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Resumo

Neste relatorio descrevo as atividades realizadas durante o estdgio curricular no
Servico de Patologia Clinica do Instituto Portugués de Oncologia de Coimbra Francisco
Gentil, E.P.E,, no ambito do Mestrado em Analises Clinicas da Faculdade de Farmacia da
Universidade de Coimbra.

Inicialmente apresento uma descrigao geral do Servico de Patologia Clinica, no que
concerne aos diversos Setores, tecnologia disponivel e organizagao interna. Os Setores de
Imunologia, Hormonologia e Hematologia, sao descritos com maior detalhe, dando
relevancia aos parametros analiticos, métodos e seu fundamento. Os Setores de Quimica
Clinica e Microbiologia sao apresentados resumidamente, com relevancia para as diferentes
metodologias de andlise. Sao também referidos os procedimentos de controlo de qualidade
interno e externo em que o Servigo de Patologia Clinica se encontra inscrito.

Durante este periodo, experienciei o quotidiano de um Laboratério de Analises
Clinicas, que considero ter sido um complemento fundamental aos conhecimentos teoricos
e praticos adquiridos ao longo do mestrado. Esta experiéncia revelou-se um desafio que
permitiu desenvolver competéncias para a resolu¢ao de possiveis problemas que podem

surgir na rotina de trabalho.

Abstract

In this report | describe the activities carried out during the internship in the Clinical
Pathology Service of Instituto Portugués de Oncologia de Coimbra Francisco Gentil, E.P.E.,
under the Master in Clinical Analysis of Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra.

Initially | present an overview of the Clinical Pathology Service, regarding the various
sectors, available technology and internal organization. The Immunology, Hormonology and
Hematology sectors are described in more detail, giving relevance to the analytical
parameters, methods and its fundament. The Clinical Chemistry and Microbiology Sectors
are summarized, highlighting the different methods of analysis. The procedures for
internal and external quality control, in which the Clinical Pathology Service is registered, are
also mentioned.

During the internship period | had the opportunity to experience the daily life of a
Clinical Laboratory, which | consider to have been a key complement to the theoretical and
practical knowledge acquired during the Masters. This experience proved to be a challenge

that allowed me to develop problem solving skills that can arise in the work routine.
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|.Introducao

O aumento do numero de novos casos anuais, tem tido um impacto significativo na
epidemiologia oncolégica. As modificagdes no estilo de vida, para além de influenciarem as
variagoes de incidéncia, contribuem para mudancas relativas entre as diversas neoplasias. O
cancro nio é sé uma doenca do presente, mas também do futuro!” Numa doenca tio
marcante, é fundamental investir no estudo de novas formas de prevengao, diagndstico e
tratamento.

O Instituto Portugués de Oncologia tem como objetivo principal a prestagao de
cuidados de salde em oncologia, desde o rastreio, diagndstico e tratamento. Nao
esquecendo a area dos cuidados paliativos, tao intimamente ligada a este tipo de patologia.

No ambito do estagio curricular do Mestrado em Anadlises Clinicas, tive oportunidade
de integrar o Servico de Patologia Clinica do Instituto Portugués de Oncologia de Coimbra
Francisco Gentil (SPC do IPOCFG), onde colaborei nos diversos Setores do Servico:
Imunologia, Hormonologia, Hematologia, Quimica Clinica e Microbiologia. Este estagio, com
duracao de seis meses, teve inicio em dezembro de 2015 e revestiu-se de elevada
importancia na minha formagao académica, pois constituiu a minha primeira experiéncia com
a realidade de um laboratério, nomeadamente com a organizagao interna, sistemas de
garantia de qualidade, seguranga laboratorial e com as andlises clinicas nas diversas fases
(pré-analitica, analitica e pds-analitica), onde tive oportunidade de aplicar os conhecimentos
ja adquiridos ao longo do mestrado e aprofundar os mesmos.

Neste relatorio abordo as areas que mais me cativaram, Imunologia e Hormonologia
e Hematologia. Nos Setores de Imunologia e Hormonologia sao efetuadas as determinagoes
de marcadores tumorais, de extrema relevancia num hospital oncologico, pois contribuem
para o diagnostico, prognostico e monitorizagao do doente, onde a monitorizagao € o
principal interesse dos mesmos. A Hematologia laboratorial representa uma area essencial
na avaliagao do doente oncoldgico, tanto na patologia hematoldgica como nas restantes
areas oncologicas, constituindo uma ferramenta com interesse no diagnostico, prognostico e
follow up do doente.

Para os restantes Setores — Quimica Clinica e Microbiologia — é efetuada uma breve
descrigao da sua organizagao e metodologias utilizadas.

Apresento, no ambito do estagio, dois casos clinicos que se enquadram nas atividades

laboratoriais mais representativas do presente relatorio.



2. Caracterizacao do Laboratorio

O Instituto Portugués de Oncologia de Coimbra Francisco Gentil, E.P.E., é uma
unidade hospitalar que integra a rede de prestagao de cuidados de saude do Servico
Nacional de Saude e de referenciagao hospitalar de oncologia, conferindo-lhe
responsabilidades de topo no diagnostico e tratamento da doenga oncolédgica em toda a
Regiao Centro do pais.

O estagio decorreu no Servigo de Patologia Clinica (SPC) desta instituicao, o qual é
dirigido pelo Dr. Frederico Fernando Monteiro Marques Valido, médico especialista em
patologia clinica. Este servico é formado por uma equipa de trinta elementos, médicos,
técnicos superiores de salde, técnicos de diagnodstico e terapéutica, administrativos e
auxiliares.

O Servico tem um fluxo diario médio de 300 utentes, incluindo internamento e
ambulatério. Na area administrativa, é efetuado o registo em suporte informatico de todas
as requisicoes que chegam ao Servigo de Patologia Clinica, utilizando o numero de processo
Unico do utente. A cada registo ira corresponder uma identificagao alfanumérica com codigo
de barras, associada a todas as amostras do utente em questao.

As colheitas de produtos biolégicos no SPC, sao na sua maioria, da responsabilidade
dos técnicos de diagnostico e terapéutica, o que permite um acompanhamento integral de
todo o processo analitico.

Apesar da amostra mais processada na maioria dos Setores ser o sangue, € vasta a
diversidade de produtos que sao analisados no SPC e como tal, cada tipo de andlise requer
material apropriado para as diferentes colheitas. Na tabela |, estao apresentados os sistemas

de colheita utilizados no SPC do IPOCFG.



Tabela I: Sistema de colheitas utilizado no SPC do IPOCFG.

Tipo de analise Amostra Contentor para colheita

Hemocitometria, estudo

morfologico e velocidade de Sangue total Tubo com EDTA tripotassico
sedimentacao

Tubo com citrato trissodico na
Hemostase Plasma propor¢ao 9 volumes de sangue

para | de anticoagulante

Soro Tubo com esferas de poliestireno

L Urina pontual N
Provas Bioquimicas L o Contentor esterilizado de 100 mL
Liquidos biologicos

Sangue total Tubo com EDTA tripotassico
Gasometria Sangue total Seringa com heparina de litio
Célcio ionizado Sangue total Seringa com heparina de litio

) Tubo com esferas de poliestireno
Provas de Imunologia e Soro -

) e com gel de separagao
Hormonologia

Sangue total Tubo com EDTA tripotassico

Acido Vanilmandélico, Proteina

de Bence Jones, Acido 5- ) -
) Urina de 24h Frasco esterilizado de 2000mL
Hidroxiindolacético e

Metanefrinas urinarias

Urina pontual
Expetoragao Contentor esterilizado de 100 mL

Liquidos biologicos

Contentor esterilizado de 100 mL

Anilises Microbiologicas Fezes .
com espatula
Sangue total Frascos de hemocultura
Seringa esterilizada ou zaragatoa
Exsudato

de algodao

Apos o registo e colheita das amostras, estas sao encaminhadas para os respetivos
Setores: Imunologia e Hormonologia, Hematologia, Quimica Clinica e Microbiologia.

Todo o trabalho realizado no laboratorio é precedido pela execucao didria e rigorosa
do controlo de qualidade interno que inclui todos os equipamentos automaticos e algumas
técnicas manuais. E ainda de referir que o SPC se encontra associado a diversos programas
de controlo de qualidade externo nacionais e internacionais, descritos mais detalhadamente
no capitulo referente a cada Setor.

Todos os procedimentos executados no laboratério siao regidos por métodos e
orientagoes vigentes, estando descritos no Manual de Boas Praticas Laboratoriais (ultima

actualizagao 1/03/2016).



3.Setores de Imunologia e Hormonologia

Os Setores de Imunologia e Hormonologia tém como responsavel o Dr. Nuno
Cunha e os recursos humanos a ele afetos compreendem trés técnicos superiores de saude
e dois técnicos de diagndstico e terapéutica.

Estes Setores encontram-se reunidos no mesmo espago fisico, partilhando
equipamentos e metodologias. Nestes, efetua-se a determinagao de marcadores tumorais,
hormonas, proteinas de fase aguda, farmacos e marcadores da funcao cardiaca por técnicas
de imunoquimica. Sao também realizados estudos de autoimunidade e o estudo de proteinas
especificas, isoenzimas e hemoglobina por técnicas eletroforéticas. Estas técnicas
eletroforéticas englobam os proteinogramas (eletroforeses de proteinas séricas em gel de
agarose, Uteis no despiste e acompanhamento de doencas linfoproliferativas), imunofixagoes
(no diagnostico diferencial de mieloma multiplo e de gamapatias monoclonais de significado
indeterminado) e pesquisa da proteina da Bence Jones.

A maioria das determinagoes sao efetuadas no soro, obtido por centrifugacao a 3000
rpm durante |0 minutos do sangue total previamente retraido em tubos com gel e esferas
de poliestireno. Também se efetuam determinagdes em plasma, sangue total (colhido para
tubo com EDTA tripotassico) e urina.

Devido a natureza proteica dos analitos em estudo, a sua determinagao quantitativa é

efetuada por imunoensaios que utilizam anticorpos especificos.”

3.1. Imunoensaios

Os imunoensaios sao, por definicao, ensaios baseados na reagao de um antigénio com
um anticorpo especifico. A elevada especificidade e afinidade dos anticorpos para antigénios
especificos, em conjunto com a sua capacidade para estabelecer ligagdes cruzadas com os
antigénios, permitem a identificagio e quantificacao de moléculas especificas por varios

métodos.® Os imunoensaios mais utilizados nestes Setores sio:

¢ Imunoensaios competitivos:

Neste ensaio, o antigénio livre (em estudo), é incubado na presenca de antigénios
marcados com um radioisotopo, fluorocromo ou outro agente de detegao, anilogos aos
antigénios que se pretendem determinar na amostra do paciente, numa matriz com
anticorpos especificos. Ambos os antigénios competem pela ligagio ao anticorpo da fase

sélida® (Figura I). Apos incubagio realiza-se uma lavagem final por forma a remover tudo o



que nao se ligou. Logo, quanto maior o sinal emitido, menor a concentragao do marcador

em estudo.

0 Y: Anticorpo especifico

e
ol I
0 O o : Antigeénio nao marcado (amostra do

e paciente)

N
6 : Antigénio marcado

Figura |: Esquema ilustrativo do imunoensaio competitivo.

¢ Imunoensaios nio competitivos (Sandwich):

No imunoensaio nao competitivo, o antigénio (em estudo) ¢ incubado com um anticorpo
especifico (primario), que se encontra ligado a uma matriz sélida. Apés a remogao do
antigénio livre nao ligado ao anticorpo, € adicionado um anticorpo marcado (secundario) que
se liga a um epitopo diferente do local de ligagdio do anticorpo primario, formando um
imunocomplexo com o antigénio e o anticorpo da fase solida® (Figura 2). Apés incubagao
procede-se a uma lavagem final para remogao de tudo o que nao se encontra ligado. Assim,
a quantidade de antigénio presente na amostra do paciente é diretamente proporcional ao

¢ 00 N 'fk*ﬁ‘
0 )
YYYY " yYy

Y. Anticorpo primario

O: Antigenio (amostra do paciente)

1 : Anticorpo secundario marcado

Figura 2: Esquema ilustrativo do imunoensaio nao competitivo (sandwich).



Os métodos de detegao dos imunocomplexos antigénio-anticorpo utilizados nas

determinagoes analiticas realizadas nestes Setores sao:

e CLIA (Chemiluminescence Immunoassay):

Este ensaio tem como base os imunoensaios competitivo ou nao competitivo. Os
imunocomplexos formados sao conjugados com uma enzima que reage com um substrato
luminogénico produzindo luz. A luz emitida é amplificada por um fotomultiplicador e

quantificada por um luminémetro.®

e ECLIA (Electrochemiluminescent Immuno Assay):

A semelhanca do CLIA, este ensaio também pode ser competitivo ou nao competitivo. A
diferenga relativamente a técnica CLIA, é que neste método a reagao de quimiluminescéncia
€ estimulada por uma corrente elétrica, levando a que ocorram reagdoes de oxidagao-

reducio, que resultam, entio, na produgio de luz.

e TRACE (Time Resolved Amplified Cryptate Emission):

Ensaio que se baseia na transferéncia de energia que ocorre entre dois fluorocromos, um
dador (n2o emissor) e um aceitador (emissor). O imunocomplexo formado com o antigénio
que se pretende pesquisar, promove a aproximagao do fluorocromo dador ao aceitador,
resultando na excitacao deste ultimo e a emissao de sinal de fluorescéncia. A intensidade de
fluorescéncia € diretamente proporcional a concentracdo do antigénio presente na

amostra.”®

e EMIT (Enzyme Multiplied Immunoassay Technique):

Este método é utilizado na monitorizacido de farmacos. Baseia-se num ensaio
imunoenzimatico homogéneo competitivo, no qual o analito a pesquisar, compete com um
farmaco andlogo marcado enzimaticamente, pela ligagdo ao mesmo anticorpo. A enzima
conjugada com o analogo ao ligar-se ao anticorpo fica inativa, impedindo-a de converter o
substrato. Desta forma a velocidade de formagao do produto é determinada
fotometricamente e comparada com a velocidade obtida com diferentes concentragoes
conhecidas do mesmo farmaco, obtendo-se assim a concentracido do fairmaco existente na

amostra.”)

e FEIA (Fluorometric Enzyme Immunoassay):

s

E uma técnica imunoenzimatica heterogénea niao competitiva, em que o anticorpo

secundario utilizado é marcado com uma enzima. Esta enzima hidrolisa o substrato



adicionado transformando-o num produto fluorescente. A intensidade de fluorescéncia é

proporcional & quantidade de analito presente na amostra.'”

e RIA (Radioimmunoassay) e IRMA (Immunoradiometric Assay):

Ensaios que utilizam radioisétopos (sendo o mais comum o '”’I) como marcadores. A
técnica de RIA baseia-se no imunoensaio competitivo, que utiliza um antigénio andlogo
marcado e a técnica de IRMA tem por principio o imunoensaio nao competitivo, que utiliza
um anticorpo secundario conjugado. A leitura da radiagao emitida, apos lavagem, é feita num
contador de radiagdo gamma, onde, a par da determinagao, é sempre realizada uma curva de
calibragcao com concentragoes conhecidas do analito em estudo.

Estes sao os métodos utilizados nas técnicas manuais, pelo que requerem cuidados e

atencio devido aos riscos inerentes a radiacio e volatilidade do iodo.""

e Nefelometria:

E a técnica analitica que mede a dispersio da luz que ocorre quando a energia radiante
atravessa uma solucao e colide com uma particula (neste caso um imunocomplexo),
resultando no espalhamento da luz em todas as dire¢oes. A intensidade da luz dispersa é

medida com um detetor em 4dngulo com o feixe de luz incidente.!?

Os equipamentos que executam as diferentes determinagoes nestes Setores sao

apresentados na tabela II:

Tabela Il: Equipamentos e principios utilizados nos Setores de Imunologia e Hormonologia do SPC.

Equipamento Técnica Analitos
Immulite CEA, AFP, (3,-Microglobulina, HCG, TPSA,
Imunoensaios de fPSA, TSH, ATG, Anticorpos anti-TPO, TG,
2000®Xpi da o EEEEE P
Quimioluminescéncia (CLIA) CAL, PRL, ACTH, IGFI, GH, A4-
Siemens™ Androstenediona, EPN, GAS e sHBG.
Advia Centaur
xp® d Imunoensaios de DHEA-SO,, Estradiol, FSH, Ferritina, iPTH,
a
P Quimioluminescéncia (CLIA) LH, Progesterona, 25-OH-DT e IgE total.
Siemens™
TPA, S100, CK-MB massa, Mioglobina,
Liaison® da Imunoensaios de Troponina |, Renina, BAP. Anticorpos: anti-
DiaSorin™ Quimioluminescéncia (CLIA) EBV, anti-Rubedla e anti-Toxoplasma gondii
(1gG e IgM).
® Imunoensaio de fluorescéncia por
Kryptor . N CA 15.3, CgA, NSE, PCT, Prolactina
Time- Resolved Amplified .
Brahms™ (monomérica) e SCC.

Cryptate Emission’ (TRACE)




Tabela II: Equipamentos e principios utilizados nos Setores de Imunologia e Hormonologia do SPC.

(Continuagio)

VIVA-E® da

Siemens™

Imunoensaio por ‘Enzyme-
Multiplied Immunoassay
Technique’ (EMIT)

Acido Valproico, Carbamazepina,
Digoxina, Fenobarbital, Fenitoina,

Vancomicina e Metotrexato.

Cobas e601
Analyzer® da Roche

Diagnostics™

Imunoensaios de
Electroquimioluminescéncia
(ECLIA)

CA 125, CA 19.9, CA 72.4, Cryfra 21.1,
ProGRP, Osteocalcina, HE-4, FT3, FT4,
T3,T4, Testosterona total, Cortisol,
Peptideo C, Insulina, Acido félico, NT
Pro-BNP, Trab’s e Vitamina B12.

BN-pro Spec® da

Siemens™

Nefelometria

al-Antitripsina, Cadeias leves livres K e
L, Fatores do complemento C3 e C4,
Haptoglobina, Imunoglobulinas (IgG, IgA,
IgM), hsPCR, Fator reumatdide,

Transferrina e Ceruloplasmina.

ImmunoCAp® da

ThermoScientific™

Imunoensaio de Fluorescéncia
Enzimatica (FEIA)

Anticorpos: anti-dsDNA, anti-MPO, anti-
PR3, anti-CCP, anti- 3,-Glicoproteina
(IgG e IgM), anti-cardiolipina (IgG e IgM),
anti-transglutaminase (IgG e IgA), anti-
gliadina deaminada (IgG e IgA) e CTD

screen.

Hydr‘asis® da Sebia™

Electroforese e Imunofixacao

Electroforese de hemoglobina,
Imunofixagao do soro, Pesquisa de
proteina de Bence Jones e

proteinograma sérico.

LKB Wallac 1272
Clini Gamma

Counter

Contador de radiagao gamma

Técnicas manuais com radioisétopos:
TEL, MTP, NMP, Aldosteronae 17 —
OH-P.

Para além das técnicas automaticas, efetuam-se também técnicas manuais. A tabela Ill

correlaciona o tipo de amostra, o analito e a técnica utilizada para a sua avaliagao.

Tabela IllI: Analitos avaliados por técnicas manuais.

‘ Amostra ‘ Analito Técnica
Aldosterona, Testosterona Livre, Estrona,

Soro RIA
17-OH-Progesterona, DHEA

Plasma Metanefrinas fracionadas RIA

Metanefrinas* RIA

Urina 24h Acido Vanilmandélico*, L
. ) B o Cromatografia de troca ionica

Acido 5-Hidroxiindolacético*

*Os contentores para a
metabolito.

colheita da amostra tém de conter acido cloridrico 6N para evitar degradagiao do




3.2. Marcadores Tumorais

Define-se como marcador tumoral, uma molécula de caracteristicas muito variaveis
produzida ou induzida pela célula neoplasica, que reflete o seu crescimento e/ou atividade e
que permite revelar a presenca, evolucio ou resposta terapéutica a um tumor maligno."?
Estes marcadores bioldgicos, apesar de poderem estar presentes no tumor, no sangue ou
noutros liquidos biolodgicos, podem também ser produzidos na auséncia de doenga maligna.
A sintese destas moléculas decorre da existéncia de tumor ou ocorre em células de tecido
normal que num processo de malignizacdo passam a produzi-la em maior quantidade,"* dai a
necessidade de estabelecer valores limite, designados de cut-off. Na auséncia de doenga
neoplasica, algumas patologias benignas e efeitos secundarios de tratamentos podem afetar
os tecidos produtores de marcadores tumorais, levando ao aumento destas moléculas e a
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falsos positivos.!'® Porém, também é possivel a ocorréncia de falsos negativos.

Os marcadores tumorais podem agrupar-se em:

I. Enzimas: Um aumento da atividade ou da massa de uma enzima nao é especifico ou
sensivel o bastante para ser utilizado para identificar o tipo de tumor ou o envolvimento
de um determinado 6rgao. As enzimas estao presentes em concentragoes muito maiores
dentro da célula e s3ao libertadas na circulacao sistémica como resultado da necrose
tumoral ou de uma mudanga na permeabilidade da membrana das células malignas.
Atividades aumentadas de enzimas também siao observadas no caso de obstrucao dos
ductos biliares ou pancredticos e na insuficiéncia renal.”) Um exemplo é a Enolase Neuro

Especifica (NSE).

2. Hormonas: O aumento de uma determinada hormona nao constitui diagnostico de um
tumor especifico, pois esta pode ser produzida em diferentes circunstincias.”?’ A
producao excessiva de hormonas pode ter duas causas possiveis, ou o tecido endocrino,
que normalmente a expressa, produz quantidades excessivas da hormona, ou a hormona
pode ser produzida num local distinto, por um tecido nao endocrino, que normalmente
nao a produz, designando-se sindrome de secregio ectopica. Um exemplo é a

Gonadotrofina Corionica Humana (HCG).

3. Antigénios Oncofetais: Estas proteinas siao produzidas durante a vida fetal. Estio

presentes em altas concentragdes no soro fetal, diminuindo apds o nascimento. Em
pacientes com cancro, estas podem reaparecer.”’ Um exemplo é a a-Feto-proteina

(AFP).



4. Citoqueratinas: As citoqueratinas compoem os filamentos intermédios do citoesqueleto

das células epiteliais,”) sejam estas normais ou tumorais, benignas ou malignas. Como

exemplo temos a citoqueratina 19, avaliada através do teste Cyfra 21.1.

5. Marcadores hidrocarbonados: Siao antigénios de superficie da célula tumoral ou

excretados pelas células tumorais. Estas moléculas sao clinicamente uteis como
marcadores tumorais e tendem a ser mais especificos do que outras naturalmente
secretadas, tais como enzimas e hormonas.”’ Um exemplo é o Antigénio hidrocarbonado

15.3 (CA 15.3).

A determinagao dos marcadores tumorais € um processo pouco invasivo e pouco
dispendioso, requerendo apenas uma colheita de sangue por pungao venosa ou de urina. A
sua quantificagdo pode efetuar-se no soro, plasma ou urina de 24 horas.

Estas determinagoes podem ser muito uteis, podendo auxiliar no diagnéstico e
estadiamento da doenca, na avaliagao a resposta terapéutica, na detegao de recidivas e no
prognéstico, e ainda auxiliar no desenvolvimento de novas modalidades terapéuticas.'¥ Para
monitorizar a eficacia terapéutica, o valor do marcador deve aumentar com a progressao
tumoral, diminuir com a regressao deste e nao se alterar na presenga de doenga estavel. Em
muitos casos, as concentragoes sanguineas dos marcadores tumorais refletem a atividade e o
volume tumoral.?’

Nao existe um marcador ideal. Para ser considerado como tal, este teria de reunir
caracteristicas como: detecao precoce de neoplasias ou recidivas, elevada especificidade e
sensibilidade, ser indetetavel em doengas benignas e em individuos saudaveis, ser especifico
de um orgao, correlacionar-se com o estadio ou massa tumoral, com a resposta terapéutica
e com o progndstico da doenga e ter um tempo de semi-vida curto, para assim permitir

r.% "3 Tudo isto por meio de uma anélise pouco

acompanhar a génese e evolugao do tumo
invasiva (sangue ou liquido biolégico) e econdmica.
Na Figura 3 estao representados alguns marcadores tumorais e o 6rgao a que

geralmente estao associados.



Cancer Tumor Markers
Diagram
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Figura 3: Diagrama de marcadores tumorais (Fonte:
http://www.screenoncancer.com/en/diagram_tumor_markers.html).

Seguidamente, descrevo de forma pormenorizada os marcadores tumorais mais

requisitados pelos clinicos, durante a minha permanéncia nestes Setores.

- Antigénio Carcinoembrionario (CEA):

O CEA é uma glicoproteina produzida pelas células da mucosa gastrintestinal.
Originalmente foi descrita como presente apenas em carcinomas gastrintestinais e no trato
digestivo fetal.'" A sua fungio biolégica nio estd bem definida, mas pensa-se ter fungdes no
reconhecimento intercelular e na adesao celular, potencializando a invasao e metastizagao,
tendo sido verificada uma relagao entre valores elevados do CEA e a presenga de metastases
do cancro colorretal.® ¥

Devido as concentragoes elevadas deste marcador tumoral em condigoes malignas e nao
malignas (lesoes inflamatorias) do trato gastrintestinal, em casos de hepatopatias, quistos
ovaricos, hipertiroidismo, infegdes, insuficiéncia renal e até situagoes associadas ao consumo
de tabaco, a quantificacio do CEA nio deve ser usada no diagndstico. E frequentemente
utilizado como marcador complementar, associado a outros marcadores mais especificos,
sendo encontrados niveis séricos elevados em carcinomas do pulmao, pancreas, trato biliar,

colo do Utero, ovario e mama. Em caso de duvida de malignidade deve-se realizar

monitorizacio continua.!* '



Este marcador pode ser utilizado no acompanhamento de doentes durante os
tratamentos de quimioterapia, na detecao de possiveis recidivas apos cirurgia e existéncia de

metastases.

- Antigénio hidrocarbonado 15.3 (CA 15.3):

O CA 153 é uma glicoproteina produzida pelas células epiteliais glandulares. E o
marcador tumoral, por exceléncia, do cancro da mama, pois € o mais sensivel e especifico
deste 6rgao. Este varia de acordo com o estadiamento clinico e a massa tumoral, sendo que,
o aumento de CA 15.3 correlaciona-se com a progressao da doenga e a diminuigdo com a
regressao da mesma.

Este marcador nao é util no rastreio, porque encontra-se elevado em muitas doengas
benignas, como hepatite croénica, tuberculose, sarcoidose e lUpus eritematoso sistémico.
Porém, é muito utilizado no diagndstico precoce de recidiva, precedendo os sinais clinicos
até 13 meses.”

Podem-se encontrar niveis elevados de CA 15.3 noutras neoplasias, como no cancro do

ovario, do pulmio, do colo do Utero, hepatocarcinoma e linfomas.!'* 'Y

- Antigénio hidrocarbonado 19.9 (CA 19.9):

7

E um antigénio de superficie celular sintetizado pelas células dos ductos pancredtico e

biliar. Associado ao CEA, pode auxiliar no estadiamento e monitorizagao da terapéutica do
cancro do pancreas e trato biliar. Também pode ter utilidade no carcinoma colorretal, em
tumores com metastizagao hepatica ou na vesicula biliar. Concentragoes elevadas de CA
19.9 discriminam o cancro pancreatico de doenga pancreatica benigna.

Atualmente, a maior aplicabilidade do CA 19.9 prende-se com a avaliagao da resposta a
quimioterapia do cancro do pancreas, ja que a utilizagio de métodos de imagem é muito
limitada para este fim.

Algumas doengas nao oncoldgicas, tais como, doengas hepaticas, pancreatites, doengas

inflamatérias intestinais e doencas autoimunes podem levar ao aumento do CA 19.9.¢)

- Antigénio do carcinoma das células escamosas (SCC):

O SCC é uma glicoproteina de superficie celular detetada nos epitélios escamosos.
Encontra-se fundamentalmente associado ao carcinoma das células escamosas do colo do
Utero, ao carcinoma epidermoide do pulmao e a tumores da cabega e pescogo. Embora nao

seja um marcador precoce destes carcinomas, € importante no acompanhamento e



monitorizagao da terapéutica, uma vez que existe uma boa correlagio entre o valor
estimado e o estadio da doenca.

Valores aumentados do SCC, podem estar associados a doengas ginecologicas benignas,
doengas dermatologicas (psoriase, eczemas), insuficiéncia renal croénica, infecoes pulmonares

e patologias hepaticas.("?

- Cyfra 21.1:

O Cyfra 21.1 é um teste utilizado como marcador tumoral em que sao usados dois
anticorpos monoclonais que reconhecem epitopos distintos dos fragmentos soluveis da
citoqueratina 19.(” Tem alta sensibilidade para carcinomas de células escamosas e é um fator
de prognéstico maligno no carcinoma das células escamosas do pulmio. E util no diagnéstico
diferencial entre NSCLC (“Non-small cell lung carcinoma”) e SCLC (“Small cell lung
carcinoma”), estando aumentado no NSCLC, e na monitorizagao do tratamento e evolugao
da doenca. Encontra-se também elevado no carcinoma da bexiga, colo do utero,!®
carcinoma da cabeca e pescogo.!?

Aumenta inespecificamente em algumas patologias benignas pulmonares, gastrintestinais,

ginecoldgicas, urolégicas, hepatopatias e na insuficiéncia renal.!'* '¥

- Antigénio hidrocarbonado 125 (CA 125):

O CA 125 é uma glicoproteina produzida, principalmente, por células tumorais do
ovario.'"” A sua principal funcio é a monitorizacio da resposta terapéutica e detegio
precoce de recidivas em caso de carcinoma epitelial do ovario, variando de acordo com o
tamanho e o estadiamento. Pode haver aumento dos niveis deste marcador entre dois meses
a um ano antes da evidéncia clinica. Este marcador varia com a idade e o ciclo vital. E muito
atil na diferenciagao entre doenga benigna e maligna em doentes com massas ovaricas
palpaveis.®)

Situagoes nao oncoldgicas podem, no entanto, levar ao aumento do CA 125, como

cirrose, quistos no ovario, endometriose, hepatite e pancreatite.'* ")

- Proteina 4 do epididimo humano (HE-4) e ROMA associado ao CA 125:

A HE-4 é uma proteina precursora da proteina E4, secretada no epididimo e pertence a
uma familia de inibidores de proteases envolvidas na fungao imunoldgica. O HE-4 esta
presente maioritariamente no trato genital feminino e masculino.'*'?

O gene que codifica a HE-4 encontra-se sobre expresso em carcinomas do ovario,

principalmente em carcinomas serosos e do endométrio, mas nio em tumores mucinosos."?
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Este marcador permite evitar alguns resultados falsos positivos inerentes a determinagao do
marcador CA 125.

Outro aspeto importante a considerar é a capacidade de HE-4 em predizer o estadio da
doenca e o envolvimento do miométrio."'?

A insuficiéncia renal leva a aumentos inespecificos do marcador HE-4.

Para uma melhor avaliacao do risco de carcinoma do ovario, aplica-se o ROMA (Risk of
Ovarian Malignancy Algorithm), um algoritmo que atenta o estado fértil e a relagao CAI125 e
HE-4. Na suspeita de malignidade, o marcador CAI25 nao é confiavel devido a baixa
sensibilidade em pacientes com cancro de ovario em estadio inicial e a baixa especificidade
em mulheres em idade fértil. O HE-4 isoladamente e em combinagaio com CAI25 no

ROMA, aumenta a sensibilidade na distingio de carcinoma do ovario de doenca benigna.!'”

- Gonadotrofina Coridnica Humana Total (HCG Total):

A gonadotrofina corionica humana é uma glicoproteina composta por duas subunidades,
uma d, partilhada por outras hormonas da hipdfise, como a hormona luteinizante (LH), a
hormona foliculo estimulante (FSH) e a hormona estimulante da tiréide (TSH) e uma f3,
especifica da HCG. Esta glicoproteina é secretada primitivamente pelo trofoblasto durante a
implantagao do blastocisto no endométrio. O trofoblasto da origem a placenta, que secreta
a HCG necessaria a manutengao da viabilidade do corpo liteo, que produz a progesterona
necessaria a supressao da maturagao de uma nova coorte de foliculos e viabilidade do
endométrio. A HCG esta elevada no periodo gestacional, dai a sua utilizagao nos testes de
gravidez."”

A HCG é um marcador tumoral trofoblastico, do tecido das células germinativas, pelo
que ¢é utilizada no diagnostico, monitorizagao e prognodstico de pacientes com tumores
germinativos do testiculo e ovario. Complementa a d-feto-proteina no diagnostico deste
tipo de tumores.!'¥

Pequenos aumentos de HCG sao descritos em tumores indiferenciados, principalmente
digestivos, mama, pulmao, rins e linfomas. A detecao de HCG na auséncia de gravidez deve
levar a suspeita da existéncia de um tumor maligno.!?

Podera haver aumentos deste marcador em situagoes benignas, como cirroses e Ulceras

duodenais.

- a-Feto-Proteina (AFP):

A AFP é uma proteina sérica fetal, semelhante a albumina, sintetizada pelo saco vitelino,

hepatocitos fetais e, em menor grau, pelos rins e trato gastrintestinal fetal. Esta é a proteina
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mais abundante no soro do feto e tem como fungao o transporte plasmatico e manutengao
da pressao oncotica. Esta atravessa a placenta e pode ser encontrada em altas concentragoes
no soro das gestantes, atingindo valores 20 a 30 vezes superior ao normal num adulto.® A
sua concentragao decresce rapidamente até perto do nascimento.

A principal utilidade da AFP como marcador tumoral é no hepatocarcinoma, em que ¢
utilizada no diagnostico e monitorizagao deste tipo de tumor. A combinagao de AFP e
gonadotrofina corionica humana (HCG) é usada na classificagao e estadiamento de tumores
de células germinativas, tendo como principal utilidade a monitorizagao da terapéutica do
carcinoma de testiculo, sendo que, a sua presenca sugere persisténcia da doenca.!”
Concentragoes elevadas de AFP apos cirurgia podem indicar remogao incompleta do tumor
ou a presenca de metéstases.?

Aumentos moderados de AFP siao encontrados em neoplasias gastricas, sendo indicador
de mau prognéstico.

A concentracao de AFP aumenta frequentemente em condi¢oes hepaticas benignas,

como hepatopatias agudas ou crénicas, cirroses, hepatites e gravidez."”

- Antigénio Especifico da Prostata Total e livre (PSA e fPSA):

O PSA ¢ uma glicoproteina sintetizada pela glandula prostatica e secretada no limen dos
ductos prostaticos, estando presente em grandes concentragoes no liquido seminal, com a
funcio de fluidificar o sémen.®"

Este marcador na corrente sanguinea encontra-se sob duas formas: livre ou ligado,
formando complexos estaveis com dois inibidores extra-celulares de proteases, a a-
antiquimiotripsina e a 0-macroglobulina.*?

A avaliagao do PSA tem uma sensibilidade elevada na detegao do cancro da prostata mas
uma especificidade baixa (¢ um marcador especifico de 6rgao mas nao especifico da doenga,
podendo estar elevado em patologias benignas).®) Atualmente, a determinagido do PSA nas
andlises de rotina do homem com mais de 50 anos € uma realidade, nao sendo necessario o
paciente ja ter tido este carcinoma ou haver suspeita deste. O PSA é dos poucos
marcadores tumorais com interesse no rastreio de uma populagio previamente definida,
tendo um papel relevante no diagnodstico precoce desta patologia.

No caso de se encontrarem situagoes anormais, a combinagao da quantificagao do PSA
com o exame retal por ultrassonografia, pode constituir um melhor método de detegao de
tumor na prostata. A determinagao do PSA oferece varias vantagens sobre o toque retal ou
a ultrassonografia na dete¢ao do cancro da prostata, pois o resultado é quantitativo e obtido

independentemente da pericia do examinador, para além de ser melhor aceite pelos
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pacientes.'” Quando ha detecio precoce do tumor, este é potencialmente curavel com
prostatectomia radical. Também é importante na monitorizacio do tratamento e da
evolugao da doenga, e é um bom indicador do estadio tumoral. Apos prostatectomia radical,
o valor de PSA devera ser indetetavel. Nos casos de tratamento com radioterapia externa
ou braquiterapia, o valor considerado como normal é bem menor do que o da normalidade,
pois estes provocam a reducio do volume prostatico.'¥

Com o aumento da idade, ocorrem modificagdes no epitélio prostatico (hipertrofia
benigna da proéstata), que levam a aumentos do PSA na corrente sanguinea.?" 2 2% A
determinagao da relagao fPSA, PSA total (PSA livre/ PSA total) pode ajudar a diferenciar uma
situagao benigna como a hipertrofia benigna da prostata, de uma situagao maligna como o
carcinoma da préstata. Quanto menor for a razao, maior a probabilidade da existéncia de
carcinoma.®

Prostatites agudas ou cronicas, hiperplasia benigna da prostata, infe¢oes urinarias e uso
de algilia, podem levar a aumentos de PSA.'" Os valores deste marcador também sio

influenciados se a colheita nio preceder o exame retal, bidpsia ou massagem prostatica.*®

- Enolase Neuro Especifica (NSE):

A NSE é uma enzima glicolitica encontrada predominantemente no tecido neuronal e
nas células do sistema neuroendocrino. Existem vdrias isoenzimas compostas pela
combinagdo de trés sub-unidades (a, B, y), sendo a isoenzima Y-y especifica das células
neuroendocrinas e neurdnios.”” Os eritrécitos sio ricos na forma hibrida a-y, pelo que se
deve rejeitar as amostras hemolisadas antes da determinagao da NSE.

Concentragoes elevadas de NSE podem ser encontradas em tumores de origem
neuroendocrina, incluindo cancro de pequenas células do pulmao (SCLC), neuroblastoma,®®
feocromocitoma/paraganglioma, tumores endocrinos pancreaticos e melanoma.®

A NSE é o principal marcador tumoral usado no diagnostico diferencial entre SCLC e
outros tipos de carcinoma do pulmao. Este marcador é de grande utilidade na monitorizagao
dos tratamentos de quimioterapia, em que os valores séricos tendem a subir ou a baixar de
acordo com a resposta a terapia. Concentragoes elevadas de NSE estao associadas a pior
prognostico.?)

Podem-se observar casos de falsos positivos em doentes com pneumonia, choque

séptico, traumatismo craniano, trauma cerebral e insuficiéncia renal.!* 'Y



- Peptideo libertador da progastrina (ProGRP):

O peptideo libertador de gastrina (GRP) é importante na disseminagao metastatica, por
um mecanismo autocrino ou por interagio célula a célula.® Contudo, este apresenta um
tempo de semi-vida de apenas 2 minutos no sangue, o que dificulta a sua determinagao.
Assim sendo, é avaliada a presenca do seu precursor, o peptideo libertador da progastrina

@ O ProGRP apresenta uma

(ProGRP), que apresenta um tempo de semi-vida mais longo.
alta sensibilidade e especificidade para o cancro de pequenas células do pulmao (SCLC),
sendo adequado na distingao da doenga pulmonar benigna, carcinoma de nao pequenas
células do pulmao (NSCLC) e de cancro do pulmao nao metastizado. Esta distingao é de
grande relevancia, uma vez que a terapéutica a utilizar é também diferente. O diagnostico
diferencial dos noédulos pulmonares indeterminados pode ser melhorado através da
utilizagao de um painel de marcadores pulmonares complementares, como o Cyfra 21.1, o
SCC e a NSE.*” Por exemplo, a sensibilidade do peptideo libertador de gastrina é superior a
da NSE para o cancro de pequenas células do pulmao.®”

Também sao detetados aumentos do ProGRP em tumores neuroendocrinos.

A insuficiéncia renal, hepatopatias e derrames, podem levar a pequenos aumentos de

ProGRP.(®

- Antigénio hidrocarbonado 72.4 (CA 72.4):

O CA 724 é um antigénio glicoproteico mucinico, com elevada especificidade para
cancro, mas sem sensibilidade de érgao. No entanto, associado ao CEA, ¢ utilizado para o
diagnoéstico do cancro do colon, do estdbmago, do pancreas e do trato biliar.®" Em
combinagao com o CA 25, pode ser util no diagnostico diferencial de carcinoma do ovario.

Este marcador é muito especifico, permitindo a diferenciagao entre tumores malignos e
benignos, uma vez que surge em baixa percentagem em doengas benignas e noutras
neoplasias nio digestivas ou ovaricas, detetando-se assim poucos falsos positivos.!* ) E
utilizado no controlo de remissao e recidiva de carcinomas do trato gastrintestinal.

Ligeiros aumentos deste marcador podem ser encontrados em doentes que estejam sob

corticoterapia e terapéutica com inibidores da bomba de protoes. ¥

- Acido 5-hidroxindolacético (5-HIAA):

O 5-HIAA ¢ o principal metabolito da serotonina. Esta pode ser encontrada em muitos
locais do corpo, principalmente no trato gastrintestinal (células enterocromafins), cérebro,?®
e, em menor grau, na mucosa bronquica, trato biliar e gonadas, sendo o seu metabolito

excretado na urina. O 5-HIAA é determinado em amostras de urina de 24 horas combinadas
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com um aditivo acido (HCI 6N) mantendo o pH entre 5 e 6, para evitar a degradagao do
metabolito.
A serotonina sérica e o 5-HIAA urinario, sao os marcadores com maior desempenho no
diagnéstico de tumores carcinoides de células enterocromafins e de sindrome carcinéide.®®
E muito importante instruir os pacientes sobre as restricdes dietéticas a fazer, no
minimo trés dias antes da colheita, pois certos alimentos contém serotonina, como abacate,
ameixa, banana, beringela, picles, nozes e tomate. Também certos medicamentos sao

proibidos, uma vez que podem causar falsos positivos.?®*?

- Cromogranina A e B (CgA e CgB):

A cromogranina A é uma proteina presente em varios tecidos neuroendécrinos e é um
dos principais constituintes dos granulos secretores das células neuroendécrinas.®® Sio
exemplo de células produtoras de cromogranina, as células cromafins da medula supra-renal,
as células B do pancreas e as pequenas células do pulmao.?* > A sua concentracio
correlaciona-se nao s6 com o tamanho do tumor, mas também com a atividade biologica e
com a quantidade de vesiculas secretoras das células neuroendécrinas.®?

A CgA é o marcador de diferenciagao neuroendocrina mais usado na pratica clinica.
Encontram-se valores elevados nos feocromocitomas, tumores carcinoides gastricos,
carcinoma medular da tiroide, carcinoma do pancreas e carcinoma de pequenas células do
pulmao.'?

Este marcador apresenta como desvantagem uma baixa especificidade, pois uma série de
processos patoldgicos levam ao aumento da sua concentragao, o que muitas vezes limita a
sua utilizacdo. As causas mais comuns de falsos positivos sao a gastrite atrofica, o uso de
inibidores da bomba de protdes, de antagonistas dos recetores 2 da histamina e outros
farmacos supressores de acido, pois a falta de acido gastrico leva a hipergastrinémia,
estimulando assim as células enterocromafins, o que resulta num aumento da CgA. Para
evitar qualquer impacto sobre a andlise, a terapéutica com estes firmacos deve ser
descontinuada pelo menos 7 dias antes da determinagao. Também a insuficiéncia renal e a
colheita 30 ou 90 minutos apds refeicio podem levar ao aumento de CgA.®?

A semelhanca da CgA, a CgB esta presente nos grinulos cromafins das células
neuroendodcrinas. A sua quantificagao colmata as limitagoes da determinagao da CgA, que
sera negativa em situagoes de células neuroendodcrinas nao produtoras. Estas células podem
no entanto produzir e libertar CgB e estarem presentes em tumores neuroendocrinos como

feocromocitomas/paragangliomas. Para além disto, a CgB é menos influenciada pela

terapéutica.



- Proteinas S100:

As proteinas S100 pertencem a um grupo de proteinas acidicas intracelulares e fixadoras
de calcio. Sao componentes de células do sistema nervoso central, melandcitos, células de
Langerhans, musculo esquelético, miocardio e tecido renal. A sua fungao nao esta bem
definida, mas pensa-se que possam participar na divisao celular, na diferenciacio e na
manutengao do citoesqueleto intracelular na presenga de calcio.

A quantificagao destas proteinas ¢ indicada para diagnostico do melanoma metastizado e
a sua determinagao permite a monitorizagao terapéutica e avaliagao do prognostico.

Aumentos da SI00 podem estar associados a lesdes do sistema nervoso central,

insuficiéncia renal, hepatopatias, lesdes cutineas e doencas autoimunes. ¥

- B-2-Microglobulina (BMG):

A B-2-Microglobulina é uma glicoproteina de baixa massa molecular, identificada como
cadeia leve do complexo major de histocompatibilidade classe | (MHC-I). Esta presente em
todas as células nucleadas, abundantemente nos linfocitos, e em muitas células tumorais. A
sua fungdo esta relacionada com processos inflamatorios, mais concretamente com o
recrutamento e ativacio dos linfocitos T.2

Niveis elevados poderao ocorrer em doengas linfoproliferativas, tais como: mieloma

mdltiplo, leucemia linfocitica crénica ©°

e linfomas. A sua principal aplicagio é a
monitorizagao da terapéutica e da progressio da doenga em pacientes com mieloma
mdltiplo. Valores aumentados de BMG correlacionam-se com o volume tumoral.!**

Podem-se observar aumentos inespecificos deste marcador em casos de insuficiéncia
renal e em doengas autoimunes, como lUpus eritematoso sistémico, artrite reumatodide e no
Sindrome de Sjogren.®”

- Calcitonina:

A calcitonina € um polipeptideo produzido pelas células parafoliculares da tiréide. Em
conjunto com a paratormona, a calcitonina controla o metabolismo do cilcio e do fésforo
no organismo. Tem como principal fungao a inibicao da reabsorgao ossea, mediada pelos
Osteoblastos.!* ¥

A sua maior utilidade como marcador tumoral é no diagnostico e seguimento de doentes
com carcinoma medular da tirdide. Aumentos da calcitonina sao também encontrados em
varios tumores neuroendodcrinos e frequentemente em doengas mieloproliferativas. Os
niveis deste marcador estao relacionados com a extensao da doenga, com o volume tumoral

e com a presenca de metastases.®



Outras patologias nao tumorais podem gerar falsos positivos, como a insuficiéncia renal,
doengas pulmonares, pancreatite, hiperparatiroidismo, hipergastrinemia, anemia perniciosa e

também na gravidez. ¥

- Tiroglobulina (TG):

A tiroglobulina é uma iodoglicoproteina produzida pelas células foliculares da tiroide. A
tiroglobulina é a molécula precursora das iodotironinas T3 e T4. Existe uma relagao direta
entre a concentragao da tiroglobulina e a massa do tecido folicular presente, dai a
importancia da sua determinagao sérica. Qualquer patologia associada ao aumento da
atividade do tecido tiroideu leva a um aumento dos niveis séricos da TG. Como este
aumento ocorre em todas as patologias tiroideias, nao ha diferenciagao entre doenga
benigna e maligna. A sua mais valia é a monitorizacdo da existéncia e/ou progressao de
doenga, nos carcinomas diferenciados da tirdide, apods tiroidectomia total com ablagao do

I3I|

tecido remanescente por terapéutica com O valor pos-terapéutico devera ser inferior

ao limite de quantificagao da técnica, indiciando a nao existéncia de tecido tiroideu funcional.
E de salientar que a quantificacio de TG deve ser acompanhada da quantificacio de

(¥ uma vez que os auto-anticorpos

anticorpos anti-tiroglobulina para excluir falsos negativos,
podem interferir na determinagao da TG.
Qualquer patologia benigna que afete a tirdide provoca aumentos da TG, como as

tiroidites autoimunes, o bocio e a doenca de Basedow-Graves."?)

- Acido Vanilmandélico (VMA):

O acido Vanilmandélico é o principal catabolito urinario da adrenalina e da noradrenalina.
A sua determinagao auxilia o diagndstico de tumores secretores de catecolaminas, como
neuroblastomas, feocromocitomas ®” e melanoblastomas. Para uma recolha ideal de amostra
- urina de 24 horas - € necessario, cinco dias antes da quantificagao, suspender todos os
medicamentos contendo catecolaminas (broncodilatadores, descongestionantes nasais,
levodopa) ou inibidores da mono-amino-oxidase (IMAO). E prudente evitar, nos dois ou trés
dias precedentes, certos alimentos como a baunilha, o cha, o café e o chocolate, uma vez
que também podem originar falsos positivos.

Outros metabolitos das catecolaminas, metanefrina, normetanefrina e dacido

Homovanilico (HVA), podem ser avaliados em simultaneo.
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- Metanefrina, Normetanefrina Plasmaticas e Metanefrinas Urinarias:

Estas sao produtos do catabolismo das catecolaminas. A metanefrina é produto do
catabolismo da adrenalina e a normetanefrina da noradrenalina, sendo ambas convertidas,
posteriormente, em acido Vanilmandélico.

Estes metabolitos estao normalmente presentes em pequenas quantidades na urina,
aumentando durante e apos o organismo ser exposto a uma situagao de stress. Um aumento
consideravel da excrecao destes produtos ocorre em casos de feocromocitomas,
ganglioneuromas e outros tumores neurogénicos que produzem grandes quantidades de
catecolaminas, resultando num aumento dos seus metabolitos tanto na corrente sanguinea
como na urina.®)

A metanefrina e a normetanefrina sao quantificadas em amostras de plasma obtido a
partir de sangue colhido para tubo com EDTA tripotassico refrigerado e as metanefrinas

urinarias em urina de 24 horas.

No IPOCFG os marcadores tumorais sao requisitados de acordo com a origem da
neoplasia e a avaliagao clinica. Estes podem ser requeridos individualmente ou em associagao

de forma a fornecer um resultado mais completo, como apresento na tabela IV.

Tabela IV: Marcadores tumorais requisitados para as diferentes neoplasias.

Carcinomas Marcadores Tumores

Carcinoma da Mama CEAe CA |53
Cancro Colorretal CEAe CA 199
Carcinoma da Orofaringe CEA, SCC e Cyfra 21.1
Carcinoma do Ovario CA 125, HE-4, ROMA e CA 19.9
Carcinoma epitelial do Ovario CA 125, HE-4 e ROMA
Carcinoma mucinoso do Ovario CA 125e CA 199
Carcinoma do Colo do Utero CEA e SCC
Carcinoma do Endométrio CEA e CA 125
Carcinoma do Trofoblasto HCG total
Carcinoma do Testiculo AFP e HCG total
Carcinoma da Proéstata PSA e fPSA
Carcinoma do Pancreas CA 199
Hepatocarcinoma AFP
CEA, SCC, CA 153
Carcinoma de pequenas células do pulmao:
Carcinoma do Pulmio NSE e ProGRP
Carcinoma de nao pequenas células do
pulmao: Cyfra 21.1
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Tabela IV: Marcadores tumorais requisitados para as diferentes neoplasias. (Continuagio)

Carcinoma da Bexiga Cyfra 21.1
Carcinoma Gastrico CEA, CAI99e CA 724
Tumores Neuroendocrinos 5-HIAA, CgA, CgB e NSE
Melanoma metastizado S100
Doencas Linfoproliferativas BMG
Carcinoma Medular da Tiréide CEA e Calcitonina
Carcinoma Diferenciado da Tiroide TG
Feocromocitomas VMA, Metanefrina, Normetanefrina
plasmatica e Metanefrinas urinarias

Os valores de referéncia dos parametros avaliados nestes Setores encontram-se em

anexo (Anexo ).

3.3. Controlo de Qualidade

Todos os dias, durante a rotina laboratorial, é realizado o controlo de qualidade
interno da BioRad. Sao avaliados 2 niveis, um normal e um patolégico para cada parametro.
Nestes Setores ha possibilidade dos controlos de qualidade internos serem comparados e
consultados através de um software que armazena e trata estatisticamente os resultados
obtidos, mensalmente, por outros laboratérios que possuem os mesmos equipamentos e
utilizem os mesmos kits. Assim, € possivel avaliar o desempenho do laboratério e efetuar
medidas corretivas, como uma calibragao, caso se justifique.

O controlo de qualidade externo é realizado periodicamente. Estes Setores
participam em dois programas, o da Randox International Quality Assessment Scheme (RIQAS) e
o do Instituto Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge (INSA).

Para as técnicas manuais, o controlo apropriado é realizado em simultineo com as
amostras. Caso os resultados obtidos do controlo nao se encontrem dentro dos valores de
referéncia, é realizado novamente todo o procedimento, pois s6 com o controlo dentro dos

valores esperados € possivel a garantia do resultado.
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4. Setor de Hematologia

O Setor de Hematologia tem como responsavel a Dr® Joana Diamantino, e apresenta
como colaboradores um médico, um técnico superior de saude e trés técnicos de
diagnostico e terapéutica.

Este Setor, através das variadas abordagens analiticas que efetua, hemograma, estudo
da hemostase, velocidade de sedimentagao, identificagdo de células (imunofenotipagem),
estudos moleculares, estudo citologico (esfregaco de sangue periférico e medulograma) e
estudo citoquimico (coloragao de Perls), contribui de forma valiosa no diagnostico e na
avaliagdao da terapéutica implementada.

Os diversos parametros hematologicos sao determinados recorrendo a diferentes
tipos de amostras como sangue total (apos colheita por pungao venosa, colocado em tubo
com EDTA tripotassico), plasma pobre em plaquetas (obtido através da colheita de sangue
venoso para tubo contendo anticoagulante citrato trissédico e centrifugado a 3000 rpm
durante 10 minutos) e aspirados de medula dssea.

Para a realizagao destas analises sao utilizados os equipamentos apresentados na

tabela V.

Tabela V: Equipamentos utilizados no Setor de Hematologia do SPC do IPOCFG.

Equipamentos Descricao

Beckman Coulter® LH750 Analyzer Hemograma

BCL da AIifax® SPA Velocidade de sedimentagao

Aerospray®7l50 Hematology Slide Stainer
Cytocentrifuge da WESCOR®

ACL TOP® CTS 500 da Instrumentation

Coloragao de esfregagos

Hemostase
Laboratory
Cytomics FC 500 Beckman Coulter® Imunofenotipagem
GeneXpert® da Cepheid RT-PCR em tempo real
Microscopio otico Observagao de esfregagos

No seguimento deste capitulo, descrevo as analises mais requisitadas ao Setor de

Hematologia, durante a minha permanéncia.
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4.1. Hemograma

O hemograma é um exame complementar de diagnostico realizado em sangue total
colhido para tubo com o anticoagulante EDTA tripotassico que, na quantidade correta, nao

(41

provoca hemolise nem alteragées morfologicas das células.*" Pela formagio de complexos

irreversiveis com o calcio, o EDTA tripotassico impede a coagulagao e tem capacidade anti-

agregante plaquetar,™®

permitindo a analise quantitativa e qualitativa dos elementos celulares
do sangue: leucocitos, eritrocitos e plaquetas.

Como consequéncia da proépria patologia ou do tratamento a que os doentes sao
sujeitos, as células sanguineas podem sofrer alteragdes a nivel quantitativo ou morfoldgico,
tornando o hemograma fundamental no diagnostico e monitorizagao do estado de salde dos
pacientes.

No hemograma completo sao determinados varios parametros:

- Numero de leucocitos totais e contagem diferencial;
- NUmero de eritrocitos e indices eritrocitarios;

- Concentragao de hemoglobina;

- Numero de plaquetas e indices plaquetares.

Todas estas determinagoes sao efetuadas no autoanalisador Beckman Coulter®

LH750 Analyzer.

Para a contagem de células utiliza:

- Principio de COULTER (impedancia elétrica): Quando uma suspensao de células é

introduzida num campo elétrico, a passagem das células ira promover interrupgdes no sinal
elétrico. Esta alteracdo de sinal sera proporcional ao tamanho da célula e o nimero de
pulsos detetados sera indicativo do nimero de células. Este principio permite efetuar a
contagem de leucocitos, eritrocitos e plaquetas, sendo que para diferenciar eritrocitos de
plaquetas, o equipamento esta calibrado para dois intervalos de volume: um, entre 36-360 fL

para os globulos vermelhos e outro, entre 2-20 fL para as plaquetas.®’

- Tecnologia VCS (Volume, Condutivity and Scatter/ Volume, Condutividade e dispersao): Apos

a lise dos eritrocitos, uma suspensao de células atravessa um canal de fluxo, que s6 permite
a passagem de uma célula de cada vez. Neste canal de fluxo os leucdcitos sao avaliados
individualmente com base no seu volume, condutividade e dispersao de luz do laser

incidente. A detegdo destes trés parametros em simultaneo para cada leucécito, permite a
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obtencao de um grafico de distribuicao tridimensional, o Scattergrama (Figura 4), e da

férmula leucocitaria. Esta tecnologia é também utilizada para a contagem de reticulécitos.*”)

Figura 4: Imagem representativa do scattergrama, obtida durante o estagio.

4.1.1.LEUCOCITOS

e Contagem leucocitaria: Inclui o nimero de leucécitos por volume de sangue e o

leucograma, que discrimina a percentagem relativa dos diferentes tipos celulares que
constituem o numero total de leucocitos. Sempre que se justificar (presenga de alarmes
no autoanalisador, nimero elevado de células, avaliagio clinica e historia clinica do
doente), efetua-se a contagem diferencial por observagao do esfregaco de sangue ao
microscopio otico utilizando a coloragao de Wright-Giemsa. Na tabela VI estao

identificadas as diferentes populagoes leucocitarias e possiveis alteragoes de contagem.

Tabela VI: Identificagdo de células leucocitarias e alteragdes dos valores de contagem.

Leucocitos Imagem em ESP Alteraciao da contagem

Neutréfilos: células Neutropenia;

com nucleo lobulado e . Infecbes por virus (exemplo Hepatites),
cromatina densa (entre 3 ﬁ*
a 5 lobulos). Citoplasma 3

acidofilo contendo
granulos neutrdfilos.(#445) mielodisplasico e quimioterapia. (4647

intoxicagao por drogas, doengas

autoimunes, leucemias agudas, sindrome

Neutrofilia;
Figura 5: Imagem de um ’

esfregaco de sangue com Infecao bacteriana, administracao de fatores

um neutréfilo no centro, de crescimento, doenga mieloproliferativa.

obtida durante o estagio.
(46,47)
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Tabela VI: Identificagao de células leucocitarias e alteragdes dos valores de contagem. (Continuagio)

Linfocitos: células nucleadas,
geralmente pequenas e com
cromatina densa. Alta relacao
nucleo/citoplasma. Citoplasma
baséfilo com auséncia ou
presenca de granulos
azurofilos apenas na periferia

do citoplasma.“4

Figura 6: Imagem de
um esfregago de sangue
com um linfécito no
centro, obtida durante o
estagio.

Linfocitopenia;

Imunodeficiéncia.

Linfocitose;

Infegdes virais como sarampo, varicela e

mononucleose, situagdes de tosse
convulsa e em patologias
linfoproliferativas, como Leucemia

Linfocitica Croénica (LLC).¢4647

Monocitos: células com
nucleo grande nao lobulado e
de forma variavel, cromatina
fina e distribuida
uniformemente. Citoplasma
basodfilo de tamanho e forma
variavel, podendo ainda haver

presenca de vacuolos.9)

Figura 7: Imagem de
um esfregaco de sangue
com um monécito no
centro, obtida durante o
estagio.

Monocitose;

Infecoes provocadas por bactérias e
micobactérias (tuberculose) ou pelo
plasmodium falciparum, doengas

autoimunes e Leucemia Mielomonocitica
Cronica (LMMC).¢#647)

Eosinéfilo: células com
nucleo lobulado, cromatina
densa e citoplasma com
granulagoes eosindfilas

caracteristicas.(4

Figura 8: Imagem de
um esfregaco de sangue
com um eosindfilo no
centro, obtida durante o
estagio.

Eosinofilia;

Infegoes provocadas por helmintas,

reagoes alérgicas, intoxicagio por metais

pesados (chumbo).“#647)

Baséfilo: célula com nucleo
lobulado (entre 2 a 3 |obulos)
que tendem a sobrepor-se,
levando a uma cromatina
densa e irregular. Citoplasma
aciddfilo, com granulos
grandes que estao distribuidos
pelo citoplasma e sobrepostos

ao nucleo.(4¥

Figura 9: Imagem de
um esfregaco de sangue
com um basdfilo no
centro, obtida durante o
estagio.

Basofilia;
Reagoes alérgicas e Leucemia Mieloide

Cronica (LMC).¢647)

2

E importante salientar, que nem sempre as células se apresentam com as

caracteristicas principais, devendo-se analisar detalhadamente a forma e coloragao de todas

as estruturas celulares, de forma a fazer uma correta identificagao celular.

26



Para além das alteragoes quantitativas nos leucocitos, também podem ocorrer
alteragoes morfologicas. As alteragdes mais frequentes sao encontradas nos neutrofilos,

como apresentado na tabela VII.

Tabela VII: Alteragoes morfoldgicas dos neutrofilos.

Alteracoes

Imagem de ESP

Morfolégicas
Aparecimento  de  granulacao
basofila mais escura que o normal

no citoplasma, associada a infegoes

Granulaciao severas  efou  situagdes de

toxica intoxicagio.“

Figura 10: Imagem de um esfregaco
de sangue, onde se observa neutrofilos
com granulagdo toxica no centro.
(Fonte: (44))

Observados em situagdes de

infecoes severas elou

i intoxicagao.“!
Presenca de 3 ¢

vacuolos no

citoplasma .
Figura | I: Imagem de um esfregaco

de sangue, onde se observa neutrofilos

com vacuolos no citoplasma no centro.
(Fonte: (44))

Neutroéfilos com mais de 5 |6bulos,

- ocorre em situagcoes de anemias
Spe

Neutrofilos ?‘

hiperlobulados

megaloblasticas, infecoes
bacterianas ou transtornos

metabdlicos por intoxicagao.“)
Figura 12: Imagem de um esfregaco
de sangue com um neutrdfilo
hiperlobulado no centro, obtida
durante o estagio.

4.1.2.ERITROCITOS

Contagem eritrocitaria: Determina o nimero de eritrocitos por unidade de volume de

sangue (T/L).

Na tabela VIII é apresentado o eritrocito e as possiveis alteragoes de contagem.
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Tabela VIII: Eritrécito e alteragoes de contagem.

Imagem de ESP ‘ Alteracao na contagem
Eritrocito: célula Eritropenia;
anucleada com forma Anemias, disturbios medulares, doencas
arredondada e biconcava. renais.(#7)
A sua coloragio deriva Eritrocitose;
da presenca de Policitemia Vera, doengas pulmonares,
hemoglobina no seu Figura 13: Imagem de um tumores produtores de eritropoietina.*?)
interior.(449 esfregago de sangue com
eritrocitos, obtida durante o
estagio.

¢ Indices eritrocitarios:

- Volume Corpuscular Médio (VCM): corresponde ao volume médio dos eritrocitos

(fL). De acordo com o VCM é possivel classificar as anemias em normociticas (valores de
VCM dentro da normalidade), microciticas (o VCM encontra-se reduzido) e macrociticas

(quando o VCM esta elevado).***

- Hemoglobina Corpuscular Média (HCM): contelldo de hemoglobina presente, em

média por eritrocito (pg).

Permite o diagnodstico de anemias normocromicas (HCM dentro dos valores de

referéncia) e hipocromicas (HCM abaixo dos valores de referéncia). Parametro calculado a

partir de:“* %)

HCM= concentracio de hemoglobina (g/L)
n¢ eritrocitos (L)

- Concentracio de Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM): concentracao média
(46)

de hemoglobina por eritrocito (g/dL). A CHCM é calculada pela férmula:

CHCM (g/dL)= concentracdo de hemoglobina (g/dL) 100
hematdcrito (%)

- indice de dispersio do volume celular (RDW): corresponde a amplitude de

distribuicao do tamanho dos eritroécitos, ou seja, permite avaliar a anisocitose, considerando

o volume celular médio dos eritrocitos.“”
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Existem varios tipos de anemias com diferentes etiologias, mas se as caracterizarmos
de acordo com os parametros eritrocitarios VCM e HCM, obtém-se a classificagao

apresentada na tabela IX.

Tabela IX: Caracterizagao das anemias. (Fonte: (45))

Anemia Anemia
hipocrémica Normocromica Anemia Macrocitica
Microcitica Normocitica
VCM: <80 fL VCM: 80 — 96 fL

Classificacao

Morfolégica

VCM: > 96 fL
HCM: < 27 pg HCM: 27 — 33 pg
Algumas anemias -Anemia -Anemia nao
Sideropenia ] ] ]
hemoliticas megaloblastica: | megaloblastica:

- . Deficiéncia em ]
Talassémias Hemorragia aguda . Hepatopatias
vitamina B12

Causas Anemia n
] R Deficiéncia em "
sideroblastica Faléncia medular o . Alcool
o acido félico
congénita
Intoxicacao por | Anemias das doencas Anemia )
o o Medicamentos
chumbo cronicas perniciosa

As alteracoes nas proteinas da membrana ou no citoesqueleto dos eritrocitos,
podem estar na origem de patologias associadas a morfologia anormal do eritrocito, que
consequentemente afeta a vida média do eritrocito, repercutindo-se no transporte de
oxigénio aos tecidos. Durante o estagio observei algumas alteragoes morfoldgicas dos

eritrocitos que estao representadas na tabela X:

Tabela X: Alteragoes morfologicas dos eritrocitos.

Alteracoes morfolégicas Imagem ESP

Acantocito: eritrécito com  espiculas  dispostas

irregularmente  sobre a  superficie da  célula.
Frequentemente associado ao metabolismo anémalo dos
fosfolipidos ou a anomalias hereditarias nas proteinas da
membrana dos eritrocitos. Células  similares sao
encontradas em patologias hepaticas.(#4)

Figura 14: Imagem de um esfregaco de
sangue com acantocito, obtida durante o
estagio.
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Tabela X: Alteracoes morfologicas dos eritrocitos. (Continuagio)

Esquizécito: fragmentos eritrocitarios que se
encontram em muitas doengas sanguineas. Podem
resultar da perda de parte da membrana dos eritrocitos

normais.(*4)

Figura 15: Imagem de um esfregaco de
sangue com esquizocito no centro.
(Fonte: (44)).

Células em Alvo (Codocitos): apresentam-se como
células que possuem uma zona descorada em redor de
um ponto central corado, devendo-se esta caracteristica
a uma elevada relagdo superficie/volume celular.
Resultam, principalmente, de hepatopatias crénicas em

que as membranas celulares se encontram carregadas de
Figura 16: Imagem de um esfregaco de

sangue com codocitos, obtida
durante o estagio.

colesterol.(49)

Os eritrocitos, de uma forma geral, apresentam uma coloragao homogénea, mas por
vezes estes apresentam inclusdes. Durante o estagio tive oportunidade de observar algumas

inclusoes, que estao representadas na tabela XI.

Tabela XIl: Inclusdes eritrocitarias.

Inclusdes eritrocitarias Imagem do ESP

Pontuado basoéfilo: presenca de numerosos granulos
basofilicos, distribuidos por toda a célula, resultado da
precipitacio de ribossomas que ainda se encontram
presentes no eritrocito. Podem surgir em situagoes de
anemias hemoliticas, intoxicagées por metais pesados,
deficiéncias nutricionais e ainda uso de drogas

citotoxicas. (4 Figura 17: Imagem de um esfregaco de
sangue onde se observa um eritrécito
com pontuado baséfilo no centro.
(Fonte:(44)).

Policromasia: diferente coloragao de alguns eritrocitos
em relacao aos restantes, apresentando uma coloragao
ligeiramente mais azulada/acinzentada, na coloragao
Wright-Giemsa,  supostamente  representando  a
populagao de reticulocitos existentes na amostra. Ocorre
em situagdes de intensa atividade eritropoética ou
quando ha uma eritropoiese extra-medular.4 Figura 18: Imagem de um esfregaco de

sangue onde se observa policromasia,
obtida durante o estagio.
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Outras alteragdes dos eritrocitos, frequentemente encontradas nos esfregagos de

sangue periférico, estao representadas na tabela XII.

Tabela XIlI: Alteracdes eritrocitarias.

Outras alteracoes Imagem de ESP

Eritroblastos: células  nucleadas  precursoras de
eritrocitos que podem estar presentes no sangue
periféerico no decurso de grandes processos ‘

regenerativos eritrocitarios ou na infiltragaio medular.49)

Figura 19: Imagem de um esfregaco de
sangue com eritroblasto no centro, obtida
durante o estagio.

Fenébmeno de  Rouleaux: caracteriza-se pela
observagdo de eritrocitos em “pilha de moedas”.
Geralmente associado a situagcdes de aumento de
proteinas plasmadticas como as imunoglobulinas, que
levam a alteragoes da carga da superficie dos eritrocitos,

favorecendo a sua agregagao.(4
Figura 20: Imagem de um esfregaco de
sangue com fenémeno Rouleaux no

centro, obtida durante o estagio.

Concentracao de Hemoglobina (HGB): consiste na avaliagao de hemoglobina por
unidade de volume (g/dL).

A hemoglobina é uma proteina dotada de uma coloragao forte que permite a sua
quantificagao por métodos espetrofotométricos. No Setor de Hematologia a concentragao
de hemoglobina é obtida, apos oxidagao da hemoglobina a cianometahemoglobina, por
medida da absorvancia a 525 nanometros.

O seu valor de referéncia varia de acordo com a idade, género e localizagao
geogrifica (altitude).

Este parametro é normalmente utilizado no diagnostico e seguimento de anemias.

Hematoécrito (HTC): o hematdcrito é a relagao entre o volume dos eritrécitos e o
volume de sangue total (v/v). No LH 750, o hematocrito é obtido a partir da formula de
Winthrobe:*

HTC= VCM (10° pl)x RBC (10¢/pl)x 100
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4.1.3.PLAQUETAS

o Contagem plaquetar: Determina o nimero de plaquetas por unidade de volume de

sangue. A tabela XIIl caracteriza as plaquetas e as possiveis alteragoes de contagem.

Tabela XIllI: Plaquetas e possiveis alteragdes na contagem.

Imagem de ESP Alteracao na contagem

Plaquetas: fragmentos do Trombocitopenia;

citoplasma de Terapia com heparina,

megacariocitos. Apesentam trombocitopenia idiopatica,

tamanho pequeno (2 — 20 alcoolismo cronico, infegoes virais,

fL) e forma irregular. neoplasias e deficiéncia em

Presenca de granulos finos vitaminas. 6. 47)

no interior, que podem Figura 21: Imagem de um Trombocitose;

estar dispersos ou esfregaco de sangue com uma | paghosta a diversos tumores,

. plaqueta no centro, obtida

centralizados.(*9 durante o estago. inflamagoes cronicas, trombocitémia

essencial. (46.47)

Quando uma amostra evidencia trombocitopenia severa e/ou a contagem de
plaquetas nao se encontra de acordo com o histérico do doente, é necessario efetuar uma
avaliagado macroscopica, no sentido de excluir a presenca de coagulos. Se necessario é
efetuado esfregaco de sangue periférico para pesquisar ao microscopio ético a presenga de
agregados de plaquetas (Figura 22). Apods esta avaliagao pode ser necessario a repeticao de

colheita.

Figura 22: Imagem de um esfregaco de sangue com agregado de plaquetas no centro,
obtida durante o estagio.

- Indice de dispersdo do volume plaquetar e volume plaquetar: Corresponde a

amplitude de distribuicao do tamanho das plaquetas, baseado no desvio padrao do volume
plaquetar.”” Permite suspeitar de anisocitose plaquetar. No entanto, é necessario verificar a
presenca de plaquetas gigantes (Figura 23) e outras caracteristicas plaquetares, através da

observagao do esfregago do sangue periférico.
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Figura 23: Imagem de um esfregago com plaqueta gigante no centro,
obtida durante o estagio.

4.1.4.RETICULOCITOS

Contagem de Reticulécitos: Os reticulécitos, células precursoras dos eritrocitos, tém
caracteristicas semelhantes a célula madura, mas com RNA remanescente no citoplasma. O
seu numero aumenta quando a produgao medular de globulos vermelhos aumenta. A sua
contagem €& muito util para distinguir situagoes hipoproliferativas e hiperproliferativas. A
contagem dos reticulocitos pode ser feita de modo automatico pelo Beckman Coulter® LH

750 ou de forma manual através da observagao do esfregaco de sangue, apos coloragao
supravital com azul brilhante de cresil, e contagem do numero de reticulécitos em 1000
glébulos vermelhos.

A contagem de reticuldcitos permite avaliar a existéncia de uma eritropoiese
eficaz.®

A tabela XIV caracteriza os reticulocitos e as possiveis alteragoes de contagem.

Tabela XIV: Reticulécitos e possiveis alteragoes na contagem.

Imagem de ESP Alteracao na contagem ‘

Reticulocitos: célula Reticulocitopenia;

anucleada, com citoplasma Supressao da medula 6ssea.

policromatdfilo. Precursores & Reticulocitose;

imediatos dos eritrocitos.9) n G Anemia hemolitica.

&

Figura 24: Imagem de um esfregaco
de sangue com reticulocitos.
(Fonte: (44)).
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4.2. Citologia

4.2.1.Esfregaco de Sangue Periférico: Consiste na formagio de uma fina pelicula
de sangue, realizado manualmente (Figura 25), sob uma lamina, de modo a permitir a
observagao ao microscépio 6tico, sem sobreposicao de células. Apds secagem do esfregago,
as laminas sao coradas de forma automatica utilizando a citocentrifuga Aerospray® de

Wescor, com coloragao de Wright-Giemsa.

Posteriormente, o esfregaco é observado ao microscopio 6tico, na objetiva de 100x,
na zona intermédia do ESP, onde as células se encontram relativamente afastadas entre si, e
sao contadas 100 células pela técnica zig-zag.

O estudo citologico por observacao do ESP é frequentemente realizado no SPC. Esta
avaliagao é realizada sempre que solicitado pelo clinico, mas também para diagnéstico ou
seguimento de pacientes com sindrome mielodisplasicos ou mieloproliferativos, com
leucemia linfoide cronica ou com infiltragao por células de linfoma. Os resultados fornecidos
pelo autoanalisador, por vezes podem ser sugestivos para a realizagao de ESP, como forma
de confirmagao dos resultados, exemplo disso sio hemogramas com neutrofilia elevada e
citopénias (leucocitopénias e/ou trombocitopénias) e histograma suspeito.

Esta é uma ferramenta muito Util, pois permite a contagem diferencial de leucocitos,
observagao da morfologia de todas as linhagens sanguineas e identificacio de células
anormais ou alteragoes morfoldgicas significativas, que por métodos automaticos nao sao
detetadas, o que auxilia no diagndstico de diversas patologias.

No IPO, as células atipicas podem surgir em consequéncia das proprias patologias ou

como resultado dos tratamentos a que os doentes estao sujeitos.

Figura 25: Execucao de um esfregago de Sangue periférico. (Fonte: (47)).
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4.2.2.Medulograma: A medula éssea é o principal 6rgio hematopoiético, sendo

fundamental a maturagao das diferentes linhas celulares (eritroide, mieloide, linfoide e
plaquetar).

Os medulogramas sao, geralmente, realizados em situagoes de suspeita de leucemias
ou mieloma multiplo, esclarecimento de anemias, leucopenia ou trombocitopenia e avaliagao
dos depositos de ferro.

A amostra deve ser colhida para tubo com EDTA tripotassico. Os esfregacos de
medula éssea (Figura 26 A) sio corados utilizando a citocentrifuga Aerospray® de Wescor,
com coloragao de Wright-Giemsa (Figura 26 B), por forma a avaliar quantitativa e
qualitativamente as células presentes na medula 6ssea e com coloragao de Perls (Figura 26
C) - procedimento descrito no Anexo Il - para quantificar as reservas de ferro.

A observaciao do esfregaco de medula deve iniciar-se com baixa ampliagao (10x —
25x), avaliando os fragmentos de medula 6ssea e os megacariocitos. A observacgao das linhas

celulares e contagens devem ser efetuadas com ampliagao de 100x.

(A)

Figura 26: Esfregaco de medula 6ssea™® (A); Imagem obtida com coloragio Wright-Giemsa“®(B); Imagem
obtida com coloragio de Perls“®(C).

4.3. Velocidade de sedimentaciao (VS)

Os eritrocitos presentes numa amostra em repouso sedimentam de forma diferente
consoante a sua forma e concentragao de proteinas. Desta forma, a VS pode ser utilizada
para avaliar e seguir individuos com doenga inflamatoéria, pois esta € influenciada por
proteinas de fase aguda, como o fibrinogénio, as imunoglobulinas e pela forma dos

eritrocitos. Um aumento de proteinas diminui as forgas de repulsao entre os eritrocitos e
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consequentemente leva a uma aglutinagao mais facil e rapida dos mesmos (formagao de
Rouleaux).

Situagdes como infegcoes bacterianas ou virais, inflamagdes (exemplo artrite
reumatoide) e neoplasias, como mieloma multiplo, leucemias e linfomas, apresentam uma VS
aumentada, permitindo assim utilizar esta determinagao como controlo e monitorizagao do
tratamento. Doentes com patologias hereditiarias, como a drepanocitose, tém uma
sedimentagao mais rapida, pois as alteragcoes no formato dos eritrocitos favorecem a sua
sedimentagao. O mesmo em caso de macrocitose, que devido ao seu maior tamanho, facilita

.~ (45)
a deposi¢ao dos mesmos.

Em caso de insuficiéncia hepatica e carcinomas, que levem a uma incapacidade de
(46)

producao destas proteinas, ha uma diminuicao da velocidade de sedimentagao.

No SPC a velocidade de sedimentacao é realizada de forma automatica no BCL da
Alifax® SPA, com base no principio da fotometria de fluxo capilar (analise cinética). Neste
sistema, ocorre inicialmente uma homogeneizagao das amostras e os resultados sao obtidos
num intervalo de 20 segundos entre amostras.

Em casos de amostra insuficiente, recorre-se ao método de referéncia, de
Westergren. Segundo este método, a amostra & colocada numa coluna descartavel de
plastico, graduada em mm, disposta verticalmente. Ao fim de 60 minutos o resultado é
obtido macroscopicamente pela medicao da altura da coluna de sangue inicial sem
eritrécitos."

Ambas as técnicas fornecem o resultado em mm/h.

4.4. Imunofenotipagem - Citometria de Fluxo

O hemograma e o ESP fornecem dados importantes para o diagnostico clinico, mas
em casos em que ha suspeita de hemopatias, especialmente proliferativas, torna-se
necessario exames mais completos, como a imunofenotipagem.“”

O estudo imunofenotipico, por citometria de fluxo, baseia-se na identificacio de
proteinas presentes no citoplasma e nas membranas celulares, por meio da utilizagio de
anticorpos monoclonais especificos, conjugados com fluorocromos. No SPC os
fluorocromos utilizados sao: fluoresceina (FITC), ficoeritrina (PE), ficoeritrina “Texas Red”
(ECD), ficoeritrina 5.1 (PC5) e ficoeritrina 7 (PC7).

Um ndmero crescente de anticorpos monoclonais tém sido utilizados, permitindo

escolher os mais especificos para definir o tipo de célula proliferante e distinguir as

patologias linha mieloide ou linha linfoide.
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O diagnodstico de uma doenga maligna hematopoética, deve ser realizado utilizando
um painel de anticorpos monoclonais, adequadamente selecionados para a determinagao da
linhagem celular. A imunofenotipagem também nos permite determinar:

- Grau de diferenciagao celular (células maduras ou imaturas);
- Heterogeneidade da populagao tumoral;
- Expressao antigénica anormal nas populagoes celulares malignas;
- Presenca ou auséncia de clonalidade.®
As amostras analisadas sao:
- Sangue periférico colhido para tubo com EDTA tripotassico;
- Medula 6ssea colhida para tudo com EDTA tripotassico e, se necessario, efetuar diluigao
com PBS;
- Ganglios linfaticos excisados cirurgicamente, analisados apos maceragao e diluicio das
células em suspensao com PBS.

As informagoes fornecidas por esta técnica sao amplamente utilizadas no diagnostico,

pois permitem identificar as populagoes celulares, de forma rapida, sensivel e quantitativa,

orientando o clinico nas decisdes terapéuticas.®

4.5. Estudos Moleculares

Dos estudos moleculares efetuados no SPC, o mais frequentemente requerido é a
pesquisa do gene de fusao BCR-ABL, importante em doentes com Leucemia Mieloide
Croénica (LMC). A pesquisa é executada através do sistema automatizado Xpert BCR-ABL
Monitor, que consiste num ensaio real time-RT-PCR (real time — Transcriptase Reversa -
polimerase chain reaction).

A LMC é uma doenga mieloproliferativa, em que mais de 95% dos pacientes possuem
o cromossoma Philadelphia, que advém de uma translocagao reciproca do gene Abelson
(ABL) do brago longo do cromossoma 9 para o gene BCR (“Breakpoint cluster region”) do
brago longo do cromossoma 22, resultando num gene BCR-ABL de fusao. Este gene codifica
a proteina p210, uma tirosina cinase com atividade desregulada, que fosforila os residuos de
tirosina, levando a alteragao da fungao das proteinas e perda da capacidade de regulagao dos

ciclos celulares.®®
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4.6. Hemostase

A hemostase compreende uma série de processos fisiologicos cuja finalidade € a
reparagao de lesdes no sistema vascular permitindo a circulagio adequada de sangue. Um
conjunto de mecanismos atuam de modo integrado contribuindo para a rapida resolugao da
hemorragia, atuando localmente e de modo autolimitado, de forma a nao comprometer o
normal fluxo sanguineo. Apresenta trés componentes: células endoteliais (parede do vaso),
plaquetas e proteinas plasmaticas (fatores de coagulagao, inibidores da coagulacao e sistema
fibrinolitico).®" *?

As plaquetas estao implicadas numa resposta primaria a lesao ocorrida num vaso, de
forma a estancar a hemorragia. Estas vao atuar através da sua agregacao e adesao ao
endotélio, de modo a formar um tampao que vai permitir nao sé a paragem da hemorragia,
mas uma base sustentada para a formacgao posterior do coagulo. Também sao responsaveis
pela libertagio de fatores ativadores da cascata de coagulagao e libertagao de substincias
pré-coagulantes, através da sua desgranulagio.®?

A cascata de coagulagao in vitro, envolve proteinas ativadas consecutivamente

separadas em duas vias que culminam numa via comum (Figura 27).

Via extrinseca Via intrinseca
| |
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Figura 27: Cascata de coagulagao. (Fonte: Dasi M.A,, et al., Trombosis y Hemostasia. Sociedad Espanola
de Tombosis y Hemostasia. (2007), pp 59)

As amostras utilizadas para o estudo da hemostase, devem ser colhidas para um tubo
com citrato de sodio na proporgao de |:9 (anticoagulante: sangue). As amostras devem ser

centrifugadas a 3000 rpm, durante |0 minutos para se obter o plasma pobre em plaquetas.“”
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Os resultados dependem da qualidade da colheita e da amostra e do tempo decorrido entre

a colheita e a realizacao do estudo.
O estudo da hemostase é efetuado no ACL TOP® CTS 500 da Instrumentation

Laboratory. Seguidamente descrevo as provas de coagulagao mais requisitadas ao Setor de

Hematologia.

4.6.1. Tempo de Protrombina (TP): prova de coagulagdo usada para controlo da via

extrinseca da cascata da coagulagao (fator VIlI) e da via comum (fatores X, V, Il e
fibrinogénio). Esta prova de coagulagio consiste na adigdo de um reagente com
concentragao otima de tromboplastina (equivalente a tromboplastina tecidular) e calcio, a
amostra de plasma citratado.®"

Os resultados sao expressos sob a forma de tempo de formagao de codgulo, em
segundos, em percentagem e em INR, isto é, Razao Internacional Normalizada.
TP (doente) ™
TP (ccrntrcrlcr])

INR = (
O INR, foi introduzido pela Organizagao Mundial de Saude (OMS) na tentativa de
diminuir a discrepancia entre os resultados obtidos pelos diferentes tipos de testes que
avaliam o TP e é definido como a razao entre o TP do doente e o TP de um controlo,
elevado ao indice de sensibilidade internacional (ISl), valor atribuido a cada lote de reagente
ap6s comparagio com a tromboplastina padrio da OMS.*"
A determinagao do TP é requisitado pelos clinicos na avaliagao pré-operatoéria, no
despiste de alteragoes hereditarias da coagulagdo e na monitorizagao de doentes que

efetuem terapéutica com antagonistas de vitamina K, como a Varfarina, uma vez que a

vitamina K é fundamental para a atividade funcional dos fatores II, VII, IX e X.*

4.6.2.Tempo de Trombina (TT): prova de coagulagio que determina o tempo

necessario para a conversao do fibrinogénio em fibrina, pela adicio do reagente contendo
trombina.*" O tempo de coagulagdo, apés a adicdo de trombina ao plasma, é inversamente
proporcional a concentragao plasmatica de fibrinogénio. Na presenca de anticoagulantes,
como a heparina, e nas deficiéncias quantitativas ou qualitativas do fibrinogénio plasmatico, o

TT é superior.®"
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4.6.3.Tempo de Tromboplastina Parcialmente ativada (TTPa): Prova de

coagulagao usada para medir o tempo de coagulagao do plasma, depois da ativagao dos
fatores de contacto (sem adi¢ao do fator tecidular), indicando globalmente a eficacia da via
intrinseca (fatores XII, XI, IX, VIIl) e via comum (fatores X, V Il e fibrinogénio).®? Para esta
prova, utiliza-se um reagente que contém um agente que simula a superficie de contacto
(silica coloidal), fosfolipidos sintéticos e ides de calcio, que levam a ativagao da cascata da
coagulagao.

O TTPa é o método apropriado para investigar causas hemorragicas hereditarias,
como a hemofilia e para o controlo de doentes heparinizados (inibicio da formagao de
trombina).®"

No caso de o TTPa se encontrar alargado, é efetuado teste de mistura do plasma do
doente com plasma normal, na proporgao de I:1. Se o valor de TTPa corrigir, é sugestivo de
défice de fatores. Se se mantiver alargado, podemos estar na presenga de um inibidor da

cascata, nomeadamente o anticoagulante lUpico.

Na tabela XV estao indicadas as alteragdes mais comuns relativamente a hemostase.

Tabela XV: Alteragdes dos parametros da hemostase e condigbes clinicas mais vulgares.

(Fonte: adaptado (51))

TTPa anormal - Deficiéncia dos fatores VIII, IX, XI, Xl e pré-calicreina,

isoladamente - Anticoagulante-lUpico

TP anormal isoladamente Deficiéncia do fator VII

- Anticoagulantes
- Coagulagao intravascular disseminada,
TTPa e TP anormais - Deficiéncia na vitamina K
- Afibrinogenemias,

- Deficiéncia de fatores X, V e |

4.6.4.Anticoagulante Lupico (AL): O anticoagulante Llpico é um auto-anticorpo

dirigido contra proteinas e fosfolipidos da membrana. A sua presenca esta associada ao
aumento do tempo de TTPa nao corrigido no teste de mistura com plasma normal, que

contém todos os fatores necessarios a coagulagao. E uma situagao descrita em pacientes

com Lupus Eritematoso Sistémico.
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Para avaliagao do AL as amostras requerem um processamento especializado, para
garantir a auséncia total de contaminagao plaquetar. Assim, a amostra devera ser
centrifugada duas vezes a 3000 rpm, durante |10 minutos.

A detecao do AL no ACL TOP® CTS 500, consiste na determinacao do TTPa com

recurso a reagente de veneno de vibora de Russel diluido (dRVYV), para ensaio de screening e
com recurso a reagente dRVV enriquecido com fosfolipidos, para ensaio de confirmagao da
presenca do AL.®Y

A existéncia de AL também se encontra associada a um aumento de risco

trombatico, pois impede a agao dos inibidores naturais da cascata de coagulagao.

4.6.5.Fibrinogénio: A determinagio do fibrinogénio é efetuada pelo método de Clauss.

Segundo este método, o tempo de coagulagao é inversamente proporcional a concentragao
de fibrinogénio, quando se adiciona uma elevada concentragao de trombina ao plasma
citratado diluido em solugao tamponada.

O seu valor permite avaliar situagoes de doengas hepaticas, situagoes de inflamagao e
patologias relacionadas com a coagulagcdo. O seu aumento esta relacionado com o maior

risco de doencas cardiovasculares.®

4.6.6.D-Dimeros (DD): A presenca de D-Dimeros reflete o processo de destruicao do

coagulo de fibrina. Apos a fibrinodlise, por agao da plasmina, encontram-se em circulagao os
produtos de degradagao da fibrina que, posteriormente, serao eliminados pelo figado e pelo
sistema reticuloendotelial. De entre estes produtos, os D-Dimeros sao referenciados como
especifico da fibrindlise.

A sua detegao é executada de forma automatica no ACL TOP® CTS 500. Esta
determinagao baseia-se na aglutinagao de particulas de latex sensibilizadas com um anticorpo
monoclonal anti-DD, que nao reage com o fibrinogénio. A quantificacao é feita por
turbidimetria.

A determinacao de DD auxilia na avaliacao do risco de trombose e na monitorizacao
de terapéuticas tromboticas. As quantidades de DD podem aumentar em situagoes de

trombose venosa profunda, embolia pulmonar e tumores.®?

Os valores de referéncia das diferentes determinagoes efetuadas no Setor de

Hematologia do SPC do IPOCFG encontram-se em anexo (Anexo II).
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4.7. Controlo de Qualidade

Diariamente, é realizado o controlo de qualidade interno do hemograma, utilizando
trés niveis de controlo (um para valores baixos, outro para normais e outro para elevados).
Semanalmente é também realizado um controlo de contagem de particulas.

Para a hemostase, o controlo interno também é diario, mas utiliza apenas dois niveis
(valores normais e valores patologicos).

O controlo de qualidade externo segue as normas do RIQAS (Randox International
quality assessement scheme), com o processamento de uma amostra por més, e do INSA
(Instituto Nacional de Saide Dr. Ricardo Jorge), que consiste em quatro amostras para
processamento de hemograma e hemostase, e duas para reticuldcitos por ano. Neste
controlo, também ¢ avaliada a observagao de esfregagos em laminas (trés esfregagos, trés
vezes por ano).

Ainda, neste Setor, é realizado o controlo de qualidade externo da citometria de
fluxo. Este segue as normas do United Kingdom - National External Quality Assessment Service

(UK-NEQAS), recebendo 6 amostras por ano.
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5. Setor de Quimica Clinica

O Setor de Quimica Clinica tem como responsavel o Dr. Luis Nina e como
colaboradores um técnico superior de salde e quatro técnicos de diagndstico e terapéutica.

Também conhecido como Setor de Bioquimica, € neste que se realizam as
determinagdes de parametros bioquimicos diversos, nomeadamente ides, enzimas e
metabolitos que fornecem ao clinico informagoes fundamentais para a interpretagao do
funcionamento e da dinamica dos diferentes orgaos. Os principais 6rgaos monitorizados sao
o figado, rim, pancreas e coragao.

Para as diferentes determinagoes analiticas, a amostra mais frequente é o soro. Este é
obtido a partir de sangue total, colhido para tubo contendo esferas de poliestireno, que
aceleram a formagao e retragao do coagulo. Segue-se uma centrifugagcao a 3000 rpm durante
0 minutos e separagao do soro. No entanto, certas determinagoes, como a hemoglobina
glicosilada, sao realizadas em sangue total colhido para tubo com EDTA tripotassico. Urina,
LCR e outros fluidos biologicos, sao processados apos centrifugacao a 1500 rpm durante 10
minutos, de forma a obter uma amostra limpida.

Apos preparagao da amostra e correta etiquetagem, estas sao encaminhadas para os
diferentes autoanalisadores conforme os parametros requeridos para andlise. Os

autoanalisadores utilizados em Quimica Clinica estao referidos na tabela XVI.

Tabela XVI: Autoanalisadores existentes no Setor de Quimica Clinica do SPC do IPOCFG.

Equipamento Descricdo

ABL 800 FLEX da Radiometer®
Gasometro

Rapidiab® 1265 da Siemens™

Cobas® 6000 Analyser series HITACHI da Roche ) o L
Autoanalisador fotométrico/ potenciométrico

Diagnostics™

Cobas@5 c311 da Roche Diagnostics™ Autoanalisador fotométrico
Reﬂotron®Plus da Roche Diagnostics™ Analisador de quimica seca
Shimadzu Spectrophotometer UV-1800 Espectrofotometro
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5.1. Controlo de Qualidade

O controlo de qualidade interno é realizado diariamente, no inicio do dia, em cada
instrumento, com recurso a controlos comerciais, que devem apresentar todos os
parametros dentro dos valores de referéncia. O controlo utilizado tem dois niveis, um
normal e um patologico. O controlo interno pode ser repetido durante o dia, sempre que se
justifique.

Este Setor participa em dois programas de controlo de qualidade externo, um
nacional, do Instituto Nacional de saude Dr. Ricardo Jorge (INSA), que consiste num ciclo
anual de 6 ensaios e, um internacional, da Randox International Quality Assessment Scheme

(RIQAS), que compreende |2 amostras por ciclo anual.
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6. Setor de Microbiologia

O Setor de Microbiologia encontra-se sob a responsabilidade da Dr* Paula Gama e
possui como recursos humanos um técnico superior de saude e trés técnicos de diagnodstico
e terapéutica.

Neste Setor sao efetuados estudos bacteriologicos, micologicos, parasitoldgicos e
micobacteriolégicos em diversos tipos de amostras. As mais frequentes sao sangue, urina,
exsudatos, expetora¢oes e lavados bronquicos. Com menor regularidade sao analisadas
amostras como LCR e outros fluidos biologicos, fezes, escamas da pele e unhas e
dispositivos médicos como catéteres. As diferentes amostras requerem colheita, transporte
e processamento em condigoes de assepsia adequadas.

Este é o Setor que mais depende do técnico, desde o trabalho manual da sementeira
dos produtos, as coloragoes, realizacao de testes de sensibilidade aos antimicrobianos (TSA),
observagao de exames diretos (corados e a fresco) ao microscopio o6tico, observagao e
valorizacao das culturas.

Na tabela XVII sao apresentados os equipamentos do Setor de Microbiologia:

Tabela XVII: Equipamentos existentes no Setor de Microbiologia do SPC do IPOCFG.

Equipamento Descricdo

Incubacao e detegao de crescimento em
BD Bactec™ 9050 Blood Culture System
hemoculturas

Vitek®2 Compact 15 da bioMérieux™ Identificacao de microrganismos e TSA
Cobas® u411 da Roche Diagnostic™ Sumaria de urina tipo I
ATB Expression® da bioMérieux™ Identificagao de microrganismos e TSA
Camara de fluxo laminar Forma Scientific Manipulagao de amostras
® ) Pesquisa de toxinas de Clostridium difficile por PCR
GeneXpert~ da Cepheid
em tempo real
Estufas 25°C, 37°C e 42°C
Observacao de esfregacos de exames diretos a

Microscopio ético fresco e apos coloragao; bem como de sedimentos

urinarios
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6.1. Controlo de Qualidade

O controlo de qualidade interno é efetuado periodicamente com estirpes comerciais
conhecidas (American Type Culture Collection, ATCC), utilizando as técnicas da rotina para a
sua identificacao e TSA. O Setor efetua também controlo de qualidade externo, fornecido
pelo INSA. Sao executados, por ano, 4 ensaios bacteriologicos, 4 ensaios micologicos e 3
ensaios parasitologicos. Os resultados obtidos sao enviados ao INSA e depois comparados

com os esperados e obtidos por outros laboratérios participantes.

46



7. Casos clinicos

Apresento, neste capitulo, dois dos casos clinicos que mais despertaram o meu
interesse durante o estagio nesta instituicao. O primeiro caso clinico surgiu durante a minha
permanéncia no Setor de Imunologia e Hormonologia, destacando-se pelo estado avangado
de doenga a data do diagnostico. O segundo caso ocorreu aquando da minha colaboragao no
Setor de Hematologia e descrevo-o no presente relatério por se tratar de uma situagao

complexa onde se revelou de extrema importancia a experiéncia do técnico.

7.1. Caso clinico n°l

Homem, 70 anos de idade, deu entrada no servigo de urgéncia com queixas de dores
toracicas anteriores apos crise esternutatéria. Efetuaram radiografia ao térax com evidéncia
de uma fratura numa costela, patolégica. Foi também realizada radiografia ao cranio, onde se
detetaram lesoes liticas multifocais em “saca bocados”. O doente referia queixas de dores
osseas ha seis meses e letargia. Apresentava palidez evidente, febre e tosse. Foi encaminhado
para o IPOCFG, com suspeita de mieloma mdltiplo.

Nas tabelas XVIII, XIX e XX estao apresentadas as analises requeridas ao SPC do

IPOCFG e os respetivos resultados.

e Hematologia:

Tabela XVIII: Resultados de Hematologia — caso clinico n°l

Parametros Valores de referéncia Unidades

LEUCOCITOS 3.8 40-11.0 G/L
Neutrofilos 48.7 45-70 %
Linfocitos 374 20 -40 %
Monécitos 9.2 3—-10 %
Eosindfilos 4.2 | -5 %
Basofilos 0.5 0-2 %
ERITROCITOS 35 45-65 T/L
Hemoglobina 9.8 13-18 g/dL
Hematocrito 30.4 35-47 %
VCM 87 85 -95 fl
HCM 28 27 - 32 pg
CHCM 32.2 32-36 g/dL
RDW 14 I1.5-145 %
PLAQUETAS 143 150 — 450 G/L
VS 77 0-20 mm/h
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- Esfregaco de sangue periférico: presenca de células linfoplasmociticas (Figura 28 A) e

fenomeno de “Rouleaux” (Figura 28 B).

(A) (B)

Figura 28: Imagem de um esfregaco de sangue com célula linfoplasmocitica no cento (A); Imagem de um
esfregaco de sangue com fendmeno Rouleaux (B). Ambas as imagens foram obtidas durante o estagio.

e Quimica Clinica:

Tabela XIX: Resultados Bioquimica — caso clinico n°l

Parametros Resultados @ Valores de referéncia Unidades

Ureia 80 10 -50 mg/dL

Creatinina 4.2 05-12 mg/dL

Sodio 142 35— 150 mmol/L

Calcio total 1.5 8.6 —10.5 mg/dL
Proteinas totais 10.7 6.0-8.0 g/dL
Albumina 23 35-5 g/dL
Fosfatase Alcalina 158 <117 U/L
LDH 527 240 — 480 U/L

¢ Imunologia e Hormonologia:

Tabela XX: Resultados Imunologia e Hormonologia — caso clinico n°l

Parametros Resultados Valores de referéncia Unidades

B2-Microglobulina 3.00 <2.50 mg/L

- Electroforese de proteinas séricas: pico monoclonal IgG. (Figura 29 A)

- Imunofixacao sérica: bandas IgG K. (Figura 29 B)
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Figura 29: Eletroforese de proteinas (A); Imunofixagao sérica (B). Ambas as imagens foram obtidas durante
o estagio.

Relacdao Albumina/Globulinas <| (0.30)

- Pesquisa de proteina de Bence Jones: presenca de cadeias leves livres K com caracteristicas

de monoclonalidade. (Figura 30)

—
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Figura 30: Pesquisa de proteina de Bence Jones.
Imagem obtida durante o estagio.

¢ Microbiologia:

- Amostra: expetoragao.

- Gram: frequentes leucécitos, raras células epiteliais e diplococos Gram positivo

lanceolados;

- Exame cultura em gelose de sangue: colénias mucosas e a-hemolise;

- Identificacao por TSA: Streptococcus pneumoniae.

Face aos resultados obtidos, verificamos a existéncia de uma leucocitopenia

(Leucocitos= 3.8 G/L), acompanhada de uma anemia moderada (Hemoglobina= 9.8 g/dL)
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normocitica (VCM= 87 fl) e normocromica (HCM= 28 pg), e trombocitopenia ligeira
(Plaquetas= 143 G/L).

O aumento da velocidade de sedimentagao (VS= 77 mm/h) e a observagao do
fenomeno de Rouleaux no esfregago de sangue é uma consequéncia da hiperproteinémia,
pois esta ira facilitar a agregacao dos eritrocitos. Também no ESP é possivel identificar raras
células linfoplasmocitarias, o que esta de acordo com a suspeita de mieloma multiplo.

Na avaliagio dos resultados de Quimica Clinica, é evidente hipercalcemia e
hiperfosfatemia, que podem ser explicadas pela existéncia de lesoes osseas liticas, o que esta
de acordo com as radiografias efetuadas. O aumento dos valores de creatinina e ureia
séricos sao indicativos de uma fungao renal comprometida, possivelmente devido a danos
nos tubulos renais e na membrana basal glomerular, que, por sua vez, levam a perda de
proteina na urina, resultando numa diminui¢ao da albumina sérica.

A [B2-Microglobulina encontra-se elevada em pacientes com mieloma multiplo, sendo
mesmo utilizada para avaliar o estadiamento dos pacientes. Analisando os valores de [32-
Microglobulina e de albumina, podemos comprovar que o paciente se enquadra no
estadiamento Il da International Staging System.®”)

No proteinograma verifica-se a existéncia de um pico monoclonal na regiao das y
globulinas, com redugio da albumina e das a e [3 globulinas. Por isso, ha uma diminuigdo da
relagao albumina/globulinas (0.30), sendo considerado uma relagao normal valores
superiores a |. A imunofixagao sérica identificou este pico como correspondendo a bandas
IgG e inferindo caracteristicas de banda IgG K. A pesquisa de proteina de Bence Jones na
urina de 24 horas foi positiva.

O Streptococcus pneumoniae é uma bactéria oportunista que se encontra presente no
trato respiratorio da maioria dos adultos, sendo patogénica em doentes
imunocomprometidos. A presenga de leucocitos e raras células epiteliais no exame direto
corado pela técnica de Gram indica-nos que a amostra tem qualidade e nao apresenta

contaminagao por secregoes da orofaringe.

Perante estes resultados a principal suspeita de diagnostico € de mieloma multiplo.

Como tal, foi sugerido ao clinico a realizagao de medulograma e imunofenotipagem.

e Medulograma:
Para o diagnostico conclusivo de mieloma multiplo é necessaria a quantificagao de
plasmocitos na medula ossea (Figura 31), sendo obrigatoria a execu¢cao de medulograma.

Neste caso reportado, os plasmocitos representam 33% das células da medula 6éssea,
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evidenciando uma infiltragao por plasmocitos que estara na base das alteragoes nas restantes

linhas celulares.

Figura 31: Imagem de medulograma com presenga de
plasmocitos, obtida durante o estagio.

¢ Imunofenotipagem:

A imunofenotipagem permite estudar a natureza fenotipica dos plasmécitos e avaliar
a clonalidade destes através da caracterizagao das cadeias leves kappa e lambda das
imunoglobulinas intracitoplasmaticas.

Para a identificagao dos plasmocitos € essencial usar os anticorpos anti-CD38 e anti-

CD138.

Figura 32: Imunofenotipagem: Figura 33: Imunofenotipagem:
histograma de CD38/CD 1 38. Imagem histograma de cadeias Kappa/Lambda
obtida durante o estagio. intracitoplasmaticas Imagem obtida

durante o estagio.

Nas figuras 32 e 33 verificamos a presenga de células CD38 e CDI38 positivas,
imunofenotipagem tipica de plasmoécitos no mieloma multiplo e cadeias maioritariamente

kappa, o que vai de encontro ao obtido na eletroforese de proteinas e na imunofixagao.
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Assim foi confirmado o diagndstico de mieloma multiplo. O paciente mantém o
acompanhamento necessario em consulta de hematologia, tendo sido implementada

terapéutica.

7.2. Caso clinico n°2

Homem de 79 anos acompanhado no IPOCFG na sequéncia de uma Leucemia Linfocitica
Cronica (LLC). O paciente apresentava-se ictérico e com palidez mucocutanea. Admitiu uma
fraqueza severa e urina mais escura desde ha alguns dias. Analises requisitadas ao SPC e

respectivos resultados estao apresentados nas tabelas XXI e XXII.

¢ Hematologia:

Tabela XXI: Resultados Hematologia — caso clinico n°2

Parametros Resultados | Valores de referéncia Unidades
LEUCOCITOS 26.3 40-11.0 G/L
Neutrofilos 12.1 45-70 %
Linfocitos 86.2 20 - 40 %
Monbcitos 1.3 3-10 %
Eosindfilos 0.0 | -5 %

Basofilos 0.4 0-2 %
ERITROCITOS 4.0 45-6.5 T/L
Hemoglobina 1.6 13-18 g/dL
Hematoécrito 36 35-47 %
VCM 90 85-95 fl
HCM 29 27 - 32 Pg
CHCM 322 32-36 g/dL
RDW 16.7 [1.5-145 %
PLAQUETAS 137 150 - 450 G/L

- Esfregaco de sangue periférico: frequentes linfécitos maioritariamente pequenos, com

citoplasma escasso e nucleo com cromatina grumosa (Figura 34 A); algumas sombras

nucleares (Figura 34 B). Ligeira policromasia.
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(A) (B)

Figura 34: Imagem de um esfregago de sangue com linfocitose (A); Imagem de um esfregago de sangue com
sombras nucleares (B). Ambas as imagens foram obtida durante o estagio.

¢ Quimica Clinica:

Tabela XXII: Resultados Bioquimica — caso clinico n°2

Parametros Resultados Valores de referéncia Unidades

Ureia 33 10 -50 mg/dL

Creatinina 1.0 05-12 mg/dL

Bilirrubina Total 3.1 0-1.0 mg/dL

Bilirrubina Direta 0.2 0-0.25 mg/dL
Fosfatase Alcalina 69 <I17 U/L
Gama GT 23 Il - 49 U/L
Albumina 44 35-5 g/dL
LDH 400 240 — 480 U/L

Ao analisar o hemograma verifica-se a existéncia de uma leucocitose (Leucocitos=
26.3 G/L) com linfocitose absoluta (Linfocitos= 22.67 g/dL), o que vai de encontro ao
diagnostico ja conhecido de LLC.

A diminuicado do numero de glébulos vermelhos (Eritrécitos= 4.0 T/L) e da
hemoglobina (Hemoglobina= |1.6 g/dL) correspondem a uma anemia ligeira e a avaliagao
plaquetar a uma ligeira trombocitopenia. Estas alteragoes sugerem uma ocupagao medular
por parte dos linfocitos como consequéncia da LLC.

Na observagao do ESP, observa-se a presenca de frequentes linfocitos
maioritariamente pequenos, com citoplasma escasso e com cromatina nuclear grumosa;
algumas sombras nucleares, provavelmente resultantes da lise dos linfocitos maduros e ainda
policromasia.

Na avaliagdo bioquimica, verifica-se a existéncia de uma bilirrubina total elevada (3.1
mg/dL), a custa da bilirrubina indireta, nao havendo alteragoes dos restantes parametros da
funcao hepatica. A presenga de urina acastanhada pode ser consequéncia do aumento da
bilirrubina nao conjugada.

A observagao de policromasia no esfregaco de sangue periférico e a

hiperbilirrubinémia sao sugestivas de anemia hemolitica. Como tal, efetuou-se a contagem
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reticulocitaria, obtendo-se o valor de 18,43%. Isto indica-nos que estamos perante uma
medula responsiva, como forma de compensar a anemia.

O desenvolvimento de auto-anticorpos dirigidos contra células hematopoiéticas,
ocorre em aproximadamente 10% a 25% de pacientes com LLC.®® Assim sendo, solicitou-se
os resultados do teste de Coombs direto ao servico de Imunoterapia, onde se verificou a
existéncia de auto-anticorpos reativos para uma proteina membranar eritrocitaria,
confirmando assim o diagnéstico de anemia hemolitica autoimune num doente com LLC ja
diagnosticada. O doente mantém seguimento na consulta de hematologia e fara tratamento

de suporte e quimioterapia quando necessario.
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8. Conclusao

Apesar de ser licenciada numa area vocacionada para a investigagao, sentia
necessidade da minha formagao ter uma componente mais clinica, como as Analises Clinicas.
O plano curricular do Mestrado em Analises Clinicas despertou o meu interesse, uma vez
que abrange areas essenciais, por forma a fornecer as bases suficientes para a realizagao do
estagio nas quatro valéncias, formando assim bons profissionais.

Durante o estagio no SPC do IPOCFG foi possivel consolidar e adquirir novos
conhecimentos. Neste servi¢o a formagao é muito valorizada, e todos os profissionais estao
dispostos a transmitir os seus conhecimentos, para que o estagio seja o mais enriquecedor
possivel e a tornar cada aluno auténomo e capaz de resolver imprevistos possiveis de
ocorrer no quotidiano de um laboratorio. Esta foi, sem divida, uma experiéncia muito
enriquecedora, pois demonstrou-me a grande responsabilidade necessaria para estar num
laboratério de Analises Clinicas, assim como a relevincia de uma constante atualizagdo e
consolidagao de conhecimentos, de forma a interligar as diversas areas clinicas. Tive
oportunidade de acompanhar o controlo de qualidade, interno e externo, dos diferentes
Setores e compreender as agoes a tomar em caso de alguma anomalia dos resultados
esperados, por forma a fornecer um resultado fiavel.

Este relatorio corresponde a uma infima parte do que aprendi durante este estagio,
pois para além do conhecimento tedrico e pratico, também evolui a nivel pessoal. Aqui
aprendi a trabalhar em equipa, a ter iniciativa, a participar ativa e criticamente na tomada de

decisoes.
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Anexo l.Imunologia e Hormonologia

e Valores de referéncia:

Marcador Tumoral Valor de referéncia Unidades

Nao fumador: < 3.4

CEA ng/mL
Fumador: = 5.2
CA 153 <35.0 U/mL
CA 125 <35.0 Ul/mL
SCC <15 ng/mL
CA 19.9 <370 U/mL
CA 724 <69 U/mL
AFP <50 Ul/mL
Cyfra 21.1 <33 ng/mL
NSE <125 pg/L
BMG <250 mg/L
HCG total <5.0 mUI/mL
PSA total <40 pg/mL
PSA livre Risco elevado de CAP: < 10% o
Risco reduzido de CAP: =2 25%
40 anos: <70
HE.4 40 — 50 anos: < 100 omoL/L

50 — 65 anos: <125
>65 anos: < 150

TG Com tirdide: < 55.0 pg/mL
CgA 19.4 —98.1 nmol/L
CgB <21 nmol/L

S100 <0.15 pg/L
Calcitonina Mulher: =15 pg/mL

Homem: < 18.2

ProGRP < 84.0 pg/mL
Acido Vanilmandélico <13.6 mg/ 24h
Metanefrinas plasmaticas <65.0 pg/mL
Normetanefrinas plasmaticas < 196.0 pg/mL
Metanefrinas Urinarias < 350.0 pg/ 24h
Acido 5-Hidroxiindolacético 2.0-6.0 mg/ 24h
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Anexo Il. Hematologia

e Valores de referéncia:

HEMOGRAMA
Leucocitos 40-11.0 G/L
Neutrofilos 45-170 %
Linfocitos 20-40 %
Monocitos 3-10 %
Eosinofilos | —5% %
Basofilos 0-2% %
Eritrocitos Mulher: 0~ 5 T/L
Homem: 4.5 — 6.5
Hemoglobina Mulher: 12 - 16 g/dL
Homem: 13— 18
Hematocrito 35-47 %
VCM 85-95 fL
HCM 27 - 32 pg
CHCM 32 -36 g/dL
RDW [1.5-14.5 %
Plaquetas 150 — 450 G/L
Reticulécitos 05-1.5 %
HEMOSTASE
Tempo de protrombina 11.3+3 Segundos
INR <l1.2
TTPa 28.0+6 Segundos
TT 1343 Segundos
Fibrinogénio 200 — 400 mg/dL
D-Dimeros <278 ng/mL
\A) 0-20 mm/h

e Coloracao de Perls:

Lavar com agua desionizada;

A wpNn —

Passar por agua desionizada e deixar secar ao ar.
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Colocar sob os esfregacos de medula 6ssea fixados com solugdo de metanol puro;

Adicionar solugdo de ferrocianeto de potassio e acido cloridrico, durante 10 minutos;

Efetuar contracoloragao com solugao de pararrosanilina, durante 5 minutos;






