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Poderia citar alguém sabio, alguém como Einstein, um escritor como G. Garcia
Marquez, alguém mais lirico até, um quadro de R. Magritte (com a inscrigao: isto nao € um
relatério) ou até uma fotografia tirada pelo meu fotégrafo/humanista favorito Kevin Carter,
mas em vez disso, partilho a minha carta de motivagao de acesso ao mestrado, infantil e
irreverente, que em parte me caracteriza:

Carta de Motivacao

- Nao sou um dos que quis ser Quimico ou Bioquimico desde que nasceu, nem aos 9
nem aos |5, para mim nao existiam areas, cursos ou metas. Queria jogar Futebol, Ténis,
equitagao, ciclismo e tudo o que me fizesse doer os musculos. Na escola era bom a
Matematica, Biologia, Quimica e Fisica e razoavel a Portugués, era bom a Filosofar mas nunca
pensei bem o meu futuro, que Hoje é o meu Presente. Apesar de me dispersar nos meus
gostos (gostar de tudo) houve algo que sempre fez parte de mim: Curiosidade!

Aos 6-10 anos perguntava porque é que o céu € azul, se o ar nao tem cor? Porque é
que as nuvens se juntam e fazem bonecos (em vez de se dispersarem como o fumo)? Pai,
porque é que o estrume dos cavalos esta quente e deita fumo se estamos no Inverno? Como
€ que funciona este carro telecomandado? Ups, ja nao o sei montar e agora?

Nem sempre era tao lirico: Oh Luis (4 anos) o que fizeste aos sofas? —

Estava a operar (com uma faca de talho a esquartejar sofas em pele) ...!

Muitas mais perguntas surgiram, muitas eram estupidas, mas essas nao impressionam

um juri para a candidatura a mestrado.

Tive resposta para quase todas mas existe uma que nunca soube responder:
- O que queres/querias ser? O que queria ou quero ser, nao sei, mas sei o que quero
saber e aprender.

- Porqué Analises Clinicas?

A medicina tem como grande suporte as anadlises Clinicas, existe uma dependéncia
obvia entre as duas, como sempre me fascinou medicina e principalmente o diagnostico,
acho que analises clinicas é o curso perfeito para participar activamente no diagnostico
(laboratorial).

- Porqué em Coimbra?
O conhecimento niao é descartavel e Coimbra tem conhecimento acumulado de ha

muitos anos, de investigagao e Ciéncia e eu como gosto de aprender com os mais velhos
(sabios) escolho Coimbra.

Posso nao saber as respostas, mas sei pensar.
Saudacoes do Candidato:

Luis Fontes
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Abreviaturas

AFP - alfa-fetoproteina

AINE’s - Anti inflamatorios nao esterdides.

AL - Anticoagulante Lupico

CA 125 - Antigénio Carbohidrato 125, do inglés (Carbohydrate Antigen 125)
CA 15.3 - Antigénio Carbohidrato 15.3, do inglés (Carbohydrate Antigen 15.3)
CA 19.9 - Antigénio Carbohidrato 19.9, do inglés (Carbohydrate Antigen 19.9)
CA 72.4 - Antigénio Carbohidrato 72.4, do inglés (Carbohydrate Antigen 72.4)
CEA - Antigénio Carcinoembrionario, do inglés (Carcinoembryonic Antigen)
CgA - Cromogranina A

CHCM - Concentragao de Hemoglobina Corpuscular Média

CLIA - Chemiluminescent Immuno Assay

dRVVT- dilute Russel’s Viper Venom Time

ECLIA - Electrochemiluminescent Inmuno Assay

FSH - Hormona estimuladora dos foliculos, do inglés (Follicle-Stimulating Hormone)

HCM - Hemoglobina Corpuscular Média

HCT - Hematocrito

HGB - Hemoglobina

INR - International Normalized Ratio

IRMA - ImmunoRadioMetric Assay

LH - Hormona Luteinizante (Luteinizing Hormone)
LLC - Leucemia Linfocitica Cronica

LMC - Leucemia Mieloide Cronica



LMMC - Leucemia Mielomonocitica Croénica

NSE - Enolase Especifica de Neuronios, do inglés (Neuron Specific Enolase)
PSA - Antigénio especifica da proéstata, do inglés (Prostatic Specific Antigen)
PT- tempo de protrombina, do inglés (Prothrombin Time)

TTPa - Tempo de Tromboplastina Parcial activada

RBC - Red Blood Cells

RDW - Red cell Distribution Width

RIA - Radiolmmuno Assay

RT-PCR - Real Time- Polimerase Chain Reaction

SCC - Antigénio do carcinoma de células escamosas, do inglés (Squamous Cell Carcinoma)
SPC - Servico de Patologia Clinica

SPC-IPOCFG - Servico de Patologia Clinica do Instituto Portugués de Oncologia Coimbra

Francisco Gentil

TG - Tiroglobulina

TRACE - Time Resolved Amplified Cryptate Emission

TSH - Hormona estimuladora da tiréide, do inglés (Thyroid-Stimulating Hormone)
TT - Tempo de Trombina

VCM - Volume Corpuscular Médio

VCS - Volume, Conductivity, Scatter

B- HCG - Gonadotrofina Coridnica Humana, do inglés (Human Chorionic Gonadotropin)



Abstract

This report is about my internship in the Clinical Pathology Department of
Portuguese institute of Cancer Coimbra Francisco Gentil (SPC-IPOCFG). The internship had
a duration of 600 hours between October 2013 and May 2014. In this time | was part of the
team of tecnicians responsble for samples processing and interpretation of results. This
report has two main focus areas of Clinical Pathology, Hematology and Tumor Markers.
These choices were in part of my own personal preferences but specially beacause IPO
treats patients with cancer, so hematology and tumor markers are very important and

specific fields of this Hospital.

About Hematology, this report discribes the functioning of this sub-department and

also has a simple description of all parameters that are made and their interpretation.

In Tumor Markers’ section, is refered the importance of their use, in special
beacause IPOCFG treats cancer patients, so this is particulary important to refer, in my

opinion.

In this training time, | had the oportunity to learn, and also to bound with my co-
workers, that alowed me to face all problems as a challenge and become an independent lab
technician. | had a great guidance from the institution and also a great formation adquired on

my mastership.

Xl






Introducao

Este relatorio é relativo ao estagio realizado no Servico de Patologia Clinica do
Instituto Portugués de Oncologia de Coimbra Francisco Gentil (SPC-IPOCFG). Durante 600
horas no periodo de oito meses, fiz parte da equipa que integra o SPC-IPOCFG participando
em todo o processo desde a recep¢ao da amostra até ao resultado analitico. O tempo de
estagio foi repartido pelos cinco sectores do SPC, Hematologia, Bioquimica, Microbiologia,

Imunologia, Endocrinologia.

O relatorio foca-se em dois grandes temas: Hematologia e Marcadores Tumorais;
esta escolha tem como principais razoes, o meu gosto pessoal, o facto da minha participagao
ter sido mais activa nestes sectores e pela importancia que a Hematologia e os Marcadores
Tumorais tém no IPO. O relatério tem uma abordagem interpretativa das varias técnicas

utilizadas e da importancia das varias determinagdes no diagnostico laboratorial.

No sector de Hematologia sao abordadas as determinagoes executadas, de que

modo se deve interpretar cada parametro, os seus principios e algumas doengas associadas.

Na parte respectiva a Marcadores Tumorais, € descrita a importancia e utilizagao no
diagnostico e seguimento dos doentes, ja que se trata de um hospital vocacionado para

doentes oncologicos, pelo que, achei importante abordar este tema.

Neste periodo adquiri competéncias técnicas e de relagao inter-pessoal, pude
concluir com enorme satisfacio que no fim do estagio tinha inteira confianga e autonomia a
trabalhar em qualquer dos sectores. Isto deve-se a excelente formagao que esta instituicao

me ofereceu.






CARACTERIZACAO DO LABORATORIO

O Instituto Portugués de Oncologia de Coimbra Francisco Gentil, E.P.E. (IPOCFG,
E.P.E.) é uma unidade Hospitalar que integra o Sistema Nacional de Satde, responsavel pelo
diagnéstico e tratamento da doenga oncologica, na Regiao Centro, com uma populagao

estimada de dois milhdes e meio de habitantes.

O estagio foi realizado no Servico de Patologia Clinica, que é dirigido pelo Dr.
Frederico Fernando Monteiro Marques Valido, especialista em Patologia Clinica, apoiado por
uma equipa com cerca de 30 elementos, constituida por médicos, farmacéuticos,

bioquimicos, técnicos de andlises, administrativos e auxiliares.

O SPC tem um fluxo médio diario de 300 utentes incluindo doentes de
internamento e ambulatorio, possui uma sala de espera, uma area administrativa de
atendimento aos doentes e registo informatico de todos os pedidos de analises. Cada
doente possui um numero de processo e cada pedido de analises tem um numero de dia
sequencial associado a uma letra correspondente ao dia da semana (de A a G). Cada sector
insere uma etiqueta com cddigo de barras para que as amostras sejam processadas
automaticamente nos equipamentos. Uma outra area do SPC é composta por duas salas para
realizagao das colheitas e recepgao das amostras provenientes do internamento. De referir
que as colheitas sao realizadas apenas pelos técnicos de analises do servigo. A restante area
laboral do SPC é composta pelos sectores de Hematologia, Microbiologia, Quimica Clinica, e

Imunologia/Endocrinologia.



Colheitas:

A colheita de amostras de sangue periférico no Laboratorio de Hematologia do Servigo de
Patologia Clinica do IPOCFG EPE é executada por Técnicos de Diagnostico e Terapéutica,
quer na sala de colheitas do Servico, quer nas enfermarias, quer ainda no servico de
Imunohemoterapia do mesmo Instituto. Cada tipo de analise requer um tubo apropriado, tal

como apresentado na tabela .

Tabela I- Material utilizado para colheita das diferentes amostras.

Hemocitometria e estudo Sangue venoso colhido para tubo com
morfolégico EDTA tripotassico (tubo de hemograma)
Hemostase Sangue venoso colhido na proporgao de 9

volumes de

sangue para | de anticoagulante citrato

trissodico (tubo de coagulagao)

Velocidade de Sedimentacao (Tubo de hemograma)

Urocultura/ sumaria urina tipo Il/ Frasco esterilizado de 150 mL

expectoracao/ exsudatos/ Liquidos

Biologicos.
Urina das 24h Frasco esterilizado de 2000 mL com ou
sem Acido Cloridrico (HCI - 50%)
Cultura Microbiana a partir de Zaragatoa de algodao
zaragatoa
Coprocultura Frasco esterilizado de 150 mL com
espatula.
Cultura Microbiana a partir de Seringa esterilizada.
seringa
Serologica Tubo seco com esferas de Poliestereno
(PE)
Hemocultura Frascos “BACTEC” tampa azul e
“BACT_ALERT” tampa verde.
Calcio lonizado Seringas com heparina de litio




Sector da Hematologia:

O Sector da Hematologia do SPC tem uma equipa com dois médicos, um técnico superior
de salde e quatro técnicos de analises clinicas. Sao realizados varios tipos de andlises:
hemogramas, estudos de hemostase, velocidade de sedimentagao, estudos de

imunofenotipagem, estudos moleculares, estudos citologicos, estudos citoquimicos.

Tabela II- Equipamentos em Hematologia.

eckman Coulter® LH750 Analyzer Hemograma

Bcl da Alifax® SPA Velocidade de Sedimentagao
Aerospray® 7150 Hematology Slide Coloragao de esfregagos
Stainer Cytocentrifuge da WESCOR®
ACL TOP® CTS 500 da Hemostase

Instrumentation Laboratory

Beckman Coulter® Cytomics™ FC 500 Imunofenotipagem
Beckman Coulter® TQ Prep™
Workstation

GeneXpert® da Cepheid Estudos genéticos por reacgao de PCR

Microscépio otico Observacao de esfregacos

Estudos realizados:
Hemocitometria:

- Hemograma

- Contagem de reticulocitos
Citologia:

- Esfregaco de sangue periférico
- Medulograma

Estudos Citoquimicos:

- Coloracao de Perls
- Fosfatase alcalina leucocitaria

- Mieloperoxidase



- Coloragio com Acido periddico de Schiff
- Fosfatase acida

Biologia molecular:

- Gene de fusao BCR-ABL
- Fator Il e V Leiden

Citometria de Fluxo:

- Estudo fenotipico dos linfocitos B circulantes

Provas de coagulacao:

- Tempo de protrombina (TP)

- Tempo de tromboplastina parcial activado (TTPa)
- Tempo de trombinha (TT)

- Fibrinogénio

- Factor VIII

- Anticoagulante Lupico (AL)

- D-Dimeros (DD)

- Proteina C

- Proteina S livre

- Antitrombina IlI

Avaliacao da resposta de fase aguda:

- Velocidade de sedimentagao (VS)



Sector de Microbiologia:

Neste sector sao realizados estudos bacterioldgicos, micologicos e parasitologicos em
diversos tipos de amostras. Estudo bioquimico da urina (sumaria tipo Il) com observagao de
sedimento. Pesquisa do organismo causador da infeccao por métodos moleculares (DNA de

Clostridium sp.).

Tabela llI- Equipamentos usados em Microbiologia.
Equipamento Determinacdes
BD Bactec™ 9050 Blood Culture System Deteccao de crescimento em

Hemoculturas

Cobas u 411 da Roche® Diagnostics Sumaria de Urina

Miditron®ST Mannheim Boehringer

ATB Expression® da bioMérieux™ Leitura de antibiogramas
Vitek®2 Compact 15 da bioMérieux™ Identificagao de microorganismos

UVitec BTS 20 L Leitura de galerias Crystal

Camara de fluxo laminar Forma Manipulagao de amostras

Scientific
GeneXpert® da Cepheid Pesquisa de DNA por PCR
Estufas (25°C, 37°C, 42°C)
Microscépio 6ptico Observagao morfoldgica



Quimica Clinica:

O sector de Quimica Clinica tem como principal fungao a determinagao de parametros
bioquimicos que permitem ao clinico uma interpretagao do funcionamento de alguns 6rgaos.
O figado, rim, pancreas e coragao sao os principais 6rgaos monitorizados. O corpo humano
€ um sistema integrado, e uma disfungao num dos 6rgaos podera alterar a fungao normal de
varios orgaos. Este modelo integrado, permite através da determinagao bioquimica de um

parametro percepcionar o mau funcionamento de mais do que um orgao.

Tabela IV- Equipamentos em Quimica Clinica.

Cobas! 6000 Analyser Series HITACHI

Autoanalisador
da Roche® Diagnostics fotométrico/pontenciometrico
Cobas® c311 da Roche® Diagnostics Autoanalisador fotométrico
ABL 800 FLEX da Radiometer® Calcimetro
Rapidlab®1265 da Siemens Gasometro
RapidChem™ 744 da Bayer® lonogramas
Reflotron®Plus da Roche® Diagnostics Analisador de quimica seca
Shimadzu Spectrophotometer Espectrofotometro
UV-120-02




Endocrinologia/lmunologia:

Nestes sectores, sao determinados: marcadores tumorais, hormonas, proteinas de fase
aguda, marcadores da fungio cardiaca e firmacos por técnicas de imunoquimicas. E também
neste sector que se realizam estudos de autoimunidade, electroforese, nomeadamente, de
proteinas séricas (proteinograma), de hemoglobinas, das isoenzimas da Fosfatase Alcalina e

da Lactato Desidrogenase e pesquisa da proteina de Bence-Jones.

Tabela V- Equipamentos usados em Endocrinologia e Imunologia.

Equipamento
Immulite2000®XPi + VersaCell™ da
Siemens

Liaison® da DiaSorin™

Cobas e41 1 Analyser® da Roche®

ImmunoCAP® da Thermo Scientific™

Kryptor®da Brahms™

Viva-E® da Siemens

BN ProSpec® da Siemens
Hydrasys® da Sebia®
LKB Wallac 1272 CliniGamma

Counter

Ensaios
Imunoensaios de quimioluminescéncia
(CLIA)
Imunoensaios de quimioluminescéncia
(CLIA)
Imunoensaio de eletroquimioluminescéncia
(ECLIA)
Imunoensaio de fluorescéncia enzimatica
(FEIA)

Imunoensaio de fluorescéncia por ‘Time-
Resolved Amplified Cryptate Emission’
(TRACE)

Imunoensaio por ‘Enzyme-Multiplied
Immunoassay Technique’ (EMIT)
Nefelometria
Electroforese e imunofixagao

Contador de cintilagoes gama






Marcadores Tumorais

Os Marcadores tumorais sao moléculas biologicamente estaveis. Sao indicadores da
presenca de células anormais, geralmente tumorais, que sobre-expressam essas moléculas.
Os marcadores sao maioritariamente proteinas, fragmentos proteicos e hormonas, existem
também marcadores celulares e genéticos, no entanto, apenas os marcadores séricos

(proteicos e hormonais) serao abordados neste capitulo [1,2].

Os marcadores tumorais séricos sao faceis de determinar e requerem um processo pouco
invasivo (pungdo venosa), no entanto apresentam resultados falsos, negativos e positivos,
uma boa interpretagao dos dados e do contexto clinico sao essenciais para este estudo. No
IPOC, mais do que auxiliar no diagnostico, os marcadores tumorais séricos, sao uma
ferramenta no acompanhamento do tratamento do tumor, tendo também indicagao

prognéstica [1-3].

Imunoensaios:

Devido a natureza quimica (proteica), a determinagao é feita por imunoensaios, em que a
base é a detecgao da proteina (antigénio) por um ou mais anticorpos (imunoglobulina
especifica). Existem diferentes principios e métodos: ensaio competitivo ou nao-
competitivo/sandwich e para a deteccado do complexo antigénio-anticorpo técnicas
radioquimicas, fluorescentes, quimioluminescentes, electroquimioluminescentes, Time-

Resolved Amplified Cryptate Emission (TRACE) e nefelometricas) [4] [5].
Principio dos Imunoensaios:

Imunoensaio competitivo:

Neste tipo de ensaio, o marcador em estudo (antigénio livre), € incubado na presenga de um
antigénio analogo marcado (ex: radioisétopo, fluorocromo, ou outro agente). Ambos os
antigénios vao competir pela ligagao ao anticorpo especifico da fase sélida, assim quanto
maior for a concentragao do antigénio livre, menos antigénio marcado se liga, logo menor

sera o sinal emitido.



Figura |- Esquema ilustrativo do ensaio competitivo.

& 0 Y - Anticorpo especifico

. . @ - Antigénio nio marcado na amostra do doente

ﬁ - Antigénio marcado

Imunoensaio nio competitivo (sandwich):

Neste tipo de ensaio o marcador (antigénio) € incubado com um anticorpo especifico
(primario) geralmente ligado a uma matriz insoltvel sélida como microparticulas, esferas de
latex ou paredes dos tubos de incubagao. Numa segunda fase é adicionado um anticorpo
marcado (secundario), que se liga a um epitopo (regiao do antigénio) diferente do local de
ligagao do anticorpo primario. Neste principio quanto mais antigénio existir, maior sera o

sinal emitido [4].
Figura 2- Esquema ilustrativo do ensaio nao competitivo (sandwich).

J = A AAA
YYYYYY YYYYYY

Y - Anticorpo primario imobilizade na fase solida
@ - Antigénio da amostra do doente
h = Anticorpo secundario marcadeo

Nota: A utilizagaio de um método, competitivo ou nao-competitivo, geralmente esta
associada as caracteristicas do antigénio (massa molecular e nldmero de epitopos
imunogénicos), pelo que normalmente antigénios de maior massa molecular sao detectados

por métodos nao-competitivos.



Método de determinacao (leitura):

Radio-imuno ensaio (RIA) e ensaio imuno-radiométrico (IRMA):

Sao imunoensaios que utilizam radioisétopos como marcador, na técnica de RIA ¢ utilizado
um antigénio marcado (técnica competitiva) e na técnica de IRMA é marcado um anticorpo
secundério (ndo competitiva/sandwich). O radioisétopo mais utilizado é o 'l e a leitura é
feita num contador gama. A par da determinagao é sempre feita uma curva de calibragao
com concentragoes conhecidas do analito em estudo. Estas técnicas manuais requerem um
maior nimero de cuidados e atengao, devido aos riscos inerentes a radiagao e a volatilidade

do lodo [6] [7].

Os radio-imuno ensaios, tém riscos associados que fazem com que poucas determinagoes
sejam feitas por estes métodos, no entanto a sua sensibilidade ainda ¢ dificil de atingir por

outras técnicas.

CLIA (Chemiluminescent Immuno Assay):

Este método tem como base a marcagao do antigénio (método competitivo) ou do
anticorpo (método nao competitivo) por uma enzima, que na presenga de um substrato
luminogénico, vai produzir luz, que vai ser amplificada por um fotomultiplicador e

quantificada num luminémetro [8].

ECLIA (Electrochemiluminescent Immuno Assay):

Este método tal como o anterior, pode aplicar-se tanto aos ensaios competitivos como nao
competitivos. Neste método existe uma estimulagao eléctrica que induz a produgao de luz,
devido a reacgoes de oxidagao-reducao provocadas pela corrente eléctrica (transferéncia de

electroes) [9].

TRACE (Time Resolved Amplified Cryptate Emission):

Esta tecnologia é a base de funcionamento do sistema de anélise, Kryptor da Brahms™. Baseia-
se na transferéncia de energia que ocorre entre dois fluorocromos, um dador (nao emissor)
e um aceitador (emissor). O imunocomplexo formado com o antigénio que se pretende
pesquisar, aproxima o dador e o aceitador (emissor de sinal), levando a emissao de um sinal
de flurescencia, cuja intensidade depende directamente da concentragao do antigénio

(fenéomeno de quenching) [10] [I1].



Marcadores tumorais séricos

Proteinas

CEA (Antigénio Carcino Embrionario)

O CEA é uma glicoproteina vastamente utilizada e estudada em varios tipos de cancro,
identificada em 1965 em metastases de carcinoma colo-rectal. E produzida pelas células da
mucosa gastrointestinal, mas a sua funcao fisioldgica nao é totalmente conhecida, no entanto
esta relacionada com mecanismos de reconhecimento celular e de adesao, semelhante as

imunoglobulinas [12].
Utilizacao clinica:

O CEA ¢ utilizado muitas vezes como marcador complementar em associagdo a
marcadores mais especificos em carcinomas da mama, pulmao, ovario, estomago, pancreas e

figado.
Aumentos benignos:

Existem condigoes benignas que podem levar ao aumento deste marcador, como: cirrose
hepatica, insuficiéncia renal, doenga pulmonar obstrutiva crénica, pneumonias, tuberculose,
colite ulcerosa, diverticulite, doengca de Crohn, pancreatite, quistos do ovario e

hipertiroidismo.

CA 15.3 (Antigénio Carbohidrato 15.3)
O CA 15.3 é uma glicoproteina produzida nas células epiteliais glandulares e o seu aumento
esta particularmente associado a carcinomas da mama. O valor de referéncia é de < 35.0

U/mL, e apenas 1.3% da populagao pode apresentar valores superiores sem ter carcinoma

[13][14].
Utilizacao clinica:

O CA 5.3 é utilizado em doentes com cancro da mama, geralmente associado ao CEA
apesar de ser mais especifico e sensivel. Nao permite fazer um diagndstico na parte inicial da
doenga pois s6 tardiamente o seu valor é indicativo de tumor. A sua utilizagao é

essencialmente de acompanhamento da evolugao da doenga e seguimento da terapéutica,



permitindo avaliar a progressao e o prognostico. A sua determinagao também permite

antecipar recidivas, antes mesmo de existirem sinais clinicos.
Aumentos benignos:

Niveis anormalmente elevados de CA 15.3 podem surgir em patologias como hepatite

croénica, cirrose hepatica, tuberculose, sarcoidose e lUpus eritematoso sistémico.

CA 125 (Antigénio Carbohidrato 125)
O CA 125 é uma glicoproteina membranar, sintetizada principalmente em células tumorais

do ovario [I15] [16].
Utilizacao clinica:

A principal utilizagdo é no acompanhamento da terapéutica de carcinomas do ovario seroso
e nao diferenciado, apesar da sensibilidade para diagnéstico de carcinoma do ovario ser
relativamente alta (80%) em alguns estadios. O seu aumento em recidivas pode anteceder os

sinais clinicos. Também pode ser utilizado no seguimento de tumores do Utero.
Aumentos benignos:

Aumentos inespecificos podem surgir em patologias como: cirrose, quisto do ovario,

endometriose, hepatite e pancreatite.

SCC (Antigénio de carcinoma das células escamosas)
O SCC é uma glicoproteina de superficie celular, € uma subfracgao do antigénio tumoral TA-

4 e foi obtido a partir de tecido carcinomatoso de células escamosas do cérvix uterino [17].
Utilizacao clinica:

E utilizado como marcador em carcinomas das células escamosas, do cérvix do utero,
pulmao (nao de pequenas células), eséfago, faringe e laringe. Como tem sido realgado,
também o SCC é principalmente utilizado no seguimento da terapéutica e no estudo das

recidivas. Os niveis séricos do SCC também permitem avaliar o estadio da doenga.



Aumentos benignos:

Aumentos que nao estio relacionados com carcinomas poderao surgir em algumas
patologias como eczemas, psoriase, insuficiéncia renal croénica, infeccoes pulmonares e

patologias hepaticas.

CA 19.9 (Antigénio Carbohidrato 19.9)
O CA 19.9 é um antigénio obtido de linhas celulares de carcinoma colo-rectal e denominado

antigénio especifico do célon (CSA), ou também conhecido como antigénio de Lewis [18].
Utilizacao clinica:

Este marcador, associado ao CEA ¢ frequentemente usado na monitorizagao da terapéutica
de carcinomas do pancreas e vias biliares. Também tem utilidade na monitorizagao de
carcinomas colo-rectais e em tumores com metastizagao hepatica ou na vesicula biliar. Pode
também estar aumentado em neoplasias dos ovarios (adenocarcinoma mucinoso), tumores

broncopulmonares (adenocarcinomas e carcinomas indiferenciados de grandes células).
Aumentos benignos:

Doencgas hepaticas, pancreatites, colestase, doengas inflamatorias intestinais e autoimunes

mas em valores < 200 UJ/L.

a-Feto-Proteina

A a-feto-proteina, € uma glicoproteina com uma composicao semelhante a albumina, que se
encontra em grandes concentragoes no feto e permanece em valores superiores a 10 ng/mL
até aos primeiros meses de vida. E usada no diagndstico pré-natal para despiste, de

Sindrome de Down [19] [20].
Utilizacao clinica:

Permite detectar e monitorizar hepatocarcinomas, sendo este o principal marcador sérico
em carcinomas hepatocelulares. Por vezes encontra-se elevado em tumores germinativos do
testiculo (seminomas) e ovario, permitindo avaliar o crescimento da massa tumoral. Pode
apresentar aumentos moderados em neoplasias gastricas, sendo neste caso um indicador de

mau prognostico.



Aumento benignos:

Verificam-se aumentos benignos associados a patologias hepaticas: cirrose, hepatites agudas

e cronicas, gravidez e tirosinémia hereditaria.

CA 72.4 (Antigénio Carbohidrato 72.4)

O antigénio 72.4 é uma mucina identificada em células originarias de varios tumores. E
utilizado na maioria das vezes em associagao com outros marcadores mais especificos de
tecidos diferenciados. Na determinacao deste marcador é encontrado um numero reduzido

de falsos positivos, principalmente em cancro do estomago [25].
Utilizacao clinica:

Devido a pequena percentagem de falsos positivos, este marcador em associagdo com o
CEA, permite diferenciar tumores malignos de benignos com elevada probabilidade. A sua
determinagao é principalmente util em tumores gastro-intestinais. Cerca de 50% dos
doentes com carcinoma gastrico tem aumentos de CA 72.4. Pode ser um marcador

complementar ao CA 125 nos carcinomas mucinosos do ovario.
Aumentos benignos:

Aumentos ligeiros do CA 72.4 podem verificar-se em doengas gastro-intestinais e
inflamatoérias, assim como em doentes em tratamento com inibidores das bombas de

protoes (ex. omeprazol), corticoides ou AINFE’s.

S100 (Proteinas S100)
As proteinas S100, pertencem a um grupo de proteinas acidicas intracelulares de baixo peso
molecular e fixadoras de calcio. Sao constitutivas de células do SNC, melandcitos, células de

Langerhans, musculo-esquelético, miocardio e tecido renal.
Utilizac3do clinica:

Esta principalmente indicado para o estudo de metastizagio do melanoma maligno e outras
neoplasias cutaneas. A sua determinagao permite fazer acompanhamento da progressao da

terapéutica e valor prognostico.



Aumentos benignos:

Podera estar aumentado em lesoes do SNC, insuficiéncia renal, lesdes cutaneas, e de forma

moderada em hepatopatias e doengas auto-imunes.

Cromogranina A

A cromogranina A (CGA) é uma glicoproteina, pertencente a uma familia de proteinas
presentes nos granulos secretores dos tecidos neuroendocrinos. Entre as varias células
produtoras de CGA encontram-se as células da medula das supra-renais, células beta do

pancreas, e as pequenas células do pulmao [26] [27].
Utilizacado clinica:

Este marcador é especifico para tumores neuro-endocrinos, particularmente no diagnostico
diferencial. Encontra-se elevado em feocromocitomas, tumores carcindides gastricos,

medular da tirdéide, pancreas e carcinoma de pequenas células do pulmao.

Beta-2-Microglobulina

A B-2-microglobulina (BMG) é uma glicoproteina constituinte do complexo major de
histocompatibilidade da classe |. Devido ao facto de constituir o MHCI, esta envolvida em
processos inflamatérios, mais concretamente, no recrutamento e activagao de linfocitos T

[28].
Utilizacdo clinica:

Pode observar-se um aumento da BMG em patologias malignas como o mieloma multiplo,
linfoma de células B, leucemias linfociticas cronicas (LLC) e alguns tumores solidos. A sua
determinagao é importante no acompanhamento da progressio do mieloma multiplo e LLC
e como indicador de progndstico (aumento da concentragago BMG indica um pior

prognostico).
Aumentos benignos:

Existem falsos aumentos de BMG em doentes com patologias hepaticas e renais, ou com

doengas auto-imunes como Lupus ou Artrite reumatoide.



HE-4 (Proteina epididimal humana 4)

E uma proteina precursora da proteina E4 secretada no epididimio pertencente a uma familia
de inibidores de proteases envolvidas na fungao imunitaria. Esta proteina esta presente no
tracto genital feminino e masculino mas também noutros tecidos, embora em menor

quantidade [29] [30].
Utilizacao clinica:

O gene que codifica a HE-4 (WFDC2) esta sobre expresso em carcinomas do ovario,
principalmente em carcinomas serosos e do endométrio mas nao em tumores mucinosos.
Este marcador permite evitar alguns falsos positivos inerentes a determinagao do marcador
CA 125. A combinagao de HE-4 e CA 125 e o indice ROMA (um algoritmo que tem em
conta o estado fértil e a relagao CA 125 e HE-4) permitem estimar o risco de carcinoma do

ovario.
Aumentos benignos:

A insuficiéncia renal é a principal patologia que podera levar a aumentos inespecificos do

marcador HE-4.

Tiroglobulina

A tiroglobulina (TG) uma glicoproteina homodimérica, produzida nos foliculos da tirdide.
Esta proteina é armazenada nas células foliculares onde é integrado o iodo por acgao da
peroxidase, permitindo, no final, a formac¢ao da triodotironina (T3) e tiroxina (T4). Existe
uma relagao directa entre a concentragao da tiroglobulina e a massa do tecido folicular
presente, dai a importancia da determinagao sérica, além da determinagao da T3 e T4.
Como nota a quantificagao da tiroglobulina devera ser acompanhado pela quantificagao de
anticorpos anti-tiroglobulina para excluir falsos negativos (doentes tiroidectomizados) ou

valores falsamente baixos (em doentes com tirdide).
Utilizacao clinica:

Devido a exclusividade da sintese da tiroglobulina pelos tirocitos, esta permite avaliar na
pos-tiroidectomia total a presenca de tecido remanescente e a sua evolugao. E um marcador
essencialmente de acompanhamento poés-operatorio dos doentes com diagnostico de

carcinoma diferenciado da tiroide.



Aumentos benignos:

Qualquer doenga benigna que afecte a tirdide provoca aumentos da TG nomeadamente

tiroidites auto-imunes, bocio, doenga de Basedow-Graves e tirotoxicoses.

Citoqueratinas

Cyfra 21.1
Cyfra 21.1 é um fragmento da citoqueratina 19 predominante no pulmao. As citoqueratinas

sao uma familia de proteinas responsaveis pela estabilidade das células epiteliais [21].

Utilizacao clinica:

7

E um marcador utilizado na detecgao e monitorizagdo de neoplasias epiteliais e
mesenquimais do pulmio. E um marcador com valor prognéstico no carcinoma das células
escamosas do pulmao. O cyfra 21.1 permite diferenciar carcinomas de pequenas células e
carcinomas de grandes células. A sua concentragao acompanha a evolugao da terapéutica.
Este marcador encontra-se aumentado em outros carcinomas: bexiga, colo do utero e

carcinomas de cabeca e pescoco.
Aumentos benignos:

LesGes e doencas cutineas podem induzir aumentos anormais do marcador, assim como

patologias pulmonares, gastrointestinais, ginecologicas, uroldgicas/renais e hepaticas.

Enzimas

NSE (Enolase especifica de neuroénios)

E uma enzima glicolitica (fosfopiruvato hidratase) que cataliza a passagem do 2-fosfo-D-
glicerato a fosfoenolpiruvato (glicolise). Existem varias isoenzimas, compostas pela
combinagao de 3 sub-unidades (alfa, beta e gama) sendo a isoenzima ‘“gama-gama” a

especifica das células neuro-endécrinas e neuronios [22].
Utilizacao clinica:

Devido a especificidade da NSE para as células neuro-endocrinas, esta tem utilidade como
marcador de carcinoma de células pequenas do pulmao e outros tumores neuroenddcrinos.

A sua quantificagdo permite acompanhar a evolugao terapéutica.
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Aumentos benignos:

Dado que os anticorpos monoclonais nao sao suficientemente especificos para permitirem a
diferenciagao das varias isoenzimas de NSE, aumentos nao especificos podem surgir em
pneumonias, choque séptico, traumatismo craniano, insuficiéncia renal e destruicao celular,

principalmente hemolise.

PSA (antigénio especifico da prostata)

E uma enzima sintetizada pela glindula prostitica e secretada no liquido seminal. Esta é
sintetizada na forma de pro-PSA, e apos excisao de terminais da enzima (17 aa) é secretada
pelos ductos prostaticos. Esta enzima, ja no liquido seminal, é inactivada pela excisao dos
residuos de lisina, evitando a formagao de complexos proteicos de PSA, forma-se o PSA-
livre. No soro é determinada a PSA circulante, que estd ligada a proteinas transportadoras
inibidoras das proteases (alfa,-antitripsina e alfa,-macroglobulina). E adicionalmente

determinada a PSA-livre, ou seja, a fracgao nao ligada a proteinas transportadoras e a relagao

entre a fraccgao livre e a PSA total é clinicamente relevante [23].
Utilizacao clinica:

Dado que a origem do PSA ¢é exclusiva da proéstata, esta enzima apresenta enorme
especificidade, sendo um excelente marcador de carcinomas da prostata. Niveis elevados de
PSA sio fortemente indiciadores de carcinoma da préstata. E sempre necessirio ter em
conta a idade e a relagio PSA-livre/PSA Total, pois quanto menor for a razao, maior a

probabilidade da existéncia de carcinoma. Os valores de PSA vao aumentando com a idade.
Aumentos benignos:

Podem existir falsos positivos em certos casos, como prostatites, hiperplasia benigna da

prostata, infecgoes urinarias. E de ter em conta que na maior parte das condigoes benignas, a

razao PSA-livre/PSA Total, mantém-se elevada.
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Hormonas como marcadores tumorais
As hormonas sao uma classe de moléculas de base proteica, com uma fungao sinalizadora

(mensageira) funcionando como estimuladores ou supressores de fungao em células alvo.

A fungao hormonal respeita uma interacgao ciclica entre os varios intervenientes, existindo
virtualmente um eixo de ligagao entre as células que respondem a hormona (glandula
primaria) e as células produtoras da hormona estimuladora geralmente produzida no
complexo hipotalamo-hipdfise. Em alguns eixos de fungao hormonal existem mais do que
dois intervenientes celulares e nao tém uma ligagao directa ao complexo hipotalamico-

hipofisario (ex: PTH, Calcitonina, hidroxilagao da vitamina D, calcio, receptores).

A relagdo entre hormonas e neoplasias baseia-se na hiperprodugao da hormona, ou
hiperfungao das células alvo (tumorais) provocando a frenagao da produgao da hormona

(mecanismo de feedback negativo) [31].

Através da determinacao das hormonas ou de moléculas que sao produzidas por

estimulo hormonal podemos percepcionar a producio auténoma tipica de neoplasias nesses

tecidos.

Os disturbios enddcrinos podem ser despistados e as neoplasias podem ser
detectadas indirectamente, através das determinagoes dos varios intervenientes. Poderemos

desta forma ter varios disturbios:

e Deficiéncia ou hiperproducao da hormona no hipotalamo;
e Deficiéncia ou hiperproducao da hormona na hip&fise;

e Alteragao dos receptores hormonais;

o Alteragao das glandulas primarias;

e Alteragao da resposta das células dos tecidos alvo das hormonas.

Gonadotrofina Corionica Humana (B-HCG)

E uma hormona glicoproteica sintetizada pelas células sinciotrofoblasticas da placenta, tendo
como fungao preservar a secrecao de progesterona e a formagao do corpo luteo. Existe sob
a forma dimérica, composta por duas subunidades (alfa e beta) e o teste é falsamente
denominado: “pesquisa da B-HCG” no entanto tanto a fracgdo beta como a alfa, sdo

quantificadas [24].
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Utilizacdo clinica:

E um marcador tipico das células germinativas. A sua utilidade prende-se a detecgao,
seguimento e prognostico de doentes com tumores germinativos do testiculo e ovario. E
comum associar-se a determinagao da HCG outros marcadores como a alfa-fetoproteina, no

estudo de tumores germinativos do testiculo.
Aumentos benignos:

Esta elevada no periodo gestacional (gravidez), dai a sua utilizagao nos testes de gravidez.

Poderio existir aumentos em situagcoes como Ulceras duodenais e cirrose.
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Tabela VI- As varias glandulas e hormonas que compdem o sistema endécrino.

Hipotalamo Oxitocina* E armazenada na hipdfise posterior

Hormona Anti- E armazenada na hipdfise posterior
diurética (ADH)

Hormonas reguladoras Tém acgao na hipofise anterior para inibir

da hipofise anterior ou estimular a produgao de hormonas.
Posterior Oxitocina* Iniciar as contracgoes musculares no

parto e produgao de leite
ADH Activar a reabsor¢ao de agua nos rins
H.Crescimento (GH) Estimula o crescimento 6sseo e muscular
Prolactina Promove a lactagao
Hormona estimuladora Estimula o crescimento dos foliculos, a
dos foliculos (FSH) producao de estrogénios ou esperma
Hormona luteinizante ~ Promove a ovulagao, a produgao de
(LH) estrogénios e progesterona; producgao de
esperma
Hormona estimuladora Estimula a produgao e libertagao de T3 e
da tiréide (TSH) T4
Hormona adreno- Promove a produgao de glucocorticoides
corticotropica (ACTH) e androgénios no cortex adrenal
T3 (triiodotirnonina) Aumento do metabolismo, pressao
sanguinea e crescimento tecidular
T4 (tiroxina) Aumento do metabolismo, pressao
sanguinea e crescimento tecidular.
Calcitonina Regular os niveis de calcio sérico através
de uma acgcao de menor absorgao
intestinal, diminuicao da reabsorgao
tubular de calcio, e inibicao de

osteoclastos
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Tabela VI- (Continuacgdo).

Paratiroide

tirdide (PTH)
Pancreas Insulina
Glucagon*

Adrenais

Adrenalina

Noradrenalina

Glucocorticoides

(Cortisol)

(Aldosterona)
DHEA

Testiculares Androgénios

(Testoesterona)
Ovario Estrogéneos
(Estradiol)
Progesterona
m Melatonina*

Células G Gastrina

(estomago)

Hormona da para-

Mineralocorticoides

Aumentar a hidroxilagao da vit-D (maior
absorgio de Ca” no intestino) activagao
dos osteoclastos

Absorgao da glucose pelas células

Activagao da gluconeogenese

Resposta ao stress pontual,

hiperglicemiante, vasoconstricao,
aumento do ritmo cardiaco
Resposta ao stress pontual,
hiperglicemiante, vasoconstrigao,
aumento do ritmo cardiaco, acgao
neuronal.

Resposta a stress constante,
hiperglicemiante, tensao arterial,
imunosupressao

Resposta a stress constante, tensao
arterial,retencao de sédio e agua
Percursor dos estrogéneos e

androgéneos

I I R

Maturagao dos orgaos reprodutores,
produgao de esperma

Maturagao dos orgaos reprodutores,
regulagao do ciclo menstrual
Regulagao do ciclo menstrual

Ciclo circadiano

Secrecao de acido cloridrico

*(Glucagon e Oxitocina e Melatonina) - Nao sio feitas determinagdes no SPC-IPOC
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Hematologia

A Hematologia é como o nome indica (Hemaito e logos) — estudo do sangue.

O estudo do sangue em analises clinicas contempla a contagem e caracterizagao dos trés
elementos celulares constituintes do sangue: eritrécitos, leucocitos e plaquetas. No sector
de hematologia do SPC além do estudo celular, também ¢ analisada a hemostase (estudo da

coagulagao).

O estudo do sangue, a nivel celular e dos intervenientes na coagulagao, é de extrema
importancia. O sangue reflecte frequentemente o estado de saide do doente em estudo e
no IPO este estudo é essencial, tanto em doentes com doengas hematoldgicas como outras
doengas oncologicas, onde estas ou o seu tratamento, afectam/alteram as células sanguineas

e a sua funcao.

O estudo hematologico e de hemodstase assenta, essencialmente, nos seguintes exames

laboratoriais:

e Hemograma;

e Medulograma;

e Velocidade de sedimentacao;

e Tempos de coagulagao;

¢ Quantificagao dos factores de coagulagao;
e Imunofenotipagem;

e Estudos moleculares (genes associados a doengas hematolodgicas).

O Hemograma é determinado automaticamente no autoanalizador (Beckman Coulter LH

750).

Principio de funcionamento do autoanalizador Beckman Coulter LH 750:
O autoanalizador LH 750 da Beckman Coulter baseia-se no principio de Coulter (impedancia

eléctrica) e na tecnologia VCS (patenteada pela firma).

Principio de Coulter (impedancia eléctrica):

E um mecanismo de contagem de particulas baseado no principio de que diferentes
particulas, quando expostas a uma corrente eléctrica apresentam uma resisténcia
caracteristica, que as distingue. Na contagem celular, quanto maior for a particula e mais
complexa (conteudo celular) maior sera a resisténcia oferecida ao campo e quantos mais

pulsos semelhantes houver, maior é o numero de particulas.
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Tecnologia VCS:

Esta tecnologia aplica-se a contagem diferencial de leucécitos. O processo comega com a lise
de eritrocitos, o conjunto de células nao lisadas atravessam um canal de fluxo, cujas
caracteristicas permitem apenas a passagem de uma célula. Nesta camara os leucocitos
(células nao lisadas) sao avaliados de acordo com o seu volume, condutividade e capacidade
de dispersao de um laser incidente. A integragao do conjunto das determinagoes permite

tragar um grafico de dispersao tridimensional da amostra.

Figura 3- Esquema representativa do grafico de dispersao.

Hemograma:

No hemograma estao incluidos os seguintes parametros:

e Contagem leucocitaria (WBC) e formula diferencial;
e Contagem de eritrécitos (RBC);

e Concentragao de hemoglobina (HGB);

e Hematocrito (HTC);

e indices eritrocitirios (MCH, MCHC, VCM);

e indice de dispersio do volume celular (RDW);

e Contagem de plaquetas (PLT);

e indice de dispersio do volume plaquetar (PDW).

Contagem eritrocitaria (RBC)

A contagem de eritrocitos determina o niumero de eritrocitos por unidade de volume de
sangue, tem como valores de referéncia os valores entre 4,0 e 5,5 x10"*U/L para o sexo
feminino e 4,5 a 6,5 xI0"”U/L para o sexo masculino. A sua contagem é feita no

autoanalizador baseado no principio de Coulter.

28



Concentra¢ao de Hemoglobina (HGB)
A concentragao da hemoglobina consiste na quantidade de hemoglobina por unidade de

volume e expressa-se normalmente em g/dL. A HGB é uma determinagao muito util, avalia a
quantidade de hemoglobina no sangue, o que é importante a nivel fisioldgico, pela fungao
vital desta molécula no organismo. Os valores de referéncia sao de 11,5 a 16,5 g/dL nas
mulheres e 13,0 a 18,0 g/dL nos homens. Esta determinagao tem como principio o método
da cianometahemoglubina, um complexo corado que permite obter a concentragao da
hemoglobina de acordo com a sua absorvancia a 525 nm. O seu valor de referéncia podera
variar de acordo com a idade e localizagao geografica (altitude). Este parametro é

particularmente usado no seguimento e diagnostico de anemias.

Volume Corpuscular Médio (VCM)
O VCM corresponde ao volume médio dos eritrocitos contados com o contador Coulter. Os
valores de referéncia sao de 85%10 fL. Valores acima de 95 fL sao indicativos de macrocitose

e valores inferiores a 75 fL sao indicativos de microcitose.

Hematocrito (HTC)

O hematécrito corresponde a relagao entre o volume dos eritrocitos e o volume do sangue
total (v/v). A proporgao entre a fracgao correspondente aos eritrocitos e a fracgao
plasmatica é tanto dependente da quantidade de eritrocitos, como das suas caracteristicas,
mas também do volume do plasma. Geralmente o seu valor esta a par da taxa de
hemoglobina e contagem de eritrocitos. O resultado é habitualmente apresentado na forma
de percentagem. Os valores de referéncia variam entre 36% e 46% para mulheres e 41% e

53% para homens.
No LH 750 o hematocrito é obtido a partir da formula de Winthrobe:

HTC = VCM x n° eritrocitos (x10%uL)]x 10

Hemoglobina Corpuscular Média (HCM)
HCM representa o conteido médio de hemoglobina por eritrocitos (pg) tendo como
valores de referéncia 29+3 pg; valores acima de 32 pg indicam hipercromia e abaixo de 26,

hipocromia. Este parametro é calculado com base na seguinte formula:

HCM = (HGB em g/L/RBC em n°G/L)
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Concentracao de Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM)
CHCM ¢ a concentragao de hemoglobina por eritrocito, o seu valor é expresso em g/dL e

os valores de referéncia sao entre 30 e 35 g/dL. A férmula de cilculo é abaixo indicada:

CHCM = [HCM/VCM]

Indice de dispersao do volume celular (RDW)
Este indice permite avaliar a anisocitose, e tem em conta a média dos desvios-padrao do
volume celular dos eritrocitos. Quanto mais elevado for o valor, maior a dispersao/diferenga

de volumes dos eritrocitos. Valor de referéncia RDW < |[5.

Contagem Leucocitaria (WBC)

A contagem leucocitdria representa o nimero de leucocitos por volume de sangue
(aproximadamente 4.000 a 10.000 leucécitos por PL ou 4,0 a 10,0 G/L) e o leucograma,
determinado por VCS, fornece as proporg¢oes dos diferentes tipos celulares que constituem
o numero total de leucdcitos: neutrdfilos, linfocitos, monocitos, eosindfilos e basofilos. O
contador hematologico fornece esta informagao em % e em valor absoluto.

Sempre que se justificar (presenga de alarmes, n° de células elevado, avaliagao clinica e
historial do doente) efectua-se contagem diferencial por observagao do esfregago sanguineo

ao microscopio optico, utilizando uma coloragao tipo Romanowsky (VWright).

Tabela VII- Interpretacdao do leucograma.

WBC Alteragao Causa
Neutroéfilos | Neutrofilia Infeccao bacteriana, factores de crescimento
Neutropenia Farmacos, congénito
Linfécitos | Linfocitose Infecgoes Viricas (Mononucleose), LLC
Linfopenia Imunodeficiéncia
Monécitos | Monocitose Infeccao bacteriana, LMMC
Reaccao alérgica, infecgao por helmintas, intoxicagao por

Eosindfilos | Eosinofilia metais-pesados (chumbo)

Basofilos Basofilia LMC, Reaccao alérgica

Contagem Plaquetar (PLT)
A contagem plaquetar realizada no autoanalizador, respeita os mesmos principios da

determinagao do RBC e WBC pelo principio de Coulter. Os valores normais variam entre
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150.000 a 450.000 por mm3 de sangue. Existem algumas variagdes no que respeita aos
valores dados pelo autoanalizador, como por exemplo no caso de trombocitopenia em que
pode ser necessario observar o esfregaco do sangue periférico para excluir a presenca de
agregados plaquetares. E necessario também avaliar a presenca de coagulos que podem

influenciar negativamente a contagem do numero de plaquetas no autoanalizador.

indice de dispersio do volume plaquetar e volume plaquetar (PDW)

O indice de dispersao do volume plaquetar é baseado no desvio padrao do volume
plaquetar. E um dado que permite suspeitar de anisocitose plaquetar, no entanto é sempre
necessario verificar a presenca de plaquetas gigantes e anisocitose plaquetar, assim como as

caracteristicas das plaquetas, através da observacao do esfregago sanguineo.

Contagem de reticulocitos (RTC)

Os reticuldcitos sao células precursoras dos eritrocitos, com caracteristicas muito proximas
da célula madura, mas com RNA remanescente no citoplasma. No adulto normal o nimero
percentual de reticulocitos em relagao aos eritrdcitos totais oscila entre 0,5% e 1,5%. Na
gravidez a percentagem de reticulécitos pode estar aumentada e nos recém-nascidos pode ir
até aos 10%.

A contagem dos reticulécitos pode ser feita pelos seguintes métodos:

- Contagem Automatica: o sangue ¢ diluido num reagente corante (“Thiazine dye New
Methylene Blue”), a contagem é feita pelo autoanalizador com o recurso a um laser que
identifica as células coradas e o seu valor é expresso em percentagem relativamente ao
numero total de eritrocitos;

- Contagem Manual: através da observagao de um esfregaco sanguineo feito a partir de uma
mistura em partes iguais de sangue e corante Azul de Metileno Novo incubada 25 minutos a
25°C (coloragao supravital) e contagem do numero de reticulécitos em 1000 globulos
vermelhos.

A contagem de reticulécitos € importante para avaliar a resposta medular, em casos de
anemia, permitindo perceber se a medula estd a responder a anemia com produgao de

eritrocitos.
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Tabela VIII- Interpretacdo de alteracées dos parametros da série vermelha.

Parametro Alteracao Causa
Produgao deficiente (RET
Anemia baixos)

\ 4

HB

Perdas/Hemolise (RET

altos)

@

Eritrocitose

EPO aumentada
Fumador pesado, P.O, ...

(Policitémia vera)

MCV

Microcitico

A ferropriva (RET baixos),
Talassémia (RET normais)

Anemia sideroblastica

GV Normocitico

A.de doencgas croénicas (RET
baixo/normal)

A.hemolitica (RET alto)

Macrocitico

Hepatopatia, alcoolismo, A.
Megaloblastica (def.
FOL/B,,) /A. perniciosa

HCM

hipocromia

Défice de ferro,Talassémia

(hemoglobinopatias)

normocromia

A. de doencas cronicas, A.

hemolitica

hipercromia

Esferocitose hereditaria

Citologia

Esfregaco de Sangue Periférico

O esfregaco consiste na formagao de uma fina pelicula de sangue (filme), sobre a superficie

de uma lamina, de modo a poder observar-se ao microscopio, sem sobreposi¢ao de células.

No Sector de Hematologia recorre-se a coloragao de Wright. As laminas sido coradas,

utilizando um equipamento automatico (Aerospray da Wescor).

A observagao geral do esfregago de sangue periférico tem em conta varios aspectos;

Com a objectiva de 50x e com dleo de imersao, procede-se ao seguinte estudo:

e Contagem diferencial de leucécitos com contagem de um minimo de 200 células;
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Alteragoes morfoldgicas da série leucocitaria (tamanho das células, aspecto da
cromatina, forma do nlcleo, presenca ou nao de nucléolo(s), relagao nucleo-
citoplasma, basofilia do citoplasma, existéncia ou nao de granulos);

Presenca de precursores das séries mieldide, linféide e eritroide;

Alteragoes morfolégicas da série eritréide (forma, dimensao, cor e presenga de
células nucleadas ou corpos de inclusao);

Alteragoes morfologicas das plaquetas e presenca de agregados plaquetdrios
(avaliagao semi-quantitativa);

A objetiva de 100x de imersao é utilizada sempre que for necessario observar

pormenores para esclarecer alguma duavida.

Medulograma

O medulograma consiste na avaliagao, através de exame microscopico, de esfregagos de

medula &ssea. Os medulogramas sao pedidos, em casos de suspeita de leucemias ou

mieloma multiplo, esclarecimento de anemia, leucopenia ou trombocitopenia e avaliagao dos

depositos de ferro. Além do estudo morfoldgico das células da medula ossea recorre-se

também, a imunofenotipagem e a técnicas citoquimicas, para melhor caracterizar a amostra

colhida.

Esfregaco de medula 6ssea:

Na avaliagao microscépica do esfregaco com a objectiva de 10x observam-se:

fragmentos da medula &ssea, para percepgao da celularidade (se é uma medula
hipocelular, normocelular ou hipercelular, em relagao ao sexo e idade do individuo);
série megacariocitica (avaliagao da presenca de megacariocitos);

homogeneidade da distribuicao dos componentes celulares.

Com a objectiva de 100x:

observa-se a morfologia celular, com avaliagao das alteragoes morfologicas das trés
séries;

procede-se a contagem diferencial das linhas celulares (mieloide e eritroide);
calcula-se a relagao mieldide/ eritréide (a relagao normal é de = 2:1);

verifica-se a presenca de células plasmaticas, atendendo a sua morfologia e
percentagem;

analisa-se a presenga de células estranhas a medula 6ssea.
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Tabela IX-Valores de normalidade para cada fracg¢do celular na contagem diferencial.

Série vermelha ou eritroblastica 8-30 %
Série dos granuldcitos neutroéfilos 50-70 %

Eosinoéfilos e baséfilos 2-4 %

Monécitos 2-3 %

Células indiferenciadas -2 %
Megacariocitos Presentes

Série “nao mieloide” <20 %

Avaliacao da fixacao de ferro:

A avaliagao dos depositos de ferro € feita por exame microscopico de esfregacos de medula
ossea, corados com azul da prussia (coloracdo de Perls), observando-se a presenga de
reservas de ferro nos fragmentos medulares e no eritroblasto (avaliagao da distribuicao dos

granulos de ferro - ex.: sideroblastos em anel) [32].

Estudos Moleculares

No SPC-IPOC sao realizados alguns estudos moleculares, um dos quais a pesquisa do gene
de fusao BCR-ABL, através do sistema automatizado “Xpert BCR-ABL Monitor” que
consiste num ensaio RT-PCR (real time- polimerase chain reaction), um ensaio importante em
doentes com leucemia mieldide cronica (LMC). Mais de 95% dos pacientes com LMC
possuem o cromossoma Filadélfia (Phl), que resulta de uma translocagao reciproca entre os
bragos longos dos cromossomas 9 e 22. A translocagao envolve a transferéncia do gene
Abelson (ABL) do cromossoma 9 para o gene BCR (“breakpoint cluster region”) do
cromossoma 22, resultando num gene de fusao BCR-ABL. O gene de fusao € responsavel
pela sintese de uma proteina, p210 (b2a2 e b3a2), uma tirosina cinase com actividade

desregulada, que desempenha um papel chave no desenvolvimento da doenga (LMC).

Imunofenotipagem (Citometria de fluxo)

O estudo imunofenotipico por citometria de fluxo baseia-se na identificagio de células,
através dos antigénios celulares especificos, por meio da utilizagaio de anticorpos
monoclonais marcados com um fluorocromo. No SPC o citometro utilizado é o FC 500 da

Coulter.
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As amostras estudadas sao:

e Sangue periférico — colhido para tubo com EDTA e utilizado sem qualquer
preparagao, sendo, no entanto, feita a contagem prévia do nimero de linfocitos
(hemograma com leucograma);

e Medula 6ssea — colhida para tubo com EDTA e, se necessario, é efetuada diluicao
com PBS;

e Ganglios linfaticos, excisados cirurgicamente, analisados apés maceragao e diluigao
das células em suspensao com PBS.

Tratamento das amostras:

e Lavagem das amostras com PBS;

e Marcagao de antigénios da superficie celular com anticorpos monoclonais por
imunofluorescéncia directa (IFD);

e Lise dos eritrocitos utilizando um reagente lisante (FACS Lysing da Beckton Dickinson).

Tabela X- Analise das células no citometro de fluxo.

Sindromes Linfoproliferativos

[epIeTepsereRsTepteR T
bl
FMC7 / CD23/CD 20/ CD22/CDI9
CD43 / CD79b / CD20/CD5/CDI19
IgM / CD200/ CD20/CD 27/ CDI9
CDI103/CD25/CD20/CDllIc/CDI9
(suspeita de Hairy cell ou LEZM)
BCL2/CDI0/CD20/CD38/CDI9
(suspeita de linfoma folicular)

Gamapatia Monoclonal IgM/ CDI138/CD20/CD38/CDI9
(Mieloma Muiltiplo) CDI38/CD 56/ CD45/CD38/CDI9

CDI38/CD28/CD20/CDI17/CDI9

CD38/CDI38/CD20/CD 27 /CD 19

Cadeias leves Lambda / Cadeias leves

Kappa/CD 45/ CD 38/CDI19




Sao utilizados anticorpos monoclonais marcados com um dos seguintes fluorocromos:
e FITC (Fluoresceina);
e PE (Ficoeritrina);
e ECD (Ficoeritrina “Texas Red”);
e PC5 (Ficoeritrina cianina 5.1);

e PC7 (Ficoeritrina cianina 7).

Citometro de fluxo Coulter FC500:

O equipamento utilizado no SPC é um citometro de fluxo Coulter FC 500. Este determina
simultaneamente a dispersao de luz a 180° que avalia o tamanho celular (“forward scatter”);
a dispersao de luz lateral (90°) que avalia a granulagao citoplasmatica, as caracteristicas da
membrana e a presenga de estruturas internas (“side scatter”) e cinco fluorocromos,
utilizando um laser de Argon que emite a 488nm. O software do equipamento permite uma
multiplicidade de operagdes que conduzem a uma analise multiparamétrica dos dados
enviados pelo equipamento.

Figura 4- Citometro de fluxo Coulter FC 500 I.
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Hemostase

A hemostase compreende um conjunto de varios mecanismos fisiolégicos e moléculas
intervenientes, entre os quais os factores de coagulacao, as plaquetas, os vasos sanguineos, o
mecanismo da fibrindlise e os inibidores da coagulagao. No processo de formagao do

coagulo, a produgao de trombina através da cascata de coagulagao é um passo fundamental.

Figura 5- Cascata de Coagulacao (in vitro)

(Fonte: Dr. Pablo Pita, http://www.linkmedica.com.br).
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Avaliacao laboratorial das alteracdes da coagulacao:

Embora se utilize o modelo classico da cascata da coagulagao, que compreende as vias
intrinseca, extrinseca e comum, para descrever as provas de coagulagao, € necessario ter
sempre presente que a coagulagio € um modelo dinimico, nao devendo, por isso, ser

compartimentado.

Tempo de Protrombina (TP)

A determinagao do TP é, por rotina, requisitado pelos clinicos, na avaliagio pré-operatéria,
no despiste de alteracoes hereditarias da coagulacio e na monitorizagao de doentes que
efectuam terapéutica com anticoagulante oral (antagonistas da vitamina K). O TP é a prova

de eleicdo para a investigagado da via extrinseca da coagulagio (factores V, VI, X
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protrombina e fibrinogénio). O método para avaliar o TP consiste em adicionar
tromboplastina tecidular em excesso e cilcio ao plasma, em condi¢coes padronizadas. O
tempo consumido, em segundos, até a formagao do coagulo constitui o Tempo de

Protrombina.

Tempo de Tromboplastina Parcial activada (TTPa)

O TTPa é o método apropriado para investigar causas hemorragicas hereditarias, como a
hemofilia e para controlar os doentes heparinizados, pois avalia preferencialmente a via
intrinseca (factores XIl, XI, IX, VIII, cininogénio de alto peso molecular e pré-calicreina) e a
via comum (fatores X, V, protrombina e fibrinogénio) do sistema de coagulagao. Esta prova
consiste em adicionar ao plasma (ao qual, previamente foi removido o calcio pelo citrato e
as plaquetas, por centrifugagao) cloreto de calcio e um substituto fosfolipidico das plaquetas
(tromboplastina parcial), fornecendo assim uma concentragao Sptima de fosfolipidos. O
tempo consumido em segundos para formagao do coagulo representa o tempo de

tromboplastina parcial.

Tempo de Trombina (TT)

A determinagdo do TT ¢ utilizada para determinar alteragdes na transformagao do
fibrinogénio em fibrina pela ac¢ao da trombina, mostrando-se alongado na presenga de
anticoagulantes, como a heparina e nas deficiéncias quantitativas ou qualitativas do
fibrinogénio plasmatico (disfibrinogenemias). O teste consiste em adicionar ao plasma
citratado uma quantidade conhecida de trombina, em condigoes padronizadas. O tempo em

segundos, necessario para a formagao do coagulo de fibrina constitui o tempo de trombina.

Fibrinogénio

A diminuicao do fibrinogénio pode ocorrer nos casos de hepatopatias graves em que ocorra
redugao da sua sintese, ou por consumo excessivo como por exemplo na coagulagao
intravascular disseminada. As concentragoes de fibrinogénio podem encontrar-se
aumentadas em casos de infegoes/inflamagoes graves visto ser uma proteina de fase aguda. A
avaliagao turbidimétrica do Fibrinogénio efectua-se no Sector de Hematologia primariamente
a partir do tempo de formagao de coagulo obtido para o TT. Esta determinagao é obtida
através de uma equagao matematica que utiliza a derivada da curva de coagulagao

correspondente ao TT. Sempre que o valor obtido se encontre fora dos limites de
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referéncia o equipamento executa automaticamente o teste pelo método de Clauss -
método de referéncia. Este método baseia-se no principio de que o logaritmo do tempo de
coagulagao € inversamente proporcional ao logaritmo da concentracao de fibrinogénio
quando se adiciona uma elevada concentragao de trombina ao plasma citratado diluido em

solugao tamponada.

Fator VIII

O défice de factor VIl é o responsavel pela Hemofilia A. Dependendo do nivel de factor VIl
circulante é possivel classificar a hemofilia segundo um grau de severidade: muito grave
quando a concentragao de factor é inferior a |1%; moderada se a concentragao varia entre le
5 % e branda quando a concentragao se apresenta entre 6 e 30%. Quando se observa TTPa
alongado e TP normal e apos ter-se eliminado a hipotese de presenga de inibidores da
coagulagao, suspeita-se da deficiéncia de factor VIII. Assim, misturando em parte iguais um
plasma normal com o plasma deficiente em factor VIl corrige-se o TTPa (se se mantém

alongado supoe-se estar na presencga de inibidores).

Anticoagulante Lupico (AL)

Trata-se de uma condi¢ao descrita em alguns doentes com sindrome antifosfolipido primario
ou secundario a lupus eritematoso sistémico, que apresentam um aumento do TTPa. De
salientar que nem todos os reagentes para o teste de TTPa apresentam a mesma
sensibilidade ao AL. O AL é devido a presenca de auto anticorpos dirigidos contra
glicoproteinas (32 glicoproteina | ou a protrombina) unidas a fosfolipidos e que interferem
em estudos in vitro da coagulagao, sendo também frequente a presenga de auto anticorpos
antifosfolipido (anticardiolipina). A metodologia para detectar a presenga de AL baseia-se na
capacidade que o AL apresenta de prolongar tempos de coagulagao em técnicas
dependentes de fosfolipidos (TTPa), que nao se corrigem com a mistura com pool de
plasmas normais, mas sim com a adi¢ao de fosfolipidos. Para a avaliagao da presenga de AL a
amostra devera ser duplamente centrifugada (2x15 minutos a 2500 G) para garantir a
auséncia total de contaminagao plaquetar. A metodologia do teste consiste em executar um
TTPa com recurso a reagente de veneno de vibora de Russell diluido (DRVV), para o
“screen” e com recurso a um reagente DRVV enriquecido com fosfolipidos para confirmar a

presenca de AL.
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D-Dimeros (DD)

Sempre que ocorre fibrindlise, encontram-se em circulagio pequenas concentragoes dos
produtos de degradacao da fibrina que, posteriormente serao eliminados pelo figado e pelo
sistema reticuloendotelial. De entre estes o Dimero-D é referenciado como especifico da
degradagao da fibrina através da plasmina e o valor de referéncia é inferior a 278 ng/mL para
o reagente em uso no SPC. As quantidades plasmaticas de DD podem aumentar em varias
situagoes clinicas como: trombose venosa profunda, embolia pulmonar, tumores e
coagulagao intravascular disseminada. Para a detecgao e avaliagdio semi-quantitativa in vitro
dos DD utiliza-se uma técnica de aglutinagcao de particulas de latex sensibilizadas com um

anticorpo monoclonal anti DD, nao reagindo com o fibrinogénio.

Proteina C (PC)

Presente no plasma como zimogénio cuja sintese &€ dependente da vitamina K, a PC ¢
activada in vivo pela ligagao da trombina a trombomodulina. In vitro o reagente utilizado como
activador possui uma fracgao proteica obtida do veneno da serpente Agkistrodon contortrix. A
quantidade de PC activada é determinada pela sua acgao sobre o substrato cromogéneo que
liberta p-nitroanilina, de cor amarela. A PC apresenta-se diminuida em fase aguda de
trombose. Insuficiéncia hepatica, coagulagao intravascular disseminada e tratamento com

farmacos anti vitamina K reduzem substancialmente os seus niveis.

Proteina S livre (PS)

A PS é um cofactor nao enzimatico da PC activada, vitamina K dependente. Surge na forma
livre funcionante ou ligada a fraccdo do complemento C4BP, nao apresentando neste caso
actividade como cofactor. O défice de PS pode ter origem hereditaria ou adquirida. Défice
adquirido pode ser observado em situagcoes de gravidez, terapia com anticoagulante oral,
contracep¢ao oral ou doenga hepatica. A deficiéncia em PS esta frequentemente associada a
elevado risco de tromboembolismo venoso, especialmente em jovens. A sua presenga é
detetada pelo incremento de turvagao devido a aglutinagao de dois reagentes de laitex. O
C4BP purificado adsorvido no reagente de latex | reage com elevada afinidade com a PS na
presenca de ides Ca2+. A fraccao livre da proteina S ligada a fraccao do complemento C4BP
despoleta a reaccdo de aglutinagio com o segundo reagente de latex conjugado com
anticorpos monoclonais contra PS humana. O nivel de aglutinagdo sera directamente

proporcional a concentragao de PS na amostra em estudo.
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Tabela XI- Interpretacdao dos dados de Coagulacio.

Parametros

Tempo de

sangramento

B
oLl
:

T

Anomalia

Endotélio vascular intacto?

Plaquetas/factor V.Willenbrand

Deficiéncia de factores

(LILV,VILX)

Deficiéncia do factor VII

Deficiéncia do factor I:

hipo/afibrinogenémia

Patologia

Trombocitopenia

Doenca de Von Willenbrand

Anticoagulante oral
Défice de Vit K

Hepatopatia (< factor V)

Hereditaria ou adquirida

Hepatopatia

Doenga congénita ou hereditaria
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Conclusao

Este relatério corresponde a uma infima parte do conhecimento que adquiri durante
o estagio, pois nao é possivel expor no relatério, o conhecimento moral e relacionamento
inter-pessoal que tive, a propria dinamica do servigo, os casos interessantissimos e todo um
vasto conhecimento. Posso dizer que comecei com medo que a minha falta de experiéncia
profissional me trouxesse dificuldades de integragao no Servigo, mas isso nao se notou,
tanto pela boa formagao adquirida no Mestrado em Anadlises Clinicas, como pela boa forma

com que fui recebido pelo SPC.

Nao é possivel dissociar este estagio do Mestrado em Anadlises Clinicas, que além de
me fornecer o conhecimento base para poder frequentar o estagio, me deu a oportunidade
de conhecer uma realidade particular que é a do IPO. Ver uma realidade onde as vezes o
nome da doenga € mais assustadora do que a doenga, enfrentar o medo da morte todos os

dias, é uma realidade dura, que valoriza muito o nosso trabalho.

O Cancro, mal definido em dicionarios, em artigos jornalisticos, e mal percebido. O
Cancro nao se percebe, até se conviver com ele de perto. Entao porqué este peso atribuido
a esta doenca? O cancro nao é apenas o tumor, € o seu tratamento, € a perda de cabelo, é o
mal-estar é a dor constante, é a perda de parte do corpo, é a doenga que mesmo tratada

nos afectara para toda a vida, vida que as vezes é efémera apos se saber que se tem cancro.

O que tirei de melhor neste estagio foi perceber que independentemente do desafio,
sou capaz de integrar uma equipa, aprender, ter dinamismo e rapidamente tornar-me
autonomo. Este estagio deu-me para perceber que sentirei sempre uma grande necessidade
de fazer investigacao e de procurar melhorar os processos e perceber as doengas, porque
ha muito por descobrir sobre cancro e muitas coisas a melhorar, inclusive no diagnostico

laboratorial.
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