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Resumo

O presente Relatério de Atividade Profissional tem como finalidade obter o Grau de Mestre
em Genética Molecular e Biomedicina, pela Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade
Nova de Lisboa (FCT).

Numa primeira abordagem ¢é feita a minha contextualizagao profissional no local de trabalho
apresentando as metodologias, técnicas e parametros instalados no Laboratério de Bioquimica. Sera
focado a fase Pré-analitica, Analitica e Pds-analitica, pois como Técnica Superior de Analises

Clinicas e Saude Publica, todas essas etapas séo importantes no exercicio da profisséo.

A Patologia Clinica, vulgarmente conhecida por Laboratério de Andlises Clinicas, dispbe de
um vasto conjunto de andlises, um leque diversificado de solu¢des automatizadas, Programas de
Controlo Interno e Externo e Normas de Procedimentos adaptados de forma a minimizar o erro e
entregar um resultado final sensivel e exacto. Desta forma, serd evidenciado a importancia da
Biomedicina como aliada no processo e que 0 caminho para a integracdo da Biologia molecular no

Laboratorio de Patologia Clinica sera mais longo mas o futuro dirige-se nesse sentido.

Numa segunda abordagem sera discutida a metodologia usada no Doseamento dos
Imunossupressores, fundamentos, vantagens, limitacdes e a sua importancia para o Clinico e doente.
Como exemplo sera focado o doseamento dos Tacrolimus (FK506) e a mudanca de metodologia de
CMIA (Imunoensaio de particulas por quimioluminescéncia) para o0 método de ECLIA

(Electroquimioluminescéncia).

PALAVRAS — CHAVE: Patologia Clinica, Técnica Superior de Analises Clinicas e Saude Publica,
Laborat6rio Bioquimica, Imunossupressores, Tacrolimus FK506, CMIA, ECLIA.
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Abstract

This Professional Activity Report aims to obtain the Master's Degree in Molecular Genetics

and Biomedicine, by the Faculty of Sciences and Technology of the New University of Lisbon.

In a first approach my professional contextualization in the work place is made presenting the
methodologies, techniques and parameters installed in the Laboratory of Biochemistry. The
Preanalytical, Analytical and Post-analytical phases will be focused, since as Superior Technique of

Clinical Analyzes and Public Health, all these steps are important in the exercise of the profession.

The Clinical Pathology, commonly known as the Laboratory of Clinical Analyzes, has a wide range of
analyzes, a diversified range of automated solutions, Internal and External Control Programs and
Procedural Standards adopted in order to minimize the error and deliver a sensitive final result and
accurate. In this way, the importance of Biomedicine as an ally in the process will be evidenced and
that the path to the integration of molecular biology in the Laboratory of Clinical Pathology will be
longer, but the future is directed towards this.

In a second approach will be discussed the methodology used in the Dosing of
Immunosuppressants, fundamentals, advantages, limitations and their importance to the Clinician and
patient. As an example will be focused the dosing of Tacrolimus (FK506) and the change of
methodology of CMIA (Chemiluminescence Particle Immunoassay) to the ECLIA

(Electrochemiluminescence) method.

KEYWORDS: Clinical Pathology, Biochemical Laboratory, Immunosuppressants, Biomedical
Laboratorial Scientist, Tacrolimus FK506, CMIA, ECLIA.
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Introducéo:

A Faculdade de Ciéncias e Tecnologia — FCT, da faculdade Nova de Lisboa — UNL faculta
um programa especial para a obtencdo do Grau de Mestre para quem € detentor de uma
Licenciatura pré — Bolonha e que possua, pelo menos, cinco anos de experiéncia profissional. O
presente Relatério de Atividade Profissional visa a obtencdo do Grau de Mestre em Genética
Molecular e Biomedicina de acordo com o estabelecido para licenciados pré — Bolonha que
disponham de escolaridade idéntica aos actuais mestres, necessitando apenas de cumprir 0s
requisitos estipulados na alinea b), do nimero 1, do artigo 20.° do Dec. Lei n°74/2006 de 24 de

Marco.
Este Relatério de Atividade Profissional esta dividido em Parte |, Parte Il e Parte lll e IV.

A Parte | faz referéncia a Formacdo Académica, a formacao adquirida ao longo de tempo do
exercicio profissional como Técnica Superior de Andlises Clinicas e de Saude Publica. Para o efeito
é apresentada uma descricdo detalhada do Curriculum Vitae. E ainda abordado a minha experiéncia
profissional no meu local de trabalho e a contextualizacdo do meu Servico no ambito Hospitalar.
Como referéncia ao enquadramento legal do titulo (TSDT) apresentado € mencionado os decretos de

lei em vigor.

Como Técnica Superior de Andlises Clinicas e Saude Publica iniciei fungcdes no HGO em
Marco de 2005 no Laboratério de Hematologia, em 2008 no Laboratério de Urgéncia e de 2009 até a
data encontro-me a exercer Funcfes no Laboratério de Bioquimica. A Parte Il deste Relatério de
Actividade Profissional vai incidir preferencialmente neste Ultimo periodo pois € onde adquiri mais
formacao, “know how” e experiéncia profissional. Vou dar a conhecer os equipamentos, técnicas,

metodologias e pardmetros instalados no Laboratério de Bioquimica e o seu interesse clinico.

A Parte Il vai incidir numa técnica em particular - os imunossupressores. Vai ser abordada a
metodologia actualmente em uso no doseamento do Tacrolimus FK506 e a que futuramente vai ser

instalada no Laboratério de Bioquimica (LB).

Na Parte IV apresento as conclusées e algumas reflexdes sobre este Relatério de Atividade

Profissional.
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Formacéo Académica

No periodo de 2000 a 2003 conclui na Escola Superior de Saude Egas Moniz - ESSEM, sita
no Monte da Caparica em Almada, o Bacharelato em Analises Clinicas e Saude Publica.

No decorrer do ano 2003 conclui um Estagio de Aprendizagem Integrado no Curso de
Analises Clinicas e Salde Publica que teve lugar no Hospital Pulido Valente, SAMS, Hospital IPO e
Estuario do Sado. No estagio foram frequentados os mdédulos de Colheitas de Produtos Biolégicos,
Quimica Clinica, Hematologia, Imunologia (neste departamento ocorreu um pequeno estagio com
duracdo de um dia com o Aparelho de Citometria de Fluxo Populacdes Linfocitarias), Microbiologia,

Imunohemoterapia e Analise de Aguas e Alimentos.

Em 2004 foi-me atribuido o Grau de Licenciatura em Analises Clinicas e Saude Publica pela

Escola Superior de Salde Egas Moniz — ESSEM.

Descricdo Detalhada do Curriculum Vitae — formacdo adquirida ao longo do tempo do

exercicio profissional

A Patologia Clinica é uma &area que estd em constante evolucdo. Todos os dias séo
apresentados novas solug@es, quer de instrumentacdo, metodologias e parametros analiticos. Como
Técnica Superior de Analises Clinicas e Saude Publica procuro actualizar-me frequentando cursos e

accOes de Formacdao Interna e Externa de forma a adquirir competéncias na minha &rea profissional.

Com aproximadamente 15 anos de servico assisti a inimeros Congressos, Jornadas,
Simposios, Accbes de Formacéo Interna e Externa, Conferéncias, Workshops e ainda participei na

elaboracdo de um Estudo e um Poster.

De seguida séo apresentadas todas as formacdes adquiridas ao longo do tempo de exercicio
profissional:

e Curso de Formagao Profissional “ Comunicacao e Assertividade”, Centro Garcia de Orta;
¢ Formacgéo no equipamento HM — JACKarc®; Menarini Diagndésticos, LDA.;

e Jornadas "Qualidade na Analise de Gasimetrias" — Werfen;

o Accédo de Formacéo de Cobas® 6000 <ce> - Roche Sistemas de Diagndsticos, Lda.;

e Accédo de Formacgéo Cobas® 6000- Roche Sistemas de Diagndsticos, Lda.;

o Cobas® Infinity - Roche Sistemas de Diagnésticos, Lda.;

o Formagdo Modular® PPEE- Roche Sistemas de Diagnésticos, Lda.;
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Formacao nos Equipamentos da Cadeia de Uriandlise Aution® Max 4280 + Sedimax® A.
Menarini Diagnostics;

Formacao em Cobas® Integra 800 - Roche Sistemas de Diagnosticos;

Saude, Higiene e Seguranca dos Profissionais de Saude - Servico de Formacédo, Hospital
Garcia de Orta, S.A.;

Formagéo Basica de Gem® 4000 marca IL - Izasa Werfen Group;

Curso “Suporte Basico de Vida” - Servigo de Formacéo, Hospital Garcia de Orta, S.A.

Curso “Gestao de Residuos Hospitalares” - Servico de Formacao, Hospital Garcia de Orta,
S.A.

1° Congresso Nacional do Laboratério Clinico/First European Joint Congress of EFCC and
UEMS;

Formacao de Controlo de Qualidade-Novas Abordagens Bio-Rad Laboratories Lda.;
Formacao Controlo de Qualidade - Conceitos Basicos Bio-Rad Laboratories Lda.;

Formagédo de Operagcao MPA® - Roche Sistemas de Diagosticos;

Congresso de Andlises Clinicas e Saude Publica APTAC 2010;

Apresentacao e Avaliacdo do Sistema IRICELL® 2000 - Izasa Portugal Werfen Group;
Apresentacdo do Analisador de Sedimentos Urinarios da Marca Sysmex®, modelo UF 1000i
— Emilio de Azevedo Campos, S.A.;

Congresso de Analises Clinicas e Saude Publica APTAC 09;

Accédo de Formacao Variant® Il - Hemoglobin Testing System, Bio - Rad Laboratories Lda.;
Curso “Seguranca Contra Incéndios” - Servico de Formacéao Profissional, Hospital Garcia de
Orta, S.A,;

Co-Autora da Comunicacéo Cientifica PO-173 com o titulo "Evaluacion de la Calidad de los
Resultados de VSG en Equipos Automatizados test 1 BCL comparativamente con Vesmatic
60502 Reunion Nacional de La Asociacidén Espafiola de Hematologia y Hemoterapia Y XXIV
Congreso Nacional de La Sociedad Espafiola de Trombosis Y Hemostasia, Murcia
(Espanha);

Accao Formacdo Modular® PPEE - Roche Sistemas de Diagnosticos, Lda.;

Accao de Formacao em Cobas® e411 - Roche Sistemas de Diagnésticos, Lda.;

Accao de Formacao em Cobas® Integra 800 - Roche Sistemas de Diagnosticos, Lda,;
Participante Estudo Cientifico "Test Procedure for Evaluation of the COULTER® LH 700
Series for Reticulocyte Parameter, IZASA Portugal;

Sistema de Recolha de Sangue Fechado - Primavette® (KABE, NORMAX), onde foram
desenvolvidos aspectos como: apresentacdo das componentes do sistema, correta
identificagdo dos tubos e preparagéo da Colheita de Sangue;

Curso “Seguranc¢a Contra Incéndios” - Servigo de Formagéao Hospital Garcia de Orta, S.A;
Conferéncias de Biologia Molecular - Escola Superior de Saude Egas Moniz;

XVII Sabatina de Hematologia: Forum Hematolégico, Coimbra;
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e Curso “Internet Correio Electrénico” - Servico de Formacgéo Profissional Hospital Garcia de
Orta S.A;;

o Workshop de Interpretacdo de Resultados Clinicos - Izasa Portugal;

e Curso “Seguranca, Higiene e Saude no Trabalho” - Servico de Formacao Hospital Garcia de
Orta, S.A,;

e "Programa de Integracdo ao HGO, S.A." - Servico de Formacdo Hospital Garcia de Orta,
S.A;

e Accdo formacéo do Equipamento LH® 750 - Izasa Portugal;

e Participacdo nas V Jornadas de Andlises Clinicas e Saude Publica;

e XVII Reunido do Grupo Portugués de Citometria - "Sindromes Mielodisplasicos";

e Curso "Boas Praticas no Trabalho com Computadores" - Servico de Formacdo e
Aperfeicoamento Profissional, Hospital de Santa Marta, S.A;

e Curso "Sensibilizacdo de Seguranca Contra Incéndios" - Servico de Formacdo e
Aperfeicoamento Profissional, Hospital de Santa Marta, S.A;

e Xl Jornadas de Clinica e Laboratério Baptista Marques Diagnéstica: Imunodeficiéncias
Primarias, Hemopatias Malignas, Mielomas, Amiloidoses, Apoptoses, Doencas Autoimunes,
Doencas a Virus e Bactérias e Certificacdo/Acreditacdo de Laboratorios;

e Jornadas Técnicas do Instituto Portugués do Sangue "A Qualidade em Imunohemoterapia”;

e VIl Jornadas de Actualizacdo de Andlises Clinicas e Saude Publica do Centro Hospitalar de
Coimbra;

e Congresso Técnico de Andlises Clinicas e Saude Publica — HUC Coimbra 2001;

e VIl Jornadas de Actualizacdo de Analises Clinicas e Saude Publica do Centro Hospitalar de
Coimbra;

e Congresso Técnico de Andlises Clinicas e Saude Publica — HUC Coimbra 2000.

Experiéncia Profissional

A frequéncia no Curso Bietapico de Andlises Clinicas e Saude Publica possibilitou-me iniciar
funcBes em Abril de 2004 no Centro Hospitalar de Lisboa Central — Hospital de Santa Marta, S.A.

com o grau de Bacharelato, enquanto concluia a Licenciatura.

No Hospital de Santa Marta, S.A. desempenhei fungdes como Técnica de Andlises Clinicas e
Saude Publica de 22 classe no Servico de Patologia Clinica mais especificamente no Laboratério de

Hematologia e integrei a Escala do Servigo de Urgéncia.

Tanto no laboratério de Hematologia como no de Urgéncia desempenhei fungbes inerentes
a minha formacéo profissional nomeadamente Hematologia, Hemostase (Coagulagdo), Quimica
Clinica, Imunologia, Microbiologia, Controlo de Qualidade Interno e Externo incluindo Gestéo de

Stocks de Reagentes e ainda Manutencdo Preventiva dos Equipamentos instalados. Para além das
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tarefas laboratoriais executei também colheitas de produtos bioldgicos em ambulatério (consultas
externas/hipocoagulacéo) e deslocacao as enfermarias.

Em Abril 2005 a Janeiro 2008 iniciei fun¢cdes no Hospital Garcia de Orta S.A. no Servico de
Patologia Clinica no laboratério de Hematologia como Técnica de Diagnéstico e Terapéutica - 22

Classe.

Neste servico estive integrada nas varias areas nomeadamente Hematologia (Contador
Hematolégico LH® 750 da Izasa Portugal), hemostase e estudos de coagulacdo (STA Rack® Roche
Diagnosticos), Citometria de Fluxo no estudo das populages linfocitarias tanto no Sangue Periférico
como no Lavado Bronco - alveolar (CYTOMICS FC 500 COULTER® PrepPlus2® e COULTER TQ-
prep.®). Estive envolvida no Projecto de Automatizacdo da Velocidade de Sedimentag&o. Executei
técnicas de citoquimica e efectuei estudos de hemoglobinopatias. Em paralelo realizei sempre

colheitas de fluidos biolégicos numa area dedicada as colheitas do Servico de Patologia Clinica.

No periodo de Fevereiro de 2008 a Dezembro de 2008 desempenhei funcdes como Técnica
de 22 Classe no Laboratério de Urgéncia do Servico de Patologia Clinica do Hospital Garcia de Orta,
S.A

Neste servico executei funcdes inerentes a minha formagéo profissional, actuando nas
diversas Areas da Urgéncia, nomeadamente Hematologia, Bioquimica, Imunologia, Hemdstase,
Microbiologia e Gasimetrias. Procedi a Validacdo Técnica dos Pedidos Analiticos (no periodo
nocturno 00h00 - 08h00) e ainda realizei a Observacdo Microscopica dos Sedimentos Urindrios.
Executei Manutencfes Preventivas de todos Equipamentos instalados e o seu Controlo de Qualidade

Interno. Neste periodo nédo efectuei colheitas de amostras biolégicas.

De Janeiro de 2009 até a data presente encontro-me a exercer fun¢cdes no Laboratorio
Bioquimica - EMTA (Bioquimica Geral, Imunoquimica, Endocrinologia, Marcadores Tumorais e

Alergologia do Servi¢o de Patologia Clinica do Hospital Garcia de Orta S.A..

Desde Marco de 2012 foi estabelecido o conceito “CORE LAB” onde se enquadram 2
laboratérios: “CORE HEMATOLOGIA” (CH) e “CORE BIOQUIMICA” (CB). Exercendo funcdes como
Técnica de Andlises Clinicas e Saude Publica no Laboratério da Bioguimica manipulo todos os
equipamentos que se encontram instalados no CB nomeadamente: Modular® EVO MPA® modular
pré-analitico de tratamento das amostras biolégicas; Modular® EVO auto analisador com 2 modulos
de Bioquimica, 2 de Imunologia e 2 mddulos de eléctrodos selectivos; Cobas® 6000 auto analisador
com 1 modulo de Bioquimica e 1 mdodulo de Imunologia; Gem® 4000 equipamento de pH e gases,
electrolitos, lactato e co-oximetria; Cobas® 123 equipamento de pH e gases, electrdlitos e co-
oximetria; Aution MAX AX — 4280 Urinalysis System e SediMax®, cadeia para exame de urina tipo Il
e sedimento urinario; OSMOMAT® 030 doseamento da osmolalidade sérica e urinaria. Além do Core
da Bioquimica existe o laboratério de Endocrinologia e o laboratério de Radioimunoensaio. No
Laboratorio de Endocrinologia trabalho com equipamentos como o Immulite® 2000 autoanalisador de

qguimioluminescéncia (testes de alergologia, algumas hormonas e homocisteina); ARKRAY HLA
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8180T® aparelho de HPLC usado para a quantificacdo da Hemoglobina glicada (Hb A.); SPA plus®
aparelho que efectua as cadeias leves livres Kappa e Lambda;, MH-JACK arc® (Menarini)
determinagdo da hemoglobina humana nas fezes por neflometria, WIZARD® contador Gama de
Radioimunoensaio 1'**; Architect i2000SR® (Laboratério de Imunologia) doseamento de farmacos

imunossupressores.

Da minha formagé&o profissional carece a Manipulacdo, Manutenc¢do, Calibracdo e Controlo
de Qualidade Interno das Técnicas Instaladas nesses Equipamentos além do Carregamento de
Reagentes, Consumiveis e retirada de residuos sdlidos/liquidos.

Participo ainda no Controlo de Qualidade Externo - Programas Nacionais e Internacionais
que se encontram descritos na Norma NP PAT CLI/Laboratério de Bioquimica 3202.

Das minhas funcdes fazem parte igualmente a recepg¢éo, confirmacdo do nome do registo
com a etiqueta gerada pelo Programa Hospitalar "Sonho" e encaminhamento da Amostra Bioldgica
para o equipamento de destino.

Os exames analiticos efectuados nesses equipamentos sdo: Bioquimica Geral,
Imunoquimica, Marcadores Cardiacos, Farmacos e drogas de abuso, Farmacos Imunossupressores,
Doseamentos Endocrinolégicos, Marcadores Tumorais, Doseamentos de Alergologia, Prova de
Absorcdo de D- xilose, Exame sumario da urina tipo Il, Doseamentos Bioquimicos em urina de
24horas e em amostra ocasional, Diagnéstico Imunologico de gravidez, exame bioquimico e
citolégico de liquido cefalo-raquidiano (LCR), liquidos de cavidades serosas e sinovial, Pesquisa de

Sangue Oculto nas fezes e determinacéo das cadeias leves livres kappa e lambda.

No ambito dos requisitos de qualidade e seguranca para 0 Ssangue e componentes

sanguineos faco a determinac¢éo do pH do Concentrado Plaquetério.

Para além das tarefas Laboratoriais executo também colheitas de produtos biolGgicos de
utentes provenientes principalmente das consultas externas. No que diz respeito a Plataformas
Informaticas trabalho actualmente com o Cobas Infinity® da Roche, um programa informatico que
abrange todo o fluxo de trabalho desde a recep¢éo dos pedidos através do sistema de prescri¢éo
electrénica até ao sistema pré- analitico e analitico do laboratério de Bioquimica. Todo o percurso da
amostra e respectivos resultados podem ser visualizados nesse programa. Colaboro ainda na
Gestéao de stocks de Reagentes.
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Enquadramento Profissional

O Decreto-Lei n° 564/99 de 21 de Dezembro, dotava os TDT “de um estatuto que melhor
evidenciava o papel dos profissionais no sistema de salde, como agentes indispensaveis para a
melhoria da qualidade e eficacia da prestacdo de cuidados de saude”, pode ler-se no Capitulo I,
Artigo 3°, alinea 2, “No desenvolvimento das suas funcdes, os técnicos de diagnoéstico e terapéutica
atuam em conformidade com a indicacdo clinica, pré-diagnostico, diagnéstico e processo de
investigacdo ou identificacdo, cabendo-lhes conceber, planear, organizar, aplicar e avaliar o processo
de trabalho no ambito da respetiva profissdo, com o objetivo da promocéao da salde, da prevencao,
do diagndstico, do tratamento, da reabilitagdo e da reinsergédo.”, ja o Capitulo Il, Subcapitulo | —
ProfissGes e contelido funcional -, Artigo 5° - Profiss6es que integram a carreira -, ponto 1, alinea a),
caracteriza a profissdo de técnico de analises clinicas e de saude publica como “desenvolvimento de
atividades ao nivel da patologia clinica, imunologia, hematologia clinica, genética e saude publica,
através do estudo, aplicacdo e avaliacdo das técnicas e métodos analiticos préprios, com fins de

diagnostico e de rastreio”.

Segundo o D.L. n°® 110/2017 de 31 de agosto, os TDT passaram a ser designados como
Técnicos Superiores de Diagnostico e Terapéutica — TSDT, constatando essa informacéo no capitulo
Il (regime da carreira), artigo 3° (exercicio profissional), ponto n° 3 “Integram a carreira de TSDT os
trabalhadores cujas funcdes correspondam a profissdes de salde que envolvam o exercicio de
atividades técnicas de diagndstico e terapéutica, designadamente relacionadas com as ciéncias
biomédicas laboratoriais, da imagem médica e da radioterapia, da fisiologia clinica e dos biosinais, da

terapia e reabilitacdo, da visdo, da audicdo, da salde oral, da farmécia, da ortoprotesia, e da saude

publica”. (https://www.aptac.pt/pt/pagina/40/legislacao, acedido em Agosto de 2018).


https://www.aptac.pt/pt/pagina/40/legislacao
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Contextualizagdo e Apresentacao do Servi¢co de Patologia Clinica

O Hospital Garcia de Orta (HGO) iniciou a sua actividade em Setembro de 1991, em
substituicao do antigo Hospital da Misericordia de Almada/Hospital Distrital de Almada.

Em 2003, como consequéncia do seu desenvolvimento e grau de diferenciacdo criado, foi
classificado como Hospital Central, o Unico na margem sul do Tejo. A partir de 2006 e até hoje
mantém o] estatuto de Entidade Publica empresarial (E.P.E.).

(http://www.hgo.pt/Hospital/Historia.aspx, acedido em Agosto de 2018).

Actualmente o0 HGO serve uma populacdo estimada em cerca de 350 mil habitantes dos
concelhos de Almada e Seixal. Dispde de uma lotacdo de 545 camas, distribuidas por varias
Especialidades e Servicos de referéncia que apoiam regularmente outros hospitais. Dos servigos de
referéncia e especialidades temos como exemplo a Pediatria, Obstetricia, Cirurgia Vascular,
Cardiologia, Hematologia, Endocrinologia, Medicina Nuclear, Reumatologia, Ortopedia,
Neurorradiologia, Nefrologia, Neurocirurgia, entre outros. O Hospital conta actualmente com cerca de

2500 funcionarios. (http://www.hgo.pt/Hospital/Historia.aspx, acedido em Agosto de 2018).

“O HGO é desde 2011 Hospital acreditado pelo Caspe Healthcare Knowledge Systems
(CHKS), um dos organismos internacionais de maior prestigio na area da Qualidade em Saude, ao
abrigo do Programa de Acreditacéo Internacional para Organizacdes de Saude do CHKS. No ambito
do seu processo especifico de certificacdo de servicos pela Norma Internacional da Qualidade (ISO
9001:2008), encontram-se certificados pelo CHKS/UKAS, ao abrigo da norma referida, os Servicos
de Anatomia Patoldgica, Bloco Operatorio, Esterilizacdo, Gestdo Logistica e 0 Servico de Patologia

Clinica”. (http://www.hgo.pt/Hospital/GestaoQualidade.aspx, acedido em Agosto de 2018).

“O desenvolvimento gradual do Hospital e as necessidades assistenciais da populagdo que
serve, levaram o HGO a disponibilizar ao longo dos anos novos servigcos como o transplante renal, a
urgéncia polivalente para toda a Peninsula de Setlbal, o apoio regular da especialidade de
Neurocirurgia a vérios hospitais do Sul do Pais e a Unidade de Cardiologia de Intervencéo”.

(http://www.hgo.pt/Hospital/Historia.aspx acedido em Agosto de 2018).

e Visdo:
“Ser o Hospital de referéncia para a Peninsula de Setubal e, em algumas areas, para o sul do
Pais”.(http://www.hgo.pt/Hospital/VisaoMissaoValores.aspx acedido em Setembro de 2018).

e Misséo:

“Prestar cuidados de saude diferenciados a populagdo dos concelhos de Almada, Seixal e
Sesimbra. O HGO tem ainda por missdo desenvolver atividades de investigac@o e formacao, pré e
pés graduada, de profissionais de salde, assim como atividades de ensino em colaboracéo
protocolada com entidades publicas e privadas”.

(http://www.hgo.pt/Hospital/VisaoMissaoValores.aspx; acedido em Setembro de 2018).
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e Valores:

“O HGO tem ao longo dos anos interiorizado uma cultura de prestacdo de servigo publico
enformada pelos seguintes valores que devem ser potenciados e promovidos: colocacdo do
doente/utente no centro do universo da prestacéo dos cuidados de saude, observancia de padrées
de ética no exercicio da atividade hospitalar; equidade no acesso e na prestacao dos cuidados de
saude, promocédo da saude, promocao da qualidade, conservacao do patriménio e protecdo do meio
ambiente, eficiéncia na utilizacdo dos recursos, promover o ensino, a formacdo e a investigacdo na
area clinica, como condicdo para uma pratica de exceléncia, promover o desenvolvimento
profissional dos seus colaboradores através de uma politica de valorizacdo das suas capacidades e
da responsabilizacdo por resultados, instituindo uma politica de incentivo a produtividade, ao

desempenho e ao mérito” (http://www.hgo.pt/Hospital/VisaoMissaoValores.aspx; acedido em

Setembro de 2018); (https://www.sns.gov.pt/entidades-de-saude/hospital-garcia-de-orta-epe/;
acedido em Setembro 2018).
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Servico Patologia Clinica (SPC)

O Servico de Patologia Clinica do Hospital Garcia de Orta encontra-se na area de prestagéo
de cuidados, mais precisamente, nos Meios Complementares de Diagndstico e Terapéutica. O
Servigo de Patologia Cinica do Hospital Garcia de Orta (HGO) esta situado no piso 1 e é constituido
por 5 laboratorios principais, sendo a Directora de Servico a Dra. Olga Maria Torre Carreira. Os

Sectores laboratoriais que integram o Servi¢co de Patologia Clinica séo:

e Laboratério de Hematologia, Hemostase, Fibrindlise e Imunofenotipagem;

e Laboratério de Bioquimica — EMTA (Bioquimica Geral, Imunoquimica, Endocrinologia,
Marcadores Tumorais e Alergologia);

e Laboratorio de Microbiologia, Micobacteriologia e Micologia.

e Laboratério de Imunologia — Auto-imunidade, Serologia bacteriana e viral e Biologia
Molecular;

e Laboratério de Urgéncia. (http://www.hgo.pt/Servicos/AreasClinicas/PatologiaClinica.aspx;

acedido em Setembro de 2018).

No que diz respeito as colheitas de amostras bioldgicas o Servico dispde de uma &rea com 6
salas individuais. Em relacdo ao apoio administrativo possui 2 secretariados, um para a recepcédo de
andlises de rotina e outro para a recep¢do de andlises de urgéncia, provenientes de varios Servicos
de Internamento, da Consulta Externa, dos Hospitais de dia, da Urgéncia Geral e Pediatrica.
Disponibiliza ainda 2 Técnicos Superiores de Diagndstico e Terapéutica (TSDT) para realizar
colheitas nos ACES (Agrupamentos de Centros de Saude) Almada/Seixal nomeadamente Costa de

Caparica, Monte da Caparica, Sobreda e Seixal.

O SPC funciona 24 horas por dia para a recepcdo de amostras, processamento de produtos
microbiolégicos, processamento e analise de parametros de urgéncia e funciona nos dias Uteis das

8h as 16h, para os parédmetros de rotina.

Desde Margco de 2012 foi estabelecido o conceito “CORE LAB” onde se enquadram duas
unidades: “Core Hematologia” (CH) e “Core Bioquimica” (CB) com processamento de parametros de
urgéncia e rotina.

15


http://www.hgo.pt/Servicos/AreasClinicas/PatologiaClinica.aspx

Genética Molecular e Biomedicina aliados do Laboratorio de Patologia Clinica

2018

Laboratorio de Bioquimica (Quimica Clinica)

A Quimica Clinica é a area da Patologia Clinica que se ocupa do estudo das alteracbes
bioquimicas, funcionais ou estruturais das células, moléculas, tecidos e érgdos do organismo

humano Y.

Muitas das doencas e outras condi¢cdes debilitantes sdo manifestagcfes de anormalidades
encontradas em genes, proteinas, reac¢fes ou processos bioquimicos. Como exemplo temos o
desequilibrio electrolitico, ingestdo ou absorcédo deficiente de nutrientes, desequilibrio hormonal,
agentes quimicos ou biologicos, desenvolvimento de carcinomas entres outros. Actualmente os
profissionais da salde focam os seus esfor¢cos em duas vertentes, a compreensao e manutengéo da
salide, bem como a compreensdo e o tratamento efetivo das doencas. Da mesma forma que os
estudos bioquimicos esclarecem muitos aspectos da salude e da doenca, temos o estudo de varios

aspectos da saude e da doenca a abriram novas areas na bioguimica @,

Laboratorio de Bioquimica (LB) — EMTA (Bioquimica Geral, Imunoquimica, Endocrinologia,
Marcadores Tumorais e Alergologia)

O LB-EMTA rege-se pelas orientacBes e Normas de Procedimentos Gerais estabelecidas
para o Servico de Patologia Clinica (SPC).

De acordo com as normas do Servico e Politica da Qualidade, este laboratério elabora e revé
normas de procedimentos e programas de garantia da qualidade (interno e externo).

A sua actividade desenvolve-se pela realizacdo de diversos estudos, nomeadamente,
avaliacéo citoquimica de Liquidos biolégicos, doseamento de componentes do soro e urina (hidratos
de carbono, lipidos, lipoproteinas, proteinas, marcadores tumorais, hormonas e anticorpos), sangue

total (pH e gases, imunossupressores e Hb A;.) e plasma (Aménia, ACTH e Renina).

O LB-EMTA est& espacialmente distribuido por 3 salas:

e Sala “Core Bioquimica” que esta integrada no CORE LAB, onde se realizam os estudos de
bioquimica geral, imunoguimica, avaliacdo citomorfolégica de liquidos biol6gicos, avaliagao
de pH e gases (partilhado com o Laboratério de Urgéncia);

o Sala “Endocrinologia 2", onde se realizam outros doseamentos hormonais e estudos de
Alergologia, doseamento de HbA,, Pesquisa de Sangue Oculto nas fezes (PSOF),
doseamento de cadeias leves livres, Imunossupressores e técnicas manuais;

e Sala de RIA, onde se encontra o contador de RIA e o frigorifico que armazena os kits de RIA.

Considerada uma zona controlada com dosimetro de area, licenciada pela Direccdo Geral de
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Saude desde Julho de 2009 cuja licenga de funcionamento (n.° 1164/15) foi renovada em

2015 até 2020.
Fase Pré-Analitica:

A realizacao das Analises Clinicas implica todo um processo que envolve 3 fases cruciais, a

fase pré — analitica, analitica e pds analitica (fig. 11.1).

&
&
e =
4 —/ s

e gt soradne
&

s
A,
~ ' m@m! = -
nH - = A\ Competéncia do
I % Profissional de Saiide
2 0o Avaliagdo dos Testes '
<g Relatério SIENEIRINENLI0IUE X
(I.J DAG0S (10'1.ake
O
o egurance
Armazenamento da E D a0 P&
Informagao Recebimento da Amostra e
4 Preparagdo para o Transporte
AN / v
7
=
(D10 ([
Controle de Qualidade
&

Processamento dos Testes (S >

G
4’44/‘7/0 y

Figura Il.1 — As trés fases do Processo Laboratorial, (Fonte: Gestdo da Fase Pré — Analitica; Recomendacges

da Sociedade Brasileira de Patologia Clinica Medicina Laboratorial (SBPC/ML).

A Fase pré — analitica € uma das mais importantes no processo, pois é onde ocorre a maioria

dos erros devido a interven¢do humana. Esta inicia-se a partir do pedido médico (requisi¢cao) até ao
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inicio do processo analitico, abrangendo a preparagdo dos utentes/pacientes, colheita/identificacdo
da amostra, manuseamento, triagem das amostras, e ainda o transporte destas. Qualquer erro que
ocorra nestas etapas comprometem as fases seguintes. Erros como requisicdes de exames
inapropriados, erro na identificagdo do tubo, colheita de amostra inadequada (erro na escolha do
aditivo, amostra insuficiente ou hemolisada), deficiente acondicionamento, atrasos no transporte de
amostras, letra ilegivel ou pouco percebivel na requisicdo dos parametros entre outros, pdem em
causa a credibilidade do laboratério *

Resultados laboratoriais com qualidade exigem boas amostras. A Amostra do
paciente/utente/cliente deve ser o mais representativo do seu estado in vivo € A frequéncia e tipo de
erros que ocorrem no laboratério devem ser documentados e medidas correctivas devem ser
implementados de forma a erradicar as falhas. Estabelecer esta pratica nos laboratérios ajudara a
garantir a qualidade do atendimento ao paciente “,

Figura I.2 — Erros associados a Fase Pré — analitica, Analitica e P6s — Analitica, (Fonte: Gestdo da Fase Pré —
Analitica; RecomendacGes da Sociedade Brasileira de Patologia Clinica Medicina Laboratorial (SBPC/ML).

18



Genética Molecular e Biomedicina aliados do Laboratorio de Patologia Clinica

2018

Colheitas de Sangue Venoso Periférico

As colheitas de sangue venoso periférico realizadas no Servico de Patologia Clinica sédo da
responsabilidade dos Técnicos Superiores de Andlises Clinicas e Saude Publica e fazem parte da
minha Rotina Profissional a aproximadamente 14 anos. “Os conhecimentos sobre a colheita de
sangue podem ser transmitidos através de cursos Teorico — cientificos, enquanto que no dia — a — dia
a experiéncia e a partilha, proporcionam conhecimentos praticos e formas distintas de actuacao
durante a colheita de sangue” .

O SPC possui duas opcbes no que diz respeito ao material de colheita venosa, o sistema
aberto de agulha e seringa e o sistema fechado. Este ultimo permite uma colheita por vacuo ou como
seringa, uma vez que permite puxar o émbolo manualmente do tubo e possibilita a adaptacdo
agulhas butterfly de 21G ou 23G com dispositivo de seguranca. Este é o sistema de eleicdo uma vez
gue permite uma maior seguranca, devido a reducdo do risco de exposicao direta ao sangue, facilita
a colheita de multiplas amostras com uma Unica puncdo e em quantidades exatas de sangue para a

guantidade de conservante/aditivo presente em cada tipo de tubo 9 (http://www.who.int/infection-

prevention/publications/Phlebotomy-portuges web.pdf, acedido em Agosto 2018).

O facto de o sistema de colheita ser fechado e a agulha butterfly possuir um dispositivo de
retraccdo automatica constituem importantes vantagens na sua utilizacédo e principalmente na nossa
seguranca. Todas as amostras de sangue sdo consideradas potencialmente infecciosas. Os
principais perigos sdo os virus transmitidos pelo sangue, como o virus da imunodeficiéncia humana
(HIV), o virus da hepatite B (HBV), o virus da hepatite C (HCV) e outros. Outras doencas
transmissiveis, como a tuberculose (TB), também podem ser transmitidas M,

Os passos mais comuns no processo geral da colheita de amostras séo: ldentificagdo
positiva do paciente, preparacdo do material de colheita, preparacdo do paciente, verificacdo e

seleccéo da zona de puncéo; colheita da amostra e identificagdo amostra .

A ordem de Colheita por vacuo recomendada pela CLSI (Clinical and Laboratory Standards

Institute) é:
1. Hemocultura;
2. Tubos de Coagulacao (Citrato);
3. Tubo seco sem activador da coagulagéo;
4. Tubo com gel separador de soro e activador de coagulagéo;
5. Tubo de heparina com ou sem gel separador de plasma;

6. Tubo de EDTA com ou sem gel separador.
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Sala da Unidade “Core Bioquimica” — partilhada com Laboratério de Urgéncia e
Hematologia.

Recepcédo de amostras biolégicas no Core Bioquimica:

Ao laboratério de Bioquimica chegam vérios tipos de amostras: urina tipo Il, urina ocasional,
urina de 24 horas, tubos secos, tubos de EDTA com e sem gel separador e amostras de fezes.
Todos os tubos secos (excepto colheitas pediatricas), urina ocasional, urina 24 horas e os tubos de
EDTA com gel separador entram no sistema MPA® (Sistema Modular Pé — Analitico EVO). As

restantes amostras seguem outros destinos.

MPA® (Sistema Modular Pré — Analitico EVO).

O Sistema MPA consiste hum sistema automatico controlado por software que visa o
processamento de amostras de pacientes antes de serem enviadas para andlise (Modular®). Este
sistema centrifuga e aliquota amostra, conforme necessario, e procede automaticamente a remogao
e insercdo de tampas dos tubos primarios e aliquotas offline respectivamente. As aliquotas offline
sdo posteriormente identificadas com recurso a um sistema de rotulagem com codigo de barras. O
Software operativo, designado por Total System Manager (TSM), controla as amostras através do
sistema e comunica com o Sistema de Informacéo Laboratorial (LIS) para determinar como cada
amostra devera ser processada. Ao processar as amostras automaticamente, a complexidade da
rotina quotidiana é simplificada e o fluxo de amostras do Laboratério torna-se mais eficiente. Verifica-
se uma reducdo do erro e uma melhoria da seguranca gracas a reducdo do contato direto com a
amostra bioldgica. O MPA compreende uma série de médulos independendentes através dos quais
as amostras dos pacientes vao sendo encaminhadas de forma sequencial e automatica. Os modulos
sdo ligados por uma correia rolante designada por linha de transporte principal (CTL), que transporta
as racks de amostras de um maodulo para o outro 8,

Figura 11.3: MPA® - Sistema Modular Pré — Analitico EVO (Fonte: Roche Sistemas de Diagndsticos; MPA —
Modular Pre — Analytics; Manual de Operador, Versdo do Software 06 — 04 e 06 — 05).
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Input Buffer (IPB): as amostras primarias que chegam ao laboratério sdo colocadas em
racks e carregadas manualmente pelo operador. O sistema faz a leitura dos cédigos de barras das
racks e amostras. Nesta fase é inquirida a disponibilidade de pedidos ao TSM. Em situacdes de
amostras urgentes o IPB possui uma porta de carregamento STAT, as racks carregadas a partir

desta porta tém prioridade sobre as racks carregadas pela porta de rotina.

Centrifuga Automaética (ACU): o ACU retira as racks do CTL e carrega-as para a centrifuga.

Tem capacidade para 8 racks de 5 amostras (40 amostras).

Buffer de Centrifuga Automatica (ACB): Mdédulo de espera de amostras para quando a

centrifuga esta ocupada.

Descapsulador (DSP): Remove as tampas das amostras dos tubos primarios apoés

centrifugagéo.

Aliquotador (AQN): Separa as aliquotas das amostras para tubos secundarios, ou seja,

prepara aliquotas para processamento online Modular® (cuvetes Hitachi) e offline (tubos RIA)

Impressora de Codigo de barras (BCL): cria e procede a rotulagem de tubos secundarios

offline por destino (Bioquimica e Imunologia).
Recapsulador (RSP): introduz tampas aos tubos secundarios offline.

Ordenador flexivel de amostras (FSS): as amostras primarias e as aliquotas offline séo
ordenadas em tabuleiros de acordo com o seu destino: arquivo MPA, suporte Bioquimica e suporte

Imunologia.

Output buffer (OPB): médulo de saida de racks vazias ou com tubos primarios que

requerem outro tipo de intervencéo.

Sample Buffer/Unidade de ligacdo ao Modular® Analytics EVO (SBU — MA): as racks de
aliquotas para processamento online que tenham concluido o processamento pré — analitico com

éxito sao transferidas para o Modular®.

Total System Manager (TSM):

Este software monitoriza e controla todo o sistema MPA, incluindo os médulos e quaisquer
componentes de linha de ligagcdo. O TSM comunica com o LIS (Cobas® Infinity) para receber
pedidos de testes e para reenviar resultados com origem em varios processos como por exemplo:
estado actual da amostra, resultados de aliquotas fornecidas pelo aliquotador online (AQN),
resultados de distribuicdo fornecidos pelo distribuidor de amostras primarias (Arquivo MPA),
resultados de distribuicdo fornecidos pelo Ordenador flexivel de amostras (FSS) e resultados de
armazenamento fornecidos pelo Output buffer (OPB). O TSM permite executar uma grande
variedade de tarefas de configuragdo como por exemplo, definir grupos de aliquotas, volumes e

modos de aliquotas para o0 médulo do Aliquotador online (AQN) .
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Identificac&do de Racks e Amostras

O MPA® utiliza os cédigos de barras para identificar a ID de cada rack e algumas series de
ID séo reservadas para serem utilizadas em determinados tipos de racks, ou seja, que contenham
amostras que nao precisam de ir ao modulo de centrifuga e que seguem directamente para a
aliguotagem, ou ainda racks que contenham tubos de didmetro e dimensdes mais reduzidas 8,

As amostras primarias sdo identificadas pelas respectivas etiquetas de codigos de barras
geradas pelo Sistema Informatico Cobas® Infinity. Nas amostras aliquotas para analise offline
também sédo colocadas etiquetas de codigos de barras para permitir a identificacdo da amostra pelo
instrumento offline. Nas amostras aliquotas para analise online (Modular®) ndo sdo colocadas

etiquetas e a sua identificacdo é feita através do ID da rack e respectiva posicdo da cuvette na rack
i8]

Consideracdes finais ao uso da Tecnologia MPA (Modular Pre-Analytics)

Ao longo da minha carreira profissional trabalhei com duas realidades distintas, sem e com
Sistema Pré — Analitico. O MPA® apresenta muitas vantagens na sua utilizagéo e agiliza muitos dos
processos do pré — tratamento da amostra diminuindo consideravelmente a taxa erros associados a
esta fase. Maior capacidade de carga de trabalho, menor manipulacdo da amostra aumentando a
seguranca do Operador, realiza as aliquotas secundéarias automaticamente, etiquetando-as e
dispensando um volume exacto de amostra garantindo assim um menor desperdicio, erros com
misturas e trocas de amostras sédo reduzidas evitando o pedido de uma nova amostra, reducdo da
area de trabalho e efectivamente existe um controlo maior no percurso da amostra desde a sua

N 9]

entrada no Laboratério até a obtencio do resultado . Em suma existe uma optimizacdo e

racionalizacdo de recursos.

O MPA® é ainda utilizado pelo Laboratério de Imunologia para a separacdo de amostras que
serdo encaminhadas para a Biologia Molecular. Os tubos com EDTA gel séo introduzidos no pré —
analitico ja centrifugadas (protocolo especial de centrifugacdo 2000g durante 5 minutos) e o MPA®
esta configurado para realizar duas aliquotas secundarias, uma para arquivo de seroteca e outra
para efectuar as determinacdes que estdo programadas. A Biologia Molecular determina actualmente
0 RNA do VHC — Hepatite C, RNA do HIV 1 (carga viral), DNA do VHB — Hepatite B e faz o Estudo
da Genotipagem do VHC — Hepatite C.

Os modulos que integram o MPA® sédo independentes entre si, logo quando um maodulo
avaria pode ser desactivado, continuando a cadeia a funcionar.

Este equipamento podia ser mais rentabilizado se tivesse outro modulo de centrifugacao

acoplado, mas o espaco fisico do laboratério ndo o permite.
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Fase Analitica

Parametros Analiticos efectuados pelo Laboratorio BQ — EMTA

e Imunoquimica;

¢ Marcadores Cardiacos;

e Farmacos e Drogas de abuso;

e Farmacos Imunossupressores;

e Doseamentos Endocrinoldgicos;

e Doseamentos de Alergologia;

e Marcadores Tumorais;

e Exame sumario de urina;

o Doseamentos urinarios (24 horas e Urina ocasional);
e Diagnostico Imunolégico de Gravidez;

¢ Exame bioquimico e citolégico de LCR, liquidos de cavidades serosas e sinoviais;

e Pesquisa de Sangue Oculto nas Fezes — PSOF.

Equipamentos

Modular® EVO Roche

O Modular Chemistry Analyser é um sistema automatizado e controlado por software para
determinacdes quantitativas in vitro de pardmetros analiticos. Utiliza diferentes tipos de amostra
como soro/plasma, LCR, urina e outros liquidos bioldgicos. E constituido por varios médulos — dois
modulos eléctrodo de ido selectivo (ISE), dois mddulo de andlises fotométricas (P800) e dois
maodulos de imunologia (E170). Possui uma Unidade Core que transporta todas as amostras desde a
zona de entrada ou porta STAT para cada médulo analitico atribuido, até a zona de saida ou area de

repeticao "%,

Médulo ISE (lon-Selective Electrode)

Nos Métodos Potenciométricos mede-se o potencial de uma célula.

A diferenca de potencial entre o eléctrodo de medicdo e o eléctrodo de referéncia,
mergulhados numa solucéo a analisar (solu¢éo do analito/amostra), através da qual ndo passa
corrente (o valor da intensidade de corrente é aproximadamente nulo) permite a medi¢do da

concentracdo de ides de cloro, sddio e potassio.

e Eléctrodo de medi¢éo — eléctrodo cujo potencial se mede, e a sua resposta depende da
concentracdo do analito. O seu potencial é proporcional ao logaritmo da concentragéo do

analito.
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e Eléctrodo de referéncia — eléctrodo em relagdo ao qual se mede o potencial do eléctrodo
de medicéo. O seu potencial e temperatura sdo conhecidos, constantes e completamente
independente da composicéo da solucdo de analito.

Os dois eléctrodos estédo ligados a um voltimetro, que compara o potencial medido pelo
eléctrodo de referéncia com o potencial do eléctrodo de medicdo. O valor da comparagéo
corresponde a actividade do ido em causa, e este esta directamente relacionado com a concentracao

deste (equagéo de Nerst) *+121%,

O Mddulo de ISE analisa por potenciometria indirecta os ides de Sodio (Na*)' Potassio (K) e

Cloro (CI') vulgarmente designado por ionograma.

Moédulo P800

Este Modulo de Quimica utiliza a fotometria para medir as reaccdes quimicas das cuvettes de
reaccdo, através da medicdo da quantidade de luz que é emitida ao fotbmetro. Como metodologias

temos a espectrofotometria e a imunoturbidimetria ***%.

e Fotometria: medi¢cdo da intensidade da Luz.

e Espectrofotometria: baseia-se na medicdo da quantidade de luz absorvida por
determinada substancia de uma solucéo, num amplo espectro de comprimentos de onda
(340nm a 800nm). Dependendo das propriedades de absorcao do analito, a luz que ndo
foi absorvida € medida por um fotodetetor, que transforma a energia luminosa em
eléctrica, estabelecendo uma relacdo matematica entre a absorvancia e a concentragao
do analito, segundo a Lei de Lambert — Beer. A Lei de Lambert — Beer determina que a

concentracdo de uma substancia € diretamente proporcional a quantidade de luz

absorvida ou inversamente proporcional ao logaritmo da luz transmitida (3],

e Turbidimetria: mede a reducdo da intensidade do raio de luz incidente (disperséo e
reflexdo da luz) a medida que ele passa através de uma solu¢do gue contém particulas

insoltveis em suspensao ™.

Mo6dulo E170

O moddulo E170 processa testes imunologicos com base na Eletroquimioluminescéncia
(ECLIA).

e Quimioluminescéncia: emissdo de luz produzida durante uma reac¢do quimica. Dois
produtos quimicos reagem para formar um intermediario excitado (de alta energia), que
se decompde libertando parte da sua energia em fotdes de luz quando regressa ao seu
estado fundamental (estado de energia menor).

e Electroquimioluminescéncia: emissdo de Iluz através de potenciais de

oxidagdo/reducdo num eléctrodo. Tem como particularidade a utilizagdo de microesferas
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magnéticas revestidas com estreptavidina, anticorpos monoclonais biotinilados (vitamina
com alta afinidade & estreptavidina) e um complexo anticorpo - ruténio Ru**. Esta mistura
é fixada magneticamente na superficie do eléctrodo e o excesso da reaccdo é removida
através de lavagens. Assim sdo geradas espécies altamente reativas aguando da
formagdo dos complexos imunoldgicos, que ao reagirem entre si levam a ativacao
eléctrica do complexo de ruténio apés adicdo de TPA (Tripropilamina) gerando luz que é

diretamente proporcional a concentra¢édo do antigénio em estudo.

Exemplo do Fluxo de uma da amostra no Médulo E170:

A amostra é pipetada para uma cuvette descartavel;
Segue-se a incubagcdo com um anticorpo marcado com biotina e outro marcado com
Ruténio (RU*");
3. Forma-se um complexo sandwich altamente especifico com os locais de ligacdo do
antigénio;
4. As microparticulas paramagnéticas revestidas com streptavidina sdo adicionadas a
cuvette de reaccao e ligam-se fortemente a biotina;
A mistura é aspirada e transferida para a células de medicéao;
Na célula de medicdo, as microparticulas sdo fixadas magneticamente a superficie do
eléctrodo;
7. Os elementos que ndo se ligaram sdo removidos através de lavagens e nesta fase é
adicionado o TPA (tripropilamina) ProCell/ProCell M.
8. O TPA provoca a reducdo do ruténio inibindo-o de voltar ao seu estado fundamental, o
gque permite a emissao de um sinal continuo e rapido.
A luz é medida e o sinal & proporcional a concentracdo do antigénio em estudo 3],
(http://www.rochediagnostics.ch/content/dam/corporate/rochedia_ch/documents/broschueren/professi
onal_diagnostics/serumarbeitsplatz/technologie/EN_EA Elecsys _and ECL.pdf acedido em Setembro
2018); (https://mwww.youtube.com/watch?v=58qRrXuQKJo acedido em Setembro 2018).

Cobas® 6000

O Cobas® 6000 esta integrado no CORE LAB e é um equipamento partilhado com o
laboratério de Urgéncia. Consiste num sistema automatizado para determina¢des quantitativas de

parametros analiticos. Este rege-se pelos mesmos métodos utilizados no Modular® EVO Roche.

E utilizado pelo Laboratério de Bioquimica na monitorizacdo terapéutica de farmacos (Acido
Valproico, Carbamazepina, Fenitoina, Fenobarbital, Amicacina, Gentamicina, Vancomicina, Digoxina
e Teofilina) como também no doseamento do Litio, Mioglobina e CK — MB. A instalacdo destas
técnicas em simultadneo nos dois equipamentos (Modular® e Cobas® 6000) néo se justifica devido ao

baixo volume de pedidos. Além destes pardametros o Cobas® 6000 é ainda utilizado pelo Laboratério
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de Bioguimica no doseamento da Insulina, Cyfra 21, AMH (Hormona Anti — Mulleriana) e Vitamina D,
por ja nao existir disponibilidade fisica nos Médulos E170.

Aution Max® AX — 4280 Urinalysis System e SediMAX® (Menarini)

Cadeia para analise quimica e sedimento urinario - realiza a analise de “Urina tipo II”.

O exame quimico da urina é realizado no equipamento Aution MAX® AX-4280, que utiliza
tiras reativas com dez areas de reagentes para determinacdo da glicose, proteinas, bilirrubina,
urobilinogénio, pH, eritrécitos/sangue, corpos cetonicos, nitritos e leucdcitos, por uma base numa
calibracdo, que corrige as interferéncias provocadas pela cor da urina 4,

A leitura das tiras de teste é realizada através do método de Reflectancia bicromatica. As
tiras reativas e sec¢do de compensacao sao irradiadas com dois raios de diferentes comprimentos
de onda e a luz refletida é captada por trés detectores.

Como excepcdo temos a determinacdo do sangue que utiliza um comprimento de onda
Unico.

A luz irradiada na seccdo de compensacao visa ajustar fatores de interferéncia como a cor
da amostra.

Os valores de reflectancia obtidos sdo comparados com os limites de referéncia definidos

para cada pardmetro e os resultados sédo dados como qualitativos ou semi-qualitativos.

Principios dos métodos:

e Glicose: a deteccdo baseia-se na reaccdo glicose oxidase — peroxidase — cromogéneo.

e Proteinas: este teste baseia-se na reaccdo de erro da proteina do indicador de pH.

e Bilirrubina: obtém-se uma cor azo castanho-avermelhada através do acoplamento da
bilirrubina com um sal de diazénio.

e Urobilinogénio: obtém-se uma cor azo castanho-avermelhada através do acoplamento da
bilirrubina com um sal de diazénio.

e PH: o papel de teste contém indicadores que alteram a cor entre pH 4,5 e pH 9.

e Sangue: a deteccdo baseia-se na actividade da pseudoperoxidase da hemoglobina.

e Cetonas: o teste baseia-se no principio da reac¢éo legal.

o Nitritos: o teste baseia-se no principio da reaccdo de Griess.

e Leucdcitos: a deteccdo baseia-se na actividade da esterase nos leucécitos.

A gravidade/densidade especifica é medida pelo método do indice de refracdo
(refractometria por reflexdo). Um raio de luz atravessa uma fissura, um sistema de lentes, uma célula
do prisma triangular que contém a amostra e, posteriormente passa pelo detetor onde se realiza a
medicdo dos angulos de refracdo da luz. O indice de refracé@o é alterado conforme a densidade da

amostra. A medicdo da cor/tonalidade é obtida por Reflexdo da Luz empregando quatro
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comprimentos de onda diferentes. A turvagdo da urina é obtida pela analise da dispersao da luz pelo

método de turbidimetria *>°!,

ApOs realizacdo do exame quimico, as amostras de urina sao enviadas para 0 equipamento
SediMax® para andlise do sedimento urinario.

Este analisador automatico baseia-se no método de microscopia manual, através de um slide
especial descartavel. O SediMax® homogeneiza, pipeta e centrifuga um volume de 200ul de amostra
durante 10 segundos a 2000 rpm, formando-se o sedimento urinério no fundo do slide. A camara
digital, através do microscopio incorporado, fotografa quinze campos visuais do sedimento, sendo as
imagens avaliadas por um software especifico capaz de as identificar:

e RBC — eritrécitos;

¢ WBC - leucdcitos;

e HYA — cilindros hialinos;

e EPI —células epiteliais escamosas;

e NEC - células epiteliais ndo escamosas (células epiteliais de transicdo e tubulares
renais);

e BAC - bactérias;

e YEA —leveduras;

e CRY - cristais (oxalato de célcio, acido urico e trifosfatos);

e MUC - muco;

e SPRM - espermatozéides *".

Urina Ocasional e Urina 24 horas:

Amostra Ocasional: Creatinina, Ureia, Soédio, Potassio, Calcio, Fosforo, Proteinas
(turbidimetria), Albumina (Imunoturbidimetria), Amilase, Acido arico, Osmolalidade urinaria,
Creatinaria/Proteinuria e Albumindria/Creatindria,;

Amostra de urina de 24 horas: depuracdo da Creatinina, Creatinina, Ureia, Sodio, Potassio,

Célcio, Fosforo, Proteinas (turbidimetria), Albumina (Imunoturbidimetria) e Acido Urico.

Osmomat® 030 (Gonotec) — Osmdmetro Crioscépico Automatico.

O Osmomat 030 determina a osmolalidade no soro, plasma, urina e noutros liquidos
biolégicos através da medi¢do do ponto de congelacdo. A diminuigdo do ponto de congelacdo serd

proporcional a concentracdo de particulas na amostra.

A Osmometria assenta em 4 principios essenciais. Quando um soluto é dissolvido num
solvente (dgua no caso de sistemas biolégicos) ocorrem as seguintes altera¢cdes nas propriedades

da solucéo:
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e A pressdo osmética do sistema sera aumentada.

e Em qualquer temperatura, a pressdo de vapor da solugdo sera diminuida abaixo da do
solvente puro.

¢ O ponto de ebulicdo sera elevado.

¢ O ponto de congelamento da solucéo sera diminuido.

Teste de gravidez One Step Rapid Test da Healgen®

A hCG (Hormona Gonadotrofina Coriénica humana) é uma glicoproteina produzida pela
placenta aquando de uma gravidez, e a sua concentracdo aumenta com a evolucdo desta, sendo
excretada pela urina. Numa gravidez normal a hCG pode ser detectada na urina e no soro 7 a 10
dias ap6s a concepcao, fazendo desta hormona um marcador por exceléncia para a deteccéo
precoce da gravidez (sensibilidade 10 mlU/ml). E um teste rapido, qualitativo, baseado num ensaio
imunocromatografico que utiliza anticorpos conjugados especificos para esta hormona. Este teste
tem duas linhas indicativas de resultado. A linha teste que contém um anticorpo monoclonal anti —
hCG fixado na membrana, e como conjugado, um segundo anticorpo ligado a um corante insolavel, o
ouro coloidal (rosa) revelador da interaccdo antigénio — anticorpo. O teste é considerado valido
guando na linha de controlo se visualiza uma linha colorida indicativa de quantidade adequada de

volume de amostra e procedimentos técnicos corretos &9,

Immulite® 2000XPi (Siemens):

O Immulite® 2000 é um equipamento que executa imunoensaios pelo método de
guimiluminescéncia (CMIA), utilizando, como fase soélida, esferas de poliestireno revestidas com
anticorpos especificos para o parametro em estudo. As esferas séo dispensadas para cuvetes de
reaccdo, € pipetada a amostra e o anticorpo marcado com fosfatase alcalina (conjugado). A
guantidade de fosfatase alcalina ligada é directamente proporcional (para um ensaio de sandwich) ou
inversamente proporcional (para um ensaio competitivo) a concentragdo do pardmetro na amostra do
doente. Apés a incubagéo sucede-se quatro lavagens e a separac¢do da mistura da esfera através da
rotacdo da cuvete a alta velocidade no seu eixo vertical, 0 que promove a remocéo do liquido. Este
liquido é recolhido numa camara, havendo a separag&o entre a fase liquida e a fase sélida (ligada). A
esfera seca (com o complexo primario e o anticorpo conjugado) adiciona-se um substrato
guimiluminescente (luminogénico), que reage com a fosfatase alcalina e, consequentemente, permite
a emissao de luz (detectada pelo fotomultiplicador), sendo proporcional a concentragéo do analito na
amostra. Na reaccao luminogénica o substrato (um fosfato de dioxetano adamantil) € desfosforilado
num intermediario instavel pela fosfatase alcalina ligada a esfera. O intermediario instavel decompde-
se rapido e espontaneamente, emitindo fotdo de luz. A quantidade de luz emitida é directamente

proporcional & quantidade de fosfatase alcalina ligada .
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As Técnicas que se encontram instaladas no Immulite® 2000Xpi séo:

e IgE Total

e AlaTOP Allergy Screen
e Allergen-Specific IgE

e Growth Hormone (GH)
o |GF-I

e ACTH

e Homocysteine

e Androstenedione

o Péptido-C

SPA,us® (The Binding Site):

Sistema totalmente automatizado para determinacdo da concentracdo de proteinas
especificas (antigénio) pelo método de turbidimetria. Permite o doseamento de cadeias leves livres k
(kappa) e A (lambda). Numa cuvette de reaccao € pipetada a amostra em estudo e uma solugéo que
contém o anticorpo apropriado (reagente com latex de poliestireno revestido de anticorpos policlonais
mono — especificos). Um feixe de luz passa pela cuvette e a medida que a reaccdo antigénio —
anticorpo ocorre, a luz vai sendo progressivamente difundida, enquanto se forma o complexo
imunitario insoltvel. A luz difundida € monitorizada pela medicdo do decréscimo da intensidade da
luz incidente. O anticorpo da solu¢do encontra-se em excesso, pelo que a quantidade de complexo
formado € proporcional & concentracdo do antigénio. Inicialmente sdo testados uma serie de
calibradores com concentrac@es conhecidas de antigénio de forma a construir a curva de calibracdo
da luz difundida versus concentracdo de antigénio. As leituras dos nossos controlos de qualidade
interna, externa e amostras séo efectuadas nessa curva. A quantificacdo das cadeias leves livres no
soro auxilia no diagnéstico e monitorizagdo do Mieloma Mudltiplo, neoplasias linfociticas,
macroglobulinemia de Waldenstrém, amiloidose AL, doencas de deposi¢cdo de cadeias leves e

doengas do tecido conjuntivo, tal como o IUpus eritematoso sistémico (LES) [,

HA-8180T® (Arkray):

A HbA,. (hemoglobina Glicada) é uma glicoproteina que resulta de uma reacgdo nao
enziméatica e irreversivel entre a glicose plasmatica e o grupo amina terminal (N-terminal) de um
residuo de valina da cadeia B da hemoglobina (glicacdo) formando uma base Schiff. Esta molécula
sofre um rearranjo, produzindo uma cetoamina estavel, o produto de Amadori, também conhecido de
HbAl.. Em adultos normais temos aproximadamente 97% de HbA (a2B2), 2,5% de HbA, (6282), e
0,5% de HbF (a2y2). Através de andlise cromatografica da HbA identifica-se uma variedade de

outras hemoglobinas: HbA, HbA5 € HbAc #2%.
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Figura 1l.4: Formagao de hemoglobina glicada (HbAl;) a partir da ligagdo da glicose a hemoglobina. Fonte:
Sherwani, S. I., Khan, H. A., Ekhzaimy, A., Masood, A., & Sakharkar, M. K. (2016). Significance of HbAlc Test in
Diagnosis and Prognosis of Diabetic Patients. Biomarker insights, 11, 95-104. D0i:10.4137/BMI.S38440.

O processo de glicacdo da hemoglobina depende da concentracdo da glicose plasmatica a
gue os glébulos vermelhos sdo expostos, integrada ao longo do tempo de semi — vida destas células.
A formacéo da hemoglobina glicada é uma parte normal do ciclo da func¢éo fisiol6gica e constitui um
indicador de grande utilidade clinica, refletindo a glicemia média nas Ultimas 8 a 12 semanas,
atendendo a que o tempo médio de vida dos eritrocitos é de 120 dias (2 a 3 meses). Esta
amplamente aceite a utilizacdo da HbA;., quer como indice de glicemia média, quer como preditor do
risco de desenvolver complicagfes cronicas da diabetes ou de complicagBes relacionadas com a
gravidez e parto nas mulheres com diabetes prévia a gravidez. A maioria das sociedades cientificas
emitiu diretrizes sobre o tratamento da diabetes, sendo o valor da HbA;. o pardmetro utilizado como
instrumento de monitorizacdo da terapéutica, levando ao seu ajuste, se o seu valor ndo estiver dentro

dos objetivos preconizados para cada doente 2,

Para a quantificacdo em percentagem ou mmol/mol (Tabela 11.1) é utlizada o método por
HPLC (High performance liquid chromatography), cromatografia liquida de alta — eficiéncia. Este
método utiliza como fase estacionaria uma coluna de troca i6nica — catidnica que se encontra a uma
temperatura constante de 37°C. As hemoglobinas carregadas positivamente diferem entre si, sendo
gue a HbA;c contém um ndmero menor de cargas positivas relativamente a HbA e esta diferenca
permite uma ligacdo menos eficiente a fase estacionéria e, consequentemente, a eluicdo é mais
rapida e o tempo de retencdo é menor. As medicdes sdo feitas em dois comprimentos de onda 420

nm e 500 nm 2224,
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Tabela 1.1 — Valores de Referéncia Hemoglobina Glicada. Fonte: Cobas® Infinity Servico Patologia Clinica
HGO.

Hemoglobina Glicada Valores de Referéncia

Padronizacdo DCCT 4.8% — 6.0%

Padronizacéo IFCC 29 mmol /mol — 42 mmol/mol

MH-JACK® arc (Menarini):

Este equipamento utiliza a tecnologia FIT (Fecal immunochemical tests), para a quantificacédo
da concentracdo da hemoglobina em amostras de fezes através de um método de nefelometria de

esfera de integragéo.
Principio do Método:

e O ensaio inicia-se com a aspiracdo de 90ul do reagente latex Extel HemoAuto HS pela
pipeta de reagente numa cuvette de reaccao de uso Unico; Esta suspensao de latex esta
sensibilizada com anticorpos policlonais anti hemoglobina humana.

e E adicionado 190ul do tamp&o Extel HemoAuto.

e E pipetado 20ul da suspenséo de amostra fecal para a solugéo prévia e da-se inicio a
reaccao.

e Na presenca de hemoglobina na amostra, ocorre uma reacdo de aglutinacdo das
particulas de latex, levando a uma mudanca na turbidez da suspensdo (formacdo de
imuno — complexos).

e S&o realizadas duas medicbes fotométricas no detetor da esfera de integracao

e O célculo da concentragcdo de hemoglobina obtém-se recorrendo a uma curva de

calibragdo Master de 7 pontos previamente calculada (28],

A determinagdo de hemoglobina humana nas fezes (PSOF) é importante no rastreio do

cancro colo-retal nos pacientes #.

Architect® i2000SR (Abbot):

Partilhado com o Laboratério de Imunologia, para determinacdo do antigénio do carcinoma
das células escamosas (SCC) e farmacos imunossupressores (Tacrolimus, Sirolimus e Ciclosporina)
este equipamento tem por base a metodologia CMIA (Imunoensaio de Microparticulas por
Quimiluminescéncia). Este método baseia-se na ligacdo do analito com as moléculas de captura
(microparticulas paramagnéticas) correspondentes (anticorpo, antigénio ou particula viral), formando
um imunocomplexo. O conjugado marcado com acridino quimioluminescente € dispensado ligando-
se ao imunocomplexo. Numa fase seguinte é adicionado uma solugéo ativadora (hidréxido de sadio),
gue promove a oxidacdo do acridino e a consequente formacao de um intermediario excitado, N —
metilacridona, que liberta energia a medida que volta ao seu estado fundamental. A emissédo de luz

por quimioluminescéncia é medida de modo a quantificar a concentracdo do analito 22,
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1470 Wizard™ (Wallac) - Contador Gama:

As técnicas de RIA (radioimunoensaio) permitem a quantificagdo de anticorpos ou de
antigénios através da utilizagdo de moléculas de antigénio ou anticorpos marcados com
radioisétopos. O rédio nucleétido — I'** é o radioisétopo mais usado devido & sua semi — vida de 57,5
dias. A unidade de radioactividade medida é o Becquerel (Bq). No doseamento da Testosterona
Livre, 17-OH Progesterona e Aldosterona Sérica € utilizado o método de ensaio com antigénio
marcado do tipo competitivo: quantidades fixas de antigénios marcados radioactivamente vao
competir com o antigénio em estudo pelos locais de ligagdo dos anticorpos que compdem a fase
solida. A concentragdo do anticorpo especifico e do antigénio marcado € fixo e quando o equilibrio da
reaccdo € atingido, € removido os conjugados ndo reativos. O valor de radioactividade obtida &
inversamente proporcional a concentracdo do antigénio na amostra. Pela metodologia de IRMA
(imunorradiométrico) é doseado a Renina. Este ensaio baseia-se na utilizacdo de 2 anticorpos
monoclonais especificos para o analito pelo método de sandwich, sendo a radioactividade medida

directamente proporcional & concentragdo da Renina ™.

O Caélculo da concentracao é feito através da curva de calibragéo.
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Lista Completa dos Parametros/Equipamentos e Métodos
Proteinas

Tabela 1.2 — Proteinas e respectivos métodos. Adaptado de informacéo incluida no Kit de Reagente de Roche®;
Binding Site® e Siemens ®.

PARAMETRO METODO
Albumina (Modular®) Colorimétrico - verde de bromocresol
Proteinas Totais (Modular®) Colorimétrico - Método Biureto

IgA, IgG, IgM (Modular®)
Frac¢cBes do Complemento C3 e C4
(Modular®)

Cadeias leves k e A totais (Modular®)

Cadeias leves livres K e A (SPA®s)
Alfa 1 Antitripsina (Modular®) Imunoturbidimetria
Beta 2 Microglobulina (Modular®)
Mioglobina (Cobas® 6000)
Proteina C Reactiva (Modular®)
Pré-Albumina (Cobas® 6000)
Haptoglobina (Modular®)

Ceruloplasmina (Modular®)

N-terminal pro péptido natriuretico tipo b

- NT pro-BNP (Modular®) ECLIA (electroguimioluminescéncia)

Procalcitonina (Modular®)
Troponina T hs (Modular®)

Homocisteina (Immulite®) CLIA (imunoensaio com tecnologia de

quimioluminescéncia)

Interesse Clinico:

Albumina: A albumina é a proteina circulante mais abundante no plasma de individuos
saudaveis (3,5 a 5g/dl) e representa aproximadamente 50% do total de proteinas. E uma pequena
proteina globular (peso molecular: 66,5 kDa), consistindo de uma Unica cadeia de 585 aminoacidos
organizados em trés dominios homalogos repetidos (locais |, 1l e lll), cada um dos quais compreende
dois subdominios separados (A e B). Em condi¢des fisiolégicas normais cerca de 10 a 15 gramas de
albumina séo produzidos no figado pelos hepatécitos, com nenhum ou muito baixo armazenamento
intracelular. A sua sintese é estimulada por hormonas, como a insulina, o cortisol e hormona do
crescimento, enquanto é inibida por substancias pré-inflamatérias, incluindo interleucina-6 e fator de
necrose tumoral-a1,2 !, O diagnéstico de hiperalbuminémia ocorre em situacdes de desidratacdo e

hipoalbuminémia em patologias relacionadas com o figado ou do rim. A hipoalbuminémia ocorre em

33



Genética Molecular e Biomedicina aliados do Laboratorio de Patologia Clinica

2018

muitas doengas, sendo causada por diversos factores: sintese deficiente devido a insuficiéncia
hepatica ou em consequéncia de captacdo proteica reduzida; catabolismo elevado provocado por
lesBes tecidulares (queimaduras graves) ou inflamacgdo; ma-absor¢cdo de aminoacidos (doenca de
Crohn); proteiniria em consequéncia de sindrome nefrética; perda de proteinas através das fezes
(doenca neoplasica). A determinacdo da albumina permite a monitorizagdo da suplementacao
dietética (ex.: alimentacdo parentérica) num doente controlado e funciona também como um

excelente teste da funcdo hepatica Y.

Na doenca de Crohn o sistema imunoldgico reconhece o revestimento do trato digestivo

como estranho e o ataca, causando inflamacao 4.

Proteinas Totais: Diagnostico e tratamento de varias doencas que envolvem o figado, rins,
médula 6ssea, perturbagdes metabdlicas e nutricionais. As proteinas plasmaticas sdo sintetizadas
sobretudo no figado, células plasmaticas, ganglios linfaticos, baco e medula 6ssea. Em condicdes
patolégicas, tanto a concentragdo de proteinas totais como a percentagem representada por fraccoes
individuais pode apresentar desvios significativos dos valores normais e em situa¢cfes de disfuncéo
hepatocelular h4 um declinio dos niveis de proteinas plasmaticas A hipoproteinemia pode ser
causada por doencas e perturbacdes como a perda de sangue, caquexia aftosa, sindrome nefrética,
gueimaduras graves e Kwashiorkor 3] SituacBes de hiperproteinemia estdo presentes em doencas

[34]

como, por exemplo, o mieloma mdltiplo ©™*. Podem observar-se alteracdes no valor das proteinas

totais no caso de cirrose hepatica, glomerulonefrite, sindrome nefrética, hepatite aguda, lGpus

eritematoso e ainda em determinadas inflamacdes agudas e cronicas [s3],

A doenca de Kwashiorkor (dieta deficiente em proteinas) caracteriza-se por um edema

generalizado e hepatomegalia *>*°.

Cadeias leves k e A totais: A determinacéo das vérias quantidades dos diferentes tipos de
cadeias leves é um auxiliar no diagndstico de mieloma mudltiplo, neoplasias linfocitarias,
macroglobulinemia de Waldenstrom e doencas do tecido conjuntivo, como a artrite reumatéide ou o
[Upus eritematoso sistémico B7. O mieloma multiplo € um tumor hematolégico que é caracterizado
pela proliferacdo descontrolada de células plasméticas e um volume significativo de cadeias leves
livres séricas, que podem causar insuficiéncia renal aguda devido a precipitacdo intratubular,
resultando em nefropatia. A insuficiéncia renal aguda € uma complicacdo que pode surgir em mais
de 20% dos pacientes com mieloma multiplo, metade dos quais necessitara de dialise 8 A
macroglobulinemia de Waldenstrom é um linfoma linfoplasmocitério caracterizado pela acumulacdo
de células monoclonais na medula 6ssea e nos tecidos linfaticos periféricos, associada a producao

monoclonal maligna de imunoglobulina M (IgM) no soro 2949,

Imunoglobulinas IgA: Pode ocorrer um aumento dos niveis policlonais da IgA nas
hepatopatias cronicas, infecgBes cronicas, perturbacdes auto-imunes (artrite reumatoéide, lapus
eritematoso sistémico) e sarcoidose % A IgA esta elevada na sindrome de Wiskott-Aldrich que é

uma doenca rara ligada ao cromossomo X causada por muta¢des no gene WASP (que codifica uma
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proteina citoplasmatica necessaria a sinalizacdo normal das células B e T) e é caracterizada por

(41421 Opserva-se

ocorréncia de trombocitopenia, eczema e uma maior susceptibilidade a infec¢céo
uma reducdo da sintese da IgA em imunodeficiéncias adquiridas e congénitas, nas
gastroenteropatias com perdas proteicas, alergias, infeccdes do sistema respiratorio, doencas auto-
imunes 3. Na gamaglobulinemia de tipo Bruton encontramos uma mutag&o da tirosina quinase B,
enzima importante no desenvolvimento e funcao de células B e consequentemente uma reducédo na
sintese de IgA .,

Imunoglobulinas 1gG. A IgG é a Unica imunoglobulina que consegue atravessar a barreira
placentaria e proporcionar uma protec¢do imunoldgica passiva ao feto e ao recém-nascido 43 Pode
verificar-se um aumento da IgG policlonal no IGpus eritematoso sistémico, nas hepatopatias crénicas
(hepatite infecciosa e cirrose de Laennec), nas doencas infecciosas e na fibrose cistica. A I1gG
monoclonal aumenta no mieloma IgG. Observa-se uma reducdo da sintese da IgG em
imunodeficiéncias adquiridas e congénitas e nas deficiéncias selectivas da subclasse da IgG, como a
agamaglobulinemia de tipo Bruton. Observa-se uma diminuicdo das concentracdes da IgG nas
enteropatias com perdas proteicas, na sindrome nefrética e através da pele dos queimados. Verifica-
se um aumento do metabolismo da IgG na sindrome de Wiskott-Aldrich, na distrofia mioténica e com
0s anticorpos anti-imunoglobulina. A determinacdo da IgG no liquido cefalorraquidiano (LCR) é
utilizada para avaliacdo de infec¢Bes envolvendo o sistema nervoso central (SNC), neoplasias ou
doencas neurolégicas primarias (em particular, a esclerose multipla). Podem ocorrer concentracdes
mais elevadas de IgG no LCR devido a uma maior permeabilidade da barreira hematoencefalica ou a

producéo de IgG localfintratecal, ou devido a ambas B34647,

Imunoglobulinas IgM: A IgM é o primeiro anticorpo especifico a aparecer no soro apés a
infeccdo. E capaz de activar o complemento e, assim, ajudar a matar as bactérias. Depois de a
infeccdo ter passado, os niveis de IgM descem a uma velocidade relativamente rapida quando
comparada com a IgG. Este facto é utilizado com bons resultados no diagnéstico diferencial das
infecgBes agudas e crénicas, através da comparacgéo dos titulos da IgM e da IgG especificos. Se a
IgM prevalecer, a infec¢do € aguda, ao passo que se a IgG predominar, a infecgdo é cronica (p. ex.,
rubéola, hepatite viral). Observa-se um aumento dos niveis da IgM policlonal nas infec¢fes virais,
bacterianas e parasiticas, hepatopatias, artrite reumatéide, escleroderma, fibrose cistica e
dependéncia de heroina. A IgM monoclonal aumenta na macroglobulinemia de Waldenstrém.
Observa-se uma reducdo da sintese da IgM nas sindromes de imunodeficiéncia adquirida e
congénita. Devido ao aparecimento lento da sintese da IgM, a concentra¢do de IgM no soro dos

bebés é mais baixa do que nos adultos #*4%,

C3 e C4: proteinas de fase aguda que integram o sistema do complemento na resposta a
situag@es Inflamatdrias ou infecciosas. No lUpus sistémico eritematoso, glomerulonefrite membrana —
proliferativo, doencas inflamatérias angioderma hereditérias, anemia hemolitica auto — imune, artrite

reumatdide, endocardite bacteriana subaguda, sépsis bacteriana ou infeccdes parasitarias *349%5,
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Alfa 1 Antitripsina: diminuicdo em doencas genéticas hepéticas e pulmonares. Aumento na
fase aguda de infec¢gbes ou inflamacado, tumores malignos, traumatismos e gravidez. Suspeita-se de
uma deficiéncia aguda hereditaria da a1-antitripsina nos casos de hepatite neonatal, acompanhada
por cirrose hepética progressiva nos primeiros anos da infancia. Também se suspeita deste problema
quando ocorre enfisema pulmonar grave nos adultos devido a prevaléncia de elastase leucocitéria,

gue pode causar uma degradacgdo proteolitica ndo-restrita das células do parénquima pulmonar
[52,53,54]

Beta 2 — Microglobulina (B2MIC): diagndstico de artrite reumatoide, infeccbes, doencas
renais e doengas auto-imunes. Aumento no soro nas glomerulopatias, tubulopatias, insuficiéncia
renal e amiloidose. Marcador tumoral do mieloma multiplo, linfoma de células B e leucemia linfocitica

crénica. 55857,

Mioglobina: presente tanto no musculo cardiaco como esquelético. Na lesdo destes
musculos ocorre a sua libertacdo na corrente sanguinea. Aumenta no enfarte agudo do Miocardio,
traumatismo muscular, sindrome de Crush, miopatia, esforco/tensdo muscular, estado de choque,

rabdomidlise ou diminuicdo da eliminac&o devido a insuficiéncia renal 8%,

Proteina C Reactiva: marcador inflamatério associada a lesdo, infecgdo, cirurgia ou
proliferacéo neoplasica. A medicdo das alteracdes da concentracdo da PCR proporciona informacdes
Uteis, em termos de diagndstico, para avaliar quao aguda e qudo grave é uma doenca. Permite
também a avaliacdo da génese da doenca. A persisténcia de uma concentracao sérica elevada de
PCR é, normalmente, um sinal de progndstico grave, que geralmente indica a presenca de infeccéo

ndo controlada Y.

Pré-Albumina: também denominada de transtirretina tem uma semi — vida de 2 a 3 dias
sendo considerado um indicador de proteina mais sensivel na monitorizacdo do estado e suporte
nutricional (ex. anorexia, doentes gastrostomizados, carcinoma do eséfago etc.). Os niveis séricos da
pré — albumina diminuem também nas lesdes hepaticas agudas devido a actuacdo da citocinas

inflamatdrias 626364,

Haptoglobina: diminuicdo na hemdlise intravascular. A hemoglobina livre liga-se a
haptoglobina formando um complexo que posteriormente € removido pelo figado levando a reducéo

da haptoglobina plasmatica muitas vezes para niveis indetectaveis >

Ceruloplasmina: diminuicdo na doencga de Wilson (degeneracdo hepatolenticular). A doenca
de Wilson é uma doenca genética autossémica recessiva que afecta o transporte celular do cobre. A
mutacdo do gene ATPase 7B localizado no cromossoma 13 leva a reducdo da excre¢do do cobre
pelas vias biliares e inibe a ligacdo do cobre a ceruloplasmina (glicoproteina de transporte: cada
molécula de ceruloplasmina liga — se a 6 ides de cobre formando-se a apoceruloplasmina). O Cobre
acumula-se em varios 6rgdos principalmente no figado, cérebro e cérnea comprometendo as suas
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funcionalidades. Diminuicdo na sindrome de Menke, insuficiéncia hepética e sindrome de perda de

proteinas. Aumento nas reaccgdes de fase inflamatérias agudas e cronicas %%,

N-terminal pro péptido natriurético tipo b - NT pro-BNP: forma biologicamente inactiva (N
— terminal) do pro - BNP é secretado pelos ventriculos cardiacos em condicdes em que ocorre a
expansdo do volume ventricular e sobrecarga de pressao nas paredes dos ventriculos. Valores

aumentados no enfarte agudo do miocardio e insuficiéncia cardiaca °%.

Procalcitonina: a PCT apresenta-se aumentada em doentes com sépsis bacteriana,
especialmente sépsis grave e choque séptico. A PCT € considerada um marcador de prognéstico de
suporte a previsdo de resultados em doentes com sépsis. Na pancreatite aguda, verificou-se que a
PCT era um indicador fiavel da gravidade e de complicacdes maiores. Em doentes com infeccdes
nosocomiais do tracto respiratério ou pneumonia associada a ventilacdo mecanica, a PCT tem sido
proposta como orientacdo a seguir para ponderar a necessidade de tratamento antibiético e para

monitorizar o éxito do tratamento %7727,

Troponina T hs: € libertada na corrente sanguinea algumas horas ap6s o enfarte agudo do
miocardio ou dano isquémico (estreitamento da artéria coronaria conduz a diminuicdo do fluxo
sanguineo). A Troponina T é um marcador de prognéstico independente que permite prever a

evolucédo a curto, médio e até mesmo longo prazo dos doentes com sindrome coronaria aguda 74,75,

Homocisteina: € um aminoacido intermediério formado pela conversdo da metionina em

cisteina. Valores elevados estdo presentes na doenca cardiovascular (aterosclerose prematura

grave), tromboembolismo arterial e venoso %77,

Enzimas

Tabela I1.3 — Enzimas e respectivos métodos. Adaptado de informagao incluida no Kit de Reagente Roche®.

PARAMETRO METODO

Alanina-Aminotransferase — ALT (Modular®)

Aspartato-Aminotransferase — AST
(Modular®) Cinética Enzimatica U.V.

Creatina-Quinase CK (Modular®) e CK-MB
(Cobas® 6000)
Lactato Desidrogenase — LDH (Modular®)
ECA (Modular®)
Amilase (Modular®)

Pseudocolinesterase (Cobas® 6000) Colorimétrico Enzimatico

Gama-Glutamiltransferase — GGT (Modular®)

Fosfatase Alcalina — FA (Modular®)
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Interesse Clinico:

Alanina-Aminotransferase — ALT: indicador de doenca do parénquima do figado, hepatite,

cirroses e hepatite virica %",

Aspartato-Aminotransferase - AST: diferenciacdo e monitorizacdo de doencas

hepatobiliares, enfarte do miocardio, lesdo do musculo — esquelético e lesdes organicas 284,

Creatina-Kinase CK e CK-MB: diagndstico e tratamento de enfarte agudo do miocardio,
indicador mais sensivel de lesGes musculares e distrofia muscular progressiva de Duchenne e

Becker #2531,

Lactato Desidrogenase — LDH: auxiliar no diagnoéstico e tratamento de acidose lactica e
distirbios metabdlicos, drogas ou toxinas. As determinacées da LDH sdo realizadas para o
diagnéstico e tratamento de hepatopatias como hepatite viral aguda, cirrose e carcinoma metastatico

do figado, cardiopatias como enfarte do miocardio e tumores renais e pulmonares 84

ECA (Enzima Conversora da Angiotensina): controlo da pressdo arterial, insuficiéncia

[85]

cardiaca, diabetes tipo |, diabetes tipo Il e nefropatia diabética “™. O sistema renina-angiotensina

desempenha um papel importante na regulacdo da fisiologia renal, cardiaca e vascular, e sua
ativacdo é central em muitas condi¢Bes patoldgicas comuns, incluindo hipertensao, insuficiéncia
cardiaca e doenca renal. Os inibidores da ECA demonstraram efeitos anti-hipertensivos e anti —
proteindricos e atrasam a progresséo da doenca renal porque blogueiam o efeito da angiotensina Il,
provocando a dilatacdo dos vasos sanguineos, reduzindo a pressao arterial 561 A inibicdo da enzima
conversora da angiotensina (ECA) é uma chave crucial na terapia médica da insuficiéncia cardiaca

com disfuncao sistélica ®”.

Amilase: aumentada na pancreatite aguda e outras doengas pancreaticas. A amilase sérica
aumenta entre 6 a 12 horas apdés o inicio de um episédio de pancreatite aguda, tem uma semi — vida
curta de aproximadamente 10 horas e, em crises mais ligeiras, retorna aos seus valores normais
num periodo de trés a cinco dias. A elevacdo da amilase sérica acima de trés vezes o limite superior

do normal apresenta sensibilidade para o diagndstico de pancreatite aguda &2,

Pseudocolinesterase: avaliagdo no acompanhamento de pacientes com intoxicagdo por
insecticidas. Os organofosforados e carbamatos séo utilizados como insecticidas em todo o mundo.
Os organofosfatos e carbamatos sdo potentes inibidores da colinesterase e apds exposi¢éo cutanea,
inalacdo ou ingestdo, inibem a colinesterase eritrocitdria e diminuem os niveis da colinesterase
sérica 1%,

Gama-Glutamiltransferase — GGT: obstru¢do biliar intra — hepética ou pés — hepética,
hepatite infecciosa, pancreatite aguda e cronica e avaliagdo e monotoriza¢do do abuso de ingestao

alcodlica [°92%%1,
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Fosfatase Alcalina — FA: encontra-se elevada nas alteracbes do metabolismo 06sseo
(Doengca de Paget), Hiperparatiroidismo primario (Doenca de Reckling — Hausen), doencas

obstrutivas do pancreas, ictericia obstrutiva e problemas hepaticos 4%,

Hidratos de Carbono

Tabela 1.4 — Hidratos de Carbono e respectivos métodos. Adaptado de informacéo incluida no Kit de Reagente
Roche® e A. Menarini ®.

PARAMETRO METODO

Glucose (Modular®) Enzimatico U.V. Hexoquinase

Provas de Tolerancia a Glucose Oral (Modular®)

Hemoglobina A;. (HA-8180T®) HPLC (cromatografia liquida de alta
performance)

Interesse Clinico:

Glucose/Provas de Tolerancia a Glucose Oral e Hemoglobina Alc: diagnostico e
monitorizacdo de Diabetes Mellitus, hipoglicemia neonatal, hipoglicemia idiopatica, carcinoma das

células dos ilhéus do pancreas e Diabetes Gestacional 4959971

Compostos Nitrogenados néo proteicos

Tabela 11.5 — Corpos Nitrogenados ndo proteicos e respectivos métodos. Adaptado de informacao incluida no Kit
de Reagente Roche ®.

PARAMETRO METODO
Acido Urico (Modular®) Colorimétrico Enzimatico — uricase peroxidase
Amonia (Cobas® 6000) Cinética Enzimatica U.V.
Creatinina (Modular®) Colorimétrico Cinético - Método Jaffé
Ureia (Modular®) Cinética Enzimatica U.V. com Urease

Interesse Clinico:

Acido urico: Diagnostico e tratamento de diversas perturbacdes renais e metabodlicas
(Gota), tratamento de doentes a receber farmacos citotoxicos (quimioterapia). A nefropatia aguda por
acido Urico é caracterizada por insuficiéncia renal (oligdrica ou anurica aguda) devido a precipitacéo
de &cido Urico dentro dos tubulos. Isso ocorre mais frequentemente devido & producdo e excre¢éo

aumentada de &cido drico em pacientes com linfoma, leucemia ou doenca mieloproliferativa
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particularmente apos as sessfes de quimioterapia ou de radiagao terem provocado um aumento da

lise celular &%,

Amonia: Nas criancas, a hiperamonemia pode ser provocada por deficiéncias hereditarias
das enzimas do ciclo da ureia, ou adquirida através de doencga hepatica aguda (como acontece no
sindrome de Reye) ou crénica (como acontece na cirrose). Nos adultos, os niveis elevados de
amonia podem ser um auxiliar no diagnostico de insuficiéncia hepatica ou de encefalopatia hepatica
com origem em doencas hepaticas avancadas, como é o caso da hepatite viral ou da cirrose
[100.101,202.103 * A" sindrome de Reye é uma encefalopatia que progride rapidamente apresentando
disfuncdo hepdtica, que geralmente comeca varios dias apds aparente recuperacdo de uma doenca

viral, especialmente varicela ou influenza A ou B "%,

Creatinina: diagndstico e tratamento de doencas renais; Util na avaliacdo de funcéo

glomerular e monitorizacéo da dialise renal #+041%,

Ureia: Este teste é frequentemente usado em conjuncdo com a determinacdo de creatinina
para o diagnéstico diferencial de hiperuremia pré-renal (descompensacédo cardiaca, desidratacéo e
aumento do catabolismo das proteinas), hiperuremia renal (glomerulonefrite, nefrite cronica, rins

poliquisticos, nefroesclerose, necrose tubular) e hiperuremia poés-renal (obstrucdo das vias urinarias)
[84,105]

Lipidos e Lipoproteinas

Tabela 1.6 — Lipidos e Lipoproteinas e respectivos métodos. Adaptados de informagdo incluida no Kit de
Reagente Roche®.

PARAMETRO METODO
Colesterol Total (Modular®)
Colesterol Lipoproteina De Baixa Colorimétrico Enzimatico

Densidade — LDL (Modular®)

Colesterol Lipoproteina De Alta
Densidade — HDL (Modular®)
Triglicéridos (Modular®)

Interesse Clinico:

Colesterol Total: avaliagéo do risco de doengas cardiovasculares, estudo de hiperlipemias e

perturbaces do metabolismo lipidico e lipoproteico M%7,

Colesterol Lipoproteina De Baixa Densidade — LDL: avaliacdo do risco de doencas

cardiovasculares %7,
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Colesterol Lipoproteina De Alta Densidade — HDL: avaliacdo do risco de doengas
cardiovasculares e monitorizacdo de individuos durante o tratamento. Concentracdes elevadas de
colesterol HDL sao protectoras contra as doencas coronarias, enquanto concentragdes reduzidas
deste colesterol, especialmente em conjunto com triglicéridos elevados, aumentam o risco

cardiovascular %,

Triglicéridos: estudo das hiperlipemias e doencas metabdlicas. Diagndstico e tratamento de
doentes com diabetes mellitus, nefrose, obstrucao hepatica, alteracdes do metabolismo dos lipidos e

outras doencas enddcrinas 4%,

Derivados do Catabolismo da Hemoglobina

Tabela 1.7 — Derivados do Catabolismo da Hemoglobina e respectivos métodos.Adaptados de informacgéo
incluida no Kit de Reagente Roche®.

PARAMETRO METODO
Bilirrubina Total (Modular®) Colorimétrico - sal diclorofenildiazonio
Bilirrubina Direta (Modular®) Colorimétrico - Jendrassik-Grof

Interesse Clinico:

Bilirrubina total e direta: diagnostico de doenca hepética, obstrucdo das vias biliares e

doencas hemoliticas **%*+2,

Electrolitos

Tabela 11.8 — Electrolitos e respectivos métodos. Adaptados de informagao incluida no Kit de Reagente Roche®

e Gonotec®.
PARAMETRO METODO
Cloro (Modular®)
Potéssio (Modular®) Potenciometria indirecta
Sédio (Modular®)
Determinagdo Osmolalidade sérica e Osmometria de congelacao
urinéria (Osmomat®)

Interesse Clinico:

Cloro, Potassio e Sodio: O sodio é o principal catido extracelular e tem como fungdo manter

a distribuicao dos fluidos e a pressdo osmatica. Entre as causas da diminuicdo dos niveis de sddio
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encontram-se 0s vOmitos ou a diarreia prolongados, a diminuicdo da reabsor¢cdo nos rins e a
retencdo de liquidos excessivos. As causas mais comuns do aumento de sédio incluem a perda
excessiva de liquidos, a ingestédo elevada de sal e o aumento da reabsorcao renal. O potassio € o
principal catido intracelular e é crucial para a actividade celular neuroldgica e muscular. Entre as
causas de diminuicdo dos niveis de potassio encontra-se a reducdo da ingestdo de potassio na
alimentacéo ou a perda excessiva de potassio do organismo devido a diarreia, vémitos prolongados
e 0 aumento da excrecdo renal. O aumento dos niveis de potassio pode ser causado por
desidratacdo ou choque, queimaduras graves, cetoacidose diabética e retencdo de potassio pelos
rins. O cloreto é o principal anido extracelular e serve para regular o equilibrio da distribuicdo de
fluidos extracelulares. A semelhanca dos outros ides, as causas comuns de diminuicdo do cloreto
incluem a reducdo da sua ingestdo nos alimentos, os vémitos prolongados e a reducdo da
reabsorcdo renal, assim como algumas formas de acidose e alcalose. Regista-se um aumento dos
valores de cloreto nos casos de desidratacdo, insuficiéncia renal, algumas formas de acidose,

ingestdo elevada de cloreto nos alimentos ou por via parentérica e envenenamento com salicilato [84],

Osmolalidade sérica e urindaria: no sangue é Util para identificar a causa de hiponatrémia;

na urina permite avaliar a concentrac&o renal e testar a capacidade de filtraggo renal 13131141131,

I6es Inorgénicos

Tabela 11.9 — 16es Inorganicos e respectivos métodos. Adaptados de informacédo incluida no Kit de Reagente
Roche ®.

PARAMETRO METODO

Célcio (Modular®) Colorimétrico ponto final — complexona de o-

cresolftaleina

Fosforo (Modular®) Fosfomolibdato U.V. de ponto final

Magneésio (Modular®) Colorimétrico de ponto final - azul de xilidilo

Interesse Clinico:

Célcio: diagnostico de doencas Osseas ou doenca renal cronica. O teste é usado para o
diagnéstico e monitorizagdo da hipocalcemia (deficiéncia de calcio) e hipercalcemia (excesso de
calcio) no soro. A grande importancia da determinac¢do do célcio na urina reside na diferenciacéo

entre hipercalcitiria e hipocalcidria e no esclarecimento da nefrolitiase ™°.

Fosforo: alteracdo da funcdo renal ou da paratiréide. Um aumento do nivel de fésforo
provoca uma reducdo do nivel de calcio. O mecanismo é influenciado por interac¢des entre a PTH e

a vitamina D. O hipoparatiroidismo, a intoxicacdo por vitamina D e a insuficiéncia renal associada a
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uma reducdo da taxa de filtracdo glomerular do fosfato provocam hiperfosfatemia. A hipofosfatemia

ocorre no raquitismo, hiperparatiroidismo e sindrome de Fanconi 718,

Magnésio: baixos niveis associam-se a insuficiéncia renal, diabetes, alcoolismo, pancreatite,

doencas da tirdide e da paratiréide ™.

Farmacos

Tabela 11.10 — Farmacos e respectivos métodos. Adaptados de informacéo incluida no Kit de Reagente Roche®
e Abbott®.

PARAMETRO METODO
Amicacina (Cobas® 6000)
Carbamazepina (Cobas® 6000)

Digoxina (Cobas® 6000)
Fenitoina (Cobas® 6000) Imunoensaio — KIMS (interaccéo de

Fenobarbital (Cobas® 6000) microparticulas numa solucao)
Gentamicina (Cobas® 6000)
Teofilina (Cobas® 6000)
Vancomicina (Cobas® 6000)

Acido Valpréico (Cobas® 6000) Imunoensaio Enzimético
Paracetamol (Cobas® 6000)
Ciclosporina (Architect®) CMIA (imunoensaio quimioluminescencia por
Sirolimus (Architect®) Microparticulas (CMIA)
Tacrolimus (Architect®)
Everolimus (Modular®) ECLIA
Litio (Cobas® 6000) Colorimétrico enzimatico

Interesse Clinico:

Amicacina: antibidtico utilizado no tratamento de infec¢gdes bacterianas. A sua monitorizagao
permite obter uma terapéutica ideal com uma toxicidade minima ™.

Carbamazepina: farmaco anticonvulsivante e antiepiléptico; monitorizacéo terapéutica [122]

Digoxina: farmaco glicosideo utilizado no tratamento de doentes com insuficiéncia cardiaca

congestiva %,

Fenitéina: farmaco anticonvulsivante e também antiarritmico usado na epilepsia *2*.

Fenobarbital: farmaco anticonvulsivante e sedativo 2.
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Gentamicina: monitoriza¢do e tratamento de infecgBes bacterianas. Em doentes com lesfes
renais pré-existentes ou que receberam gentamicina por longos periodos de tempo ou em doses
superiores ao intervalo terapéutico, é possivel o desenvolvimento de deficiéncias auditivas e/ou
nefrotoxicidade. Assim, é fundamental o controlo dos niveis de pico e de vale da gentamicina para

prevencdo destas complicagfes graves, com o ajuste da administracdo da dose conforme indicado
[126,127)

Teofilina: farmaco broncodilatador vastamente utilizado no tratamento de doentes com

asma, apneia (asfixia temporaria) e outras doencas pulmonares obstrutivas 2%,

Vancomicina: monitorizacdo e tratamento de infecgcBes bacterianas provocadas por
organismos Gram-positivos, principalmente Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA),
Streptococcus, Enterococcus ou Staphylococcus negativos para coagulase, particularmente em

doentes alérgicos a antibioticos B-lactamicos 121131,

Acido Valpréico: farmaco anticonvulsionante de largo espectro %%,

Paracetamol/Acetominofeno: O acetaminofeno é um analgésico e antipirético largamente
utilizado, presente numa série de produtos de venda livre e produtos sujeitos a receita médica.
Quando consumido em quantidades de sobredosagem, o acetaminofeno pode causar lesGes

hepaticas e renais graves ou morte 3334,

Ciclosporina, Sirolimus, Tacrolimus e Everolimus: monitorizacdo de imunossupressores

nos transplantados %3¢,

Litio: O litio é largamente utilizado no tratamento da psicose maniaca — depressiva. As
concentracdes de litio sdo determinadas principalmente para garantir que o doente esta a cumprir o

tratamento e para evitar intoxicagdes "%,

Eixo Hipotadlamo- Hipofiséario

Tabela 11.11 — Eixo Hipotalamo — Hipofisario, parametros e respectivos métodos. Adaptados de informagéo
incluida no Kit de Reagente Roche® e Siemens®.

PARAMETRO METODO

Foliculoestimulina — FSH (Modular®)

Hormona Luteinica — LH (Modular®) ECLIA

Prolactina (Modular®)

Tireoestimulina— TSH (Modular®)

Adrenocorticotrofina — ACTH (Immulite®) CLIA (imunoensaio com tecnologia de

Hormona de Crescimento — GH (Immulite®) quimioluminescéncia)

Somatomedina - IGF1 (Immulite®)
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Interesse Clinico:

FSH e LH: perturbacdes funcionais no sistema hipotadlamo — hipéfise — génadas e em

patologias como ovarios poliquisticos e menopausa #+**%.

Prolactina: diagnéstico de ciclos anovulatérios, amenorreia, hiperprolactinémia, galactorreia,
ginecomastia e azoospermia. Papel importante no diagnéstico de cancro da mama e em caso de

tumores da hipéfise ™.

TSH: diagnostico e tratamento de patologias da tirdide. Hipotiroidismo, hipertiroidismo,

Tiroidite entre outros 4+142143.144.151]

ACTH: util no diagnéstico diferencial da doenca de Cushing, tumores da hipéfise secretora
de ACTH auténoma, hipotituitarismo com deficiéncia de ACTH e sindrome de ACTH ectdpico.

Doenca de Addison (insuficiéncia primaria Adrenal) ™4°46147]

GH: diagnostico do tratamento de varias formas de secrecdo inapropriada de hormonas do
crescimento. As desordens clinicas de hiposecrecao incluem nanismo, sindrome de Prader—Willi e

crescimento potencial ndo obtido. A hipersecrecdo é associada com o gigantismo e a acromegalia
[148,149]

IGF1: No diagnéstico das anomalias do crescimento, os doseamentos de IGF-I sdo um
indicador util da secrecdo da hormona de crescimento (GH). O doseamento de IGF-I é também Util
no estabelecimento de alteraces do estado nutricional ™%,

Funcéo Tirdidea

Tabela 11.12: Funcéo Tirdidea, pardmetros e respectivos métodos. Adaptados de informagéo incluida no Kit de
Reagente Roche®.

PARAMETRO METODO

Triiodotironina - T3 - Total e Livre (Modular®)
Tiroxina - T4 Total e Livre (Modular®)

Tiroglobulina (TG) (Modular®) ECLIA

Ac. Anti-Tiroglobulina - Anti-TG (Modular®)

Ac. anti-Peroxidase especifica da tiréide - Anti-
TPO (Modular®)
Autoanticorpos anti-receptor da tireoestimulina —
TRAbs (Modular®)
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Interesse Clinico:

T3 total e livre: regula o estado da tiréide e doencas provocadas pelo défice de iodo. No que
diz respeito ao T3 livre é importante na diferenciacdo da forma de hipertiroidismo e monitorizacéo de

terapéutica anti — tiréidea #***%,

T4 total e livre: indicacdes sobre o estado da tir6ide na deteccdo de hipertiroidismo,

hipotiroidismo primario e secundario e monitorizacdo da terapéutica de supressdo da TSH %4,

TG: a andlise é aplicada principalmente no seguimento pés-operatério de pacientes com
carcinoma diferenciado da tiréide. Numa tiroidectomia total a concentracdo é muito baixa ou

indetectavel 84152153

Anti — TG e Anti — TPO: diagnostico de doenca auto — imune da tiréide. Concentracdes
elevadas de anticorpos anti-Tg juntamente com anti-TPO indicam tiroidite com infiltrac&o linfocitica

cronica (doenca de Hashimoto) %%,

TRABSs: deteccdo ou exclusdo de hipertiroidismo auto-imune e monitorizagdo da terapéutica

seguida pelos pacientes com doenca de Graves ™°.

Funcéo Paratirdide

Tabela 11.13 — Funcéo Paratirdide, parametros e respectivos métodos. Adaptado de informacéo incluida no Kit
de Reagente Roche®.

PARAMETRO METODO
Paratormona intacta — PTHi ECLIA
(Modular®)
Vitamina D (Modular®) ECLIA

Interesse Clinico:

PTH: A PTH provoca, juntamente com a vitamina D e a calcitonina, a mobilizacéo de célcio e
de fosfato no sistema esquelético e aumenta a absorcdo de calcio no intestino, assim como a
eliminacdo de fosfatos através dos rins. A concentracdo do nivel de célcio no sangue € garantida
pela acgcdo conjunta da PTH e da calcitonina. A secrecdo de PTH é inibida pelas elevadas
concentracdes de célcio e promovida pelas baixas concentragfes, mantém constantes o nivel de
calcio no sangue. Uma alteracdo na sua secre¢do provoca aumento (hipercalcemia) ou a diminui¢éo

(hipocalcemia) do nivel de calcio no sangue *****7),
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Vitamina D: A deficiéncia de vitamina D é uma causa comum de hiperparatiroidismo
secundario, é essencial para a salde dos 0ssos e nas criangas uma deficiéncia grave pode dar
origem a malformacdes 6sseas (raquitismo) 156157158159,

Funcéo Pancreética Endécrina

Tabela 11.14 — Fungdo Pancreatica Enddcrina, parametros e respectivos métodos. Adaptado de informagéo
incluida no Kit de Reagente Roche® e Siemens®.

PARAMETRO METODO
Insulina (Cobas® 6000) ECLIA
Péptido C (Immulite®) CLIA

Interesse Clinico:

Insulina: determinacdo em doentes com sintomas de hipoglicémia e podem ser Uteis na

classificacio de diferentes tipos de diabetes *°%

Péptido C: diagnéstico diferencial de hipoglicémia, as determinacbes do Péptido-C podem

ser utilizadas para complementar as medicGes de insulina ™.

Funcéo Supra — Renal

Tabela I1.15 — Fungdo Supra — Renal, pardmetros e respectivos métodos. Adaptado de informagéo incluida no
Kit de Reagente Roche® e Siemens®, Beckman Coulter® e Cisbio Bioassays®.

PARAMETRO METODO
Cortisol sérico (Modular®) ECLIA
Sulfato dehidroepiandrosterona - DHEA-S
(Modular®)
Delta-4-Androstenediona (Immulite®) CLIA
Aldosterona sérica (1470 Wizard ") RIA

Renina plasmatica (1470 Wizard'")

Interesse Clinico:

Cortisol sérico: diagnéstico da funcdo ou disfuncdo da supra — renal, hipéfise e do
hipotdlamo. Na sobreproducéo de cortisol na sindrome de Cushing’s, deficiéncia da excregao

esterdide supra-renal na doenca de Addison ¢4,
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DHEA — S: marcador no despiste de hirsutismo e virilismo "¢,

Delta-4-Androstenediona: O seu interesse clinico resulta do facto de ser frequentemente

elevada em casos de crescimento anormal do cabelo (hirsutismo) e na virilizagao ™.

Aldosterona sérica: € uma hormona importante na regulacdo da tensdo arterial e constitui
mais recentemente uma ferramenta importante no desenvolvimento e progressdo da insuficiéncia
cardiaca .

Renina Plasmatica: valores elevados provocam hipertensdo e maior risco de doenca

cardiovascular ¥,

Eixo Hipotalamo-Hipo6fise- Gonadas

Tabela 11.16 — Eixo Hipotdlamo — Hipdfise — Gonadas, parametros e respectivos métodos. Adaptado de
informac&o incluida no Kit de Reagente Roche®, Beckman Coulter® e DIAsource ImmunoAssays®.

PARAMETRO METODO
Estradiol (Modular®)
Progesterona (Modular®) ECLIA

Testosterona Total (Modular®)
Hormona anti-Mulleriana — AMH (Cobas® 6000)
Testosterona Livre (1470 Wizard'") RIA
17-OH Progesterona (1470 Wizard ')

Interesse Clinico:

Estradiol: avaliacdo de problemas da fertilidade no eixo génadas-hipotalamo-hipofisario e
acompanhamento da terapéutica de fertilidade e a determinag&o do tempo de ovulagdo no &mbito da

fertilizac&o in vitro 7%,

Progesterona: diagnostico e auxilio na fertilidade, deteccdo da ovulacéo e avaliacdo da fase
167,168,169]

litea !

Testosterona: nas mulheres auxilia no diagnéstico do sindrome androgénico, dos ovarios
poliquisticos (sindrome de Stein-Leventhal) e quando existe suspeita de tumor dos ovéarios ou das
supra-renais, hiperplasia das supra-renais ou insuficiéncia ovariana. A testosterona é determinada
nos homens quando se suspeita de uma diminuicdo da producdo da testosterona, como por ex. no
hipogonadismo, na terapéutica com estrogénios, nos casos de aberragbes cromossomicas (como o

sindroma de Klinefelter) e na cirrose hepatica 70172,

Hormona anti — Mulleriana: membro da familia do TGFb (transforming growth factor b)
permite a avaliagdo da reserva ovérica. Os seus niveis séricos reflectem o somatorio dos foliculos

em crescimento. A partir da puberdade, um pequeno grupo de foliculos inicia o processo de
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recrutamento e maturacao folicular de forma a promover o crescimento de foliculos antrais para
posterior selecgdo do foliculo dominante — o foliculo de Graaf. A HAM esta ausente nos foliculos
primordiais sendo apenas detectavel nas células da granulosa dos foliculos priméarios apés o inicio
da maturacao folicular. O nivel da AMH diminui gradualmente com a idade tornando-se indetectavel

na menopausa 73174178,

Testosterona livre: hipogonadismo (défice de androgénios nos homens) e nas mulheres

ovarios poliquisticos e hirsutismo "%,

17-OH Progesterona: diagnéstico de hiperplasia congénita da suprarrenal [,

Marcadores Tumorais

Tabela 11.17 — Marcadores Tumorais e respectivos métodos.Adaptado de informacéo incluida no Kit de
Reagente Roche®, Abbott® e Siemens®.

PARAMETRO METODO
a-Fetoproteina (AFP) (Modular®)
B-hCG (Modular®)

CA 125 (Modular®)

CA 15-3 (Modular®)

CA 19-9 (Modular®)
CEA (Modular®)

Enolase neuroespecifica — NSE (Modular®)

ECLIA

Antigénio Especifico da Prostata - PSA Total
(Modular®)
PSA Livre (Modular®)

Fragmento de citoqueratina - Cyfra 21-1 Cobas®
6000)
SCC (Architect®) CMIA

Calcitonina (Immulite®) Quimioluminescéncia

Interesse Clinico:

o — Fetoproteina: Auxiliar no tratamento de pacientes com tumores das células germinais

n&o-seminomatosos e Carcinomas Hepatocelulares 7817,

Beta — hCG total: diagndstico de carcinoma (tumores de células germinativas testiculares) e

avaliacdo da progressao de uma gravidez 818182

CA 125: Deteccio e monitorizacdo da terapéutica do cancro epitelial do ovario 884,
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Ca 15 — 3: detecc&o precoce e monitorizacdo do cancro da mama nos estadios Il e 111 185286,

CA 19 - 9: diagndstico diferencial e monitorizagdo de doentes com adenocarcinoma do

pancreas [187,188,189)

CEA: A principal indicacéo para as determinac¢des do CEA é o seguimento e a monitorizagao

da terapéutica em doentes com carcinoma colo-rectal. Quando associado a outros marcadores

z

tumorais é considerado um marcador complementar dos carcinomas da mama, pulmao, ovario,

[190,191]

estomago, pancreas, tiréide e figado . Gastrite, Ulcera péptica, diverticulite, doenca hepatica,

doenca pulmonar obstrutiva coénica, diabetes, estados inflamatdrios agudos e cénicos também

podem aumentar os valores de CEA séricos ™.

NSE: monitorizacdo da terapéutica e da evolucdo de doentes com carcinoma brdénquico das

células pequenas e neuroblastomas %%,

PSA T: as concentracfes elevadas de PSA no soro sdo geralmente indicadoras de patologia

da prostata (prostatite, hiperplasia benigna,carcinoma e traumatismo perineal) (o4,

PSA Livre: diferenciacdo entre cancro da préstata e uma patologia benigna ™.

Cyfra 21 - 1: principal indicagdo do teste CYFRA 21-1 é a monitorizagdo da evolugédo do

carcinoma pulmonar das células ndo pequenas (non-small cell lung cancer) 199,

SCC: deteccao do antigeno do carcinoma das células escamosas em neoplasias do colo do

Gtero, pulmao e laringe [196,197.198]

Calcitonina: é uma hormona peptidica composta por 32 aminoacidos produzida pela tiréide.
A Calcitonina é um biomarcador especifico do Carcinoma medular da tirdide presente nas células
parafoliculares ou células C. O seu doseamento € igualmente importante na Osteoporose e doenca
de Paget pois tem como func¢do diminuir a concentragdo de célcio e impedir a atividade dos

osteoclastos [199:200:201.202]
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Alergologia

Tabela 11.18 — Alergologia, parametros e respectivos métodos. Adaptado de informacao incluida no Kit de

Reagente Siemens®.

PARAMETRO METODO
IgE Total (Immulite®)

AlaTop: mistura de alergénios inalantes
(Immulite®)

FP5: mistura de alergénios alimentares (Immulite®)

IgEs Especificas (Immulite®):

Acaros d1: Dermatophagoides pteronyssinus

d2: Dermatophagoides farinae

Gramineas g3: Dactylis glomerata

g5: Loliumperenne
CLIA

Ervas w6: Artemisia vulgaris

w19: Parietalia officinalis

Arvores t9: Oleaeuropaea

t16: Pinusstrobus

Epitélios el: Pélo de gato

e2: Pélo de céao

e78: Penas de periquito

Alergénios f1: Clara de ovo

Alimentares f76: a-Lactoalbumina

f77: B- Lactoglobulina

f78: Caseina

Alergénios ocupacionais: K82: latex

Interesse Clinico:

IgE Total e IgEs especificas: diagnéstico de alergias. O nivel de IgE Total aumenta com o

ndmero de alergias que o paciente tem e com o grau de sensibilizacdo aos alérgenos relevantes
[203,204]

Parametros avaliados nos liquidos organicos
Exame citoquimico compreende:

e Observacdo macroscopica: S&o observados 0s seguintes parametros, principalmente
nos casos dos liquidos cefalorraquidianos: Aspecto, Cor;

e Andlise quimica;
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Densidade: A densidade dos liquidos é medida por refractometria.

LCR - Liquido cefalorraquidiano

Avaliacdo bioguimica: Glicose, Proteinas totais, Adenosina Desaminase (ADA), Enzima
Conversor Angiotensina (ECA) e os marcadores tumorais a-Feto proteina (AFP),
Gonadotrofina Coriénica Humana (3-hCG) e Antigénio Carcinoembrionario (CEA);
A contagem celular efectua-se em camara (Nageotte) apés diluigdo com solugéo de Turk
(1:1). Caso a contagem seja>5 leucécitos/uL, é feita a contagem diferencial pés
citocentrifugacdo da amostra e corada por metodologia Wright (Aerospray Pro ©).

Liquido pleural e ascitico:

Avaliacdo bioquimica: Glicose, Proteinas totais, Desidrogenase Lactica (LDH),
Colesterol, Amilase, ADA, Marcadores Tumorais como o0 Antigénio cancerigeno 125 (CA
125) e o CEA quando necessario, eventualmente Triglicéridos quando tem aspecto
quiloso.

Contagem celular é efectuada no contador celular do Lab. de Urgéncia (UniCel® DxH800)
em programa de contagem de liquidos. Quando a contagem celular é >300 cél./uL no
liquido ascitico ou >1000 cél./uL no liquido pleural ou sempre que se justifique, é feita a

contagem diferencial apés citocentrifugacao ou por estiramento em Iamina.

Liguido sinovial

Avaliac&o bioquimica: Glicose, Proteinas totais, LDH, Acido Urico;
A contagem celular efectua-se em camara (Neubauer). Caso a contagem seja superior a
>200 cél./uL, é feita a contagem diferencial leucocitaria pds citocentrifugacdo de uma

pequena quantidade de amostra ou por esfregaco e corada por Wright (Aerospray Pro ).

Liguido pericardico

Avaliacdo bioquimica: Glicose, Proteinas totais, LDH, Colesterol, eventualmente
Triglicéridos quando tem aspecto quiloso;

Contagem celular.
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Garantia e Gestao da Qualidade

O LB-ETMA no cumprimento da garantia da qualidade dos servigcos que presta ao médico
prescritor e ao utente, mantém um Sistema da Qualidade, onde estdo envolvidos os cuidados com as
fases pré-analitica, analitica e pos-analitica, vigilancia de regras do CQI e participagdo nos

Programas de AEQ.

Avaliacdo Interna da Qualidade

O LB-EMTA tem manuais de colheita, transporte de amostras e procedimentos disponiveis

para consulta dos colaboradores.

A avaliacdo comeca pela correcta identificacdo da amostra, apreciacdo da qualidade da
amostra e o tubo onde se encontra, avaliagdo macroscopica e correcta conservagdo (quando

aplicavel).

Diariamente realiza-se o Controlo de Qualidade Interno (CQI) dos parametros efectuados nos
equipamentos ou por método manual/semi - automatizado usando amostras controlo (preparacdes
comerciais de concentracdes conhecidas).

Os equipamentos disponibilizam graficos de Levey-Jennings, onde sdo aplicadas regras de
Westgard, para avaliar a imprecisdo e inexactiddo dos resultados dos controlos utilizados e proceder

a sua validacao.

A interpretacdo dos resultados obtidos com as amostras controlo é realizada pelo TSDT que
executa e valida o procedimento técnico e pelo Médico que valida o resultado, de acordo com a
observacéo das cartas controlo efectuadas pelo autoanalisador. No caso dos valores do controlo se

encontrarem fora do desvio padrdo permitido sédo tomadas medidas correctivas.

Avaliac@o Externa da Qualidade

O LB-EMTA participa em programas de Controlo de Qualidade Externo (CQE) nacionais e

internacionais, nomeadamente:

INSA: Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge:

e Quimica Clinica (bimensal): Ureia, Creatinina, Sodio, Potéassio, Cloreto, Calcio,
Magnésio, Fosfato, Glicose, FA, GGT, AST, ALT, LDH, Bilirrubina total, Albumina,
Proteinas totais, a-Amilase total, CK, Colesterol total, Colesterol HDL, Colesterol LDL,

Triglicéridos, Acido Urico, Litio;
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e Endocrinologia (trimestral): Aldosterona, Cortisol, DHEA-S, Estradiol 178, 17-OH
Progesterona, hGH, LH, Testosterona, Prolactina, PTHi, T3, T3L, T4, T4L, TSH, FSH,
Insulina, Vitamina B12;

e Alergologia (trimestral): IgE total, mistura de alergénios inalantes, mistura de

alergénios alimentares e alergénios especificos.

Outros programas em cooperacdo com o INSA:

e Homocisteina (trimestral);
e TRADs (semestral);
e PSOF (trimestral);

UK NEQAS - United Kingdom National External Quality Assessment Service:

e Clinical Chemistry (quinzenal): Ureia, Creatinina, Sédio, Potassio, Célcio, Fosfato,
Magnésio, Glucose, AST, ALT, GGT, FA, LDH, Bilirrubina, Proteinas totais, Albumina,
Amilase, Acido urico, Lactato, CK, Litio, Osmolaridade;

e AMH (mensal); hormana Anti — mulleriana.

e Cardiac markers (mensal): TnT hs, NT-proBNP.

RIQAS - Randox International Quality Assessment Scheme:

e Specific Proteins Program (quinzenal): Pré-albumina, Albumina, Cerulopasmina,
Complemento C3 e C4, IgA, IgG, IgM, Cadeias leves livres e totais, PCR, Haptoglobina;

e Monthly Immunoassay: ACTH, Androstenediona, Cortisol, BhCG, Progesterona,
Prolactina, DHEA-S, Gentamicina, GH, insulina, LH, estradiol, 17-OH progesterona, PTH,
T3L, T3, T4L, T4, TSH, Testosterona, PSA total, PSA livre, 2-microglobulina, CA125,
CA15-3, CA19-9, CEA, PCR, Carbamazepina, digoxina, Fenitoina, Fenobarbital,
Paracetamol, Teofilina, Valproato, Vitamina B12;

s Immunoassy Speciality | (mensal): 25-OH Vitamina D, Anti-Tg, Anti-TPO, IGF-I,
Calcitonina, Procalcitonina, Péptido C;

e Glycated haemoglobin (mensal): HbA;

e Imunossupressores (mensal);

e Amobnia (mensal);

o CYFRA (mensal);

e Urinalysis (bimestral): Exame quimico e pesquisa BhCG.

The Binding Site:
e Serum Paraprotein Quality Assurance Scheme: Cadeias leves livres,
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ESfEQA - European Society for external quality assessment;

e PSOF (HM-JACK®).

Fase P6s Analitica

Sistema Informéatico

O LB-EMTA utiliza o programa Cobas® Infinity da Roche® é uma ferramenta desenhada para
a gestdo global de todos os procedimentos implicados no SPC (sendo o sistema informatico do
laboratério — LIS). Centraliza numa s6 aplicacao os dados demograficos, resultados alfanuméricos e

imagem dos analisadores, controlo de qualidade interno e gestao de tubos primarios/aliquotas.

O Cobas® Infinity extrai do Sonho v2 os dados dos utentes presentes no registo nacional de
utentes (RNU), apresentacdo de dados e gestdo automatica dos processos laboratoriais, gestdo dos
pedidos e da informacéao clinica associada, controlo e monitorizagdo dos varios equipamentos com
ligacdo bidireccional e visualizacdo dos resultados que, apds correlacdo clinico-laboratorial, sao
validados pelos médicos.
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Producgéo Aproximada do Servigo de Patologia Clinica (SPC)

Na figura 1.4 é evidenciado o nimero total aproximado de andlises efectuadas no SPC nos
anos 2014, 2015, 2016, 2017 e 2018 visualizando-se um ligeiro aumento de ano para ano. Em média
58% da producao total é efectuada nos laboratérios de rotina.

4 I
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Figura I.5: Produgdo estimada no Servico de Patologia Clinica. Adaptado de Plano de Accédo do Servigo de
Patologia Clinica

Na figura II.5 é evidenciado o numero aproximado de parametros bioquimicos efectuados
nos diversos anos e o0 peso que tem em cada laboratério, ou seja, 54% dos parametros requisitados
sdo processados no Laboratério de Bioguimica.

Figura 11.6: Producdo aproximada em Paréametros de Bioquimica. Adaptado de Plano de Ac¢éo do Servico de

Patologia Cinica.
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Imunossupressores

Breve Perspetiva Histérica sobre Transplantes

De acordo com o Instituto Portugués do Sangue e da Transplantacdo: “Um transplante
(ou transplantacao) é a transferéncia de células, tecidos ou 6rgaos vivos de uma pessoa (0
dador) para outra (o receptor) ou de uma parte do corpo para outra (por exemplo, 0s enxertos
de pele) com a finalidade de restabelecer uma funcéo perdida”. (http://ipst.pt/index.php/doacao-

e-transplantacao/informacao-cidadao/transplantes acedido em Setembro 2018).

A transplantacdo de érgdos constitui um dos principais progressos na medicina nos
ultimos 50 anos, tendo representado uma profunda transformacéo para milhares de doentes e
para a comunidade médica %%,

A Figura n° [Il.6 traduz um pouco aquilo que foi a Histéria da Transplantacao
evidenciando os seus grandes Pioneiros.

Date Event Surgeon Location

1902 First experimental kidney transplant Emerich Ullmann Vienna
1906 Sheep and pig kidneys transplanted into two humans Mathieu Jaboulay Lyon, France
Technique for vascular anastamosis Alexis Carrel France
Corneal transplant Eduard Zirm Austria
L e ol il e il
1930’s 6 cadaveric renal transplants Yu Yu Voronoy Russia
1950’s Renal transplants from convict donors France
Mother to son kidney transplant Jean Hamburger France
9 cadaveric renal transplants David Hume Boston, USA
oo oottt oo Ve, J Kl o
1962 1%t successful cadaveric kidney transplant David Hume Boston, USA
1963 1t liver transplant Thomas Starz! Denver, USA
1963 1t lung transplant Hardy USA
1966 18 pancreas transplant W.D. Kelly et al Minnesota, USA
1967 1% heart transplant Christiaan Barnard South Africa
1978 15t islet transplant Paul Lacey St. Louis, USA
1981 1t heart-lung transplant Bruce Reitz Stanford University
1983 18t lung lobe transplant Joel Cooper Toronto, CAN
1981 1¢t successful small intestine transplant Revillon Paris, France
1998 1% hand transplant Earl Owen Australia
2005 1¢t face transplant Jean-Michel Dubernard France
2008 13t trachea transplant from stem cells Paolo Machiarini Barcelona

Figura IIl.7 Histéria da Transplantacdo. Fonte: Gary A. Levy; John R. Lake; David W. Holt; Pierre

Wallemacg. “Current Trends In Transplantation, Drug Therapy and Monitoring”; 2009 Abbott Laboratorie,
Inc.
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A Histéria relata que Emmerich Ulmann, em 1902, em Viena, realizou a primeira
transplantacéo renal no cdo e que Alexis Carrel, fisiologista francés e prémio Nobel da fisiologia
e Medicina em 1912, desenvolveu notaveis estudos sobre enxertos vasculares e
transplantacdes renais em cées. Os estudos permitiram-lhe observar que os alotransplantes sé
funcionavam poucos dias e eram rejeitados pelo receptor mediante “uma intensa reacéo local

nao supurativa” %,

Em 1906, Jaboulay, foi o primeiro a tentar o transplante renal em Humanos. Nos dois
casos ele usou 6rgdos de animais (porco e ovelha), e apesar das cirurgias terem sido um
sucesso, ambos os transplantes foram rejeitados por um processo conhecido actualmente por

rejeicéo xenotransplante 2°°2%,

Em 1952, Jean Hamburguer realiza a primeira transplantacdo de dador vivo
aparentado. O enxerto doado pela mée funcionou 22 dias, vindo o doente a falecer num quadro
de insuficiéncia renal terminal, pois na época ndo havia didlise nem terapéutica

imunossupressora 2°°.

O primeiro transplante da Historia bem-sucedido foi efectuado em 1954 por Joseph
Murray. Tratou-se de um transplante renal integral entre dois irmédos gémeos univitelinos, que
Ihe valeu o Prémio Nobel da Medicina em 1991. Este sucesso foi uma demostracdo evidente
de que a transplantacdo de 6rgaos poderia salvar vidas, o Unico problema continuava a ser a

barreira imunologica 2°°.

A imunossupressao quimica iniciou-se em 1959 com a descoberta das propriedades de
imunossupressao da 6 — mercaptopurina (Schwartz e Damschek). Em 1960, Sir Roy Calne,
desenvolve um analogo da 6 — mercaptopurina, a azatioprina. No mesmo ano, Willard Goodwin

et al demostram a eficicia dos corticosterdides na terapéutica da rejeigdo aguda renal [205],

Numa etapa seguinte € feita a associacdo da azatioprina com os corticosteréides
obtendo-se assim o primeiro esquema de imunossupressores como terapéutica de rotina no

transplante renal 2°7.

Numa tentativa de diminuir a resposta imunitaria € desenvolvido um soro antilinfocitario
(anticorpos contra os linfcitos), mais tarde surgem as globulinas antilinfocitarias e estas duas
descobertas juntas dao origem aos anticorpos policlonais. Mais tarde surgem os anticorpos
monoclonais, aumentando a especificidade, potencialidade e com menos efeitos secundarios.
Nos anos setenta descobrem a Ciclosporina, na década de noventa o Tacrolimus (FK506) e o
Sirolimus (Rampamicina) entre outros. Uma Histéria de muitos contributos nas &reas da

cirurgia, imunossupressao, histocompatibilidade e de procura de preservacéo do 6rgao °°.
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Centro Transplante Renal Hospital Garcia de Orta

O Hospital Garcia de Orta integra o grupo dos oito centros com actividade regular de
transplantacdo renal em Portugal. Fazem parte do Grupo os Hospitais da Universidade de
Coimbra, Hospital Geral de Santo Antdnio, Hospital de S&o Jodo, Hospital Santa Maria,
Hospital Curry Cabral, Hospital de Santa Cruz e Hospital Cruz Vermelha.
(https://www.portaldadialise.com/portal/o-que-e-um-transplante-renal acedido em Setembro
2018).

Transplante Renal

“‘Em termos de morbilidade, mortalidade e qualidade de vida o transplante renal

constitui-se como a melhor alternativa de tratamento da insuficiéncia renal crénica terminal”
[208]

Tipos de Transplante:

Existem quatro tipos de transplantes de acordo a semelhanca genética entre o par

Dador — Receptor:

e Autotransplante ou transplante autélogo é caracterizado pelo transplante de
orgéaos, tecidos ou células do mesmo organismo, de um local do corpo para outro
(dador e receptor s&o 0 mesmo).

e |sotransplante: transplante entre individuos geneticamente idénticos como se
verifica nos gémeos monozigéticos (histocompatibilidade total sem rejeicéo).

e Alotransplante: transplante de tecidos ou 6rgdos entre individuos da mesma
espécie.

e Xenotransplante: transplante entre individuos de diferentes espécies.

Rejeicdo no transplante de 6rgaos e tecidos:

A rejeicdo ocorre quando se d4 o reconhecimento dos antigénios das proteinas do
Complexo Maior de Histocompatibilidade (MHC) da superficie do tecido ou érgéo transplantado
(alorreconhecimento). O MHC é codificado por genes polimoérficos que diferem entre os
individuos 2°%.

A resposta imunolégica contra um 6rgao transplantado € um processo dependente da
célula T (Linfécito T Helper ou CD4+) 1%,
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Bases Imunoldgicas na Rejeicao: Complexo Maior de Histocompatibilidade (MHC)

O Complexo Maior, Major ou principal de histocompatibilidade traduz-se numa colec¢éo
de mais de 300 genes (altamente polimérficos) ja identificados que se encontram localizados
num segmento de DNA localizado no brago curto do cromossoma 6. As suas moléculas sdo

conhecidas como antigénio de leucocitarios humanos (HLA) ou aloantigénios 19209 210211.212:213]

Este Complexo esta dividido em trés classes: genes de MHC classe |, Classe Il e lll.
Estes genes séo responsaveis pelo reconhecimento de antigénios externos, codificam varias

proteinas da superficie da membrana celular e actuam na resposta imunoldgica
[19,209,210,211,212,213]

Genes MHC classe |

Codificam glicoproteinas expressas em todas as células nucleadas. Sao codificadas
por 6 genes HLA — A, HLA — B, HLA — C, HLA — E. HLA — F e HLA — G. A principal funcéo
destas moléculas é apresentacdo de peptideos non — self (antigénios proteicos externos,
componentes virais, tumorais e tecidos transplantados) aos linfocitos T citotoxicos ou CD8". Os
genes HLA — A, HLA — B e HLA — C sdo os mais estudados na rejeicdo de transplantes. Apesar
de moléculas desta classe serem expressas constitutivamente em células nucleadas, sua

expressdo é aumentada pelos interferons IFN-a, IFN-B e [FN-y [19:209.210.211.212,213]

Genes MHC classe |l

Codificam glicoproteinas expressas primariamente em células apresentadoras de
antigénio (APC). S&o células especializadas como os linfocitos B, macréfagos e células
dendriticas que capturam e apresentam antigénios. A principal funcdo € a activacdo dos
linfécitos T helper ou CD 4" que por sua vez so responsaveis pela produgédo de citoquinas
reguladoras. S&o moléculas codificadas por cinco locci: HLA — DR, HLA — DP, HLA — DQ, HLA
— DM e HLA = DO [19,209,210,211,212,213].

As células dendriticas sdo as APCs mais eficazes para a ativacdo de células T

imaturas e, portanto, para iniciar as respostas de células T [19209210211.212213]

Os macréfagos e os linfécitos B também atuam como APCs, mas principalmente para
as células T auxiliares CD4+ (diferenciadas) previamente ativadas e ndo para células T

imaturas [19,209,210,211,212,213] )

Os mondcitos circulantes sédo capazes de migrar para qualquer local de infeccdo e
inflamacéo, onde se diferenciam em macréfagos e fagocitam e destroem os microrganismos.
As células T CD4 + reconhecem o0s antigenos microbianos apresentados pelos macréfagos e

geram sinais que intensificam as atividades microbicidas destes macréfagos 119209210211,212.213]
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Os linfécitos B internalizam as proteinas antigénicas e apresentam peptidios derivados
destas proteinas para as células T auxiliares. Esta funcdo de apresentacao de antigenos das

células B é essencial para a producdo de anticorpos dependente de células T auxiliares
[19,209,210,211,212,213]

O IFN-y é a principal citocina envolvida no estimulo da expressdo de moléculas da

classe I [19,209,210,211,212,213]

Genes MHC classe Il

Codificam uma série de proteinas do sistema do complemento, mediadores

inflamatérios, proteinas de choque térmico e o factor de necrose tumoral (TNF)
[19,209,210,211,212,213]

Funcdo MHC: Resumo

As moléculas do MHC da classe | e da classe Il exercem a funcdo de se ligarem aos
antigenos peptidicos e apresenta-los para o reconhecimento por linfécitos T especificos para
antigenos. A fenda de ligacdo do peptidio das moléculas do MHC da classe | pode acomodar
peptidios de 6 a 16 residuos de aminoacidos de comprimento, enquanto a fenda das moléculas
do MHC da classe Il admite a ligacdo de peptidios maiores (até 30 residuos de aminoéacidos de

comprimento, ou mais) [19209:210:211,212.213]

O processamento do antigeno é a conversdo das proteinas nativas em peptidios
associados ao MHC. Este processo consiste na introducdo de antigenos proteicos exdégenos
nas vesiculas das APCs ou sintese de antigenos no citosol, nha degradacao proteolitica destas
proteinas em peptidios, na ligacdo dos peptidios a moléculas do MHC e na apresentacdo dos

complexos peptidio-MHC na superficie da APC para o reconhecimento pelas células T
[19,209,210,211,212,213]

Reconhecimento de Aloantigénos — Células T:

A maioria das células T reconhece antigenos somente na forma de peptidios
[19,209,210,211,212,213]

O reconhecimento dos Aloantigénos pelas células T, direta o indirectamente, é 0 passo

inicial na maioria das formas de rejeico de aloenxertos [19:209.210:211.212213]

Reconhecimento direto dos Aloantigénos MHC das células do dador: as células T
do receptor do enxerto (6rgéos transplantado) reconhecem as moléculas do MHC intactas, ou
seja, temos a activacdo dos linfocitos Th CD4" do receptor directamente pelas células
apresentadoras (APCs) do 6rgao transplantado e sem necessidade de processamento pelas
APCs do hospedeiro. Este tipo de reconhecimento pode gerar tanto células T CD4+ quanto T

CD8+. Comum numa rejeicdo aguda do enxerto [19:209210211.212.213]
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Reconhecimento indireto dos Aloantigénos MHC das células do dador: envolve a
activacado dos linfécitos T CD4+ do receptor através de uma célula apresentadora de antigénio
(APCs) do proprio receptor, que processa 0 antigénio e o apresenta aos linfécitos Th CD4+. O
aloantigeno é adquirido pelas APCs do hospedeiro principalmente através de uma fagocitose e
€ por isso apresentado por moléculas do MHC classe Il. Em apresentac¢des cruzadas, alguns
antigenos de células fagocitadas entram na via de apresentacdo de antigeno do MHC da
classe | e sao directamente reconhecidas por células T CD8+. Comum numa rejei¢cao cronica

do enxerto [19,209,210,211,212,213]

O Papel dos linfocitos T:

Apos o reconhecimento dos aloantigenos, os linfécitos T sdo activados para proliferar,
diferenciar-se e exercer funcdes efetoras que podem danificar os transplantes. Além do
reconhecimento do aloantigeno, as moléculas B7 — 1 e B7 — 2 (CD80 e CD86) tém um papel

importante na coestimulacéo dos linfécitos T (sinal um de activagdo T) [19209.210:211.212.213]

O TCR ap (receptor nos linfécitos T) € uma glicoproteina importante em todo o
processo pois reconhece as moléculas HLA, ou uma ampla variedade de fragmentos de
antigénio apresentado na superficie APC. As proteinas CD3 estdo associadas de forma néo
covalente ao TCR af para formar o complexo de TCR e quando o TCR reconhece o antigeno,
estas proteinas associadas levam a transducao de sinais que resultam na ativacdo da célula T

(sinal dois de activaggo T) 119:209210.211.212.213]

Quando o TCR se liga com o antigénio € segregado o CD3 que envia sinais de
transducdo para o citoplasma (sinal trés de activacdo T). A enzima, cinase proteica C, provoca
a fosforilagdo de varias proteinas resultando na libertacdo do calcio intracelular ionizado. O
célcio vai ligar-se a calmodulina, formando um complexo que ird activar a calcineurina. A
calcineurina activa a transcri¢cdo do gene IL — 2 e a fosforilagéo do factor nuclear de linfocitos T
activas (NFAT). O NFAT adere aos locais promotores do ndcleo e induz a produgéo de
citoquinas. A interleucina-2 (IL-2) € um fator de crescimento, sobrevivéncia e diferenciacéo de
linfécitos T, que desempenha um papel importante na inducéo de respostas das células T e no
controle das respostas imunes. A IL-2 conduz a proliferagéo das células, o que pode resultar na

expansio marcada de clones especificos para determinado antigeno [19209:210:211.212.213]

Depois de activados os Linfocitos T CD4+, da produc¢éo das citoquinas (interleucina — 2
ou IL — 2) da activagdo de outros componentes celulares (linfocitos CD8+) que promovem a
destruicdo celular do excerto, outras citoquinas como o interferdo gama (IFN —y) e o TNF — a
(factor de necrose tumoral) irdo activar macrofagos bem como activar as células natural killer
(NK) e promover a diferenciacdo dos linfocitos B (producdo de anticorpos). A ativacdo de

células B resulta em sua proliferacédo, o que leva a expansao clonal, seguida por diferenciacéo,
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culminando na geragdo de plasmacitos secretores de anticorpos e de células B de memoéria
[19,209,210,211,212,213]

O Papel dos Imunossupressores

“A Introducdo dos imunossupressores levou a diminuicdo das rejeicbes e ao aumento
da vida média do enxerto transplantado, ampliando o tempo de vida do receptor. A toxicidade
dessas drogas tornou-se um problema e a monitorizacdo terapéutica dos imunossupressores
passou a ocupar um lugar imprescindivel no bom prognoéstico dos procedimentos de pdés-

enxerto de érgaos” %",

A intensidade da imunossupresséao é decidida com base no risco imunolégico de cada
transplante e nos Ultimos anos as drogas imunossupressoras tornaram-se progressivamente
mais potentes e selectivas, permitindo que se individualize a terapia, reduzindo

significativamente a incidéncia de rejeicdo aguda nos transplantes renais [208],

Baseado no conhecimento dos trés sinais de activacéo, proliferacéo e expanséao clonal
das células T é possivel agrupar as drogas imunossupressoras biolégicas e quimicas conforme

o seu local de accéo e os seus efeitos nos linfécitos .

No grupo das drogas que afectam a sintese de citocinas temos a Ciclosporina, o

Tacrolimus FK506, o Sirolimus — RAPPA (Rapamicina),entre outros %,

O Everolimus é um derivado do Sirolimus 4,

Laboratério Bioquimica - Producéo aproximada doseamentos
Imunossupressores

A toxicidade das drogas imunossupressoras tornou-se um problema, e a monitorizagao
terapéutica dos imunossupressores passou a ocupar um lugar imprescindivel no bom

prognostico dos procedimentos pds-enxerto de érgaos .

O Laboratério de Bioquimica — EMTA disponibiliza aos Clinicos o Doseamento de
guatro Imunossupressores: a Ciclosporina, o Sirolimus, o Everolimus e o Tacrolimus. Como se

pode verificar na figura n.° 111.7 o Tacrolimus constitui 60% dos pedidos.
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Imunossupressores LB
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Figura 111.8 — Distribuicdo de pedidos de drogas imunossupressoras no LB. Adaptado do Sistema

Informatico Cobas® Infinity.

Mecanismo de Accdo dos Imunossupressores efectuados no Laboratério de
Bioquimica

Ciclosporina: é um polipéptido ciclico de origem fungica Tolypocladium inflatum. A
ciclosporina € um potente farmaco imunossupressor e melhorou substancialmente a
sobrevivéncia em transplantes renais, hepaticos e cardiacos. A ciclosporina actua bloqueando
as vias bioquimicas dependentes do ido calcio, ou seja, a ciclosporina liga-se a ciclofilina
tornando o complexo calcineurina inactivo (inactivacdo do fator de transcricio NFAT),
resultando na deficiéncia da transcricdo dos receptores da célula T e do gene IL — 2. A
avaliacdo das concentracdes de ciclosporina no sangue ajuda a ajustar as doses dos doentes e
evitar uma subdosagem ineficaz ou efeitos tdxicos provocados por uma sobredosagem

(nefrotoxicidade e hepatotoxicidade) #1%#1321%],

Tacrolimus FK506: € um antibiotico macrélido derivado de um fungo Streptomyces
tsukubaensis descoberto em 1984 pela empresa Fujisawa Pharmaceutical Co.. O Tacrolimus
liga-se a um receptor citoplasmatico (imunofilina), uma proteina de ligacdo FK506 (FKBP),
inibindo a producéo de IL — 2 e de interferdo gama. A inibicdo da actividade enzimaética da
calcineurina restringe a desfosforilacdo e translocacdo nuclear do factor nuclear das células T
activadas (NFAT), que regula a transcricdo (RNA mensageiro) de varias citocinas limitando a
activacao e proliferacdo dos linfocitos. O Tacrolimus é dez a cem vezes mais potente que a
Ciclosporina. Como efeitos secundérios apresenta nefrotoxicidade, neurotoxicidade e

hipertensé.o [210,212,213,216,217]
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Sirolimus: ou rapamicina é um antibiético macrélido produzido pela bactéria
Streptomyces hygroscopicus,e foi inicialmente desenvolvido como um antifngico potente. O
Sirolimus nédo inibe a sintese das citocinas mas blogueia o sinal de transducéo gerados pelos
receptores das citocinas e consequentemente da IL — 2. Deste modo o Sirolimus quando entra
na célula liga-se ao mesmo receptor citosolico (FKBP) do Tacrolimus. O Complexo Sirolimus —
FKBP liga-se ao mTOR blogueando a sua funcdo e inibindo a actividade da quinase p70 S6
originando a paragem do ciclo celular. Os principais efeitos secundéarios s&o hipertenséo,

hiperlipemia, supressdo da medula 6ssea (anemia e trombocitopenia) entre outros % 23 218,

Everolimus: € um macrdlido derivado do Sirolimus com um mecanismo de accdo

idéntico, ou seja, a inibicdo do mTOR.
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Figura 111.9: Mecanismo de actuacdo das drogas imunossupressoras. Fonte: Gary A. Levy; John R. Lake;
David W. Holt; Pierre Wallemacqg. 2009 “Current Trends In Transplantation, Drug Therapy and Monitoring”;
Abbott Laboratorie, Inc.
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Cycléébd}ihé - V'Ne"phrotoxicity, hypertension, neurotoxicity, gum hypertrophy, hirsutism, post-transplantation diabetes
mellitus, hyperlipidemia, hemolytic-uremic syndrome

Effects similar to those of cyclosporine but with a lower incidence of hypertension, hyperlipidemia, hirsutism,

Terzimes and gum hyperplasia and a higher incidence of post-transplantation diabetes melitus and neurotoxcity
Sirolimus Hyperlipidemia, peripheral edema, delayed wound healing, delayed graft function, mouth ulcers,
Everolimus pneumonttis, proteinuria

Mycophenolic acid ~ Gastrointestinal symptoms (mainly diarthea), neutropenia, mild anemia

Depleting antioodies - Leukopenia, thrombocytopenia, greater risk of infection

Figura 111.10 Toxicidade das Drogas Imunossupressoras. Fonte: Gary A. Levy; John R. Lake; David W.
Holt; Pierre Wallemacq. 2009. “Current Trends In Transplantation, Drug Therapy and Monitoring”; Abbott
Laboratorie, Inc.

Comparacdo de Métodos no Doseamento do Imunossupressor Tacrolimus
FK506.

Até a data de elaboracdo deste Relatorio de actividade Profissional apenas me foi
possivel comparar as metodologias no que diz respeito ao Tacrolimus FK506 por possuir as
duas literaturas que séo fornecidas com o kit de reagente. No entanto por constituir 60% dos

pedidos como se demostrou na Figura n.° lIl.7 € também o que faz mais sentido.

Metodologias usadas na medicéo.

Actualmente o doseamento da Ciclosporina, Tacrolimus e Sirolimus é efectuado no
Architect® i2000SR (Abbott) pelo método de CMIA e o Everolimus no Modular® pelo método
de ECLIA. Futuramente todas as técnicas de imunossupressores serdo instaladas num novo
equipamento — o Cobas® 8000 Modular Analyser usado o método de ECLIA.

Método de Imunoensaio de particulas por quimiluminescéncia (CMIA) para a

determinacdo quantitativa de Tacrolimus em sangue total Architect® i2000SR.

O CMIA é uma tecnologia utilizada para determinar a presenca de antigénio, anticorpos
e analitos em amostras. Os reagentes necessarios nesta tecnologia incluem: microparticulas
paramagnéticas revestidas com uma molécula de captura (antigénio, anticorpo ou uma
particula viral) especificas para a medi¢do do analito da amostra; um conjugado marcado com
acridino; uma solucdo pré — activadora (solucdo Pré — trigger) e uma solucdo activadora

(Trigger Solution) .
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Principios do Procedimento:

1. A amostra pré — tratada, o diluente do ensaio e as microparticulas paramagnéticas
revestidas com os anticorpos anti — Tacrolimus sdo pipetadas para a cuvette de
reaccao;

2. Apb6s incubacdo o Tacrolimus presente na amostra liga-se as microparticulas
revestidas com os anticorpos monoclonais anti — Tacrolimus formando um
imunocomplexo;

3. O conjugado de Tacrolimus marcado com acridina é adicionada & mistura de reaccao
(conjugado quimioluminescente);

4. O Tacrolimus no conjugado marcado com acridina compete pelos locais de ligacdo
disponiveis nas microparticulas;

5. Apo6s uma segunda incubacdo e lavagem, a solucdo pré — activadora (peroxido de
hidrogénio) e a solucdo activadora (hidréxido de sodio) sdo adicionadas a mistura de
reaccao;

6. A solugdo pré — activadora cria um ambiente mais acido de modo a prevenir a emissdo
precoce de sinal;

7. Na presenca da solucdo activadora a reaccdo de oxidacdo do acridino é completa, e
ocorre a formagdo de um intermediario excitado, N — metilacridona, que liberta energia
a medida que volta ao seu estado fundamental. A emissdo de luz por
guimioluminescéncia € medida de modo a quantificar a concentracdo do analito.

A reaccdo quimioluminescente resultante € medida em unidades relativas de luz (RLU).
Existe uma relacdo indirecta entre a quantidade de Tacrolimus na amostra e as RLU

detectadas pelo sistema 6ptico do equipamento #*¢%*9,

ECLIA: método de Imunoensaio para a determinacdo quantitativa in vitro de

Tacrolimus em sangue total humano Cobas® 8000 Modular Analyser.

O Metodologia por ECLIA consiste na emissdo de luz através de potenciais de
oxidagdo/reducdo num eléctrodo. Tem como particularidade a utilizacdo de microesferas
magnéticas revestidas com estreptavidina, anticorpos monoclonais biotinilados (vitamina com
alta afinidade a estreptavidina) e um complexo anticorpo - ruténio Ru2+. Esta mistura é fixada
magneticamente na superficie do eléctrodo e 0 excesso da reacgdo é removida através de
lavagens. Assim sdo geradas espécies altamente reativas aquando da formagdo dos
complexos imunolégicos, que ao reagirem entre si levam a ativacéo eléctrica do complexo de
ruténio apés adicdo de TPA (tripropilamina) gerando luz que é diretamente proporcional a
concentracdo do antigénio em estudo. Elecsys and ElectroChemiLuminescense;

(https://www.youtube.com/watch?v=58qRrXuQKJo acedido em Setembro 2018).
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(http://www.rochediagnostics.ch/content/dam/corporate/rochedia_ch/documents/broschueren/pr

ofessional diagnostics/serumarbeitsplatz/technologie/EN_EA Elecsys and ECL.pdf, acedido

em Setembro 2018).

Principios de Procedimento:

1.

Numa 12 incubacdo 21ul de amostra pré — tratada € incubada com um anticorpo
biotinilado especifico anti — Tacrolimus e um derivado de Tacrolimus marcado com
complexo de ruténio. Conforme a concentracédo do analito na amostra e a formacéao
do respectivo imunocomplexo, o local de ligacdo do anticorpo marcado € ocupado
em parte com o analito da amostra e em parte com o hapteno rutenilado;

Na 22 incubacéao, apos a adicdo das microparticulas revestidas de estreptavidina, o
complexo formado liga-se a fase soélida pela interacgdo da biotina e da
estreptavidina;

A mistura de reaccao é aspirada para a célula de leitura, onde as microparticulas
sdo fixadas magneticamente a superficie do eléctrodo. Os elementos nao ligados
sdo removidos com ProCell I M. A aplicacdo de uma corrente eléctrica ao
eléctrodo induz depois uma emissdo quimioluminescente que € medida por um
fotomultiplicador.

Os resultados sdo determinados com base numa curva de calibracdo gerada

especificamente pelo analisador, através de uma curva a dois pontos 217,
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Tabela 111.19 — Comparacdo de Métodos na Determinacdo do imunossupressor Tacrolimus FK506.

Adaptado de informagé&o incluida no kit de reagente Roche® e Abbott®.

Equipamento

Método

Tipo de amostra

Estabilidade da Amostra

Pré — tratamento Amostra
Preparacdo de Reagentes

Conservagéo Reagentes

Estabilidade da amostra

pré — tratada

Calibracéo

Intervalo de Calibracgéo
Controlos

Intervalo de medicéo
Sensibilidade
Sensibilidade Funcional
Substéancias Interferentes

Endbgenas

Architect® i2000SR (Abbott)

CMIA
Sangue total EDTA

2 —8°C <7 dias
-10°C > 7 dias

Sim
Pronto a usar
Fechado: 2 — 8°C até ao final
do prazo de validade.
Aberto no sistema: 30 dias
30 minutos apos a

decantacdo do sobrenadante

6 Calibradores (A - F)
realizados em duplicado.
0,0 — 30.0 ng/ml

3 niveis de controlo
2 ng/ml — 30 ng/ml
<1,5 ng/ml
<2,0 ng/ml
Triglicéridos, Hematdcrito;
Bilirrubina, Proteinas totais;

Colesterol, Acido Grico

Cobas® 8000 Modular
Analyser (Roche)
ECLIA
Sangue total K, — EDTA e K3

— EDTA
15 — 25°C - 5 dias
2 -8°C — 7 dias
- 20°C > 7 dias
Sim
Pronto a usar
Fechado: 2 — 8°C até ao final
do prazo de validade.
Aberto no sistema: 16
semanas.
4 horas a 20 — 25°C tubo
fechado
30 min apds abertura do
tubo.
2 Calibradores realizados em
duplicado.
0,0 — 40 ng/ml
3 niveis de controlo
0.5 -40 ng/ml
0,5 ng/ml
1 ng/ml
Albumina, Bilirrubina, Biotina,
Colesterol, Hematécrito, IgG,
Intralipid, Factores

Reumatéides, Acido drico

Consideragdes dos Métodos apresentados no Doseamento do Tacrolimus FK506

O método CMIA actualmente em uso na determinacdo dos Tacrolimus tem demostrado

resultados sensiveis e especificos para o antigénio. O controlo de Qualidade Interno e Externo
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estd dentro do expectavel com uma boa performance apesar de ter um pré — tratamento

manual da amostra.

Em relacdo ao ECLIA temos como exemplo de comparacdo o Everolimus pois esta
técnica esta instalada no Modular® e utiliza este método de determinacdo. Apresenta também
resultados sensiveis e especificos para o antigénio e um controlo de qualidade interno e
externo com uma boa Performance. O ECLIA também necessita de um Pré — tratamento da
amostra de sangue total. Como se pode verificar na tabela 111.18 futuramente na migracdo do
Tacrolimus do Architect® para o Cobas® 8000 o Tacrolimus também vai necessitar de um pré

— tratamento da amostra.

O pré — tratamento manual da amostra constitui uma variavel importante pois depende
das caracteristicas individuais de quem executa o procedimento. Todo o processo € manual e
inclui a identificacdo dos tubos de microcentrifuga, pipetagem da amostra, pipetagem do
reagente de pré — tratamento (lisa as células, extrai o Tacrolimus e precipita a maioria da
células do sangue), agitacdo no vortex, centrifugacdo e decantacdo do sobrenadante num tubo
com identificacdo do paciente/utente com etiqueta de cédigos de barras gerada pelo Sistema
Informatico. A determinacdo analitica é ja um processo completamente automatizado pois o
equipamento faz a leitura do cddigo de barras e vai inquirir ao Sistema Informatico o pedido
correspondente. O pré — tratamento manual da amostra € um procedimento ja standardizado e
como controlo destas variaveis é realizado em cada corrida um controlo interno que vai ser
tratado como uma amostra, ou seja, vai estar presente em todas as etapas do procedimento de
pré — tratamento. Se algum erro ocorrer no processo € visualizado no grafico de Levey-
Jennings, sdo aplicadas as regras de Westgard, para avaliar a imprecisdo e inexactiddo dos
resultados dos controlos e validada a técnica e resultados dos pacientes/utentes. A
estabilidade da amostra pré — tratada é igual nos dois métodos (30 minutos). Por norma
sempre que se faz a lise das células da amostra do sangue total, o sobrenadante resultante da

centrifugacéo entra de imediato no equipamento de forma é evitar evaporacéo da amostra.

Os erros associados ao pré — tratamento da amostra estdo intrinsecos nos dois
métodos, ndo apresentando vantagens nem desvantagens, pois tém procedimentos manuais

semelhantes.

O tipo de amostra € idéntico. A conservacao por refrigeragdo ou congelacéo é igual nas
duas metodologias. Apesar da literatura inclusa no Kit de Reagente do Tacrolimus pelo método
de ECLIA apresentar uma estabilidade a Temperatura ambiente de 5 dias, as amostras que

chegam ao Laborat6rio de Bioquimica sdo sempre refrigeradas.

Nos dois métodos ndo existe necessidade de preparagéo dos reagentes. O Reagente
de Tacrolimus para o Cobas® 8000 tem € uma estabilidade dentro do equipamento aberto

superior, 0 que é uma vantagem em termos econémicos.

74



Genética Molecular e Biomedicina aliados do Laboratorio de Patologia Clinica

2018

Uma desvantagem em relacdo ao Architect® € o gasto de 12 testes na Calibragdo em
comparacdo com o0s quatro gastos no Cobas® 8000, se tivermos em consideracdo o factor
econdémico.

Em relacdo a Gestdo do Controlo de Qualidade é idéntico.

O intervalo de medi¢do no Cobas® 8000 € mais alargado sendo um factor de interesse
Clinico.

Ambos os métodos sdo altamente sensiveis, mas o Cobas® tem uma sensibilidade
superior (forte afinidade da streptavidina a biotina). No entanto o método de CMIA e ECLIA séo

altamente especificos e sensiveis.

Em termos de preco por teste a casa comercial que oferece um valor mais aliciante é a
Roche®.

Em termos de espaco fisico ndo haveria a necessidade de deslocacdo do TSDT para o
Laborat6rio de Imunologia.
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Concluséo e Reflexdo Critica

“A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) define satide como “um estado de completo

bem-estar fisico, mental e social e ndo somente auséncia de afec¢des e enfermidades”.

“Biomedicina. Se fossemos definir tal palavra, essa seria dita como cuidado com a vida.
A Biomedicina esta relacionada com a vida das pessoas, o conhecimento do corpo humano, as
proteinas que formam as células, que organizam em tecidos e orgaos, bem como a genética
gue desvenda todos os mistérios do DNA, sempre atenta a evolucdo das doencas e as
descobertas das curas. A Biomedicina possui um amplo espectro de areas de actuacgdo, desde
andlises clinicas, na realizacdo de exames, assim como na area de pesquisa e

desenvolvimento tecnoldégico” #*°.

E ja dizia o Sir Hans Krebs “qualquer um que pretenda ter, mais que uma compreensao
extremamente superficial da vida, em todas as suas diversas manifestacdes, necessita da

bioguimica.”

Escolhi estas trés reflexdes pois revejo-me muito nelas como Profissional na Area da
Saude. Como TSDT a exercer a profissio num Laboratério de Patologia Clinica tenho um
papel muito importante na fase pré — analitica principalmente na colheita das amostras
biolégicas e na interaccdo com o paciente/utente. E aquele instante em que se tenta
estabelecer uma empatia para depois se obter as informacgdes inerentes a colheita e uma total

cooperacao no acto da mesma.

Por vezes perguntam — me qual a minha profissédo, ao que respondo Técnica Superior
de Analises Clinicas e Salde Publica ao que relacionam sempre apenas ao acto da colheita de
sangue venoso, mas somos mais que isso. Este Relatério de Actividade Profissional descreve
isso mesmo na segunda parte, a complexidade de métodos, automatizacdo e parametros

disponiveis para o diagndstico e motorizagdo de doencgas.

A Biomedicina e a Biologia Molecular estdo intimamente presentes no nosso dia — a —
dia e apesar de ndo trabalhar diretamente com técnicas de Biologia Molecular no Laboratério
de Bioquimica tenho uma actuacdo indirecta através do MPA. O MPA é uma ferramenta

importante para a reducéo dos erros da fase pré — analitica.

O Laboratério de Bioguimica faz o doseamento de muitos parametros que foram
descobertos utilizando por base a Biologia Molecular, a capacidade de isolar e sequenciar um
gene, investigar a estrutura e fungcdo por sequenciamento, a transcricdo dos genes, seus

produtos e a relagdo com doencas.

Na terceira parte deste Relatério de Atividade Profissional foi apresentada duas
metodologias para a determinacdo do Tacrolimus FK506. Por falta de informacdo em relagéo
aos restantes (Sirolimus e Ciclosporina) e porque o principio de funcionamento no Cobas®
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8000 é igual (ECLIA) s6 se fez a comparagédo da metodologia existe (CMIA) no Architect® e a
informacao obtida para o Tacrolimus pelo método de ECLIA - Cobas®.

Na comparacdo das metodologias a balanca é muito equilibrada, o factor econémico
podera ser importante, mas a verdadeira razdo para a mudanca é sem duavida a Consolidagéo,
Optimizacdo de recursos, equipamentos e técnicas. Com a mudan¢ca do Modular® para o
Cobas® 8000 podermos concentrar as técnicas num sO equipamento, termos um maior
controlo das entradas das amostras no equipamento sem termos necessidade de articulagédo
com a seccao de Imunologia. Os ganhos com a sensibilidade é minima e as duas metodologias
sdo altamente especificas e sensiveis. O fator econdmico é importante mas néo reside na

verdadeira raz&o para a mudanga.
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13/08/2005—13/08/2006

03/03/2006—04/03/2006

A ] vas DS HIE u L 1 aS e

Acgao de Formacao Variant |l - H globin Testing Systs Bio-Rad Lab ies Lda.
Acgio de Formag3o com duracio de 02 horas.

Formando
Seguranca Contra Incéndios - Servico de Formacao Profissional, Hospital Garcia de Orta, S.A.
Curso de FormacgZo Profissional com duragio de 01 hora.

Co-Autora da Comunicacao Cientifica PO-173 com o tituio

“Evaluacion de la Calidad de los Resultados de VSG en Equipos
Automatizados test 1 BCL comparativamente con Vesmatic 60

50% Reunidn Nacional de La Asociacién E: fa de H logia y Hi pia’Y XXIV C

-

Nacional de La Sociedad Espariola de Trombosis Y Hemostasia, Murcia (Espanha}

4

Formando
Accio Formacgao Modular PPEE - Roche Sistemas de Diagnésticos, Lda, Hospital Garcia de Orta,
S.A

Formacao com duracio de 02 horas.

Formando

Acc3o de Formacac em Cobas e411 - Roche Sistemas de Diagndsticos, Lda, Hospital Garcia de
Orta, S.A.

Durac3o fotal de 02 horas.

Formando

Acgio de Formacio em Cobas Integra 800 - Roche Sistemas de Diagnésticos, Lda, Hospital Garcia
de Orta, S.A.

Durac3o total de 02 horas.

Participante Estudo Cientifico

"Test Procedure for Evaluation of the COULTER LH 700 Series for Reficulocyte Parameters - [ZASA
Portugal, Hospital Garcia de Orta, S.A.

Formando

Sistema de Recolha de Sangue Fechado - Primavette - KABE, NORMAX
Durag2o Diaria de 3 horas, onde foram desenvolvidos os seguintes aspectos:
- Apresentacdo das componentes do Sistema;

- Correta identificagdo dos tubos;

- Preparacéo da Colheita de Sangue.

Formando
Seguranca Contra Incéndios - Servico de Formacao Hospital Garcia de Orta, S.A

Formacao com duraco de 02 horas.

Participante
Conferéncias de Biologia Molecular - Escola Superior de Satide Egas Moniz, Aimada
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28/01/2006-28/01/2006

0711/2005-22/12/2005

30/11/2005-30/11/2005

23I09/2005-21/10/2005

23/08/2005-23/0812005

22/08/2005-23/0812005

26/02/2005-26/02/2005

23/0812004-23/08/2004

20/05/2004-21/0512004

20/03/2004-21/03/2004

o e e O
LuincUdig viac

(I VRS
ainciig

Participante
XVil Sabatina de ¢ !

Durac3o fotal de 08 horas.

i - Fortm H

Formando
intemet Comeio Elecironico - Servico de Fonmacao Profissional Hospital Garcia de Orta S.A., Aimada
Durac3o total de 22 horas.

16 vaiores

Formando
Workshop de Interpretacio de Resuitados Clinicos ~ [zasa Portugal, Lisboa
DuracZo Total de 06 horas.

Formando
Seguranca, Higiene e Satide no Trabalho - Servico de Formaczo Hospital Gardia de Orta, SA.,
Almada

17.35 Valores

Curso de Formac3o Profissional com duracao total de 30 horas.

Formando
“Programa de Integracio ac HGO, SA" - Servico de Formacao Hospital Garcia de Orta, S.A., Almada
Curso de Formac3o Profissional com duracio de 07 horas,

Formando
Equipamento LH 750 - izasa Portugal, Lisboa

Formac3o com duracdo de 12horas

Participante
V Jomadas de Analises Clinicas e Saide Pdblica, Coimbra

Participante
XVl Reunizo do Grupoe Portugués de Citometria - “Sindromes Mielodisplasicos”

Formando
"Boas Praticas no Trabalho com C
Profissional, Hospital de Santa Marta, SA

dores” - Servico de Formagio e Aperfeicoamento

Formmando

“Sensibilizacio de Confra Incéndios” - Servico de F cac e Aperfei
Profissional, Hospital de Santa Marta, SA

Formacao com durag3o de 06 horas com Sessao Pratica com Extintores.

Participante
X1 Jomadas de Clinica e Laboratério Baptista Marques Diagnéstica., Vimei

Imunodeficiéncias Priméarias. Hemopatias Malignas, Mielomas, Amiloidoses, Apoptoses, Doencas
Autoimunes, Doencas a Virus e Bactérias e Cerfificagdo/Acreditacdo de Lat i
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o it Y P PN
SUTTIOUUL T VIES rainsia ol

25/10/2002-27/10/2002  Participante
Jomadas Técnicas do Instifuto P és do Sangue "A Qualidade em Imunoh ia", Lisboa

10/03/2002~11/03/2002  Participante

Vil Jomadas de Actualizacio de Andlises Clinicas e Satide Publica do Centro Hospitalar de

01/12/2001-02/12/2001 Participante
Congresso Técnico de Andlises Clinicas e Satide Publica - HUC 2001, Coimbra

10/03/2001-11/032001  Parficipante

Vil Jomadas de Actualizacdo de Anslises Clinicas e Satide Publica do Centro Hospitalar de Coimbra,
Figueira da Foz

25/11/2000-26/11/2000 Panicipame
Congresso Técnico de Analises Clinicas e Satide Publica - HUC 2000

1995-1998  Ensino Secundario Agrupamento 1 (Area Cientifico - Natural) Madia Final 18
valores
Escola Secundéria Anseimo Andrade, Aimada (Portugal)
COMPETENCIAS PESSOAIS =

Linguamatema  poriugués

Outras linguas COMPREENDER FALAR ESCREVER
Compreensdo oral Leitura Interacdo oral Producio oral
inglés Al Al At Al Al
Niveis: A1cAzuizadwhas:en me&mm C1 e C2 Utizador avancado

Competéndias relacionadas com  Abril 2004 a Margo de 2005: ImaouﬁmqoesmCemmHospMardeUsboaCemral - Hospital
otrabalho  de Santa Marta Fixando-se no Servico de Patologia Clinica - S de H. logia/Urgéncia, 2
desempenhar fungdes de Técnica de Diagnéstico e Terapéutica - ?Chsse
Areasdeacﬁvidade Neshasemgo penhou funcdes i & suaf al
ite H i (Coagulacio), Controlo de Quah:hde lnzemermrno
wduuﬂoGesbodedecsdeRngentes.Paraabmdashrﬂ' b is executei també
colheitas de produtos biologicos em ambulatério {consultas /Hi dacdo)e

Abril 2005 a Janeiro 2008: Iniciou funcdes no Hospital Garcia de Orta S.A no Servigo de Pafologia
Clinica - Secgao de Hematologia como Técnica de Diagnéstico e Terapéutica - 2° Classe.

Areas de Actividade: Neste servigo estive integrado nas vérias dreas nomeadamente Hematologia
(Contador Hematolégico LH 750 da Izasa Portugal), Hemostase (STA Rack da Roche Diagnésticos).
Técnicas de Hematologia efectuadas:

Alfa-Naftii-Acetato E {ANAE) (citogy ). Capacidade Total de Fixac3o do Ferro, Coloragio
da Azul de Tolidina(citoquimica), Contagem Celular — Liquidos Organicos (LDPLA, LP) e LBA,
Electroforese Hemoglobinas (pH 4cido), Electroforese Hemoglobinas (pH alcaline), Ferritina (ECLIA),
Ferro sérico (mét.Femozine s/ dwprobn@o) Fo(afp sérico (ECLIA), Fosfatase Acida ¢/ inibigio
pelo Tartarato (citoquimica), F Acida s/ 30 pelo T: (citoquimica), Fosfatase
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o T R N RE TS Marilana Drrtiniac Mairsles
LUTICUIUI Viiae wialiena CORiinas vicirieics

Alcalina dos Granulocitos ( i Fragilidade Globular Média c/ incubacao, Fragilidad:
GlobdarMedaslnwbaqéo Gimse—S-P-DH(metenz,eobﬂnemcnmd.de Knnterg), Hb A2
doseamento (cromatografia de troca iénica), Hb A2 doseamento, (Electroforese Capilar), Hb F
doseamento(mét. Betke mod ). Hemogobnema (met de Blng e Baker) Hemograma (lmpedanaa
dispersao de luz) H

MorfologadoSPaposmnm i (MGG)." olog doSPaposobten@o&) buﬂy-coat
(MGG), Naftol AS-D Cloroacetato Esterase (citoquimica), PAS(amqumm) Percentagem de
Safurac3o da Transferrina, PERLS(citoquimica), Pesq. de células falciformes(mét. ¢/ ditionito de
sodio), Pesq. de corpos de Heinz{coloracio ¢/ Violeta.de Metilo), Pesq. de Eosindfilos
Expectoracio(coloracio Wright), Pes@deeosnoﬂosExsuhdo Nasal{coloragdo Wight), Pesq. de
Eosindfilos Urina (coloragio Wright), Pesq. de Hemoglot io (El Capilar),
Pesq. delnchséesdeHbH(mbragodAzuBriwdeCred) Pesq. de Plasmédio
(coloragﬁo\l\hg-nt) Pesa,desangmiehl(AptTm) PINK teste, Piruvatoquinase(mét. enz.

Pk (teste imunoldgico). a)Reficuldcitos (coloragao supravital
c/Azur B), b)Reuahcnos (coloraﬁosupravnalc/ Novo Azul de Metileno), Sudao Negro
B(citoquimica), Teste da lise 2 Sucrose, Teste da lise ao Glicerol Acidificado, Teste da Solubifidade da
&S(mtmwmdeNa)deeHAMMdomaaﬁmdn)deew

ica), TIBC, Transferrina (mét. ime b )
jelocidade de Sedi cao Eritrocitaria, Vitamina B12 (ECLIA).
Iniciei fungcoes em Cltnmeun de Fluxo (CYTOMICS FC 500 COULTER PrepFlusz e COULTER
TQ-prep) em que eram determinados os seguintes elementos no Sangue

Parametros de Imunofenotipagem:
Leucocitos

Linfécitos

Total Linfocitos (T+B+NK)

Total CD3’ (Linfocitos T)

CD3' / CD4’ (Linfocitos T Helper)
CD3' / CD8* (Linfocitos T Supressor)
CD3 / CD56" (Células NK)

CD19’ (Linfécitos B)

Razao T4/78

CD45°/CD3"
CD4"/CD3
cD8'/CD3*
Racio CD4'/CD 8"

Fevereiro 2008 a Dezembro 2008: desempenhei a Funcdo de Técnica de Diagnésfico e
Terapéutica no Laboratdrio de Urgéncia do Servico de Patologia CIMmdoHosptal Gamadeom
S.A. Neste servico i funcdes i amnln nas div
Areas da Urgéncia, r d H e Bioquimica, h'nmobga Hemo@se Microbiologia
e Gasimetrias. Procedi a Validaga Téa:mdosPeddosN\aﬁhcos(mpenodoNocanm
08h00) e ainda a Observacgio Mlcmmptm dos Sedimentos Urinarios.

Janeiro 2009 até a0 p Iniciei funcses no Laboratério de Bioquimica/Endocrinologia do

2

SemgodePablogaclmdoHosxtalGaruadeona SA.OIabofabmdeBloqu.nmermma-
se integrado no "Core Lab" que funciona para as anilises de Rofina e Urgéncia Laboratorial. Neste
Laboratério desempenho todas as tarefas relacionadas com os equipamentos instalados
nomeadamente:

Modular EVO MPA: modular pré-analitico de das biol6gi

Modular EVO: auto analisadsor com 2 modulos de Biogimica, 2delm\mologﬂe2moddosde
eléctrodos selectivos.

Cobas 6000: auto analisador com 1 médulo de Bioguimica e 1 médulo de Imunologia.
Gem 4000: Equipamento de pH e gases, elecrdfitos, lactato e co-oximetria.
Cobas 123: Equipamento de pH e gases, electrélitos e co-oximetria.

Uniag Eur , 2002-2017 | httpi/
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S Zeuropass Curriculum vitae Marilena Cortinhas Meireles

Aution Max/Sedimax: cadeia para exame de urina tipo Il e sedimento urinario.

[s] 5 030: d da lalidade séfica e urinaria.
Além do Core Lab existe o lak o de Endocrionologia e o laboratério de Radi
immulite 2000 lisador de quimiolumi A

Variant li: Aparelho de HPLC, recentemente substifido pelo ARKRAY HLA 8180T da Menarini.
SPA plus: aparelho que efectua as cadei: levesiwcsKappaelambda

WIZARD: contador Gama - Contador de Radioi jo I'*

Architect (Laboratario de In ooy de f4

giaj Up

Da minha formac3o profissional carece 2 Manipulacio, Manutenc3o, Calibracio e Controlo de
Qualidade Interno das Técnicas Instaladas nesses Equip além do Camregamento de
Reagentes, Conwmmemumdadeusiduossoidosﬂfm Participo ainda no Controlo de
Qualidade E - Progr Nacionais e | que se enconfram descritos na Norma
NP PAT CLi/Laboratério de Bioquimica 3202. Das minhas funcbes fazem parte iguaimente a

recepcao, cnnﬁnna@odonomedomgnstocom ammgeradapebProganaHoqumlar “Sonho"

e encaminhamento da Bi ",’ para o equip de destino. OsExames
analiicoe dockiados s s30: Bioquimica Geral, Imunog i

Cardiacos, Fémmcnseaogasdeabusol: I SSUpr

D Endocrinlégicos, Marcadores Ti D ttos de Alergologia, Prova de

Absorcao de D-xilose, Examsmanodaumanmll Dosamenmsaloq.limmsemumadeﬂ

horas e em ional, Diagndstico Imur de gi exame bioquil e

de liquido cefalo-raquidiano, liquides de cavidad e sinovial, Pesquisa de Sangue Oculfo

nas fezes e determinacao das cadeias leves fivres kappa e lambda. No ambito dos requisitos de
qualidade e seguranca para o sangue e componentes sanguineos faco a determinac3o do pH do
Concentrado Plaquetario.

Para além das tarefas Lab iai bém colheitas de produtos biologicos de utentes
provenientes principalmente das consuitas extemnas.

No que diz respeito 2 platafi Informaticas trabalho aclualk com o Cobas infinity da

Rndlewn informatico que abrange todo o fiuxc de trabalho desde a recepgio dos
did és do s de pr icdo fec ica até ao sk pré- analitico e analitico do
labofamnodesloqurmm Todoopermsoda e ctiy ftados podem ser
vist nesse progr Colab aindanaGeﬁaodestocksdeRm
Competéncias digitais AITORALIACAD
Processamento & Criacio de Resduc3o de
de infe X Comunicacdo i Seguranga problemas
Utilizador Utilizador Utilizador

Utilizador avangado Utilizador avancado

independente independente independente
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