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Resumo

A Leucemia mieloide crénica (LMC) é uma neoplasia mieloproliferativa, com origem
monoclonal numa stem cell hematopoiética pluripotente. Deve-se a uma translocagéo
reciproca entre o cromossoma 9 e 22, com formacao do cromossoma Filadélfia (Ph). Desta
translocacgdo resulta 0 oncogene BCR-ABL1, que leva a expresséo da proteina tirosina
cinase BCR-ABL1 responsavel pela elevada atividade mielopoiética e alteracao no normal
funcionamento destas células.

A prevaléncia é mais elevada nos adultos, com uma ligeira predominancia no género
masculino (1,4:1), sendo rara nas criangas. E habitualmente diagnosticada na fase cronica,
em que os doentes sdo assintomaticos, apresentando alteracdes hematoldgicas e
bioguimicas caracteristicas. O doente apresenta leucocitose com precursores mieloides
imaturos, basofilia e hiato leucémico. E também frequente apresentarem anemia
normocrémica normocitica, alteracdo do niumero de plagquetas, aumento da desidrogenase
lactica e hepatoesplenomegalia.

Algumas patologias, como a reagao leucemoide e os sindromes mieloproliferativos,
tém uma apresentacao clinica e hematolégica semelhantes a LMC, tais como leucocitose,
trombocitose e hepatoesplenomegalia. O diagnostico diferencial é feito por estudos
citogenéticos, para pesquisa do cromossoma Ph.

A terapéutica de 12 linha pra a LMC, na fase cronica, inclui os inibidores de tirosina
cinase, como o imatinib, nilotinib, e dasatinib, que atuam por inibicdo da proteina de fuséo
BCR-ABL1. O tratamento deve ser monitorizado, para avaliar a resposta ao tratamento e
a evolucdo da doenca. O estudo analitico (3, 6, 12 e 18 meses de tratamento), inclui a
avaliacdo da resposta hematoldgica, citogenética e molecular.

A LMC pode progredir para uma fase acelerada da leucemia, mesmo estando o doente
em tratamento, que se caracteriza por reaparecimento de leucocitose com formas
mieloides imaturas, basofilia, esplenomegalia e apresentacdo de alteracbes
cromossomicas adicionais. Da fase acelerada pode ainda evoluir para a fase blastica, que
pode, no entanto, ter inicio em alguns dias a décadas apds o diagnéstico de LMC. A crise
blastica, com evolugéo para uma leucemia aguda, é caracterizada pelo aumento rapido do
namero de blastos (superior a 20%) e faléncia medular que resulta de uma proliferacdo
descontrolada de precursores, habitualmente mieloides, ndo acompanhada de
diferenciagcdo e maturacao.

Esta monografia pretende fazer uma revisdo atual dos conhecimentos sobre a
fisiopatologia da leucemia mieloide crdnica, as suas principais manifestagfes clinicas e o
seu diagnoéstico diferencial, bem como o seu progndstico e tratamento. Apresentam-se,
ainda, a titulo ilustrativo, alguns casos clinicos de LMC em diferentes fases.

Palavras-chave: Leucemia mieloide cronica, cromossoma Filadélfia, gene BCR-ABLL,
inibidores de tirosina cinase.
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Abstract

The Chronic myeloid leukaemia (CML) is a myeloproliferative neoplasia, with
monoclonal origin in a pluripotent hematopoietic stem cell. This disease occurs due to a
translocation between chromosome 9 and 22, forming the Philadelphia (Ph) chromosome.
From this translocation results the BCR-ABL1 oncogene that encodes a tyrosine cinase
protein, the BCR-ABL1, which is responsible for the high myelopoietic activity and the
alteration of the normal function of the hematopoietic cells.

CML affects, mostly, adults, with a slight predominance in the male gender (1,4:1),
being rare in children. Usually it's diagnosed in the chronic phase, where the patients are
asymptomatic, presenting biochemical and haematological changes. The patients present
leucocytosis with immature myeloid precursors, basophilia and leukemic hiatus. They also
present normochromic and normocytic anaemia, alteration in the platelets number, increase
in lactic dehydrogenase and hepatosplenomegaly.

Some diseases, like the leukemoid reaction and the myeloproliferative disorders, have
a clinical and haematological presentation similar to CML, like leucocytosis, thrombocytosis
and hepatosplenomegaly. The differential diagnosis is made by cytogenetic studies,
through search of Ph chromosome.

The first line of treatment for CML, in chronic phase, includes the tyrosine kinase
inhibitors, like imatinib, nilotinib and dasatinib, that act against the BCR-ABL1 protein. The
treatment should be monitored to assess response to treatment and disease progression.
The analytical study (at 3, 6, 12 and 18 months) include evaluation of haematological,
cytogenetic and molecular response.

CML can evolve to the accelerated phase, even when the patient is being treated, and
it's characterised by a reappearance of leucocytosis with immature myeloid precursors,
basophilia, splenomegaly and appearance of additional chromosomic alterations. From the
accelerated phase can evolve to the blastic phase, which may begin between a few days
and decades after the diagnosis of CML. The blastic crisis, with evolution to an acute
leukaemia, is characterised by the rapid increase in the number of blasts (over 20%) and
marrow failure, which results from an uncontrolled proliferation of precursors, usually
myeloid, without differentiation and maturation.

This work aims to present a current review of the state of art in pathophysiology of
chronic myeloid leukaemia, its main clinical features, differential diagnosis, prognosis and

treatment. It also presents some clinical cases of CML, in different phases.

Keywords: Chronic myeloid leukaemia, Philadelphia chromosome, BCR-ABL1 gene, tyrosine
kinase inhibitors.
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1. Introducao

A Leucemia Mieloide Croénica (LMC) é uma doenca monoclonal de células
hematopoiéticas pluripotentes, que se manifesta com extrema leucocitose, imaturidade

granulocitica e basofilia (Figura 1). Anemia e trombocitose sdo também frequentes (1).

A

: G&f
Sa

Figura 1 - Esfregaco sanguineo de um doente com leucemia mieloide crénica.

S

Ampliacdo: 1000x.
Figura adaptada de Bain, B. J. (2).

Em mais de 95% dos casos as células hematopoiéticas apresentam uma translocacao
reciproca entre o cromossoma 9 e 22, o que leva a um encurtamento do braco longo de
um dos cromossomas 22 (229-), denominado Cromossoma Filadélfia (Ph).

Em 1845 foram descritos, por Bennett e por Virchow, casos de cadaveres que
apresentavam esplenomegalia, anemia severa e leucocitose. Foram reportados
posteriormente mais casos, mas foi apenas em 1847 que Virchow introduziu, pela primeira
vez, a designacao de leucemia.

Em 1878, Neumann prop0s que a medula ndo so era o local de producao das células
sanguineas, mas também o local onde se originava a leucemia. Em 1960, Nowel e
Hungerford publicaram o caso de dois doentes com esta patologia, que aparentemente
apresentavam uma perda do braco longo do cromossoma 22.

Em 1973, Rowley mostrou que a aparente perda de material genético no cromossoma
22 se tratava de uma translocacao reciproca entre o cromossoma 9 e 22 (Figura 2) (1, 3-
5).
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Figura 2 - Cariotipo de um doente, do género feminino, com leucemia mieloide cronica.

Figura adaptada de Bain, B. J. (2).

Como resultado da translocacéo, da-se a fusdo do gene ABL1, do cromossoma 9, com
0 segmento BCR, no cromossoma 22. Estudos moleculares esclareceram que este gene
de fusdo codifica para a sintese de uma tirosina cinase ativa (BCR-ABL1), que é
responsavel pelas transformac¢des malignas observadas nesta leucemia (1).

A LMC é diagnosticada, habitualmente, na fase crénica, em que apresenta uma
elevada atividade de proliferacdo mieloide. Nao sendo tratada, pode progredir para a fase
acelerada em que a mielopoiese é cada vez menos eficaz, culminando com a evolucao

para a fase blastica (1, 3-5).

2. Epidemiologia

A incidéncia da LMC em paises desenvolvidos manteve-se constante durante a Gltima
década, tendo um valor de 1,6:100000/ano, com um predominio ligeiro no género

masculino (razdo homem/mulheres de 1,4:1) (Figura 3) (2).
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Figura 3 - Incidéncia da leucemia mieloide crénica segundo a idade e género.
Figura adaptada de Liesveld, J. L., et al. (1).

Na Figura 3 é possivel verificar um aumento exponencial da incidéncia de LMC desde
a adolescéncia até a velhice. E uma doenca mais frequente no adulto, sendo
frequentemente diagnosticada em individuos de 50-60 anos; nos paises em
desenvolvimento, € mais comum o diagnéstico em individuos de 30-40 anos.

A LMC representa cerca de 15% de todas as leucemias e 20% de todos os casos de
leucemia em adultos nas sociedades Ocidentais (1, 3, 5-7).

Existem também casos reportados de LMC em criancas, mas é uma condi¢cdo muito

rara, representando 2-3% das leucemias observadas em criancas e tem uma incidéncia de
0,6-1,2:100000 criangas/ano (8).

3. Etiologia

A LMC resulta da transformacdo maligna de uma célula da linha germinativa
hematopoiética, das stem cells mieloides, o que é evidenciado por i) alteragcbes na
eritropoiese, granulocitopoiese, monocitopoiese e trombocitopoiese na fase crénica da
LMC; ii) presenca do cromossoma Filadélfia nos eritroblastos, granuldcitos, macréfagos e

megacariocitos; iii) variacdo no breakpoint do cromossoma 22, entre diferentes doentes
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com LMC, contudo, no mesmo doente, verifica-se 0 mesmo breakpoint em todas as células
(Figura 4) (1).
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Figura 4 - Desenvolvimento da leucemia mieloide crénica (LMC). A LMC tem inicio numa stem cell
hematopoiética (HSC), onde se da a translocacdo (9;22) e formacdo do gene BCR-ABL1. Estas
células tém o poder de se autorrenovarem e de se dividirem e diferenciarem em diferentes tipos de
células, como na célula progenitora mieloide (CMP), que se diferencia no progenitor de granuldcitos
e macrofagos (GMP; progenitor dos granulécitos (G) e dos mondécitos (M)) e no progenitor de
eritrécitos e megacariocitos (MEP; progenitor dos eritrocitos (RBC) e dos megacariocitos (MEG),
produtor de plaquetas). As HSC ainda se podem diferenciar na célula progenitora linfoide (CLP),
que se diferencia em linfécitos B e linfocitos T. Durante a fase cronica da LMC (CML-CP), verifica-
se uma extrema granulocitose. Com a aquisi¢cdo de novas mutacdes, a LMC pode agravar-se,
progredindo para a fase blastica (CML-BP), podendo ser de origem mieloide (em, aproximadamente,
dois tercos dos casos) ou de origem linfoide (cerca de um ter¢o dos casos).

Figura adaptada de Ren., R. (9).

Esta stem cell apresenta alteragbes moleculares no cromossoma 22 (rearranjo no
gene BCR) com posterior fusdo da sua extremidade 5’ com a extremidade 3’ do gene ABL1
do cromossoma 9 (10). Esta fuséo leva a formacdo do gene quimérico BCR-ABL1 que
determina o inicio da fase crénica da LMC (11, 12).

Nos casos em que nao é possivel detetar o cromossoma Ph, o oncogene pode estar
localizado no cromossoma 9, a que se da o nome de “cromossoma Filadélfia mascarado”
(13).

A aquisicéo de outras alteragdes genéticas pode resultar no agravamento da doenga,

com progressao para a fase acelerada e/ou para transformacéo blastica (14).
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A exposicao a elevadas doses de radiacdo ionizante aumenta o risco de desenvolver
LMC.

Compostos quimicos, como o benzeno e agentes alquilantes, com reconhecida agéo
genotdxica, ndo sao causadores de LMC, possivelmente pela sua incapacidade de induzir
translocacdes especificas de cromossomas (1, 3).

3.1 Cromossoma Filadélfia

O cromossoma Filadelfia é resultado da translocacdo de material genético entre o
cromossoma 9 e o cromossoma 22, com quebras na posicdo 34 e na posicdo 11,
respetivamente (1(9;22)(q34;911); Figura 5).

Cromossomas normais Rutura dos cromossomas Cromossomas alterados
Cromossoma
alterado
Cromossoma 9
9 .
. Cromossoma |  Cromossoma
Cromossoma 9  Cromossoma alterado
22 a 22 22

| (Cromossoma
' ARS Filadélfia)

Figura 5 - Esquema da alterac@o cromossdmica que ocorre nos doentes com leucemia mieloide
cronica. A t(9;22) promove a justaposicdo dos genes do cromossoma 9 e 22, formando o
cromossoma Filadelfia.

Figura adaptada de Mayo Clinic (15).

A translocacéo leva a fuséo de dois genes, o gene ABL1, do cromossoma 9, e o gene
BCR, do cromossoma 22, resultando no oncogene BCR-ABL1 (10).

Nas células normais, o gene ABL1 codifica uma tirosina cinase, que se encontra
distribuida pelo nucleo e citoplasma da célula e é responsavel por traduzir sinais, para
regular a estrutura do citoesqueleto (9). O gene BCR codifica uma serina-treonina cinase
gue, quando oligomeriza, tem a capacidade de autofosforilacdo e de fosforilagdo de varias
proteinas (1). Na LMC, a justaposicdo dos genes BCR e ABL1 promove a autofosforilagéo
e ativacao constitutiva da propria proteina (16).

As quebras nos genes BCR e ABL1 ocorrem nos intrdes (Figura 6) (3).
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Figura 6 - Representacdo esquematica dos genes BCR e ABL1l. Os exdes encontram-se
numerados. Estao representados os trés principais breakpoint cluster regions e as zonas de rutura
no gene ABL1 (setas). Na parte inferior estdo representados os diferentes transcritos do gene de
fusdo BCR-ABL1.

Figura adaptada de Liesveld, J. L. et al. (1).

O gene ABL1 pode sofrer rutura em diferentes pontos, que podem variar de 15 a mais
de 40 kb a montante do primeiro exao - antes do exao Ib, apds o exao la ou entre os dois
(mais frequente) (1).

Relativamente ao gene BCR, as quebras localizam-se em 3 regifes distintas -
breakpoint cluster regions (bcr) (Tabela 1). Na maioria dos doentes com LMC, a rutura da-
se na regido major breakpoint cluster region (M-bcr), que abrange os exdes 12-16 e que
leva a formacéo dos transcritos de mRNA el4a2 ou el3a2 e que codifica uma proteina
com 210 kDa (p210BCRABLY) Em alguns casos de LMC (raros), a quebra da-se entre os
exfes e2’ e e2, denominado minor breakpoint cluster region (m-bcr), que leva a produgéo
do transcrito ela2 e que codifica uma proteina com 190 kDa (p190B8CR48LY) " associada,
normalmente, a leucemia linfoide aguda ou, em alguns casos, a LMC com monocitose,
semelhante a leucemia mielomonocitica crénica (LMMC). A rutura também pode ocorrer
na regido micro breakpoint cluster region (p-bcr), que leva a producdo de uma proteina
com 230 kDa (p2308CR-4BL1) " associada a leucemia neutrofilica crénica (LNC) ou a LMC

com trombocitose, assemelhando-se a trombocitemia essencial (TE) (1, 5, 17).
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Tabela 1 - Variantes moleculares da proteina BCR-ABL1 e doengas associadas.

Proteina Breakpoint Doenca associada
BCR-ABL1 Maioria dos casos sdo LMC
E200 M-ber Cerca de V5 dos casos sdo LLA Ph-positivas
A minoria dos casos s&o LMC, normalmente com monocitose
p190BCRABLL  m-ber Cerca de % dos casos sdo LLA Ph-positivas
Casos raros de LMA
LNC
LMC com trombocitose significativa

pzsoBCR—ABLl [J.'bCI'

LLA, leucemia linfoide aguda; LMA, leucemia mieloide aguda; LMC, leucemia mieloide crénica; LNC, leucemia
neutrofilica crénica; M-bcr, major breakpoint cluster region; m-bcr, minor breakpoint cluster region; Ph,
cromossoma Filadélfia; p-ber, micro breakpoint cluster region.

Tabela adaptada de Bain, B. J. (2).

A proteina BCR-ABL1, ao contrario do que acontece com a proteina ABL1, localiza-se
apenas no citoplasma, o que torna possivel a sua interagdo com varias moléculas,
especialmente proteinas envolvidas na sinalizacéo celular (Figura 7) (1). As principais vias
afetadas séo a via RAS (“Rat Sarcoma”), a via PI3K/AKT (“Phosphatidylinositol-3 kinase”)
e a via JAK/STAT (“Janus kinase/signal transducer and activator of transcription”),
responsaveis pelo controlo da proliferacao celular e apoptose (18). A alteracdo destas vias
leva ao aumento da proliferacdo das células mieloides, a perda de capacidade de adesao

das células na medula éssea e ao aumento do tempo de vida das mesmas (19).
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Figura 7 - Esquematizacdo simplificada das diferentes vias de sinalizacdo celular afetadas pela
proteina BCR-ABLL1. A proteina BCR-ABL1 atua direta ou indiretamente sobre inmeras proteinas
importantes para o normal funcionamento da célula, alterando diferentes vias de sinalizacéo celular.
As vias afetadas pela BCR-ABLL1 incluem a via RAS/MAP, a via PI3K/AKT e a via JAK/STAT,
responsaveis pela proliferagéo celular e apoptose. A desregulacdo destas vias leva a alteracdes no
crescimento e sobrevivéncia das células mieloides.

Figura adaptada de Hazlehurst, L. A. et al. (9).
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A via RAS é mediada por recetores de tirosina cinase e é responsavel pela proliferacao
celular, diferenciacao celular e pela apoptose, com varias proteinas a regular as diferentes
fases do ciclo celular. Encontra-se localizada na superficie interna da membrana, mediando
a transmissdo dos sinais dos recetores membranares para os fatores de transcricao
presentes no nucleo. A ativacdo constitutiva desta via nas células neoplasicas provoca a
desregulacdo dos fatores de transcricdo necessarios para o funcionamento normal da
célula (20).

Em células neoplasicas, a ativacao constitutiva da via PI3K/AKT resulta na inibicdo da
sinalizacéo antiapoptoética (21). A AKT regula os mecanismos antiapoptoticos, atuando em
proteinas como a BAD e CASPASE 9 (proteinas pré-apoptéticas). Quando a proteina BAD
sofre fosforilacdo, por acao da AKT, deixa de inibir a BCL2 (proteina antiapoptética); a
ativacao constitutiva da BAD anula, portanto, a sua capacidade de induzir apoptose. A acao
da AKT sobre a CASPASE 9 também inibe a apoptose, uma vez que esta ja ndo é capaz
de induzir a cascata das caspases (22).

A via JAK/STAT é composta pelas STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5A, STATSB
e STAT6. Nas células normais, a ativagdo da JAK2 leva a ativacdo das proteinas STAT
gue, quando ativadas, entram no nucleo onde alteram a expressao de genes, atuando, por
exemplo, ao nivel das proteinas BCL-X, e ciclinas D1 e D2 (12). Na LMC, a proteina BCR-
ABL parece atuar ao nivel da STAT5, determinando a sua ativacdo constitutiva. Esta
ativacao provoca um aumento da expressao das proteinas antiapoptéticas, como a BCL2,
MCL-1 e BCL-X,, e um aumento da expressdao da ciclina D1, que tem uma funcéo
importante no ciclo celular (na fase G1 e S). Desta forma, a ativacao constitutiva do fator
STATS leva a sobre-expressao do gene BCR-XL (1, 23).

A proteina BCR-ABL1 provoca também a ativacdo do fator de transcricdo nuclear
“Nuclear factor” (NF)-KB, o que também contribui para influenciar a expressao de genes
na célula (12).

A elevada atividade mielopoiética induzida pela proteina BCR-ABL1 contribui, ainda,
para aumentar a producdo de espécies reativas de oxigénio na célula, o que pode alterar
o normal funcionamento de varias enzimas. Pode também contribuir para a instabilidade
gendomica, 0 que potencia a aquisicdo de novas alteracdes genéticas, promovendo a
progressao da LMC para fases mais graves da doencga (12).

A reparacdo do DNA nas células dos doentes com LMC é inadequada. Nas células
normais, quando ocorrem danos na molécula de DNA, séo ativados mecanismos de
reparacdo e/ou de apoptose; as células neoplasicas demoram mais tempo na reparacao,
mesmo em casos de reparagfes instaveis, potenciando assim a ocorréncia de outras

mutacdes (12).
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Parte das células neoplasicas ficam na fase Go do ciclo celular, formando uma pool
resistente ao tratamento e, desta forma, se a terapéutica for interrompida, o crescimento
do tumor pode ser estimulado (Figura 8) (24).

TKl-resistant
Enzymatically ' G Enzymatically BCR-ABLY active,
BCR-ABL1 inactive
TKI-off

Self-renewing as HSCs
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Figura 8 - Pool de stem cells resistente ao tratamento de leucemia mieloide crénica (LMC). A LMC
tem origem numa stem cell hematopoiética (HSC) que, gracas a translocacédo (9;22) comeca a
expressar a proteina BCR-ABLL. A fungdo enzimética da BCR-ABL1 é inativada com o tratamento
com inibidores de tirosina cinase (TKI). Contudo, parte das stem cells neoplasicas é resistente aos
TKls e, desta forma, formam uma pool resistente ao tratamento. Caso a terapéutica seja
interrompida, o doente pode sofrer uma recaida.

Figura adaptada de Naka, K. et al. (25).

4. Achados clinicos e laboratoriais

A maioria dos doentes (cerca de 95%) é diagnosticado com LMC na fase crdnica. Este
diagnéstico € muitas vezes acidental, dado que a maioria dos doentes é assintomatica
nesta fase da doenca (3).

Quando os doentes sao sintomaticos, as queixas mais frequentes sao fadiga, anorexia,
desconforto abdominal, perda de peso, saciedade precoce e suores noturnos (associados
ao aumento do metabolismo). Estes sintomas nao sao especificos da LMC e tém um inicio
gradual. Ao exame fisico é frequente a detecdo de esplenomegalia (Figura 9A), presente
em 90% dos doentes (1, 3).

Podem apresentar sintomas menos comuns como suores noturnos, intolerancia ao
calor (caracteristicas do aumento do metabolismo), artrite gotosa (Figura 9B; aguda,
relacionada com o aumento dos niveis do &cido Urico), priapismo, dores de cabeca e
alteracdes visuais (Figura 9C) e auditivas (relacionados com a leucostase), entre outros (1,
2,12).
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Figura 9 - Diferentes achados clinicos caracteristicos da leucemia mieloide crénica (LMC). (A)
Esplenomegalia de um doente com LMC (setas vermelhas). (B) Doente com LMC, apresentando
artrite, devido a deposicao de acido urico. (C) Fundo ocular de um doente com LMC, apresentando
infiltrados leucocitarios.

Figura A foi retirada da pagina https://oncohemakey.com/the-leukaemias/, acedida a 26 de junho de 2018, e as
figuras B e C foram adaptadas de Hoffbrand, A. V. et al. (26).

4.1 AlteracGes hematoldgicas

A suspeita de LMC pode surgir apés analise do hemograma. No eritrograma, é
frequente observar-se anemia normocrémica normocitica de gravidade variavel, podendo
observar-se eritroblastos no sangue periférico.

Relativamente ao leucograma, observa-se leucocitose, ha maioria das vezes superior
a 25x10%1, mas estes valores podem aumentar muito em doentes sem tratamento.
Observa-se um desvio a esquerda, com precursores mieloides granulociticos nado

escalonados segundo a sua maturacao (Figura 10) (1, 3).
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Figura 10 - Esfregaco sanguineo de um doente com leucemia mieloide cronica. E possivel observar
leucocitose e imaturidade granulocitica. Imagens facultadas pela Dr.2 Inés Freitas, do Centro
Hospitalar do Porto.

Ampliacao: 1000x.
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E caracteristico da LMC observar-se um hiato leucémico, com percentagens mais
elevadas de mieldcitos e neutrofilos maduros (Figura 11) (2).
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Figura 11 - Representacdo grafica da contagem diferencial, no sangue periférico, na leucemia
mieloide crénica (LMC). Foram analisados 50 casos de doentes com LMC, nao tratados, todos com
presenca do cromossoma Ph. Em cada caso foram contadas 1500 células.

BL, blastos; PM, promielécitos; MI, mielécitos; ME, metamielécitos; N, neutrdfilos; B, basdfilos; E, eosindfilos;
LI, linfécitos; MO, mondcitos.

Figura adaptada de Bain, B. J. (2).

A percentagem dos eosindfilos pode ndo estar aumentada, contudo os valores
absolutos estédo. Observa-se basofilia ha maior parte dos casos, o que constitui um achado
laboratorial importante para o diagnéstico presuntivo (Figura 12). O nimero absoluto de
mondcitos normalmente estad aumentado, mas a sua percentagem pode n&o ultrapassar 0s
3% (2).
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Figura 12 - Esfregacgo sanguineo de um doente com leucemia mieloide cronica. E possivel observar
leucocitose, basofilia e imaturidade granulocitica.

Ampliacédo: 1000x.
Figuras adaptadas de Hoffbrand, A. V. et al. (26).

Podem observar-se alteracdes funcionais nos neutréfilos, nomeadamente na sua
capacidade de adesdo, migracéo e fagocitose. Estas alteracdes sdo normalmente ligeiras
e compensadas pelo grande namero de células, ndo predispondo assim o doente para
infecBes oportunistas.

Em 95% dos doentes com LMC, a atividade da fosfatase alcalina dos neutréfilos (NAP)
encontra-se diminuida ou ausente (2). A atividade da NAP aumenta em situaces de
inflamac&o/infecdo intensa ou quando os doentes ja se encontram em tratamento. E, pois,
um achado util para a diferenciacdo da LMC e da reacéo leucemoide, o que sera discutido
mais a frente (1).

Os valores dos linfocitos estdo normalmente aumentados, resultado do aumento dos
linfocitos T-helper e células T-supressoras. Contudo, os linfécitos B, geralmente, ndo estdo
aumentados.

Os valores das plaguetas podem ser normais ou elevados e podem aumentar com o
desenrolar da doenca (podendo chegar a 1000x10%/1) (1).

O estudo da medula 6ssea revela hipercelularidade mieloide (Figura 13), com tecido
hematopoiético a ocupar 75-90% do seu volume. Ha predomino da granulocitopoiese, com
maturacdo normal, podendo apresentar um ligeiro desvio a esquerda (1, 3). A razéo
mieloide/eritroide estd aumentada, variando entre 10:1 e 30:1 (o normal é 2:1 a 4:1). A
eritropoiese esta diminuida e o numero de megacariécitos pode estar normal ou
aumentado. Observa-se eosinofilia e/ou basofilia, refletindo-se a sua propor¢éo no sangue
periférico. A percentagem de blastos € habitualmente menor que 5% e o nimero de figuras

mitGticas esta aumentado (3, 5, 27).
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Figura 13 - Esfregaco de medula 6ssea de um doente com leucemia mieloide cronica. (A, B e C) E
possivel observar intensa granulocitopoiese, imaturidade celular e megacariécitos. Imagens
facultadas pela Dr.2 Inés Freitas, do Centro Hospitalar do Porto.

Ampliacado: (A-B) 1000x; (C) 400x.

Embora na maioria dos doentes com LMC estejam presentes os achados clinicos
comuns, alguns doentes poderdo apresentar caracteristicas que podem dificultar o
diagnoéstico, como i) leucocitose devida principalmente a neutréfilos segmentados,
assemelhando-se a leucemia neutrofilica crénica; ii) trombocitose marcada, acompanhada
por leucocitose ligeira, assemelhando-se a trombocitemia essencial; iii) leucocitose com
monocitose, sugestivo de leucemia mielomonocitica cronica e iv) ocorréncia de fases
aceleradas ou blastica, sem historia de fase cronica (17). Tudo isto dificulta o diagnostico
entre LMC e os sindromes mieloproliferativos, a leucemia mieloide aguda (LMA) e a
leucemia linfoide aguda (LLA), pelo que devera ser sempre confirmado com a identificagéo

do cromossoma Ph ou de transcritos BCR-ABL1 (10).
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4.2 Alteracfes bioquimicas

Nos doentes com LMC néo tratados observa-se hiperuricemia e hiperuricosuria, devido
ao aumento do metabolismo nestes doentes. A excrecdo de acido Urico nestes doentes é
2-3 vezes maior que o valor normal e pode provocar bloqueio do trato urinério. A formacao
de célculos nos rins € comum e, em alguns casos, podem desenvolver artrite gotosa aguda
ou nefropatia. As complicacdes resultantes do excesso de producdo de urato podem
aumentar devido a periodos de jejum prolongados (starvation), a acidose, a doenca renal
ou a tratamento com farmacos diuréticos.

Dado que os neutrofilos produzem transcobalaminas que se ligam a vitamina B12, as
transcobalaminas | e lll, estes doentes com granulocitose tém uma capacidade de ligacédo
a vitamina B12 aumentada, o que explica o aumento dos niveis da vitamina B12 sérica
para valores 10 vezes superiores ao normal. Os valores normalizam com o tratamento da
LMC.

Os doentes com LMC na fase crénica apresentam os niveis circulantes de histamina
aumentados (valor médio de 5000 ng/ml nos casos de LMC versus 50 ng/ml nos individuos
saudaveis), o que resulta da basofilia que caracteriza a leucemia. Em caso de basofilia
extrema, com aumento significativo de histamina sérica (2100 vezes o valor normal) o
doente podera apresentar prurido intenso (muitas vezes incapacitante), urticaria e
hiperacidez gastrica.

Nestes doentes € também frequente observar concentracdes séricas elevadas de
desidrogenase lactica (LDH), estados de hipercalcemia e hipocalémia (durante a fase

cronica) e niveis de colesterol sérico diminuidos (1).

4.3 Estudo citogenético

Em mais de 90% dos doentes com a sintomatologia e achados clinicos tipicos de LMC,
tanto as células mieloides da medula 6ssea como as células nucleadas sanguineas
apresentam o cromossoma Ph. Este cromossoma esta, portanto, presente em todas as
linhas celulares mieloides (granulécitos, monécitos e megacariécitos) (1).

Cerca de 70% dos doentes na fase cronica de LMC apresentam como alteracao
genética apenas o0 cromossoma Ph. Aproximadamente 20% apresentam ainda outras
alteracOes genéticas, como auséncia do cromossoma Y, trissomias, normalmente no
cromossoma 8, e outras alteragdes genéticas estaveis (1, 28).

Em 5% dos doentes com LMC ocorrem variagfes na translocagéo, a qual envolve
normalmente 3 cromossomas (todos exceto o Y). Nestes casos, o cromossoma Ph esta

presente, mas a troca de material genético da-se com outro cromossoma que ndo o 9 ou
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envolve troca de material genético entre o cromossoma 9, 22 e outro cromossoma (1).
Ainda, 10% dos doentes tém uma delecdo no cromossoma 9, adjacente a zona de quebra,
gue se acredita ser um fator importante na resisténcia a terapéutica com interferdo-alfa
(IFN-a) (29).

As células neoplasicas dos doentes com LMC apresentam telomeros mais curtos do
gue os das células normais, intensificando a instabilidade genémica nestes doentes. O
ritmo de encurtamento do telémero durante a fase crénica encontra-se correlacionado com

a progressao da doencga (12, 30, 31).

4.4 Estudo molecular

Para a detecado das alterac6es moleculares causadas pelo cromossoma Ph nas células
dos doentes, recorre-se a biologia molecular. O estudo molecular permite a detecdo dos
rearranjos do gene BCR, por técnicas como o Southern blot, e de transcritos de mRNA do
gene de fusdo, através da técnica qRT-PCR (Reacdo em cadeia de polimerase quantitativa
em tempo real), com amplificacdo do mMRNA quimérico, e a detecdo de BCR-ABL1 (1, 3).

A técnica de gRT-PCR ¢é altamente sensivel, dado que é capaz de detetar 1 célula
positiva em aproximadamente 500000 a mil milhares de células (1). Com esta técnica é
possivel avaliar o numero de células Ph positivas, tanto no sangue periférico como na
medula dssea, a partir dos niveis de transcritos de BCR-ABL1. Esta avaliacdo é feita
preferencialmente no sangue periférico, por induzir menos desconforto ao doente. Os
niveis dos transcritos do gene BCR-ABL1 sdo comparados com os valores dos genes
controlo (como os genes BCR e ABL1), analisando ambos na mesma avaliacdo. Os
resultados sédo depois expressos, em percentagem, como a razao entre os valores dos
transcritos do gene BCR-ABL1 e os transcritos dos genes controlo (3).

Uma outra forma de detetar a fusdo dos genes BCR e ABL1 nos doentes com LMC é
através da técnica de Hibridag&o fluorescente in situ (FISH) (Figura 14). Esta técnica é

simples, precisa e sensivel e permite detetar varias fusfes, pelo que é Gtil no diagndstico

).
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Figura 14 - Representacdo da hibridacdo fluorescente in situ (FISH). A hibridacdo de um
oligonucledtido complementar aos genes BCR e ABL1 com fluorocromo (neste caso verde e
vermelho, respetivamente) permite verificar a sua presenga na célula. Numa célula normal, é
possivel verificar dois sinais verdes e dois sinais vermelhos. Nas células com a t(9;22), é possivel
verificar a justaposicdo de 2 sinais, o que resulta num sinal amarelo. Os restantes sinais
correspondem aos cromossomas hormais, que nao sofreram a alteragéao.

Figura adaptada de Bain, B. J. (Bain 2017).

A avaliagdo por qRT-PCR é o método de eleicao para a monitorizacdo dos doentes,
uma vez que ha casos em que a avaliacdo pela técnica de FISH é negativa para o

cromossoma Ph, apesar de continuar a haver transcritos (1).

5. Diagnostico diferencial

Ha patologias benignas, como a reacdo leucemoide, normalmente associada a
doencas inflamatérias ou a infecdo, que apresentam achados clinicos e laboratoriais
semelhantes a LMC (Tabela 2).

A reacdo leucemoide é caracterizada por i) leucocitose, principalmente, devida ao
aumento de neutréfilos maduros, apresentando habitualmente desvio a esquerda, com a
presenca de precursores granulociticos, escalonados segundo o grau de maturagao; ii)
apresentar valores de fosfatase alcalina dos neutréfilos (NAP) elevados, uma vez que esta
enzima se localiza nos granulos dos neutréfilos; iii) apresentar granulocitopoiese

aumentada, com maturacdo normal e iv) ndo apresentar alteracdes citogenéticas (32).
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Tabela 2 - Critérios importantes para o diagnéstico diferencial de leucemia mieloide crénica e reagéo
leucemoide.

Critério LMC Reacédo leucemoide
Neutrofilos Sem escalonamento Desvio a esquerda, com
segundo a maturagéo escalonamento
Eosinéfilos Aumentados Valores normais
Basofilos Aumentados Valores normais
Plaquetas Aumentados, com formas Valores normais
anormais
Anemia Frequentemente presente N&o é comum
Valor de NAP Diminuido Aumentado
Cromossoma Ph Presente Ausente
Granulac6es toxicas Ausentes Aumentadas
Corpos de Dohle Ausentes Presentes

NAP, fosfatase alcalina dos neutréfilos; LMC, leucemia mieloide crénica.
Tabela adaptada de Finnegan, K. (4).

Nos doentes com reacao leucemoide, a contagem neutrofilica pode variar entre 30 a
100x10%I. Se o agente indutor ndo for encontrado, é possivel distinguir a reacdo
leucemoide da LMC pela auséncia de basofilia ou esplenomegalia, bem como pela
auséncia do gene BCR-ABL1.

Outro aspeto importante é o valor da NAP, avaliado através da realizacdo de uma
coloracao citoquimica para a fosfatase alcalina, sendo o seu score mais alto na reacao
leucemoide (Figura 15) (1, 4).

e g " . n r
A . E £ %
\r 8 o .u B y
e T ” ' ‘
%9 9 _ & (4
go® o &
£ oy ® it D 4 @;)
AT i ¢
3 € ’f;.& e
W \ & v
| w_-i-_}‘;\‘ fﬁ ‘
i ~ &%
¥, Js&
Y
2 o
PR ﬁ_ w aX S

Figura 15 - Esfregaco sanguineo corado pela fosfatase alcalina neutrofilica (NAP) de um doente
com leucemia mieloide cronica néo tratada. (A) No caso do doente com leucemia mieloide cronica,
€ possivel observar que as células tém um score negativo para NAP. (B) Score positivo para a NAP.

Ampliacdo: 1000x.
Figura adaptada de Loffler, H. et al. (33, 34).
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Durante varios anos a LMC foi classificada como um sindrome mieloproliferativo. Estes
sindromes sao definidos, pela Organiza¢do Mundial de Saude (OMS), como altera¢gfes das
stem cells hematopoiéticas, com proliferagcdo anormal de uma ou mais linhas celulares (35).
Estes sindromes incluem a policitemia vera (PV), trombocitemia essencial (TE) e
mielofibrose (MF), que apresentam alguns achados clinicos e laboratoriais semelhantes a
LMC (Tabela 3), sendo, por isso, importante fazer o diagnéstico diferencial (4).

Tabela 3 - Caracteristicas da leucemia mieloide cronica, policitemia vera, mielofibrose e
trombocitemia essencial, importantes para o diagndstico diferencial.

. Achados Fibrose Cromossoma A
PrilEnE hematologicos medular Ph OITEHEE AEERS
= Leucocitose no SP (12-
1000x10°%/1)

= Linha granulocitica
alterada, com

LMC precursores mieloides Variavel Presente Hepatoesplenomegalia
ndo escalonados
segundo a maturagao
= Trombocitose ou
trombocitopenia

Hb > 18,5 g/dl (homem);

PV > 16,5 g/dl (mulher) - Ausente Hepatoesplenomegalia
MF ) Anem|a_ Aumentada Ausente Hepatoesplenomegalia
= Leucoeritroblastose
Trombocitose .
TE (2450%10%/1) - Ausente Hepatoesplenomegalia

Hb, hemoglobina; LMC, leucemia mieloide crénica; MF, mielofibrose; Ph, cromossoma Filadélfia; PV,
policitemia vera; SP, sangue periférico; TE, trombocitemia essencial.

Tabela adaptada de Finnegan, K. (4) e de Azzato, E. M. et al. (35).

Na LMC, mais de 90% dos doentes apresentam um valor de leucécitos superior a
30x10%/1, com tendéncia para aumentar; também em mais dos 90% de doentes com PV/TE,
o valor de leucdcitos é superior a 30x10%I, sem variacGes significativas ao longo do tempo
1, 4).

Nos sindromes mieloproliferativos (TE e PV), tal como na LMC, € comum a
esplenomegalia, hepatomegalia, leucocitose e trombocitose. Estas diferentes patologias
podem interconverter-se (Figura 16), evoluindo, muitas vezes, para leucemia mieloide
aguda (LMA) (1, 4).
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Stem cell na medula éssea

Alteragdo
Precursores eritrocitarios Megacariéctios Fibrose reativa
Gene JAK2 mutado 50-60% Gene JAK2 mutado 50-60%
0,

Kenebaialnniad e Gene CALR mutado 30% Gene CALR mutado 30%

= Policetimia vera Trombocitemia essencial Mielofibrose primaria
A 1
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Figura 16 - Representacéo da evolugéo e interconversédo dos sindromes mieloproliferativos.
Figura adaptada de Hoffbrand, A. V. et al. (6).

Na PV observa-se eritrocitose com aumento da concentragcdo da hemoglobina,
podendo os doentes apresentar sintomas de pletora, 0 que néo se observa nos doentes
com LMC.

Os doentes com TE tém valores de plaquetas superior a 450x10°%1 e podem apresentar
ligeira neutrofilia, o que a diferencia da LMC, em que os doentes apresentam intensa
neutrofilia, mesmo com contagens de plaquetas semelhantes. Ainda, doentes com PV ou
MF num estadio inicial, ndo apresentam o0 cromossoma Ph, exceto em casos
extremamente raros (1, 4).

A principal caracteristica, que permite distinguir estas patologias da LMC ¢é a presenca
de mutacg&o no gene JAK2 (Janus-associated kinase 2), no gene CALR (Calreticulina) e no

gene MPL (Recetor da trombopoietina) (Figura 16 e Figura 17).
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PV TE MF
Mutacgao Mutagao Mutacao Mutacao Sem mutagao
D JAK2 V617F D JAK2 exdo 12 - MPL D CALR D JAKIMPL/CALR

Figura 17 - Mutagdes genéticas mais frequentes nos Sindromes mieloproliferativos e respetivas
percentagens. Cerca de 95% dos casos de doentes com Policitemia vera apresentam a mutagcéo no
gene JAK2, podendo também estar presente em cerca de 50-60% dos doentes com Trombocitemia
essencial (TE) e Mielofibrose primaria (MF). Ainda, cerca de 30% dos doentes com TE/MF
apresentam uma mutacdo no gene CALR e cerca de 5-10% apresentam mutacdo no gene MPL.

Figura adaptada de Hoffbrand, A. V. et al. (6).

Existem casos de doentes com sintomatologia de TE que apresentam o cromossoma

Ph. Trata-se de doentes com LMC com uma fase inicial atipica, que mimetiza as

caracteristicas classicas de TE (trombocitose, hiperplasia megacariocitica, leucocitose
ligeira ou normal, com ou sem ligeira imaturidade granulocitica e anemia ligeira) (1).

Existem ainda variantes da LMC, como a leucemia mielomonocitica crénica (LMMC),

a leucemia neutrofilica cronica (LNC), leucemia basofilica e leucemias mieloides atipicas

(mais frequente em idosos). Estas ndo devem ser diagnosticadas como LMC com auséncia

do cromossoma Ph, a ndo ser que os doentes apresentem caracteristicas classicas da

LMC ou um cromossoma Ph mascarado (1).

6. Tratamento

6.1 Terapia com Inibidores de tirosina cinase

O objetivo do tratamento da LMC é diminuir o namero das células malignas que
apresentam a translocacao t(9;22), com restauragcado da hematopoiese normal.

A terapéutica de 12 linha inclui os inibidores de tirosina cinase (tyrosine kinase inhibitor,
TKI). O mesilato de imatinib (imatinib) (Figura 18) foi o primeiro TKI a ser desenvolvido e

foi aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) para o tratamento inicial da LMC,
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em 2002. A sua introducéo permitiu que uma doencga que antes era fatal, se tornasse, para

muitos, uma doencga crénica com um tempo de esperanca de vida longo.
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Figura 18 - Estruturas quimicas de diferentes inibidores de tirosina cinase utilizados no tratamento
da leucemia mieloide crénica.

Figura adaptada de Quintas-Cardama, A., et al. (5).

Os TKIs tém como mecanismo de acado a ligacdo a proteina BCR-ABL1, no local de
ligacdo ao ATP, prevenindo as alteracdes conformacionais necessarias para a ativacao da

proteina cinase (Figura 19) (1, 3, 5).
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Tabela 4 - Inibidores de tirosina cinase utilizados no tratamento da leucemia mieloide crénica.

Imatinib Nilotinib Dasatinib Bosutinib Ponatinib
Acdao Primeiro TKI a ser TKI de segunda geracéao, Inibe a familia de cinases  TKI de terceira geracao. TKI multi-targeted.
desenvolvido com uma afinidade BCR-ABL1 e SCR, que
especificamente para inibir aumentada para a BCR- participam no
a proteina BCR-ABL1, ABL1. Obtém-se resposta  desenvolvimento da LMC.
competindo com o ATP molecular mais
para o local de ligagéo. rapidamente que com
imatinib.
Efeitos Rash, nausea, Mielossupressédo, dores de Dores de cabeca, tosse, Diarreia, nausea, Trombocitopenia, rash,

secundarios

mielossupresséao, retencéo
de liquidos, caibras
musculares, perturbacdes
gastrointestinais,
hipofosfatemia,
perturbacdes hepaticas,
edema.

cabeca, nausea,
perturbacdes
gastrointestinais,
hiperglicemia,
perturbacdes hepaticas.

efuséo pleural,
perturbacdes
gastrointestinais.

trombocitopenia, rash,
perturbacdes
gastrointestinais, fadiga,
perturbacdes hepéticas.

pele seca, trombose
arterial, aumento da
pressao sanguinea,
fadiga.

IndicacBes = Primeira linha de terapia = Primeira linha de terapia = Primeira linha de terapia = Resisténcia/intolerancia = Resisténcia/intolerancia
(CP, AP e BP). (CP). (CP). a um TKI de primeira linha a um TKI de primeira
= Ocasionalmente em = Resisténcia/intolerancia = Resisténcia/intolerancia  (CP, AP e BP). linha.
casos de a outro TKI (CP e AP). a outro TKI (CP, AP e BP). * Mutacgdo T315I.
resisténcia/intolerancia a * LLA Ph +, com * LLA Ph +, com
outro TKI. resisténcia/intolerancia a resisténcia/intolerancia a
terapia prévia. terapia prévia.
Dose diaria = CP 400 mg. = CP 300 mg (duas vezes = CP 100 mg. 500 mg. 45 mg.
= AP/BP 600-800 mg. ao dia). = AP/BP 140 mg.
= AP/BP 400 mg (duas
vezes ao dia).
Outras Aprovado para uso Consegue ultrapassar a

consideracodes

pediétrico.

barreira hematoencefalica.

AP, fase acelerada; BP, fase blastica; CP, fase crénica; LLA, leucemia linfoide aguda; LMC, leucemia mieloide crénica; Ph, cromossoma Filadélfia; TKI, inibidores de tirosina

cinase.

Tabela adaptada de Hoffbrand, A. V. et al. (6) e de Liesveld, J. L. et al. (1).
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Figura 19 - Mecanismo de a¢&o dos inibidores de tirosina cinase (TKI). A tirosina cinase BCR-ABL1
necessita de se ligar a uma molécula de ATP para o seu funcionamento. O TKI ao ligar-se a BCR-
ABL1 impede a ligacdo do ATP.

Figura adaptada de Mughal, T. et al. (36).

Posteriormente, surgiram dois TKIs de segunda geracdo, o nilotinib e o dasatinib
(Figura 18), tendo sido aprovado o seu uso na fase inicial do tratamento de LMC, em 2010.
Atualmente encontram-se em estudo TKls de terceira geracdo, como o0 bosutinib e o
ponatinib (Figura 18) (1, 3).

6.1.1 Prognostico e monitorizacao

Para a escolha do tratamento e avaliacdo do prognostico dos doentes com LMC é
preciso ter em conta que as diferentes fases da leucemia prevéem tempos médios de vida
diferentes e que, dentro da mesma fase, os doentes podem apresentar progndsticos
diferentes (5).

Foram propostos, ao longo do tempo, varios modelos para avaliar o progndéstico do
doente quando é diagnosticado com LMC. O Sokal Score, criado em 1984, tinha em conta
a idade do doente, o volume do bago, 0 nimero de plaquetas e a percentagem de blastos
(37). Os doentes com um score inferior a 0,8 apresentavam baixo risco de progressao da
doenca e um periodo médio de vida de 4,5 anos; os doentes com um valor entre 0,8 e 1,2
tinham um risco intermédio e um periodo médio de vida de 3,5 anos; aqueles com um score
superior a 1,2 tinham um risco elevado de progressao da doenca e um periodo médio de
vida de 2,5 anos (38, 39).

Em 1988, foi desenvolvida uma outra metodologia que visava avaliar o prognéstico de

doentes com LMC tratados com IFN-a, o Hasford score (ou Euro score). Este entra em
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linha de conta com a idade dos doentes, 0 nUmero de plaquetas, a percentagem de blastos
no sangue periférico, o volume do baco, a contagem dos baséfilos e eosindfilos (40). Os
doentes com um score <780 apresentam baixo risco de progressdo da doenca; entre 780
e <1480 tém um risco intermédio; e aqueles com valor superior a 1480 tém um risco
elevado de progressao (38).

O European Bone Marrow Transplantation Consortium Risk Score é avaliado em
doentes submetidos a transplante de stem cells. Tem em conta a performance status, a
idade, o volume do baco, as contagens periféricas de blastos no sangue, de basofilos, de
eosinofilos e de plaquetas (41, 42).

A terapéutica com TKIs melhorou bastante o progndstico dos doentes com LMC, que
tém agora um tempo médio de vida, na fase cronica, de 25 a 30 anos (1).

O European Treatment and Outcome Study (EUTOS) score, proposto em 2011, tem
em conta o numero de baséfilos e o tamanho do baco e avalia o prognéstico de doentes
tratados com imatinib (43). Os doentes com um score <87 apresentam baixo risco de
progressao da doenca, enquanto aqueles que tém um valor superior a 87 tém um risco
elevado (38).

Com a introducéo dos TKIs estes modelos perderam algum impacto no diagndstico,
contudo, ainda continuam a ser utilizados e podem ser calculados eletronicamente, no

seguinte website: http://bloodref.com/myeloid/cml/sokal-hasford, sendo apenas necessario

colocar as variaveis de cada doente (1).

O tratamento deve ser sempre monitorizado, 0 que permitira fazer alteragbes na
terapéutica sempre que necessario (44). Para tal, ao longo do tratamento é efetuada a
contagem periférica das células sanguineas. Também é feito o estudo da medula 6ssea, a
cada 6 meses, até se conseguir uma resposta citogenética completa (45). Posteriormente
a obtencdo desta resposta, o0 estudo da medula 6ssea é feito apenas uma vez por ano,
para detecdo de alteracbes genéticas, que possam levar a progressao da doenca.

Segundo as guidelines existentes, a monitorizacdo da resposta ao tratamento é feita,
habitualmente, aos 3, 6, 12 e 18 meses de tratamento (46).

A eficacia do tratamento € avaliada através de metas de referéncia: resposta
hematoldgica, resposta citogenética e resposta molecular (Figura 20). O doente devera
atingir uma resposta hematoldgica completa (CHR) ao fim de 3 meses de tratamento, com
normalizacdo do nimero de leucécitos (<10x10%I) e de plaquetas (<450x10°%1) e sem
células imaturas no sangue periférico; normalizacdo da medula 6éssea e normalizagéo do
volume do baco. A resposta citogenética completa (CCR) devera atingir-se ao fim de 12
meses de tratamento, caracterizando-se pela auséncia de metafases Ph-positivas, na
medula 6ssea, avaliado por FISH. A resposta molecular completa (MMR) caracteriza-se
pela ndo detecéo de transcritos de BCR-ABL1, avaliado por RT-PCR (11, 35).
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Resposta
citogenética

*Completa (CHR):
plaquetas <450x109/I
eleucocitos <10x 109/l
eauséncia de precursores
mieloides no sangue
periférico
*basofilos <5%
sauséncia de
esplenomegalia

*Completa (CCR) - 0% de
metéfases Ph positivas
*Parcial (PCR) - 1-35%
de metéfases Ph positivas
*Minor (mCR) - 36-65%
de metéfases Ph positivas
*Minima - 66-95% de
metéafases Ph positivas
*Auséncia - >95% de
metéafases Ph positivas

Resposta molecular

*Completa (CMR) - niveis
de transcritos de BCR-
ABL1 indetetaveis

*Major (MMR) - <0,1% de
transcritos de BCR-ABL1

Figura 20 - Diferentes tipos de resposta ao tratamento da leucemia mieloide crénica. A resposta
citogenética é avaliada pela técnica de hibridacéo fluorescente in situ (FISH) e a resposta molecular

pela técnica de RT-PCR.

Figura adaptada de Hochhaus, A. et al.(10).

As respostas do doente ao tratamento podem ser 6timas (Figura 21), sub-6timas ou

nao satisfatorias/faléncia (Tabela 5). As respostas sub-6timas sao classificadas como uma

resposta “warning” (1, 5).

Tabela 5 - Classificacdo da resposta ao tratamento de leucemia mieloide cronica.

Resposta ao tratamento

eSS Otima Sub-6tima / Warning Nao satisfatoria / faléncia
= Score: Elevado risco.
Diagnostico = Alteracdes citogenéticas
adicionais ao cromossoma Ph.

= Niveis de BCR- -

ABL1 £10% o = Sem resposta hematoldgica
3 . <35% de = Niveis de BCR—ABLl >10%_ completa ]

células Ph = 36-95% de células Ph positivas . >95_% de células Ph

positivas positivas

= Niveis de BCR- Lo
6 ABL1 <1% * Niveis de BCR-ABL1 1-10% l;ljlg\é?n}:g: SéCI:UFI{a;QEIFll o

= 0% de células = 1-65% de células Ph positivas oy

Ph positivas positivas

Niveis de BCR- Lo = Niveis de BCR-ABL1 >1%
i ABL1 <0,1% Niveis de BCR-ABL1 0,1-1% = 21% de células Ph positivas
18 Niveis de BCR-

ABL1 <0,01%

* Recaida
g?ﬂguer = Perda de resposta
molecular

Tabela adaptada de Hochhaus, A. et al.(10).
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Figura 21 - Respostas hematoldgicas e citogenéticas étimas, observadas hum doente em remisséo
da leucemia mieloide cronica, apés tratamento com imatinib. (a) Normalizacdo do ndmero de
leucdcitos, em dias. (b) A andlise do carittipo das células da medula 6ssea mostra uma reducéo
gradual no nimero de células com cromossoma Filadélfia, durante 6 meses de tratamento. (c) A
analise, por RT-PCR, do nimero de transcritos BCR-ABL1, na medula 6ssea durante 6 meses, em
comparacao com o namero de transcritos ABL1.

Figura adaptada de Hoffbrand, A. V. et al. (6)

Como os doentes podem apresentar diferentes tempos de resposta ao tratamento,
pode ser necessario fazer ajustes. Por exemplo, se o0 doente ndo atingir os resultados
pretendidos no periodo definido, mas mostrar uma diminuigdo continua no namero de
células com cromossoma Ph, ou se numa CCR mostrar uma diminui¢cdo continua do valor
dos transcritos, o tratamento devera ser continuado.

Se o doente falhar a resposta nos tempos de 3, 6 ou 12 meses (perda de CHR ou
CCR), desenvolver novas alteragfes citogenéticas, adquirir uma mutagéo no gene BCR-
ABL1 ou se aumentar os niveis dos transcritos de BCR-ABL1 (que pode ser indicativo de
uma nova mutacdo ou recidiva citogenética), devera alterar-se o tratamento, devido ao

risco de progressao da leucemia (1).
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A determinacdo da resposta molecular s6 é feita quando o doente atingir uma CCR.
Neste caso, é avaliada a diminui¢do dos transcritos de mRNA de BCR-ABL1 através de
gRT-PCR, o que permitira definir a profundidade da resposta citogenética (1).

6.1.2 Imatinib

O mesilato de imatinib (Figura 22) € uma 2-fenilaminopirimidina biodisponivel por via
oral, administrado numa dose de 400 mg/dia.

Figura 22 - Esquema da estrutura cristalina do dominio ABL1 e dos residuos de aminoéacidos criticos
para a aquisi¢éo de resisténcia ao imatinib. As esferas castanhas indicam que a troca desse residuo
especifico confere resisténcia moderada. As esferas vermelhas indicam resisténcia alta. E possivel
observar a posi¢éo espacial do farmaco no ATP *binding pocket”. O residuo de treonina na posi¢éo
315 é crucial para a ligacdo dos inibidores da tirosina cinase.

Figura adaptada de Yeung, D. T. O., et al. (3).

Este farmaco é relativamente seletivo e moderadamente potente contra a tirosina
cinase BCR-ABL1, podendo ser usado para o tratamento de doentes na fase crénica da
LMC, recém-diagnosticados. Também tem ac&o sobre outras tirosinas cinases, incluindo a
c-KIT, ABL1, ABL2, c-FMS e PDGFRB (1, 3, 5).

Durante a fase | e fase Il dos ensaios clinicos, mostrou atividade em doentes com
LMC, principalmente nos doentes em fase crénica, e um perfil de toxicidade seguro,
guando administrado diariamente, numa dose de 400mg. Durante a fase Il, foi comparado
com a terapéutica combinada de IFN-a com citarabina, em doentes diagnosticados com
LMC na fase croénica - estudo IRIS (International Randomized Study of IFN-a plus Ara-C
versus STI571). Neste estudo foi estabelecido o imatinib como terapéutica de 12 linha para
LMC (5).
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O tempo necessario para atingir o efeito maximo varia entre doentes, mas desde que
apresente uma reducdo continua do clone de células neoplasicas, a administragdo do
farmaco deverd manter-se, com a dose de 400 mg/dia (1).

Embora se tenha provado que o tratamento com imatinib é eficaz para grande parte
dos doentes, cerca de 40-50% descontinuam o tratamento, por intolerancia ou por
desenvolverem resisténcia. A ndo aderéncia ao tratamento contribui para a falha da
terapéutica e pode ser ou ndo intencional (por exemplo, por razdes financeiras) (3).

Se 0 doente deixar de responder ao tratamento, antes de atingir uma resposta
citogenética ou molecular completa, a dose podera ser aumentada para 600 ou até mesmo
para 800 mg/dia (400 mg de 12 em 12 hora), caso seja tolerada. Em alternativa, podera
ser usado outro TKI (1).

Doses de imatinib inferiores a 400 mg/dia resultam numa menor taxa de respostas
citogenéticas completas e menor duracao das mesmas. A necessidade de uma dosagem
inferior pode surgir em doentes mais idosos ou que tém uma massa corporal reduzida e
que, por isso, apenas toleram doses mais baixas. Nestes casos, € administrada uma dose
menor, por exemplo de 300 mg/dia (47).

O imatinib € bem tolerado e a maioria dos efeitos secundarios podem ser tratados,
raramente requerendo a interrupcdo da terapéutica. Mas, sendo necessario, recomenda-
se a interrupcdo completa do tratamento com o imatinib, ao invés da reducdo da dose
administrada (48).

Os efeitos secundarios mais comuns sao fadiga, edema, nausea, diarreia, caibras
musculares e rash. A hepatotoxicidade nao é frequente, acontecendo em apenas 3% dos
doentes. Ocasionalmente pode observar-se edema periorbital, ganho de peso,
hipofosfatemia (provocando perturbacfes dsseas), reacdes cutaneas, despigmentacéo do
cabelo e hipopigmentacédo cutanea (1).

A mielossupressao é frequente, especialmente no inicio do tratamento. Nestes casos,
a administragéo do farmaco deve ser interrompida até que os valores regressem ao normal.
A neutropenia pode ser tratada e prevenida recorrendo aos fatores de crescimento G-CSF
(fator estimulador de coldnias de granulécitos) e GM-CSF (fator estimulador de colénias de
granuldcitos e mondcitos). Em casos de trombocitopenia severa, podera ser necessario
fazer transfuséo de plaquetas (1).

O imatinib pode também ser utilizado para o tratamento da LMC em criangas, sendo a
dose ajustada de acordo com a area de superficie corporal. A eficacia do tratamento e os
efeitos secundarios sdo semelhantes ao que se observam nos adultos. Contudo, podera
observar-se perturbacdo no crescimento, especialmente em criancas na fase de preé-

puberdade, dado que alguns dos efeitos secundarios do imatinib sdo hipocalcemia,
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hipofosfatemia e diminuicdo da remodelacdo Ossea, que compromete o crescimento
normal (3).

Nos doentes mais idosos (idade superior a 60 anos), as respostas obtidas séo
similares as observadas em doentes mais novos, ou seja, a idade néo interfere na resposta

ao tratamento (49, 50).

6.1.3 Dasatinib

O dasatinib (Figura 23) é um TKI oral de segunda geracao, que é capaz de se ligar a
conformacéo ativa e inativa do dominio ABL1 (51). Segundo estudos de follow-up de longa
duracdo, o dasatinib é capaz de desencadear respostas mais rapidas e mais profundas
gue o imatinib (52).

Figura 23 - Esquema da estrutura cristalina do dominio ABL1 e dos residuos de aminoéacidos criticos
para a aquisicdo de resisténcia ao dasatinib. As esferas castanhas indicam que a troca desse
residuo especifico confere resisténcia moderada. As esferas vermelhas indicam resisténcia alta. E
possivel observar a posicao espacial do farmaco no ATP “binding pocket”. O residuo de treonina na
posicao 315 é crucial para a ligagéo dos inibidores da tirosina cinase.

Figura adaptada de Yeung, D. T. O., et al. (3).

Foi aprovado para o tratamento de primeira linha de doentes com LMC na fase cronica,
em 2010, e para casos de resisténcia/intolerancia a pelo menos um TKI. E ativo para a
maioria das mutacdes associadas a resisténcia ao imatinib, exceto contra as mutagées
T315l/A, V299L e F317V/C (53). Este ponto sera esclarecido posteriormente.

O dasatinib tem um tempo de semivida sérico curto; € administrado numa dose diaria
de 100 mg para o tratamento da LMC na fase crénica e de 140 mg na fase acelerada. O

aumento da dose néo se justifica, por aumento da razé&o toxicidade/eficacia (3).
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Os efeitos secundéarios sdo menos frequentes que com o imatinib e incluem néusea,
vomitos, mialgia, rash e retengcdo de liquidos, incluindo edema superficial. O dasatinib
também aumenta o risco de hipertensao arterial pulmonar, podendo ser necessario
interromper o tratamento. Ainda, alguns doentes podem ter eventos hemorragicos, devido
a inibicao da agregacao das plaquetas. Em 7% dos casos, verifica-se hipofosfatemia.

A resisténcia ao dasatinib resulta frequentemente de mutacdes pontuais no dominio
ABL1, no residuo 315 ou 317 (1).

6.1.4 Nilotinib

O nilotinib (Figura 24) é um inibidor seletivo da BCR-ABL1, que compete com o ATP.
E biodisponivel por via oral e é 20 a 50 vezes mais potente que o imatinib em ensaios in
vitro (54). Foi aprovado para tratamento inicial de LMC em 2010, com uma dosagem de

300 mg, duas vezes ao dia (1).

Figura 24 - Esquema da estrutura cristalina do dominio ABL1 e dos residuos de aminoacidos criticos
para a aquisi¢do de resisténcia ao nilotinib. As esferas castanhas indicam que a troca desse residuo
especifico confere resisténcia moderada. As esferas vermelhas indicam resisténcia alta. E possivel
observar a posi¢éo espacial do farmaco no ATP *binding pocket”. O residuo de treonina na posi¢éao
315 é crucial para a ligacéo dos inibidores da tirosina cinase.

Figura adaptada de Yeung, D. T. O., et al. (3).

E eficaz em doentes resistentes ou intolerantes ao imatinib, uma vez que € ativo contra
a maioria das mutacdes que conferem resisténcia ao imatinib (exceto para as mutagdes
T315l1, F359V/C, E255K/V e Y253H/F). Para além de inibir a BCR-ABL1, inibe também
PDGFR e c-kit (1, 3).
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Esta terapéutica € bem tolerada, no entanto podem ocorrer alteragées bioquimicas,
como aumento da concentracdo sérica de enzimas hepéticas, da amilase e da lipase,
hiperbilirrubinemia (pode ser secundaria a diminuicdo da excregdo da bile e geralmente é
reversivel) e, no inicio do tratamento, o doente pode apresentar citopenias (3).

Comparativamente ao imatinib, a incidéncia de muta¢cbes no gene BCR-ABL1,
associadas a resisténcia ao farmaco, € menor, o que se traduz numa menor taxa de
progressao da leucemia para as fases acelerada e blastica (1).

Os doentes tratados com nilotinib apresentam uma maior tendéncia para desenvolver
hiperglicemia, dislipidemia e problemas cardiovasculares, sendo esta mais pronunciada
guando o doente é tratado com doses mais elevadas do farmaco - 400 mg, duas vezes ao
dia (3). Em casos de ocorréncia de trombose, deve-se interromper de imediato o tratamento

1).

6.1.5 Bosutinib e Ponatinib

Estes TKIs de terceira geracéo ainda ndo se encontram aprovados para o tratamento
inicial de LMC. Porém, sdo escolhas eficazes no tratamento de 22 linha, em casos de
resisténcia ao imatinib, e o seu uso nestes casos foi aprovado pela FDA em 2012 (1).

O bosutinib (Figura 25) é um TKI indicado para o tratamento de doentes com LMC que
apresentam resisténcia/intolerancia a pelo menos um TKI. E administrado numa dose diaria

Unica, de 500 mg.

Figura 25 - Esquema da estrutura cristalina do dominio ABL1 e dos residuos de aminoacidos criticos
para a aquisicao de resisténcia ao bosutinib e ponatinib. As esferas castanhas indicam que a troca
desse residuo especifico confere resisténcia moderada. As esferas vermelhas indicam resisténcia
alta. E possivel observar a posicdo espacial do farmaco no ATP “binding pocket”. O residuo de
treonina na posi¢éo 315 é crucial para a ligagao de todos os TKIs, exceto para o ponatinib.

Figura adaptada de Yeung, D. T. O., et al. (3).
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Os efeitos secundarios mais comuns sao alteragdes gastrointestinais (diarreia,
nausea, dor abdominal e vémitos), rash, enxaqueca e aumento dos niveis circulantes das
enzimas hepaticas (3).

O ponatinib (Figura 25) € um TKI de terceira geragéo e é o unico farmaco com atividade
contra a mutacdo T315l. Em caso de muta¢cdes compostas (mais de uma mutagdo no
mesmo transcrito BCR-ABL1), especialmente em casos com a mutacdo E255K/V, os
doentes poderao ser resistentes a este farmaco.

Tem como efeitos secundarios rash, aumento dos niveis da lipase, pancreatite e
enxaquecas. Em doentes com fatores de risco cardiovascular é necessario ter bastante
cuidado, administrando a menor dose eficaz, dado que existem casos descritos na
literatura de doentes com episédios trombéticos. Caso o doente tenha histéria de episédios

vasculares, este farmaco ndo deve ser administrado (3).

6.1.6 Escolhado TKI

A National Comprehensive Cancer Network (NCCN) desenvolveu guidelines para o
tratamento da LMC, segundo as quais o imatinib, o nilotinib e o dasatinib s&o opc¢bes de

primeira linha para o tratamento inicial da LMC (Figura 26 e Tabela 4) (55).

( . ) ( . ) . Qualquer linha,
12 linha 22 linha ( 32 linha ) (muu;iu 13151

Y

Falha da 12 linha Falha e/ou
de nilotinib ou intolerancia a 22
dasatinib linha de TKls

Falha da 12 linha
de iimatinib

Intoleréncia ao 1°
TKI

Nilotinib,

dasatinib, Qualquer um dos
bosutinib, restantes TKls
ponatinib

Imatinib,
nilotinib,
dasatinib,
bosutinib

Nilotinib,
dasatinib,
bosutinib,
ponatinib

Imatinib,
nilotinib,
dasatinib

Ponatinib

Investigagao para transplante autorizada Consideragao para transplante (em varios casos)

Figura 26 - Opcdes de tratamento para doentes com leucemia mieloide crénica, diagnosticados na
fase cronica.

TKI, inibidores de tirosina cinase.
Figura adaptada de Hochhaus, A. et al. (10).
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O objetivo inicial do tratamento com TKI € conseguir uma resposta citogenética
completa em 12 meses ou, no maximo, até 18 meses e prevenir a progressao da leucemia
para a fase acelerada ou blastica (1).

Muitos clinicos defendem que para o tratamento de 12 linha se devia optar pelos TKIs
de segunda geracdo, dado que estdo associados com respostas mais rapidas, mais
intensas e a taxas de progressdo da doencga mais baixas. Outros continuam a preferir o
imatinib, pela falta de resultados que confirmem a eficacia no prolongamento de sobrevida
com o nilotinib ou dasatinib (1).

Em doentes que apresentem um risco elevado ou intermédio de progressdo de
doenca, medido pelos modelos Sokal e Hasford, os TKls de segunda geracdo podem ser
preferidos, pois é pretendida uma resposta rapida. Esta abordagem terapéutica é
denominada de abordagem “hit hard, hit early” (56).

Em suma, qualquer um dos trés TKIs (imatinib, nilotinib e dasatinib) pode ser
selecionado para o tratamento de primeira linha da LMC. A escolha devera ter em conta a
forma de administracéo, escolhendo aquele que causar menor desconforto ao doente, o
gue tiver o menor custo e menos efeitos secundarios, tendo também em conta o
prognéstico do doente, avaliado pelos modelos Sokal e/ou Hasford (1).

No caso de resisténcia/intolerancia ao imatinib, podem ser usados o dasatinib ou
nilotinib (Figura 26 e Tabela 4). O dasatinib é capaz de se ligar a proteina BCR-ABL1 com
varias conformacdes e, ao contrario do imatinib, consegue ultrapassar a barreira
hematoencefalica. O sucesso do tratamento € frequentemente melhor com o dasatinib do
que com o imatinib (1, 57).

Os TKiIs de terceira geracdo, como o bosutinib e ponatinib, sdo ativos contra muitas
mutacBes no dominio ABL1, que conferem resisténcia ao imatinib, e ambos sédo boas
alternativas para casos de resisténcia ao imatinib (1).

O ponatinib € o Unico eficaz contra a mutagdo T315l. Por esta razéo, € utilizado em
casos de ocorréncia desta mutagéo ou no insucesso de varios TKIs no tratamento da LMC
(58).

6.1.7 Desenvolvimento de resisténcias

O desenvolvimento de resisténcias ao imatinib é bastante comum e deve-se ao préprio
mecanismo de ac¢do do farmaco, pois, dada a sua especificidade de ligacdo ao local de
ligacdo do ATP na proteina BCR-ABL1, qualquer alteracdo nesse local podera impedir a
sua acao (59).

Como ja foi referido no ponto “Cromossoma Filadélfia”, algumas stem cells neoplasicas

podem persistir, por serem resistentes ao imatinib e também apresentam instabilidade
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genética (60). Estas células tém grandes niveis de transcritos de BCR-ABL1 e acredita-se
gue também sejam capazes de expressar proteinas de transporte, resultando num fluxo
anormal do imatinib (61). Esta pool constante de stem cells potencia o ganho de
resisténcias ao farmaco, com amplificacdo do gene BCR-ABL1, efluxo do imatinib mediado
por proteinas de transporte, alteracdo no metabolismo do imatinib e muta¢cdes no dominio
ABL1 que impedem a ligagdo do imatinib & proteina (1).

Em aproximadamente 40% dos doentes que ndo conseguem atingir uma resposta
hematolégica completa ou uma resposta citogenética completa com o imatinib, estdo
presentes mutacfes na por¢cdo ABL1. As mutacbes mais frequentemente associadas a
resisténcia ao imatinib sdo T315l, G250E, E255K e T253H. Os TKIs de segunda geracao
sdo capazes de atuar nas células mutantes resistentes ao imatinib, a excecao das que
apresentam a mutacao T315l. As células com as mutacdes F317L e V299L sao resistentes
ao dasatinib e as mutac¢des Y253H, E255K e F359I1 conferem resisténcia ao nilotinib (1).

O ponatinib é capaz de atuar contra a mutacdo T315l e também contra as outras
mutacdes que conferem resisténcia ao dasatinib e nilotinib (62). E eficaz contra mutacoes
individuais no dominio ABL1, ndo sendo capaz de atuar em casos mais complexos, com
duas ou mais mutacdes na mesma proteina (63).

Para além do ponatinib, agentes como o IFN-a atuam no caso de mutacéo T315I, pelo
gue foram propostos para a terapéutica da LMC nesses casos (64).

A presenca de alteracBes cromossOmicas adicionais pode estar relacionada com a
resisténcia ao imatinib (65). Todavia, a adi¢do de alteracbes cromossOmicas, com excecao
da trissomia 8, da duplicacdo do cromossoma Ph e da formacdo do isocromossoma 17,
aquando do diagndstico de LMC, néo esta associada a piores resultados terapéuticos com

o imatinib (1).

6.1.8 Descontinuacao da terapéutica com TKI

A presenca de uma resposta molecular completa persistente s6 é observada numa
minoria de doentes tratados com os TKI. A maioria dos doentes em tratamento com TKIs
apresenta uma doencga residual minima, mesmo nos doentes em que 0s transcritos de
BCR-ABL1 nao sao detetaveis. A paragem do tratamento destes doentes pode levar a uma
recidiva e, por esta razdo, é recomendado manter a terapéutica com TKIs durante toda a
vida do doente.

Nos doentes intolerantes ao imatinib, a dose podera ser reduzida sem perda da

resposta molecular completa.
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Os efeitos da descontinuagdo dos TKIs de segunda geragéo (nilotinib e dasatinib)
ainda ndo sdo bem conhecidos, sendo necessarios mais estudos para saber se € possivel
parar o tratamento, sem risco para o doente.

H& varios estudos a decorrer, na tentativa de encontrar opgfes terapéuticas para a
LMC, que n&o obriguem ao tratamento durante toda a vida (1).

6.2 Outras terapias

Para além dos TKIls, existem outras alternativas para o tratamento da LMC. O
tratamento com IFN-a foi aprovado em 1980 e consiste na administracdo de IFN-a
recombinante nos doentes com LMC. Este agente é mais eficaz quando administrado na
fase cronica da LMC, sendo a sua acao devida a efeitos imunomoduladores. Cerca de 50%
dos doentes que conseguem uma resposta completa ao tratamento com IFN-q,
apresentam uma sobrevivéncia de longa duracdo. Os efeitos secundarios mais comuns
sédo fadiga, febre, perda de peso, alteracdes na funcao hepatica, alteracdes hematoldgicas
e sintomas do foro neuropsiquiatrico. O IFN-a raramente é usado no tratamento da LMC,
podendo, porém, ser utilizado em conjunto com o imatinib, funcionando como um
estimulante imunolégico (1, 5, 6).

O busulfan também é utilizado raramente, exceto na preparacdo dos doentes para
transplante de medula ou em doentes idosos intolerantes aos TKils (1).

A omacetaxina (homoharringtonina) € um alcaloide com atividade contra a mutacao
T315l, que foi aprovado pela FDA, em 2012, para o tratamento de doentes com LMC, na
fase crénica ou na fase acelerada, que sejam intolerantes a outras terapéuticas ou que nao
respondam a dois ou mais TKIs. Os efeitos secundarios mais comuns sao as citopenias
D).

A combinacao do imatinib com alguns agentes, como o IFN-q, citarabina, omacetaxina,
entre outros, poderd melhorar a resposta ao tratamento da LMC. Esta metodologia
raramente é usada na fase crénica, mas pode ser importante na fase acelerada ou blastica
2).

A radioterapia é utilizada em doentes que estejam numa fase mais avancada da fase
crénica ou mesmo na fase acelerada e que apresentem esplenomegalia extrema, com dor,
e outros sintomas associados ao aumento do volume do baco. A irradiacéo esplénica pode
aliviar os sintomas, embora apenas temporariamente (66).

Até a aprovacao do imatinib para o tratamento da LMC, em 2001, o transplante de
medula 6ssea era uma opc¢éao terapéutica a considerar nos doentes com menos de 65 anos
e que tinham um dador compativel. O aumento do nimero de doentes que conseguiam

uma resposta citogenética completa com o tratamento com o imatinib tornou o transplante
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menos importante como opg¢éao terapéutica. O nimero de transplantados diminuiu de forma
significativa em todo o mundo. Porém, o alotransplante continua a ser importante no
tratamento de doentes resistentes/intolerantes a varios TKIs e nos doentes que progridem,
durante o tratamento, para a fase acelerada ou blastica. Este tratamento pode também ser
usado em doentes que apresentem a mutacado T315l e que n&o respondam ao ponatinib.
Doentes na fase acelerada ou blastica eleitos para transplante de medula 6ssea, podem
ser tratados com um TKI que ndo tenham usado em tratamento prévio, antes do
transplante.

A mortalidade durante o primeiro ano pés-transplante, em doentes com menos de 40
anos, € de 10-20%, e deve-se, principalmente, a doenca do enxerto-versus-hospedeiro
(DEVH) e infegdes.

Apos o transplante, podem ser administrados TKIs como uma medida profilatica,

principalmente naqueles doentes que tenham um risco elevado de recaida (1, 5, 6).

6.3 Terapias de suporte

A leucoferese € uma opcéao para o controlo da LMC, mas apenas temporariamente.
Devido a elevada leucocitose e a elevada taxa de proliferacdo mieloide, a reducdo do
numero de leucocitos por esta técnica é pouco eficiente e, por isso, raramente € usada em
doentes durante a fase cronica da LMC. Contudo, podera ser Gtil em doentes com
leucocitose extrema, para 0s quais uma citorreducdo rapida é importante para reverter os
sintomas da leucostase (letargia, hipoxia, tinnitus, papiledema, priapismo), e em gravidas
com LMC, em que € preciso um controlo da leucocitose, sem recorrer a terapéuticas que
podem afetar o desenvolvimento fetal (1).

Em casos de hiperuricemia e hiperuricosuria (achados comuns em doentes com LMC
no diagndstico e em situagBes de recidivas) podera ser necessario o seu tratamento. A
concentracdo seérica de &cido urico, a contagem periférica de leucécitos, o tamanho do
baco e o tipo de terapéutica citolitica a instituir no tratamento da LMC séo os fatores a
considerar no tratamento de hiperuricemia. Se estas variaveis sugerirem um alto risco de
lise celular, podera ser administrado aos doentes alopurinol, que devera ser descontinuado
apos normalizagdo da contagem de leucécitos e do tamanho do baco e ndo exista lise
celular elevada. Em situacdes de hiperuricemia extrema, poderd ser administrado
rasburicase. Este farmaco reduz rapidamente os valores de acido Urico, ndo provoca
acumulacéo de xantina ou de hipoxantina e ndo requer alcalinizagéo da urina para facilitar
a excrecao de fosfatos (1).

A hidroxiureia pode ser utilizada para se obter uma citorredugéo inicial, pois determina

a supressao, reversivel, da hematopoiese. Pode ser administrada 1 a 6 g/dia (dependendo
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da leucocitose), por via oral. A dose deve diminuir progressivamente, em funcédo da
diminuicdo do numero de leucocitos. Caso a contagem de leucécitos atinja valores
inferiores a 5x10%I, deve ser interrompido o tratamento (1, 6).

A esplenectomia podera ser Util em doentes que apresentem trombocitopenia nao
relacionada com a terapéutica, desconforto abdominal, metabolismo aumentado e
hipertensdo portal. Contudo, a morbilidade pés-operatéria, resultado de infecdes,
tromboses ou hemorragia, é elevada, com uma mortalidade superior a 10% (67).

6.4 Casos especiais

Em determinados casos, podera ser necessario realizar alguns ajustes no tratamento
da LMC, como por exemplo em casos de doentes gravidas.

Como o imatinib pode ter efeitos teratogénicos, o tratamento é descontinuado em caso
de gravidez, perdendo, na maioria dos casos, as respostas hematolédgica e citogenética.
Para evitar esta situacdo, devem recomendar-se métodos contracetivos durante o
tratamento com qualquer TKI; se a mulher estiver gravida quando é diagnosticada a
leucemia, recomenda-se o tratamento com IFN-a até ao parto, dado que este pode ser
utilizado durante a gravidez sem risco de malformacdes fetais. Apds o parto, devera ser
iniciado um TKI para atingir melhores resultados.

A hidroxiureia pode ser utilizada no segundo e no terceiro trimestre de gravidez para
tratamento da LMC, mas nado deve ser utilizada no primeiro trimestre. Também pode fazer-
se uma leucoferese, no primeiro trimestre da gravidez (ou depois), para evitar a exposicao

do feto a farmacos (1).

7. Fase acelerada e transformacao blasticada LMC

Para definir as diferentes fases da LMC existem diferentes classifica¢cdes, sendo as
mais utilizadas a Classificagdo da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) e da European
Leukaemia Net (ELN) / Centro de Oncologia MD Anderson (Tabela 6).
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Tabela 6 - Critérios para a definicdo de fase acelerada e fase blastica, segundo a Organizacao Mundial de Saude e a European Leukaemia Net. Os critérios
utilizados para definir a fase acelerada sdo complexos, refletindo a dificuldade do seu diagnostico. Os critérios utilizados para definir a fase blastica apenas
diferem na percentagem de blastos. Apenas um dos critérios é suficiente para o diagndstico.

OMS

ELN

= Esplenomegalia persistente ou aumentada
= Leucocitose persistente ou aumentada
= % de blastos (SP ou MO) entre 10-19%
= % de basofilos (SP ou MO) > 20%
= NUimero de plaguetas >1000x10%1, insensivel a terapia, ou
Ease <100x10%, n&o relacionada com a terapia
acelerada " AlteracBes cromossémicas adicionais (por exemplo, trissomia 8,
isocromossoma 17q, duplicacdo do cromossoma Ph)
= Resisténcia hematoldgica ao primeiro TKI (ou falha em conseguir
uma resposta hematolégica completa ao primeiro TKI)
= Qualquer indicacdo hematolégica, citogenética ou molecular, de
resisténcia ao segundo TKI

= % de blastos (SP ou MO) entre 15-19%

= % de basofilos (SP ou MO) > 20%

= NUmero de plaquetas < 100x10%1, ndo relacionada com a
terapia

= Alterac6es cromossomicas adicionais (por exemplo, trissomia 8,
isocromossoma 17q, duplicacdo do cromossoma Ph)

= % de blastos (SP ou MO) > 20%
= Envolvimento extramedular
= Falha na resposta ao tratamento

Fase
blastica

* % de blastos (SP ou MO) > 30%
= Envolvimento extramedular
= Falha na resposta ao tratamento

ELN, European Leukaemia Net; MO, medula 6ssea; OMS, Organizagdo Mundial de Saude; Ph, cromossoma Filadélfia; SP, sangue periférico.

Tabela adaptada de Hochhaus, A. et al. (10).
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7.1 Fase acelerada

Os doentes que se encontram na fase crénica da LMC podem progredir para uma fase
mais avangada da leucemia, mesmo estando em tratamento. Esta fase caracteriza-se por
ser muito mais agressiva que a fase crénica, sintoméatica e de mais dificil tratamento, pois
pode ndo haver resposta terapéutica ou ndo ser tdo significativa como acontece na fase
cronica. A passagem da fase crénica para a fase acelerada esta muitas vezes associada
a acumulacdo de mais alteracdes citogenéticas, para além do cromossoma Ph (1, 2).

Ha sinais e sintomas que sao frequentes na evolugéo da LMC para fases mais graves.
Na fase acelerada, os doentes apresentam esplenomegalia mais acentuada. Em cerca de
10% dos doentes com LMC esta € a primeira manifestacdo da fase acelerada, sendo as
principais areas envolvidas os nédulos linfaticos, membranas serosas, pele e tecidos
moles, peito, tratos gastrointestinal e urogenital, ossos e sistema nervoso central. O
envolvimento do sistema nervoso central esta associado a enxaquecas, vomitos, letargia
e papiledema, que se devem ao aumento do nimero de células, proteinas e a presenca de
blastos no liquido cefalorraquidiano (1).

O desenvolvimento de trombocitopenia, ndo relacionada com a terapéutica, pode ser
indicativo de faléncia medular.

Sem tratamento adequado, os doentes com LMC na fase acelerada progridem

habitualmente para uma crise blastica em 1 a 2 anos (3, 5, 6, 68).

7.1.1 Achados hematolégicos

O exame de sangue periférico (Figura 28) destes doentes pode revelar i) anemia, com
poiquilocitose, anisocitose e anisocromia; ii) aumento da leucocitose; iii) aumento da
percentagem de mieloblastos (entre 10-19%); iv) basofilia (>20%); vii) trombocitopenia ndo

relacionada com a terapia ou trombocitose insensivel ao tratamento (2).
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Figura 27 - Achados hematoldgicos de doentes com leucemia mieloide crénica; (A-B) Esfregaco
sanguineo de doente em fase acelerada, com basofilia, mieloblastos, entre outros precursores
mieloides, e trombocitopenia; (C) Aspirado de medula 6ssea com basofilia, mieloblastos e
promieldcitos.

Ampliacdo: 1000x.
Figura adaptada de Hoffbrand, A. V. et al. (26) e de Léffler, H. et al. (33).

7.2 Fase blastica

A fase blastica ou crise blastica é caracterizada pelo aumento rapido de blastos e
faléncia medular que resulta de uma proliferacdo descontrolada de precursores,
habitualmente mieloides, ndo acompanhada de diferenciacdo e maturacdo. O seu inicio
pode ocorrer em alguns dias a décadas apés o diagnéstico da LMC (1, 3).

Morfologicamente, ndo é possivel distinguir esta fase blastica da LMC de leucemia
aguda. Os blastos sao, habitualmente, da linhagem mieloide, podendo expressar
antigénios associados com a linha granulocitica, monocitica, megacariocitica, eritroide,
mas também podem ser, embora raramente, linfoides. Também se podem observar crises
promielociticas (neste caso os doentes apresentam uma translocacdo adicional ao
cromossoma Ph, a t(15;17), e apresentam alteragdes no processo de coagulacdo) e

eosinofilicas (1, 2).

7.2.1 Achados hematoldgicos

Estes doentes podem revelar: i) anemia, com poiquilocitose, anisocitose e
anisocromia,; ii) presenca de eritroblastos; iii) aumento da percentagem de blastos (superior
a 20%), que podem ser da linha mieloide ou da linha linfoide; iv) diminuicdo do niUmero de
mieldcitos; v) hipossegmentacdo dos neutroéfilos (células Pelger-Huét) e outras alteragbes

morfoldgicas; vi) basofilia; vii) trombocitopenia ou trombocitose (2).
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Figura 28 - Esfregacos de sangue periférico de doentes com leucemia mieloide cronica em fase
blastica, da linha mieloide, com numerosos mieloblastos, neutréfilos atipicos e promielécitos.

Ampliagdo: 1000x.
Figura adaptada de Hoffbrand, A. V. et al. (26).

Os doentes com LMC na fase blastica apresentam uma medula 6ssea com aspeto
caracteristico de uma leucemia aguda (Figura 29) e podem apresentar alteracbes
dismérficas em uma, duas ou trés linhagens de células, com uma percentagem de blastos
superior a 20% (1, 2).

Figura 29 - Esfregaco de medula éssea de doentes com leucemia mieloide crénica na fase blastica,
em que é possivel observar um elevado namero de linfoblastos com vacuolos.

Ampliacao: 1000x.
Figura adaptada de Hoffbrand, A. V. et al. (26).

41



Leucemia mieloide crénica

7.3 Sintomatologia

Os sintomas que podem indicar a progressdo da LMC sao febre inexplicavel, dor
0ssea, fraqueza, suores noturnos, perda de peso, artralgia e dor localizada na zona do
gquadrante superior esquerdo, frequentemente associados ao aumento do tamanho do
baco. Estes sintomas podem ocorrer durante o tratamento e antes de se poderem observar
as alteracdes hematoldgicas sugestivas da evolugdo da patologia.

Também podem apresentar sintomatologia relacionada com o aumento de histamina,

resultante do nimero excessivo de basdfilos (1, 2).

7.4 Alteracbes genéticas

A progresséo da leucemia pode ser resultado de diferentes processos moleculares,
como paragem da maturacao das células, falha na reparacao do DNA, desenvolvimento
de um fendétipo mutante, encurtamento dos telémeros, perda das funcdes supressoras de
tumores nas células ou de fatores desconhecidos (1).

Na progressdo da fase cronica para a fase acelerada € frequente observar-se um
aumento da expressao do gene BCR-ABL1. Em alguns doentes, verificam-se alteracdes
cromossomicas adicionais (para além do cromossoma Ph). As alteracbes genéticas que se
associam com mais frequéncia a progressao para a fase acelerada sao a trissomia 8 (34%
dos casos), duplicacdo do cromossoma Ph (31% dos casos), isocromossoma 17q (21%),
trissomia 19 (13%), perda do cromossoma Y (9%), trissomia 21 (7%), duplicacdo do
cromossoma 17 (6%) e monossomia 7 (5% dos casos) (2). Certas alteracdes, como a

inversdo do cromossoma 16, estdo associadas a uma transformacao precoce em LMA (1).

7.5 Prognéstico

Na fase acelerada da LMC, os doentes podem néo responder bem ao tratamento e em
certos casos a evolucdo da doenca pode ser fatal em semanas a meses.

Os doentes que apresentem uma fase blastica com fenétipo mieloide tém um tempo
médio de vida de cerca de 6 meses. Com fenétipo linfoide, o tempo médio de vida dos é
de aproximadamente 12 meses.

O tratamento pode induzir citopenias, 0 que contribui para o aparecimento de infe¢cdes
oportunistas, como por exemplo pelo virus do herpes, do citomegalovirus e por fungos;

hemorragias e disfuncéo de érgéos, especialmente do figado e rins (1).
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7.6 Tratamento

O tratamento ideal para estes doentes € muitas vezes o transplante, caso o doente
apresente a idade adequada e desde que haja um dador compativel.

Atualmente, o tratamento recomendado para os doentes em crise blastica é com TKIs
associados ou ndo a quimioterapia, até atingirem a fase cronica, ap0s o que se deve, se
possivel, proceder ao transplante.

A esplenectomia pode ser utiliza para fins paliativos, em casos de dores esplénicas ou
hemorragia. Contudo, como a incidéncia de complicacdes ¢é alta, deve ser evitada (se for

possivel) (1).

7.6.1 Inibidores datirosina cinase

Uma das escolhas frequentes para o tratamento da fase acelerada é o imatinib, 600
mg/dia. O dasatinib (140 mg/dia) e o nilotinib (400 mg duas vezes ao dia) conseguem
induzir respostas moleculares mais favoraveis e por isso podem ser usados na fase
acelerada, ou na preparacdo do doente, na fase acelerada ou na fase blastica, para o
transplante.

Para além do dasatinib e do nilotinib, também o imatinib, bosutinib (500 mg/dia) e o

ponatinib (45 mg/dia) podem ser utilizados pré-transplante na fase acelerada (1).
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8. Consideracoes finais

Com este trabalho pretendeu-se fazer uma reviséo atual dos conhecimentos sobre a
fisiopatologia da leucemia mieloide cronica, as suas principais manifestacdes clinicas e o
seu diagnostico diferencial, bem como o seu progndstico e tratamento.

A LMC caracteriza-se, entdo, por uma leucocitose com desvio a esquerda, neutrofilia,
hiato leucémico, basofilia, anemia normocrémica normocitica, alteragdo do numero de
plaguetas, algumas alteracbes bioquimicas e organomegalia, maioritariamente,
esplenomegalia e hepatoesplenomegalia.

Os avancos dos conhecimentos cientificos e tecnol6gicos permitiram que a LMC seja
atualmente considerada uma patologia raramente fatal, com aumento consideravel do
tempo de vida dos doentes. Esta melhoria deve-se a introducdo do tratamento com
inibidores de tirosina cinase, que veio revolucionar a terapéutica da LMC e aumentar a
esperanca de vida deste doentes.

Contudo, apesar do enorme avan¢o no tratamento, existem ainda casos em que a
leucemia é fatal. Nestes casos, a leucemia evolui progressivamente da fase crénica para
uma fase blastica, em que o estado clinico do doente se agrava. Esta transformacao deve-
se a aquisicao de resisténcia/intolerancia aos inibidores de tirosina cinase, devido ao ganho
de mutacées no gene BCR-ABLI1, ou a alteragdes citogenéticas adicionais. E, pois,
bastante importante estudar novas abordagens terapéuticas que permitam atuar com

sucesso nestes casos.
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9. Casos clinicos

De forma a compreender melhor os casos de LMC, tive a oportunidade de realizar um
estagio de observacdo, com a duracdo de uma semana, no Servico de Hematologia
Laboratorial do Instituto Portugués de Oncologia do Porto (IPO), gentiimente concedido
pelo diretor do Servico, Dr. Carlos Mendes, durante o qual tive a oportunidade de observar
esfregacos sanguineos e de aspirados de medula éssea de doentes com LMC,
acompanhada pela Dr.2 Cristina Silva.

Tive ainda a oportunidade de poder observar como é realizado o diagnéstico de LMC
no Centro Hospitalar do Porto, tanto na area da Biologia Molecular, acompanhada pelo Dr.
Jodo Rodrigues, onde pude observar os diferentes equipamentos e metodologias
utilizadas, como na area da Hematologia Laboratorial, acompanhada pela Dr.2 Inés Freitas,
onde pude observar esfregacos sanguineos e de aspirados de medula 6ssea de doentes
com LMC.

9.1 Caso 1

Gentilmente cedido pelo Dr. Carlos Mendes, diretor do Servico de Hematologia

Laboratorial do Instituto Portugués de Oncologia do Porto (IPO)

12 consulta de Onco-hematologia

Motivo da consulta: Leucocitose com neutrofilia e desvio a esquerda.

Historia prévia:

Sem antecedentes prévios de relevo.
Antecedentes cirrgicos: negativo.
Habitos alcodlicos: negativo.

Habitos tabagicos: negativo.

Alergias medicamentosas: desconhece.

Historia familiar:

Mae: Hipertensao arterial.
Pai e irméo saudaveis.

AV0 e tio com cancro do pancreas.
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Sem historia familiar conhecida de doenga hematologica.

Histéria atual da doenca:

Doente do género feminino, com 27 anos de idade; com um quadro de rinite, com
cerca de 6 meses, sem grande melhoria ap6s medicacgdo, motivo pelo qual fez estudo
analitico, que mostrou:

Concentracdo de hemoglobina: 10,7 g/dl, contagem de leucécitos: 163,7x10%.

Sem aparentes sintomas B ou outras queixas de relevo.

Exame objetivo:

Consciente, colaborante e orientada no espaco e tempo. Corada e hidratada. Sem
cianose ou ictericia.

Peso: 57,8Kg. Altura 164cm.

Sem adenopatias periféricas palpaveis.

Abdémen mole e depressivel, indolor, sem massas ou organomegalias palpaveis.

Sem edemas periféricos.

Andlises - Hematologia

Tabela 7 - Resultados do hemograma e do estudo da coagulagéo.

ERITROGRAMA Valores de Referéncia
Eritrocitos x10%?/l 3,49 | 3,80 - 5,80
Hemoglobina g/dl 10,9 | 11,5-16,5
Hematécrito I/ 0,33 | 0,37 - 0,47
VGM fl 93,7 76,0 - 96,0
HGM pg 31,2 27,0-32,0
CHGM g/dl 33,3 30,0 - 36,0
RDW % 16,5 1 11-15
PLAQUETOGRAMA Valores de Referéncia
Plaquetas x10% 367 150 - 400
RETICULOCITOS Valores de Referéncia
Reticuldcitos x10%1 54,8 50 - 100

% 1,6 05-25
Equivalente de Hemoglobina do Reticulécito  pg 32,7 28 - 35

1, valor aumentado; |, valor diminuido.

CHGM, concentra¢do de hemoglobina globular média; HGM, hemoglobina globular média; VGM, volume
globular médio; RDW, Amplitude de distribuicdo dos eritrécitos.
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Tabela 7 - Resultados do hemograma e do estudo da coagulagéo. (continuagéo)

LEUCOGRAMA Valores de Referéncia
Leucécitos x10% 193,61 1 40-11,0
Neutréfilos x10% 112,29 1 2,00 - 7,50
% 58,0 50-70
Eosindfilos x10% 1,94 1 0,00 - 0,60
% 1,0 0-4
Basofilos x10%1 2,90 1 0,00 - 0,20
% 15 0-2
Linfécitos x10%1 9,68 1 1,20 - 3,40
% 5,0 | 20 - 44
Monécitos x10% 1,94 1 0,00 - 0,90
% 1,0 | 2-9
Metamielécitos ~ x10% 30,01 1
% 155 1
Miel6citos x10% 29,04 1
% 150 1
Promiel6citos x10% 0,97 1
% 0,5 1
Células blasticas x10% 4,84 1
% 2,5 7
HEMOSTASE Valores de Referéncia
PT S 16,0 i 12,4 - 15,2
INR 1,12 09-1,2
aPTT S 29,1 24,6 - 31,8

1, valor aumentado; |, valor diminuido.
aPTT, tempo de tromboplastina parcial ativada; INR, International Normalized Ratio; PT, tempo de protrombina.

Figura 30 - Grafico de disperséo leucocitaria, obtido no canal DIFF.

Circulo laranja: linfocitos; verde: mondcitos; azul: neutréfilos; vermelho: eosindfilos; amarelo: granulécitos
imaturos; e branco: blastos.

SFL, fluorescéncia lateral; SSC, dispersao lateral.
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Analises - Bioquimica

Tabela 8 - Resultados da avaliagcao bioquimica.

BIOQUIMICA Valores de Referéncia
Glicose mg/dl 99 76 - 115
Ureia mg/dl 30,6 9,6 -49,8
Creatinina mg/dl 0,60 0,51 -0,95
Acido Urico mg/dl 3,7 24-7,0
Bilirrubina Total mg/dl 0,25 <1
Bilirrubina Direta mg/dl 0,05 <0,25
Albumina g/dl 4,2 3,8-53
GOT/AST U/l 28 <39
GPT/ALT U/l 16 <42
ALP u/l 47 42 - 128
GGT U/l 28 7-58
LDH u/l 1113 1 67 - 248
Célcio mmol/l 2,36 2,20 - 2,65
Fésforo mg/dl 2,4 1 2,6-59
Magnésio mmol/l 0,74 | 0,77 - 1,03
Ferro po/dl 85 49 - 167
CTFF ug/dl 435 274 - 494
Ferritina g/l 61 10-120
Sadio mmol/l 139 135 - 145
Potassio mmol/l 3,7 1 3,8-50
Cloretos mmol/l 106 101 - 109
Proteina C Reativa mg/l 2,50 <5,00

1, valor aumentado; |, valor diminuido.

AST, aspartato aminotransferase; ALT, alanina aminotransferase; ALP, fosfatase alcalina; GGT, gama-glutamil
transferase; LDH, lactato desidrogenase; CTFF, capacidade total de fixag&o do ferro.

Albumina a1 a2 B1 B2 Y

Figura 31 - Gréfico da eletroforese das proteinas séricas do doente.
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Tabela 9 - Resultados da eletroforese de proteinas.

ELETROFORESE Valores de Referéncia
Proteinas gd 72 6,4 -8,3
Albumina % 57,5 55,8 - 66,1
Alfa 1 % 6,3 1 29-49
Alfa 2 % 11,6 7,1-11,8
Beta 1 % 7,2 47 -7,2
Beta 2 % 4,1 3,2-6,5
Gama % 13,3 11,1-18,8
Relacdo A/G 1,4

1, valor aumentado.
A/G, relacdo albumina/globulina.

Laboratério de Citogenética

Material enviado: Medula 6ssea.

Cariotipo de medula 6ssea
Técnica: Bandas cromossémicas apOs cultura de 24 horas com e sem
sincronizagao por metotrexato.

Resultado: 46, XX, 1(9;22)(q34;q11,2).

Conclusao: As 20 metafases analisadas apresentam a translocacao t(9;22)(q34;q11,2)

resultando no gene de fusdo BCR-ABL1, caracteristico da LMC.

Virologia

HEPATITE C

Atc. HCV 0,1 DO(X)/CUT-OFF <09(NR}->1 1(R)

HEPATITE B

Atg. HBs 0,2 DO(X)/CUT-OFF =0.9(NR)->1.1(R)
Atc HBc 0,1 DO(X)/CUT-OFF =0.9(NR)->1.1(R)

RETROVIRUS

HIV Ag/Ac 0,1 DO(X)/CUT-OFF <0.9(NR)-==1.1(R)

Mielograma

MO hipercelular com predominio franco da linha mieloide em todas as fases de

maturacdo, sem excesso de blastos, sugestivo de LMC.
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Observacdo microscopica
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Figura 32 - Esfregago sanguineo do doente com leucemia mieloide crénica.
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Ampliacdo: 1000x.
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Figura 33 - Diferentes leucdcitos maduros observados no esfregaco sanguineo do doente com
leucemia mieloide crénica.

Ampliacdo: 1000x.
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Figura 34 - Diferentes neutréfilos maduros, em banda e metamieldcitos observados no esfregago sanguineo do doente com leucemia mieloide crénica.
Ampliacdo: 1000x.
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Discussao

Trata-se de um caso tipico de LMC, na fase cronica. A doente foi encaminhada para
estudo hemato-oncolégico ap6s um exame laboratorial, para estudo de uma rinite
persistente e ndo responsiva a terapéutica, em que se observou leucocitose.

A doente ndo apresentava antecedentes que pudessem indicar a ocorréncia de LMC,
e no exame fisico ndo foram detetadas organomegalias palpaveis.

O hemograma indicava anemia normocromica normocitica, leucocitose com
neutrofilia, eosinofilia, basofilia e precursores granulociticos ndo escalonados. Os restantes
parametros encontravam-se dentro dos valores de referéncia.

No esfregaco sanguineo era possivel observar precursores granulociticos, neutrofilia,
eosinofilia, basofilia e confirmar todos as outras altera¢cdes hematoldgicas observadas no
hemograma.

O estudo bioquimico apresentava valores normais, a excecao da LDH, que se
encontrava aumentada, em concordancia com a elevada proliferacdo celular associada a
LMC. Este € um achado caracteristico da LMC.

A andlise citogenética e molecular indicou a presenca de células com o cromossoma
Ph (1(9;22)(g34;911,2)), com formacao do gene de fusdo BCR-ABLL1.

Relativamente ao estudo de virologia, era negativo, sem a presenca de nenhum
antigénio virico.

A andlise a medula 6ssea indicou um aumento do namero das células granulociticas,
sugestivo de uma granulocitopoiese aumentada.

Em conjunto, estes achados laboratoriais permitiram fazer o diagnostico de LMC, na

fase cronica.

9.2 Caso 2

Gentilmente cedido pelo Dr. Carlos Mendes, diretor do Servigco de Hematologia

Laboratorial do Instituto Portugués de Oncologia do Porto (IPO)

12 consulta de Onco-hematologia (hovembro 2017)

Doente do género masculino, com 42 anos, sem antecedentes relevantes, que refere
guadro de astenia com 3 semanas de evolucdo. Refere suores noturnos desde a mesma
altura, sugestivas de sintomas B. Recorreu a servicos médicos, tendo feito andlises

sanguineas. Desses resultados destacam-se: concentracdo de hemoglobina de 8,5g/dI,
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com 145x10° Leucdcitos/l, com desvio a esquerda (25% neutrdfilos, 26% neutréfilos em
banda, 19% metamielécitos, 12% mielécitos, 3,8% basofilos, 1,4% eosindfilos e 2%
blastos). O doente ficou internado para estudo e tratamento, tendo feito fluidoterapia e

antibioterapia (levofloxacina), que mantém.

Historia prévia:
Doencas proprias da infancia: sem relevancia.
Doencas tipicas dos adultos: sem relevancia.

Internamentos/cirurgias prévias: Negativo.

Traumatismos/acidentes: Negativo.

Histéria psicossocial:

Casado, vive em casa com boas condi¢des de habitabilidade; tem 2 filhos com 6 anos,
saudaveis. Tem 2 irmaos, saudaveis. Mae e pai sem doencgas conhecidas, com 61 e 63
anos, respetivamente.

Viagens ao estrangeiro: negativo.

Exame objetivo:

Bom estado geral. Consciente, colaborante e orientado no espaco e tempo.

Pele e faneras sem alteracdes. Mucosas coradas e hidratadas. Eupneico.

Sem adenopatias cervicais, axilares e inguinais.

Orofaringe sem alteracoes.

Tenséao arterial: 129/83 mmHg. Altura 181 cm. Peso 72,5 Kg. Temperatura auricular
36°C.

Abdomen: Mole e depressivel, sem dor a palpacdo profunda ou superficial,
esplenomegalia com 13cm (mas ponta de bago >20cm), hepatomegalia com 7cm, sem
outras organomegalias. Timpanismo difuso.

Membros: sem edemas.

Apoés estudo hematolégico, citogenético e molecular, em novembro de 2017, o doente
foi diagnosticado com LMC na fase crénica, estando a ser tratado com imatinib, desde

entao.
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Histéria da doenca atual (2018)

Suspeita de LMC em crise blastica. O doente foi diagnosticado com LMC em fase
cronica, em Novembro de 2017 e iniciou tratamento com imatinib.
Apresentam-se e comparam-se os estudos hematoldgicos, bioquimicos, citogenéticos

e moleculares do doente na fase crénica ao diagnostico e na fase blastica atual.

Analises - Hematologia

Tabela 10 - Resultados do hemograma e do estudo da coagulagéo.

ERITROGRAMA 2017 2018 Valores de Referéncia
Eritrécitos x10%?/| 377 | 3,75 | 4,55 - 6,55
Hemoglobina g/dl 88 | 9,2 | 11,5-16,5
Hematocrito I/ 0,27 | 029 | 0,40 - 0,54
VGM Fl 84,5 76,8 76,0 - 96,0
HGM Pg 27,8 24,5 27,0-32,0
CHGM g/dl 32,8 31,9 30,0 - 36,0
RDW % 173 1 177 1 11-15
LEUCOGRAMA 2017 2018 Valores de Referéncia
Leucocitos x10% 119,22 1t 23,22 1 40-11,0
Neutroéfilos x10%/ 51,86 1t 151 | 2,00 - 7,50
% 43,5 65 | 50 - 70
Eosinoéfilos x10%/ 358 1 0,12 0,00 - 0,60
% 3,0 0,5 0-4
Basofilos x10%/ 7,15 1t 0,00 0,00 - 0,20
% 6,0 1 0,0 0-2
Linfocitos x10°/1 477 1t 2,67 1,20 - 3,40
% 40 | 115 | 20 - 44
Monocitos x10°/1 1,199 t 0,70 0,00 - 0,90
% 1,0 | 3,0 2-9
Metamieldcitos x10°/1 1967 1 0,12 1
% 165 1 05 1
Mieldcitos x10°/1 2265 1 012 1
% 190 1 05 1
Promiel6citos x10°/| 2,98 1 0,0
% 25 1 00
Células blasticas x10°/| 536 1 17,88 1
% 45 1 77,0 1
PLAQUETOGRAMA 2017 2018 Valores de Referéncia
Plaquetas x10%/I 359 33 | 150 - 400
HEMOSTASE 2017 2018  Valores de Referéncia
PT S - 154 1 12,4 -15,2
INR - 1,08 0,9-12
aPTT S - 241 | 246 -31,8

1, valor aumentado; |, valor diminuido.

aPTT, tempo de tromboplastina parcial ativada; CHGM, concentragdo de hemoglobina globular média; HGM,
hemoglobina globular média; INR, International Normalized Ratio; PT, tempo de protrombina; VGM, volume
globular médio; RDW, Amplitude de distribuicdo dos eritrécitos.
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Figura 35 - Grafico de disperséo obtido no canal DIFF. (A) Fase crénica. (B) Fase blastica.

Circulo laranja: linfocitos; verde: mondcitos; azul: neutrofilos; vermelho: eosindfilos; amarelo: granuldcitos
imaturos; e branco: blastos.

SFL, fluorescéncia lateral; SSC, disperséo lateral.

Andlises - Bioquimica

Tabela 11 - Resultados da avaliacdo bioguimica atuais, na fase blastica.

BIOQUIMICA Valores de Referéncia
Glicose mg/dl 65 | 76 - 115
Ureia mg/dl 30,6 9,6 -49,8
Creatinina mg/dl 1,18 1 0,51-0,95
Acido Urico mg/dl 8,8 1 24-7,0
Bilirrubina Total mg/dl 0,76 <1
GPT/ALT u/l 18 <42
LDH U/l 1941 1 67 - 248
Sadio mmol/| 141 135 - 145
Potéssio mmol/| 3,8 3,8-50
Cloretos mmol/| 107 101 - 109

1, valor aumentado; |, valor diminuido.
ALT, alanina aminotransferase; LDH , lactato desidrogenase.

Estudo Citogenético

Material enviado: Sangue periférico
Cariotipo do sangue periférico

Técnica: Bandas cromossdmicas apos cultura direta e de 48 horas.
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Resultado: 56, XY, +X, +4, +5, 46, +8, +8, 1(9;22)(q34;q11,2),
+der(12)t(1;12)(q25;p13), +14, +21, +der(22)t(9;22).

Conclusao: As 20 metéfases analisadas apresentam, para além da translocagéo
t(9;22)(q34;911,2) anteriormente detetada, multiplas alteragcdes cromossomicas adicionais.

Este cariotipo € compativel com crise blastica de LMC.

Estudo Molecular

Material enviado: Medula éssea.
Mutacdes pontuais no gene de fusdo BCR-ABL1
Técnica: Sequenciacdo de Sanger do dominio da cinase do gene ABL1 (exdes 4
ag).
Resultado: Nao foram detetadas mutacdes no dominio de cinase do gene de fusdo
BCR-ABL1. Variantes sem relevancia clinica.
Conclusao: Pela técnica utilizada nédo foram detetadas, na amostra enviada, mutacdes

no gene de fusdo BCR-ABL1.

Mielograma

Tabela 12 - Resultados do mielograma atual, na fase blastica.

Diagnostico LMC em crise blastica
Local Esterno

Colheita Dificil

Celularidade Hipercelular

Blastos % 95,5
Promielécitos % 0,5
Metamiel6citos % 1,5
Neutroéfilos % 0,5
Proeritroblastos % 2,0

LMC, leucemia mieloide crénica.

Observacgéao: Aspirado medular com fragmentos, presenca de infiltrado homogéneo de
células blasticas, com cromatina laxa e relagdo elevada nucleo/citoplasma, sem nucléolo,
com escasso citoplasma crescente, por vezes com vacuolos.

Conclusao: leucemia aguda, a caracterizar melhor pelos estudos citogenéticos e

moleculares.
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Observacao microscopica

Figura 36 - Diferentes leucécitos observados no esfregaco sanguineo do doente com leucemia mieloide cronica em fase blastica.
Ampliacdo: 1000x.
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Discussao

Trata-se de um caso de LMC em que, ap0s diagnéstico de LMC na fase crénica houve,
aproximadamente um ano depois, progressao para fase blastica.

A LMC foi diagnosticada apés um exame laboratorial, devido a queixas de astenia
prolongada, onde se observou leucocitose, com desvio a esquerda e basofilia.

O doente ndo apresentava antecedentes que pudessem indicar a ocorréncia de LMC,
e no exame fisico nao foram detetadas adenopatias, contudo apresentava
hepatoesplenomegalia.

O hemograma indicava anemia normocromica normocitica, leucocitose com
neutrofilia, basofilia e precursores granulociticos. Os restantes parametros encontravam-
se dentro dos valores de referéncia.

Os estudos citogenéticos e moleculares permitiram fazer o diagnéstico de LMC, na
fase cronica. O doente iniciou tratamento com imatinib.

Decorrido cerca de um ano, as novas analises indicavam anemia normocrémica
normocitica, trombocitopenia, leucocitose, embora menos marcada que na fase croénica,
com neutropenia e com um elevado namero de blastos (superior a 20%), indicativo de
progressao para fase blastica, de leucemia aguda.

A observacao do esfregaco sanguineo permitiu confirmar o elevado nimero de blastos
e todas as outras alterac6es do hemograma.

O estudo bioquimico evidenciou um aumento da LDH, indicador da elevada
proliferacéo celular, caracteristica da LMC.

A andlise citogenética indicou a presenca de mdltiplas alteracdes cromossémicas
adicionais, nas células com cromossoma Ph (1(9;22)(g34;911,2)), o que mostra a
instabilidade genética das células neoplasicas.

A andlise de genética molecular ndo evidenciou outras de mutacdes no dominio ABL1
da proteina de fusdo BCR-ABLL1.

O mielograma indicava a presenca de um elevado numero de células blasticas na
medula 6ssea.

Todos estes achados laboratoriais permitiram o diagnéstico de LMC, na fase blastica.
Todavia, sera necessario realizar estudos de citoquimica e/ou imunofenotipagem das

células blasticas, para determinar a linhagem dos blastos.
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9.3 Caso 3

Gentilmente cedido pelo Dr. Orlando Silva, diretor técnico do laboratorio de
Analises Clinicas Mesquita & Damiao

Doente do género feminino, de 89 anos de idade, seguida em consulta de Hematologia
apos diagnostico de LMC. Encontra-se a fazer terapéutica com hidroxiureia, apés

suspenséao da terapéutica com imatinib, por intolerancia.

Exames laboratoriais

Tabela 13 - Resultados do hemograma do doente com leucemia mieloide crénica.

ERITROGRAMA Valores de Referéncia
Eritrécitos (x10*2/1), x10%/l 4,80 3,80 - 5,80
Hemoglobina (g/dl) g/dI 14,2 11,5-16,5
Hematocrito (1/) 7] 0,45 0,37 -0,47
VGM (fl) fl 93,4 76,0 - 96,0
HGM (pg) pg 29,7 27,0-32,0
CHGM (g/dl) g/dl 31,8 30,0 - 36,0
LEUCOGRAMA Valores de Referéncia
Leucdcitos x10°/1 247 1 4,0-11,0
Neutrofilos x10° 17,78 1 2,00 - 7,50
% 72 1 50-70
Eosindfilos %1091 0,49 0,00 - 0,60
% 2 0-4
Basofilos x10%/1 1,73 1 0,00 - 0,20
% 7 1 0-2
Linfocitos %1091 2,72 1,20 - 3,40
% 11 | 20 - 44
Mondcitos x10%/1 0,99 1 0,00 - 0,90
% 4 2-9
Metamiel6citos x10°/| 0,25 1
% 1 1
Miel6citos x10°/| 0,74 1
% 3 1
PLAQUETOGRAMA Valores de Referéncia
Plaguetas (x10°/) x10°/| 620 1 150 - 400

1, valor aumentado; |, valor diminuido.
VGM, volume globular médio; HGM, hemoglobina globular média; CHGM, concentracdo de hemoglobina
globular média.

Na analise do esfregaco sanguineo, observou-se leucocitose, neutrofilia, presenca de
precursores com diferentes estadios de maturacdo, basofilia, trombocitose, com
aparecimento de plaquetas gigantes. Também se observou hipersegmentacdo dos

neutréfilos (secundario ao tratamento).
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Observacao microscopica

-

Figura 38 - Diferentes leucécitos observados no esfregaco sanguineo do doente com leucemia mieloide cronica.

MI, mielécitos; ME, metamielocitos; N, neutréfilos; B, baséfilos; E, eosindfilos; L, linfécitos; M, mondcitos.
Ampliacdo: 1000x.
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Discussao

Trata-se de um caso de LMC em fase acelerada.

A doente, ap6s ter sido diagnosticada com LMC, iniciou o tratamento com imatinib,
tendo-se mostrado intolerante. Iniciou-se, entdo, o tratamento com hidroxiureia.

A analise do hemograma evidenciou trombocitose e leucocitose com neutrofilia,
basofilia e presenca de precursores mieloides.

A andlise do esfregaco sanguineo confirmou leucocitose, neutrofilia (com neutréfilos
hipersegmentados), precursores granulociticos, basofilia e trombocitose.

Por ndo serem conhecidos mais dados da historia da doente, nao é possivel concluir
se a progressdo da LMC para fase acelerada se deve a interrup¢éo do tratamento com

imatinib ou a auséncia de resposta ao tratamento com hidroxiureia.
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Resumo

Pretende-se com este relatério de estagio descrever, de forma sucinta, todo o trabalho
desenvolvido ao longo do meu estagio no laboratério de Analises Clinicas Mesquita &
Damido, Lda., em Vila das Aves, no ambito do estagio final para a obtencdo do grau de
mestre em Andlises Clinicas pela Faculdade de Farmécia da Universidade do Porto.

O relatério esta dividido pelas diversas valéncias, onde refiro, em cada uma, as
determinacBes que pude acompanhar/executar, 0s equipamentos utilizados, alguns
exemplos e as minhas dificuldades em cada area.

Sado também abordados, neste relatério, os estagios completares que realizei no
Instituto Portugués de Oncologia do Porto e no Centro Hospitalar do Porto, e apresentados

casos clinicos e um estudo bacteriolégico.
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1. Concecao geral

O meu estagio curricular, realizado no ambito da unidade curricular “Estagio
profissional”, integrada no mestrado em Analises Clinicas da Faculdade de Farmacia da
Universidade do Porto, decorreu no Laboratério de Andlises Clinicas Mesquita & Damiéo,
Lda., localizado em Vila das Aves, Santo Tirso.

O estagio teve a duracao de 4 meses, de 5 de fevereiro a 1 de junho, com um total de
452 horas e, durante o0 mesmo, pude trabalhar nas diferentes areas existentes no

laboratério, com a distribuicdo temporal representada no Figura 1 e no Anexo 1.
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Figura 1 - Representagéo esquemética da distribuicdo do tempo de estagio em cada &area, num total
de 68 dias. A categoria “Outros” é referente aos testes respiratoérios, a pesquisa de drogas de abuso
na urina e a ajuda na rececao.

Em suma, durante o estagio tive a oportunidade de trabalhar ndo s6 nas valéncias de
Bioquimica, Hematologia, Imunologia e Microbiologia, como também tive a oportunidade

de realizar colheitas de sangue.
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1.1. Laboratério de Anélises Clinicas Mesquita & Damiao

O Laboratério de Andlises Clinicas Mesquita & Damiéo foi fundado no dia 14 de julho
de 1981 pelas farmacéuticas, especialistas em Andlises Clinicas, Dra. Ana Damiéo e Dra.
Manuela Mesquita, juntamente com os respetivos maridos, Dr. Rui Damido e Sr. Joaquim
Mesquita.

O laboratério central localiza-se na Praca do Bom Nome n.°153, Vila das Aves (Figura
2), encontrando-se aberto de segunda a sexta-feira, das 8:00h as 18:30h, e ao s&bado,
das 8:30h as 12:00h.

Pingo Doce Vila das Aves Q

Intermarché Q
Vila das Aves

LAB. ANALISES CLINICAS

Jardim do
Largo da Tojela o

MESQUITA &
DAMIAQ, LDA

Escola Secundéria Dom o
Afonso Henriques

Figura 2 - Localizacdo do Laboratério de Andlises Clinicas Mesquita & Damido. Imagens retiradas
da péagina https://www.google.com/maps/contrib/101268166352754294026/photos/@41.363722, -
8.405894,16.93z/data=!3m1!4b1!4m3!8m2!3m1l!lel, acedida a 13 de junho de 2018.

O laboratério central é constituido, essencialmente, por 7 zonas: rececao (Anexo 2A);
sala de colheitas (Anexo 2B); sala principal (Anexo 2C), onde estéo localizados a maioria
dos equipamentos; zona do microscopio (Anexo 2D); sala de triagem (Anexo 2E); sala de
lavagens (Anexo 2F) e sala de Microbiologia (Anexo 2G).

Uma grande parte das amostras sdo provenientes do laboratério central, no entanto,
tem ainda varios postos de colheita, localizados em S. Tomé de Negrelos, Sta. Maria de
Oliveira, Deldes, Vilarinho, Landim, Moreira de Cénegos, Ronfe, Ponte, Gondar, Roriz, Vale
de S. Martinho, Riba de Ave e Felgueiras.

Este laboratorio € da responsabilidade técnica do Dr. José Orlando Ferreira Ribeiro da
Silva, especialista em andlises clinicas pela Ordem dos Farmacéuticos. Ainda, a equipa do
laboratorio € constituida por 15 elementos - 3 farmacéuticos, 8 técnicos de analises clinicas
e 4 rececionistas.

Atualmente, o laboratério tem uma média de 100 colheitas diarias.

No laborat6rio séo realizadas andlises de todo o tipo - desde hematologia, bioquimica,

microbiologia, endocrinologia, marcadores tumorais, monitorizacdo de farmacos,

2
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imunologia humoral, imunidade celular, imunoalergologia, rastreio pré-natal de gravidez,
entre outros.

Durante o meu estagio, foram realizadas, no laboratério, cerca de 74586 analises
(1097 andlises por dia) (Figura 3).

550009 52882

50000+

45000-

150001
10000
5000
300
| 50-._l_l_l

Figura 3 - Representacéo grafica do niumero total de amostras realizadas no laboratério durante o
estagio, nas diferentes areas. A categoria “Outros” é referente aos testes respiratérios, a pesquisa
de drogas de abuso na urina, aos doseamentos de farmacos, ao estudo de esperma e aos exames
citologicos.

13426

4379

Total de analises

O laboratério encontra-se integrado na Associacdo Complementar de Empresas
Labomi (ACELABOMI®) do qual fazem parte 33 laboratérios, espalhados por todo o pais
(ver em http://www.acelabomi.co.pt/php/primeira.php?lingua=1&pagina=1001).

Um dos obijetivos prioritarios do laboratério é oferecer a maxima qualidade nos seus
servigos e, para tal, conta com uma Diregcdo Técnica e uma Gestdo de Topo empenhadas
em gerir a preparacdo de Auditorias e impulsionar a Politica da Qualidade. Em 2004, o
laboratério obteve a Certificacdo ISO 9001:2008 e Certificagdo pelas Normas para
Laboratério Clinico da Ordem dos Farmacéuticos (edigdo 2 de maio de 2003), ambas
concedidas pela Bureau Veritas®.

Atualmente, o laboratério encontra-se apetrechado com equipamentos automatizados
e dispde de uma rede informéatica com o programa ClinidataXXI®, que corresponde a um

sistema de gestéo global, que permite registar a entrada dos utentes, as faltas de produtos
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biolégicos, a gestdo diaria do trabalho, a ligacdo entre os equipamentos e 0s
computadores, a validacdo dos resultados e o envio dos mesmos para 0s utentes.

Caso alguma analise ndo seja/ndo possa ser efetuada no Laboratério de Andlises
Clinicas Mesquita & Damido, as amostras sdo encaminhadas para laboratorios externos
certificados, de forma a suprir as requisicdes dos utentes. O Laboratério de Andlises
Clinicas Mesquita & Damidao encaminha, cumprindo todas as normas de seguranca e
conservacdo de amostras, para o Laboratério de Andlises Clinicas Professor Doutor
Joaquim Jorge Nunes de Oliveira, ha Pdvoa de Varzim (um dos membros fundadores do
ACELABOMI®) ou para o Laboratério Ambar, em Barcelona.

Relativamente ao controlo de qualidade dos resultados, este é assegurado através da
realizacdo de controlos de qualidade internos (CQI) e pela participacdo em programas de
Avaliacdo Externa da Qualidade organizados pelo PNAEQ (Programa Nacional de
Avaliacdo Externa da Qualidade), promovido pelo INSA (Instituto Nacional de Saude
Doutor Ricardo Jorge), e pelo RIQAS (International Quality Assessment Scheme), da

Randox®.
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2. Fase pré-analitica

A fase pré-analitica compreende as operacdes que antecedem a andlise laboratorial.
Esta fase inclui o contato direto com o utente; a colheita e transporte da amostra biolégica;
rececao dos varios produtos, com a sua identificacéo e registo; verificacdo do pedido de
andlises e processamento da amostra. Para identificacdo das amostras sdo utilizados
cédigos alfanuméricos, que se encontram associados a um cédigo de barras.

Esta fase comeca com a chegada do utente ao laboratério (Anexo 3). Apds a sua
identificacdo, juntamente com a requisicdo apresentada, na qual séo solicitadas as analises
clinicas a realizar, efetua-se o seu registo no sistema informético. E entfio emitido um taldo
de levantamento, que servird mais tarde para o levantamento dos resultados; uma fatura,
em caso de pagamento das taxas moderadoras; uma folha de colheita (Anexo 4), onde se
encontram as andlises a realizar, e as etiquetas autocolantes com os codigos de barras
(Anexo 5) para identificacdo de todas as amostras recolhidas.

A folha de colheita e as etiquetas sédo enviadas para a sala de colheita (Anexo 2B) e,
apos confirmacéo da identidade do utente, faz-se a recolha do produto biol6gico a analisar.
Qualquer informacéo adicional, proveniente do didlogo com o utente, € registada na folha
de colheita.

De forma sucinta, a colheita de sangue é feita por puncéo venosa utilizando o sistema
Vacuette®; a colheita de urina € realizada pelo utente, para um recipiente estéril, fornecido
pelo laboratério, apos higienizacao do trato urinario; a colheita de fezes também é realizada
pelo utente, para recipientes de uso Unico, fornecidos pelo laboratério; e a colheita de
outros fluidos corporais (exsudados, expetoragéo, esperma...) séo realizados pelo utente
no laboratério & excec¢do dos exsudados vaginais que sao, ocasionalmente, efetuados
pelos médicos.

Apés a identificacdo do utente, é necessario escolher o material adequado,
dependendo das andlises a realizar. A ordem de uso dos tubos é importante e, por isso, no
laboratério, a ordem esta estipulada. No caso de todos os tubos serem necessarios, a
ordem estipulada é a seguinte: tubo de tampa vermelha (bioquimica) > tubo de tampa
amarela (imunologia) > tubo de tampa azul (coagulagdo, com uma razéo de 9:1) > tubo de
tampa roxa (hematologia) > tubo de tampa preta (para determinagdo da velocidade de
sedimentacao).

A preparacao e separacao das amostras para os diferentes setores é efetuada na sala
de triagem (Anexo 2E). No caso dos postos de colheita, as diferentes amostras sao
acondicionadas devidamente e enviadas para o laborat6rio central. Uma vez no laboratério
central, as amostras sdo centrifugadas (Tabela 1), quando necessario, e colocadas nos

respetivos suportes para depois serem analisadas (Anexo 3).
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Tabela 1 - Tempo de centrifugacao aplicavel aos diferentes produtos bioldgicos.
Tipo de colheita  Velocidade (rpm) Tempo de centrifugacéo

Soro
=

3700 10 min
‘ou
Plasma em Citrato )
= 3500 10 min
i
Plasma em EDTA )
a"» 3000 10 min
Urinas 1500 5 min

Abreviaturas: RPM, rota¢Bes por minuto.

Atividades Realizadas

A colheita de sangue € uma das atividades mais importantes num laboratério de
Andlises Clinicas e, como tal, durante o estagio, tive a oportunidade de realizar varias
colheitas de sangue.

Ainda, todos os dias, participei no processamento pré-analitico das amostras e auxiliei,

sempre que necessario, na rececao.
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A bioguimica tem como principal objetivo de estudo as vias metabdlicas e as alteracdes

gue possam dar origem a patologias. No laboratério de Andlises Clinicas Mesquita &

Damido as determina¢fes bioquimicas sao efetuadas em varios equipamentos, que se

encontram sumariados na Figura 4.

N

Parametros bioquimicos e endocrinologicos
#Cobas (6000'- c501°©e411°) e Vidas®

Hemoglobina glicada (HbA1c)
sADAMS Alc HA-8160°

Eletroforese de proteinas
*Minicap®

Pesquisa de sangue oculto (PSO)

eManual

et

Figura 4 - Determinagfes efetuadas na valéncia da Bioquimica e Endocrinologia.

3.1. Parametros bioquimicos e endocrinoldgicos

As determinagdes dos parametros bioguimicos e dos parametros endocrinolégicos sao

efetuados nos autoanalisadores Cobas ¢501® (Figura 5), no Cobas e411® (Figura 6) e no

aparelho Vidas® (Figura 8).
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3.1.1. Cobas c501°®

O Cobas c501® apresenta uma solucdo integrada de métodos turbidimétricos,
colorimétricos, enzimaticos e um maodulo ISE, que permite o doseamento do cloro, do

potassio e do sodio.

Figura 5 - Cobas c501°.

a

Relativamente a metodologia utilizada no aparelho, 0 método imunoturbidimétrico
utiliza anticorpos especificos para a quantificacdo das proteinas séricas, através da
dispersao da luz dos agregados antigénio-anticorpo.

O método colorimétrico utiliza a comparagcédo da cor de uma amostra com a de um
padrdo e, desta forma, € possivel saber a concentracdo de uma dada substancia na
amostra. Estes testes baseiam-se na medicdo das variacbes de absorcdo na zona do
visivel (400 a 700 nm).

O modulo ISE corresponde a um método eletrdnico, por potenciometria, e é utilizado
para determinagfes ionicas. Neste caso, estdo presentes elétrodos seletivos de ibes para
medir o sédio, o potassio e o cloro.

O método enzimatico colorimétrico utiliza enzimas que podem ser usadas como

reagentes na determinacéo do analito ou como o préprio analito.

i. Atividades realizadas

Durante o meu estagio, foram realizadas, no laboratério, cerca de 38527 analises no
Cobas ¢c501® (cerca de 566 andlises por dia) (Anexo 6). Num total de 63 dias (Anexo 1), fui

responsavel pela realizacdo da sua manutencéo diéria, da calibracdo, do controlo de
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gualidade e do processamento das amostras. Esta tarefa ficou exclusivamente da minha
responsabilidade.

Todos os testes devem estar devidamente calibrados e controlados, pois s6 desta
forma se garante que os resultados obtidos séo fidedignos.

Relativamente ao processamento das amostras, os produtos bioldgicos utilizados
eram soro ou urina. Para tal, era necessario colocar as diferentes amostras nas racks do
equipamento, verificar os reagentes necessarios para cada teste e realizar as devidas
calibragbes e controlos.

Ap0s terminar a corrida das amostras, os resultados eram validados e o aparelho era

colocado a “Dormir” no final do dia.

3.1.2. Cobas e411®

No Cobas e411°® (Figura 6) utiliza-se a metodologia de electroquioluminiscéncia, que
consiste na utilizacdo de um estimulo elétrico para iniciar a reagéo, estando disponiveis
testes com i) principio competitivo, usado para analitos de baixo peso molecular, onde a
luz produzida é inversamente proporcional a quantidade de antigénio na amostra do utente
e ii) principio sandwich, utilizado para analitos de elevado peso molecular, onde a

guantidade de luz produzida é diretamente proporcional a quantidade do antigénio.

Figura 6 - Cobas e411°®.
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i. Atividades realizadas

Durante o meu estégio, foram realizadas, no laboratério, cerca de 5852 analises no
Cobas e411® (cerca de 86 analises por dia) (Anexo 6), onde eu trabalhei um total de 28
dias (Anexo 1).

No laboratdrio de Andlises Clinicas Mesquita & Damido, o Cobas e411° é utilizado, na

valéncia da Bioquimica e Endocrinologia, para a determinagéo dos analitos presentes na
Figura 7.

B-hCG Estradiol
CA 19,9 FSH
CA 125 T3 livre
— CEA o~ T4livre
e Ferritina e LH
— . —
g PSAlivre S Progesterona
$ PSA total 3 Prolactina
s s
o a T3
o @}
© O TSH
Acido félico
PTH
Vitamina B12

Figura 7 - Diferentes parametros determinados nos diferentes autoanalisadores Cobas e411°®.

B-hCG, gonadotrofina coribnica humana; CEA, antigeno Carcino-Embrionério; FSH, hormona foliculo-
estimulante; LH, hormona luteinizante; PSA, antigénio especifico da préstata; PTH, paratormona; T3,
trilodotironina; T4, tiroxina; TSH, hormona estimulante da tiroide.

Para o processamento das amostras, era necessario colocar as diferentes amostras
(soro) nos carrosséis dos equipamentos, verificar os reagentes necessarios para cada teste
e colocar cada carrossel no devido aparelho. Relativamente aos controlos de qualidade,
estes eram realizados antes de iniciar o servico.

Apods terminar a corrida das amostras, os resultados eram validados e o aparelho era
lavado e desligado.

3.1.3. Vidas®

O aparelho Vidas® (Figura 8) funciona com base no método de ELFA (Enzyme Linked
Fluorescent Assay), onde se deteta, ap0s a reagdo, um sinal de fluorescéncia proporcional
a concentracdo de analito na amostra, o que aumenta a sensibilidade do método.

A reacdo decorre na fase soélida, o cone, e os determinantes antigénicos/anticorpos da

amostra sdo capturados pelas imunoglobulinas monoclonais ou antigénios fixados no cone
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e, apos lavagem dos componentes nédo fixados, o anticorpo marcado com fosfatase alcalina
liga-se aos determinantes antigénicos, presentes no cone. Apds a revelacdo, o produto

final emite fluorescéncia, que é proporcional a concentracdo dos determinantes
antigénicos.

Figura 8 - Vidas®.

O Vidas® é um sistema multiparamétrico, com 5 seccdes diferentes, com 6 posicGes
de teste cada uma, 0 que permite que diversos parametros sejam analisados em
simultaneo. Utiliza também testes unitarios, prontos a usar - 0S cones sao 0 suporte de
pipetagem e a fase solida da reagéo, estando sensibilizados com antigénio ou anticorpo; a
barrete contém os reagentes necessarios para a determinagéo.

No laboratério de Andlises Clinicas Mesquita & Damido, o Vidas® é utilizado, na
valéncia da Bioquimica e Endocrinologia, para a determinacdo de varios analitos, como
vitamina D, anticorpo anti-peroxidase (A-TPO), anticorpo anti-tiroglobulina (A-TG), T4 total,

testosterona total, alfa-fetoproteina e CA 15.3.

i. Atividades realizadas

Durante o meu estagio, foram realizadas, no laboratério, cerca de 1064 analises no
Vidas® (cerca de 15 andlises por dia) (Anexo 6), onde eu trabalhei um total de 48 dias
(Anexo 1).

Para o0 seu processamento das amostras (soro), era necessario programar as
diferentes analises, pipetar as amostras para as barretes correspondentes e coloca-las no

aparelho, juntamente com o0s respetivos cones.
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ApoGs terminar a corrida das amostras, as barretes eram retiradas, os resultados
validados e o aparelho era desligado.

A calibracéo e controlo de qualidade eram realizados quando necessario, a pedido do
aparelho, e o controlo de qualidade era sempre realizado apds cada calibracao.

3.2. Eletroforese

O soro humano contém inimeras proteinas identificaveis. A determinacéo dos niveis
séricos destas proteinas tem um papel bastante importante, pois auxilia o diagnéstico de
patologias. Desta forma, a eletroforese € uma técnica bastante importante, pois permite
detetar alteracGes qualitativas e/ou quantitativas nas proteinas séricas.

No laboratério de Andlises Clinicas Mesquita & Damiéo as eletroforeses séo realizadas
no Minicap® (Figura 9), que utiliza o principio da eletroforese capilar. O aparelho possui
dois capilares de silicio que funcionam em paralelo, permitindo a leitura de 2 amostras em

simultaneo.

Figura 9 - Minicap®.

De uma forma sucinta, neste tipo de eletroforese, as moléculas carregadas sdo
separadas pela sua mobilidade eletroforética, num tampao com um pH especifico (pH 9,9),
em tubos com um diametro interno de 100 um.

A separacao da-se em funcdo do pH e do fluxo eletro-osmotico, devido a aplicagéo de
uma corrente elétrica de alta voltagem. Apds a separacdo, as proteinas sdo detetadas

espetrofotometricamente a 200 nm.
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As proteinas sdo detetadas pela seguinte ordem: albumina, a-1 globulina, a-2
globulina, B-1 globulina, B-2 globulina e y globulina. Estas fracdes sdo depois quantificadas,
sendo o resultado apresentado sob a forma de gréfico.

i. Atividades realizadas

Durante o meu estagio, foram realizadas, no laboratério, 249 eletroforeses (Anexo 6),
onde eu trabalhei um total de 12 dias (Anexo 1), tendo conseguido observar algumas
alteracBes nos perfis obtidos.

Para utilizar o Minicap® era necessario colocar os tubos das amostras de soro,
devidamente identificados, no carrossel de amostras e coloca-lo no aparelho.

ApOs terminar a corrida das amostras, os resultados eram validados e o aparelho era
lavado e desligado.

ii. Exemplos

Perfil eletroforético normal

A Figura 10 representa o caso de um perfil normal de eletroforese capilar de proteinas
séricas, onde os valores respetivos as diferentes bandas estdo dentro dos valores de
referéncia.

oA ST

Albumina'a1' a2 'p1p2 y |

Electroforese de proteinas

Fracoes % Ref. % Ref. g/dl
Albumina 57,2 55,8 - 66,1 4,02-476
Alfa 1 4.1 29- 49 0,21-0,35
Alfa 2 9,3 71-118 0,51-0,85
Beta 11,9 84-131 0,60-0,94
Gamma 17,5 11,1-18,8 0,80-1,35
Ratio: 1,34

Figura 10 - Representacdo de um perfil normal de eletroforese capilar de proteinas séricas.
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Perfil eletroforético anormal - pico banda monoclonal na regido gama

Na Figura 11 é possivel observar um aumento da banda gama, sinalizado pelo circulo.
Uma possivel razdo para este aumento € a presenca de um pico monoclonal, isto €, um

aumento da producado de anticorpos monoclonais.

| AN |

_/ J }"'\ T_/\]_/ \ AN

- T

Albumina | @1 a2 | p1p2 ¥

Electroforese de proteinas

Fracdes % Ref. % Ref. g/dl
Albumina 49,6 55,8 - 66,1 4,02-4,76
Alfa 1 3,8 29-49 0,21-0,35
Alfa 2 10,4 71-118 0,51-0,85
Beta 10,3 84-131 0,60 - 0,94
Gamma 25,9 11,1-18,8 0,80-1,35
Ratio: 0,98

Figura 11 - Representacao de um perfil de eletroforese capilar de proteinas séricas com um pico na
zona gama, marcado com o circulo.

3.3. Hemoglobina glicada

O doseamento da hemoglobina glicada (HbALc) € uma analise bastante importante na
monitorizacao dos niveis de glicemia nos doentes diabéticos.

Como os eritrécitos sdo permedveis a glicose, a hemoglobina no seu interior incorpora
a glicose em excesso, através de processos irreversiveis, em fun¢do da sua concentragéo
no sangue. Uma vez que os eritrcitos tém um tempo de semivida de 120 dias, a HbAlc
reflete a glicemia média das ultimas 8 a 12 semanas, 0 que permite a obtencdo de um
indice de controlo de aglUcar no sangue e dados pos tratamento Uteis para prevenir a
progressao da diabetes em doentes diabéticos.

O autoanalisador utilizado no laboratdrio para esta analise € o ADAMS Alc HA-8160®

(Figura 12), que doseia a HbAlc através do método de HPLC (High Performance Liquid
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Chromatography). A leitura das fracdes obtidas é realizada a 415 e 500 nm, sendo possivel
obter a fracdo HbAlc.

——

S

[

Figura 12 - ADAMS Alc HA-8160°.

No final, obtém-se um grafico da cromatografia, onde a concentracdo da HbAlc é
obtida através da medicéo da area abaixo da curva do respetivo pico.

E necessario ter em conta que o valor de HbAlc pode ser influenciado por fatores além
da glicose, como por exemplo hemoglobinopatias e situacbes de elevado turnover
eritrocitario.

i. Atividades realizadas

Durante o meu estagio, foram realizados, no laboratério, cerca de 2145 doseamentos
da HbAlc (cerca de 31 doseamentos/dia) (Anexo 6), onde eu trabalhei um total de 9 dias
(Anexo 1).

Para utilizar o aparelho era necessario colocar os tubos das amostras de sangue total,
devidamente identificados, na rack de amostras e coloca-la no aparelho. ApGs terminar a

corrida das amostras, seguia-se a validagéo dos resultados e a lavagem do aparelho.

ii. Exemplos

Hemoglobina glicada normal

Na Figura 13 é possivel observar um caso com uma percentagem de hemaoglobina

glicada normal, dado que a sua percentagem é de 5,3%, logo inferior 6,5%.
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Figura 13 - Resultado da cromatografia para determinacdo de hemoglobina glicada (circulos)
normal.

Hemoglobina glicada aumentada

Na Figura 14 é possivel observar um aumento da percentagem de hemoglobina
glicada, com um valor de 9,5%, ou seja, superior a 6,5%. Este caso trata-se de um doente

diabético, ndo controlado devidamente.

yerkRRRkEx HA-8160 V7.41 KRAXREEEE
2018-05-22 13:08 PORT No.0Q18
MEAS No.OO1 8

ol /mol [1FcC]
w2 %

Sec Area %

P1 8 566 0.9

P2 15 706 1.2

P3 F 20 150 0.2

P4 L-Alc 36 1542 2.6

P5 s-Alc 62 5640 S.4

P& AQ 140 51550 85.7
Total 60154

Column No.02
. GAIN1 "0.43" GAIN2 "0.05"

/J 7\

B 126 m: o . S

0 60 120 180
(sec)

Figura 14 - Resultado da cromatografia para determinacao de hemoglobina glicada (circulos). Este
resultado de 9,5% esté acima de 6,5%.
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3.4. Pesquisa de sangue oculto

A detecdo de sangue oculto nas fezes é o principal exame que se realiza neste
produto, que consiste num teste rapido para detecdo qualitativa de sangue nas fezes
humanas.

E util para identificar lesées no trato gastrointestinal, em que o sangramento n&o é
clinicamente visivel, como nas Ulceras gastricas, pélipos, colites e algumas parasitoses.
Muitas vezes esta pequena quantidade de sangue nas fezes é o primeiro e, por vezes, 0
Unico sinal precoce de cancro do célon e, por isso, também serve de rastreio do cancro
colorretal. Contudo, existem algumas alteracfes benignas que levam ao aparecimento de
sangue nas fezes, como hemorroides e fistulas anais.

No laboratério de Andlises Clinicas Mesquita & Damido este teste é efetuado com um
kit comercial, que se baseia num método imunocromatografico - ocorre a reacéo da mistura
das fezes com o anticorpo anti-hemoglobina humana. A mistura migra numa membrana
por agdo capilar para reagir com o anticorpo na regido de teste.

Na presenca de um resultado positivo, 0os anticorpos monoclonais formam um
complexo com a hemoglobina, observando-se uma linha colorida; assim sendo, a sua
auséncia, indica um resultado negativo.

De forma a assegurar 0 bom desempenho deste teste, existe uma linha controlo, em
que, sempre que o teste for bem-sucedido, esta linha tornar-se-a rosa e os resultados
podem ser aceites. Caso contrario, o teste € invalido.

Um resultado positivo neste teste indica a presenca de hemorragia no trato
gastrointestinal e pode determinar o reencaminhamento do utente para a execucao de uma

colonoscopia, para melhor averiguacdo da situacao clinica.

i. Atividades realizadas

Durante 0 meu estagio, foram realizados, no laboratério, cerca de 1086 testes (cerca
de 16 testes por dia) (Anexo 6), onde eu trabalhei um total de 13 dias, como se pode
constatar no Anexo 1.

O procedimento desta andlise era bastante simples, bastava retirar a vareta do tubo
fornecido com o Kit, inseri-la nas fezes, introduzir novamente no tubo e homogeneizar.
Posteriormente, era necessario colocar 3 gotas desta solucéo no orificio na placa de teste

e esperar 5 minutos para a leitura.
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ii. Exemplos

Resultado negativo
Na Figura 15 esta representado um resultado negativo para a pesquisa de sangue

oculto nas fezes. A auséncia da linha T (teste, circulo) indica a auséncia de hemoglobina

nas fezes e a linha C (controlo, retangulo) indica que o teste é valido.
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Figura 15 - Exemplo de um resultado negativo para a presenca de hemoglobina nas fezes.

Resultado positivo
Na Figura 16 esta representado um resultado positivo para a pesquisa de sangue

oculto nas fezes. Como a linha de teste (circulo) esta presente, é possivel concluir que ha

a presenca de hemoglobina nas fezes. A presenca da linha controlo (retadngulo) indica que

o teste é valido.
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Figura 16 - Exemplo de um resultado positivo para a presenca de hemoglobina nas fezes.

3.5. Dificuldades

O Cobas ¢501®, mesmo sendo um equipamento complexo, uma vez familiarizada com
o aparelho, este era de facil manuseamento e por isso, apos alguma pratica, as dificuldades

gue senti foram rapidamente ultrapassadas e fui capaz de realizar autonomamente todo o

tipo de tarefas que me eram propostas.
O Cobas e411® é bastante semelhante ao Cobas c501®, pelo que n&o tive grandes

dificuldades quando comecei a trabalhar com o aparelho pois ja estava familiarizada com

0 Cobas ¢501°. Porém, uma das principais dificuldades que senti ao trabalhar com o Cobas
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e411® era conseguir separar as amostras por aparelho, dado que nem todos os parametros
sdo analisados no mesmo aparelho, o que, em algumas alturas, era um pouco confuso.

Relativamente ao equipamento Vidas®, uma vez familiarizada com o aparelho, néo tive
dificuldades em realizar as tarefas que me foram propostas.

A realizacdo das eletroforeses também néo era dificil. Contudo, foi na validacao dos
resultados onde eu senti mais dificuldade, principalmente quando se tratava de amostras
de animais, por possuirem um perfil eletroforético diferente do dos humanos.

Relativamente ao doseamento da hemoglobina glicada, a parte mais complexa
prendia-se com a necessidade de diluir a amostra, onde era feita uma diluicdo manual
prévia e depois, na validacéo dos resultados, onde era necessario ter atencéo ao fator de
diluicéo.

Na pesquisa de sangue oculto, a observacdo das linhas coloridas, principalmente nos
casos em gue esta é mais ténue, exige pratica e, por isso, tive algumas dificuldades na

detecdo dos casos positivos fracos.
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4. Hematologia

A hematologia compreende o estudo do sangue e dos tecidos hematopoiéticos,
avaliando o estado de normalidade das células sanguineas, bem como o processo de
coagulacdo. A hematologia de rotina é uma das areas mais requisitadas pelos clinicos,
pois inclui algumas das andlises mais pedidas como hemograma, contagem de plaquetas
e velocidade de sedimentacao.

No laboratério de Analises Clinicas Mesquita & Damido estas determinacfes séo

efetuadas em varios equipamentos, que se encontram sumariados na Figura 17.
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Figura 17 - Determinagbes efetuadas na area da Hematologia.
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4.1. Hemograma

O Sysmex XT-1800i® (Figura 18) é utilizado para a execucdo do hemograma e da
contagem de plaquetas. Para a realizagdo do hemograma utiliza-se amostras de sangue
total colhido em tubos com EDTA (tubo de tampa roxa), dado que este anticoagulante
preserva a morfologia dos leucdcitos e eritrocitos e impede a agregacao das plaquetas.

Figura 18 - Sysmex XT-1800i®.

Os hemogramas séo efetuados no Sysmex XT-1800i® pela associacdo de citometria
de fluxo, impedéancia com focagem hidrodinamica e espetrofotometria.

Dentro do aparelho, a amostra € direcionada para 4 canais, onde sédo efetuadas
diferentes diluicbes, a fim de realizar as diferentes determinac¢8es. O canal da hemoglobina
(HGB) permite dosear a hemoglobina; o canal RBC/PLT permite obter a contagem de
eritrécitos e de plaquetas; o canal DIFF permite obter a contagem do ndamero total de
leucdcitos e a sua diferenciacdo em neutrofilos, eosinofilos, linfocitos e mondcitos; e o canal
WBC/BASO permite a contagem de basdfilos.

Apos conclusédo do procedimento, o autoanalisador apresenta os resultados para os
diferentes parametros, como esta descrito na Figura 19.
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Figura 19 - Parametros hematoldgicos determinados pelo Sysmex XT-1800i®.

Abreviaturas: RBC, nimero de eritrécitos; Hb, concentracdo de hemoglobina; Ht, hematdécrito; VGM, volume
globular médio; HGM, hemoglobina globular média; CHGM, concentracdo de hemoglobina globular média;
RDW, amplitude de distribuicédo dos eritrécitos; WBC, nimero de leucdcitos; PLT, nimero de plaquetas; MPV,
volume plaquetario médio; PDW, amplitude de distribuicdo das plaquetas.

Um resultado fora dos intervalos de referéncia para os diferentes elementos
sanguineos ou a presenca de células precursoras ativa os alarmes no equipamento, pelo

gue é necessario a realizacdo de um esfregaco sanguineo para confirmacao dos valores.

i. Atividades realizadas

Durante o meu estagio, foram realizadas, no laboratério, cerca de 9309 anélises no
Sysmex XT-1800i® (cerca de 136 analises por dia) (Anexo 6), onde eu trabalhei um total
de 27 dias (Anexo 1).

Para utilizar o aparelho era necessario colocar os tubos das amostras de sangue total,
devidamente identificados e apds agitacdo durante um determinado periodo, na rack do
equipamento. Depois de terminar a corrida das amostras, os resultados eram validados.

Os controlos de qualidade eram realizados antes de comecar o servi¢co e consistiam
em 3 niveis: normal, patolégico baixo e patolégico alto, que eram utilizados

alternadamente, segundo esta ordem.

4.2. Esfregaco sanguineo

O esfregago sanguineo é feito em situagcdes em que hd emisséo de algum tipo de
alerta pelo equipamento, quer por aparecimento de células anormais, quer pelos valores
hematolégicos anormais (fora dos intervalos de referéncia). Estes casos incluem situagbes
de trombaocitopenia, eosinofilia, linfocitose, diminuicdo da concentracdo de hemoglobina,

presenca de linfécitos atipicos, presenca de granuldcitos imaturos entre outros.

22



Laboratério de Analises Clinicas Mesquita & Damiao, Lda.
Relatdrio de Estagio

O

MEROUITA S

DAMIAO

O esfregaco consiste na preparacao de uma fina camada de células sanguineas sobre
uma lamina de vidro, para exame microscopico, com o objetivo de visualizar a morfologia
das varias células sanguineas e fazer a formula leucocitaria. Durante a visualiza¢éo

microscopica, deve-se ter em atencao varios fatores, descritos na Figura 20.
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Figura 20 - Parametros a ter em conta durante a observacdo microscopica de um esfregaco
sanguineo.

No caso de amostras provenientes de veterinaria, como sangue de gatos ou caes, a
realizacdo do esfregaco é obrigatéria uma vez que o equipamento ndo é capaz de fazer a
correta distingcao das células.

i. Atividades realizadas

No laboratério pude preparar e observar varios esfregacos sanguineos, que observei
ao microscopio num total de 36 dias (Anexo 1), tendo a oportunidade de observar laminas
normais, patolégicas e de animais.

Tive ainda a oportunidade de observar esfregacos sanguineos de leucemias (leucemia
mieloide croénica, leucemia linfoide cronica, leucemia linfoide aguda e leucemia de células

cabeludas) e de mononucleose infeciosa, provenientes do Instituto Nacional de Saude Dr.
Ricardo Jorge.

ii. Exemplos

Esfregaco sanguineo normal

Este caso trata-se de um esfregaco sanguineo normal, realizado a partir do meu
sangue, e que tive a oportunidade de realizar no dia 6 de marco de 2018. A Figura 21
demostra o aspeto normal de um esfregago sanguineo e a suas diferentes partes - cabeca,
corpo e cauda/franja. A cabeca corresponde a primeira zona do esfregaco, de maior
espessura; 0 corpo constitui a maior parte do esfregaco, entre a cabecga e a cauda; a cauda,
na parte final do esfregaco, apresenta um aspeto franjado e de espessura reduzida.

E possivel observar a presenca dos diferentes leucocitos (Figura 23) e alguma

variacdo no tamanho das plaquetas (Figura 22).
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Relativamente aos eritrécitos, verifica-se alguma variacado no seu tamanho, mas nada

gue seja de valorizar.
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Figura 22 - Variacao plaquetéria observada no meu esfregaco sanguineo.
Circulos, plaquetas gigantes.
Ampliacao: 1000x.
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Figura 23 - Diferentes leucécitos observados no meu esfregaco sanguineo.
N, neutrdfilos; B, basdéfilos; E, eosindfilos; L, linfécitos; M, mondcitos.
Ampliacao: 1000x.
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Tricoleucemia (Hairy-cells leukemia)
Na Figura 24 esta presente um caso de um subtipo de leucemia linfoide cronica, a

leucemia de células cabeludas ou tricoleucemia. E possivel observar a presenca linfocitos

com projecdes citoplasmaticas, as Hairy cells, um achado caracteristico desta leucemia.

Figura 24 - Esfregaco de sangue periférico de um doente com tricoleucemia. Presenca de
tricoleucadcitos.

N, neutréfilos; L, linfocitos; T, tricoleucécitos.

Ampliacao: 1000x.
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Leucemia linfocitica crénica

Na Figura 25 esta presente um caso de leucemia linfoide crénica, onde é possivel
observar, essencialmente, a presenca de smudge cells, um achado caracteristico deste
tipo de leucemia.
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Figura 25 - Esfregaco de sangue periférico de um doente com leucemia linfocitica crénica. Presenca
de linfocitose, smudge cells (circulos), prolinfécitos e eritroblastos.

Ampliacdo: 1000x.

Leucemia mieloide cronica

Na Figura 26 esta presente outro caso de leucemia, a leucemia mieloide cronica, onde
€ possivel observar, a presenga dos varios granuldcitos (neutrdéfilos, eosindfilos e basofilos)
como também precursores granulociticos (mielécitos e meta mieldcitos). Este caso também

se encontra referido na minha monografia, dado que era este o tema.
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Figura 26 - Diferentes leucécitos observados no esfregaco sanguineo do doente com leucemia mieloide cronica.
MI, mielécitos; ME, metamielocitos; N, neutréfilos; B, baséfilos; E, eosindfilos; L, linfécitos; M, mondcitos.

Ampliacdo: 1000x.
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4.2.72. Reticulécitos

Os reticulécitos sao células anucleadas, no pendltimo estadio da eritropoiese, que
apresentam vestigios RNA no citoplasma. A sua observagdo ao microscopio € possivel
recorrendo ao corante azul brilhante de Cresil, que reage com 0 RNA e o faz precipitar sob
a forma de granulos.

A contagem de reticuldcitos € importante para avaliar a capacidade de resposta
medular e representa a producéo de eritrécitos. Por esta razao, € normalmente requisitada

em casos de anemias.

i. Atividades realizadas

Durante o meu estagio, foram realizados, no laboratorio, cerca de 27 contagens de
reticuldcitos, onde eu trabalhei um total de 3 dias (Anexo 1).

Num tubo, juntava-se 5 gotas de amostra a 5 gotas de corante e de seguida colocava-
se em banho-maria, a 37°C, durante 30 minutos. Ap6s a incubacao, era realizado um
esfregaco.

No microscoépio, eram contabilizadas, manualmente, 1000 células da linha eritrocitaria

e o resultado era expresso em percentagem (reticulécitos/eritrocitos).

4.3. Grupo sanguineo

Sistema ABO

A determinacdo do grupo sanguineo, pelo sistema ABO, é bastante importante, pois
tem implicagfes a nivel de transfusfes e de transplantes.

Esta determinacdo baseia-se no facto de que os individuos apresentam anticorpos
contra os antigénios que nao possuem.

Existem 4 grupos sanguineos: A, B, AB e O. Os antigénios sdo expressos ao nivel da
membrana eritrocitaria e cada uma corresponde um anticorpo (anti-A e anti-B), que esta
ausente num soro de um sujeito com o respetivo antigénio nas hemacias.

Desta forma, um individuo do grupo A apresenta o antigénio A e o anticorpo anti-B; do
grupo B apresenta o antigénio B e o anticorpo anti-A; do grupo AB apresenta o antigénio A

e 0 antigénio B e do grupo O apresenta 0s anticorpos anti-A e anti-B.

Sistema Rhesus

Este sistema é muito complexo e, por isso, classifica-se os individuos como Rh positivo

e negativo, em fungéo da presenca ou auséncia, respetivamente, do antigénio D.
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Em casos de individuos Rh negativos, ndo existem anticorpos anti-D naturais no soro,
pelo que quando estes individuos entram em contacto com o antigénio, 0 seu sistema
imunitario € estimulado, produzindo anticorpos. Estas complicagfes podem ocorrer durante
uma gravidez ou transfusdo e dar origem a doenca hemolitica do recém-nascido ou a
outras altera¢cdes hemoliticas graves.

Existem também individuos com variantes do antigénio D, como é o caso do antigénio
D-fraco e D-parcial. No primeiro caso, ha a expresséao reduzida de antigénio D, enquanto

gue no segundo verifica-se a falta de epitopos D ou mesmo epitopos alterados.

i. Atividades realizadas

Durante o meu estagio, foram realizadas, no laboratério, cerca de 139 determinacdes
(Anexo 6), onde eu trabalhei um total de 38 dias (Anexo 1).

No laboratério de Andlises Clinicas Mesquita & Damido a determinacdo do grupo
sanguineo era efetuada manualmente, numa placa, por métodos de aglutinacao direta de
sangue total com anticorpos monoclonais (anti-A, anti-D, anti-B e anti-AB).

No laboratorio as determinacdes dos grupos sanguineos eram sempre realizadas na
presenca de dois técnicos, de forma a garantir a fiabilidade do resultado (garantir que nao
haja trocas de amostras nem erros na leitura).

Todos os resultados Rh negativos ou duvidosos eram repetidos em card, para evitar a
classificacdo errada nos casos de individuos com antigénio D fraco. Para tal, a amostra de
sangue total era diluida, carregada nos microtubos do Card-ID Bio-Rad® e centrifugados.

Nos casos positivos, havia aglutinacdo e, por isso, os eritrocitos ficavam retidos no

topo do microtubo. Nos casos negativos, migravam até ao fundo do microtubo.

ii. Exemplos

Determinacéo do grupo sanguineo em placa

Na Figura 27 esta representada a determinagdo do grupo sanguineo, em placa,
através do método aglutinagdo direta. No primeiro pogo foi adicionado sangue total com
anticorpos anti-A, onde se verificou aglutinacdo, o que indica que os eritrocitos do utente
apresentam o antigénio A. O mesmo foi verificado nos restantes pogos, observando
aglutinagédo do sangue total com o anticorpo anti-D (segundo po¢o), com o anticorpo anti-
B (terceiro pogo) e com o anticorpo anti-AB (quarto poco).

Com isto é possivel concluir que os eritrécitos do utente apresentam o antigénio A, o

antigénio D e o antigénio B, logo trata-se do grupo sanguineo AB paositivo.
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Figura 27 - Exemplo da determinagéo do grupo sanguineo, em placa.

Determinacdo do grupo sanguineo em card

Na Figura 28 estdo representados duas determinacfes do grupo sanguineo, de
utentes diferentes. Nas determinacdes em card, baseado no método de aglutinacéo direta,
caso ndo ocorra a ligacdo antigénio-anticorpo, os eritrocitos migram até ao fim do tubo,

enquanto que, se ocorrer, os complexos anticorpo-eritrocito ficam retidos no topo do
microtubo (ou nha sua extensao).
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Figura 28 - Exemplo da determina¢&o do grupo sanguineo, em card.

No primeiro caso (Figura 28A), € possivel constatar que n&o ocorre aglutinagdo em
nenhum dos tubos, logo, ndo existe nenhum dos antigénios testados na membrana do

eritrgcito. Por isso, trata-se do grupo sanguineo O negativo.
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No segundo caso (Figura 28B), houve aglutinagdo nos microtubos “DIV+” e “DIV-*,
correspondentes aos anticorpos anti-D. Nos restantes tubos ndo houve aglutinagéo, logo,
0s eritrcitos deste utente apenas apresentam, na membrana do eritrécito, antigénios D.

Por isso, trata-se do grupo sanguineo O positivo.

4.4. Reacao de Coombs

O teste de Coombs consiste na pesquisa de anticorpos anti-eritrocitarios responsaveis
por hemolises de origem imunoldgica.

A prova de Coombs direta tem como objetivo a detecdo dos anticorpos fixados, in vivo,
nas membranas das hemacias do utente, sendo utilizado para a detecdo de reacbes
transfusionais, anemias hemoliticas autoimunes e anemias hemoliticas induzidas por
farmacos.

A prova de Coombs indireta tem como objetivo a pesquisa de anticorpos nao
aglutinantes circulantes, através da sensibilizacdo com suspensdes de células de
antigenicidade conhecida, onde ocorre fixacdo in vitro. Esta prova é utilizada para a
pesquisa e identificacdo de anticorpos anti-eritrocitarios no sangue e provas de

compatibilidade.

i. Atividades realizadas

No laboratério de Andlises Clinicas Mesquita & Damido é utilizado o kit comercial Card-
ID LISS/Coombs da Bio-Rad® e, durante o meu estagio, foram realizados, no laboratério,
cerca de 121 testes, onde eu trabalhei um total de 19 dias (Anexo 1).

Para a realizacao da prova de Coombs indireta, a amostra (soro) era carregada nos
cards fornecidos no kit, juntamente com os eritrécitos comerciais, e eram incubados
durante 15 minutos, para que ocorresse a ligacdo dos anticorpos aos antigénios
correspondentes, na membrana dos eritrécitos comerciais. O card era depois centrifugado.

No caso de um resultado negativo, ndo ocorria aglutinagéo e os eritrécitos migravam
para o fundo do microtubo. No caso de um resultado positivo, havia aglutinacdo e os

eritrdcitos encontravam-se no topo do microtubo ou na sua extenséo.

ii. Exemplos

Prova de Coombs indireta

Na Figura 29 estéo representadas trés provas de Coombs indiretas. Nestas provas,

caso o utente ndo apresente 0s anticorpos, ndo vai ocorrer a ligagédo antigénio-anticorpo e,
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por isso, 0s eritrocitos migram até ao fim do tubo, enquanto que, se ocorrer, 0s complexos

anticorpo-eritrocito ficam retidos no topo do microtubo.

(W

IO |3F X |x 3

~ AntiigG+C3d

06.10

A B C

000240

Figura 29 - Exemplo de trés provas de Coombs indireta.

Tanto no primeiro caso como no segundo (Figura 29A e B), os eritrocitos encontram-
se no fundo do tubo, o que indica que ndo houve aglutinacdo. Logo, € um resultado
negativo, sendo que nao existem os anticorpos no soro do utente.

No terceiro caso (Figura 29C), houve aglutinacao, isto €, trata-se de um resultado

positivo. Isto indica que houve aglutinacdo, logo o utente apresenta os anticorpos no soro.

4.5. Velocidade de sedimentacéo

A velocidade de sedimentacao (VS) € uma analise de rotina que consiste em avaliar a
sedimentacéo dos eritrdcitos, refletindo o estado geral de satde do utente. Permite também
avaliar um possivel processo inflamatorio e/ou infecioso.

E necessario ter em atenc&o que a VS pode ser alterada devido a alteracées na forma
do eritrdcito e devido as proteinas do plasma. Os valores da VS podem ser influenciados
pela inclinacdo do tubo, a quantidade de anticoagulante maior que a recomendada,
medicacgéo e gravidez, levando a um aumento do seu valor. Medicag&o anti-inflamatoria e
corticosteroides induzem uma diminuicdo da VS.

No laboratério de Andlises Clinicas Mesquita & Damido a VS é determinada no
aparelho Vesmatic 30® (Figura 30), que permite a determinacdo simultanea de 30
amostras. Neste equipamento utilizam-se tubos especificos (sangue total em citrato de
sédio 1:4).

33



Laboratério de Analises Clinicas Mesquita & Damiao, Lda.
Relatorio de Estagio

. el
fa

APROVAD "
e

|

|

|

N N N N

DAMIAO

MEROUITA S

—

Figura 30 - Vesmatic 30°.

Os resultados obtidos sdo comparaveis com os obtidos com o método de referéncia
Westegren, permitindo obter o resultado de Westegren da 12 hora ao fim de 25 minutos e

0 da 22 hora ao fim de 45 minutos.

i. Atividades realizadas

Durante o meu estagio, foram realizadas, no laboratorio, cerca de 728 determinacdes
no Vesmatic 30® (Anexo 6), onde eu trabalhei um total de 15 dias (Anexo 1).

Para utilizar o aparelho era necessario colocar os tubos das amostras de sangue total,
devidamente identificados, no equipamento. Este procedia a homogeneizacdo das
amostras e antes e apds da sedimentacdo das amostras era feita a leitura, através de
sensores 0ticos.

Apoés terminar a corrida das amostras, estas eram validadas e o aparelho era

desligado.

4.6. Estudo da hemostase

A hemostase € um processo complexo que tem como objetivo a prevencdo dos
sangramentos espontaneos e a paragem de hemorragias, estando envolvidos o endotélio
vascular, as plaquetas e as proteinas plasmaticas que atuam como fatores de coagulagéo,
ativadores e inibidores de coagulacdo e da fibrindlise. Ap6s uma lesédo ao nivel do
endotélio, os fatores s&o ativados sequencialmente, dado origem a “cascata da

coagulagao”.
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Os testes in vitro permitem avaliar as vias da cascata - a via intrinseca, a via extrinseca
e a via comum. Para tal, € doseado o Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada (aPTT) e
0 Tempo de Protrombina (PT ou Tempo de Quick).

O aPTT avalia a via intrinseca (fatores XlI, XI, IX e VIII) e a via comum (fatores X, V, Il
e o fibrinogénio). Utiliza-se para a detecdo de deficiéncias dos fatores de coagulagéo
destas vias e na monitorizacao terapéutica da heparina. Neste teste é utilizada a cefalina
(substituto plagquetério) e um ativador polifendlico, que ativa o fator Xll, e é registado o
tempo que o plasma demora a coagular. O aPTT pode estar aumentado em situacdes de
deficiéncia dos fatores acima mencionados, tanto congénitas como adquiridas. Pode,
ainda, estar diminuido em situacdes de hipercoaguabilidade.

O PT avalia a via extrinseca (fator VII) e a via comum. Utiliza-se na monitorizacdo dos
anticoagulantes orais antagonistas da vitamina K e consiste na adigdo de tromboplastina
com célcio ao plasma, levando a ativacdo da cascata da coagulacdo, da qual resulta a
formacao do coagulo de fibrina, sendo medido o tempo que demora a sua formacgéo. O PT
pode estar aumentado em situacfes de situacOes de deficiéncia dos fatores, tanto
congénitas como adquiridas, insuficiéncia hepatica, hipovitaminose K, fibrindlise ou
coagulacéo intravascular disseminada.

O estudo dos fatores Il, VIl e X, dependentes da vitamina K, é util na monitorizacéo da
medicacdo hipocoagulante oral com antagonistas da vitamina K, como por exemplo a
varfarina (Varfine®). O uso deste tipo de anticoagulantes implica um controlo constante, os
“trombotestes”, conseguido pela andlise do International Normalized Ratio (INR), que é a
razao entre o PT do utente e o PT de referéncia elevado ao International Sensitivity Index
(IS). O ISl reflete as variacBes especificas de cada reagente e, por isso, é facultado pelo
fabricante para cada lote de tromboplastina utlizado.

No laboratério de Andlises Clinicas Mesquita & Damido, a medicdo do PT e do aPTT
¢ efetuado no Sta Compact® (Figura 31), que recorre a medicéo da variagdo do movimento
de esferas magnéticas presentes nas cups de reagdo para determinar os tempos de
coagulacgéo, devido ao aumento da viscosidade do plasma & medida que se vai formando

0 coagulo.
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Figura 31 - Sta Compact®.

i. Atividades realizadas

Durante o meu estagio, foram realizadas, no laboratorio, cerca de 2301 analises no
Sta Compact® (cerca de 33 andlises por dia) (Anexo 6), onde eu trabalhei um total de 10
dias (Anexo 1).

Relativamente ao processamento das amostras (plasma com citrato (tubo de tampa
azul, com citrato na proporcao de 1:9)), era necessario colocar os diferentes reagentes e
tubos no equipamento. Apds terminar a corrida das amostras, estas eram validadas e o
aparelho era desligado.

Depois da validacdo, no caso dos trombotestes, era necessario fazer a analise dos

resultados e ajustar a dosagem de Varfine® sempre que fosse necessario.

4.7. Dificuldades

Tal como no Cobas ¢501®, ao inicio tive alguma dificuldade em conseguir trabalhar
com o Sysmex XT-1800i® e, principalmente, com o Sta Compact®. Contudo, apds alguma
pratica, estas dificuldades foram ultrapassadas.

Relativamente & observacéo dos esfregacos sanguineos e contagem dos reticulécitos,
ndo tive grandes dificuldades exceto nos esfregagos sanguineos de leucemias e,
inicialmente, de sangue animal pois, no caso das leucemias, verifica-se a presenca de

células imaturas e nos casos de esfregacgos de sangue animal a formula leucocitéria, e até
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mesmo os leucadcitos, é ligeiramente diferente da observada nos humanos. Contudo, estas
dificuldades foram ultrapassadas com a ajuda do Dr. Orlando Silva, que me auxiliou sempre
gue tive alguma duvida.

A determinacdo dos grupos sanguineos e a prova de Coombs indireta sdo técnicas
sdo bastante simples, que nédo exigem grande pericia laboratorial, todavia, a andlise dos
resultados, numa primeira instancia, € um pouco confusa, pelo que era necessaria uma
boa reflexo.

37



©
“ 3 Laboratério de Andlises Clinicas Mesquita & Dami&o, Lda.
F Relatorio de Estagio

5. Imunologia

A imunologia engloba o estudo do sistema imunitario e das patologias associadas.
No laboratério de Analises Clinicas Mesquita & Damido sao efetuadas varias

determinacgfes, que se encontram sumariadas na Figura 32.

Determinagao quantitativa das Ig . Alergologia e autoimunidade
*Cobas (6000 - c501" ¢ e4117) : eImmunoCAP’

Figura 32 - Determinacg@es efetuadas na area da Imunologia.
Ig - Imunoglobulina.

5.1. Determinacao quantitativa das imunoglobulinas

A determinacdo quantitativas das diferentes imunoglobulinas (Ig) sdo efetuados nos
autoanalisadores Cobas ¢501® (Figura 5) e no Cobas e411® (Figura 6).
Nomeadamente, a determinag&o das imunoglobulinas IgM, IgG e IgA séo efetuadas

no Cobas ¢501® e a IgE é quantificada no Cobas e411°,

5.2. Alergologia e autoimunidade

Muitas alergias sdo mediadas por imunoglobulinas especificas (IgE). Nos doentes que
sofrem deste tipo de hipersensibilidade, as IgE funcionam como ponto de contacto entre o
alergénio e as células do sistema imunitario, que libertam histamina e outros agentes na
presenca desses alergénios, desencadeando uma reacao alérgica. A concentragéo serica
de IgE é elevada nos doentes que sofrem asma extrinseca, febre-dos-fenos ou eczema
atopico.

Os testes in vitro de IgE sdo uteis no diagndéstico, pois podem auxiliar o clinico a

identificar o(s) alergénio(s) para o qual o doente esta sensibilizado.
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Relativamente a autoimunidade, a determinacé@o dos anticorpos antinucleares (ANA)
€ de extrema importancia para o diagnéstico clinico de doengas do tecido conjuntivo, como
o LuUpus eritematoso sistémico (LES). Este caracteriza-se por lesfes tecidulares, em
orgdos nao especificos, incluindo um vasto espetro de anticorpos dirigidos contra
antigénios celulares, como por exemplo o dsDNA. Por esta razdo, os anticorpos anti-
dsDNA sdo marcadores bastante importantes para o diagnédstico e monitorizagédo do LES.

No laboratério de Analises Clinicas Mesquita & Damido a area da alergologia e
autoimunidade é executada no equipamento ImmunoCAP® (Figura 33).

i
il \

Figura 33 - Autoanalisador ImmunoCAP®.

Para a determinacao das IgE especificas, o soro do doente, contendo IgE, reage com
0 anticorpo anti-IgE que se encontra ligado as capsulas que se colocam no aparelho. Apés
lavagem, séo adicionados anticorpos contra a IgE, marcados com uma enzima, formando
assim um complexo. Depois da incubagéo e lavagem, é adicionado o substrato da enzima,
produzindo fluorescéncia, que serd diretamente proporcional a concentracéo de IgE na
amostra.

Para a determinagé@o dos anticorpos antinucleares, sdo usados os Elia dsDNA Well,
gue se encontram revestidos com DNA de plasmideos de cadeia dupla. Caso os anticorpos
estejam presentes no soro, irdo ligar-se ao DNA. Depois da lavagem, da adi¢do de
anticorpos contra IgG humanas, marcados com uma enzima; da incubagédo; da lavagem e
da adigc&o do substrato da enzima, é formado um composto que emite fluorescéncia. Este

sinal é diretamente proporcional ao valor da concentracdo da IgG especifica.
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i. Atividades realizadas

Durante o meu estagio, foram realizadas, no laboratorio, cerca de 401 andlises no
ImmunoCAP® (Anexo 6), onde eu trabalhei um total de 4 dias (Anexo 1).

Era necesséria a introducdo dos reagentes, das amostras (soro) e das diferentes
capsulas, onde se dava a andlise, no aparelho. Apéds terminar a corrida das amostras, estas
eram validadas e o equipamento lavado e desligado.

O controlo de qualidade era realizado a pedido do aparelho.

5.2.2. Dificuldades

Ao contréario dos outros autoanalisadores, tinha dificuldades em utilizar o ImnmunoCAP®
uma vez que apenas trabalhei com o aparelho ocasionalmente, estando sempre

acompanhada pelo técnico responsavel.
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6. Microbiologia

No laboratério de Analises Clinicas Mesquita & Damido procede-se a analise
microbioldgica de inimeros produtos bioldgicos como urina, fezes, expetoracao, exsudado
vaginais, auriculares, etc.

No laboratério estas determinacdes sédo efetuadas de varias formas, que se encontram

sumariados na Figura 34.

Uring/do tipolll Sedimento urindrio
o Urisys 2400° *Manual

Identificacdo e antibiogramas Virologia
*Vitek Compact® eCobas e411° e Vidas®

o 2t 5 Cag
- ,‘. '-l 2: 3: A: 5:
SR i DR 7 8 9 10

St oddéa oiacnosT- uniteo lRoon e

Parasitologia Detegao de Sifilis

eVidas® e Manual *Manual

Figura 34 - Determinagdes efetuadas na area da Microbiologia.
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6.1. Urina do tipo |l

A andlise da urina do tipo Il fornece informag¢des importantes para o diagnostico,
orientacdo terapéutica e monitorizacdo de doencas do sistema urinario. A sua analise
envolve trés principios basicos: exame fisico, com a avalia¢éo visual da cor e do aspeto da
urina; exame quimico, com a detecdo de determinadas substancias usando tiras teste e a
observacao do sedimento urinario.

No laborat6rio de Analises Clinica Mesquita e Damido, o doseamento das urinas do
tipo Il sdo realizadas no Urisys 2400® (Figura 35). Este equipamento possibilita a
determinagdo, automatica, de analitos como leucdcitos, nitritos, proteinas, glicose,

cetonas, urobilinogenios, bilirrubina, eritrécitos, pH, densidade especifica, cor e aspeto.

Figura 35 - Urisys 2400°.

O Urisys 2400°® possui um sistema automatizado, onde a amostra € lida no leitor de
codigo de barras e, apés homogeneizacgéao, é pipetada uma pequena quantidade de urina
que ¢é dispensada para os diferentes compartimentos das tiras de teste Combur®, para a
determinacgéo dos diferentes parametros, levando a produgéo de uma substancia corada,

gue é lida por refletancia.

Sempre gue necessario, o doseamento dos parametros urinarios pode ser efetuado
manualmente.
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i. Atividades realizadas

Durante o meu estagio, foram realizadas, no laboratério, cerca de 2777 analises no
Urisys 2400® (cerca de 40 andlises por dia) (Anexo 6), onde eu trabalhei um total de 37
dias (Anexo 1).

As amostras ap6s chegarem ao laboratério eram homogeneizadas, despejadas em
tubos de fundo coénico e colocadas na rack do autoanalisador para serem analisadas. Era
emitida uma folha com os resultados, que eram depois introduzidos no sistema informatico.

Antes de iniciar o servi¢co, era necessario fazer a manutencao diaria do equipamento

e, no final, lavar e desligar o aparelho.

6.2. Sedimento urinario

O exame microscoépio do sedimento urinario permite identificar, caracterizar e semi-
guantificar os elementos figurados clinicamente significativos como eritrécitos, leucécitos,
células epiteliais, cristais, cilindros, microrganismos, muco, entre outros achados. A
presenca de microrganismos também deve ser referenciada.

No laboratério de Analises Clinicas Mesquita & Damido sdo efetuadas analises ao

sedimento urinario em caso de exame bacteriolégico e nas urinas do tipo Il.

i. Atividades realizadas

Durante o meu estagio, observei sedimentos urinarios ao longo de 15 dias (Anexo 1).

O sedimento urinario era observado ao microscopio 6tico, apos centrifugacéo de 10 ml
de urina, desprezando o sobrenadante (s6 ficava 1 ml de sobrenadante).

Depois da ressuspensdo da amostra, observavam-se 10 campos diferentes com a
objetiva de 10x, e depois com a objetiva de 40x, e registava-se a presenca de qualquer
elemento anormal, como células epiteliais, sejam elas de descamacao ou tubulares renais,
leucdcitos, eritrgcitos, cilindros, cristais, espermatozoides (a valorizar em individuos do
género masculino) e a presenga microrganismos.

No laboratorio, a alteracdo mais comum era a infe¢do urinaria bacteriana, onde se
observava um grande nimero leucdcitos e bactérias, sendo que em alguns casos também
se podia verificar a presenca de eritrocitos. De facto, durante 0 meu estagio tive a
oportunidade de observar esta mesma situagéo na urina da minha méde que no momento
apresentava uma infecdo urinaria por Escherichia coli, como se pode verificar na Figura
36.
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MEIQUITA &
(URINA E DOSEAMENTOS URINARIOS )
Analises Resultados/Unidades ~ Valores de Referéncia Resultados Anteriores
(Ajustados ao sexo e 1idade)
UROCULTURA

EXAME MICROSCOPICO DO SEDIMENTO:
Cél.epit.de descamacao/campo(A=100x) 0 -2
Leucocitos/campo(A=400x) 3-5
Eritrocitos/campo( A=400x) 10 - 25
Bacteriuria
EXAME BACTERIOLOGICO:

Directo-Gram Abundantes bacilos gram(-).
Exame Cultural Desenvolvimento de Escherichia coli
Contagem de Colonias >10~5 U.F.C./ml
Antibiograma para: Escherichia coli
Sensivel Amoxic.+Ac.Clavulanico, Cefuroxima(cefal.2ager.),

Cefotaxima(cefal.32ger.), Cefixima(cefal.33ger.),
Trimetopr.+Sulfametoxazol, Fosfomicina, Nitrofurantoina,
Ciprofloxacina, Levofloxacina, Norfloxacina, Ofloxacina, Prulifloxacina,
Gentamicina

Intermédio Ampicilina, Amoxicilina

Figura 36 - Boletim analitico de uma infegdo urinaria por Escherichia coli.
A utilizacéo deste boletim foi autorizada pela utente (Anexo 7).
ii. Exemplos

Nas Figura 37, Figura 38 e Figura 39 demostram achados comuns durante a

observacao microscopica de sedimentos urinarios.

Figura 37 - Células renais tubulares.
Ampliagdo: 400x.
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Figura 38 - Cristais de oxalato de calcio.
Ampliacdo: 400x.

Figura 39 - Cristais de &cido Urico. Também é possivel observar a presenca de leucdcitos (circulos).
Ampliacédo: 400x.
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6.3. Cultura das amostras

6.3.1. Urocultura

As infe¢des do aparelho urinario séo uma das infe¢cdes mais frequentes no Homem. A
infecdo urinaria aguda é, geralmente, causada por bactérias da flora intestinal que invadem
o aparelho urinario através da uretra, apés contaminacdo com flora fecal. Por isso, 0s
agentes etiolégicos mais comuns séo as Enterobacteriacea, especialmente a Escherichia
coli.

Em doentes com fatores de risco como algaliacdo prolongada/permanentes e
patologias do sistema urindrio, 0s agentes etiolégicos mais comuns, para além da E. coli,

sdo Pseudomonas spp, Staphylococcus spp, Enterococcus spp e fungos.

i. Atividades realizadas

O procedimento utilizado no laboratério de Andlises Clinicas Mesquita e Damido

encontra-se representado na Figura 40.

Placa CLED ou
CPS

Incubar a 37°C
durante 24 horas

Colénias GRAM (+) Colénias GRAM (-)

Teste da . Teste da
Catalase (+) | 7| Catalase (+) Se necessario

* * Teste da Oxidase (+) [+& L | Teste da Oxidase (-)
Staphylococcus

A

Card Vitek 2 GN .
Slidex Staph-Kit Slidex Staph-Kit + Card AST-N093 Card Vitek 2 GN
ou - ou Card Vitek 2 GP (Pseudomonas) + Card AST-N113
Coagulase (+) Coagulase (-) + Card AST-P586

cond AST-psg0 Card Vitek 2 GP Notas:
+ Card AST-P580 + Em caso de identificagdo presuntiva (devido 3 coloragao/aspecto das colénias),

(5. saprophyticos) ndo & obrigatério a utilizagao dos Cards Vitek 2 GP (Gram Positivos) ou GN (Gram
Negativos).

+ No caso de GRAVIDAS, IDOSOS (>80 anos), CRIANGAS (<4 anos), ALGALIADOS, ou
colhidos em SACO COLECTOR, semear em placa CPS.

Figura 40 - Fluxograma para execucdo de exame bacteriologico de urina.
Notas: Sedimento urinario: pesquisa de células, leucdcitos, eritrdcitos, flora, cristais, cilindros, etc.

A avaliacdo do sedimento urinério é de extrema importancia na abordagem inicial de
uma urocultura, pois permite uma primeira interpretacéo do caso. Normalmente, as urinas
em que o sedimento urinario sugeria infecdo, eram semeadas, recorrendo a ansas
esterilizadas e calibradas, nas placas de CPS que, por serem cromogénicas, permitiam a
identificac@o presuntiva das bactérias. Nos casos em que o sedimento ndo sugeria infecéo,

as urinas eram semeadas em placas CLED.
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Ap6s a incubagdo do meio de cultura, analisava-se a placa e fazia-se a contagem das
colonias presentes. E necessario ter em consideracéo que nem todo o crescimento deve
ser valorizado (Tabela 2), onde crescimentos superiores a 10° Unidades Formadoras de
Colénias (UFC)/ml devem ser valorizados e crescimentos inferiores poderdo ser

simplesmente contaminagdes.

Tabela 2 - Tabela para validacdo de contagem de colénias semeadas com ansa de 1 pl.
N° de colénias Volume de amostra (1pl)

1 103 UFC/ml
10 10* UFC/ml
100 10° UFC/ml
1 000 106 UFC/ml
10 000 10’ UFC/ml
100 000 >10” UFC/ml

Abreviatura: UFC, Unidades Formadoras de Coldnias.

ii. Exemplos

Infecao por Escherichia coli

Relativamente ao caso ilustrado na Figura 41, na observacdo da coloracdo de Gram
verificou-se a presenca abundante de bacilos negativos. Ap6és o0 estudo da bactéria,
descobriu-se que se tratava de uma E. coli, estirpe produtora de betalactamases de

espectro alargado (ESBL).

N
T

Figura 41 - Placa de cultura de Escherichia coli.
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Infecdo por Klebsiella pneumoniae

No caso ilustrado na Figura 42, durante a observagéo da coloracdo de Gram verificou-

se a presenca abundante de bacilos negativos e, depois da identificagdo da bactéria,
descobriu-se que se tratava de uma K. pneumoniae.

Figura 42 - Placa de cultura de Klebsiella pneumoniae.

Infecdo por Proteus mirabilis

No caso ilustrado na Figura 43, na observacéo da coloracdo de Gram verificou-se a

presenca abundante de bacilos negativos e, depois do estudo da bactéria, descobriu-se
gue se tratava de um P. mirabilis.

Figura 43 - Placa de cultura de Proteus mirabilis.
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Infecdo por Pseudomonas aeruginosa

Relativamente ao caso ilustrado na Figura 44, na observacdo da coloracédo de Gram
verificou-se a presenca abundante de bacilos negativos e, depois do estudo da bactéria,
descobriu-se que se tratava de uma P. aeruginosa.

Figura 44 - Placa de cultura de Pseudomonas aeruginosa.

6.3.2. Coproculturas

As infecBes do aparelho gastrointestinal séo comuns na populacdo em geral, sendo
gque os sintomas frequentemente associados a este tipo de infecdo incluem dores
abdominais, vomitos, diarreia e, por vezes, febre.

A detecdo dos microrganismos patogénicos nas fezes é dificultada pela presenca de
microflora fecal abundante e complexa, pelo que durante a interpretacdo do exame
bacteriologico é importante ter a no¢cdo dos microrganismos comensais intestinais, de
forma a perceber em que situagéo se deve valorizar os resultados.

Os principais microrganismos causadores de infecfes do trato gastrointestinal séo a
Salmonella spp., Shigella spp., Campylobacter spp. e Escherichia coli enteropatogénica
(EPEC).

i. Atividades realizadas

O procedimento utilizado no laboratério de Andlises Clinicas Mesquita e Damido

encontra-se representado na Figura 45.
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Figura 45 - Fluxograma para execucao de exame microbiolégico de fezes.

Notas: Na rotina néo fazer coloragdo de Gram. Fazer coloragdo de Gram se houver dlvidas para valorizar
crescimento na Placa MSA2 (muitos Staphylococcus).

ii. Exemplos

Resultado negativo

Na Figura 46 esta representado um caso de uma coprocultura com crescimento da
flora intestinal normal, que apresentam um colorag&o laranja.

Figura 46 - Coprocultura. A presenca de coldnias laranjas indica que se trata da flora normal, sendo
por isso um resultado negativo.
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6.3.3. Expetoracao

Uma das principais amostras representativas do trato respiratorio inferior € a
expetoracdo, sendo que esta deve ser colhida, preferencialmente, de manha, para um
recipiente estéril. O diagndstico das infe¢des respiratérias inferiores €, frequentemente,
dificultado pela contaminacdo das amostras por flora comensal da orofaringe durante a
colheita, pelo que é bastante importante evitar a sua mistura com a saliva.

Os microrganismos mais frequentemente associados a uma infecdo do trato
respiratorio inferior sdo o0 Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae,
Staphylococcus aureus, Mycobacterium tuberculosis e Pseudomonas aeruginosa. A
presenca de uma flora polimorfa sem evidente predominancia de um dos microrganismos

nao deve ser valorizada.

i. Atividades realizadas

O procedimento utilizado no laboratério de Andlises Clinicas Mesquita e Damido
encontra-se representado na Figura 47.

Para além da cultura da expetoracado, realizava-se um exame direto, para avaliar a
gualidade da amostra e procedia-se a coloracdo de Gram, para verificar o tipo de flora e
se havia a presenca de leucécitos e de células. Também se procedia a coloragéo de Ziehl-

Neelsen, para pesquisa de bacilos alcool-acido resistentes.

EXPETORAGAO
G. SANGUE G. CHOCOLATE MAC CONKEY
(Placa CNA) (Placa HAE2) (Placa MCK) PLACA MSA2

Incubar 3 37°C, em
atmosfera de 5% CO,
durante 24 horas

i

Incubar a 37°C, em
atmosfera de 5% CO,
durante 24 horas

|

Incubar a 37°C
durante 24 horas

v

Incubar a 37°C,
durante 24 horas

!

Tipode | Quantidade de = Valorizar se:
Colénias Gram (+), Colénias suspeitas: | Colonias |  Colénias Flma, pormal | Valorizar - Colénias amarelas
alfahemoliticas -Gram: cocobacilos Gram (-); Auséncia ou - Catalase (+)
.oy N 1-2 Raras a algumas | alguns Bag. (-) SiM . .
e Catalase (-) -Coldnias cinzentas achatadas predominantes - Slidex Staph-Kit e/ou
tipo gota de orvalho. Coagulase (+)
Incubar mais 24 horas se 8 1-2 | Rarasaalgumas '\:SS:;::?: NAO g
negativo Incubar mais 24 horas se 12 Moderada a Presente ou s Se poucos e flora normal
negativo. abundantes ausente abundante - nao valorizar
* .2 Moderada a Presente ou NiO
* abundantes ausente *
Teste da
Optoquinase Card Vitek 2 NH * Valorizar 5. aureus:
Card AST-P580
* Card Vitek 2 GN + 5
Pseudomonas (Card AST-N093)
ATB NH Restantes (Card AST-N113)

Halo> 12 mm

- Haemophilus parainfluenza—
resultado a valorizar pela clinica.
- Haemophilus influenza -

Card Vitek 2 GP valorizar se predominante no
Valorizar S. pneumeniae: Gram e na cultura; ou se
ATB STREPTO auséncia/escassa flora normal

Figura 47 - Fluxograma para execucéo de exame bacterioldgico de expetoracao.

Notas: Coloragao de Ziehl-Neelsen para detecéo de bacilos de Koch; Colora¢do de Gram para observacao das

células, presenca de leucécitos e tipo de flora.
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ii. Exemplos

Relativamente ao caso ilustrado na Figura 48, trata-se de uma amostra de expetoracao
onde se verificou crescimento numa placa de gelose de sangue e de gelose de chocolate.
Na placa de gelose de sangue (Figura 48A), verificou-se o crescimento de coldnicas alfa-
hemoliticas. Na placa de gelose de chocolate (Figura 48B), estavam presentes 2 colonias
distintas, uma amarela e outra cinza, das quais foi feita um repicagem para um nova placa
(Figura 48C).

Figura 48 - Placas de cultura de uma expetoracdo. (A) Placa de gelose de sangue, com presenca
de colbnicas alfa-hemoliticas. (B) Placa de gelose de chocolate, com a presenc¢a de 2 coldnias

distintas, uma amarela e outra cinza. (C) Placa de gelose de chocolate, repicagem da placa B. (D)
Teste da optoquinase.

7z

Foi feito o teste da optoquinase (Figura 48D), que é util para a identificacdo do
Streptococcus pneumoniae, dado que este é sensivel & optoquina. Como ndo houve a
formacéo de nenhum halo, as bactérias foram consideradas resistentes a optoquina, o que

permitiu concluir de que néo se tratava de Streptococcus pneumoniae.
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Na observacdo da coloracdo de Gram verificou-se um namero de células epiteliais
inferior a 10/campo e um numero de leucdcitos >25/campo, com flora polimorfa.
O resultado foi negativo, sem a presenca de organismos patogénicos.

6.3.4. Exsudado vaginal

A flora vaginal é constituida por uma grande variedade microrganismos, onde a maioria
séo lactobacilos. Contundo, no contexto de uma infe¢do do trato genital, esta pode dever-
se a microrganismos end6genos, cuja patogenicidade foi ativada por fatores do hospedeiro,
Ou por microrganismos patogénicos adquiridos via sexual.

A presenca de uma flora polimorfa ndo devera ser valorizada, devido a grande
variedade de microrganismos da flora comensal do trato genital feminino. Todavia, se os
resultados mostrarem uma cultura pura de algum dos microrganismos, com um
crescimento elevado no meio de cultura, este ja deve ser valorizado.

Os casos em que se verifica a presenca de microrganismos patogénicos devem ser

valorizados.

i. Atividades realizadas

O procedimento utilizado no laboratério de Andlises Clinicas Mesquita e Damido
encontra-se esquematizado na Figura 49.

Para além da cultura do exsudado, realizava-se um exame direto, para pesquisa de T.
vaginalis e procedia-se a coloracdo de Gram, para verificar o tipo de flora, se havia a
presenca de leucdcitos e de clue cells, caracteristico de infe¢édo vaginal, e outros achados

gue podiam ter importancia clinica.
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(Placa MCK) (Placa VCA3) (Placa SGC2)

Incubar a 37°C durante 24 MEIO TODD H-T l Incubar a 37°C durante 24 Incubar a 37°C, em Incubar a 37°C durante 24
horas GELOSE SANGUE horas atmosfera de 5% CO, horas
* (Placa CNA) durante 24 horas

G. SANGUE l ¢ - Valorizar se tiver muito
(Placa CNA) . Colénias suspeitas: crescimento
P‘;:de::::;?g:d -Gram: cocobacilos Gram (-); - Incubar mais 24 horas se
Incubar a 37°C, em -Colénias cinzentas negativo
O AST-N093) +
atmosfera de 5% CO, R (Card AST-N113) achatadas tipo gota de
durante 24 horas estantes (Car - orvalho. +
* Incubar mais 24 horas se Teste da Filamentagao

Teste da Catalase neinvo,

[ 1

Se positivo Se negativo Se positivo Se negativo

Slidex Staph-Kit Valorizar Beta-Hemoliticos: - ] -
e/ou Coagulase - 5. agalactiae (Grupo B) ATBNH Candida albicans Card Vitek 2 YST
- Listerla monacytagenes Em cultura pura ou mistura,
(Gram (+) pequenos — valorizar deve ser sempre valorizada
Se positivo em grévidas). a N. gonhorrea.
Valorizar Alfa-Hemoliticos:
‘ - Gardnerella vaginalis (Gram
Valorizar S. aureus s6 se vaive)
tiver ler(écitos ouem Card Vitek 2 GP
SUSIV pure: + Card AST-P586

Card AST-P580

»Em mulheres, perigo de
TSS (Toxic Shock Syndrome)

Figura 49 - Fluxograma para execugdo de exame microbiolégico de exsudado vaginal.

Notas: Exame a fresco para pesquisa de T. vaginalis, observacdo das células e presenca de leucdcitos;
Coloragéo de Gram para observacéo das células, presenca de leucdcitos e tipo de flora.

6.3.5. Exsudado auricular

Este produto biolégico é utilizado para pesquisar o agente etioldgico de uma otite,
infec@o bastante frequente em criancas. Os agentes mais comuns sao S. pneumoniae e H.

Influenzae.

i. Atividades realizadas

O procedimento utilizado no laboratério de Andlises Clinicas Mesquita e Damido
encontra-se esquematizado na Figura 50.

Para além da cultura do exsudado, procedia-se a coloragdo de Gram, para verificar o
tipo de flora, se havia a presenca de leucécitos e outros achados que podiam ter

importancia clinica.
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Figura 50 - Fluxograma para execugdo de exame microbiolégico de exsudado do ouvido.
Notas: Coloragdo de Gram para observagao das células, presenca de leucocitos e tipo de flora.

ii. Exemplos

Relativamente ao caso ilustrado na Figura 51, trata-se de uma amostra de um

exsudado auricular, onde se verificou crescimento na placa de gelose de sangue, de gelose
de chocolate e no meio MacConkey.

Figura 51 - Placas de cultura de um exsudado auricular. (A) Placa de gelose de sangue (CNA), com

pouco crescimento. (B) Placa de gelose de chocolate, com crescimento abundante. (C) Placa de
MacConkey, com crescimento abundante.

sk — _ =S
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Na placa de gelose de sangue CNA (Figura 51A), verificou-se pouco crescimento. Por
se poder tratar de um Stapholococcus, que existe normalmente na flora normal, ndo foi
valorizado. Tanto na placa de gelose de chocolate (Figura 51B), como no meio de
MacConkey (Figura 51C), verificou-se um crescimento abundante.

Na observacdo da coloracdo de Gram verificou-se a presenca de poucas células
epiteliais, alguns leucécitos e abundantes bacilos gram negativo.

A identificacdo da colénia no autoanalisador Vitek Compact® confirmou a presenca de

uma bactéria gram negativa, o Proteus mirabilis.

6.4. Identificacdo de bactérias e realizagcao de antibiogramas

A identificacdo dos microrganismos e 0s respetivos antibiogramas devem ser
efetuados sempre que se encontre um microrganismo possivelmente patogénico no
produto biolégicos em estudo.

No laborat6rio Mesquita & Damido, quando é necessario realizar a identificacdo das
bactéricas e os seus antibiogramas, recorre-se ao autoanalisador Vitek Compact® (Figura

52), de forma a agilizar o processo.

Figura 52 - Vitek Compact®.
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O Vitek Compact® é constituido por uma unidade de leitura de codigos de barras (para
reconhecer as diferentes cartas de identificacdo e antibiogramas); uma camara de
enchimento das cartas por vacuo, sendo posteriormente seladas; e zona de incubacéo e
leitura automatica das cartas, por turbidimetria e colorimetria. Também possui 0 seu proprio
software e base de dados, com o qual cruza a informagéo da indentagéo e do antibiograma.

Desta forma, a utilizacédo do Vitek Compact® permite uma maior rapidez e seguranga
nos resultados obtidos.

Relativamente as cartas, estas podem ser i) de identificacdo, em que cada carta possui
varios pocos que contém substratos bioquimicos; e ii) de antibiograma, em que a carta
contém pocos com os diferentes substratos de antibiéticos.

Caso nao seja possivel utilizar o Vitek Compact®, o antibiograma é feito manualmente.

i. Atividades realizadas

Durante o0 meu estagio, foram realizadas, no laboratério, cerca de 215 analises no
Vitek® (Anexo 6), onde eu trabalhei um total de 19 dias (Anexo 1).

O procedimento para a realizacdo dos testes de identificacdo e dos seus testes de
sensibilidade aos antibidticos era executado segundo as indicacbes do fornecedor. Mas,
em suma, era necessario preparar uma suspensao da bactéria que pretendiamos analisar,
cuja concentracdo era medida recorrendo a escala de McFarland, e carrega-la para as

cartas que se iriam utilizar, dado que difere consoante a bactéria em estudo.

6.5. Virologia

A Virologia é uma area da Patologia Clinica que se dedica ao diagnéstico laboratorial
de doencas viricas.

No laboratério Mesquita & Damido, a area da virologia consiste na determinagdo
guantitativa de marcadores virais (antigénios viricos e anticorpos contra diferentes virus)
no Cobas e411® e no aparelho Vidas®. No Cobas e411® sdo doseados os analitos antigénio
HBs, anticorpo HBs e HIV 1+2 e no aparelho Vidas® sdo determinados os valores de varios
analitos, como anticorpo anti-HCV, anticorpo anti-Rubéola (IgM), anticorpo anti-Rubéola
(IgG), anticorpo anti-Citomegalovirus (IgM), anticorpo anti-Citomegalovirus (IgG), anticorpo

anti-HBc total, antigénio HBe e anticorpo anti-HBe.
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6.6. Parasitologia

No laboratério Mesquita & Damido, a valéncia da parasitologia compreende, entre
outras, a utilizacdo do aparelho Vidas®, com a determinacdo quantitativa dos anticorpos
(IgM e IgG) anti-Toxoplasma gondii, e a pesquisa de elementos parasitarios nos produtos

biolégicos, maioritariamente fezes.

6.6.1. Exame parasitologico de fezes

Os parasitas intestinais incluem varios microrganismos, desde vermes a protozoarios,
transmitindo-se, essencialmente, via fecal-oral. Em casos de suspeita clinica de parasitose
intestinal, o0 exame parasitologico de fezes é essencial para a determinacdo do agente
etioldgico.

Para esta analises, as fezes devem ser recolhidas e entregues rapidamente ao
laboratério. Depois da recolha, deve-se avaliar 0 aspeto da amostra, a sua consisténcia, a

sua cor, pesquisar vermes adultos e observar microscopio, apés concentracao.

i. Atividades realizadas

Durante o meu estagio, foram realizados, no laboratério, cerca de 196 exames
parasitologicos, onde eu trabalhei um total de 9 dias (Anexo 1).

O exame parasitologico iniciava-se com a avaliagdo macroscopica das fezes, com a
observacdo da consisténcia e pesquisa de elementos parasitarios. As amostras eram
concentradas, usando um kit comercial, e, de seguida, eram observadas ao microscépio
com a objetiva de 10x e com a objetiva de 40x (totalidade da lamina com as duas objetivas).

A maioria das amostras que observei durante o estagio indicavam ser negativas, sem
gualquer estrutura que apontasse para a presenca de parasitas. Contudo, tive a

oportunidade de observar ovos de Enterobius vermicularis e quistos de Giardia lamblia.

ii. Exemplos

Nas Figura 53 e Figura 54 estdo representados dois tipos de parasitas que se pode
encontrar nas fezes, podendo-se observar um ovo de Enterobius vermicularis e um quisto

de Giardia lamblia, respetivamente.
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Figura 53 - Exame a fresco de fezes. Presen¢a de um ovo de Enterobius vermicularis.
Ampliacédo: 400x.

o

D

Figura 54 - Exame a fresco de fezes. Presenca de quistos de Giardia lamblia (circulos).
Ampliacdo: 400x.

6.7. Testes manuais para a detecao de Sifilis

A sifilis € uma doenca causada por uma bactéria espirogueta denominada Treponema
pallidum e é, habitualmente, transmitida por via sexual e caracteriza-se por episédios de
doenca ativa e por periodos de laténcia. E uma doenca de cariz cronico e pode apresentar
sintomas a nivel dermatol6gico, mas também a nivel cerebral.

Durante uma infe¢do por esta espiroqueta, sédo produzidos dois tipos de anticorpos:

anticorpos nao treponémicos e anticorpos treponémicos especificos.

6.7.1. VDRL - Venereal Disease Research Laboratory

Esta andlise consiste na pesquisa da presenca de anticorpos ndo treponémicos no
soro ou plasma do utente. E usado no diagnostico e acompanhamento da terapéutica em
doentes com sifilis e permite uma identificacdo qualitativa e semi-quantitativa dos

anticorpos, uma vez que um resultado positivo pode ser quantificado posteriormente por
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diluicbes do soro - quando maior for a diluicdo que se deteta o anticorpo, mais positivo é o
resultado.

Os resultados dados por este teste ndo sao especificos, pois podem surgir falsos
positivos devido a outras patologias como a hepatite, mononucleose infeciosa, malaria,
lepra e lUpus eritematoso sistémico. Por ser, entdo, um teste suscetivel a falsos positivos,
os resultados positivos devem ser confirmados através do teste TPHA (Treponema
pallidum haemagglutination assay) e/ou FTA-ABS.

No laboratério de Andlises Clinicas Mesquita & Damiéo é utilizado o kit Immutrep®-
RPR.

i. Atividades realizadas

Durante o meu estégio, foram realizados, no laboratério, cerca de 303 testes, onde eu
trabalhei um total de 25 dias (Anexo 1).

Para executar a analise era necessario pipetar 50 pl de soro para um circulo do cartéo
teste, juntamente com uma gota do reagente (combinacdo de lectina, colesterol e
cadiolipina, semelhante aos antigénios da T. pallidum), modificado com carvao.

A presenca ou auséncia de aglutinagdo macroscopica era examinada ap0s agitacao
dos cartbes de teste, durante 8 minutos. Em caso de resultado positivo, fazia-se uma
titulagdo para testar varias diluicbes com soro fisiolégico, e o titulo era refente a ultima

diluicdo positiva.

ii. Exemplos

Resultado negativo vs. positivo

Na Figura 55 estdo representados um caso negativo (Figura 55A), devido a auséncia

de aglutinacdo, e um positivo (Figura 55B), onde sao bem visiveis os agregados.

Figura 55 - Diferentes resultados obtidos no teste Venereal Disease Research Laboratory. (A)
Resultado negativo, devido a auséncia de aglutinacdo. (B) E possivel observar a presenca de varios
granulos, tratando-se por isso de um resultado positivo.
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Determinacédo do titulo do anticorpo

Na Figura 56 é possivel observar a determinagdo do titulo de anticorpos, nos
resultados positivos. Nesta figura estao representados dois casos distintos, com titulos de

anticorpo diferentes.

i’L I] ((' 4/7) :,/" S}
1‘ 2‘ :Q AO B
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Figura 56 - Determinacéo do titulo do anticorpo, em caso de resultado positivo.

No primeiro caso, poco 1 ao 5, o utente tem um titulo de anticorpo de 1/8 (ou seja, 8
dilui¢cdes), enquanto que no segundo caso, po¢o 6 ao 10, o utente tem um titulo superior a

1/16 (16 diluicdes), sendo necessario realizar mais diluicdes para determinar o titulo final.

6.7.2. TPHA - Treponema pallidum Haemagglutination Assay

O TPHA é um teste que deteta anticorpos especificos para a T. pallidum no soro e, por
isso, é utilizado para a confirmacao da presenca de anticorpos treponémicos especificos.

No laboratério de Analises Clinicas Mesquita & Damido é utilizado o kit Immutrep®-
TPHA, que é constituido por i) células de teste - uma suspensao de eritrécitos aviarios
revestidos com antigénios da bactéria; ii) células controlo - uma suspensao de eritrécitos
de ave nédo sensibilizados com os antigénios da bactéria; iii) um diluente e iv) um soro
controlo positivo (soro com anticorpos anti-Treponema pallidum).

Em caso de resultado positivo, verifica-se a aglutinagédo das células devido a presenca
de anticorpos especificos no soro do utente, o que forma um padréo caracteristico no fundo
do poco. Em caso de resultado negativo, observa-se um botdo compacto de células no
fundo do poco.

Ainda, nos casos positivos, é necessario realizar diluicdes sucessivas de forma a

definir o titulo de anticorpo.
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i. Atividades realizadas

Durante o meu estagio, foram realizados, no laboratério, cerca de 16 testes, onde eu
trabalhei um total de 5 dias (Anexo 1).

Este teste era realizado em placas com poc¢os de fundo redondo que, ao longo de cada
fila utilizada para a mesma amostra, continham diluicGes sucessivas do reagente.

Depois da adicdo do soro a testar, era necessario incubar durante 60 minutos e o
resultado era lido logo apés a incubacéo.

li. Exemplo

Exemplo das diluicbes efetuadas

Na Figura 57 esta exemplificado o método TPHA. E possivel verificar que, tanto no
poco 3, controlo negativo, como no poc¢o 4, poco de teste, se formou um botdo de eritrécitos

no fundo da placa. Logo, trata-se de um resultado negativo.

1 2 3 4

Figura 57 - Exemplo de teste para a detecdo de sifilis pela técnica Treponema pallidum
haemagglutination. Os pocos 1 e 2 sdo 0s pocos onde se efetua a diluico inicial, o0 po¢co 3 € 0 poco
controlo negativo e 0 poco 4 é o poco de teste.

6.8. Dificuldades

Relativamente a andlise das placas de cultura, inicialmente, tive alguma dificuldade
em conseguir fazer a correta identificacdo das bactéricas. Contudo, no final do estagio ja
era capaz de fazer a identificag@o presuntiva da maioria das uroculturas, precisando so6 de
auxilio nos outros casos, como, por exemplo, nos exsudados.

O Vitek Compact®, a semelhanca dos restantes equipamentos, era facil de manusear
a partirdo momento em que ja se tivesse alguma pratica, pelo que nas primeiras utilizagdes
tive alguma dificuldade por ndo conhecer o funcionamento do aparelho.

No que diz respeito as observacdes microscopicas, quer do sedimento urinério, quer
dos exames parasitolégicos de fezes, devido a existéncia de particulas nas amostras que
se assemelham a achados tipicos das amostras, como alguns ovos ou quistos de parasitas
nas fezes, pelo que é necessaria alguma pratica para nao emitir um falso resultado positivo.

Em relacdo aos testes manuais para a detecao de Sifilis, tive dificuldades em conseguir

detetar os resultados positivos fracos e, no teste TPHA, em realizar as diferentes dilui¢des.
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7. Outros testes

No laboratério de Analises Clinicas Mesquita & Damido, existem mais testes para além
dos que foram referidos ao longo do relatério, correspondentes as areas da bioquimica,
hematologia, imunologia e microbiologia.

E possivel realizar a pesquisa de drogas de abuso na urina, testes de gravidez, estudo
do esperma, doseamento de farmacos, exames citolégicos e testes respiratorios para
pesquisa de Helicobacter pylori.

Todavia, uma vez que ndo pude realizar estes testes, a excecao da pesquisa de drogas

de abuso na urina, ndo serdo abordados neste relatdrio.

7.1. Pesquisa de drogas de abuso na urina

Para a pesquisa de drogas de abuso na urina, é utilizado um kit comercial, que se
baseia num método imunocromatografico. Contrariamente ao que se verifica com restantes
testes rapidos, este teste baseia-se no principio de ligacdo competitiva - a droga/metabolito
caso esteja na urina, vai competir com o conjugado droga-proteina por sitios de ligacao ao
anticorpo presente na zona do teste.

A mistura migra numa membrana por acdo capilar para reagir com o anticorpo. Na
presenca de um resultado negativo, 0s anticorpos monoclonais formam um complexo com
0 conjugado, observando-se uma linha colorida; assim sendo, a sua auséncia, indica um
resultado positivo, onde os locais de ligacdo do anticorpo serdo saturados com a

droga/metabolito e ndo se dara a ligagdo ao conjugado.

i. Atividades realizadas

Durante o meu estagio, foram realizados, no laboratério, cerca de 27 testes, onde eu
trabalhei um total de 2 dias (Anexo 1).

O procedimento deste teste era bastante simples: homogeneizar a urina, centrifuga-la
(caso a urina estivesse turva) e, com uma pipeta, fornecida com o kit, colocar 3 gostas

desta solucéo no orificio na placa de teste e esperar 5 minutos para a leitura.
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ii. Exemplos

Resultado negativo vs. positivo

Na Figura 58 esta representado a pesquisa de drogas de abuso na urina.

or o
Opiates/Morphine Cannabis

o8 @ Off @
S S .
660 (1Y)
e ——————

Figura 58 - Testes para pesquisa de drogas de abuso na urina, onde o primeiro teste € para a
pesquisa de opiaceos e 0 segundo para a pesquisa de canabindides.

O primeiro teste, onde se pesquisa a presenca de opiaceos, verifica-se a presenca da
linha de controlo (retdngulo) e da linha de teste (circulo), logo é um resultado negativo. O
segundo teste, para pesquisa de canabinodides, uma vez que s6 apresenta a linha de

controlo, é um resultado positivo.

7.1.2. Dificuldades

Por se tratar de um teste rapido, o procedimento era bastante simples, semelhante ao
utilizado na pesquisa de sangue oculto nas fezes. Porém, a analise dos resultados era um

pouco confusa, dado que normalmente a auséncia da linha teste é indicativo de um

resultado negativo e, neste caso, trata-se de um resultado positivo.
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8. Fase po6s-analitica

No fim das determinagbes dos diferentes parametros, os resultados s&o validados
pelos técnicos responsaveis. A validagdo final dos resultados, onde se verifica a
concordancia de todos os parametros analisados para cada utente e o seu historial clinico,
€ realizada pelo diretor técnico.

Caso algum dos resultados obtidos ultrapasse os valores criticos estabelecidos
(Tabela 3), o diretor técnico deve informar logo de seguida o respetivo médico, de forma a

resolver o mais rapido possivel o problema.

Tabela 3 - Valores criticos dos parametros mencionados.

Analise Valor baixo Valor alto
<7,5 g/dl - Sair urgente

Al 7,5 - 8,0 g/dI - Avisar o utente >19 g/d
Plaquetas <30x10%1 >1000x10%1
Tempo de Protrombina - >40 s ou INR>5
Tempo de; Tromboplastina >90 s
Parcial ativada
>500 mg/dl
Glicose <40 mg/dI >200 mg/dl se
néo diabético
Triglicerideos - >1000 mg/dl
Fosforo <1 mg/dl -
Potéassio <2,5 mEg/l >6,5 mEqg/l
Sadio <120 mEg/l >160 mEqg/l
Célcio <6 mg/dl >14 mg/dl

INR, International Normalized Ratio.

Ainda, segundo o Despacho 5681-A-2014 de 29/Abril, existem algumas doencas de
notificacéo obrigatéria (Figura 59). Caso alguma das doencas mencionadas na figura seja
detetada no laboratério, o diretor técnico devera proceder a notificacdo na plataforma online
(https://sinave.min-saude.pt/SINAVE.MIN-SAUDE/login.html).
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Botulismo

Brucelose

Campilobacteriose

Cdlera

Criptosporidiose

Dengue

Difteria

Doenca de Creutzfeldt-Jakob (DCJ)
Doenca de Creutzfeldt-Jakob variante(DCJ)

Doenga de Hansen (Lepra)
Doenca de Lyme (Borreliose)

Doenca dos Legiondrios

Doenca Invasiva Meningococica

Doenca Invasiva Pneumocdcica

Doenca Invasiva por Haemophilus influenzae
Equinococose/Hidatidose

Febre Amarela

Febre Escaro-Nodular (Ricketsiose)

Febre Q

Febre Tifdide e Febre Paratiféide

Febres Hemorrdgicas Virais e Febres por
Arbovirus

Relatoério de Estagio

Giardiase
Gonorreia

Gripe N3o Sazonal
Hepatite A
Hepatite B
Hepatite C
Hepatite E

Infe¢do por Bacillus anthracis

Infecdo por Chlamydia trachomatis, excluindo
Linfogranuloma Venéreo

Infe¢do por Clamydia trachomatis -
Linfogranuloma Venéreo

Infecdo por Escherichia coli produtora de Toxina

Shiga ou Vero (Stec/Vtec)
Infecdo por virus do Nilo Ocidental

Leishmaniose Visceral
Leptospirose
Listeriose

Maldria

Paralisia Flacida Aguda

Parotidite Epidémica
Peste

Poliomielite Aguda

Figura 59 - Lista de doencas de declaracdo obrigatoria.
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Raiva

Rubéola Congénita

Rubéola, excluindo Rubéola Congénita
Salmoneloses ndo Typhie ndo Paratyphi
Sarampo

Shigelose

Sifilis Congénita

Sifilis, excluindo Sifilis Congénita
Sindroma Respiratdria Aguda — SARS
Tétano, excluindo Tétano Neonatal

Tétano Neonatal

Tosse Convulsa
Toxoplasmose Congénita
Triguinelose

Tuberculose

Tularémia

Variola

VIH (Infecdo pelo virus da imunodeficiéncia
humana) e SIDA

Yersiniose
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9. Casos clinicos

9.1. Caso 1

Colheita a junho de 2016 (Figura 60)

Motivo: andlises de rotina.

Informacoes relevantes

Utente do género feminino, com 20 anos.

Histéria familiar

Mae saudavel, apresenta ligeira trombocitopenia.

Pai saudavel.

(HEMATOLOGIA

N

Laboratério de Analises Clinicas Mesquita & Damiao, Lda.

J

Analises

HEMOGRAMA

Resultados/Unidades

Meétoda:Citometria Fluxo/Fluorescéncia/impedéncia/Microscopia

ERITROGRAMA
Entrocitos
Hemoglobina
Hematocrito
VGM(Vol.Gl.Médio)
HGM(Hg.Gl.Meédia)
CHGM(Conc. Hg. G1.Média)
RDW-CV

LEUCOGRAMA
Leucdcitos
Neutrofilos
Eosinofilos
Basofilos
Linfocitos
Mondcitos

PLAQUETAS
Método:iImpedéncia e foco hidrodindmico

511 x10%2/L

14.2 gL
423 %
828 fl
278 pg
33.6 gdL
134 %
8.3 x10% /L
449 % 3.7 x10°2 /L
51% 04 x10% /L
0.4 % 0.0 x10% /L
434 % 36 x109 /L
6.2% 05 x10% /L
138 xI109/L

Valores de Referéncia
(Ajustados a0 sexo e idade)

3.80-530
11.7-15.5
35.0-47.0
80.0 - 101.0
27.0-34.0
32.0-36.0
11.5-15.0

4.0 - 10.0
1.6-69
0.0-06
00-02
1.0-48
0.1-08

150 - 400

(BIOQI'L\II('.\ GERAL

)

Resultados Ante

41.2

J

Analises

ACIDO URICO
Método: Colorimétrico enz.

CREATININA
Meétodo: Colorimétrico

UREIA
Meétodo: Cinético

Resultados/Unidades

39 mg/dL
0.64 mg/dL

24 mg/dL

Valores de Referéncia
(Ajustados ao sexo ¢ idade)

20-58

0.50-0.90

10 -50

Figura 60 - Boletim analitico da utente (junho/2016).
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Analhises Resultados/Unidades  Valores de Referéncia Resultados Anteriores
(Ajustados ao sexo & idade)
05-12-200% 05 27-
GAMA GT 9 UL 5-36 “ w w
Meétodo: Colorimétrico enz.
BILIRRUBINA TOTAL 046 mg/dL 0.30-1.20 - -
Método: Colorimétrico
BILIRRUBINA DIRECTA 0.21 mgdL <0.30 1
Meétodo: Colorimétrico
COLESTEROL- HDL 76 mg/dL
Meétodo: Colorimétrico enz.
Baixo risco: > 60
Risco moderado:40 - 60
Risco elevado: < 40
COLESTEROL TOTAL 166 mg/dL L
Meétodo: Colorimétrico enz.
Baixo risco: < 190
Risco moderado:190 - 240
Risco elevado: > 240
FERRO SERICO 82 pg/dL  37-145 108 10 71
Meétodo: Colorimétrico
4 . . ™
L ENDOCRINOLOGIA Y,
Analises Resultados/Unidades ~ Valores de Referéncia Resultados Anteriores
(Ajustados a0 sexo ¢ idade)
T3 (TRIIODOTIRONINA TOTAL) 181 ng/dL 80 - 200
Meétodo: Electroquimioluminescéncia
F T4 (TIROXINA LIVRE) 1.26 ng/dL 0.93 -1.70
Método: Electroquimioluminescéncia
T.S.H. (H. ESTIMULANTE TIROIDE) 197 wUI'mL 0.270-4.20
Meétodo: Electroquimioluminescéncia
Figura 60 - Boletim analitico da utente (junho/2016). (continuacao)
Colheita a mar¢o de 2018 (Figura 61)
Motivo: andlises de rotina.
(HEMATOLOGIA )
Analises Resultados/Unidades ~ Valores de Referéncia Resultados Anteriores
(Ajustados a0 sexo e idade)
HEMOGRAMA
Método:Cil ia Fluxo/Fluorescéncia/imp ia/Mi i
ERITROGRAMA
Eritrécitos 485 x102/L 380-530 8,41 4,54
Hemoglobina 13.3  gdL 11.7-155 14,2 P Aded
Hematécerito 401 % 35.0-47.0 42.3 41.2
VGM(Vol.Gl.Médio) 827 1 80.0-101.0 a2 2% 93,4
HGM(Hg.Gl.Média) 274 pg 27.0-34.0 1 8.1
CHGM(Conc.Hg.Gl.Média) 33.2 gdL 32.0-36.0 34 28 a3
RDW-CV 14.0 % 115-15.0 13.4 13. 13.3
LEUCOGRAMA
Leucdcitos 75 x10°/L 40 - 100 8.3 7.6 6.5
Neutréfilos 49.6% 37  xI°L  16-69 44.3 313
Eosinofilos 0.7 % 0.1 x10°/L  0.0-06 -1 101 1.5
Basofilos 03% 00 xI0°L 00-02 -4 = :
Linfocitos 423 % 32 x108 /L 1.2-39 434 e a8
Monocitos 71% 05 x10°/L  01-08 6.2 7.
PLAQUETAS 159 x10% /L 150 - 400 A3 < 345

Meétodo:Impedéncia e foco hidrodindmico

Figura 61 - Boletim analitico da utente (mar¢o/2018).

68




Laboratério de Analises Clinicas Mesquita & Damiao, Lda.
Relatorio de Estagio

DAMIAO

MERQUITA &

T 2\
BIOQUIMICA GERAL )
Analises Resultados/Unidades ~ Valores de Referéncia Result teriores

(Ajustados a0 sexo e idade)

GLICOSE 97 mg/dL 70-110
Meétodo: Hexoquinase
CREATININA 0.73 mg/dL 0.50 - 0.90 .54 0:¢ 9.62
Meétodo: Colorimétrico
COLESTEROL- HDL 71 mg/dL - 45
Meétodo: Colorimétrico enz. B
TRIGLICERIDEOS 120 mg/dL 150
Meétodo: Colorimétrico enz.
COLESTEROL TOTAL 164 mg/dL 190

Meétodo: Colorimétrico enz.

Figura 61 - Boletim analitico da utente (mar¢o/2018). (continuacao)

Colheita a junho de 2018 (Figura 62)

Motivo: aparecimento de equimoses, sem razao aparente.

((HEMATOLOGIA )
Analises Resultados/Unidades  Valores de Referéncia Resultados Anteriores
(Ajustados ao sexo e idade)
HEMOGRAMA o !
Meétodo:Citometria Fluxo/Fluorescéncia/impedéncia/Microscopia
ERITROGRAMA
Eritrocitos 514 x102/L 3.80-5.30 4.85 4.64
Hemoglobina 13.9 gdL 117155 13.3 14.2 13.0
Hematocrito 422 % 35.0-47.0 40.1 42.3 38.1
VGM(Vol.GL.Médio) 821 fl 80.0-101.0 82.7 2 2
HGM(Hg.Gl.Média) 27.0 pg 27.0-34.0 27.4 27.8 28.0
CHGM(Conc.Hg.Gl.Média) 329 gdL 32.0-36.0 332 A3. 34.1
RDW-CV 13.6 % 11.5-15.0 14.0 13.4 13.6
LEUCOGRAMA

Leucdcitos 8.8 x10°/L 40 - 100 x b
Neutrofilos 579 % 5.1 x10°/L  1.6-69 4556 44.9
Eosinofilos 20% 02 x10°/L  0.0-06 0.7 5.1
Basofilos 02% 0.0 x10°/L  0.0-02 0.3 0.4
Linfocitos 34.0 % 3.0 x10°/L  12-39 42.3 3.4
Mondcitos 59% 05 x10°/L  0.1-08 fic3

PLAQUETAS 143 xI0°/L 150 -400

Meétodo:Impedéncia e foco hidrodinémico

Figura 62 - Boletim analitico da utente (junho/2018).

Observacdo: Por se tratar de uma utente com histérico de trombocitopenia, o

hemograma foi realizado logo apoés a colheita, de forma a evitar agregagéo plaquetéria.

A utilizacéo destes boletins foi autorizada pela utente.

Discussao

Este caso trata-se de uma utente saudavel, que apresenta historia familiar de

trombocitopenia.
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Relativamente ao hemograma, este apresentava-se normal & exce¢do do numero de
plaquetas, onde a utente apresentava ligeira trombocitopenia mas que era concordante
com o seu histoérico.

Os parametros bioquimicos e endocrinoldgicos estavam também normais.

Decorrido cerca de dois anos, a utente realizou novas andlises de rotina, onde se
observou uma melhoria no nimero de plaquetas, ndo apresentando trombocitopenia. Os
restantes parametros, quer hematoldgicos, quer bioquimicos, estavam normais.

Apo6s nova analise do hemograma, a utente voltou a apresentar trombocitopenia.

Com isto é possivel concluir de que se trata de uma utente saudavel mas que, por
norma, apresenta trombocitopenia, pelo que deve vigiar os valores das plaquetas de forma

a evitar possiveis eventos trombdéticos.

9.2. Caso 2

Colheita a maio de 2016 (Figura 63)

Motivo: andlises de rotina (maio de 2016).

Informacoes relevantes

Utente do género masculino, com 57 anos.

Fumador.

Histéria familiar

Mae diabética (Diabetes Mellitus do tipo II).

Pai saudavel.
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Analises Resultados/Unidades ~ Valores de Referéncia Resultados Anteriores

(Ajustados a0 sexo ¢ idade)
2 5-2 2008 20-12-2
HEMOGLOBINA GLICADA (NGSP/DCCT) 53 % <6.5
Método: HPLC (NGSP/DCCT) Padronizagéo IFCC
Hemoglobina glicada (IFCC) 34 nimol/mol <48

mg/dL

GLICOSE 104 mg/dL 70-110 LL £ ’
Meétodo: Hexoquinase

CREATININA 0.56 mg/dL 0.70-1.20
Método: Colorimétrico

UREIA 35 mg/dL 10 - 50 2 £2

Meétodo: Cinético

GAMA GT 28 U/L 8-61 L 3 20
Método: Colorimétrico enz.

BILIRRUBINA TOTAL 0.65 mg/dL 0.30-1.20 2 ot
Meétodo: Colorimétrico

BILIRRUBINA DIRECTA 0.23 mg/dL <0.30 0383

Meétodo: Colorimétrico

COLESTEROL- HDL 26 mg/dL - 3

Meétodo: Colorimétrico enz.
Baixo risco: > 60
Risco moderado:40 - 60
Risco elevado: < 40

TRIGLICERIDEOS 806 mg/dL . o e
Método: Colorimétrico enz.
Soro lipémico
Baixo risco: < 150
Risco moderado:150 - 200
Risco elevado: > 200

COLESTEROL TOTAL 174 mg/dL 350
Meétodo: Colorimétrico enz.

Baixo risco: <190
Risco moderado:190 - 240
Risco elevado: > 240

: MARCADORES TUMORAIS

. J/
Analises Resultados/Unidades ~ Valores de Referéncia Resultados Anteriores
(Ajustados a0 sexo e idade)

25-05-2013 20-12-2008 16-11-2005

0.97

P.S A TOTAL (Ag.Total Especi.da Prostata) 1.46 ngmL <310
Método: Electroguimioluminescéncia

( ESTUDO DAS FEZES )

Analises Resultados/Unidades  Valores de Referéncia Resultados Anteriores
(Ajustados ao sexo ¢ idade)

PESQ.SANGUE OCULTO NAS FEZES (Rastreio)
Método: Imunocromatografia

1"Dejegio Negativo

PESQ.SANGUE OCULTO NAS FEZES (Rastreio)

Método: Imunocromatografia

2"Dejegdo Negativo
PESQ.SANGUE OCULTO NAS FEZES (Rastreio)
Meétodo: Imunocromatografia

3"Dejegio Negativo

Figura 63 - Boletim analitico do utente (maio/2016).

Observacbes
Foi realizada nova colheita, no més seguinte, para confirmagéo do valor de triglicéridos

onde foi obtido o valor de 195 mg/dl (junho de 2016)
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Colheita a marco de 2018 (Figura 64)

Motivo: Analises de rotina.

Informacoes relevantes

O utente deixou de fumar em janeiro.

5 Y
(HEMATOLOGIA )

Analises ResultadosUnidades  Valores de Referéncia Resultados Anter
(Ajustados a0 sexo ¢ idade)

HEMOGRAMA
Meétodo:C

Fluxo/Fluor P ia/Microscopia
ERITROGRAMA
Eritrocitos 5.15 xI0™/L  420-5.60
Hemoglobina 164 gdL 13.5-173
Hematocrito 47.7 % 390-51.0
VGM(Vol.Gl.Médio) 926 fl 80.0-101.0
HGM(Hg.Gl.Média) 318 pg 27.0-340
CHGM(Conc.Hg.Gl.Média) 344 gdL 320-36.0
RDW-CV 12.6 % 11.5-150
LEUCOGRAMA
Leucdcitos 6.9 xI10°/L 40 - 100
Neutréfilos 723% 5.0 xI0°/L  16-69 . ot
Eosinofilos 1.3% 0.1 x10°/L  00-06 2.4 2.4
Basofilos 0.1 % 0.0 x10° /L 00-02
Linfocitos 189 % 13 x10° /L 12-39
Mondcitos 74% 05 x10°/L  0.1-08
PLAQUETAS 182 xI0°/L  150-400
Meétodo:Imp ia e foco 0
(Bl()Ql'i\ll(‘\ GERAL )
iz £ J
Analises Resultados/Unidades ~ Valores de Referéncia
(Ajustados ao sexo e idade)
GLICOSE 114 mg/dL 70-110 104

Método: Hexoquinase

CREATININA 0.87 mg/dL 0.70-1.20 0.56 0.6l
Meétodo: Colorimétrico

COLESTEROL- HDL 52 mg/dL - 40 =
Meétodo: Colorimétrico enz.

TRIGLICERIDEOS 78 mg/dL 150 195 152

Meétodo: Colorimétrico enz.

COLESTEROL TOTAL 134 mg/dL 190 174
Método: Colorimétrico enz

[ MARCADORES TUMORAIS

Analises Resultados/Unidades  Valores de Referéncia Resultados Anteriores
(Ajustados a0 sexo  idade)
1 -12
P.S. A TOTAL (Ag.Total Especi.da Prostata) 1.61 ng/mL <3.10 1346 L )

Método: Electroquimioluminescéncia

Figura 64 - Boletim analitico do utente (mar¢o/2018).

A utilizac&o destes boletins foi autorizada pelo utente.

Discussao

Este caso clinico é referente a um utente com histéria familiar de diabetes mellitus do
tipo Il. Por esta razéo, na analise realizada em 2016, foi requisitado, pelo médico de familia,

0 doseamento da hemoglobina glicada, que deu normal.
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Relativamente aos restantes parametros do boletim, estes encontravam-se normais a
excecao dos triglicerideos, que apresentava um valor de 806 mg/dl, bastante superior ao
valor de referéncia, <150 mg/dl.

Decorrido um més, foi realizada uma nova colheita, onde os valores de triglicéridos
diminuiram, contudo continuavam acima do valor de referéncia. Esta variacdo dos
resultados deveu-se ao facto do utente, aquando da primeira colheita, n&o ter tido cuidado
prévio com a alimentagao, o que provocou um aumento dos niveis dos triglicerideos.

Nas novas analises de rotina, observou-se a completa normalizacao dos triglicerideos,
porém, também se observou um aumento da glicemia, estando ligeiramente acima dos
valores de referéncia.

Ainda, é possivel observar que os valores de PSA tém vindo a aumentar,
gradualmente.

Em suma, este utente apresenta altera¢des que podem potenciar o desenvolvimento
da diabetes do tipo Il, pelo que devera ter cuidados acrescidos de forma a evitar o seu

desenvolvimento.

9.3. Caso 3

Colheita a marco de 2018 (Figura 65)

Motivo: aparecimento de feridas sem causa aparente.

Informacodes relevantes

Utente do género masculino, com 23 anos.
Atleta.

Histéria familiar

Mae saudavel.

Pai apresenta distirbios no metabolismo do ferro.
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(HEMATOLOGIA )
Analises Resultados/Unidades ~ Valores de Referéncia Resultados Anteriores
(Ajustados ao sexo ¢ idade)
HEMOGRAMA
Meétodo:Citometria Fluxo/Fluorescéncia/impedéncia/Microscopia
ERITROGRAMA
Eritrécitos 501 xI102/L  4.20-5.60 4,92
Hemoglobina 149 g/dL 135103 14.8
Hematocrito 45 % 39.0-51.0 41.3
VGM(Vol.G1. Médio) 88.8 fl 80.0-101.0 0
HGM(Hg.Gl.Média) 29.7 pg 27.0-34.0 30.1
CHGM(Conc.Hg.Gl.Média) 335 gdL 32.0-36.0 e
RDW-CV 129 % 11.5-150 LR
LEUCOGRAMA
Leucécitos 6.4 x10°/L 40 - 100 ;8
Neutréfilos 578 % 3.7 x10°/L  16-69 53.3
Eosinofilos 1.7 % 0.1 x10°/L  0.0-06 0.9
Basofilos 03 % 0.0 x10°/L  00-02 e
Linfécitos 348 % 2.2 x10°/L 12-39 x5
Monéeitos 54% 03 x10°/L  0.1-08
PLAQUETAS o 268  xI10°/L  150-400
Método:Imped: e foco hidrodi 0
(BIOQUIMICA GERAL )
Analises Resultados/Unidades  Valores de Referéncia Resultados Anteriores
(Ajustados a0 sexo ¢ idade)
19-0
GLICOSE 77 mg/dL 70-110 "
Método: Hexoquinase
CREATININA 0.88 mg/dL 0.70-1.20 el
Meétodo. Colorimétrico
COLESTEROL- HDL 71 mg/dL - 40
Método. Colorimétrico enz.
TRIGLICERIDEOS 51 mg/dL <150
Método. Colorimétrico enz.
COLESTEROL TOTAL 235 mg/dL <190 —
Método: Colorimétrico enz.
FERRITINA _ 212 ng/mL 30 - 400
Meétodo: Electroquimioluminescéncia
FERRO SERICO 88 ugdl  58-158
Meétodo: Colorimétrico
CAPACIDADE FIXACAO DO FERRO 275 pg/dL 250 - 425
Método: Colorimétrico
TRANSFERRINA 239 mg/dL 200 - 360
Meétodo: Imunoturbidimétrico
Figura 65 - Boletim analitico do utente (mar¢o/2018).
Colheita a junho de 2018 (Figura 66)
Motivo: confirmagéo dos resultados do colesterol.
= 2 Y
BIOQUIMICA GERAL )
Analises Resultados/Unidades ~ Valores de Referéncia Resultados Anteriores

(Ajustados ao sexo e idade)

COLESTEROL- HDL 74 mg/dL - 40 i
Meétodo: Colorimétrico enz.

TRIGLICERIDEOS 38 mg/dL <150 Al
Meétodo: Colorimétrico enz.

COLESTEROL TOTAL 260 mg/dL <190 235
Meétodo: Colorimétrico enz.

gl Lipidicos: Val pinisco baixo(DGS 19/2011)

Figura 66 - Boletim analitico do utente (junho/2018).

A utilizagéo deste boletim foi autorizada pelo utente.
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Discussao

Trata-se de um utente que realizou andlises para despiste de distarbios do
metabolismo do ferro, dado que apresentava feridas semelhantes as observadas no pai.

Os valores do hemograma, da ferritina, do ferro sérico, da capacidade de fixacdo do
ferro e da transferrina estavam normais, o que indica que o metabolismo do ferro, no utente,
esta normal.

Os restantes parametros bioquimicos estavam normais a excec¢ao do colesterol total,
gue estava acima dos valores de referéncia.

Decorrido trés meses, foi realizada uma nova colheita, onde os valores de colesterol
total continuavam aumentados.

E possivel, entdo, concluir de que se trata de um individuo saudavel, sem distarbios
ao nivel do metabolismo do ferro, mas que necessita monitorizar os seus valores de

colesterol, de forma a evitar possiveis doencas cardiovasculares.
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10. Estudo bacterioldégico

Apo6s a conclusdo do meu estagio no laboratério de Analises Clinicas Mesquita &
Damido, foi-me sugerido, pelo Dr. Orlando Silva, realizar uma breve analise sobre a
incidéncia bacteriolégica nas uroculturas, como também dos antibiogramas das respetivas
bactérias.

Para tal, foram-me fornecidos dados relativos a este mesmo tema, referente as
amostras analisadas entre 5 de fevereiro e 1 de junho, onde constavam as diferentes
bactérias identificadas nas uroculturas, os diferentes antibiéticos testados e as respostas
observadas.

Devido a natureza dos dados, foi efetuada uma breve analise descritiva.

Panorama geral

Foram analisadas cerca de 228 amostras de urina, onde se identificou a presenca de

uma grande variedade de bactérias, como se pode observar na Figura 67.
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Figura 67 - Viséo geral do tipo e nimero das bactérias identificadas nas uroculturas analisadas.
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A partir deste gréfico, é possivel constatar que o maior nimero de bactérias
encontradas nas uroculturas se tratavam de E. coli, seguida pela K. pneumoniae e pelo P.

mirabilis. Posto isto, as préximas andlises sao referentes a estas bactérias.

Antibiogramas

Apoés a identificacao das bactérias, € realizado o seu antibiograma, onde sao testados
diferentes antibioticos. As bactérias sao depois classificadas como sensiveis, intermédias

e resistentes.

Escherichia coli

Das 228 uroculturas analisadas, a E. coli estava presente em 139, o que perfaz mais
de 60% do total de bactérias identificas.

A partir do Figura 68, é possivel concluir que a maioria das bactérias E. coli revelou-
se sensivel aos diferentes antibiéticos (82%). Por outro lado, cerca de 18% das bactérias

analisadas demonstrou ser resistente contra os antibiéticos testados.

Klebsiella pneumoniae

Em relacdo a K. pneumoniae, esta foi identificada em 28 das 228 uroculturas
analisadas.

A andlise dos antibiogramas mostra que, tal como a E. coli, a maioria das bactérias K.
pneumoniae revelou-se sensivel aos antibidticos testados (62,5%) (Figura 69). Contudo, a
Ampicilina e a Amoxicilina demonstraram total ineficacia no combate as bactérias

analisadas.

Proteus mirabilis

O P. mirabilis foi identificado em 20 uroculturas.

Pela analise dos antibiogramas, constatou-se também sensibilidade aos antibidticos
testados (71,2%) (Figura 70). Por outro lado, a Cefotaxamina revelou-se eficaz em 95%
dos casos analisados, enquanto que nos restantes 5%, as bactérias apresentaram uma

resposta intermedia.
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Figura 68 - Representacao gréafica da variedade da resposta das diferentes E. coli face aos antibioticos.
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Figura 69 - Representacao gréfica da variedade da resposta das diferentes K. pneumoniae face aos antibiéticos.
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Figura 70 - Representacao gréafica da variedade da resposta das diferentes P. mirabilis face aos antibiéticos.
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Discussao

Apesar de, a partir da andlise descritiva, ndo ser possivel fazer extrapolacdes,
constatou-se gque os dados analisados vao ao encontro do conhecimento transmitido ao
longo do mestrado. Isto é, verificou-se, nos casos analisados, que as infe¢cdes urinarias
sdo infe¢cbes complexas, com varias possibilidades etiolégicas, onde, a maioria, se deve a
E. coli, e que as resisténcias aos antibiéticos devem ser devidamente analisadas, para
melhor orientar o tratamento, como também para evitar a aquisicdo de mais resisténcias.

Futuramente, poderia ser interessante realizar um estudo estatistico inferencial sobre
este tema, pois considero ser um tépico bastante importante no contexto do laboratério de

analises clinicas.
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11. Estagio complementar

Em complemento ao estagio no Laboratorio de Analises Clinicas Mesquita & Damiéo,
Lda., tive a oportunidade de realizar um estagio de observacao, com a dura¢gdo de uma
semana, no Servico de Hematologia Laboratorial do Instituto Portugués de Oncologia do
Porto (IPO), gentilmente concedido pelo diretor do Servico, Dr. Carlos Mendes.

Durante este estagio tive a oportunidade de observar esfregagos sanguineos e de
aspirados de medula 6ssea de diversas patologias hematoldgicas, sempre acompanhada
pela Dr.2 Cristina Silva.

Tive ainda a oportunidade de poder observar como € realizado o diagndstico de
leucemia mieloide crénica (LMC), tema da minha monografia, no Centro Hospitalar do
Porto, tanto na area da Biologia Molecular, acompanhada pelo Dr. Joao Rodrigues, onde
pude observar os diferentes equipamentos e metodologias utilizadas, como na area da
Hematologia Laboratorial, acompanhada pela Dr.2 Inés Freitas, onde pude observar

esfregacos sanguineos e de aspirados de medula 6ssea de doentes com LMC.
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12. Conclusao

A realizacao deste estagio profissional no laboratorio de Analises Clinicas Mesquita &
Damiéo foi bastante enriquecedor, quer a nivel profissional, quer a nivel pessoal, dado que
me permitiu adquirir uma nova perspetiva do mundo de trabalho, particularmente de
Analises Clinicas.

O estagio permitiu-me testar e controlar os métodos usados na execucao das analises
clinicas, colaborar na obtencdo e manipulacdo das amostras e controlar a qualidade
técnica e instrumental e a manutencao dos equipamentos. O estagio foi, por isso, bastante
gratificante, onde pude consolidar a informacao teérica que adquiri ao longo do mestrado
em Analises Clinicas, como também me permitiu adquirir novos conhecimentos, fruto da
convivéncia com os utentes e com o pessoal profissional do laboratério.

Atualmente, o laboratério de analises clinicas é automatizado, sendo que as técnicas
laboratoriais exigem pouco trabalho manual, de forma a evitar erros nas determinagdes.
Esta automatizagdo dos processos permite uma maior confianga nos resultados obtidos
contudo, é necessario ter bastante atencado aos controlos efetuados para garantir a
fiabilidade dos mesmos. Para além disso, a validacdo dos resultados requer bastante
concentracao, para ser possivel interliga-los, o que exige muita pratica.

No estagio complementar pude observar patologias que séo dificeis de encontrar num
laboratorio de analises clinicas de rotina, o que me permitiu adquirir uma experiéncia mais
ampla na area da hematologia.

Por fim, embora tenha terminado este estagio, € meu desejo continuar a melhorar e
permanecer em constante aprendizagem, de modo a dignificar e a exercer cada vez melhor

o papel de mestre em Andlises Clinicas.
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Anexos

Anexo 1 - Sumarios

Fevereiro
Segunda-feira, dia 5 de fevereiro, 8 horas (total: 8h)

Colheitas.

Preparacdo do Cobas ¢501° e corrida das amostras.

Noc¢des sobre protocolo de controlo de qualidade utilizado no
laboratério (preenchimento de folhas de ndo conformidades).
Observacao microscopica de 1 expetoracado (gram e Ziem-Nelson) e de
1 exsudado de ferida (gram).

Observacao e contagem de reticuldcitos.

Observacao microscopica de esfregacos sanguineos, com contagem
diferencial e de plaquetas.

Terca-feira, dia 6 de fevereiro, 7 horas (total: 15h)

Colheitas.

Observacao da colheita de sangue durante a prova de tolerancia a
glucose (PTGO - gravida).

Preparacdo do Cobas c501° e corrida das amostras.

Preparacéo e corrida das amostras no Urisys 2400°.

Preparacdo do Sysmex XT 1800i®.

Preparacéo e corrida das amostras no VIDAS®,

Determinagédo dos grupos sanguineos (placa e card).

Observacao microscopica de exsudado vaginal (gram).

Quarta-feira, dia 7 de fevereiro, 4 horas (total: 19h)

Colheitas.

Observacao da realizacao do teste respiratorio.
Preparacdo do Cobas c501° e corrida das amostras.
Preparacéo e corrida das amostras no Urisys 2400°.
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Quinta-feira, dia 8 de fevereiro, 7 horas (total: 26h)

= Colheitas.

= Observacgéo da colheita de sangue durante a prova de tolerancia a
glucose (PTGO - gravida).

Preparacdo do Cobas c501® e corrida das amostras.

Preparacgdo e corrida das amostras no VIDAS®.

Realizacdo da Reacdo Coombs Indireta.

Observacao microscopica de esfregacos sanguineos, com contagem
diferencial e de plaquetas.

Sexta-feira, dia 9 de fevereiro, 4 horas (total: 30h)

= Pesquisa de sangue oculto.

» Preparacdo das amostras (fezes) para exame parasitologico.
» Realizacdo de esfregacos sanguineos.

= Observagéo microscopica de exames parasitologicos (fezes).

Segunda-feira, dia 12 de fevereiro, 7 horas e 30 minutos (total:

37h30)

= Colheitas.

» Observacgéo da colheita de sangue durante a prova de toleréncia a

glucose (PTGO - gravida).

Preparacdo do Cobas ¢501® e corrida das amostras.

Preparacéo e corrida das amostras no VIDAS®.

Determinacédo dos grupos sanguineos (placa).

Observacao microscopica de um exsudado vaginal (pesquisa de

Trichomonas vaginalis, negativo).

= Observagéo microscopica de esfregacos sanguineos, com contagem
diferencial.
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Quarta-feira, dia 14 de fevereiro, 7 horas e 30 minutos (total:
45h)

Colheitas.

Observacao da realizacao do teste respiratorio.

Preparacdo do Cobas ¢501° e corrida das amostras.

Preparacéo e corrida das amostras no VIDAS®.

Determinacgédo dos grupos sanguineos (placa).

Observacao microscopica de exames parasitologicos (fezes).
Observacao microscopica de esfregacos sanguineos, com contagem
diferencial.

Quinta-feira, dia 15 de fevereiro, 4 horas (total: 49h)

= Colheitas.

» Observacéo da realizacdo do teste respiratorio.

» Observacédo microscopica de esfregacos sanguineos, com contagem
diferencial e de plaquetas.

Segunda-feira, dia 26 de fevereiro, 7 horas e 30 minutos (total:

56h30)
Colheitas.
Preparacdo do Cobas c501° e corrida das amostras.
Determinagdo dos grupos sanguineos (placa).
Realizacdo da Reagdo Coombs Indireta.
Realizacdo da prova de VDRL.
Observacao microscopica de esfregagcos sanguineos, com contagem
diferencial.

85

Laboratério de Andlises Clinicas Mesquita & Dami&o, Lda.
Relatorio de Estagio

Terca-feira, dia 27 de fevereiro, 7 horas e 30 minutos (total:
64h)

= Colheitas.

* Preparacio do Cobas ¢501°® e corrida das amostras.

= Corrida das amostras no Sta Compact®.

Preparacéo e corrida das amostras no Cobas E411°.

Realizacéo de eletroforeses.

Corrida das amostras no Vesmatic®.

Corrida das amostras no ADAMS Alc HA-8160°.

Analise de placas de cultura de urinas e fezes.

Observacao microscopica de sedimentos urinarios.

Observacao microscopica de esfregacos sanguineos, com contagem
diferencial.

Quarta-feira, dia 28 de fevereiro, 7 horas (total: 71h)

= Colheitas.

= Observacdo da realizacdo do teste respiratorio.

= Observacéo da colheita de sangue durante a prova de toler&ncia a
glucose (PTGO - gravida).

Preparagdo do Cobas c501® e corrida das amostras.

Preparacéo e corrida das amostras no VIDAS®.

Andlise de placas de cultura de urinas.

Observacao microscopica de sedimentos urinarios.
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Marco
Quinta-feira, dia 1 de margo, 7 horas (total: 78h)

Colheitas.

Observacao da realizacao do teste respiratorio.

Observacao da colheita de sangue durante a prova de tolerancia a
glucose (PTGO - gravida).

Preparagdo do Cobas c501° e corrida das amostras.

Preparacéo e corrida das amostras no VIDAS®.

Analise de placas de cultura de urinas e exsudados vaginais.
Realizacdo da Reag&do Coombs Indireta.

Observacao microscopica de esfregacos sanguineos, com contagem
diferencial.

Sexta-feira, dia 2 de marcgo, 7 horas (total: 85h)

Colheitas.

Preparacdo do Cobas c501® e corrida das amostras.

Preparacéo e corrida das amostras no VIDAS®.

Preparacao e cultura das urinas.

Realizacdo da Reacdo Coombs Indireta.

Realizacdo da prova de VDRL.

Observacado microscopica de um exsudado vaginal.

Observacao microscopica de esfregagcos sanguineos, com contagem
diferencial.

Segunda-feira, dia 5 de marco, 7 horas (total: 92h)

Colheitas.

Preparacéo e corrida das amostras no Sysmex XT 1800i®.
Preparacdo do Cobas c501° e corrida das amostras.
Preparacdo do Cobas e411°.

Preparacéo e corrida das amostras no VIDAS®.
Determinagéo dos grupos sanguineos (card).

Realizacao da prova de VDRL.

Preparacao de laminas de reticuldcitos.

Observacao microscopica de exames parasitoldgicos (fezes).
Observacao microscopica de esfregagcos sanguineos, com contagem
de plaquetas.
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Terca-feira, dia 6 de margo, 7 horas (total: 99h)

Colheitas.

Observacao da colheita de sangue durante a prova de tolerancia a
glucose (PTGO - gravida).

Preparacdo do Cobas ¢501® e corrida das amostras.

Realizacdo de um esfregaco sanguineo (meu).

Observacao e contagem de reticuldcitos.

Observacao microscopica de esfregacos sanguineos, com contagem
diferencial e de plaquetas.

Quarta-feira, dia 7 de margo, 7 horas (total: 106h)

Colheitas.

Preparacéo e corrida das amostras no Urisys 2400°.

Corrida das amostras no ADAMS Alc HA-8160°.

Pesquisa de sangue oculto.

Observacao microscopica de esfregacos sanguineos, com contagem
diferencial e de plaquetas.

Quinta-feira, dia 8 de marc¢o, 7 horas (total: 113h)

Preparacéo e corrida das amostras no VIDAS®.

Determinacgédo dos grupos sanguineos (em placa).

Realizacdo da prova de VDRL.

Realizacdo da Reacdo Coombs Indireta.

Observacao microscopica de exames parasitolégicos (fezes).
Observacao microscopica de esfregagos sanguineos, com contagem
diferencial.
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Sexta-feira, dia 9 de margo, 7 horas (total: 120h)

Preparacéo do Cobas c501® e corrida das amostras.

Preparacéo e corrida das amostras no Urisys.

Preparacéo e corrida das amostras no ImmunoCAP®,

Preparacéo e corrida das amostras no VIDAS®.

Corrida das amostras no ADAMS Alc HA-8160°.

Realizacdo da prova de VDRL.

Realizacdo da Reacdo Coombs Indireta.

Determinacgédo dos grupos sanguineos (placa).

Observacao microscopica de esfregacos sanguineos, com contagem
diferencial.

Segunda-feira, dia 12 de margo, 7 horas (total: 127h)

Preparacdo do Cobas c501® e corrida das amostras.

Preparacao e corrida das amostras no Urisys.

Preparacéo e corrida das amostras no VIDAS®.

Determinacdo dos grupos sanguineos (placa).

Realizacdo da prova de VDRL.

Realizacdo da Reacdo Coombs Indireta.

Observacao microscopica de esfregacos sanguineos, com contagem
diferencial.

Terca-feira, dia 13 de marc¢o, 7 horas (total: 134h)

Preparacdo do Cobas c501° e corrida das amostras.

Preparacéo e corrida das amostras no Cobas E411°.

Preparacéo e corrida das amostras no VIDAS®.

Corrida das amostras no Vesmatic®.

Corrida das amostras no ADAMS Alc HA-8160°.

Determinagédo dos grupos sanguineos (placa e card).

Observacao microscopica de esfregagos sanguineos, com contagem
diferencial.

Quarta-feira, dia 14 de marco, 7 horas (total: 141h)

Preparacdo do Cobas c501° e corrida das amostras.
Preparacéo e corrida das amostras no Urisys 2400°.
Preparacéo e corrida das amostras no VIDAS®.
Realizacao de eletroforeses.
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= Determinacao dos grupos sanguineos (placa).
= Realizacdo da prova de TPHA.

Quinta-feira, dia 15 de marco, 7 horas (total: 148h)

* Preparacio do Cobas ¢501°® e corrida das amostras.

* Preparacio e corrida das amostras no Urisys 2400°.

» Corrida das amostras no ADAMS Alc HA-8160°.

= Corrida das amostras no Vesmatic®.

= Observagdo microscopica de exames parasitoldgicos (fezes).

Sexta-feira, dia 16 de margo, 7 horas 30 minutos (total:
155h30)

» Preparacéo do Cobas ¢501® e corrida das amostras.

* Preparacéo e corrida das amostras no Urisys 2400°.

= Pesquisa de sangue oculto.

» Preparacéo e corrida das amostras no VIDAS®.

= Determinac¢do dos grupos sanguineos (placa).
Segunda-feira, dia 19 de marco, 4 horas (total: 159h30)
* Preparacéo do Cobas c501°® e corrida das amostras.

* Preparagéo do Cobas e411°.

* Preparacéo e corrida das amostras no Urisys 2400°.

Terca-feira, dia 20 de marc¢o, 7 horas (total: 166h30)
* Preparacgéo do Cobas c501°® e corrida das amostras.

* Preparacéo e corrida das amostras no Urisys 2400°.

* Preparacéo e corrida das amostras no Cobas E411°.

* Preparacéo e corrida das amostras no VIDAS®.

» Corrida das amostras no Vesmatic®.

» Pesquisa de sangue oculto.



O

MEROUITA S

DAMIAO

Quarta-feira, dia 21 de margo, 7 horas (total: 173h30)
Preparacéo do Cobas c501® e corrida das amostras.
Preparacéo e corrida das amostras no VIDAS®.

Corrida das amostras no ADAMS Alc HA-8160°.
Realizacdo da prova de VDRL.

Realizacdo da Reacdo Coombs Indireta.
Determinacgdo dos grupos sanguineos (placa).

Quinta-feira, dia 22 de marco, 7 horas (total: 180h30)

* Preparacio do Cobas ¢501° e corrida das amostras.

* Preparacdo e corrida das amostras no Urisys 2400°.

* Preparacdo e corrida das amostras no Cobas E411°.

* Preparacédo e corrida das amostras no VIDAS®.

* Pesquisa de sangue oculto.

Sexta-feira, dia 23 de mar¢o, 7 horas (total: 187h30)
Observacao microscopica de um exame parasitoldgico.
Preparacdo do Cobas c501® e corrida das amostras.
Preparacéo e corrida das amostras no VIDAS®.
Realizacdo de eletroforeses.

Pesquisa de sangue oculto.

Corrida das amostras no Vesmatic®.
Realizacdo da prova de VDRL.

Realizacdo da Reagdo Coombs Indireta.
Determinagdo dos grupos sanguineos (placa).

Segunda-feira, dia 26 de marco, 4 horas (total: 191h30)
* Preparacéo do Cobas c501°® e corrida das amostras.
* Preparacdo e corrida das amostras no Urisys 2400°.

Laboratério de Andlises Clinicas Mesquita & Dami&o, Lda.
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Terca-feira, dia 27 de margo, 7 horas (total: 198h30)
Preparacdo do Cobas ¢501® e corrida das amostras.
Preparacdo e corrida das amostras no Urisys 2400°.
Determinacao dos grupos sanguineos (placa).
Analise de placas de cultura de urinas.
Observacao microscopica de esfregacos sanguineos, com contagem
diferencial - laminas do Instituto Ricardo Jorge, Leucemia da Hairy
Cels, LLC e Mononucleose Infeciosa.

Quarta-feira, dia 28 de marco, 7 horas (total: 205h30)
Preparacdo do Cobas c501® e corrida das amostras.
Preparacéo e corrida das amostras no Urisys 2400°.
Realizacao de eletroforeses.
Corrida das amostras no ADAMS Alc HA-8160°.
Analise de placas de cultura de urinas.
Preparacao e cultura das urinas.
Observacao microscopica de esfregacos sanguineos, com contagem
diferencial - laminas do Instituto Ricardo Jorge, LMC.

Sexta-feira, dia 29 de marco, 7 horas (total: 212h30)
Preparacdo do Cobas c501® e corrida das amostras.
Preparacéo e corrida das amostras no Urisys 2400°.
Preparacéo e corrida das amostras no VIDAS®.
Realizacdo da prova de VDRL.
Realizacdo da Reacdo Coombs Indireta.
Determinacédo dos grupos sanguineos (placa).
Observacao microscopica de esfregagos sanguineos, com contagem
diferencial.
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Abril
Terca-feira, dia 3 de abril, 4 horas (total: 216h30)

Preparacéo do Cobas c501® e corrida das amostras.
Preparacéo e corrida das amostras no Urisys 2400°.
Preparacéo e corrida das amostras no VIDAS®.

Quarta-feira, dia 4 de abril, 4 horas (total: 220h30)

Preparacdo do Cobas ¢501° e corrida das amostras.
Preparacéo e corrida das amostras no Urisys 2400°.

Quinta-feira, dia 5 de abril, 4 horas (total: 224h30)

Preparacdo do Cobas c501® e corrida das amostras.
Preparacéo e corrida das amostras no Urisys 2400°.

Segunda-feira, dia 9 de abril, 4 horas (total: 228h30)

Preparacdo do Cobas c501® e corrida das amostras.
Preparacéo e corrida das amostras no Urisys 2400°.

Terca-feira, dia 10 de abril, 7 horas (total: 235h30)

Preparacdo do Cobas c501° e corrida das amostras.

Preparacéo e corrida das amostras no Urisys 2400°.

Preparacéo e corrida das amostras no VIDAS®.

Determinagdo dos grupos sanguineos (placa).

Observacao microscopica de esfregagos sanguineos, com contagem
diferencial.

Quarta-feira, dia 11 de abril, 7 horas (total: 242h30)

Preparacdo do Cobas c501° e corrida das amostras.

Preparacéo e corrida das amostras no Urisys 2400°.

Preparacéo e corrida das amostras no VIDAS®,

Determinagédo dos grupos sanguineos (placa e card).

Realizacao da prova de VDRL.

Realizacao da prova de TPHA.

Observacao microscopica de esfregagos sanguineos, com contagem
diferencial.
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Quinta-feira, dia 12 de abril, 7 horas (total: 249h30)

Observacao da colheita de sangue durante a prova de tolerancia a
glucose (PTGO).

Preparacdo do Cobas ¢501® e corrida das amostras.
Determinacao dos grupos sanguineos (placa).

Observacao microscopica e contagem diferencial de um esfregaco
sanguineo (LLA-T).

Sexta-feira, dia 13 de abril, 7 horas (total: 256h30)

Preparacdo do Cobas c501® e corrida das amostras.

Preparacgdo e corrida das amostras no VIDAS®.

Corrida das amostras no ADAMS Alc HA-8160°.

Realizacao de eletroforeses.

Pesquisa de sangue oculto.

Observacao microscopica de esfregacos sanguineos, com contagem
diferencial.

Segunda-feira, dia 16 de abril, 7 horas (total: 263h30)

Preparacdo do Cobas ¢501® e corrida das amostras.
Preparacéo e corrida das amostras no Sysmex XT 1800i®.
Preparacéo e corrida das amostras no VIDAS®.
Determinacédo dos grupos sanguineos (placa).

Realizacdo da prova de VDRL.

Terca-feira, dia 17 de abril, 7 horas (total: 270h30)

Preparacdo do Cobas ¢501® e corrida das amostras.

Preparacéo e corrida das amostras no Urisys 2400°.

Preparacéo e corrida das amostras no Sysmex XT 1800i®.
Preparacéo e corrida das amostras no Cobas e411°.

Preparacéo e corrida das amostras no VIDAS®.

Analise de placas de cultura de urinas.

Observacao microscopica de esfregagos sanguineos, com contagem
diferencial.
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Quarta-feira, dia 18 de abril, 7 horas (total: 277h30)
» Observacéo da colheita de sangue durante a prova de tolerancia a
glucose (PTGO).

Preparacdo do Cobas ¢501° e corrida das amostras.
Preparacéo e corrida das amostras no Sysmex XT 1800i®.
Preparacéo e corrida das amostras no Cobas e411°.
Preparacéo e corrida das amostras no VIDAS®.

Pesquisa de sangue oculto.

Corrida das amostras no Vesmatic®.

Analise de placas de cultura de urinas.

Realizacdo da prova de TPHA.

Realizacdo da prova de VDRL.

Quinta-feira, dia 19 de abril, 7 horas (total: 284h30)
Colheitas.
Preparacdo do Cobas c501® e corrida das amostras.
Preparacéo e corrida das amostras no Urisys 2400°.
Preparacéo e corrida das amostras no Sysmex XT 1800i®.
Preparacéo e corrida das amostras no Cobas e411°.
Preparacéo e corrida das amostras no VIDAS®.
Determinacgéo dos grupos sanguineos (placa).
Realizacdo de esfregacos sanguineos.
Corrida das amostras no Vesmatic®.
Andlise de placas de cultura de urinas.
Observacao microscopica de esfregagcos sanguineos, com contagem
diferencial.

Sexta-feira, dia 20 de abril, 7 horas (total: 291h30)
Colheitas.
Preparacdo do Cobas c501° e corrida das amostras.
Preparacéo e corrida das amostras no Sysmex XT 1800i®.
Preparacéo e corrida das amostras no Cobas e411°.
Preparacéo e corrida das amostras no VIDAS®,
Corrida das amostras no Vesmatic®.
Analise de placas de cultura de urinas.
Realizacao de testes de pesquisa de drogas de abuso na urina.
Realizacao da prova de VDRL.
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Realizacdo da Reacdo Coombs Indireta.

Determinacao dos grupos sanguineos (placa e card).

Observagao microscopica de esfregagos sanguineos, com contagem
diferencial.

Segunda-feira, dia 23 de abril, 7 horas (total: 298h30)

Observacao da colheita de sangue durante a prova de tolerancia a
glucose (PTGO - gravida).

Preparacdo do Cobas ¢501® e corrida das amostras.
Preparacéo e corrida das amostras no Sysmex XT 1800i®.
Preparacdo e corrida das amostras no ImmunoCAP®.
Preparacéo e corrida das amostras no Cobas e411°.
Preparacgdo e corrida das amostras no VIDAS®.

Analise de placas de cultura de urinas.

Preparacao e cultura das urinas.

Corrida das amostras no Vesmatic®.

Pesquisa de sangue oculto.

Realizacdo da prova de VDRL.

Realizacdo da Reacdo Coombs Indireta.

Determinacédo dos grupos sanguineos (placa e card).
Preparacao de esfregacos sanguineos.

Terca-feira, dia 24 de abril, 7 horas (total: 305h30)

Colheitas.

Preparacdo do Cobas c501® e corrida das amostras.
Preparacéo e corrida das amostras no Sysmex XT 1800i®.
Preparacéo e corrida das amostras no Cobas e411°.
Preparacéo e corrida das amostras no VIDAS®.

Andlise de placas de cultura de urinas.

Preparacao e cultura das urinas.

Determinacado dos grupos sanguineos (placa).

Realizacdo da prova de VDRL.

Realizacdo da Reacdo Coombs Indireta.

Observacao microscopica de esfregagos sanguineos, com contagem
diferencial.
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Quinta-feira, dia 26 de abril, 4 horas (total: 309h30)
= Colheitas.

* Preparagéo do Cobas c501® e corrida das amostras.

* Preparacio do Cobas e411°.

Preparacéo e corrida das amostras no Sysmex XT 1800i®.

Corrida das amostras no Sta Compact®.

Sexta-feira, dia 27 de abril, 7 horas (total: 316h30)
Colheitas.
Preparacéo do Cobas c501® e corrida das amostras.
Preparacéo e corrida das amostras no Urisys 2400°.

Corrida das amostras no Sta Compact®.

Preparacéo e corrida das amostras no Cobas e411°.
Preparacéo e corrida das amostras no VIDAS®.
Andlise de placas de cultura de urinas.

Preparacao e cultura das urinas.

Realizacdo de eletroforeses.

Pesquisa de sangue oculto.

Maio
Quinta-feira, dia 3 de maio, 7 horas (total: 330h30)
Preparacdo do Cobas c501° e corrida das amostras.

Corrida das amostras no Sta Compact®.

Preparacéo e corrida das amostras no Cobas e411°.
Preparacéo e corrida das amostras no VIDAS®.
Andlise de placas de cultura de urinas.

Preparacao e cultura das urinas.

Preparacéo e corrida das amostras no Vitek Compact®.
Pesquisa de sangue oculto.

Determinagdo dos grupos sanguineos (placa).

Preparacéo e corrida das amostras no Sysmex XT 1800i®.

Preparacéo e corrida das amostras no Sysmex XT 1800i®.

Laboratério de Andlises Clinicas Mesquita & Dami&o, Lda.

Relatorio de Estagio

91

= Determinacado dos grupos sanguineos (placa e card).
= Realizacdo da prova de VDRL.

Segunda-feira, dia 30 de abril, 7 horas (total: 323h30)
* Preparacio do Cobas ¢501°® e corrida das amostras.
Preparacéo e corrida das amostras no Urisys 2400°.
Preparacéo e corrida das amostras no Sysmex XT 1800i®.
Corrida das amostras no Sta Compact®.

Preparac&o e corrida das amostras no ImmunoCAP®,
Preparac&o e corrida das amostras no Cobas e411°.
Preparacgdo e corrida das amostras no VIDAS®.

Analise de placas de cultura de urinas.

Preparacao e cultura das urinas.

Preparacéo e corrida das amostras no Vitek Compact®.
Determinacado dos grupos sanguineos (placa).

Realizacdo da prova de VDRL.

Realizacdo da Reacdo Coombs Indireta.

Corrida das amostras no Vesmatic®.

Preparacao de esfregacos sanguineos.

Sexta-feira, dia 4 de maio, 7 horas (total: 337h30)
* Preparacéo do Cobas c501°® e corrida das amostras.

* Preparacéo e corrida das amostras no Urisys 2400°.

* Preparacéo e corrida das amostras no Sysmex XT 1800i®.
Corrida das amostras no Sta Compact®.

Preparacéo e corrida das amostras no Cobas e411°.
Preparacéo e corrida das amostras no VIDAS®.
Realizacao de eletroforeses.

Analise de placas de cultura de urinas.

Preparacao e cultura das urinas.

Preparacéo e corrida das amostras no Vitek Compact®.
Realizacdo da prova de VDRL.

Determinacado dos grupos sanguineos (placa).
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Segunda-feira, dia 7 de maio, 7 horas 30 minutos (total: 345h)
Colheitas.
Preparacdo do Cobas ¢501° e corrida das amostras.
Preparacéo e corrida das amostras no Urisys 2400°.
Corrida das amostras no Sta Compact®.
Preparacéo e corrida das amostras no Cobas e411°.
Preparacéo e corrida das amostras no VIDAS®.
Realizacdo de testes de pesquisa de drogas de abuso na urina.
Analise de placas de cultura de urinas.
Preparacéo e cultura das urinas.
Preparacéo e corrida das amostras no Vitek Compact®.
Determinacédo dos grupos sanguineos (placa e card).

Quarta-feira, dia 9 de maio, 7 horas e 30 minutos (total:
352h30)
Preparacdo do Cobas c501® e corrida das amostras.
Preparacéo e corrida das amostras no Urisys 2400°.
Preparacéo e corrida das amostras no Sysmex XT 1800i®.
Corrida das amostras no Sta Compact®.
Preparacéo e corrida das amostras no Cobas e411°.
Andlise de placas de cultura de urinas.
Preparacéo e cultura das urinas e de exsudado de ferida.
Preparacéo e corrida das amostras no Vitek Compact®.
Realizacdo de eletroforeses.
Realizacdo da Reagdo Coombs Indireta.
Corrida das amostras no Vesmatic®.
Realizacdo da prova de VDRL.

Quinta-feira, dia 10 de maio, 7 horas e 30 minutos (total: 360h)
Colheitas.
Preparacdo do Cobas c501° e corrida das amostras.
Corrida das amostras no Sta Compact®.
Preparacéo e corrida das amostras no VIDAS®,
Preparacao e cultura das urinas.
Preparacéo e corrida das amostras no Cobas e411°.
Corrida das amostras no Vesmatic®.
Corrida das amostras no ADAMS Alc HA-8160°.
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Analise de placas de cultura.
Observacao microscopica de sedimentos urinarios.
Preparac&o e corrida das amostras no Vitek Compact®.

Sexta-feira, dia 11 de maio, 7 horas e 30 minutos (total:
367h30)

Preparacdo do Cobas ¢501® e corrida das amostras.
Preparacéo e corrida das amostras no Urisys 2400°.
Preparacéo e corrida das amostras no Sysmex XT 1800i®.
Corrida das amostras no Sta Compact®.

Preparacéo e corrida das amostras no Cobas e411°.
Preparacgdo e corrida das amostras no VIDAS®.
Analise de placas de cultura de urinas.

Preparacao e cultura das urinas.

Preparacgéo e corrida das amostras no Vitek Compact®.
Realizacao de eletroforeses.

Corrida das amostras no Vesmatic®.

Determinacédo dos grupos sanguineos (placa e card).
Realizacdo da prova de TPHA.

Realizacdo da prova de VDRL.

Segunda-feira, dia 14 de maio, 7 horas (total: 374h30)

Preparacdo do Cobas c501® e corrida das amostras.
Preparacéo e corrida das amostras no Urisys 2400°.
Preparacéo e corrida das amostras no Sysmex XT 1800i®.
Preparacéo e corrida das amostras no Cobas e411°.
Preparacéo e corrida das amostras no VIDAS®.

Analise de placas cultura de urinas, expetoracéo e de exsudado de
ouvido.

Preparacao e cultura das urinas.

Corrida das amostras no aparelho de Vitek Compact®.
Determinacdo dos grupos sanguineos (placa e card).
Realizacdo da Reacdo Coombs Indireta.

Realizacdo da prova de VDRL.

Observacao microscopica de sedimentos urinarios.
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Terca-feira, dia 15 de maio, 7 horas (total: 381h30)

Preparacdo do Cobas c501° e corrida das amostras.
Preparacéo e corrida das amostras no Urisys 2400°.
Preparacéo e corrida das amostras no Sysmex XT 1800i®.
Preparacéo e corrida das amostras no Cobas e411°.
Preparacéo e corrida das amostras no VIDAS®.

Analise de placas de cultura de urinas.

Preparacéo e corrida das amostras no Vitek Compact®.
Determinacgédo dos grupos sanguineos (placa).
Preparacao de laminas de reticuldcitos.

Observacao microscopica de sedimentos urinarios.
Observacao microscopica de esfregacos sanguineos, com contagem
diferencial.

Quarta-feira, dia 16 de maio, 7 horas (total: 388h30)

Preparacdo do Cobas c501® e corrida das amostras.
Preparacéo e corrida das amostras no Urisys 2400°.
Preparacéo e corrida das amostras no Sysmex XT 1800i®.
Preparacéo e corrida das amostras no Cobas e411°.
Realizacdo de eletroforeses.

Andlise de placas de cultura de urinas.

Preparacéo e cultura das urinas.

Andlise de culturas de pedidos de micologia (raspados de pele -
andlise, raspados de unha - preparacéo).

Preparacéo e corrida das amostras no Vitek Compact®.
Pesquisa de sangue oculto.

Observacao microscopica de sedimentos urinarios.

Observacao e contagem de reticuldcitos.

Observacao microscopica de esfregagcos sanguineos, com contagem
diferencial.

Preparacao de esfregacos sanguineos.

Quinta-feira, dia 17 de maio, 7 horas (total: 395h30)

Preparacdo do Cobas c501° e corrida das amostras.
Preparacéo e corrida das amostras no Sysmex XT 1800i®.
Preparacéo e corrida das amostras no ImmunoCAP®,
Preparacéo e corrida das amostras no Cobas e411°.
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Preparacéo e corrida das amostras no VIDAS®.

Analise de placas de cultura de urinas.

Preparacéo e cultura das urinas.

Preparac&o e corrida das amostras no Vitek Compact®.
Determinacao dos grupos sanguineos (placa).

Observacao microscopica de sedimentos urinarios.

Observacao microscopica de esfregacos sanguineos, com contagem
diferencial.

Sexta-feira, dia 18 de maio, 7 horas (total: 402h30)

Preparagdo do Cobas c501® e corrida das amostras.
Preparacgdo e corrida das amostras no Sysmex XT 1800i®.
Preparacéo e corrida das amostras no Cobas e411°.
Preparacgdo e corrida das amostras no VIDAS®.
Analise de placas de cultura de urinas.

Preparacao e cultura das urinas.

Preparacéo e corrida das amostras no Vitek Compact®.
Realizacdo da Reacdo Coombs Indireta.

Realizacdo da prova de VDRL.

Determinacédo dos grupos sanguineos (placa e card).
Observacao microscopica de sedimentos urinarios.
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Terca-feira, dia 22 de maio, 7 horas (total: 409h30)

Preparacdo do Cobas c501° e corrida das amostras.
Preparacéo e corrida das amostras no Sysmex XT 1800i®.
Preparacéo e corrida das amostras no Cobas e411°.
Preparacéo e corrida das amostras no VIDAS®.

Analise de placas de cultura de urinas.

Preparacéo e cultura das urinas.

Preparacéo e corrida das amostras no Vitek Compact®.
Realizacdo de eletroforeses.

Realizacdo da Reacdo Coombs Indireta.

Determinacdo dos grupos sanguineos (placa).

Realizacdo da prova de VDRL.

Observacao microscopica de exames parasitologicos (fezes).
Observacao microscopica de sedimentos urinarios.
Observacao microscopica de esfregacos sanguineos, com contagem
diferencial.

Quarta-feira, dia 23 de maio, 7 horas (total: 416h30)

Preparacdo do Cobas c501® e corrida das amostras.
Preparacéo e corrida das amostras no Urisys 2400°.
Preparacéo e corrida das amostras no Sysmex XT 1800i®.
Preparacéo e corrida das amostras no Cobas e411°.
Andlise de placas de cultura de urinas.

Preparacéo e cultura das urinas.

Preparacéo e corrida das amostras no Vitek Compact®.
Pesquisa de sangue oculto.

Determinacgdo dos grupos sanguineos (placa).

Realizacdo de um esfregaco sanguineo.

Observacao microscopica de sedimentos urinarios.
Observacao microscopica de esfregagos sanguineos, com contagem
diferencial.

Quinta-feira, dia 24 de maio, 7 horas (total:423h30)

Preparacdo do Cobas c501° e corrida das amostras.
Preparacéo e corrida das amostras no Sysmex XT 1800i®.
Preparacéo e corrida das amostras no Cobas e411°.
Preparacéo e corrida das amostras no VIDAS®.
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Analise de placas de cultura de urinas.

Preparacéo e cultura das urinas.

Preparac&o e corrida das amostras no Vitek Compact®.
Determinacao dos grupos sanguineos (placa e card).

Realizacdo da prova de TPHA.

Observacao microscopica de sedimentos urinarios.

Observacao microscopica de esfregacos sanguineos, com contagem
diferencial.

Sexta-feira, dia 25 de maio, 7 horas (total:430h30)

Preparacdo do Cobas c501® e corrida das amostras.
Preparacéo e corrida das amostras no Urisys 2400°.
Preparacgdo e corrida das amostras no Sysmex XT 1800i®.
Preparacgdo e corrida das amostras no VIDAS®.

Analise de placas de cultura de urinas.

Preparacao e cultura das urinas.

Preparacéo e corrida das amostras no Vitek Compact®.
Determinacédo dos grupos sanguineos (placa).

Realizacdo da prova de VDRL.

Realizacdo de um esfregaco sanguineo.

Observacao microscopica de sedimentos urinarios.
Observacao microscopica de esfregagos sanguineos, com contagem
diferencial.

Segunda-feira, dia 28 de maio, 7 horas (total:437h30)

Preparacdo do Cobas ¢501® e corrida das amostras.

Preparacéo e corrida das amostras no Urisys 2400°.

Preparacéo e corrida das amostras no Sysmex XT 1800i®.
Preparacéo e corrida das amostras no VIDAS®.

Andlise de placas de cultura de urinas.

Preparacao e cultura das urinas e coprocultura.

Preparacéo e corrida das amostras no Vitek Compact®.

Corrida das amostras no Vesmatic®.

Determinacado dos grupos sanguineos (placa).

Observacao microscopica de sedimentos urinarios.

Observacao microscopica de exsudado de ferida e espermocultura.
Observacao microscopica de esfregagos sanguineos, com contagem
diferencial.
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Quarta-feira, dia 30 de maio, 7 horas (total:444h30) * Preparacéo e corrida das amostras no Vitek Compact®.
* Preparacio do Cobas C501® e corrida das amostras. * Realizacéo de eletroforeses.
* Preparacdo e corrida das amostras no Urisys 2400°. * Corrida das amostras no Vesmatic®.
* Preparacio e corrida das amostras no Sysmex XT 1800i®. * Realizacéo da Reagdo Coombs Indireta.
= Preparagéo e corrida das amostras no VIDAS®. = Observagdo microscépica de sedimentos urinarios.
» Analise de placas de cultura de urinas e coprocultura. = Observacgédo microscépica de exames parasitologicos (fezes).
= Preparacao e cultura das urinas. = Observagdo microscopica de esfregagos sanguineos, com contagem
diferencial.
Junho

Sexta-feira, dia 1 de junho, 7 horas e 30 minutos (total:452h)
* Preparacéo do Cobas c501® e corrida das amostras.

* Preparacdo e corrida das amostras no Urisys 2400°.

* Preparacdo e corrida das amostras no Sysmex XT 1800i®.

* Preparacio e corrida das amostras no VIDAS®.

= Andlise de placas de cultura de urinas.

» Preparacao e cultura das urinas e de exsudado purulento de ferida.

* Preparacéo e corrida das amostras no Vitek Compact®.

Realizacdo da prova de VDRL.

Determinacgdo de grupos sanguineos (placa).

Observacao microscopica de sedimentos urinarios.

Observacao microscopica de esfregagcos sanguineos, com contagem diferencial.

Ainda, todos os dias, participei no processamento pré-analitico das amostras, auxiliei na rece¢ao e participei na validacéo dos resultados.
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Anexo 2 - Estrutura do laboratério
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Anexo 2 - Infraestrutura do Laboratério de Analises Clinicas Mesquita & Damido. (A) Rececdo. (B) Sala de colheitas. (C) Sala principal. (D) Zona do
microscopio. (E) Sala da triagem. (F) Sala das lavagens. (G) Sala da Microbiologia.
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Anexo 3 - Fase pré-analitica
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utente

v

Introdugao dos
dados do utente no
sistema informatico

v
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utente

Colheita dos
produtos biolégicos

v

Recolha da
informacao do
utente

P. C. Landim,
Fermentdes,
Ponte e Gondar

A

Y

Y

Introdugao dos
dados do utente no
sistema informatico

v

Folha de colheita e
codigos de barras

Transporte mala
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v

Introdugao dos
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sistema informatico
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v

v

Colheita dos
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v

Separagao por
setores

v

Transporte mala
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v

v

Folha de colheita e
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Colheita dos
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v
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produtos biolégicos

v

v
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produtos biolégicos

Transporte mala
térmica Landim

Separacdo por
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Y

Y
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Transporte mala
térmica Oliveira

Y

Transporte mala
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Recolha da informacao
do Utente

'

Introdugao dos dados
no sistema infermatico

'

Folhas de Colheita e
codigos de barras

Y

Postos de
Colheita

NAO

Sim *

Colheita de produtos
biologicos

— Separagao por

Y
Urina

L]

Tubos Tampa
Vermelha/Amarela

L

Outros P. Biolégicos
(fezes, expectoragao,
zaragatoas)

L]

A

L]

Tubos Tampa
Vermelha/Amarela

Bacteriologia e
Micologia

Parasitologia

Pesquisas (ex: sangue
oculto, eosinéfilos)

Analises do
tipo IV

Anexo 3 - Esquematizagdo da fase pré-analitica e posterior separagéo das diferentes amostras. (continuacao)
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' C1 |
Y
Tubos tampa
vermelha/amarela
I
Centrifugagao
Tubos primérios
Y Y Y Y
Tubo Tampa Vermelha Tubo Tampa Amarela Eletroforeses, Alergias e Técnicas manuais
Bioquimica Imunologia Autoimunidade de aglutinagao
v \J Y A
COBAS C501® COBAS E411® VIDAS® Minicap® e Unicap®
Y Y

| Analise do tipo |

Analise do tipo Il

( Analise do tipo X ’

Anexo 3 - Esquematizacao da fase pré-analitica e posterior separacdo das diferentes amostras. (continuacéo - tubos de tampa vermelha ou amarela).
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(«)

v

Y Y
Tubos Tampa Preta Tubos Tampa Azul
Tubo Tampa Roxa (VS) (Coagulagio)
v Y L l l
HA1c Grupos, Coombs Sysmex XT - ® . .
HA8160% indirets e direts, 1800i° Vesmatic Centrifugacdo
Reticulécitos |

Analise do
tipo V

¢ Anilise do Anilise do Plama
tipo |l Tipo VI
|

tipo Xl
STA Compact®

v

Analise do tipo
Vil

Anexo 3 - Esquematizacdo da fase pré-analitica e posterior separacdo das diferentes amostras. (continuacéo - tubos de tampa roxa, preta ou azul).
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Urysis 2800® |-4— Bacteriolégico Drogas de abuso

de Gravidez urina
Analise do tipo |l Analise do tipo IV Analise do tipo VI
Analise do tipo VI

COBAS C501®

Anexo 3 - Esquematizacdo da fase pré-analitica e posterior separacdo das diferentes amostras.
(continuacao - urina).

Anexo 4 - Exemplo de uma folha de colheita

Folha de Colheita

Nome : ANA BEATRIZ GONGALVES CUNHA Namero :473078
Idade 122 Anos N° Tubo : VA227
N° Benef.: Colheita :06-03-2018
Entidade : NID :
Inf.Clin. :Plq. baixas tirar citrato
Andlises :
PLAQUETAS COLESTEROL HDL
COLESTEROL TOTAL CREATININA SERICA GLICOSE (Glucose)
HEMOGRAMA TRIGLICERIDEOS
Tubos: EDTA_T.ROXO, SORO_T.VERM.
Informacdo clinica relevante:

Instrugdes do Flebotomista:

Anexo 4 - Exemplo de uma folha de colheita.

Anexo 5 - Exemplo das etiquetas

ANA BEQTRIZ GONcﬁL»/ES Cu

: l “ “ :
N D
o N
| N
> ~
4730
SORO BIOQ
ANA BEATRIZ GONcFiLVES CUNHA
N} E=)
N N
a N
> ~
473078

EDTA

Anexo 5 - Etiquetas autocolantes com cdodigos de barras alfanuméricos para identificacdo de
produtos biolégicos.
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Anexo 6 - Total de analises em cada aparelho

40000 35557
375004
35000+
325004

30000-

Total de analises

Anexo 6 - Representagdo gréafica do nimero total de amostras realizadas no laboratério durante o
estagio, nos diferentes aparelhos.
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Anexo 7 - Declaracado de autorizacao utilizacdo de dados

pessoais

Declaragao de autorizagdo da utilizacdo de dados pessoais

Autorizo pelo presente documento a recolha, processamento e utilizagéo dos dados do
meu boletim analitico no contexto da sua utilizagdo no Relatério de Estagio da aluna Ana
Beatriz Gongalves da Cunha, nimero 201305220 do Mestrado em Analises Clinicas da

Faculdade de Farmacia da Universidade do Porto.

Assinatura da/o utente

. ) .
= S Yo Q
7& na /4&(&{(:/‘7/ %zﬂh’f gﬂ/f/l[V%
Assinatura da aluna

/’;’V\J\ %fC\%'Q? (Q(NYCI‘\\,Z/B rlc G/UV\L\D\

Vila das Aves, 25 de junho de 2018

Anexo 7 - Declaracao de autorizacao utilizagédo de dados pessoais
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