologia

Linhas Tematicas de Accio:

» Moléculas Biologicamente Activas
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* Medicina e Veterinaria Moleculares
* Biologia do Desenvolvimento em Animais e Plantas

= Risco Biologico (andlise de organismos geneticamente modificados, bactérias

resistentes a antibioticos, seguranca alimentar e ambiental)
* Melhoramento de Plantas e Florestas
Parcerias:
Instituto de Tecnologia Quimica e Biologica (ITQB)
Director: Manuel Luis Magalhdes Nunes Ponte
Instituto de Biologia Experimental e Tecnologia (IBET)
Director: Manuel José Teixeira Carrondo

Instituto Gulbenkian da Ciéncia (IGC) — Genética e Desenvolvimento da Tolerancia

Natural
Director: Antonio Coutinho

Data de Constituicdo do Laboratério Associado: 24-11-2000

Tecnologias Utilizadas:

» Hibridizagao

= PCR

* Analises Bioquimicas
- Espectrofotometria
- Electroforese
- Cromatografia
- Blotting
- Citometria de Fluxo

- Microscopia
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1.4.2. Projectos

Tabela 17 - Projectos a decorrer no Instituto de Tecnologia Quimica e Biologica

Referéncia Titulo Investigador Instituicdo | Financiamento
Responsavel | Proponente Atribuido
POCI/QUI/55690/2004 | Caracterizagdo de um | Ricardo Instituto de | 54.500,00
citocromo membranar que | Saraiva Tecnologia | Euros
participa na respiragcdo | Loureiro de | Quimica e
anaerobica de Dbacterias | Oliveira Biologica
reductoras de sulfato Louro
POCI/QUI/59824/2004 | Estudos da  interac¢do | Manuela Instituto de | 73.000,00
quinona-proteina em | Alexandra de | Tecnologia | Euros
complexos de cadeias [ Abreu Serra [ Quimica e
respiratorias Marques Biolbdgica
Pereira
POCI/BIA- Plantas transgénicas como | Rita  Sobral | Instituto de | 85.000,00
BCM/55762/2004 modelos  para  estudar | Moutinho Tecnologia | Euros
regulacdo de expressdo de | Abranches Quimica e
transgenes e deposi¢do de Biologica
proteinas recombinantes
POCI/BIA- Organizagdo da maquinaria | Mariana Instituto de | 90.000,00
BCM/56493/2004 de sintese da parede | Luisa Tomas | Tecnologia | Euros
bacteriana em | Gomes de | Quimica e
Staphylococcus aureus Pinho Biologica
POCI/BIA- Interacgdes entre proteinas | Adriano José | Instituto de | 84.000,00
BCM/60855/2004 em células irmas | Alves de | Tecnologia | Euros
adjacentes que sinalizam a | Oliveira Quimica e
activagdo da polimerase do | Henriques Biologica
RNA em resposta a
morfogénese celular
POCI/BIA- Caracterizagdo  estrutural | Margarida Instituto de | 78.410,00
PRO/55621/2004 de proteinas membranares | Archer Tecnologia | Euros
da cadeia respiratéria de | Baltazar Quimica ¢
um organismo | Pereira da | Biologica
termoacidofilico Silva Franco
Frazdo
POCI/BIA- Determinantes estruturais | Maria Helena | Instituto de | 81.102,00
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PRO/57263/2004 de estabilizagdo proteica | Dias dos | Tecnologia | Euros
por solutos compativeis de | Santos Quimica ¢
hipertermofilos: Biologica
desenvolvimento de
solutos mais eficientes.

POCI/BIA- Estudo dos complexos I | Manuela Instituto de | 51.600,00

PRO/58374/2004 das cadeias respiratorias da | Alexandra de | Tecnologia | Euros
bactéria termohalofilica | Abreu Serra | Quimica e
Rhodothermus marinus e | Marques Biologica
da cyanobactéria | Pereira
Synechocystis sp. PCC
6803, sistemas modelo dos
complexos I mitocondrial e
cloroplastidial

POCI/BIA- Oxigénio reductases de | Miguel Nuno | Instituto de [ 55.200,00

PRO/58608/2004 hemo-cobre: mecanismos | Septlveda de | Tecnologia | Euros
de transferéncia | Gouveia Quimica e
electronica/protéonica e de | Teixeira Biologica
reducdo de oxigénio

POCI/BIA- Caracterizacdo de CymA: | Ricardo Instituto de | 44.400,00

PRO/58722/2004 uma proteina chave na | Saraiva Tecnologia | Euros
respiragdo anaerobica de | Loureiro de | Quimica e
Shewanella Oliveira Biolodgica

Louro

POCI/BIA- O papel da RNase R e de | Cecilia Maria | Instituto de [ 90.000,00

MIC/55106/2004 proteinas homologas no | Pais de Faria | Tecnologia | Euros
controlo da expressdo | de Andrade | Quimica e
génica: Estudos funcionais | Arraiano Biologica
e estruturais

POCI/BIA- Regulagio de genes | Herminia Instituto de | 80.000,00

MIC/58416/2004 envolvidos na sintese da | Garcez Tecnologia | Euros
parede celular em | Lencastre Quimica e
Staphylococcus aureus Biologica
resistente aos antibidticos
B-lactamicos

POCI/BIA- Estratégias de adaptagdo a | Maria Helena | Instituto de | 90.000,00

MIC/59310/2004 temperaturas elevadas: | Dias dos | Tecnologia | Euros
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Respostas a stress térmico | Santos Quimica e

e osmotico na bactéria Biologica

termofilica Rhodothermus

marinus
POCI/BIA- Controlo da transcri¢do do | Duarte Instituto de | 72.233,00
MIC/60320/2004 gene mecA, o determinante | Emanuel Tecnologia | Euros

da resiténcia a meticilina | Soeiro Quimica ¢

em Staphylococci Carvalho Biologica

Oliveira

POCI/BIA- Mechanisms of repression | Isabel Maria | Instituto de | 80.500,00
MIC/61140/2004 by AraR, a key regulator of | Godinho de | Tecnologia | Euros

carbohydrates utilization in | S4d Nogueira | Quimica e

Bacillus subtilis Biologica
1.5. LIP

1.5.1. O Laboratério Associado

Director: Gaspar Pereira Morais Barreira

Numero de Doutorados (31.12.2005): 38

Area Cientifica Principal: Fisica

Linhas Tematicas de Accdo:

» Fisica de Particulas e Astroparticulas

=  Fisica de Detectores

= Fisica Médica

Parcerias:

Laboratério de Instrumentacao e Fisica Experimental de Particulas — Lisboa

Director: Gaspar Pereira Morais Barreira

Laboratério de Instrumentagao e Fisica Experimental de Particulas — Coimbra

Director: Armando José Ponce Ledo Policarpo

Data de Constituicdo do Laboratério Associado: 22-11-2001

Tecnologias Utilizadas:
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-PET
- RPCs
- Tecnologias Opticas

1.5.2. Projectos

Tabela 18 - Projectos a decorrer no Laboradrio de Instrumentacéo e Fisica

Experimental

Referéncia Titulo Investigador Instituicdo Financiamento
Responsavel Proponente Atribuido
POCI/SAU- Tomografo Jodo José | Laboratorio de | 99.288,00
OBS/61642/2004 PET humano | Pedroso Lima Instrumentagdo | Euros
de alta e Fisica
sensibilidade Experimental
e baixo custo: de Particulas
testes de
viabilidade
POCTI/FP/ENU/50171/2003 | Paulo  Jorge | Aplicagdes das | Laboratorio de | 30.000,00
Ribeiro da | Camaras de | Instrumentacdo | euros
Fonte Placas Resistivas | e Fisica
temporizadoras Experimental
de Particulas
POCTI/FP/FAT/50234/2003 | José Basilio | Sistema de | Laboratério de
Portas Imagiologia de | Instrumentacdo
Salgado Alta Resolugdo | e Fisica
Simdes para Raios-X e | Experimental
Gama baseado | de Particulas
no Acoplamento
Optico de
Cintiladores a
APDs Sensiveis
a Posicao
POCTI/FP/FNU/50338/2003 | Francisco Cintiladores Laboratério de | 25.000,00
Amaral Gasosos Activos | Instrumentagdo | euros
Fortes de | para Imagiologia | e Fisica
Fraga Experimental

de Particulas
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1.6. CNC — Centro de Neurociéncias e Biologia Celular de

Coimbra
1.6.1. O Laboratério Associado

Director: Catarina Resende de Oliveira

Numero de Doutorados (31.12.2005): 74

Area Cientifica Principal: Ciéncias da Satude

Linhas Tematicas de Accéo:

= Neurobiologia e Neurotoxicidade

* Biotecnologia e satde (incluindo Biosensores, Enzimologia, Transportadores

de Farmacos)
* Toxicologia Médica e Ambiental
» Ensaios Clinicos Oftalmologicos e Ensaios de Biodisponibilidade
Parcerias:

Parcerias

Universidade de Coimbra

Centro de Neurociéncias e Biologia Celular
Director: Catarina Resende de Oliveira

Associagdo de Apoio ao Instituto de Investigacdo da Luz e Imagem
Director: José Guilherme Fernandes Cunha Vaz

Data de Constituicdo do Laboratério Associado: 18/11/2000

Tecnologias Utilizadas:

* Microarrays de DNA

= Hibridizagdo

= PCR

= Anadlises Bioquimicas
- Espectrofotometria

- Electroforese
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- Cromatografia

- Blotting

- Citometria de Fluxo
- Microscopia

1.6.2. Projectos

Tabela 19 - Projectos a decorrer no Centro de Neurociéncias

Referéncia Titulo Investigador Instituicdo Financiamento
Responsavel Proponente Atribuido
POCI/BIA- Controlo pela | Rodrigo Pinto | Centro de | 85.000,00
BCM/59980/2004 adenosina da neuro- | Santos Neurociéncias | Euros
inflamagao. Antunes e Biologia
Cunha Celular
POCI/BIA- Estudos estruturais da Sandra de Centro de 26.094,00
PRO/58638/2004 biogénese do Macedo Neurociéncias | Euros
proteassoma: Ribeiro e Biologia
determinagao da Celular
estrutura do Umpl e
do seu complexo com
precursores do
proteassoma.
POCI/SAU- Neuroprotec¢do por Catarina Centro de 85.000,00
FCF/59215/2004 receptores de Isabel Neno Neurociéncias | Euros
adenosina: acoplar o Resende de e Biologia
aumento da formagao Oliveira Celular
de adenosina com o
bloqueio de receptores
POCI/SAU- Efeito do consumo Rodrigo Pinto | Centro de 85.000,00
FCF/59601/2004 cronico de cafeina da Santos Neurociéncias | Euros
neuromodulagdo Antunes e Biologia
exercida pela Cunha Celular

adenosina - possivel
relevancia em
processos de
aprendizagem e

memoria.
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POCI/SAU- Interacgao entre Claudia Centro de 55.000,00

FCF/60399/2004 catecolaminas e Margarida Neurociéncias | Euros
neuropeptideo Y nas Gongalves e Biologia
células cromafins Cavadas Celular
humanas.

POCI/QUI/55603/2004 | Metabolismo hepatico | John Griffith | Centro de 65.500,00
intermediario da Jones Neurociéncias | Euros
glucose em criangas e Biologia
com e sem actividade Celular
da glucose-6 fosfatase
hepatica

POCI/SAU- Vectores lentivirais e Luis Fernando | Centro de 30.000,00

MMO/56055/2004 silenciamento de genes | Morgado Neurociéncias | Euros
em doengas de Pereira e Biologia
poliglutaminas: Almeida Celular
Expressdo de RNAs de
cadeia dupla mediada
por vectores lentivirais
para silenciamento do
gene da ataxina-3

POCI/SAU- Estudo dos possiveis Eugenia Centro de 90.250,00

MMO/57598/2004 factores ambientais e Maria Neurociéncias | Euros
moleculares que levam | Lourenco de e Biologia
ao desenvolvimento de | Carvalho Celular
diabetes tipo 2 e
obesidade em Portugal

POCI/SAU- Determinantes Sandra de Centro de 94.996,00

MMO/60156/2004 moleculares de Macedo Neurociéncias | Euros
neurotoxicidade e Ribeiro e Biologia
agregacdo da ataxina-3 Celular
na doenga de
Machado-Joseph

POCI/SAU- Relagdo entre Rui de Centro de 89.663,00

NEU/56098/2004 alteragdes metabolicas | Albuquerque | Neurociéncias | Euros
no hipocampo e Carvalho e Biologia
défices de memoria Celular
induzidos por diabetes
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POCI/SAU- Caracterizagao dos Rodrigo Pinto | Centro de 86.500,00
NEU/59135/2004 receptores purinérgicos | Santos Neurociéncias | Euros
nas fibras musgosas do | Antunes e Biologia
hipocampo - papel na | Cunha Celular
epilepsia
POCI/SAU- Vectorizacdo de Jodo Nuno Centro de 45.000,00
OBS/57831/2004 farmacos para os vasos | Sereno de Neurociéncias | Euros
sanguineos tumorais: Almeida e Biologia
uma nova terapia para | Moreira Celular

o cancro da mama

humano.

1.7. Instituto de Medicina Molecular - IMM

1.7.1. O Laboratério Associado

Director

Maria do Carmo Fonseca

N° de doutorados (31.12.2005): 104

Area Cientifica Principal: Ciéncias da Satde

Linhas temadticas de accao:

=  Gendmica, RNA e Diversidade do Proteoma Humano

= Novas Estratégias Terapéuticas de Base Celular e Farmacoldgica para

Doengas Vasculares e Neurodegenerativas

= Novos Métodos Preditivos dos Factores de Risco Genéticos e Nutricionais

para as Doengas Cardiocerebro-Vasculares

= Novas Estratégicas Terapéuticas de Base Genética e Imunologica para

Doengas Infecciosas, Hemato-oncologicas e Auto-imunes

Parcerias:

Instituto de Medicina Molecular

Director: Maria do Carmo Fonseca

Centro de Neurociéncias de Lisboa (CNL)
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Director: Jose Manuel Mordo Cabral Ferro

Centro de Microcirculacdo e Biopatologia Vascular (CMBV)

Director: Luis Filipe Sobral Silva Carvalho

Centro de Gastrenterologia de Lisboa (CGL)

Director: Miguel Antonio Paiva Carneiro Moura

Centro de Nutri¢ao e Metabolismo (CNM)

Director: Maria Ermelinda Silva Mendes Assis Camilo

Centro de Investigagdo de Patobiologia Molecular

Director: Sérgio Dias

Data da Constituicdo do Laboratério Associado: 20-11-2001

1.7.2. Projectos

Tabela 20 - Projectos a decorrer no Instituto de Medicina Molecular

Referéncia Titulo Investigador Instituicdo | Financiamento
Responsavel Proponente Atribuido
POCI/SAU- Interacgdo entre Joaquim Instituto de 70.000,00
FCF/57973/2004 endocanabinoides e Alexandre Ribeiro | Medicina Euros
adenosina no hipocampo Molecular
POCI/BIA- Mecanismos moleculares | SUSANA Instituto de 50.000,00
BCM/58929/2004 | e importancia da CONSTANTINO | Medicina Euros
internalizagdo nuclear do | ROSA SANTOS Molecular
VEGF e KDR em
células endoteliais
POCI/BIA- Modulagdo do factor de | Jodo Pedro Instituto de 95.000,00
BCM/60670/2004 | transcrigdo NF-kB Monteiro e Louro | Medicina Euros
durante infec¢do por Machado de Simas | Molecular
virus herpes gamma
POCI/BIA- O papel da IL-7 na Maria Godinho Instituto de 86.000,00
BCM/61079/2004 | regulagdo da homestase | Alves Vieira Medicina Euros
de populagdes Duarte Soares Molecular
linfocitarias T CD4+ em
humanos.
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POCI/BIA- O papel das moléculas Maria Manuel Instituto de 76.000,00
BCM/61799/2004 | de Plasmodium que Dias da Mota Medicina Euros
migram para o nucleo Molecular
dos hepatdcitos por ele
infectados
POCI/BIA- Topoisomerases: na Jodo Antonio Instituto de 50.000,00
BCM/63368/2004 | fronteira entre a Augusto Ferreira Medicina Euros
replicagdo do DNA e a Molecular
estrutura da cromatina
POCI/SAU- Neurotrofinas e Ana Maria Instituto de 90.500,00
NEU/56332/2004 comunicagdo neuronal: Ferreira Sousa Medicina Euros
regulacdo pela adenosina | Sebastido Molecular
POCI/SAU- Sinais Externos e Jodo Pedro Instituto de 99.935,00
OBS/58913/2004 Intracelulares na Génese | Taborda Barata Medicina Euros
Tumoral: Alvos Molecular
Potenciais para o
Desenvolvimento de
Novas Terapias contra o
Cancro
POCI/SAU- Indugdo de tolerancia em | Luis Ricardo Instituto de 95.000,00
MMOY/55974/2004 | doengas autoimunes: Simdes da Silva Medicina Euros
reprogramar o sistema Graca Molecular
imunitario com
anticorpos monoclonais.
POCI/SAU- Mecanismos de Maria Carmo Instituto de 90.915,00
MMO/57700/2004 | regulagao do Salazar Velez Medicina Euros
processamento € Roque Fonseca Molecular
transporte de mRNA no
nucleo
POCI/SAU- Produgdo de células T na | Ana Cristina Instituto de 94.990,00
MMO/60333/2004 | imunodeficiéncia Gomes Espada de | Medicina Euros
associada ao VIH Sousa Molecular
POCI/SAU- Genomica Funcional em | Maria Manuel Instituto de 94.050,00
MMO/60930/2004 | Malaria - Determinacdo | Dias da Mota Medicina Euros
de moléculas e suas vias Molecular
de sinalizacdo na célula
hospedeira importantes
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http://www.fct.mctes.pt/projectos/pub/2004/painel_result/vglobal_projecto.asp?idProjecto=60333&idElemConcurso=37
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para o desenvolvimento

intrahepatico do parasita

da maléria
POCI/SAU- Expressao e Funcao de John Vincent Instituto de 30.000,00
MMO/61129/2004 | hsUbc6e Fleming Medicina Euros

Molecular
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Anexo 2 Dados Relativos a Populacao

em Portugal

Tabela 21 - Esperanca de vida a nascenga em Portugal em 1960, 1970, 1980, 1990 e
2002

1960 | 1970 | 1980 | 1990 | 2002

Homens | 61,2 | 64,2 | 67,5 | 70,6 | 73,8

Mulheres | 66,8 | 70,8 | 74,6 | 77,6 | 80,3

Fonte: HFA-DB, OMS 2005

Tabela 22 - Taxas de mortalidade padronizada (método directo) geral e por algumas

causas
1980 1990 | 2002
TMP geral 1123,8 | 924,6 | 728,9
TMP por doengas cérebro-vasculares 277,3 | 210,2 | 122,2
TMP por doenga isquémica cardiaca 93,1 82,7 | 63,7
TMP por tumores malignos 161,5 164,0 | 161,6

TMP por tumores malignos da traqueia, bronquios € pulmao | 16,2 20,3 | 23,0

TMP por tumores malignos do estdbmago 33,0 26,8 18,0
TMP por tumores malignos do co6lon, recto e anus 15,7 20,0 | 21,9
TMP por tumores malignos da prostata 24,5 239 | 272
TMP por acidentes com veiculos a motor 28,0 26,6 19,0
TMP por sinais, sintomas e outras afec¢des mal definidas 176,0 113,0 | 654

Fonte: HFA-DB, OMS 2005
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Anexo 3 Transdutores

3.1. Opticos

A transducdo Optica tem um grande numero de sub-categorias pois os biosensores
opticos podem ser utilizados em varios tipos de espectroscopia (ex: absor¢ao,
fluorescéncia, fosforescéncia, Raman, refrac¢do, dispersdo) para medir diferentes
propriedades espectroquimicas das espécies. Estas propriedades incluem a amplitude,
a energia, a polarizac¢do, o tempo de decaimento e a fase. A amplitude é o pardmetro
normalmente mais utilizado uma vez que pode ser correlacionado com a concentracao

do analito em estudo.

A medicdo da energia da radiag¢do electromagnética pode fornecer informagao sobre a
alteragdo no ambiente da vizinhanga da amostra, a sua vibracdo molecular ou a
formagdo de novos niveis de energia. Pode medir-se também as interac¢des de uma
molécula livre com uma superficie fixa através de medigdes por polarizagdo. A
polarizacdo da luz emitida ¢, frequentemente, aleatéria quando emitida por uma
molécula livre em solugdo; no entanto, quando a molécula se fixa numa superficie a
luz emitida mantém-se polarizada. O tempo de decaimento pode também ser utilizado
para conseguir informagdo sobre interac¢des moleculares porque os tempos de
decaimento sdo extremamente dependentes do estado excitado das moléculas. Outra
propriedade possivel de ser medida ¢ a fase da rariacdo emitida. Quando a radiagdo
electromagnética interage com uma superficie, a velocidade ou a fase da radiagdo ¢
alterada com base no indice de refraccdo do analito.!” Seguem-se mais informagdes

sobre tecnologias que utilizam propriedades Opticas das amostras.
3.1.1. Espectrofotometria

Os métodos espectroscoOpicos baseiam-se na absor¢ao e/ou emissao de radiacao
electromagnética por muitas moléculas, quando os seus electrdes se movimentam
entre niveis energéticos. A espectrofotometria baseia-se na absor¢ao da radiagdo nos

comprimentos de onda entre o ultravioleta e o infravermelho (Figura 57).
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Figura 57 - Espectro electromagnético. A espectrofotometria utiliza a radiacéo
compreendida entre o ultravioleta (ultraviolet) e o infravermelho (infrared).
(Adaptado de [7])

A chamada radiagdo luminosa corresponde a uma gama de comprimentos de onda que

vai desde o ultravioleta ao infravermelho no espectro da radiacdo electromagnética.

Um espectrofotdmetro ¢ um aparelho que faz passar um feixe de luz monocromatica
através de uma solucdo, e mede a quantidade de luz que foi absorvida por essa
solucao (Figura 58). Usando um monocromador aparelho separa a luz em feixes com
diferentes comprimentos de onda. Pode-se assim fazer passar através da amostra um
feixe de luz monocromatica. O espectrofotometro permite-nos saber que quantidade

de luz é absorvida a cada comprimento de onda.

Cuvets or sample
Hokier Phatomultipkicr and Dutgnt Meter
E |
T
Lipht source and prizm
Efectrical Componatts

Figura 58 - Espectrfotometro. A luz ¢é dividida em feixes de diferentes comprimentos
de onda por meio de um monocromador e passa atraves da amostra, contida numa

cuvette ou célula de fotometro. (Adaptado de [7])
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Quando um feixe monocromatico de radiagdo, com intensidade Iy, incide sobre uma
cuvette contendo uma solugdo, podem ocorrer varios fenémenos. O efeito mais
significativo ocorre quando parte da radiacdo ¢ absorvida pelo meio que esta a ser
analisado. Parte da radiacdo incidente pode ainda ser reflectida, em funcdo da
substancia a analisar ou das diferencas entre o indice de refraccdo do meio onde a
radiagdo se propaga ¢ do meio que estd a ser analisado (inclusive pelas paredes da
cuvette), enquanto que outra podera ser simplesmente espalhada, caso o meio nao seja
transparente ¢ homogéneo. Consequentemente, a intensidade do feixe que ¢ medida
apos a passagem pela amostra (intensidade transmitida, I;) serd menor que a
intensidade do feixe incidente, Ip. Um aspecto extremamente importante, ¢ que todos
estes efeitos associados a intensidade de radiagao, estao relacionados entre si por uma

expressao linear descrita pela equagdo:

Iy=L+ L+ 1+
Onde:
Ip = Intensidade do feixe incidente

Ir = Intensidade do feixe reflectido, resultado das diferengas do indice de refraccao

entre a amostra € o meio envolvente

Ie = Intensidade do feixe espalhado, resultado de um meio n3o homogéneo

(suspensdo) e/ou de flutuagdes térmicas
Ia = Intensidade do feixe absorvido pelo meio

It = Intensidade do feixe transmitido.

Grande parte dos procedimentos envolvendo absor¢do de luz, sdo realizados com
solucdes homogéneas e transparentes, de modo que a intensidade de radiagdo
espalhada, I, pode ser considerada desprezavel. Ao trabalhar com solugdes
homogéneas, a intensidade da radiag¢do incidente pode ser considerada como sendo

utilizada em dois processos, descritos pela equagio:
=T+

As intensidades, incidente (Ip) e transmitida (I;), podem ser medidas directamente.

Logo, a radiagdo absorvida (I,) pode ser determinada como a diferenca entre I e Ii.
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Algumas técnicas analiticas, tais como a turbidimetria e a nefelometria, utilizam
exactamente a propriedade que determinadas solugdes ndo homogéneas apresentam de
dispersarem luz. Para tais procedimentos, a intensidade do feixe espalhado sera o

factor determinante para aplicagdes analiticas. [

3.1.2. Métodos colorimétricos

Com alguma frequéncia € necessario quantificar substdncias em misturas complexas,
ou que ndo absorvem significativamente a luz a nenhum comprimento de onda. Nestes
casos utilizam-se os chamados métodos colorimétricos - o composto a quantificar ¢
posto em contacto com um reagente especifico, de modo a desenvolver uma cor cuja
intensidade ¢ directamente proporcional a concentragdo da substincia na mistura

original.

Por exemplo, para quantificar proteinas numa solu¢do pura pode medir-se a
absorvancia a 280 nm, sendo esta proporcional a concentra¢do de proteina. Mas se
quisermos saber a concentragdo de proteina num extracto impuro, este método ja ndo
pode ser utilizado, porque outras substancias, como por exemplo os acidos nucleicos,
também absorvem a este comprimento de onda. Neste caso podemos utilizar, por
exemplo, o reagente de Biureto, que reage de modo quantitativo com as proteinas,

originando um complexo violeta, que absorve fortemente a radiagdo a 540 nm.

Para quantificar espectrofotometricamente uma substancia ¢ necessario, obviamente,
saber o valor de €. Para isso é necessario preparar uma série de solugdes do composto
a quantificar, de concentracao conhecida, fazé-las contactar com o reagente ¢ medir as
absorvancias ao comprimento de onda adequado. Caso haja uma rela¢do linear
perfeita entre a concentracdo da substincia (expressa em molaridade, M) e a

absorvancia ao comprimento de onda A de medida podemos obter uma recta do tipo
As=¢g,.c (ou Ay=¢),.c + b, caso a recta ndo passe na origem)

em que A, ¢é a absorvancia ao comprimento de onda A de medida, ¢ a concentra¢do

em M e g€ a constante de proporcionalidade. Sabendo esta relagdo, podemos fazer

corresponder uma absorvancia medida, a uma concentragdo de substancia na solug¢do

a analisar.

Muitas vezes o método so € linear até uma certa concentracdo da substancia. Nesse

caso, utiliza-se a zona em que a relagdo ¢ linear, diluindo a solu¢dao a medir, sempre
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que necessario, de modo a que a absorvancia resultante esteja contida no intervalo da

recta de calibracdo.”

3.1.3. Citometria de Fluxo

A citometria de fluxo permite a andlise de particulas de interesse bioldgico com base
na andlise da dispersdo da radiacdo electromagnética e da fluorescéncia. Também
permite a analise quantitativa de muitos constituintes celulares através de medig¢ao de
fluorescéncia. Devido a versatilidade e riqueza de informacao obtida pela citometria

, . Y . ,qe 7
de fluxo, esta é usada em pesquisa bioldgica e biomédica.”

Corantes fluorescentes podem ligar-se a diferentes componentes celulares como o
DNA ou o RNA. Os anticorpos conjugados com corantes fluorescentes podem ligar-
se a proteinas especificas, membranas celulares ou ao interior das células. Quando
c¢lulas marcadas passam através de uma fonte de luz, as moléculas fluorescentes sdo
excitadas para um nivel superior de energia. Ao regressar ao estado fundamental, os
fluorocromos emitem luz com um comprimento de onda superior. A utilizagdo de
multiplos fluorocromos, cada um com comprimento de onda de excitagao semelhante
e diferente comprimento de onda de emissdo, permite medir simultaneamente

diferentes propriedades celulares.
Na tabela 23 estdo sistematizadas as aplicagdes clinicas da citometria de fluxo.

Tabela 23 - Aplicagdes Clinicas da Citometria de fluxo(Adaptado de [7])

Area Aplicacao Clinica Caracteristica Analisada

Histocompatibilidade IgG, IgM

Imunologia Rejeicdo em Transplantes CD3, OKT3 circulante
Deteccao HLA-B27 HLA-B27
Estudos de imunodeficiéncia CD4, CDS8

Oncologia Contetdo DNA e fase S em tumores DNA
Medigdo de marcadores de proliferagdo Ki-67, PCNA
Leucemia e Linfoma Antigénios da  superficie  dos

leucdcitos

Identificagdo de subgrupos importantes | TdT, MPO
para prognostico
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Enumerag¢do de células hematopoiéticas | CD34
progenitoras
Diagnoésticode mastocitos sistémicos CD25, CD69
Hematologia
Enumeragdo Reticuldcitos RNA
Desordens Autoimunes
Anticorpos Anti-plaquetas IgG, IgM
Anticorpos Anti-neutréfilos IgG
Complexos Imunitérios Complemento, IgG
Quantificagcdo Feto-maternal Sanguinea Hemoglobina F, rhesus D
Banco de | Imunohematologia Superficie de antigénios
Sangue Eritrocitarios
Avaliagdo da contaminacdo do sangue por | Varrimento, antigénios da superficie
leucdcitos dos leucocitos
Doengas PNH CD55, CD59
Genéticas Deficiéncia de Adesao de Leucocitos Complexo CD11/CD18

3.2. Electroquimica

Este tipo de transducao ¢ complementar a transducao optica, como a fluorescéncia.

A transdugdo electroquimica, como a potenciometria, ¢ baseada no potencial quimico
desenvolvido pelo analito em solu¢do, por comparagdo com um eléctrodo de

referéncia.

Exemplos de sensores electroquimicos sao os biosensores enzimaticos de fluxo para a
detec¢do de glucose, biosensores para estimativa de proteinas e aminodcidos e

deteccdo de L-fenilalanina via NADH.!"!

Seguem-se mais informagdes sobre a potenciometria.

3.2.1. Potenciometria

A potenciometria tem como base a diferenca de potencial na auséncia de corrente.
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Através deste método, obtém-se as concentracdes idnicas directamente a partir do
potencial de um eléctrodo de membrana selectivo de ides. Estes eléctrodos sdo
relativamente livres de interferéncias e fornecem resultados rapidos e convenientes

para estimativas quantitativas de varios anides e catides.

O equipamento necessario para os métodos potenciométricos € simples e barato,
incluindo um eléctrodo de referéncia, um eléctrodo indicador e um aparelho de

medida de potencial.
3.2.1.1. Eléctrodos de Referéncia

Na maioria das aplicacdes electroanaliticas, deseja-se que o potencial de um eléctrodo
seja conhecido, constante e completamente insensivel a composi¢ao da solu¢do sob
estudo. A este eléctrodo chama-se de eléctrodo de referéncia. Conjugado com este
eléctrodo aplica-se o eléctrodo indicador, cuja resposta depende da concentragdo do

analito.

O eléctrodo de referéncia:

1. E reversivel e obedece a equacgio de Nernst;

2. Exibe um potencial que ¢ constante com o tempo;

3. Regressa ao potencial original apds ser sujeito a pequenas correntes;
4. Exibe uma ligeira histerese com o ciclo de temperatura.

Apesar de ndo haver nenhum eléctrodo ideal, existem varios que sdo uma boa

aproximacao.

Os eléctrodos de colomelanos consistem em mercurio em contacto com uma solugao
saturada em cloreto de mercario(I) (colomelanos), contendo também uma
concentragdo bem conhecida de cloreto de potassio. As semi-células de colomelanos

podem ser representadas da seguinte forma:
Hg|Hg,Cl,(sat’d),KCl(x M)||

Em que x representa a concentragdo molar de cloreto de potassio em solucdo. O

potencial de eléctrodo para esta semi-célula ¢ determinado pela reacgao:
Hg,Cly(s)+2e <2 Hg (1) +2 CI'

E ¢ dependente da concentragdo de cloreto, x. Esta quantidade deve ser especificada

na descricao do eléctrodo.
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Na tabela 24 estd uma listagem da composicdo e dos potenciais de trés eléctrodos de
calomel. A figura 59 representa os eléctrodos de referéncia de colomelanos

comerciais' [*

Tabela 24 - Potencial para varios tipos de eléctrodo (Adaptado de [6])

Potencial de Eléctrodo (V)

Temperatura 0,1M 3,5M Calomel 3,5M Ag/AgCl

°C Colomela | Colomela | Saturado Ag/AgCl Saturado
nos nos

10 0,256 0,215 0,214
12 0,3362 0,2528
15 0,3362 0,254 0,2511 0,212 0,209
20 0,3359 0,252 0,2479 0,208 0,204
25 0,3356 0,250 0,2444 0,205 0,199
30 0,3351 0,248 0,2411 0,201 0,194
35 0,3344 0,246 0,2376 0,197 0,184
38 0,3338 0,2355
40 0,244 0,193 0,184

Figura 59 -Eléctrodos de Referéncia de Colomelanos comerciais (Adaptado de [6])
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O sistema de eléctrodo de referéncia mais utilizado consiste num eléctrodo de prata

imerso numa solu¢ao de cloreto de potassio saturada com cloreto de prata.
Ag|AgCl (sat’d),KCl (x M)

O potencial ¢ determinado por:
AgCl(s) +e < Ag(s)+CI'

Este eléctrodo ¢ preparado com uma solug¢dao de cloreto de potassio de 3.5M. Os
potenciais para estes eléctrodos sdo dados na tabela 3. Os modelos comerciais destes

elécrodos sdo semelhantes aos de colomelanos.

As vantagens destes eléctrodos relativamente aos de colomelanos residem na

possibilidade de poderem ser usados a temperaturas superiores a 60°C.

3.2.1.2. Eléctrodos Indicadores

Um eléctrodo indicador ideal responde e detecta rapidamente variagdes na actividade
de um ido. Convém realgar que nenhum eléctrodo indicador ¢ absolutamente

especifico na sua resposta.
Ha dois tipos de eléctrodos indicadores:

- Metélicos — Eléctrodos de primeiro tipo, eléctrodos de segundo tipo, eléctrodos de

terceiro tipo e eléctrodos redox
- de Membrana

Os ultimos permitem a determinagdo rapida e selectiva de inimeros anides e catides
por potenciometria directa. Muitas vezes sdo denominados eléctrodos ido-selectivos
(ISE) devido a sua elevada sensibilidade. Sdo também referidos como eléctrodos de p-

ides porque o seu output & uma p-function, como o pH, pCa ou pNO; 1!

3.2.1.3. Eléctrodos Molecular-Selectivos

Dois tipos de sistemas de eléctrodos membranares foram desenvolvidos de forma a
agir selectivamente perante certos tipos de moléculas. Um destes ¢ utilizado para a

determinagdo de gases dissolvidos como dioxido de carbono e amodnia, o outro ¢
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baseado em membranas biocataliticas permitindo a determinacdo de varios compostos

organicos como a ureia e a glucose.

A figura 60 ¢ um esquema que mostra alguns detalhes da sonda sensor de gas para
didxido de carbono. A parte fundamental da sonda ¢ uma membrana porosa e fina que
separa a solucdo analito de uma solug¢do interna contendo bicarbonato de sédio e
cloreto de so6dio. Um eléctrodo de vidro sensivel ao pH contendo uma membrana ¢
colocado de forma a que um filme muito fino da solucdo interna fica entre o eléctrodo
e a membrana. Um eléctrodo de referéncia de Ag/AgCl ¢ também colocado na
solugdo interna. E o pH da pelicula de filme adjacente ao eléctrodo de vidro que
permite a medi¢do do conteudo em didxido de carbono do analito do outro lado da

membrana. ¢

Ag/AgOl I |
electrode ™~ | |

NeHCT; |
MaCl internal ...~—""_'|r
solution | L

Intarnal salution
= of glass elactrode

Glass
mambranes

Gas-parmeabla Thin film of
membrane internal
solution

Figura 60 - Esquema de uma sonda para deteccéo de didxido de carbono(Adaptado
de [6]

3.3. Mass-Sensitive

Outra forma de transducdo também utilizada ¢ a medicdo de pequenas alteragdes na
massa. Esta andlise baseia-se na utilizagdo de cristais piezoeléctricos que se podem
colocar a vibrar a uma frequéncia especifica. A frequéncia de oscilagdo ¢ dependente

da frequéncia eléctrica aplicada ao cristal, bem como da massa do cristal. Assim,
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quando a massa aumenta devido a ligacdo de quimicos, a frequéncia de oscilacdo do
cristal altera-se e esta alteracdo pode ser medida electricamente e utilizada para medir
a massa adicionada ao cristal. A maior parte da massa adicionada consiste em

fragmentos de DNA e anticorpos.”
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Anexo 4 Bioreceptores

4.1. Anticorpo-Antigénio

A reaccao de ligacdo anticorpo-antigénio (Ag-Ab) € a base para a especificidade dos
imunoensaios (ex: ELISA, FRET, quimioluminescentes).

Existe um enorme leque de potenciais aplicagdes para os imunosensores devido a

complexidade dos anticorpos.
Figura 61 - Esquema do anticorpo IgG. (Adaptado de [8])

Os anticorpos (figura 61) sdo produzidos por células do
i wwow sistema imunitario (Linfocitos B) quando estas sdo expostas a

antigénios.

Reqgifa
Constante

A forma segundo a qual se forma a ligagdo anticorpo-
antigénio segue o modelo da chave-fechadura (figura 62), ou

seja, o anticorpo e o antigénio sdo estruturalmente complementares.

Figura 62 - Modelo Chave-Fechadura (Adaptado de [8]) ‘ ﬂ - ‘

A capacidade de reconhecimento de estruturas moleculares permite o desenvolvimento de
anticorpos que se ligam especificamente a biomoléculas quimicas, microorganismos,
entre outros. Pode entdo usar-se anticorpos como detectores especificos para identificar e
encontrar um analito de interesse que esteja presente, mesmo em pequenas quantidades,

numa matriz com outras substancias quimicas.

Outra propriedade de extrema importancia ¢ a forca e afinidade das interaccdes Ag-Ab.
Estas podem ocorrer muito rapidamente e, uma vez formado o complexo Ag-Ab, existe

um determinado tempo de vida.

Para ser produzida uma resposta imunitaria a uma determinada molécula, sdo necessarios,

uma certa complexidade e tamanho moleculares.!”’
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Exemplos de utiliza¢do deste tipo de bioreceptor ¢ o radioimunoensaio (RIA) e os varios

tipos de imunoensaio clinico para o sangue.

Os imunoensaios enzimaticos podem aumentar a sensibilidade de deteccdo Ag-Ab por

um processo de amplificacdo quimica. Segue-se mais informagado sobre imunoensaios.
4.1.1. Imunoensaios

Os imunoensaios utilizam o reconhecimento anticorpo/antigénio que tem boa
especificidade e potencial para elevada afinidade. A deteccdao de proteinas ¢ o principal
foco do desenvolvimento dos imunoensaios. Também substidncias de baixo peso

molecular (drogas, hormonas, toxinas) podem ser convenientemente detectadas.
Existem trés tipos de imunoensaios:

1. Captura do Ac

2. Captura do Ag

3. Ensaio com 2 Ac em sandwich

Os imunoensaios podem ser classificados como heterogéneos ou homogéneos,

competitivos ou ndo-competitivos e directos ou indirectos. !'*!

Segue-se uma breve descrigao sobre alguns imunoensaios de interesse mais relevante.

4.1.1.1.Radioimunoensaio

O Radioimunoensaio (RIA) é um dos tipos de imunoensaio mais utilizados. E aplicado na
farmacologia, na quimica clinica, na ciéncia forense e epidemiologia molecular.

Nesta imunoensaio prepara-se uma mistura de um antigénio radioactivo ('*I ou "'l sdo os
mais utilizados) e anticorpos para o antigénio. A imagem que se segue ilustra a o

procedimento.
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Figura 63 - Radioimunoensaio (RIA)

Depois de separados o sobrenadante e o precipitado, sdo medidas as

radioactividades de cada um, sendo representadas graficamente (Figura 64).
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Depois de determinar a velocidade de ligagdo de
antigénio livre em cada incognita, a concentracdo pode

ser lidas directamente da curva standard.

O RIA ¢ muito utilizado devido a sua enorme sensibilidade. Utilizando anticorpos de

elevada afinidade (K, = 10°*~10" M™), é possivel detectar o antigénio com concentragdo

na ordem do picograma. (107 g)
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4.1.1.2. Imunoensaios Enziméaticos

Em todos os ensaios enzimaticos (EIA) o sinal detectado final ¢ produzido pela

actividade de uma enzima, enquanto que a especificidade ¢ obtida pela interaccao Ag-Ab;

a adicdo de um substrato enzimatico ao complexo imune final resulta na acumulacao de

um produto colorido. Existe uma grande amplificacio de sinal devido a elevada

capacidade das enzimas processarem moléculas.

Sao exemplos destes imunoensaios 0 ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay), a

utilizacdo de Ab e moléculas quiméricas, ELIFA (Enzime-Linked Immunofilter Assay) e

outros ensaios envolvendo enzimas.

(71

Tabela 25 - Imunoensaios Enzimaticos (Adaptado de [7])

Ensaio Principio Comentérios
Heterogéneos de Fase Solida
EIA directo Enzima marcada com Ab reconhece | Se for usado um sistema de captura
(ELISA) Ag Ab, a enzima marcada com o Ab

deve reconhecer um epitopo Ag
diferente e depois capturar o Ab;
Pode ser um ensaio competitivo ou

ndo-competitivo.

EIA “sandwich” indirecto

(Complexo Imune)

O enzima Ab marcado com anti-IgG
liga-se directamente ao local de

reconhecimento Ab ou directamente

Numero de enzimas multiplica-se

pelas zonas epitopes no Ab IgG.

(ELISA) a um anti IgG Ab n3o marcado que
reconhece tanto Ag-especifico Ab
como o enzima marcado Ab. Ambas
as conformagdes dos complexos . . ,
O ensaio com revestimento ¢
imunitarios, directa e indirecta, sdo | . .
instantdneo, sem  tempo  de
utilizadas na técnica ELISA ) N . . ~
incubagdo. 5 min de incubagdo com
ELISA é efectuada com | o substrato.
revestimento.
Moléculas Ab | Abs construidos para ter | Ab bioespecifico construido para se

Bioespecificas/Quimericas

especificidade dupla para Ag e

ligar tanto a FITC (usado como
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enzimas; ou Ab  quimérico

construido para reconhecer um
hapteno (ligado covalentemente a
um imunoreagente) € uma enzima;
em ambos o0s casos a enzima ¢
indirectamente ligada ao
imunocomplexo,  opondo-se  a
ligagdo directa, como o caso de
enzimas covalentemente ligadas a

Ab.

Também:

Fusdo de proteinas quiméricas
construidas apenas com uma regiao
cadeia

varidvel na simples;

construgdo  de  imunoreagente

bifuncional

Construcdo de fusdo de proteinas
construidas entre proteina A e

enzimas; A medida que o
imunoreagente sandwich ¢ formado,
uma por¢ao de proteina fundida liga-
se a regido Fc do Ab Ag-especifico,
imunoensaio

formando um

enzimatico.

marcador para Ag ou Ab) como a
enzima reporter (HRP); um Ab
hibrido actua como ponte entre o

FITC marcado € a enzima,;

Ou:

Ab bioespecifico construido de
forma a reconhecer os Ag ¢ HRP
especificos; vantagem na ligagdo
directa da enzima repérter e Ab

especifico.

A construcdo de enzima-proteina A
aleatoria da

Ab com

evita a natureza
marcagdo quimica do
enzimas; uma vez que o Ab ndo esta
marcado hd menos efeitos adversos
na afinidade do Ab do que se o Ab

estivesse directamente ligado.

ELISA-celular

Detectar moléculas na superficie
celular, usando Ab Ag-especifico ¢
enzimas marcadas antiespécies Ab

IeG

Normalmente aplicados a células em

microwells;Limita¢des: Pode ser
necessario usar enzimas diferentes se
houver interferéncia da enzima
celular endogena; se as células estdo
fixas, Ag da superficie podem ser

destruidos; boa correlagdo com a
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analise por citometria de fluxo.

ELIFA (Enzime-Linked

Immunofilter Assay)

Ag capturado na  membrana

detectado por Ab Ag-especifico e
complexo imune adicional;
Antiespécies IgG Ab + Ab marcado

com enzimas

Detecgdo de ~ 50 a 60 células

bacteriais, usando ensaios
quimioluminescentes ou
colorimétricos; muito rapido (17
min.)

EIA

Ag conjugado com uma enzima
marcadora; o Ag livre na amostra
compete com o Ag marcado para

ligagdo com o Ab imobilizado.

Fusdo proteica entre proteina A e
Ab Ag-
especificoresulta na fusdo enzima-

Ag

enzima; ligacdo a
imobilizando a proteina no

complexo.
Ou:

Enzimas covalentemente ligadas a
diferentes Ags hapteno; a incubagao
com Abs Ag-especificos e Ag livre
em solucdo resulta em Ag marcados
formando um imunocomplexo com
Ab; Adicdo de um segundo Ab
resulta na precipitagdo do complexo;
depois da lavagem, a adigdo de
substratos enzimaticos resulta em
actividade optica e sinal Optico

proporcional a quantidade de Ag

marcado ligado no complexo.

Ensaio heterogéneo, competitivos;

nao tdo sensivel como

radioimunoensaio.

Ensaio competitivo, heterogéneo; Ag
em solu¢do compete com a proteina
da fusdo enzima-Ag para ligagdo ao

Ab; amplificag@o deve-se a enzima

Ensaio heterogéneo; Ag marcado
compete com Ag livre para ligagdo a
quantidade  limitada de  Ab;
utilizagdo de duas enzimas diferentes
permite utilizagdo de duas enzimas

substrato diferentes cujos produtos

Homogéneos em Solucéo

EMIT (Enzyme-Multiplied

Immunoassay Technique)

Ag livre compete com o Ag marcado
para ligagcdo ao Ab;A ligacdo do Ag
marcado ao Ab resulta na inibigdo
da actividade enzimatica; quanto

mais Ag na amostra, menos inibigdo

podem ser  distinguidos  por
propriedades oOpticas.
Ensaio competitivo;

proporcionalidade directa entre a
concentragdo de analito livre ¢

actividade enzimatica.
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enzimatica existe € maior € o sinal

resultante
Enzyme Inhibitory | Ab liga-se a enzima (dextranase); a | Desenhado para permitir o ensaio de
Immunoassay ligacdo do Ag ao Ab ligado a | Ag de elevado peso molecular; Sinal

enzima resulta na inibi¢do da

capacidade da enzima se ligar ao

inversamente proporcional a

concentragdo de Ag no analito

substrato insoluvel; o substrato
enzimatico estd em suspensdo com
todos o0s outros componentes;
inibi¢do da actividade enzimatica

produz menos produto.

4.1.1.3. Biotina e Procedimentos Avidina/Streptavidina

A biotina e a avidina/streptavidina formam um complexo. Devido a constante de
associagdo extremamente elevada de biotina, avidina/streptavidina, sdo produzidos
complexos estaveis com taxas de formagao favoraveis.

O procedimento consiste no reconhecimento do Ag pelo Ab biotinizado, ligando-se este

ultimo a uma enzima marcada com avidina/ streptavidina.[7]

4.1.1.4. Procedimentos de Acoplamento de Enzimas

As bases gerais destes procedimentos sdo semelhantes as referidas para os imunoensaios
enzimaticos. Existe uma enzima ligada a imunoreagente havendo produc¢do de um

produto que ¢ directamente detectado.

Estes procedimentos tém potencial para o aumento da amplificagdo, uma vez que as
enzimas secundarias contribuem para a multiplicagdo total de moléculas responsaveis

pelo sinal final.

Sio exemplos destes procedimentos a bioluminescéncia e as cascatas multienzimaticas. [’

Tabela 26 - Procedimentos de Acoplamento de Enzimas (Adaptado de [7])

Ensaio Principio Comentarios
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Cascatas Multi- | Produto de uma reac¢do enzimatica torna- | Sinais  enzimaticos  amplificados;

enzimaticas se substrato para outra enzima; a enzima | aumento da sensibilidade comparando
produto pode ser reciclada varias vezes com EIA convencional

Bioluminescéncia Imunoensaios “sandwich” standard | Pode ser um ensaio competitivo ou

ajustados com uma enzima anexada ou ao | ndo-competitivo; ensaio com muitos
Ab ou ao Ag (modo competitivo); forma-se | passos, tornando-se ensaios mais

luciferina livre longos

4.1.1.5. Imunoensaios de Fluorescéncia

Inerentemente, a fluorescéncia tem maior sensibilidade que a espectroscopia de absorgao.
Outras propriedades da fluorescéncia (polarizacdo de fluorescéncia, tempos de vida de

fluorescéncia) podem servir como base para deteccao.
Existem dois modos para este tipo de imunoensaios:

1. Fluoréforos anexados ao imunoreagente (Ab ou Ag): aquando da formagdo do
imunocomplexo, uma extensdo da formacdo do mesmo pode ser quantificada por

fluorescéncia;

2. E efectuado EIA, mas a enzima produz compostos fluorescentes a partir do substrato.
[71

Duas das técnicas mais importantes sdo a FRET (Fluorescence Resonance Energy

Transfer) e a Espectroscopia de Reflexdo Total Interna.

Tabela 27 - Imunoensaios por Fluorescéncia (Adaptado de [7])

Ensaio Principio Comentarios
Fluoroimunoensaio Um Ab marcado com fluoréforo liga-se | Ensaio  Heterogéneo;  pode  ser
directo (FIA) a um Ag imobilizado (Ag pode ser | competitivo ou ndo competitivo;

imobilizado por Ab capturado); o Ab | amplificacdo minima; amplificagdo
imobilizado liga-se ao Ag livre ou [ depende do numero de fluréforos
marcado com fluorescéncia ligado ou ao Ab ou ao Ag; requer que o
Ag seja uma proteina ou um péptido

maior; pequeno hapteno ¢ conjugado
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com um fluordforo, por definicdo ndo
envolve amplificacdo; configuracdo do
Ab imobilizado pode ser utilizada para
ensaios competitivos nos quais o Ag
marcado compete com o Ag livre no
analito para ligagdo a um numero

limitado de zonas do Ab imobilizado.

Imunoensaio de

Fluorescéncia

Avidina/Streptavidina marcada com

fluoroforo liga-se a Ab biotinizado

Multiplas zonas de biotina no Ab,
multiplos fluoréforos na avidina; ensaio

heterogéneo

EIA por fluorescéncia

Um substrato fraco ou nio fluorescente
gera um produto fluorescente através de
analise ensaio

enzimatica; mesmo

imunitario que ELISA

Ensaio heterogéneo ; fluorescéncia com

maior sensibilidade que absorgdo

(colorimetrica)

Espectroscopia de
Reflexdo Total
Interna com Detecg¢ao

de Fluorescéncia

Reacgdo imunologica entre Ag e Ab
monitorada na interface entre o guia de
ondas optico e a solugdo da amostra;
resulta na detec¢do de eventos de
ligagdo Ag-Ab que estejam muito perto
da superficie onde ocorre reflexdo

interna.

Requer ajuste optico elaborado; o Ab
marcado com fluoréforo contribui para
a fluorescéncia observada na interface

guia de ondas/solugdo

FRET (Fluorescence
Resonance  Energy

Transfer)

O fluoréforo doador/Ag conjugado (B-
ficoeritrina/tiroxina) compete com o Ag
livre na amostra para ligagdo ao Ab-
fluordforo aceitador conjugado
(antitiroxina Ab/Cy-5); quando o Ag
marcado se liga ao Ab marcado ocorre
FRET; Esta transferéncia é detectada
medindo alteragdes nos tempos de vida
de fluorescéncia através de modulagao

de fase.
Ou:

Dois Abs marcados com fluoréforo
resultam em diferentes epitopos no Ag

analito; quando se forma o complexo

Ensaio homogéneo competitivo; par
particular de corantes escolhidos de
modo a permitir a ocorréncia de FRET
mesmo a distdncias superiores a
maioria dos pares doador-aceitador;
elimina muitas fontes de interferéncia
fluorescente; instrumentacdo bastante

complexa; requer laser.

Um Ab marcado com criptato de

europium (III) liga-se ao Ag; segundo
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imune, a excitagdo de um fluoréforo
(doador ) resulta na transferéncia de
energia para o segundo fluor6foro

(aceitador) devido a proximidade

Ou:

Ag marcado com um derivado
quimioluminescente (isoluminol);
ligagdo ao Ab marcado com

fluoresceina permite condi¢cdes para
transferéncia de energia ndo-radiativa;
adi¢do de microperoxidase e H,O, apos
formagdo do complexo resulta na

emissdo devida a4 reaccdo de
quimioluminescéncia e transferéncia de
energia para o Ab marcado, resultando
na emissdo de fluorescéncia pelo
fluoréforo associado ao Ab, uma vez
que as espécies doador/aceitador sdo

desenhadas de modo a permitir FRET

Ab marcado com aloficocianina
(aceitador) também se liga ao outro
epitopo do Ag; excitagdo por laser do
doador resulta em transferéncia de
energia para o doador, se ambos

estiverem ligados ao mesmo Ag

Ensaio  homogéneo,  competitivo;

amplificacdo deve-se a multiplos
fluoréforos no Ab; uma vez que ocorre
tanto

quimioluminescéncia  como

fluorescéncia a razdo entre a
intensidade da luz a dois comprimentos
de onda ¢ utilizada para avaliar a
quantidade de energia transferida;
ensaio aplicado a grande variedade de
Ags; envolve aparato experimental

complicado

4.1.1.6. Procedimentos Quimioluminescentes

A quimioluminescéncia apresenta grande potencialidade para ser um procedimento

extrememante sensivel. Hoje em dia ¢ a mais utilizada na instrumentacdo de IVD,

principalmente em imunodiagnoéstico.

Segue o mesmo conceito que o imunoensaio por fluorescéncia. Um imunoreagente ¢

marcado com um composto quimioluminescente ou uma enzima substrato ¢ utilizada para

produzir um produto quimioluminescente através de ac¢do enzimatica, sendo esta a

modalidade mais utilizada. !

Tabela 28 - Procedimentos Quimioluminescentes (Adaptado de [7])

Ensaio

Principio

Comentarios

Imunoensaio

por

Captura de Ab usada para imobilizar Ag

Multiplos marcadores
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Quimioluminescéncia na superficie solida por ensaio standard; | quimioluminescentes por Ab
Ab  Ag-especifico com marcador | produzem alguma amplificagdo,
quimioluminescente liga-se ao | ensaio heterogéneo, ndo competitivo;
imunocomplexo; depois de lavagem, | teoricamente a sensibilidade deve
adi¢do de reagentes apropriados produz | aumentar com a actividade especifica
quimioluminescéncia. do marcador
Ou:

Ag marcado com derivado
quimioluminescente (isoluminol); Ab . . .
Ensaio heterogéneo competitivo;
Ag-especifico imobilizado na superficie . .
rendimento da luz inversamente
solida; Ag ndo marcado na amostra . X ~
proporcional a concentracdo do
compete com o Ag ndo marcado para . ~ ~
P J P analito; taxa de produgdo de luz ndo
ligacdo ao Ab; apos ligagdo e lavagem, a | , .
ga¢ - Apos Higac gem, ¢ constante, portante o instante de
adicdo de reagentes apropriados produz - , .
¢ £ prop p adigdo dos reagentes ¢ muito
quimioluminescéncia. . ..
importante; 0s materiais
Ou: quimioluminescentes normalmente
. . ndo estdo presentes nas amostras
Marcador quimioluminescente
. . - bioldgicas
quimicamente ligado ao Ag; adigdo de &
Ag livre na amostra promove ensaio
competitivo; ligagdo do Ab ao A . , o
P o IBEe € | Ensaio homogéneo, competitivo;
marcado com composto ~ .
p concentragdo do Ab  ajustada
quimioluminescente melhora .
cuidadosamente
significativamente; Ag livre compete
para zonas de ligagdo no Ab — quanto
mais Ag na amostra, menos melhoria na
quimioluminescéncia é observada.

Imunoensaio Imunoensaio efectuado da mesma forma | Bastante mais sensivel que o EIA

Quimioluminescente que o EIA; marca¢do enzimatica num | colorimétrico ou que 0

Enzimatico (CLEIA) dos imunoreagentes; actividade | radioimunoensaio; sinal luminoso

enzimatica no substrato resulta num
produto quimioluminescente; ou a ac¢do
da enzima no substrato gera um produto
que reage com outros quimicos
(luminol) na mistura de reacgdo para

produzir quimioluminescéncia.

mais forte e mais estavel; pode ser
usado um filme fotografico como
detector; tempo de ensaio muito

curto;
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Ag imobilizado na

membraba; adicdo de Ab conjugado

(bacterial)

com enzima seguida de adigdo do

substrato e quimico luminescente;

quimioluminescéncia detectada.

Seguida a electroforese, a analise por
imunobloting nas membranas ¢ levada a

cabo utilizando imunoreagentes de

forma standard; substrato
quimioluminescente adicionado,
quimioluminescéncia medida; a

“sandwich” de imunoreagente pode ser
modificada usando um Ab secundario

biotinizado.

Luminescéncia detectada usando
uma camara CCD e um processador

de imagem.

Os substratos quimioluminescentes

oferecem vantagens relativamente
relativamente aos  colorimétricos,
incluindo  melhor  sensibilidade,

menores tempos de incubagdo, facil

aquisicdo de imagem

4.2. Acidos Nucleicos/DNA

Os sensores de DNA sao utilizados em ensaios de hibridacao (ver figura 65).

acido

ribonucleico

Figura 65 - Principio da Hibridacao.

A hibridagdo in situ permite visualizar onde esta

mensageiro (mRNA)

particular num tecido. A expressdo In Situ singnifica “no

- localizado
-
5P ==

local”, portanto este método permite ver a localizacdo

normal do mRNA de interesse. Pode ver-se no diagrama

que uma das quatro células num tecido estd a trancrever o

gene de interesse (a célula a cheio com linhas). Uma sonda de DNA ¢ ligada a um enzima

e ocorre o emparelhamento das bases de DNA e mRNA. Depois de uma série de lavagens

apenas as sondas que estao emparelhadas correctamente se mantém no tecido.
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Um substrato incolor ¢ incubado na sonda e o substrato ¢ enzimaticamente convertido em
produto colorido que ¢ depois visualizado (pode usar-se fluorescéncia). As células que

contém o produto colorido indicam onde foi expresso o mRNA de interesse.

Uma caracteristica importante ¢ a escolha do corante que actua como transdutor de sinal.
Grande parte das vezes usa-se Brometo de Etidio para detectar hibridagdo do DNA em

aplicagdes como electroforese. Segue-se mais informagao sobre electroforese.
4.2.1. Electroforese Capilar

A electroforese capilar ¢ normalmente efectuada em capilares preenchidos com uma
solugdo tampao aquosa. Cada extremidade do capilar estd imersa num reservatorio que
contém o tampao, sendo aplicado um potencial de 10-30 kV aos eléctrodos de platina (Pt)
em cada reservatorio (ver figura 66). Na sua forma mais simples, a CZE (Electroforese
Capilar de Zona) consiste na separacdo dos constituintes de uma amostra, com carga

eléctrica diferente com base na velocidade de migragao electroforética relativa.

Aquisican de dados

Calodo
=)

" Detector

—
st

T Reservatdnios tampdo

| Fonte da
Alta Voltagem

Figura 66 - Diagrama de um sistema de electroforese capilar (Adaptado de [5])

Existem outras técnicas relacionadas com a Electroforese Capilar, nomeadamente,

electroforese em gel (SDS-PAGE para proteinas e PAGE para anélise de DNA).

No entanto, a electroforese capilar ¢ mais rdpida do que a electroforese em gel, em parte
porque podem ser aplicados campos de maior potencial devido a correntes

electroforéticas reduzidas e aumento de dissipagdo de calor. "
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Por razdes praticas, um potencial positivo ¢ normalmente aplicado no terminal de
injec¢ao do capilar, e o terminal oposto esta a um potencial relativamente negativo (ver

figura 67).

Detectar do

EOF ——> Analito %
(A}
Patencial
Pozitivo

Reservatdrio

Reservatario
de Injeccan de Detecdo
(B} . . Detector
Potencial +
Positivo
{C} Detector

R e
Potencial FOF

Figura 67 - (A) Instrumentacdo de Electroforese Capilar. Um potencial é aplicado
através de eléctrodos de Pt (ndo é mostrado) nos reservatorios de injeccdo e deteccao.
(B) Migracdo de anides e catides na auséncia de fluxo electroosmético (EOF) (C)

Migracao de anides e catides na presenga de EOF. (Adaptado de [7])

A velocidade de migragdo das espécies idnicas em solu¢dao pode ser descrita através da

relacdo:

Onde v, ¢ a velocidade electroforética de um composto carregado, ue, ¢ a mobilidade
electroforética e E a for¢ca do campo aplicado (V/cm). A mobilidade electroforética (u.p) €
definida como:

Uy, = d
" ellgr
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Onde q ¢ a carga do composto, 1 a viscosidade da solucdo e r o raio hidrodindmico do
composto. Na auséncia de fluxo de fluido, apenas as espécies catiénicas podem ser
separadas como descrito na figura 67 (A). As espécies anionicas podem ser separadas

revertendo-se a polaridade do potencial aplicado. "

4.3. Estruturas Celulares

As estruturas celulares e as proprias células tém sido utilizadas no desenvolvimento de
biosensores e biochips. Estes bioreceptores baseiam-se no bio-reconhecimento por uma
célula ou microorganismo por um componente especifico com capacidade de ligacao

especifica a certas espécies.!”

4.4. Biomimétricos

Estes métodos incluem moléculas fabricadas por engenharia genética e moléculas

sintéticas.”!

Em medicina molecular, um dos principais alvos de investiga¢ao sdo os genes, compostos
por moléculas de DNA (figura 68) uma vez que alteracdes a este nivel sdo responsaveis

por muitas patologias.

As moléculas de DNA codificam a informagdo genética nos organismos vivos. Sao
‘ff”’“"‘“““’ compostas por quatro bases nucleotidicas: adenina
K (A), citosina (C), timina (T) e guanina (G). A sua

estrutura ¢ uma dupla hélice antiparalela.

Figura 68 -Molécula de DNA (Adaptado de [9])

Os genes sao a unidade basica da hereditariedade nas células de todos os organismos

vivos.”)

Um dos maiores desafios em genética humana ¢ identificar e classificar sistematicamente

polimorfismos genéticos e elucidar a sua contribui¢do na saude e doenca humanas.
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A andlise da sequéncia de DNA ¢ importante, particularmente na compreensdo da base
genética das doencas. Existem vérias alteragdes no DNA no genoma humano, desde

SNPs, microsatélites, deleccao ou inser¢ao de um ou multiplos pares de bases.

Tradicionalmente, a electroforese em gel tem sido muito utilizada como técnica analitica
para estudar a variagdo genética. No entanto, sdo exigidas andlises cada vez mais rapidas,
em paralelo e com elevada resolugdo de multiplos alvos e multiplas amostras, usando
ensaios de formato multiplex, isto ¢, usando duas ou mais tecnologias. Por exemplo,
pode-se usar reagentes corantes fluorescentes com diferentes comprimentos de onda de
emissdo para discriminar compostos, podendo ser combinados numa tUnica corrida

analitica.

Existe uma grande variedade de metodologias e plataformas para detectar SNPs no DNA.

A maior parte dos métodos séo iniciados por amplificagio.!”

A Amplificagdo de Acidos Nucleicos consiste em utilizar técnicas de laboratério que
envolvem a sintese in vitro de muitas copias de DNA ou RNA de um modelo original. A
técnica mais conhecida € a reac¢ao em cadeia da polimerase (PCR), mas existem técnicas
mais actuais e mais utilizadas actualmente, nomeadamente nos produtos do portfélio da

Siemens Medical Diagnostics, como o bDNA, ou DNA ramificado.

A sequenciacdo de DNA consiste na determinagdo precisa da sequéncia de nucledtidos
numa amostra de DNA. Permite revelar factos relativamente a estrutura e regulagdo dos

genes, a organizagdo do genoma, assim como descobrir genes.

Um factor importante a ter em conta quando se escolhe uma tecnologia para sequenciagao
¢ que apenas pequenas sec¢des (1000 a 2000 bp) de DNA podem ser sequenciadas. O
processo actual de geragdo de DNAs requer um determinado numero de passos
envolvendo a clonagem e a purificagdo seguidos de sequenciagdo e agregacdao dos

fragmentos em regides contiguas do cromossoma alvo.

Os protocolos de detecgdo por fluorescéncia sdo usados para detectar as bases. Nestes

protocolos, um dos passos importantes ¢ o de fraccionamento, no qual as moléculas de

DNA sio separadas por tamanho através de electroforese em gel.!”’
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Seguem-se mais informagdes sobre amplificacdo, sequenciagdo e andlise de 4acidos

nucleicos.
4.4.1. Amplificacdo de Acidos Nucleicos
4.4.1.1. PCR

O DNA alvo ¢ exponencialmente amplificado usando uma polimerase temoestavel para
copiar pedacos complementares de DNA usando um primer para cada pedago. O RNA
pode entrar no ciclo PCR através da reac¢ao inicial com a transcriptase reversa; podem
ser utilizadas varias estratégias para incorporar um marcador ou outros compostos aos

quais o marcador se possa ligar durante o decorrer do PCR. |’

A figura 69 ilustra a estratégia nesta técnica.

DNA Original Desnaturacdo
por calor

L1l iaeg i isyniid

Primers T
FENNET FFNE NSRS« TN

D

Polimerase Anneal dos
0 Primers

e B B A ]

Extensio
. de Primer
| W 4
N !.I.II!IIOIIIIII

Desnaturagio

por calor g

Figura 69 - Passos envolvidos na PCR. (Adaptado de [13])

Na tabela 29 encontram-se resumidos os principios de ensaios de amplificagdo baseados

em PCR.

Tabela 29 - Amplificacé@o de &cidos nucleicos baseada em PCR (Adaptado de [7])

Ensaio Principios Comentarios
Polymerase Dois primers s3o usadas num processo | PCR foi levado a cabo inicialmente com
Chain interactivo para amplificar um segmento [ um fragmento do DNA-polimerase de
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Reaction

(PCR)

especifico de DNA; o primeiro DNA alvo é
desnaturado por calor, seguido pela
hibridizagdo de ambos os primers;
optimizagdo da temperatura por DNA-
polimerase termoestavel ; sdo repetidos os
passos de desnaturagdo, annealing e
extensdo de primer; na presenga de primers
em excesso, apos alguns ciclos, copias da
regido de interesse na sequéncia alvo
come¢am a dominar o produto formado;
cada ciclo resulta na duplicagdo da
sequéncia de DNA alvo; pode ser aplicado
também para amplificar o RNA se este for

transcito em cDNA por transcriptase reversa

e.coli; instabilidade térmica requer adi¢do
de nova enzima a cada passo de
desnaturacdo; a utilizagdo de uma enzima
termoestavel é necessaria e universal;
produto de PCR pode ser visualizado por
manchas de ethidium bromide no gel de
agarose; eficiéncia da reac¢do pode variar
dependendo  da  concentragio  da
polimerase, primers, Mg**, etc; devido a
natureza exponencial do PCR, pequenas
alteracdes na eficiéncia podem ter grandes
efeitos na quantidade final de produto;
existe possibilidade também de detecgdo
por fluorescéncia, por cromatografia

liquida, por colorimetria e por FRET

PCR-
Transcriptase
Reversa (RT-
PCR)

Para amplificacdo de espécies de RNA; o
RNA ¢ reversamente transcrito, havendo
formacao de de uma copia de DNA (cDNA)
do RNA; entdio o PCR pode ocorrer
utilizando dois primers como o PCR
convencional; durante o primeiro ciclo, um
primer liga-se ao cDNA sendo formado um
fragmento de cDNA; durante o segundo
ciclo outro primer liga-se ao novo
fragmento; eventualmente pode ocorrer

amplificagdo exponencial.

Amplificagdo de RNA por PCR

Taq Man

PCR efectuado de forma usual, mas € tirada
vantagem da exonuclease 5°—3’ da Tag
DNA  polimerase; uma  sonda
oligonucleotidica marcada na terminagéo 5’
com um quencher e na 3'com um
fluoréforo € colocada no inicio do PCR; sdo
aumentados os ciclos de PCR, aumentando

a fluorescéncia.

Amplificagdo por PCR; ¢ possivel
detec¢do numa solugdo homogénea sem
passo de separagdo; o quencher e o
fluoroforo tém que estar proximos o
suficiente para para que haja uma

transferéncia de energia eficiente.
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4.4.1.2. Hibridagao
A hibrida¢ao ¢ um método de mapeamento de sondas de acidos nucleicos.

Uma sonda com um marcador ou com potencialidade de ser marcada ¢ hibridada, e o
complexo hibrido ¢ detectado; alternativamente a sonda pode ser amplificada por
processos de PCR, como foi focado no tdpico anterior. A hibridagdo ¢ comummente

aplicada a membranas, sec¢des de tecido e microarrays, como ja tinha sido referido.
Uma técnica muito utilizada ¢ a Hibridagio por Fluorescéncia in situ (FISH). "

Outras técnicas estao resumidas na tabela 30.

Tabela 30 — Hibridacao (Adaptado de [7])

Ensaio Principios Comentérios

Hibridag¢do  por | Sonda de DNA marcada com hapteno hibrida o DNA alvo; o | Maior intensidade de
fluorescéncia in | Ab antihapteno marcado com peroxidase ou streptavidina | sinal; maior
situ (FISH) marcada com peroxidase sdo ligados ao complexo | amplificacdo devido a
DNA/sonda DNAM adi¢édo de biotina tiramida ou fluoréroro | actividade enzimatica

tiramida resulta na deposi¢do do fluoréforo ou da biotina na
zona de acgdo da peroxidase; no caso da deposicdo da
biotina, adicdo de streptavidina marcada com fluordforo

completa a detecgdo “sandwich”.

Hibridagio in situ | E adicionado substrato colorimétrico para a peroxidase para | Amplificagio por

(Colorimetria) a detecgdo final actividade enzimatica

4.4.1.3. DNA Ramificado (bDNA)

A medicdo do RNA viral plasmatico ¢ efectuada mediante DNA ramificado (bDNA).
Este método oferece a vantagem de ser baseado na amplificacdo do sinal e ndo do alvo,
como as metodologias que utilizam a PCR (polimerase chain reaction) e portanto, de ser
menos sensivel ao problema da contaminagdo. Actualmente o sistema bDNA parece ser
aquele que da maior cobertura em relagdo aos varios sub-tipos de HIV existentes. Além

disso a bDNA ndo se ressente dos erros tipicos dos procedimentos de PCR (amplificacio
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de RNA contaminantes, mutag¢des induzidas pela polimerase). Isso leva a poder reduzir o

nivel de esterilidade necessario para a execugdo da analise.

As desvantagens do método sdo o custo muito elevado do kit, juntamente com o facto que

ndo se pode processar uma s6 amostra (para optimizar o uso do kit € necessario processar

muitas amostras contemporaneamente, atrasando assim a resposta para o médico). Além

disso, a técnica da bDNA ¢ influenciada pela instabilidade dos reagentes, nomeadamente

dos RNA de controlo que servem para determinar a curva standard da qual se extrai a

carga viral das amostras em exame.

[14]

Tabela 31 - Tecnologia de DNA Ramificado (0DNA) (Adaptado de [7])

Ensaio

Principios

Comentarios

Amplificagdo
Branched
DNA

(a)DNA alvo imobilizado em superficie solida
por séries de oligonucleotidos complementares
a outros segmentos de DNA alvo; outros
oligonucleotidos (LE — label extenders)
complementares a outros segmentos de DNA
alvo sdo hibridados, os LE também se ligam a
um segmento de bDNA ao qual se ligam

muitas moléculas de alcalinofosfatase

(b) sondas LE ligam-se a sondas
oligonucleotidicas pré-amplificadoras, que
posteriormente se ligam a segmentos
amplificadores; incorporagdo de bases ndo-
naturais nas moléculas amplificadoras podem
reduzir  hibridizagdo  n-ao  especifica,
melhorando a sensibilidade; o passo final de
detecgdo envolve a adigdo de substrato
quimioluminescente e deteccdo de
luminescéncia; a tecnologia bDNA amplifica

o sinal reporter, ndo o alvo.

O sinal de amplificacdo ¢é linear,
portanto o sinal estd directamente
relacionado com o nimero de moléculas

alvo presentes na amostra original;
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Deteccdo e quantificagdo de mRNA
directamente das células; CE (capture
extenders) e LE com cerca de 30 bases e
entre elas a cobertura completa da
sequéncia de DNA; os amplificadores de
bDNA tém 15 ramos cada um, cada um
marcado com alcalinofosfatase; maior
amplificacdo; superficie solida tem

DNA sintético para hibridizar para CE

4.4.2. Sequenciacdo de Acidos Nucleicos
Existem dois métodos se sequénciacdo com utilizagdo mais comum:

- Sequenciagdo de Maxam-Gilbert: Utiliza clivagem quimica para quebrar as moléculas
de ssDNA (Single-stranded DNA), seguida de um passo de fraccionamento. E efectuada

depois a electroforese em gel, sendo a sequenciagdo deduzida do padrdo gerado.

- Método da terminagio em cadeia de Sanger: E um método enzimatico que envolve a
constru¢do de um DNA complementar para modelar aquele cuja sequéncia estd por

determinar.
4.4.3. Deteccgéo de Acidos Nucleicos
4.4.3.1. Autoradiogréfica

Ap6s a electroforese das bandas de DNA, estas t€ém que ser detectadas e analisadas. Um
dos primeiros métodos implementados para detectar bandas de DNA em gel foi a
autoradiografia. Um dos fosfatos do nucledtido € substituido por um radioisotopo,
normalmente **P ou *’S, ambos emissores p. Quando sdo usados métodos de Sanger para
preparar a reacgdo de sequenciagdo, tanto o primer como o desoxinucledtido pode ter o
radiomarcador. A marcacao ¢ feita usando uma enzima que cataliza a transferéncia de um
grupo y-fosfato do ATP para o terminal 5° de um primer de sequenciacdo. Depois da
corrida electroforética, o gel ¢ seco e colocado num filme de raios-X que ¢
posteriormente revelado, sendo as bandas escuras a zona do filme onde se verifica

existéncia de DNA. A sequéncia ¢ entdo lida manualmente a partir do gel.””
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4.4.3.2. Deteccéo por Fluorescéncia

Na maior parte das aplicagdes da sequenciacdo de DNA a fluorescéncia € o protocolo de
deteccdo mais aceite pois torna o processo mais automatizado e elimina alguma

necessidade de manuseamento.
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Anexo 5 Questionéario para Caracterizacao

do Laboratoério

SIEMENS

medical

Diagnostico in vitro

Ana Raquel Godinho Saiote 161






Centro de Medicina Molecular — Diagnostico in vitro

Local: Data:

|. Caracterizacdo do Laboratério

1. Quais as areas do laboratorio?

2. O laboratério trabalha com:

Apenas com tubo primario

Aliquotas

2.1. Caso tenha respondido aliquotas, preencha o seguinte quadro.

Que sectores usam aliquotas? Quantas aliquotas por tubo?

2.2. Vé vantagens em reduzir o numero de aliquotas, utilizando mais o tubo

primario, mantendo o tempo de resposta do laboratério?

Sim Nao
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Observacoes:

I1. Recursos Humanos

1. Caracterize os recursos humanos que trabalham no laboratdrio, recorrendo ao

preenchimento do quadro seguinte:

N° de | Sector em | Formacao Funcdes Pode exercer | N°

pesso | que trabalha | de base outras  funcdes? | horas

as Se sim, quais? de
trabalh
o/sema
na

Especialistas

Técnicos

Superiores
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Técnicos

Auxiliares

Administrativos

Especialidade do Director Técnico:

I11. Recursos Fisicos

1. Que/Quantas salas fazem parte do servi¢co? Indique, em cada caso, a lotacéo.

Lotacéo

Recepcao

Sala de Espera
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Sala de Colheita

Gabinete técnico

Laboratoério

Sala de recepgao

de urgéncias

Laboratorio de

urgéncias

Sala de recepgao

de amostras

Armazém
wC
Outras
Quais?
Observagoes:

2. Preencha o seguinte quadro.
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Salas Distancia (unidades: )

Recepgao — Sala de espera

Recepgao — Sala de Colheita

Recepgao — Laboratorio/Sector]

Recepcao — Sector2

Recepgao — Sector3

Recep¢ao — Gabinete Técnico

Sala de espera — Sala de Colheita

Sala de espera — Laboratério/Sectorl

Sala de espera — Sector2

Sala de espera — Sector3

Sala de Espera — Gabinete Técnico

Sala de colheita — Laboratorio/Sectorl

Sala de colheita — Sector?2

Sala de colheita — Sector3

Sala de colheita — Sector4

Laboratorio/Sectorl — Sector?2

Sector2— Sector3

Sector3— Sector4

Laboratorio/Sectorl — Gabinete técnico

Sector2 — Gabinete técnico

Sector3 — Gabinete técnico

Sector4 — Gabinete técnico

3. Que equipamentos existem no laboratério?
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4. Existem equipamentos de automacao/integracédo no laboratério?

Sim

Nao

4.1. Se respondeu sim, em que sectores e em que fase do processo? (risque o que

nao interessa)

Sector

Fase

Pré-Analitica/Analitica

Pré-Analitica/Analitica

Pré-Analitica/Analitica

Pré-Analitica/Analitica
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Observacoes:

1VV. Modelo Organizacional

1. O sistema informatico utilizado satisfaz as necessidades do laboratorio?

Sim Nao

2. Os exames necessitam de marcagao?

Sim Nio

2.1. Se sim, como sao marcados 0s exames?

Presencialmente

Por telefone

Por internet
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Outras Quais?

3. O Laboratério efectua colheitas?

Sim Nao

3.1. Se efectua colheitas, qual é o horario?

Manha (8h-14h)

Tarde (14h-20h)

Todo o dia (8h — 20h)

Funcionamento 24h

Outro Qual?

3.2. Quanto tempo demora, em média, uma colheita?

3-5 minutos

10-15 minutos

15-20 minutos

20-30 minutos

Mais que 30 minutos
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3.3. Que variaveis sdo susceptiveis de condicionar/alterar significativamente o

tempo da colheita?

Recursos humanos limitados

Experiéncia dos recursos humanos

Nervosismo do utente

Veias dificeis

Utentess criancas

Outro Qual?

4. O laboratorio faz urgéncia?

Sim Niao

4.1. Se respondeu sim, qual o protocolo a seguir para as urgéncias?
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V. Sectores

Caso os sectores tenham funcionamento idéntico, responda apenas ao primeiro item.

Se o funcionamento dos sectores for diferente preencha os respeitantes a cada sector.

1. Qual o tempo de inicializa¢do, em média, dos equipamentos?

Equipamento Hora de inicializagéo Hora que esta pronto para

receber amostras

2. Qual a periodicidade, em meédia, com que se efectua a calibracdo dos

equipamentos?

Diariamente

Semanalmente

Mensalmente

Anualmente

Outra Qual?

3. Qual a periodicidade, em média, com que se faz controlo de qualidade?

Mensalmente

Semanalmente

1 vez por dia
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2 vezes por dia

3 vezes por dia

Mais de 3 vezes por dia

3.1. Quiais os niveis de controlo de qualidade utilizados?

Dia/Hora do CQ Nivel de controlo utilizado

4. Quantas amostras sdo recebidas por dia?

Entre 1 e 50.

Entre 51 e 100.

Entre 101 e 200.

Entre 201 e 300.

Entre 300 e 500.

Entre 500 e 700.

Entre 700 e 1000.

Mais de 1000.
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Observacoes:

4.1. Relativamente as amostras recepcionadas diariamente, preencha o quadro

seguinte:

Proveniéncia

Num. de

amostras

Hora de

chegada

Chegam

centrifugadas?

Usam codigos

de barras?

Tubo

primario?

Tipo de
tubo

Tipo de

requisicdo

4.2. Quantas amostras sdo processadas por dia?

Entre 1 e 50.

Entre 51 e 100.

Entre 101 e 200.

Entre 201 e 300.

Entre 300 e 500.
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Entre 500 e 700.

Entre 700 e 1000.

Mais de 1000.

4.3. Qual o trajecto do tubo da amostra a partir do momento que entra no

sector?

5. Todos os testes sao realizados diariamente?

Sim Nio

5.1. Se respondeu ndo, que tipo de testes ndo sdo realizados todos os dias?

5.2. Porqué?
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5.3. Qual o procedimento a seguir quando ndo se conseguem analisar todas as

amostras no dia?

6. Quais as principais necessidades e limitagdes do laboratoério?

176 Ana Raquel Godinho Saiote




Centro de Medicina Molecular — Diagnostico in vitro

Anexo 6

Tempos Recolhidos no Servico

de Patologia Clinica do Hospital Puablico

6.1. Dados Recolhidos na Zona de Colheitas

Hora de qu:le Hora de Erl::a?i:za Hora de Saida Hora que sal
[:heg_ada do Mms_san do [:h:m_ada do Sala de da Sala_ de do servigo
Paciente Paciente Paciente Coheita Coheita
00:14 9003 X2557 92615 9:25:00 93306
9:03:00 91458 9:31:45 93200 9:35:09 94022
9:10:49 91600 9:33:34 9:36:00 9:40:40 94202
X14:32 92011 3554 9.39:01 4213 94500
1500 92746 459:55 95001 Q5755 95851
9:20:55 93225 9:51:44 9:51:50 9:56:3 9:59:49
Q2502 3744 95355 2:54:00 :55:07 10:01:35
23517 24502 9:59:58 10:00:03 10:03:48 10:07:34
el e e o e TempoTot
de colheita
01506 d00:18 00245 03252
oA707 LSITIH B 0309 3722
01959 0:00:01 04440 0:31:13
0:18:43 00007 o031z 0:30:25
2207 LEITIHIE 0757 4451
01919 0:00:06 044 :35:54
01614 000z 0:04:07 0:36:53
:A4:57 0:00:04 0546 03242
017 :56 :00:08 04232 03539

*QOs tempos assinalados a vermelho sdo superiores a média
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6.2. Dados Recolhidos na Area de Imunologia

Hora de Hora de
Hora Hora de entrada
Hora de Hora de entrada inil;lri':::ré anr:éi:m err::da saida do Ellr-llins:‘?in do
SELGIE | SGEET | CE 5:'“' analifica analifica sistema SIS LI Relatorin TR
analiica (ADYL na
(ADYLY o
TECEpPLI0
L= ) 02547 Q3055 | 113015 | 1103535 | 120508
114340 | 115600 | 115815 [ 1230048 | 12:34:09 | 130059
130005 [ 134700 | 132923 [ 140002 [ 14:0249 | 14:40:17
R I!e Tempo de Tempo de pre- Tempo de Tempo
Amwstra introdugao o o
Espera analrica analize total
dados
1 :10:25 0:05:11 1:59:1T7 0:29:33 2:49:46
2 r12:20 xo2:15 n32:33 02650 14718
3 F:16:55 B:12:23 30:39 0:37:28 104012
Meédia k1313 00636 1:00:50 0317 1:55:46

*QOs tempos assinalados a vermelho sdo superiores a média
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Anexo 7 Tempos Recolhidos no Servico

de Analises Clinicas da Clinica Privada

7.1. Dados Recolhidos na Zona de Colheitas

Hora que utente & Hora de Admissio do Hora de Chamada do Hora de Entrada na Sala | Hora de Saida da Sala
atendido na recepgio Litente Litente de Goheita de GCoheita
9:00:14 9:04:53 9:14:05 9:14:05 9:17:00
9:01:00 20330 91354 21359 215:09
205:49 910000 32001 9202 22340
30752 RN 92212 9212 2513
90300 91345 920033 920033 9:23:55
20355 91525 32444 92444 283
1002 915044 22555 9:25:55 Q2807
ERERN L1602 9:23:54 9:23:54 9:25:449
914:34 920000 9:30:03 93003 3324
9:19:48 9:23m 9:33:00 933500 9:36:44
9:20:30 92416 9:33:94 93394 9:37:00
92202 IV 9:36:56 9:36:56 9:39:39
9:26:00 9:31:50 34204 94204 3:45:00
92810 9:34:30 9:44:32 944:32 4723
9:29:50 93523 9:45:33 94533 9:49:00
2:30:49 93350 34633 94653 2:43:50

Tempo de Admissio AT dEE:EE aueh Tempo da Colheita Tempo Total
0:04:39 0:09:12 00255 1646
0:04:30 010:29 0:0210 0:17:09
0:04:11 LH Ly LE T B 017:51
0:05:39 0:09:01 00301 0741
o544 0:06:47 0525 017:58
0530 0:0%:149 34T 0:18:36
0:05:42 o014 00209 0:13:05
00245 09 :5T 0:02:50 0:15:32
0:h5:26 01005 LE T B 1850
00313 0:09:549 0344 0:16:56
00346 0:09:35 0:03:06 0:16:30
0515 0:09:39 0:02:43 01737
o550 0114 0:02:56 B9800
oG 20 010002 0:02:51 01913
0:5:33 0110 32T B9
LEIEH 01043 f03T 1901
x50 h:09:25 LE TR H P 01727

*QOs tempos assinalados a vermelho sdo superiores a média
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7.2. Dados Recolhidos na Area de Separacéo

n° de amostras no Hora inicio dar Hora fim dar Horamicio Horafim
tabuleiro entrada entrada descapsulagan descapsulagan

&1 11:03:00 11322 11:30:31 11:3402
a0 11:40:33 114713 12:00.00 120329
86 1212357 122001 12:40:58 12:44:0
&1 12:30:00 12:36:04 14:02:34 14:04:03
70 1413352 14:18:58 14:20:45 14:22:52
oo ey | US| Tnee | o westeapadat:

0:08:22 0,10 h:03:31 0,04

0:06:40 0,05 0:03:29 0,04

h:07:34 0,09 0:03:03 0,04

0:06:04 0,07 0:01:29 00z

00527 0,05 0:02:07 0,03

00649 0,09 0:03:21 0,03

*Qs tempos assinalados a vermelho sdo superiores a média

180 Ana Raquel Godinho Saiote



	Parte I: Enquadramento Geral
	Parte II: O Papel do Diagnóstico in vitro no contexto da Medicina Molecular
	Parte III: O Laboratório Modelo
	Parte IV: Estudo de Caso
	Conclusão

