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Normas de

A Revista BioAnalise (RB), aceita para publicagdo artigos que
apresentem resultados de Investigacdo Basica e Aplicada na
Area das Andlises Clinicas e Saude Publica (Ramo Laboratorial).
Todos os artigos serdo sujeitos a um processo de revisdo antes
da decisdo de publicagdo, cabendo ao Director Cientifico a
decisdo final, com base nos pareceres do Conselho Cientifico,
sendo dada prioridade de publicagdo a artigos de Soécios da
Sociedade Portuguesa de Bioanalistas Clinicos (SPBS). Os
trabalhos publicados passam a ser propriedade da RB, e ndo
poderdo ser reproduzidos no todo ou em parte sem a autorizagdo
da Direcgdo da Revista.

Responsabilidade de Autoria e Transferéncia de Direitos de
Autor

A RB considera todos os autores responsaveis pelo contetdo do
artigo, por isso deve ser enviado conjuntamente o documento
Checklist para autores, completamente preenchido.

Categorias de Artigos

Editoriais — 1000 palavras no maximo; até 20 referéncias;
resumo nado estruturado até 100 palavras.

Artigos Originais — 5000 palavras no maximo; até 5 palavras-
-chave; resumo ndo estruturado até 250 palavras.

Artigos de RevisGo — 5000 palavras no maximo; até 5 palavras-
chave; resumo ndo estruturado até 250 palavras.

Notas de Investigagdo (Comunicages Breves) — 1000 palavras
no maximo; até 20 referéncias; resumo ndo estruturado até 100
palavras; maximo 2 tabelas ou ilustragdes.

Formagéo Continuada — 5000 palavras no maximo; até 5
palavras-chave; resumo ndo estruturado até 250 palavras.
Correspondéncia (Cartas ao Director/Editor) — referentes a
material publicado recentemente na RB).

Resumos de comunicagbes/pdsteres — trabalhos apresentados em
reunides cientificas.

A categoria do artigo pode eventualmente mudar durante o
processo de revisdo.

Apresentacédo do Texto

A primeira pagina deve conter o Titulo do Artigo, que deve dar
uma indicagdo do tema em estudo, e ndo ser uma afirmacdo
de conclusdes. Os nomes e graus profissionais dos Autores, os
respectivos Servigos e os Agradecimentos devem ser fornecidos
em pagina separada para garantir a Revisdao Andénima. A RB
permite que os autores optem pela submissdo de artigos em
Portugués ou em Inglés, contudo todos devem conter Titulo
e Resumo redigidos em Portugués e em Inglés, devendo ser
propostas palavras-chave em ambas as linguas, para Indexagao
em Bases de Dados. Os artigos devem ser redigidos a 2 espagos
(paragrafo) com uma margem de 3 cm em todos os lados,
comegando cada secgdo ou componente no inicio de uma pagina.
As figuras e tabelas deverdo ser apresentados separadamente
do texto, com a respectiva numeracdo e legenda, e em ficheiros
separados. Os Artigos Originais deverdo ser estruturados da
seguinte forma: Introdugdo, Material e Métodos, Resultados e
Discussdo. Deve ser nomeado um autor para correspondéncia,
incluindo morada completa, telefone e email. Os documentos
deverdo ser enviados para spbsgeral@gmail.com.

llustragoes e Figuras

Qualquer imagem composta por linhas e texto, como graficos,
tabelas e ilustragdes, devem ser guardados em EPS (Encapsulated
PostScript). Ficheiros de Bitmap devem ser guardados como
TIFF 800 dpi (Tagged image format files).

Tabelas
Quando possivel devem ser preparadas como texto, usando

publicacao

“tabs” para alinhar colunas. Evitar o uso de editores de tabelas.
Abreviaturas podem ser usadas, mas devem ser explicadas em
legenda. As unidades de medida devem ser claramente indicadas.

Consideragées Eticas

Artigos de Investigagdo envolvendo humanos, devem incluir uma
declaragdo na Secgdo Material e Métodos, em como foi obtido
o Consentimento Informado, assim como a aprovagdo por uma
Comissio de Etica, de acordo com a Declaragédo de Helsinquia.

Processo de Revisao e Informagédo aos Autores

O numero de revisores por artigo sera de dois. Apds revisdo,
se forem propostas alteragdes, os autores terdo trinta dias para
entregar uma versao corrigida. Apds Aceitagao/Rejeicao do
artigo os autores serdo informados por email. Todos os autores
com Artigos Aceites receberdo um ficheiro PDF (prova) com a
versdo final do artigo para uso pessoal.
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EDITORIAL

What’s New About Sample Quality in Routine

Coagulation Testing?

Francisco FreiTas

Servigo de Pat. Clinica, Centro Hospit. Tondela-Viseu, Escola Sup. de Saude Dr. Lopes Dias, Inst. Politécnico de Castelo Branco

oday, laboratories are very much different than
Tthey were decades ago. They have improved
instruments to work with, multiple off-site collection
points, more competent personnel, a greater analyte
panel and quality requirements for those analytes.
Nevertheless, sample quality has to be assured along
the total testing process (TTP) in order to guarantee
reliable results to the patient. In routine coagulation,
prothrombin time (PT), activated partial thromboplastin
time (APTT), fibrinogen (Fbg) and D-dimer are
the essential part of the test panel, for which new
evidences about sample quality requirements have

been presented in recent years.

What’s new about patient preparation?

To fast or not to fast is a much discussed topic in
laboratory medicine these days (1). Apart from those
discussions, we must take in consideration that refer-
ence intervals and biological variation data are derived
from fasting individuals (2), and so patient test results
should in theory be compared in the same manner.

In hemostasis, the most recent evidence (3), have
shown that a standardized morning light meal has no
clinical significant influence on test results (PT, APTT,
Fbg, AT, PC and PS) as compared with reference
change value (RCV). Despite that, significant statistical
lipemia interference was observed after one hour for
several analytes (APTT, PT, AT and PC), even though
it wasn't detected by visual inspection. As laboratories
have no control over what people eat in the morning,
and the great majority of test requests also include
other tests with fasting requirement, the wisest move
is to instruct patients to fast.

In clinical settings such as emergency department

or oral anticoagulant therapy (with blood collection

after lunch), clearly lipemic samples are more prone
to occur and leading to erroneous results (4). What
to do in such occasions? To postpone the analysis
and collect a novel sample later or in the fasting state
is always the best option. Where this is not feasible,
interference removal can be attempted, either by
ultracentrifugation (5), dilution or extraction, each one
having its drawbacks (4,6).

What’s new about sample collection?

Phlebotomy is a highly variable procedure, because
it depends on many factors such as the patient
condition, the more or less controlled setting of
execution (outpatient vs inpatient vs emergency
departments), the skill of the healthcare professional,
and the material choice (evacuated vs non-evacuated
tubes; straight needle vs butterfly devices vs IV starts).

One of the main questions frequently arising in
the moment of phlebotomy is the tube order of draw.
Currently, CLSI GP41-A6 - Procedures for the Collection
of Diagnostic Blood Specimens by Venipuncture (7),
recommends that coagulation tubes should be drawn
after blood culture bottles (if they are requested)
and before non-additive tubes and clot activators
(for serum), sodium heparin, lithium heparine, EDTA,
acid-citrate-dextrose and oxalate/fluoride tubes (for
whole blood). This so called “order of draw” has been
established to prevent test result errors due to cross-
contamination from tube additives.

However, Indevuyst et al (8) have found no
significant influence at least for PT/INR and APTT
values (measured in Sarstedt S-monovette tubes),
if the citrate tube is obtained after a heparin, EDTA
or a serum tube with clot activator. In a similar line

of investigation, Salvagno et al (9) demonstrated



that chemistry parameters (potassium, sodium,
calcium, magnesium, and Phosphorus) that are more
likely to be biased by cross-contamination of ion-
chelating additives (EDTA and sodium citrate), are
instead not affected by the order of draw of serum
tubes (Venosafe, Terumo Europe). Both of these
observations add to the evidence that the order of
draw is no longer a requirement in coagulation testing.

Another issue in phlebotomy is the tube filling,
which ideally is made up to the indicated mark.
Though, underfilled tubes are a frequent finding (10,
11) in routine coagulation testing, and laboratories
should have procedures to deal with these kind of
samples. CLSI recommends a minimum of 90% tube
filling if APTT is to be tested (12), and recent evidence
by Lippi et al (13) and Ver Elst et al (14) still support
this recommendation. For PT and Fbg Lippi et a/ (15)
found the minimum allowed threshold to be >61%
and >71% filling respectively, while Ver Elst et al (14)
determined a 73% and 63% filling threshold. In a
similar study, Pretorius et al (16) recommended as safe
in their setting an 80% fill volume for complete routine
testing. Different analytical platforms and tubes might
explain the slight differences encountered, which puts
in evidence the need for blood tubes validation by
laboratories, as highlighted by Lima-Oliveira et al (17).

For specialized coagulation tests, the available
evidence adressing the influence of different blood
volumes is scarce. In one study, Lippi et al (13) found
that for activated protein C resistance (APCR) a blood
volume as low as 67% has no clinical significance on
test results, while for FVIII it is advisable to obtain at
least 80%.

What’s new about sample stability — time to
analysis?

With the consolidation era in laboratory medicine,
more samples are collected in outside facilities, leading
to possible delays in sample testing, so being aware
of sample stability is key in coagulation testing. The
issued recommendation by CLSI (H21-A5) on sample
stability states that the assays should be completed,
mostly within 4 hours of collection, except for PT (24h
maximum), either on uncentrifuged or centrifuged
samples kept at room temperature. Although this is a

more conservative and safer approach, accumulated

evidence in recent years suggests that proper
measurements (without clinical significant difference)
can still be made within a 24h frame not only for PT,
but also for Fbg, D-dimers and thrombin time (TT)
in samples transported/stored at room temperature
and interestingly also at 4°C (18-23). For APTT the
evidence also suggests that storage can be extended,
in this case up to 6-8 hours before testing (18-21,
23-25), both at room temperature and 4°C.

What'’s new about testing interference in
hemostasis?

Hemolysis interference is the leading cause of
specimen rejection in coagulation laboratories (6),
which is in agreement with CLSI recommendations
(H21-A5) not to test samples with visible hemolysis.
However, the evidence on the effects of spurious
hemolysis on routine coagulation testing not only is
scarce, but currently conflicting, because two recent
studies (with updated measurement instruments) by
Arora et al (26) and Lippi et al (27) concluded that
the results obtained from hemolyzed samples for PT/
INR, APTT and Fbg were reliable and would not change
the clinical interpretation when compared with non-
hemolyzed samples, which adds to the observations
of Laga et al back in 2006 (28). D-dimer assays seem
not to be affected by hemolysis even in the presence
of high concentrations of cell-free haemoglobin (29,
30)

From the current state of the art we can
conclude that sample quality requirements for routine
coagulation testing are evolving, and it seems essential
that laboratories have updated and validated criteria
on specimen acceptance/rejection, in order to avoid
rejecting good specimens, reduce costs and delays,
and improve patient safety.
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Avaliacdo de Dois Testes Rapidos para Pesquisa

de Antigénio de Superficie do Virus da Hepatite B

e de Anticorpos Contra o Virus da Hepatite C

CARLA MANITA FERREIRA*, JOAO ALMEIDA SANTOS, TERESA LOURENCO, HELENA CORTES MARTINS

Instituto Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge — Laboratdrio de Imunologia

Resumo

Os testes rapidos para pesquisa de marcadores de
hepatites viricas podem desempenhar um papel
importante no rastreio destas infegcdes, com um
impacto consideravel em termos de saude publica.
Este estudo teve como objetivo avaliar o desempenho
de dois testes rapidos, um para detecao do antigénio
de superficie do virus da Hepatite B (AgHBs) e
outro para detegdo de anticorpos contra o virus da
Hepatite C (anti-VHC).

Foram avaliados os testes Rapidan® Tester HBsAg
e Rapidan® Tester Anti-VHC da Turklab, pelo método
de imunocromatografia em fase solida. O estudo
envolveu 50 soros para cada teste: 28 soros positivos
e 22 negativos para o AgHbs e 27 amostras positivas
e 23 negativas para os anticorpos anti-VHC. Todas
as amostras foram previamente estudadas por ensaio
imunoenzimatico de microparticulas (Abbott AxSYM®
HCV 3.0 e HBsAg v2.0). Como teste confirmatério
para os anticorpos anti-VHC utilizou-se o método
RIBA (INNO-LIA HCV Score™).

A detecdo do AgHBs pelo teste rapido revelou
especificidade e valor preditivo positivo (VPP) de
100,0%, sensibilidade de 85,7% e valor preditivo
negativo (VPN) de 84,6%, tendo ocorrido quatro

resultados falsos negativos.

* Correspondéncia:

Carla Manita Ferreira, Instituto Ricardo Jorge, Av. Padre Cruz
— 1649-016 Lisboa, Laboratério Imunologia Microbiana —
Departamento de Doengas Infeciosas, Tel: 21 751 92 09

— E-mail: carla.manita@insa.min-saude.pt

O ensaio para detecdo de anticorpos anti-VHC
apresentou trés resultados falsos negativos, o que
conduziu a uma sensibilidade de 88,9%, VPN de
88,5%, especificidade e VPP de 100,0%.

Os testes rapidos tém um lugar importante
no rastreio de doengas infeciosas pela facilidade
de execugdo e implementacdo, no entanto, como
refletem os resultados obtidos, o seu uso deve ser

criterioso.

Palavras-chave: Testes rapidos ¢ VHC ¢ VHB -
Rastreio
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ABSTRACT

Rapid tests for detection of viral hepatitis markers
are useful as screening of these infections. The aim
of this study was to assess the performance of
two rapid tests, one for Hepatitis B surface antigen
(HBsAg) detection and another for Hepatitis C
antibodies detection.

The evaluated tests, Rapidan® Tester HBsAg and
Rapidan® Tester Anti-HCV by Turklab, used solid
phase immunochromatography technology. The study
was performed on 50 sera samples for each assay:
28 positive samples and 22 negative samples for
HBsAg and 27 positive sera samples and 23 negative
sera samples for HCV antibodies. These samples
were previously tested by an immunoenzimatic assay
(Abbott 3.0 AxXSYM® HCV and HBsAg v2.0). RIBA
(INNO-LIA HCV Score™) was used as confirmatory
test for anti HCV antibodies.



The performance analysis for HBsAg rapid test
showed a specificity and positive predictive value
of 100.0% while sensitivity remains in 85.7% and
negative predictive value in 84.6% reflecting the
occurrence of four false negative results.

The occurrence of three false negative results in
HCV antibodies rapid test leads to a sensitivity of
88.9% and a negative predictive value of 88.5%.
On the other hand, specificity and positive predictive
value was 100.0%.

Rapid tests have an important role in the
screening of infectious diseases because they are
easy to perform and implement, however, as shown
by the results in the present study, their use must be

judicious.
Key-word: Rapid tests * HCV « HBV  screening
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INTRODUCAO

virus da Hepatite B (VHB) € um virus de
OADN, hepatotropico, pertencente a familia
Hepadnaviridae. As principais formas de transmissao
do virus sdo a via sexual e parentérica. Outras
vias de transmissdo, embora menos frequentes,
sdo a transfusdo, a transplantagdo de 6rgdos ou a
exposicdo ocupacional (1).

A infecdo por VHB caracteriza-se por ser
assintomatica em cerca de 50 a 70% dos casos?.
Em, aproximadamente, 90% dos adultos e 10% das
criangas, a infecdo aguda evolui espontaneamente
para a cura2. Entre 2 a 10% dos casos, a infegdo
evolui para a cronicidade com desenvolvimento de
cirrose hepatica e carcinoma hepatocelular e cerca
de 1% podem apresentar hepatite fulminante (2).
O volume do inéculo infetante, a via de transmissao
e a idade do hospedeiro sdo fatores importantes e
que se correlacionam com a gravidade da doenca
hepética aguda ou crénica.

O virus VHB tem uma distribuicdo geografica
mundial. Segundo a Organizagdo Mundial de Saude
(OMS) aproximadamente 30% da populagdo mundial

€ seropositiva para o virus da hepatite B, estimando-
se que 350 milhdes de pessoas sejam portadores
crénicos e mais de 500 OO0 pessoas morram,
anualmente, de doenga hepatica aguda ou crénica,
associada ao VHB (2,3). Em Portugal, de acordo com
o estudo efetuado por Lecour em 1979/80, estimou-
se uma prevaléncia de 1% (4). Mais recentemente,
no 2° Inquérito Serolégico Nacional em Portugal
Continental, realizado em 2001/02, a prevaléncia
foi de 0,36% (5) A introducdo da vacina para VHB,
no ano 2000, no Plano Nacional de Vacinagdo foi
uma medida importante na prevencao da infecdo
e conduziu a uma descida da incidéncia de novos
casos. No entanto, a infecdo por VHB contribui
largamente para que as hepatites viricas continuem,
em Portugal, a ser a segunda maior causa de doenga
hepética (6).

O virus da Hepatite C (VHC) é um virus de ARN
de cadeia simples, da familia dos Flaviviridae. Apesar
da estrutura basica ser comum, existem pelo menos
seis variantes diferentes de VHC com perfis genéticos
(gendtipos) distintos. A diferenciagdo por gendtipo é
clinicamente relevante, pois cada genétipo responde
de forma diferente a terapéutica. Esta diversidade
genética € uma das principais razdes da dificuldade
em desenvolver uma vacina eficaz que proteja contra
todos os gendtipos circulantes.

A principal forma de transmissdo de VHC é
a exposicdo percutdanea a sangue infetado (via
parentérica), através, por exemplo, da partilha
de agulhas contaminadas (7). Outras vias de
transmissdo, embora menos frequentes, sdo a via
sexual, perinatal, transfusdo, transplantagdo de
6rgaos ou exposi¢do ocupacional (7).

A hepatite C é conhecida como a “epidemia
silenciosa”, visto que a maioria dos individuos sdo
assintomaticos, ou apresentam sintomas moderados
e inespecificos, durante um longo periodo de
tempo (20 a 40 anos) (8) e tem tendéncia para
a cronicidade. Dados estatisticos implicam o VHC
em 20% dos casos de hepatite aguda, 70% dos
casos de hepatite crénica, 40% dos casos de
cirrose hepética, 60% dos casos de carcinoma
hepatocelular e 30% dos transplantes hepéticos
realizados em paises desenvolvidos (9). Segundo

a OMS, cerca de 3% da populagdo mundial, mais
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de 170 milhdes de individuos, estdo infetados pelo
VHC, o que constitui uma verdadeira pandemia
viral (10). A Associacdo Europeia para o Estudo
do Figado calcula que na Europa a prevaléncia do
VHC oscile entre 0,5% (Norte) e 2% (Sul) (11).
A prevaléncia nos utilizadores de drogas injetaveis
é quase epidémica, com cerca de 80% infetados,
sendo esta prevaléncia idéntica em todo o mundo
industrializado (11). Em Portugal ndo existem dados
concretos sobre a prevaléncia nacional, mas estima-
se que esta ronde os 1,5% (12). Estes dados ddo
uma ideia da verdadeira dimensdao do problema e
do seu impacto social e econémico nas estruturas
de saude.

Constatando-se assim que as hepatites B e C
sdo graves problemas de salde publica e que o
seu diagndstico € um passo essencial no controlo e,
em Ultima instancia, na erradicagdo destas infe¢des,
reveste-se de suma importancia a avaliacdo de
desempenho de qualquer dispositivo de diagndstico.
de hepatite B
e C & maioritariamente realizado através da

O diagndstico laboratorial
pesquisa de marcadores serolégicos por métodos
imunoenzimaticos. As técnicas de biologia molecular
surgem como métodos confirmatérios, permitindo
ainda acompanhar a evolugao da doenga e monitorizar
aeficaciadaterapéutica. De comprovadasensibilidade
e especificidade, todas estas metodologias, implicam
a existéncia de infraestruturas laboratoriais, bem
como recursos humanos e técnicos que tornam a
sua utilizagao menos versatil.

Os testes rapidos, pela sua facilidade de
execucao e relativo baixo custo, sdo bons auxiliares
no rastreio de doencgas infeciosas, particularmente
em comunidades ou grupos populacionais fechados.

O objetivo deste estudo foi avaliar o desempenho
de dois testes rapidos, um para detecdo do antigénio
de superficie do virus da hepatite B (AgHBs) e outro
para detecao de anticorpos contra o virus da hepatite
C (anti-VHC).

MaTteRIAL E METODOS
Na avaliagdo do teste rapido para a detecdo de

AgHBs, foram utilizadas 50 amostras de soro de
diferentes individuos, dos quais 38 (76,0%) do
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género masculino e 12 (24,0%) do género feminino,
com idade média de 38 anos, variando entre 20 e
64 anos (figura 1).

Emrelagdoaavaliagdo doteste rapido para detecdo
de anticorpos anti-VHC, foram igualmente utilizadas
50 amostras de soro de diferentes individuos,
dos quais 27 (54,0%) do género masculino e 23
(46,0%) do género feminino, com idade média de
40 anos, variando entre 8 e 69 anos (figura 1).
Foram utilizadas amostras de soro diferentes na
avaliagdo de cada um dos testes rapidos, pelo que,
em termos globais, foram estudadas, no presente
trabalho, 100 amostras de soro.

O critério de selecdo das amostras foi o de
conveniéncia e, especialmente no caso dos soros
positivos, de disponibilidade, razdo pela qual foram
utilizados mais soros de individuos do género
masculino na avaliagdo do teste rapido para AgHBs
(76,0% vs 24,0%).

Foi possivel agrupar as amostras de acordo
com comportamentos de risco para as infecdes em
estudo em dois grupos populacionais diferentes
(figura 2): grupo sem comportamentos de risco
identificados e grupo com comportamentos de risco
(utilizagdo de drogas injetaveis). Dos soros testados
para AgHBs, 22 (44,0%) pertenciam ao grupo sem
comportamentos de risco e 28 (56,0%) ao grupo
com risco. No estudo do teste rapido para pesquisa
de anticorpos anti-VHC, 29 (58,0%) provinham do
grupo sem comportamentos de risco e 21 (42,0%)
do grupo com risco.

As amostras foram previamente ensaiadas por
método imunoenzimatico de microparticulas ou

Figura 1 — Distribuicdo por género (F - Feminino e M -
Masculino) e idade das amostras em estudo.

120

100 -

80

60

40 -

) 7:.
0

Género (%)

Média de idade
(anos)

Género (%) Média de idade

(anos)

HBV HCV

CopyriGHT © 2015, SociepAbe PorTuGUESA DE BloanALIsTAS CLiNicos



Figura 2 — Distribuicdo dos soros utilizados na detegdo
de AgHBs e de anticorpos anti-VHC de acordo com o
grupo populacional: grupo sem comportamentos de risco
identificados (GSR) e grupo com comportamentos de
risco (GR).
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MEIA (Abbott AXSYM® VHC 3.0 e HBsAg v2.0;
Abbott Laboratories, Abbott Park, IL, USA) para os
parametros em estudo, resultando em 28 amostras
positivas e 22 negativas para o AgHBs e 27 amostras
positivas € 23 negativas para os anticorpos anti-
VHC.

Como teste confirmatério, para resultados
indeterminados ou fracamente reativos, para a
detecdo de anticorpos anti-VHC foi utilizado o
método Recombinant ImmunnoBlot Assay ou RIBA
(INNO-LIA™ VHC Score; Innogenetics, Belgium).
Este € um ensaio imunoenzimatico em linha de 3%
geragdo que incorpora antigénios VHC derivados da
regido do core, da regido E2 hipervariavel (regido
estrutural), e das regides ndo-estruturais (NS):
regido NS3 helicase e regides NS4A, NS4B e NS5A
impregnados em 6 bandas distintas numa tira de
nylon.

Os testes rapidos avaliados utilizam um método
de imunocromatografia em fase sélida para a
detecdo qualitativa do AgHBs (Rapidan® Tester
HBsAg, Turklab Medical Devices Inc., Turkey) e de
anticorpos anti-VHC (Rapidan® Tester Anti-VHC,
Tarklab Medical Devices Inc., Turkey). Estes testes
estdo validados para amostras de sangue total, soro
ou plasma e a leitura dos resultados € realizada ao
fim de 15 minutos.

O teste para detecdo de AgHBs utiliza anticorpos

monoclonais e policlonais dirigidos contra o antigénio

CopyriGHT © 2015, SociEbAbe PorTuGUESA DE BioanALIsTAS CLiNicos
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de superficie do virus da hepatite B. Anticorpos anti-
HBs monoclonais estdo imobilizados numa area da
membrana de nitrocelulose. O conjugado é composto
por anticorpos anti-HBs monoclonais ligados a
particulas coloidais impregnados na tira. Apds
adicdo da amostra e em presenca do AgHBs, este
liga-se inicialmente ao conjugado e € em seguida
captado pelos anticorpos anti-HBs imobilizados na
membrana, originando uma linha colorida.

Oteste para detecdo de anticorpos anti-VHC utiliza
antigénios VHC recombinantes (core, NS3, NS4 e
NS5) imobilizados numa membrana de nitrocelulose.
Como conjugado sdo utilizados antigénios
recombinantes ligados a particulas coloidais também
impregnados em tira. Em presenca de anticorpos anti-
VHC na amostra, estes ligam-se ao conjugado e sdo
fixados pelos antigénios recombinantes imobilizados
na membrana, originando uma linha colorida.

As condi¢des de armazenamento dos testes foram
estritamente seguidas e todos foram executados de

acordo com as instrugdes dos fabricantes.

REesuLTADOS

Relativamente as amostras utilizadas no teste
rapido para AgHBs, previamente estudadas pelo
método imunoenzimatico de microparticulas ou
MEIA, 28 eram positivas para AgHBs (56,0%) e
22 negativas (44,0%). O teste répido apresentou
quatro resultados falsos negativos (14,3%), o que
se traduziu numa sensibilidade de 85,7% (24/28),
valor preditivo negativo (VPN) de 84,6% (22/26),
especificidade de 100,0% (22/22) e valor preditivo
positivo (VPP) de 100,0% (24/24), como consta
nos quadros | e ll.

Todas as amostras utilizadas na avaliagdo do teste
rapido para anti-VHC (n=50) foram previamente
ensaiadas por método MEIA, resultando em 12
amostras anti-VHC negativas e 38 positivas, das
quais 14 com fraca reatividade (resultado muito
proximo do limiar de positividade). As amostras
que apresentaram fraca reatividade (n=14) foram
ensaiadas pelo método RIBA, das quais 11 revelaram
um resultado ndo reativo e trés foram confirmadas
como reativas. Para analise do desempenho do teste

rapido associaram-se os resultados obtidos por
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MEIA e por RIBA, assim sendo foram utilizadas 27
amostras anti-VHC positivas e 23 negativas.

O teste rapido para anti-VHC apresentou trés
resultados falsos negativos (11,1%), tendo por isso
uma sensibilidade de 88,9% (24/27), VPN de 88,5%
(23/26), especificidade de 100,0% (23/23) e VPP
de 100,0 % (24/24), como figura nos quadros Il e llI.

Os resultados falsos negativos encontrados em
ambos os testes apresentaram-se distribuidos de
forma idéntica nos grupos populacionais com e sem
risco identificado: no caso da pesquisa do AgHBs,
dois resultados provinham do grupo com risco e dois
do grupo sem risco; na detegdo de anticorpos anti-
VHC, um resultado do grupo com risco e dois do

grupo sem risco.

Quadro | — Sumarizagdo dos resultados obtidos nas
amostras estudadas com o teste répido para pesquisa de
AgHBS (n=50) versus resultados esperados.

MEIA
Teste rapido vs MEIA — -
Positivo | Negativo | Total
Teste rapido | Positivo 24 0 24
(AgHBs) | Negativo 4 22 26
Total 28 22 50
Quadro Il — Sumarizagdo dos resultados obtidos nas

amostras estudadas com o teste rapido para pesquisa de
anti-VHC (n=50) versus resultados esperados.

Teste rapido vs MEIA/RIBA
MEIA/RIBA Positivo | Negativo | Total
Teste rapido Positivo 24 0 24
(anti-VHC) | Negativo 3 23 26
Total 27 23 50
Quadro Il — Resumo das caracteristicas de desempenho

dos testes avaliados.

Teste Rapido AgHBs (%) Anti-VHC (%)

Sensibilidade 85,7 88,9

Especificidade 100,0 100,0
Valor preditivo positivo 100,0 100,0
Valor preditivo negativo 84,6 88,5

Discussio

As amostras foram selecionadas de forma a
obter dois grupos populacionais distintos, um grupo
sem comportamentos de risco identificados e um
grupo com comportamento de risco identificado,
nomeadamente, utilizadores de drogas injetaveis.
Esta diferenciacdo prende-se com o facto de os soros
provenientes de grupos de risco poderem apresentar
alteragdes que interferem no correto desempenho
das metodologias laboratoriais, quer em termos das
caracteristicas da amostra (p.ex. soros hemolisados,
lipémicos) (13) quer pelas alteracdes imunolégicas
comummente associadas a estes grupos (14,15).
Contudo, em nenhum dos grupos foram encontrados
resultados falsos positivos e os resultados falsos
negativos obtidos apresentaram-se distribuidos
de forma semelhante, em ambos os grupos
populacionais estudados, pelo que ndo se observou
correlagao entre grupo populacional e a ocorréncia
de resultados discrepantes.

Nos testes serolégicos ‘“convencionais” sdo
exigidas sensibilidade e especificidade méxima
ou muito proxima dos 100,0%, de forma a serem
utilizados com seguranga ndo s6 em diagnéstico mas
também no rastreio das dadivas de sangue (16).

Nos testes rapidos, cuja aplicagdo é essencial-
mente na ética do rastreio, podera esperar-se uma
especificidade inferior, uma vez que os resultados po-
sitivos deverdo ser confirmados obrigatoriamente por
metodologias mais sensiveis e especificas, mas uma
prestacdo idéntica no que respeita a sensibilidade. No
entanto, ndo foi o que se verificou nos testes rapidos
avaliados. Pelo contrario, como é possivel constatar
nos quadros |, Il e lll, os dois testes apresentaram
uma especificidade e VPP elevados (100,0%), mas a
ocorréncia de resultados falsos negativos em ambos
os parametros levou a que os valores de sensibilida-
de e VPN fossem inferiores a 100,0%. Estudos que
avaliaram outros testes rapidos (17,18) para estes
marcadores de hepatite, obtiveram valores de sensibi-
lidade semelhantes ou mesmo inferiores.

Pela sua facilidade de implementagdo e execugao,
os testes rapidos tém um lugar importante no rastreio
de doencas infeciosas. No entanto, e tendo por base
os resultados obtidos neste estudo, conclui-se que



a utilizagdo de testes rapidos deve ser criteriosa,
ndo devendo ser considerados substitutos de
metodologias comprovadamente mais sensiveis mas
sim auxiliares no, por vezes, problematico processo
de diagnostico.

Estas conclusées encontram fundamento quer
nos resultados de sensibilidade obtidos na presente
avaliagdo (85,7% para pesquisa de AgHBs e 88,9%
para determinagdo de anti-VHC) quer pelos resultados
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Resumo

A Leucemia Linfoblastica Aguda é uma doenca he-
matolégica caraterizada pela proliferagdo de células
linféides imaturas na medula 6ssea, sangue perifé-
rico, e outros 6rgdos, e constitui a doenga maligna
mais comum da infancia. Este artigo apresenta como
principais objetivos descrever as carateristicas epi-
demiolodgicas e clinicas, os fatores de valor prognés-
tico, e os esquemas de tratamento da Leucemia Lin-
foblastica Aguda, assim como caraterizé-la segundo
o seu diagndstico laboratorial. O diagnéstico da LLA
depende essencialmente da avaliagdo morfoldgica
da medula 6ssea, imunofenotipagem por citometria
de fluxo e avaliacdo de alteragdes citogenéticas. O
estudo laboratorial inicial deve incluir o hemograma,
esfregago de sangue periférico, estudo de marcado-

res bioquimicos e estudos da coagulagdo sanguinea.

Palavras-chave: Leucemia Linfoblastica Aguda <
Diagnostico Laboratorial.
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ABSTRACT
Acute Lymphoblastic Leukemia is the most common
malignancy in childhood, and is characterized by the

* Correspondéncia:

Marisa Barbeira, Escola Superior de Saude Dr. Lo-
pes Dias, Instituto Politécnico de Castelo Branco,
Avenida do Empresario, Campus da Talagueira, 6000-
767 Castelo Branco, Portugal, Tel.: +351 272 340 560,

E-mail: marisabarbeira@ipcb.pt

proliferation of immature lymphoid cells in the bone
marrow, peripheral blood and other organs. The main
objectives of this article were to describe the epide-
miological and clinical characteristics, prognostic fac-
tors, and treatment regimens of Acute Lymphoblastic
Leukemia, as well as to characterize it according to
its laboratory diagnosis. Its diagnosis depends es-
sentially on the bone marrow analysis, flow cytome-
try immunophenotyping and cytogenetic analysis.
Initial laboratory studies should include the complete
blood count, peripheral blood smear, study of bio-

chemical markers and blood coagulation.

Key-Words: Acute Lymphoblastic Leukemia ¢ Labo-

ratory Diagnosis.
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1. INTRODUCAO

ALeucemia Linfoblastica Aguda (LLA) é uma
doenca hematoldgica caraterizada pela prolife-
racdo de células linféides imaturas na medula éssea,
sangue periférico, e outros érgdos (1), e constitui a
doencga maligna mais comum da infancia (2). O inicio
e progressao desta patologia devem-se a mutacdes
celulares sucessivas que aumentam a capacidade de
renovagao celular, diminuem a capacidade do contro-
lo da proliferagdo normal, conduzindo a um bloqueio
na diferenciacdo e aumento da resisténcia a apopto-

se (3). Na maioria dos casos de LLA o fator etiol6-



gico é desconhecido (3). No entanto, varios fatores
ambientais e genéticos sdo considerados fatores de
risco, como a exposicao a radiagdo, benzeno, altera-
¢oes genéticas, entre outros (3,4).

Este trabalho apresentou como principais obje-
tivos descrever as carateristicas epidemiolégicas e
clinicas, os fatores de valor prognéstico e os esque-
mas de tratamento da LLA, assim como carateriza-la

segundo o seu diagnéstico laboratorial.

2. MEeToDOLOGIA

Efetuou-se uma revisdo bibliogréfica, pretenden-
do estudar as carateristicas epidemiolégicas e clini-
cas, fatores de valor prognéstico, esquemas de trata-
mento e metodologias de diagnoéstico laboratorial da
Leucemia Linfoblastica Aguda.

3. LeuceMiA LINFOBLASTICA AGUDA

3.1. Epidemiologia

A LLA apresenta dois picos de incidéncia em ter-
mos de idade. O pico de incidéncia maxima ocorre
entre os 2 € os 5 anos (5), sendo que 60% dos ca-
sos sao encontrados em individuos com menos de
20 anos (1). Um segundo pico de incidéncia, menos
pronunciado, inicia-se aos 40 anos (6). A prevaléncia
de LLA infantil a nivel mundial varia entre 1-9 casos
por 100.000 habitantes, sendo diagnosticados cerca
de 3.000-4.000 novos casos por ano nos Estados
Unidos e 5.000 na Europa (5). Na maioria das faixas
etarias, em especial em criangas dos 2 aos 3 anos, a
incidéncia de LLA & superior em descentes europeus
em relacdo a descendentes africanos. Os picos de in-
cidéncia estdo ausentes em alguns paises em desen-
volvimento, sugerindo uma contribuicdo leucemogéni-
ca de alguns fatores associados a industrializagdo (3).
A grande maioria dos casos de LLA (cerca de 85%)
sdo de linhagem B (LLA-B), com uma incidéncia se-
melhante em ambos os sexos. Os restantes casos cor-
respondem a LLA de linhagem T (LLA-T), nos quais

se verifica uma predominancia do sexo masculino (2).

3.2. Carateristicas clinicas
A maioria dos pacientes com LLA apresenta ma-

nifestacdes da patologia aquando do diagnoéstico,

nomeadamente sintomas constitucionais (1,3). Os
sintomas podem instalar-se de forma insidiosa ou
aguda e refletem, geralmente, o grau da faléncia
da medula éssea e o grau de disseminacdo extra-
medular (3). Aquando da apresentagdo clinica, os
pacientes apresentam manifestagdes associadas a
infiltracdo direta da medula 6ssea com consequentes
citopenias, e/ou a infiltragdo de outros érgaos pelas
células leucémicas (7).

Uma das manifestagdes mais frequentes (presen-
te em mais de 50% dos pacientes) é a febre, mesmo
sem qualquer outra indicagdo da presenca de infecao
(7), induzida por citocinas pirogénicas (como inte-
leucina-1, interleucina-6 e fator de necrose tumoral)
libertadas pelas células leucémicas (7). Outros sinais
e sintomas de infecdo também podem estar presen-
tes através da neutropenia que torna os pacientes
mais suscetiveis (7).

Entre as manifestagdes mais comuns associadas a
infiltragdo da medula 6ssea encontram-se também os
sinais e sintomas de anemia (fadiga, letargia, palidez)
e trombocitopenia (petéquias, particularmente nas ex-
tremidades inferiores e membranas mucosas) (3,7).

Cerca de 10% dos pacientes apresentam coa-
gulagdo intravascular disseminada aquando do diag-
noéstico podendo apresentar complicagdes trombéti-
cas ou hemorrégicas (7).

A infiltragdo da medula éssea por um nUmero
excessivo de células leucémicas pode também con-
duzir a uma expansdo da cavidade medular com infil-
tragdo do 0sso, peridsteo e/ou articulagdes, levando
a coxeios, dores ésseas, ou artralgias (3,7).

Os locais extramedulares mais envolvidos sdo o
figado, o bago, e os nédulos linfaticos, sendo que as
organomegalias sdo mais pronunciadas nas criangas
(3). Assim, os pacientes podem apresentar manifes-
tacdes relacionadas a linfadenopatia, esplenomegalia
(como saciedade precoce) e hepatomegalia (3).

Os pacientes com LLA-T podem apresentar sin-
tomas relacionados com a presenga de uma massa
mediastinal, como dispneia ou disfagia (3). Menos
frequentemente ocorre sindrome meningea por infil-
tragdo do sistema nervoso central (SNC) (2,3).

3.3. Fatores com valor prognéstico

Varios fatores podem influenciar a evolugdo e o



prognostico da LLA (2). Os principais indicadores de

prognéstico estdo descritos na Tabela 1.

3.4. Tratamento

A decisdo do esquema de tratamento mais in-
dicado para pacientes com LLA representa um dos
programas mais complexos e intensivos na terapia
oncolégica (1). No entanto, apesar de o tratamen-
to apresentar varias particularidades consoante as
carateristicas do paciente e da prépria patologia,
os principios do tratamento sdo similares. Assim,
este divide-se em trés etapas fundamentais: indu-
gdo (destruicdo da maioria dos blastos leucémicos),
consolidagdo (erradicagdo de quaisquer blastos resi-
duais) e manutencdo (prevengdo de relapso) (1). A
terapia de indugdo de remissdo consiste na adminis-
tragdo de Vincristina, Doxorrubicina, e corticosterdi-
des, com ou sem L-asparaginase ou e/ou Ciclofosfa-
mida (1,2). A consolidagdo consiste na administra-
cdo em altas doses de quimioterapia com mdltiplos
farmacos (com necessidade de terapia de suporte
simultanea), nomeadamente Metotrexato, Citarabina,
Mercaptopurina, e L-asparaginase (1,2). Por Ultimo,
a manutengdo baseia-se, na maioria dos casos, na
administragdo diaria de Mercaptopurina e semanal
de Metotrexato durante 2 anos em adultos, e 2-3
anos em criangas (1,2).

Qualquer regime de tratamento devera incluir, du-
rante as varias fases, profilaxia e/ou tratamento de
doenca do SNC, que tem como objetivo aceder aos
locais ndo acedidos pela quimioterapia. Estes podem

consistir em irradiagdo craniana, quimioterapia in-

tratecal, e/ou quimioterapia sistémica de alta dose
(1,2).

Os pacientes jovens com carateristicas de alto
risco que entraram na primeira remissao devem ser
considerados para a rece¢ao de um transplante de
medula éssea (7). Por outro lado, os pacientes jo-
vens sem carateristicas de risco apenas devem ser
considerados para a recegdo do transplante se en-
trarem em relapso ap6s o regime de quimioterapia
indicado (7).

4. DiaGNOsTICO LABORATORIAL DE LEUCEMIA
LiNFOBLASTICA AGUDA

O diagndstico laboratorial de LLA passa pela de-
monstragdo de uma infiltragdo de pelo menos 20%
de linfoblastos na medula 6ssea, através da avaliagdo
morfoldgica de aspirado ou bidpsia de medula 6s-
sea, imunofenotipagem por citometria de fluxo e ava-
liacdo das alteragdes citogenéticas (1). O estudo la-
boratorial inicial deve incluir o hemograma completo,
esfregaco de sangue periférico, estudo de marcado-
res bioquimicos e estudos da coagulagdo sanguinea
(1). Alguns pacientes devem ser avaliados em rela-
¢do a possivel infiltracdo do SNC (através da andlise
do Liquido Céfalo-Raquidiano (LCR)) e infe¢des (1).
E também importante a tipagem HLA (Human Leuko-

cyte Antigen) nos estudos laboratoriais iniciais (1).

4.1. Hemograma
Mais de 90% dos pacientes com LLA apresen-

tam alteragdes em pelo menos um dos parametros

Tabela 1 — Fatores de bom e mau prognéstico na Leucemia Linfoblastica Aguda (2).

Fatores Bom Prognostico Mau Prognéstico
Contagem de Leucécitos Baixa Alta
Sexo Feminino Masculino
Imunofenétipo LLA-B LLA-T (em criancgas)
Faixa etaria Criangas Adultos; Lactentes (< 2 anos)

Citogenética

Tempo para eliminacéo dos
blastos do sangue periférico
Tempo até remissao
Acometimento do SNC aquando
do diagnéstico

Doenca residual minima

Normal; Hiperploidia; rearranjo TEL

< 1 semana
< 4 semanas
Ausente

Negativa em: 1 més (criangas); 3
meses (adultos)

t(9;22); Rearranjos 11qg23; Rearranjo
do gene MLL; Hipoploidia (< 44
cromossomas)

> 1 semana
> 4 semanas

Presente

Positiva dos 3-6 meses




do hemograma aquando do diagnéstico (6). Estas
alteragdes sao devidas a infiltragdo da medula és-
sea pelos linfoblastos leucémicos (7). A alteragdo do
hemograma mais frequente, presente em cerca de
80% dos pacientes, consiste na anemia normocitica
normocrémica (6), acompanhada de reticulocitope-
nia (8).

Aproximadamente 50% dos pacientes apresen-
tam leucocitose (6), e cerca de 10-16% apresentam
hiperleucocitose (>100x10°%/L), indicativos de mau
prognostico (3). A neutropenia esta também pre-
sente na maioria dos casos e 20-40% apresentam
neutropenia profunda (<0,5x10°/L), tornando-os
extremamente suscetiveis a infecdes (3,6). Hipe-
reosinofilia, embora pouco frequente, pode preceder
o diagnostico por alguns meses (3). A maioria dos
pacientes (90%) apresenta blastos leucémicos no
sangue periférico, em porgdes bastante variaveis,
existindo uma pequena parte dos pacientes que nao
os apresenta (leucemia “aleucémica”) (3,8).

A trombocitopenia € também um achado muito
frequente, estando presente em 75% dos pacientes
(6). As alteragdes mais frequentes encontram-se

descritas na Tabela 2.

4.2. Esfregaco de Sangue Periférico

A observagdo do esfregago de sangue periférico
confirma os achados do hemograma, podendo ser
encontrados blastos em nUmero variavel (2,7). Os
blastos leucémicos variam desde células pequenas
com alto racio nucleo/citoplasma, com citoplasma
escasso, a células maiores, mais heterogéneas com
citoplasma mais abundante (8). Na presenca de coa-
gulagdo intravascular disseminada, podem ser obser-
vadas formas de esquizécitos (7).

4.3. Marcadores bioquimicos

Relativamente aos marcadores bioquimicos séri-
cos sao recomendados o estudo de lactato desidroge-
nase (LDH), ionograma, fésforo, calcio, e perfis renal
e hepético (6) (7). A LDH estd aumentada na maioria

dos pacientes com LLA, encontrando-se correlaciona-
da com a carga do infiltrado leucémico (3,6).

E comum a apresentagdo de hiperuricémia, de-
corrente de Sindrome de Lise Tumoral, em pacientes
com grandes infiltrados leucémicos, refletindo a ex-
tensdo da carga tumoral e a elevada taxa do cata-
bolismo de purinas (3,6,9). Estes pacientes podem
desenvolver faléncia renal, e apresentar hipercreati-
ninémias, hiperurémias, hiperfosfatémias, e hipocal-
cémias (2,3,7). A hiperfosfatémia pode ser devida
a leucopoiese ineficaz e/ou resultado da lise celular
tumoral induzida pela quimioterapia, associadas a di-
minuicdo da excrecao (6,9).

A hipercalcémia € um achado raro que resulta da
libertagcdo de proteinas paratormona-like a partir dos
linfoblastos e/ou infiltragdo leucémica do osso (3,6).
Em alguns casos ocorre também hipercaliémia devi-
do a extensa lise celular tumoral (6).

Disfungdo hepatica, geralmente leve, verifica-se
em cerca de 10-20% dos pacientes, mas ndo tem
consequéncias significativas a nivel clinico ou prog-
nostico (3,10). Apesar disto, € relativamente comum
verificar-se um aumento das transaminases (alanina
aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransfera-
se (AST)) aquando do diagnostico, provavelmente
associado a infiltragdo leucémica do figado, podendo
também estar associado a hepatites virais (11). O
tratamento antineoplasico é também uma importante
causa de lesdo hepatica, muitas das vezes perma-
nente, que pode, da mesma forma, levar a um au-
mento dos marcadores hepaticos, pelo que estes
devem ser estudados antes do inicio do tratamento e
durante o mesmo (11).

Cerca de um terco dos pacientes pediatricos com
LLA apresentam uma ligeira hipogamaglobulinémia,
associada a diminuigdo do numero de linfocitos, e a
sua diminuicao funcional (3).

4.4. Estudos de coagulacdo sanguinea
Cerca de 3 a 5% dos pacientes apresentam leves
coagulopatias, principalmente na LLA-T, raramente

Tabela 2 — Achados tipicos no hemograma de pacientes com Leucemia Linfoblastica Aguda (3,6,7).

Parametros Hemoglobina Leucocitos

Neutréfilos Plaquetas Blastos

Niveis l 1

| |

Presenca
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associadas a hemorragias clinicas (3). No entanto,
um aumento do tempo de protrombina, diminuigdo
dos niveis de fibrinogénio, e presenca de produtos
de degradacdo da fibrina, podem sugerir a presenca
de coagulagdo intravascular disseminada (7).

4.5. Aspirado e biopsia de medula 6ssea

O aspirado de medula 6ssea é o teste padrdo
definitivo para a confirmacdo do diagnéstico de leu-
cemia (7). Em 10% dos pacientes com LLA ndo apa-
recem blastos em circulagdo na altura do diagnostico
(3) e os linfoblastos medulares estdo presentes em
maior nimero para estudos morfoldgicos, imunofe-
notipicos, citogenéticos e moleculares (12). Em de-
terminados casos, ocorre dry tap pela presenca de
fibrose ou alto nivel de compactagdo blastica, deven-
do-se optar, nestes casos, pela colheita e andlise de
biépsia de medula 6ssea (13).

O diagndstico de LLA requer a presenca de pelo
menos 20% de linfoblastos na medula éssea (segun-
do a classificagdo da Organizagdo Mundial de Saude,

]
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OMS — ver 4.8. Andlises citogenéticas e moleculares)
(14), embora 71-81% dos pacientes apresentem
uma percentagem superior a 90% (3). Assim, é ca-
rateristica a observacao de hipercelularidade medu-
lar, com infiltragdo dos espagos adiposos e hemato-
poiéticos normais por linfoblastos, como é possivel
observar na Figura 1 (6,12).

Os linfoblastos leucémicos podem apresentar
varias configuragdes morfoldgicas. Com base nestas
configuracdes, foi proposta, em 1976, a primeira
classificagdo aceite internacionalmente para leuce-
mias agudas, a classificagdo French-American-British
(FAB) (15). Esta divide a doenca em 3 subtipos,
descritos na Tabela 3. A classificagdo FAB foi subs-
tituida em 2008 pela classificagdo da OMS, que clas-
sifica os subtipos da patologia com base nas suas
carateristicas morfolégicas, imunolégicas e citogené-
ticas (7).

Relativamente aos precursores mieldides e eri-
troides residuais na medula 6ssea, estes mantém
uma morfologia aparentemente normal (12).

Figura 1 — Biépsia de medula éssea de um paciente com Leucemia Linfoblastica Aguda (17).
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Tabela 3 — Classificacdo FAB da Leucemia Linfoblastica Aguda (7,8,15).

Subtipos

Aspeto morfolégico

L1

Células pequenas, com alto racio nucleo/citoplasma. Forma nuclear regular com cromatina homogénea,

podendo apresentar fenda ou indentagdo, € com nucléolos pequenos ou ausentes. Citoplasma escasso.

Células grandes, com baixo racio nucleo/citoplasma, e heterogéneas. Forma nuclear irregular com
L2 cromatina heterogénea, podendo apresentar fenda ou indentagdo, e com nucléolos grandes e
proeminentes. Citoplasma abundante.

L3

Células grandes e homogéneas. Forma nuclear regular, redonda ou oval. Nucléolos grandes e

proeminentes. Citoplasma abundante basofilico, com vacuolizagdo evidente.

Apesar da sua crucial importancia, a analise mor-
folégica de medula 6ssea corada com coloragdo de
Wright ou Giemsa ndo permite a distingdo entre LLA
e Leucemia Mieléide Aguda (LMA) (3,8), pelo que
se torna essencial o estudo imunofenotipico por imu-
nohistoquimica e/ou citometria de fluxo.

4.6. Coloragdes citoquimicas

Para além das coloragdes de Wright e Giemsa,
caso ndo estejam disponiveis outros métodos (como
imunofenotipagem por citometria de fluxo), os es-
fregagcos de medula podem ser corados com colo-
racdes citoquimicas principalmente para distingdo
entre LLA e LMA (7).

As principais coloragbes utilizadas sdo as colo-
ragdes de Mieloperoxidase (MPO), Sudao Negro B
(SNB), Esterases Nao-Especificas (ENE), Acido Peri¢di-
co de Schiff (PAS), Fosfatase Acida (FA) e Transferase
Desoxinucleotidil Terminal (TdT) (7). O resultado cara-
teristico da citoquimica para LLA é a negatividade para
MPO e SNB e positividade para TdT embora este seja
negativo nos casos de LLA de células B maduras (7).
Para além da distingdo entre LLA e LMA, o marcador
TdT, ao ser carateristico de células imaturas, também
permite a distingdo entre LLA e outras patologias ma-
lignas de linfocitos em fases mais avancadas de matu-
ragdo, como linfomas (7). Em alguns pacientes, pode
ser detetado um baixo nivel de MPO devido a presenca
residual normal dos precursores mieloides (7).

A coloragdo com PAS é positiva, com granulos
grosseiros, em mais de 70% dos casos, € a colora-

¢do com FA é positiva em cerca de 70% dos casos
de LLA da linhagem T, corando o complexo de Golgi
(2,3). A coloragdo para ENE geralmente é negativa
para os linfoblastos leucémicos (3).

E importante notar que nenhuma das coloragdes
reage exclusivamente com células linféides leucémi-
cas (3). Na Tabela 4 estdo representados os resul-

tados citoquimicos carateristicos de LLA.

4.7. Imunofenotipagem por citometria de fluxo

As carateristicas morfoldgicas e citoquimicas dos
linfoblastos leucémicos sdo pouco especificas para
LLA (3). Assim, a imunofenotipagem por citometria
de fluxo, que permite a determinagdo da presenca
de antigénios nas células leucémicas, é fundamental
para o diagnostico (1,3).

A distingdo definitiva entre LLA e LMA passa pelo
estudo dos marcadores imunofenotipicos: os pacien-
tes com LLA apresentam marcadores linféides, en-
quanto os pacientes com LMA apresentam marcado-
res mieloides (7). O diagnéstico de LLA confirma-se
com a positividade dos marcadores linféides tipicos
B (como CD19 e CD20) ou T (como cCD3 e CD7),
e do marcador TdT, e a negatividade dos marcado-
res mieldides MPO e CD33, como representado na
Tabela 5 (7).

Mais especificamente, com base nos resultados
desta técnica, a LLA pode ser dividida em quatro
subtipos distintos: LLA de células B precursoras, que
inclui LLA pr6-B, LLA comum (cLLA; o subtipo de LLA
mais frequente, tanto em criangas como adultos), e

Tabela 4 — Resultados citoquimicos carateristicos de Leucemia Linfoblastica Aguda (2,3,7).

Coloragdes MPO SNB ENE

PAS FA TdT

Resultado - - -

+ + (LLAT) + (LLALT e L2)




Tabela 5 — Imunofenotipagem tipica da Leucemia Linfoblastica Aguda (7).

Marcador TdT CD19 CD20

CD79a cCD3 CD7 MPO

CD33

Expressao + + (LLA-B)  + (LLA-B)

+ (LLA-B)

+ (LLAT)  + (LLAT) - -

LLA pré-B; LLA de células B maduras; LLA de células
T precursoras; e LLA de células T maduras (7). Estes
subtipos estdo associados a diferentes prognésticos,
carateristicas clinicas e laboratoriais. No entanto, a
nivel de tratamento, é apenas importante a distingdo
entre LLA de células B precursoras, LLA de células
B maduras e LLA de células T (3). A imunofenotipa-
gem carateristica dos varios subtipos imunolégicos
de LLA encontra-se na Tabela 6.

4.8. Anélises citogenéticas e moleculares

Cerca de 70% dos casos de LLA estdo associados
a alteracles citogenéticas, detetadas por citogenética
convencional ou técnica de FISH (Fluorescence In Situ

Hybridization), incluindo translocacdes e alteragdes no
numero de cromossomas (hiper e hipoploidias) (7).
Na Tabela 7 estdo representadas as principais altera-
¢des genéticas na LLA infantil e LLA do adulto.

De acordo com estas alteragdes genéticas, as-
sim como as carateristicas morfolégicas e imunolégi-
cas, foi criada a classificacdo da OMS, representada
na Tabela 8 (15). Esta classificagdo elimina a LLA
de células B maduras da categoria das Leucemias/
Linfomas Linfoblasticos, incluindo-a noutra categoria
(Neoplasmas de células B maduras) (2).

Os subtipos sdo importantes para avaliagdo prog-
nostica e estratificacdo de risco e escolha do melhor
protocolo de tratamento (2,7).

Tabela 6 — Imunofenotipagem tipica dos varios subtipos Leucemia Linfoblastica Aguda (1,3,7).

A CD19/ CD1a/
Subtipo C'asi':;ag“ TdT  <«CD22/  CD10 cggg / cD2/
cCD79a CD5
LLA pro-B L1, L2 - - -
cLLAB L1, L2 + + - -
LLA pré-B L1 + + - -
LLA de células B maduras L3 + + ou - - -
LLA de células T precursoras L1, L2 - - + + ou -
LLA de células T maduras L1, L2 - - + + ou -

Tabela 7 — Principais alteragdes citogenéticas, respetivos genes, e frequéncias em Leucemia Linfoblastica Aguda infantil e

Leucemia Linfoblastica Aguda de adultos (1).

Citogenética Ger.1e Frequéncia na LLA infantil Frequéncia na LLA do adulto
associado (%) (%)
Hiperploidia - 25 7
Hipoploidia - 1 2
t(9;22)(q34;q911) BCR-ABL1 3 25
t(12;21)(p13;922) TEL-AML1 22 2
T (variavel;11q23), por exem-
pl(o: (41 1,), t(q9;1 ?I’),pt(1 1;19) ML 8 10
t(1;19)(q23;p13) E2A-PBX1 5 3
t(5;14)(q31;932) IL3-1GH <1 <1
t(8;14), t(2;8), t(8;22) c-MYC 4
t(1;14)(p32;q11) TAL-1 12
t(10;14)(q24;q11) HOX11 1 8
t(5;14)(935;932) HOX11L2 3 1




Para além dos estudos citogenéticos, estudos de
Polymerase Chain Reaction (PCR) podem ajudar na
distingdo dos pacientes com LLA t(9;22) (Cromos-
soma de Filadélfia, carateristico de Leucemia Mie-
|6ide Crénica, LMC) e LMC em fase blastica, pois a
maioria dos pacientes com LLA apresentam o tipo
p190 de bcr-abl, enquanto que os pacientes com
LMC apresentam o tipo p210 de bcr-abl (7).

4.9. Anélise do liquido céfalo-raquidiano

A andlise do liquido céfalo-raquidiano (LCR) per-
mite determinar o envolvimento do sistema nervoso
central (SNC) (3). A LLA do SNC é definida pela
presenca de, pelo menos, 5 leucécitos por microli-
tro de LCR ou pela presenca de paralisias dos ner-
vos cranianos (3). Cerca de um terco dos pacientes
pediatricos apresentam blastos leucémicos no LCR
aquando do diagnéstico sem que a maioria demons-
tre quaisquer sintomas neurolégicos (3). Contudo,
devido a possibilidade de transferéncia de células
leucémicas para o SNC, a pungdo deve apenas ser
realizada a um timing apropriado de acordo com o
protocolo de tratamento, ou seja, caso seja neces-
sario realizar este procedimento diagnostico deve
ser realizado concomitantemente com quimioterapia

intratecal (1).

4.10. Anélises microbiolégicas

E recomendada a execugéo de andlises microbio-
l6gicas (nomeadamente culturas de produtos biolo-
gicos, principalmente hemoculturas) em pacientes
febris ou com sintomatologias de infe¢cbes oportu-
nistas (mesmo que afebris) (1,7).

4.11. Tipagem Human Leukocyte Antigen

E recomendada a tipagem HLA nos estudos iniciais
de todos os pacientes, exceto os que apresentem gran-
des contra-indicagdes ao transplante de medula éssea.

Em pacientes de alto risco sem irmdos possiveis
dadores, deve ser considerada a avaliagdo inicial e
procura de dadores alternativos (1).

4.12. Resumo do diagndstico de Leucemia

Linfoblastica Aguda

A Tabela 9 apresenta os achados tipicos dos
principais testes laboratoriais realizados aquando do
diagnoéstico de LLA.

5. CoNcLUSAO

O diagnostico da LLA depende essencialmente
da avaliagdo morfolégica da medula 6ssea, imuno-
fenotipagem por citometria de fluxo e avaliagdo de
alteragdes citogenéticas

O estudo laboratorial inicial deve incluir o hemogra-
ma, esfregago de sangue periférico, estudo de marca-
dores bioquimicos e estudos da coagulagdo sanguinea.
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Tabela 8 — Classificagdo da Leucemia Linfoblastica Aguda segundo a OMS (14).

Leucemia/Linfoma Linfoblastica B

Leucemia/Linfoma Linfoblastica B, NES (ndo especificada)

Leucemia/Linfoma Linfoblastica B com anormalidades genéticas recorrentes
Leucemia/Linfoma Linfoblastica B com t(9;22) (q34;q11.2), BCR-ABL1
Leucemia/Linfoma Linfoblastica B com t(v; 11g23), rearranjo MLL
Leucemia/Linfoma Linfoblastica B com t(12;21) (p13;922), TEL-AML1 (ETV6-RUNXT)

Leucemia/Linfoma Linfoblastica B com hiperploidia

Leucemia/Linfoma Linfoblastica B com hipoploidia

Leucemia/Linfoma Linfoblastica B com t(5;14)(931,932), IL3-IGH
Leucemia/Linfoma Linfoblastica B com t(1;19) (q23;p13.3) TCF3-PBX1

Leucemia/Linfoma Linfoblastica T
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Tabela 9 — Principais carateristicas laboratoriais da Leucemia Linfoblastica Aguda (1,3,7).

Testes Laboratoriais LLA
Hemoglobina 1
Leucécitos i
Hemograma Neutréfilos l
Plaquetas l
Blastos Presenca
MPO -
SNB -
Coloracgdes citoquimicas ENE |
PAS +
FA + (LLA-T)
TdT + (L1 el2)
Subtipos LLA-B LLA-T
TdT + (L1 e L2) +
Imunofenotipagem CD19, cCD22, cCD79a + -
CD10 + ou - -
cCD3, CD7 - +
CD1a, CD2, CD5 - + ou -

Citogenética Alteragdo mais frequente

Criangas: Hiperploidia
Adultos: t(9;22)
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Resumo

A Tricoleucemia é uma doenca linfoproliferativa
de linfécitos B, cujas células sdo caraterizadas por
apresentarem projecdes citoplasmaticas semelhantes
a cabelos. Este trabalho apresentou como principais
objetivos descrever as carateristicas epidemiolégicas
e clinicas, os fatores de valor prognéstico, os sistemas
de estadiamento, e os esquemas de tratamento da
Tricoleucemia, assim como carateriza-la segundo
o seu diagndstico laboratorial. O seu diagnéstico
depende da observagdo do esfregaco de sangue
periférico e dos resultados da andlise da bidpsia de
medula éssea e de testes de imunofenotipagem por
imunohistoquimica e citometria de fluxo. Conclui-
se assim que o estudo laboratorial é crucial para
o diagnoéstico da Tricoleucemia. Adicionalmente, o
futuro dos testes laboratoriais para diagnéstico e
estudo desta patologia passara pela realizagdo de
andlises genéticas e moleculares, nomeadamente a

sequenciagdo do exoma.
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ABSTRACT
Hairy cell leukemia is a B-cell lymphoid neoplasm
which cells are characterized for its hairlike

cytoplasmic projections. The main objectives of this
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paper were to describe the epidemiological and
clinical characteristics, prognostic factors, staging
systems, and treatment regimens of Hairy cell
leukemia, as well as to characterize it according to
its laboratory diagnosis. Its diagnosis depends on
the observation of the peripheral blood smear and
the results of the bone marrow biopsy analysis
and immunohistochemistry and flow cytometry
immunophenotyping. Therefore, we concluded that
the laboratory studies are crucial for the diagnosis
of Hairy cell leukemia. Furthermore, the future
of laboratory tests for the diagnosis and study of
this disease will depend on genetic and molecular

analyzes, including exoma sequencing.

Keywords: Hairy Cell Leukemia ¢ Laboratory Diag-

nosis
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1. INTRODUCAO

Tricoleucemia (TL), também denominada por
ALeucemia de Células Cabeludas, € uma doenca
linfoproliferativa indolente de células B (1). As células
leucémicas desta patologia sdo caraterizadas por
apresentarem projecdes citoplasmaticas semelhantes
a cabelos (Figura 1), pelo que sdo conhecidas por
“células cabeludas” (CC), e infiltram a medula 6ssea
(envolvendo o sangue periférico) e a polpa vermelha
do bacgo (1,2).

A etiologia da TL é desconhecida (1). Porém,
alguns autores sugeriram fatores como a exposicao
anterior a radiagao, quimicos organicos, e historial

de infecdo por Virus Epstein Barr como possiveis



agentes etiolégicos; no entanto, ainda ndo existem

estudos que comprovem estas associacdes (2,3).

2. MetopoLoalAa

Efetuou-se uma revisdo bibliogréfica, pretendendo
estudar as suas carateristicas epidemiologicas e
clinicas, fatores de valor prognoéstico, sistemas de
estadiamento, e esquemas de tratamento, bem como
as principais metodologias de diagnéstico e estudo
laboratorial da TL. Esta revisdo teve como base
livros de referéncia na area de hematologia, assim
como artigos atuais de investigagdo e revisdo, em
diversas areas cientificas, incluindo guidelines para
o diagndstico e tratamento da TL e, por dltimo,

websites relevantes na area da medicina.

3. TRICOLEUCEMIA

3.1. Epidemiologia

A TL € uma patologia relativamente incomum,
representando cerca de 2% de todas as leucemias a
nivel mundial (4), e apresentando 1600 novos casos
por ano na Europa (5). A patologia predomina em
individuos do sexo masculino (racio de 4-5:1) de
meia-idade, com uma idade média ao diagnéstico de
50 anos (4).

3.2. Carateristicas clinicas

Como referido, as CC infiltram predominantemente
amedula 6ssea e o bago (1). Assim, as manifestagdes
mais comuns aquando do diagnéstico consistem
em astenia, fadiga, febre, infe¢bes, e hemorragias,
relacionadas com as citopenias decorrentes da
infiltragdo medular, e esplenomegdlia e dor no
quadrante superior esquerdo, relacionadas com a
infiltragdo esplénica (1). Menos frequentemente, os
pacientes apresentam hepatomegadlia (4) e, dado
que as CC raramente infiltram os nédulos linfaticos,

apenas 10% apresentam adenomegdlias (4).

3.3. Fatores com valor prognéstico

Os principais fatores que afetam o prognoéstico da
TL sdo a idade avangada, a presenca de citopenias
em qualquer combinagdo, linfadenopatias abdominais
aquando do diagnéstico, resposta aos analogos de
purinas, e resposta a esplenectomia (apenas quando

necessario efetua-la) (4,6).

3.4. Tratamento

A maioria dos pacientes (90%) necessita de
tratamento aquando do diagndstico ou durante o curso
da doencga, nomeadamente na presenca de citopenias
e decorrentes anemias, infegdes e/ou hemorragias, e
na presenga de esplenomegalia sintomatica (2,4).

Figura 1 — Células Cabeludas carateristicas de Tricoleucemia (8)




Os pacientes que ndo apresentem estas
manifestagdes podem ser apenas monitorizados
periodicamente, sem necessidade de tratamento (4).
Para os pacientes que necessitam de tratamento,
os agentes terapéuticos de primeira linha sdo os
analogos de purinas, principalmente a Cladribina e
a Pentostatina (4). O uso de fatores de crescimento,
como o Fator Estimulador de Colénias de Granulocitos
(G-CSF) ndo é recomendado, devendo apenas ser
administrado em casos de neutropenia severa (4).
E indicada a esplenectomia aos pacientes com
esplenomegalia significativa, principalmente quando
o envolvimento da medula éssea é minimo (4).

4. DiaGNOsTICO LABORATORIAL DA TRICOLEUCEMIA

O diagnostico laboratorial da TL depende
essencialmente da analise de um esfregaco de
sangue periférico e de uma biépsia de medula 6ssea
(corada com as coloragdes de hematoxilina-eosina
e reticulina) (4). A confirmagdo da natureza do
infiltrado € executada através de imunohistoquimica
(4). Sempre que possivel, deve ser realizada a
imunofenotipagem por citometria de fluxo (4).
Embora ainda seja uma metodologia em investigagao,
aconselha-se o screening de uma mutagao especifica
através de sequenciacao do exoma a todos os

doentes recém-diagnosticados (4).

4.1. Hemograma

O achado laboratorial carateristico aquando do
diagnésticoda TL é a presenga de citopenias bilineares
ou, principalmente, trilineares (pancitopenia) (4).
A anemia, geralmente normocitica normocrémica,
esta presente na maioria dos pacientes, com cerca
de 70% a apresentarem um valor de hemoglobina
inferior a 10 g/dL (3,4). A maioria dos pacientes
apresenta, simultaneamente, leucopenia aquando do
diagnéstico, sendo que cerca de 65% apresentam
uma contagem de leucoécitos inferior a 5x10°/L (4).
Porém, alguns pacientes apresentam contagens

normais ou elevadas de leucécitos (como resultado
das CC presentes no sangue periférico) (7). A
neutropenia estd presente em mais de 90% dos
casos, sendo severa em cerca de 33% (7). Regra
geral, ndo existem alteragdes significativas a nivel
dos eosindfilos e baséfilos, mas a monocitopenia,
presente em mais de 90% dos casos, é um achado
carateristico de TL apresentando relevancia no
diagnéstico laboratorial (4). Cerca de 80% dos
pacientes apresentam trombocitopenia, sendo
que a sequestragdo esplénica poderd ser um
fator importante nomeadamente em casos de
esplenomegdlia macica (4). Os achados tipicos no
hemograma de pacientes com TL encontram-se na

Tabela 1.

4.2. Esfregaco de Sangue Periférico

As CC estdo presentes no sangue periférico da
grande maioria (95%) dos pacientes, embora em
proporcdes bastante varidveis (4,7). Estas células,
apresentadas na Figura 1, consistem em células
linféides pequenas a médias, aproximadamente com
o dobro do tamanho de linfécitos normais, com um
nlcleo redondo, oval ou reniforme, com cromatina
homogénea e nucléolos indistinguiveis (1,4,8). O
citoplasma € abundante e azul palido, com projecées
semelhantes a cabelos (1,4).

4.3. Coloragdes citoquimicas

A Unica coloragdo citoquimica utilizada para o
diagnéstico de TL é a Fosfatase Acida Resistente
ao Tartarato (TRAP) (1). As CC apresentam uma
enzima, a fosfatase acida isoenzima 5, que resiste a
descoloragdo pelo tartarato (2). Assim, praticamente
todos os pacientes apresentam pelo menos algumas
células com uma forte positividade granular
citoplasmatica (1). Uma coloragdo fraca a moderada
pode ocorrer noutras patologias pelo que ndo tem
utilidade no diagnostico (1,2). Esta coloragdo é cada
vez menos utilizada, pela disponibilidade atual de
anticorpos monoclonais anti-TRAP (4).

Tabela 1 — Achados tipicos no hemograma de pacientes com Tricoleucemia (4,7).

Parametros Hemoglobina Leucocitos

Neutrofilos Monocitos Plaquetas

Niveis l |

| | |
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4.4. Marcadores bioquimicos

A TL ndo conduz a alteragdes a nivel dos
marcadores bioquimicos na maior parte dos casos
(2). Porém, pode verificar-se a presenca de azotémia
(hiperurémia e hipercreatininémia) em 27% dos
pacientes, e alteragdes nos marcadores de funcdo
hepéatica, nomeadamente alanina aminotransferase
(ALT) e aspartato aminotransferase (AST), em
19% (2). A presenca de hipogamaglobulinémia
€ rara, sendo mais frequente a presengca de
hipergamaglobulinémia (19% dos pacientes) (2).
A TL, em fases avancadas, esta também associada
com a presenga de hipocolesterolémia, associada a
baixos niveis de low-density lipoproteins (LDL), que
retorna aos niveis normais apds tratamento bem-

sucedido (2).

4.5. Aspirado e bi6psia de medula éssea

A maioria dos casos de TL esta associada a um
aumento da fibrose reticulinica (4,7). Deste modo,
ndo é possivel aspirar com eficiéncia a medula 6ssea
(dry tap) em cerca de 90% dos pacientes (4,7).
Nos 10% dos pacientes em que é possivel realizar
a aspiragdo, pode observar-se a presenca das CC,
embora menos carateristicas do que no sangue
periférico. Conjuntamente, consegue verificar-se no
aspirado a diminuicdo profunda dos precursores de
granulécitos e mondcitos, e uma diminuicdo menos
acentuada das séries eritroides e megacariociticas

(7). Devido a elevada percentagem de dry taps, o
diagnostico é feito principalmente a partir da bidpsia
de medula 6ssea (1).

A biépsia, corada com coloragdo de hematoxilina-
eosina, revela um grau de infiltracdo variavel, e um
padrdo de infiltracdo (difuso ou focal) Unico (4).
As células leucémicas ndo demonstram projegdes
citoplasmaticas evidentes, mas apresentam um
palido e abundante citoplasma (pelo que aparentam
estar distanciadas), € um nucleo redondo, oval ou
indentado, como é possivel observar na Figura
2, pelo que o padrdao é conhecido por padrdo
“ovo estrelado” (2,4). Uma pequena proporcao
de pacientes pode apresentar uma medula éssea
hipocelular, levando ao diagndstico erroneo de
anemia aplasica (1). Outra das carateristicas
tipicas desta patologia é a presenca de uma fibrose
reticulinica difusa, raramente observada noutras
doencas linfoproliferativas crénicas, pelo que podera
ser usada a coloracdo de reticulina para evidenciar
as fibras (7).

4.6. Imunofenotipagem

por imunohistoquimica

A confirmagdo da natureza das células infiltrantes da
medula éssea é feita através da aplicacdo de técnicas de
imunohistoquimica nas bidpsias de medula éssea (4).
Para a realizagdo deste estudo ndo sdo utilizados os
marcadores tipicos de TL (como CD103) determinados

Figura 2 — Biopsia de medula 6ssea tipica de Tricoleucemia (8).
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através de imunofenotipagem por citometria de fluxo,
pois alguns dos antigénios sdo destruidos pelos
tratamentos histolégicos convencionais (9). Utilizam-
se os anticorpos anti-CD20, DBA.44 (anti-CD72), e
anticorpo reativo contra TRAP que podem ser usados
para corar secgles processadas rotineiramente
(2,4). A sensibilidade do uso dos marcadores TRAP/
DBA.44 é de 100%, apresentando também alta
especificidade (8). O marcador mais especifico é a
Anexina 1, pois ndo é expressa por mais nenhuma
doenga linfoproliferativa de células B (4,9). A Figura
3 demonstra os resultados da imunofenotipagem por
imunohistoquimica com o anticorpo anti-CD20 (3A) e
o anticorpo anti-CD72 (3B).

4.7. Imunofenotipagem

por citometria de fluxo

A imunofenotipagem por citometria de fluxo, em
amostras liquidas (sangue periférico ou aspirado
de medula éssea), deve ser realizada sempre que
possivel (4). Devem ser estudados dois painéis de
anticorpos monoclonais. Um deles é o painel das
células B (CD19, CD20, CD22, e imunoglobulinas
de superficie monoclonais) que & sempre positivo,
pois as CC sdo células B maduras (2). O outro painel
é o painel tipico da TL (CD11c, CD25, CD103,
CD123), em que, a positividade para 3 ou 4 dos

marcadores permite a distingdo entre a TL e outras

BIOANALISE / ANO XI * N.° 1 « 2015

doencas linfoproliferativas B (4). Para além destes
marcadores, a TL também apresenta positividade
para o marcador FMC7, e negatividade para CD5
(presente, por exemplo, na LLC), CD10 (presente,
por exemplo, no LF), e CD23 (4). Os resultados
tipicos da imunofenotipagem de TL encontram-se
descritos na Tabela 2.

4.8. Sequenciagdo do exoma

detetada,
sequenciagdo do exoma, a presengca da mutacgdo
BRAF V60OE em 100% dos 47 casos de TL
estudados (4).

tenham sido validados, recomenda-se o screening

Recentemente  foi através de

Embora estes dados ainda ndo

desta mutagdo em pacientes recém-diagnosticados,
pois esta podera ter implicagdes a varios niveis,
nomeadamente diagndstico e terapéutico (4).

5. CoNcLusAo

O diagndstico da TL depende da observagao
do esfregaco de sangue periférico, dos resultados
da andlise da biopsia de medula 6ssea e de testes
de imunofenotipagem por imunohistoquimica e
citometria de fluxo. O futuro dos testes laboratoriais
para diagnéstico e estudo da TL passara pela
realizagdo de andlises genéticas e moleculares,

nomeadamente a sequenciagdo do exoma.

Tabela 2 — Imunofenotipagem tipica de Tricoleucemia (4). [slg: Imunoglobulinas de superficie; CD: Cluster of Differentiation).

Marcador slg CD19 CD20 (CD22

CD11c CD25 CD103 CD123 FMC7 CD5

cD10

Expressdo + + + + +

+ + + + - -

Figura 3 — Imunohistoquimica em biépsia de medula 6ssea de paciente com Tricoleucemia. Marcador anti-CD 20 (positivo)
(3A). Marcador anti-CD72 (positivo) (3B) (9).
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E agora algo que ninguém Ié...

tualmente ha duas grandes questdes que de-
Avemos refletir como profissionais de Analises
Clinicas e Saude Publica (ACSP). Uma ¢ a revisdo e
requalificagdo da carreira no sentido, mais que justo,
de carreira superior. A outra é a fusdo que esta em
curso das licenciaturas em ACSP e Anatomia Patol6-
gica, Citolégica e Tanatologica (APCT) no curso de
Ciéncias Biomédicas Laboratoriais.

A Carreira de Técnicos Superiores de Saude

A data que vos escrevo esta mensagem, ainda
ndo se realizou a reunido entre os dois Sindicatos e
os representantes do Governo, que tera como pon-
to forte a revisdo e requalificagdo da nossa carreira
como Técnicos Superiores de Saude.

Praticamente desde que entramos neste milénio,
para ser mais dramatico, que a nossa atual, e ha
muito tempo “congelada”, carreira de Técnicos de
Diagnostico e Terapéutica (TDT) se encontra desa-
tualizada face ao grau académico dos cursos, assim
como a elevada complexidade e especificidade fun-
cional destes profissionais na prestagdo de cuidados
de saude. Ja agora adiciono o argumento da equida-
de (mas a verdadeira) entre as diferentes carreiras
superiores.

Estes argumentos sdo tidos como verdadeiros
por todos, o que torna ainda mais incompreensivel
e insuportavel o arrastar das negociagdes ao longo
dos anos e abrangendo vérios governos.

Um sentimento de injustica tomou os TDT, de
tal forma que se viu uma mobilizagdo e organiza-
¢cdo massiva dos profissionais para a recente greve
a tempo indeterminado, mas que foi suspensa apos
marcacao de renegociagdes com o Governo.

Relativamente as causas deste impasse nas nego-
ciagdes as opinides dividem-se. Os interesses corpo-
rativos de outras classes profissionais e a visdo pura-
mente economicista dos Governos e demais emprega-
dores, estdo no topo da lista. Mas nao serdo as Unicas

para justificar estarmos ainda na “estaca zero”.

A condimentar as causas principais para o atraso
negocial ndo sera alheia a génese politica que esta
por tras dos Sindicatos e respetivas centrais sindi-
cais, que os coloca em lados opostos e em constante
atrito, com resultados 6bvios. Este triangulo negocial,
composto pelo Governo e os dois Sindicatos repre-
sentantes dos TDT, esta-se a revelar um “Triangulo
das Bermudas” de onde nada sai h& anos e que, se
acreditarmos em tudo o que se |& nos comunicados
dos Sindicatos e redes sociais, esta cheio de “Cava-
leiros oportunistas, comedores de lentilhas, traidores
e manipuladores de vérias cores”...

Tudo isto ndo traz muito otimismo aos TDT, que
preferem uma discussdo e negociagdo forte e inteli-
gente, por quem nos representa, centrada numa pro-
posta de carreira integra, justa e digna.

Relativamente a este assunto deixo uma pergun-
ta: Quem de vos j& teve acesso e leu as propostas de

carreira dos Sindicatos?... Podiamos comecar por afl

Novo curso de Ciéncias Biomédicas Laboratoriais

Este novo curso, resultante da fusdo das licen-
ciaturas de ACSP e APCT, é certamente uma das al-
teragdes mais importantes na nossa profissdo e que
moldard o futuro da nossa carreira. Apesar da sua
extrema importancia para o futuro, foi um processo
que apanhou muitos de surpresa.

Este processo é imparavel; no entanto, colocam-
-se muitas questdes que afetam tanto estudantes
como profissionais e necessitam ser esclarecidas.
Para isso nada melhor que reunir profissionais e do-
centes de ambos os cursos €, numa mesa redonda,
discutir e esclarecer todas as questoes, abrindo a
discussdo a todos os que nos ouvem. Esta oportu-
nidade concretiza-se no Xll Congresso da SPBS no
Porto, ao qual presido e onde espero que todas as
questdes sejam abordadas e os participantes escla-
recidos.

¥
Moisés de Brito Correia Vaz
(Presidente da Diregdo da SPBS)
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A Rotina no Laboratdrio de Imunohematologia
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SSMT, Centro Hospitalar Tondela-Viseu, EPE.

Casos clinicos: Discrepancia ABO; Doenca Hemolitica
do recém nascido; Transfusao no recém nascido; Anemia
Hemolitica Autoimune: como transfundir.

Ana Palmira Amaral; Carmen Faria
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Dr.* Maria José Pires
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Dr. Moisés Vaz
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Estado da arte no Diagnostico
da tuberculose

RosArio BraGA

Servico de Patologia Clinica
Centro Hospitalar de Vila Nova Gaia/Espinho EPE

Portugal diminui em muito a sua incidéncia
21,8/100.000 2014)
continua a ser o Unico pais de incidéncia intermédia

habitantes  (Marco
na Europa Ocidental. Nalguns paises europeus com
menos 100 casos de TB por milhdo de habitantes a
OMS em conjunto com European Respiratory Society
(ERS) apresentou um programa Eliminacao da TB.
Os conhecimentos informaticos, quanticos e genéticos
permitiram  desenvolver tecnologias aplicaveis
ao laboratério capazes de detetar e identificar
rapidamente por testes de amplificagdo, hibridizacdo
e ou restricdo de &cidos nucleicos especificos,
o Mycobacterium tuberculosis complex (MTBC),
micobactérias ndo tuberculosas (MNT), resisténcias
molecular aos antibiéticos, despistando em 24horas
uma suspeita de multirresisténcia, documentar por
genotipagem transmissdo TB, reativagdo versus
infecdo recente e eventos de contaminagdo cruzada
laboratorial, no entanto os métodos moleculares
ndo substituem os exames culturais e os testes
de suscetibilidade aos antibacilares, por ultimo
desenvolver reagdes imunolégicos dirigidas a
tuberculose infecdo latente diminuindo a progressao
para doenca activa. O diagnéstico rapido e preciso, o
tratamento adequado e o rastreio dos contactos sdo

a base do controlo da doenca.

Epidemiologia molecular da tuberculose
ANABELA MIRANDA
Laboratério Nacional de Referéncia de Micobactérias

Instituto Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge

Acompreenséo da transmissdo da tuberculose
na comunidade permite o desenho correto

de estratégias de prevencdo. A epidemiologia

cléassica com base na investigacdo de contactos

que visa identificar as ligagbes entre pacientes

com tuberculose ndo € totalmente bem sucedida a

descobrir os mecanismos de transmissdo da doenca.

Por outro lado, a genotipagem de estirpes clinicas de

Mycobacterium tuberculosis constitui uma ferramenta

poderosa para encontrar e identificar correntes de

transmissdo da tuberculose e surtos. Além disso,
estudos de genotipagem da populagdo do complexo

M. tuberculosis tém desvendado uma estrutura clonal

composta por linhagens filogenéticas distintas, com

diferente distribuicdo geografica, imunogenicidade,
viruléncia e associacdo com a resisténcia aos
farmacos, e as respectivas implicacdes a nivel clinico

e de saude publica.

Nesta apresentagdo serdo dados exemplos praticos

da contribuicdo dos métodos de tipagem molecular

para a compreensao do contexto epidemiolégico da
tuberculose em trés situagdes diferentes:

— Estudo de distribuicdo geogrdfica: a tipagem
por MIRU-VNTR foi usada para calcular a taxa de
transmissdo recente de tuberculose, identificar
focos de transmissdo e descrever a diversidade
de uma populagdo de M. tuberculosis na zona
de Vila Nova de Gaia. Deste estudo concluiu-se
que o método de tipagem MIRU-VNTR tem um
bom poder discriminatério (HGI de 0,976) nesta
area geografica. As linhagens Lam e Haarlem
correspondem a 80,9% das estirpes isoladas,
0 que estd de acordo com a filogeografia do
M. tuberculosis no Sul da Europa. E, finalmente,
a importagdo de estirpes na regido nao é um

problema.

— Andlise de surtos: o objetivo do presente estudo
foi demonstrar o valor decisivo da epidemioldgia
molecular na confirmagdo (ou ndo) de surtos
de tuberculose identificados pelo rastreio de
contatos convencional. Entre 2005 e 2009, trés
surtos de tuberculose foram investigados. Este
trabalho demonstra a utilidade da epidemiologia
molecular no que diz respeito ao estudo de

surtos de tuberculose. Sem a genotipagem das



estirpes de M. tuberculosis uma adequada gestao
dos surtos descritos neste trabalho ndo teria sido

possivel.

— Caracterizagdo da tuberculose multirresistente:
as estirpes multiresistentes disponiveis no

Laboratério  Nacional de Referéncia para
Micobacterias do Porto foram genotipados usando
o método MIRU-VNTR de acordo com o protocolo
padronizado. A reprodutibilidade e exactiddo
do método de tipagem foram verificadas com
amostras de referéncia fornecidos pelo RIVM, bem
como com amostras de DNA do kit de validagdo
GenoScreen. As informagdes fornecidas por
genotipagem sdo fundamentais para a concepgao
e implementacdo das estratégias adequadas de

controlo da tuberculose multirresistente.

Biologia Molecular no Diagnéstico
Microbiolégico em Contexto
de Urgéncia

VANIA SOARES

Servico de Patologia Clinica, CHVN Gaia/Espinho, EPE

principal marco no desenvolvimento das
Otécnicas de diagndéstico molecular foi a técnica
de reagao em cadeia da polimerase (PCR- Polimerase
Chain Reaction), um método de clonagem in vitro
proposto por Kary Mullis em 1987. Mais tarde, a
possibilidade de monitor izar a PCR em tempo
real revolucionou o processo de quantificagdo de
fragmentos de DNA e RNA.
Durante a Ultima década, as técnicas de biologia
molecular tiveram uma evolugdo significativa, o
exemplo disso é a inovagdo tecnolégica da PCR
em tempo real. Esta metodologia engloba numa
Unica reagdo a extragcdo, amplificagdo e detegdo
permitindo a obtencdo de resultados mais rapidos, o
ideal na rotina laboratorial em contexto de urgéncia,
disponivel 24 por dia.
No Centro Hospitalar de Vila nova de Gaia/ Espinho,
EPE, a metodologia esta recentemente implementada

no ambito da prevencdo e controlo da infecdo
associada ao MRSA e no diagnéstico na suspeita de
infecdo por Clostridium difficile, com o objectivo de
reduzir o tempo médio de internamento e de custos

para o sistema nacional de saude.

Diagnostico Laboratorial de Infe¢oes
por Fungos Filamentosos
Implementacao e Experiéncia de 1 ano

GABRIELA ABREU

Servigo de Patologia Clinica, CHVN Gaia/Espinho, EPE

Os fungos sdo cada vez mais reconhecidos como
importantes agentes patogénicos.

Espécies habitualmente encontradas no ambiente tém
sido implicadas como importantes causas de doenga,
particularmente no hospedeiro imunocomprometido.
Dai a necessidade do laboratério de Microbiologia ser
capaz de isolar e identificar os agentes mais comuns
de infe¢des fungicas. Devido a metodologia utilizada
na identificacdo destes agentes, nem todos os
laboratérios executam este tipo de pesquisa, sendo,
nestes casos, o diagndstico micologico efetuado em
laboratérios especializados por profissionais com
uma vasta experiéncia.

A necessidade de implementagcdo da pesquisa de
fungos filamentosos no CHVNGaia/Espinho, EPE faz
sentido num centro que tem Unidades de Cuidados
Intensivos e um Servico de Broncologia de referéncia.
Esta necessidade acentuou-se com a criagdao de uma
consulta especializada de Dermatologia de pele e
faneras. Estas sdo as principais areas associadas ao
isolamento de fungos filamentosos.

Apds um periodo de formagdo e acompanhamento de
todo o processo de pesquisa de fungos filamentosos,
tendo em conta a colheita de amostras, a importancia
da histéria clinica do doente, o processamento
da amostra, a execugcdo do exame direto e do
exame cultural, as caracteristicas morfoldgicas
macroscépicas e microscdpicas das coldnias e, em

alguns casos, provas bioquimicas e meios especiais,



foi possivel a implementacdo completa deste
processo em 2014,

Apresentamos os resultados obtidos durante o
primeiro ano em relagdo a nimero, tipo de amostras

e resultados do exame direto e cultural.

Avancos em Microbiologia Clinica:
Diagnostico Laboratorial de Infe¢oes
Anaerobias em Portugal — Projeto
de Investigacado

Bruno Costa'

"Universidade de Santiago de Compostela

Projeto de Investigacéio realizado no émbito do Programa
de Doutoramento em Avancos em Biologia Microbiana e

Parasitaria na Universidade de Santiago de Compostela

Em 1861 Louis Pasteur descobre as bactérias
anaerdbias, mas s6 a partir de 1970 com a
criagdo de sistemas de anaerobiose é que estes
microrganismos comecam a ser isolados com mais
frequéncia e despertam interesse na comunidade
cientifica’?. Desprezados ao longo de varios anos,
verificou-se que assumem um papel crescente e
relevante em vérias infegdes do trato respiratério,
gastrointestinal, genital feminino, sistema nervoso
central, partes moles, ossos e articulagoes e sistema
cardiovascular #3. Estes microrganismos fazem parte
da flora microbiana normal e anaerébia enddgena,
ajudandoamanteroequilibrio ecolégico®*. No entanto,
estas bactérias podem colonizar determinados locais
e provocarem infecdes graves®. As infecbes por
anaerébios sdo na sua grande maioria endogenas,
polimicrobianas e mistas, estando muitas vezes
associadas a taxas significativas de morbidade e
mortalidade®*. Nem todos os laboratérios dispdem de
métodos adequados para a recuperagao, isolamento
e identificacdo de anaerébios®. A contaminagdo
de amostras com flora normal, exigéncia de uma
atmosfera de

anaerobiose para crescimento,

envolvéncia de diversas bactérias no processo

infecioso que crescem lentamente exigindo muitos
testes para a identificagdo e terapéutica prévia sdo
os fatores mais apontados para o ndo processamento
destas amostras®®. A selecdo da amostra, colheita,
transporte e processamento laboratorial de
microrganismos anaerébios sdo processos bastante
exigentes, sendo que o processamento laboratorial
pode ser moroso e dispendioso na sua identificacdo
e testes de susceptibilidade®>¢. Apesar do crescente
interesse pelos anaerdbios a sua pesquisa diminuiu
quantitativamente, com excecdo do Clostridium
difficille, muito provavelmente devido a previsibilidade
da presenca de anaerébios e tratamento empirico no
local da infe¢do®’. Com o avango da instrumentagdo
e tecnologia laboratoriais deparamo-nos com
metodologias cada vez mais rapidas e eficientes
na identificagdo de anaerédbios, permitindo orientar
o clinico para terapéuticas mais ajustadas tentando
evitar o flagelo das resisténcias bacterianas®”2.

Este estudo tem como objetivos conhecer a realidade
dos laboratérios de microbiologia em Portugal no que
diz respeito ao diagndstico de infegdes anaerdbias;
fazer um estudo sobre os principais avangos no
diagnéstico laboratorial de infe¢des anaerdbias e
elaborar uma proposta de protocolo experimental
de facil execugdo e com base em varias rotinas
laboratoriais e avangos tecnolégicos.

A atualizacdo de conhecimentos nesta area e ajuste
de rotinas laboratoriais com o avanco da tecnologia
contribuira para um diagnéstico mais assertivo e
rapido de infegdes provocadas por microrganismos
anaerébios, permitindo por exemplo ajustar
terapéuticas e diminuir o tempo de internamento dos
pacientes. A reducdo dos tempos de internamento
dos pacientes levara a uma diminuicdo de custos no

Sistema Nacional de Saude.
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Imunodeficiéncias Primarias
— qual o papel da Citometria de Fluxo?

CATARINA MARTINS

NOVA Medical School / Faculdade de Ciéncias Médicas

Universidade Nova de Lisboa

s Imunodeficiéncias Primarias (IDP) sdo doencas
Araras, com uma frequéncia estimada de 1/5000
individuos na populagdo geral,1 (1) nas quais
se identificam defeitos genéticos dos diferentes
componentes do Sistema Imunitario (Sl). Os defeitos
ao nivel do Sl podem observar-se no desenvolvimento,
na maturacdo ou na funcdo de células e outros
elementos da resposta imune. O largo espectro de
doencas que tém vindo a ser reconhecidas como PID
estende-se para além das 130 entidades, para as

quais foram ja identificados mais de 200 genes.2 (2)

O crescente nimero de entidades tem vindo a ser
periodicamente revisto desde a primeira abordagem
proposta pela OMS em 1970, sendo de 2014 o
Gltimo documento de classificacdo publicado pelo
painel de peritos em IDP da International Union of
Immunological Societies (IUIS).3 (3) Este documento
divide as IDP em 9 grupos: |. Imunodeficiéncias
combinadas, . Imunodeficiéncias combinadas
com caracteristicas ou sindromes associados, lll.
Deficiéncias predominantemente de Anticorpos, IV.
Doencas de desregulagdo imunolégica, V. Defeitos
Congénitos de Fagécitos (Numero, fungdo ou ambos),
VI. Defeitos da imunidade inata, VII. Desordens auto-
inflamatérias, VIII. Deficiéncias do Complemento e IX.
Fenocépias de PID.

Apesar de classicamente as IDP iniciarem
sintomatologia na infancia, existem cada vez mais
doentes descritos com inicio de sintomas em idade
adulta. Como seria de esperar, as PID predispdem
os individuos afectados para infecgdes recorrentes,
apresentando também um risco mais elevado para o
desenvolvimento de patologias do foro alérgico, auto-
imune e malignidades. O seu diagnéstico precoce
permite a optimizacdo da prestacdo de cuidados,
permitindo diminuir a morbilidade e mortalidade
associadas a estas doencas.1 (1)

IDP  depende das

manifestagcdes clinicas e dos elementos identificados

A investigagdo de uma

na histéria clinica. A reconhecida heterogeneidade
nas manifestacdes clinicas e imunolégicas das IDP
representa um desafio ao nivel do seu diagndstico.
E a este nivel que a Citometria de Fluxo assume
um papel de destaque. Para isso, tem contribuido o
facto de ser uma técnica com elevada sensibilidade,
com protocolos de resposta relativamente rapida
e com capacidade de avaliar, em simultaneo,
varias caracteristicas de uma célula (andlise
multiparamétrica).4 Assim, no ambito das IDP, a
Citometria de Fluxo através da utilizagdo de painéis
de imunofenotipagem bésicos e mais diferenciados,
permite ensaios de caracterizagao da expressdo de
proteinas ou factores de transcricdo em populagdes
alvo, mas estende-se também a ensaios funcionais



de aplicagdbes multiplas (desde a avaliagdo da
capacidade de produgao de citocinas e outros
mediadores imunes, a analise da capacidade oxidativa
ou da capacidade proliferativa das células). De facto,
nas Ultimas décadas, tem crescido substancialmente
o nimero de IDP para as quais a Citometria de Fluxo
tem uma resposta efectiva, incluindo elementos
importantes para o diagnostico, o progndstico e
a monitorizagdo dos doentes.4,5 Actualmente, o
doseamento dos niveis séricos de varias citocinas,
imunoglobulinas ou proteinas de fase aguda, pode
ser também efectuado por Citometria de Fluxo,
através de estratégias multiplex.

Apesar de continuar a ser imperativa a confirmagao
do diagnoéstico por testes genéticos ou analise de
mutacdes, desde que disponiveis, a contribuicdo
da Citometria de Fluxo para o diagnéstico das IDP
¢ de inestimavel valor. Nesta apresentacdo, vao
abordar-se aplicagdes da Citometria de Fluxo que
tém sido utilizadas no diagnéstico laboratorial de
IDP, distribuidas em em trés categorias: anomalias
em subpopulagdes celulares, anomalias no padrao

de expressdao de marcadores e anomalias funcionais.
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Tempo de geracdo de trombina, na

presenca de trombomodulina, para

avaliacao do risco de trombose em
doentes com défice na via da proteina C
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PiNnTO, E. GoNcgaLvEs, D. MARQUES, T. Sevivas, R. SaLvapo
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Introducdo: A medicao do potencial endégeno de
trombina (PET) de cada individuo pode proporcionar
um método para a quantificagdo do efeito composto
de multiplos factores de risco. Niveis aumentados
do PET tém sido associados a um maior risco de
ocorréncia de um primeiro evento de trombose
venosa.

A trombomodulina (TM), glicoproteina de membrana
presente na superficie endotelial, funciona como
receptor para a trombina e catalisa a activagdo do
sistema da proteina C (PC). A adicdo de TM ao
ensaio de geragao de trombina (GT) permite detectar
pequenas flutuagdes na actividade das proteinas
implicadas na via da PC, incluindo a diminuigdo dos
niveis de PC e alteragdes na sua activagdo. Este
ensaio reflecte o que ocorre in vivo, e € um teste
robusto para avaliar o balanco global entre factores
pro- e anticoagulantes.

Objectivos: Avaliar a sensibilidade do ensaio de
GT com TM para detectar o potencial endégeno de



trombina em doentes com comprometimento do
sistema da PC.

Material/Métodos: Foram estudadas 87 amostras:
20 controlos saudaveis e 52 doentes com défices
do sistema da PC (27 Proteina S (PS), 9 PCy 16 FV
Leiden em heterozigotia). Foram também estudados
15 doentes com a variante de PRT G20210A
(sistema PC normal).

A GT foi medida em plasma pobre em plaquetas
com 5pM de factor tecidular e 4uM fosfolipidos,
na presenca ou auséncia de TM usando o método
Calibrated Automated Thrombogram (CAT- Stago).

Resultados: No ensaio sem TM ndo se observaram
diferencas significativas do PET entre o grupo
controlo e os doentes com défices de PC, PS e
FV Leiden. Com a adigdo de TM ao ensaio, o PET
reduziu em média 51% nos controlos e nos défices
de PC 23% (p<0,0001), PS 20% (p<0,0001) y FV
Leiden 30% (p=0.0010). Nos 15 doentes com PRT
G20210A, observou-se uma diferenca com adicdo
de TM igual a dos controlos (47%), confirmando a
auséncia de comprometimento da via PC/PS.

No grupo com défices de PS (21 propdsitos e 6

familiares) efectuou-se uma andlise tendo em conta

os estudos moleculares do gene PROS1: 4 com
mutacdes missense e 3 frameshift (PS:8-27%); 9
com PS Heerlen (PS:37-72%) e 11 sem alteracdes
identificadas (PS:35-63%). A inibicdo da GT mais
significativa apds adigdo de TM (12%), observou-
se nos doentes do primeiro grupo, com niveis mais
baixos de PS e valores de PET (798-1604). Nos
doentes com niveis mais ligeiros de PS (PS Heerlen
e sem mutagdo identificada) o range do PET ndo é
tdo alargado (Tabela 1).

Discussdao: Os nossos resultados mostram que
a adicdo de TM faz da GT um teste sensivel a via
foi mais evidente nos défices de PS/PC que no FV
Leiden, existindo uma associagdo com o grau de
comprometimento da via da PC. Além disso, este
comprometimento foi evidenciado no grupo de
doentes com ou sem mutagdo PROST, permitindo
relacionar a severidade do fenétipo com o grau
de inibicdo da GT e o tipo de mutagdo. Devido a
heterogeneidade de valores do PET nos individuos
com niveis plasmaticos similares, o TGT revelou-se
um ensaio complementar a quantificacdo de PC/PS
e podera adicionar uma avaliagdo do risco individual

de trombose.

Tabela 1 — Geracdo de trombina em 20 controlos saudaveis e 67doentes (27 com défice de PS, 9 com défice de PC, 16 com FV Leiden e
15 com a variante de PRT G20210A) em plasma pobre em plaquetas com 5pM de factor tecidular (FT) e 4uM fosfolipidos (PPL) na presenca
ou auséncia de trombomodulina (TM).

Ao L L S S
(nMemin) (nMemin) (nM) (nM)
Controlos 20 - 809 - 1477 250 -761* 51 172 - 335 70-214
Défice PC 9 53 897 - 1428 560 — 1113* 23 231-292 131 -284
FV Leiden 16 - 697 - 1235 300 - 956* 33 103 - 287 81-228
Défice PS
Missense, frameshift 7 20 885 - 1780 798 - 1604* 12 257 - 446 243 - 433
PS Heerlen 9 53 799 - 1312 596 - 1205* 22 207 - 381 168 - 372
Sem mutacdo identificada 11 52 837 - 1447 655 - 1205* 20 226 - 353 176 — 300
PRT G20210A 15 - 976 - 1846 407 — 1255 47 199 - 433 104 - 315
*p<0.05

PC - Proteina C; PS — Proteina S; PET — Potencial endégeno de trombina; Inib. — inibicéo;



Farmacos no ambiente: estara
o ambiente sobremedicado?
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Em todo o mundo ha mais de 4000 farmacos a
serem utilizados tanto em medicina humana como
veterinaria, ou como promotores de crescimento [1].
Destes cerca de 600 farmacos ja foram detetados
no ambiente [2].

Os farmacos podem entrar no ambiente através de
diferentes vias, sendo de salientar: a sua dispersao
direta; entrada através das &aguas residuais (ex.
efluentes da induUstria farmacéutica, efluentes
hospitalares, sistemas de esgotos urbanos); ou
através da utilizagdo das lamas das Estaces de
Tratamento de Aguas Residuais (ETARs) ou do
estrume animal como fertilizante em campos agricolas
[3]. Uma das formas mais comum de entrada dos
farmacos no ambiente é através da sua excrecdo na
urina e/ou nas fezes, tanto como composto-pai ou
na forma de metabolitos. Deste modo os farmacos
sdo encaminhados para as ETARs, onde sdo tratados
juntamente com todos os outros constituintes das
aguas residuais. No entanto, a tecnologia utilizada
atualmente nas ETARs ndo é capaz de remover
eficazmente a totalidade dos farmacos, fazendo com
que estes estejam presentes nos seus efluentes,
sendo, assim, encaminhados para as aguas de
superficie [3].

Uma vez que os farmacos sdo desenhados para terem
um modo especifico de agdo, a exposigdo prolongada
dos organismos aquaticos a baixas concentracbes
destes compostos, conjuntamente com outros
contaminantes, podera causar um impacto negativo
nos diferentes ecossistemas [3]. Por exemplo, a
exposicdo continua dos peixes ao etinilestradiol, uma
hormona sexual feminina presente na maior parte das
pilulas contracetivas, contribui para a feminizagdo dos
peixes macho, comprometendo a sua reproducdo, e
colocando as espécies em risco de extingdo devido

a perderem as capacidades reprodutivas [4]. Efeitos
semelhantes estdo descritos para os antidepressivos,
que podem também alterar o comportamento dos
peixes, tornando-os mais suscetiveis aos predadores
[5]. A presenca de antibiéticos no ambiente é outra
grande preocupacdo, devido ao potencial impacto
na selecdo de bactérias multi-resistentes. Contudo,
a informagdo existente até ao momento ndo é clara,
ndo se tendo provado uma relagdo de causa-efeito
entre a presenca de antibiéticos no ambiente e a
selecdo de bactérias resistentes a antibioticos [1].

A problemética dos farmacos no ambiente tem
recebido uma atencdo crescente por parte das
entidades reguladoras, como pode ser comprovado
pela criacdo de uma “Watch list” pela Comissdo
Europeia na ultima revisdo da Lei-quadro da Agua,
que inclui trés farmacos (etinilestradiol, estradiol e
diclofenac) [6].

No futuro € necessario continuar a monitorizar a
presenca de farmacos no ambiente, bem como avaliar
a sua acumulagdo e investigar os seus efeitos a longo
prazo para a fauna, flora e mesmo para o homem,
devido a uma exposicdo continua. Paralelamente
também tera de se apostar em estratégias mais
eficazes para a remogdo de farmacos, de modo a
limitar a sua entrada e impacto no ambiente.
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A actualidade no Laboratério
de Imuno-hematologia
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Imuno-hematologia estuda os antigénios
Aeritrocitérios, 0s anticorpos correspondentes e
a sua importancia clinica. O laboratério de Imuno-
hematologia é uma ferramenta indispensavel a
uma pratica clinica de exceléncia na Medicina
Transfusional e em patologias como a Anemia
Hemolitica Auto-imune ou a Doenca Hemolitica do
Recém-nascido.

Um dos mais notaveis avangos em medicina na
primeira metade do século XX, em particular nas
areas da imunohematologia e medicina transfusional,
foi a identificagdo dos antigénios eritrocitarios
humanos. Desde os primeiros trabalhos pioneiros
de Karl Landsteiner (1900) que o conhecimento
na area da medicina transfusional tem tido grandes
desenvolvimentos. De facto, a descoberta do sistema
sanguineo ABO foi uma realizagdo importante
na histéria da transfusdo sanguinea seguida da
descoberta do antigénio Rh(D). Durante o século
XX, o conhecimento dos grupos sanguineos cresceu
de 3 antigénios [A, B, e O (mais tarde foi descoberto
que € o antigénio H)] até cerca de 300. A grande
maioria dos antigénios eritrocitarios esta dividida em
30 sistemas sanguineos. O gene (ou uma pequena
familia de gene para os sistemas MNS, Rh e Ch/rg)
que codifica cada sistema foi clonado e sequenciada
(o gene do sistema P1 ainda ndo foi descrito) e
as bases moleculares associadas a grande maioria
dos antigénios eritrocitarios foram descritas. Os
eritrécitos portadores de um determinado antigénio

podem provocar uma resposta imunoldgica, se
introduzidos no organismo de um individuo que ndo
possui esse antigénio. E o anticorpo assim produzido
que € responsavel pelos problemas na pratica
transfusional, tais como incompatibilidade sanguinea
dador/receptor, incompatibilidade = materno-fetal
e anemia hemolitica auto-imune. Com base nestes
conhecimentos, foram desenvolvidos nos Ultimos
60 anos, testes seroldgicos para identificagdo dos
antigénios na superficie dos eritrocitos.

Nos nossos dias, foram caracterizados mais de
300 antigénios eritrocitarios. Quase todos foram
identificados através de técnicas de aglutinagdo,
o “gold standard” da transfusdo. A aglutinagdo é
sensivel e pouco onerosa e, quando sdo aplicados
os algoritmos correctos, € um método eficiente
e relativamente seguro de seleccdo de sangue
para transfusdo. No entanto, existem limites a sua
utilizagdo como Unico método para determinar que o
doente certo recebe o sangue certo na altura certa.
Por outro lado, a tipagem serolégica dos antigénios
eritrocitarios pode ser comprometida por varios
factores, entre eles transfusdes prévias recentes e
um teste antiglobulina directo positivo. Neste sentido,
a andlise baseada em estudos de ADN (Acido
Desoxirribonucleico) comega a ganhar importancia.
De facto, o campo da imunohematologia comecga a
perceber que a genotipagem dos grupos sanguineos
traz beneficios para os doentes que necessitam de
transfusoes.

A area da Imuno-hematologia é fortemente regulada,
obrigando a uma actualizagdo constante dos
métodos e dos profissionais para uma manutengdo
criteriosa dos padroes de qualidade exigidos. Para
isso, deve ser implementado e mantido um sistema
de qualidade robusto transversal a todo o processo
desde a entrada da amostra com o pedido de
componentes, passando pelo estudo dos doentes e
dadores até a escolha do componente adequado a
cada caso. A responsabilidade que recai sobre todos
os intervenientes do processo deve ser compreendida
e respeitada e o trabalho deve ser desenvolvido

dentro das boas praticas clinicas e laboratoriais.



Ciéncias Biomédicas Laboratoriais
MaRisA BARBEIRA
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Escola Superior de Saude Dr. Lopes Dias do Ins-
Atituto Politécnico de Castelo Branco apresenta-
ra, no préoximo ano letivo (2015/2016) como oferta
formativo o Curso de Ciéncias Biomédicas Labora-
toriais.

O curso de Ciéncias Biomédicas Laboratoriais
visa formar diplomados com um perfil profissional
caraterizado por uma série alargada de capacidades
e competéncias que lhes permitam abranger a area
das Andlises Clinicas e Saude Publica e da Anatomia
Patolégica Citoloégica e Tanatolégica. Possibilita o

exercicio independente e auténomo, devidamente

regulamentado, segundo a legislagdo Portuguesa,
das atuais profissdes de Técnico de Analises Clinicas
e de Saude Publica e de Anatomia Patologica
Citologica e Tanatolégica.

Os planos de estudo do curso correspondem a
uma formacdo com a duragdo de 240 ECTS (4
anos letivos) e desenvolvem-se em torno do perfil
de competéncias que visam promover a integragao
de conhecimentos e capacidades que contribuam
para o exercicio qualificado das profissdes e para
a mobilidade no Espaco Europeu. Pretende-se a
realizacdo de atividades nos dominios do ensino,
formacdo  profissional, investigagdo cientifica,
inovagcdo tecnoldgica, producdo e divulgagdo do
conhecimento e prestagdo de cuidados e servigos
orientados para a salde e desenvolvimento da

comunidade.
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Uma década de MIP (Marker
Identification Profile) em diagnéstico
pré-natal

Nuno Maia, RosARio SANTos, PAULA JORGE

Unidade de Genética Molecular, Centro de Genética Médica

Jacinto de Magalhdes, Centro Hospitalar do Porto, CHP, E.PE.

Introducao

A Unidade de Genética Molecular do Centro de
Genética Médica Doutor Jacinto Magalhdes — C.H.P
realiza varias andlises pré-natais onde se incluem
o rastreio rapido de aneuploidias, a determinacao
do sexo fetal e zigotia (em gravidezes gemelares)
e o despiste de contaminagdo materna. Estes
rastreios sdo baseados na amplificagdo e anélise de
marcadores microssatélite (short tandem repeat -
STRs) localizados nos cromossomas 13, 18, 21, X e
Y, bem como de regides ndo-polimdrficas localizadas
nos genes AMELXY, SRY, ZFX e ZFY, e denominam-se
por Marker |dentification Profile (MIP).

Objetivos
Avaliar os resultados obtidos entre 2005 e 2015
e a aplicagdo de metodologias moleculares no

diagndstico pré-natal.

Material e Métodos

Este trabalho consiste na andlise retrospetiva dos
resultados de 1140 estudos pré-natais, bem como
na apresentagao da evolugdo das metodologias
moleculares, nomeadamente o Multiplex Ligation-
dependent Probe Amplification (MLPA) e o PCR de
fluorescéncia quantitativo (QF-PCR).

Resultados

Das amostras recebidas no nosso laboratério,
51,8% correspondem a liquido amnidtico e 6,4% a
vilosidades coridnicas. As restantes amostras fetais
incluem culturas celulares, produtos de abortamento
e ADN ja extraido.

No total foram realizados 555 rastreios de
aneuploidias, 445 despistes de contaminagdo

materna, 122 determinagdes de zigotia e rastreio

de aneuploidias em gravidezes gemelares e 18
determinagdes de sexo fetal.

Relativamente ao rastreio de aneuploidias foram
obtidos resultados normais em 85,7% e positivos
em 8,1% dos casos. Nos restantes ndo foi possivel
obter um resultado devido a presenca de elevada
contaminagcdo materna ou por ma qualidade de ADN
fetal. Todos os resultados foram confirmados com o
obtido no cariétipo. Assim, este estudo apresenta
uma especificidade, sensibilidade e valor preditivo
positivo de 100%, sendo que a taxa de falsos
positivos e negativos foi de 0%.

Das amostras que chegaram ao nosso laboratério
para despiste de contaminagdo materna apenas 2%

apresentaram presenca de material materno.

Conclusées

Em dez anos de rastreios moleculares e de evolugdo
tecnolégica podemos concluir que o QF-PCR pode
ser utilizado como metodologia Unica no rastreio
rapido de aneuploidias mais comuns em casos
muito particulares como por exemplo para confirmar
resultados obtidos em testes pré-natais ndo invasivos,
desempenhando ainda um papel preponderante
na exclusdao de contaminagdo materna em todos
os estudos pré-natais, quer sejam moleculares,

citogenéticos ou bioquimicos.

Frequéncia de aloanticorpos em
pacientes politransfundidos
no CHBV- Aveiro, E.P.E.

MARIA J. SILVEIRA, ELISABETH MESQuUITA, LuciA BoRrGES

Centro Hospitalar do Baixo Vouga E.PE. - Aveiro

Introducao

As transfusdes sanguineas podem beneficiar e/ou
prejudicar o doente. Estas realizam-se para aumen-
tar a capacidade do sangue para transportar oxigénio,
restaurar o volume de sangue do corpo, melhorar a
imunidade e corrigir problemas de coagulagdo. No
entanto podem apresentar riscos, sendo um deles a

formagdo de anticorpos contra um ou mais antigénios



eritrocitarios levando a disparidades genéticas entre
dador e receptor. A produgao de aloanticorpos pode
causar grandes problemas na terapia de transfusdo de
longo prazo, no entanto, ainda originam riscos para o
receptor, como reacgdes alérgicas e infec¢des. O risco
de exposicao depende do receptor para o antigénio
estranho e a sua imunogenicidade. Assim, factores
como genética, frequéncia de transfusdes efectuadas
e factores relacionados com o paciente, influenciam na
reacgao do sistema imunolégico do paciente.

Objetivo
Determinar a taxa de frequéncia de aloanticorpos em
pacientes politransfundidos no CHBV-Aveiro, no ano

de 2014 e verificar qual o sistema mais frequente.

Material e Métodos

O estudo realizado foi retrospetivo. A amostragem
foi constituida pelos resultados da pesquisa
de anticorpos irregulares positiva e respectiva
identificacdo de todas as amostras analisadas no
servico de Imuno-hemoterapia do CHBV- Aveiro, no
ano de 2014. Os dados foram obtidos do sistema

informatico Asis e tratados em programa Excel.

Resultados

Das 900 transfusGes efectuadas no ano de
2014, verificou-se que 100 pacientes eram
politransfundidos, sendo a taxa de doentes com
pesquisa de anticorpos irregulares positiva de
10%. Relativamente a identificagdo de anticorpos
irregulares o sistema mais frequente € o sistema
Rh, apresentando uma taxa de 80% nos respectivos

anticorpos (D,C,c,E.e).

Concluséao

Tendo em conta os resultados obtidos no CHBV-
Aveiro, verificou-se que os anticorpos do sistema
Rh sdo o sistema mais encontrado nos pacientes
politransfundidos, apresentando uma taxa de 80%, o
que vai de encontro ao que esta descrito. Deste modo,
e devido as limitagdes da fenotipagem, uma vez que

a presenga de eritrécitos do dador na circulagdo do

doente com transfusdo recente, dificulta a correcta
fenotipagem, poderia ser uma excelente alternativa,
a introdugdo de técnicas de genotipagem dos grupos

sanguineos.

Sindromes Mielodisplasicas
BraGANCA, F, SiILvERA M

Lab. de Hematologia, Serv. de Pat. Clinica, IPOLFG EPE

s Sindromes Mielodisplasicas (SMD) sdo um
Agrupo de patologias clonais que afetam as células
precursoras pluripotentes e que se caracterizam por
citopenias acompanhadas de displasia em uma ou
mais das trés séries hematopoiéticas. Os doentes
apresentam geralmente uma ou mais citopenias
que se definem, segundo o International Prognostic
Scoring Sistem (IPSS) por: hemoglobina < 10g/dL,
neutrofilos <1,8x10°/L e plaquetas <100x10°%/L.
A importancia do estudo destas patologias deve-se
a sua associacao com mortalidade e morbilidade
significativas, por infe¢des, hemorragias, anemia e a
uma tendéncia de progressdo para leucemia aguda
(LA). S&o patologias raras, com uma incidéncia
global de 5 casos/100000 pessoas ano, mas que
passa para 20-50 casos/100000 pessoas ano
em adultos > 60 anos, sendo a idade média de
aparecimento de 70 anos e com uma probabilidade
de progresséo para LA de 30%. Este trabalho tem
como objetivo dar a conhecer o que € a displasia,
assim como a classificagdo de SMD da Organizagdo
Mundial de Satude (OMS, 2008) e os seus respetivos
fundamentos.

Para o diagnéstico de SMD ¢é importante ter em
conta a histéria clinica, o exame fisico, a realizagdo
de determinagdes laboratoriais, em especial o
hemograma e a respetiva morfologia do sangue
periférico, o exame da medula 6ssea (mielograma
e biopsia 6ssea) e principalmente a exclusdo de
outras causas de displasia ndo-clonais. O diagnéstico
laboratorial de SMD baseia-se na morfologia de
sangue periférico (SP) e Medula Ossea (MO)



de forma a determinar a presenca e o grau de
displasia. O estudo de anomalias citogenéticas, além
de confirmar a clonalidade da patologia, permite
estabelecer uma ligacdo com algumas alteracées
morfolégicas e pode ainda ajudar no progndstico.

Interferéncias nas contagens celulares
do Cell-Dyn Sapphire

BrAGANCA F, QuaresMA C, BARRERA R, SILVERA M

Lab. de Hematologia, Serv. de Pat. Clinica, IPOLFG EPE

Os avancos das Ultimas décadas nos contadores
hematolégicos, permitem-nos obter resultados de
contagens celulares/hemogramas de forma répida,
barata e na grande maioria das vezes fiaveis. O Cell-
Dyn Sapphire combina a impedancia eléctrica com
a dispersdo optica para contagem de eritrécitos e
plaquetas e utiliza a dispersdo Oéptica combinada
com fluorescéncia para determinacdo de leucécitos
(e contagem diferencial), eritroblastos e reticulécitos.
Contudo, a execugdo do hemograma e respectiva
interpretacdo ndo podem ser vistas como actos
mecanicos, desprovidos de uma analise critica e devem

ser muitas vezes acompanhados por observagao

microscoépica do esfregago de sangue periférico.
Como qualquer técnica/determinagdo laboratorial, os
analisadores possuem limitagdes e interferéncias que
devem ser tomadas em consideracdo. E objectivo
deste trabalho dar a conhecer algumas limitagdes e/
ou interferéncias do Cell-Dyn Sapphire com as quais
nos deparamos na nossa rotina laboratorial.

A acompanhar os resultados, os analisadores
fornecem dados

adicionais que podem ser

simplesmente avisos morfolégicos relativos a
amostra ou podem ser alarmes a denunciar possiveis
limitagdes e/ou interferéncias. Estas interferéncias
podem ocorrer nos seguintes casos: alarme rstRBC
(interferéncia por pequenos linfécitos ou em caso de
doenca linfoproliferativa), alarme PLtCimp (presenca
de plaquetas gigantes), NRBC (anomalia de pseudo-
Pelger-Huet), Basofilia (anomalia de pseudo-Pelger-
Huet e hipogranulagdo), monocitose (hipogranulagdo
dos neutréfilos).

Cabe a cada servigo/profissional saber o que fazer
com esses dados e adaptar possiveis medidas
correctivas de acordo com a sua realidade laboratorial,
sendo de realcar a importancia da observagdo do
esfregago de sangue periférico sempre que surjam
davidas relativamente ao resultado produzido pelo

contador celular.
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Doseamento da Troponina Ultra
Sensivel no Diagnéstico de Enfarte
Agudo do Miocardio
— Variacao Entre Géneros

M. FERREIRA

Laboratério de Patologia Clinica do Centro Hospitalar do
Baixo Vouga EPE

Introducao

As troponinas cardiacas, introduzidas, no diagnéstico
de enfarte agudo do miocardio (EAM), inicialmente
em 20001, pelas diretrizes conjuntas da American
College of Cardiology (ACC) e da European Society
of Cardiology (ESC), e atualizadas em 2007,
sdo consideradas, atualmente, os biomarcadores
bioquimicos padrdo de necrose miocardica, dada a
sua cardio-seletividade e ratio sinal / ruido elevado
(o ruido depende do limiar de detecdo da troponina,
que com os testes atuais € muitissimo baixo2. E
importante analisar sempre os resultados de cTnl no
contexto do tempo decorrido, incluindo o momento
em que o doente deu entrada no hospital. De acordo
com as recomendagdes publicadas, sugere-se a
realizagao de testes em série de cTnl em intervalos de
2 a4 horas até 12 a 24 horas para avaliar a evolugao
de cTnl5. A associagdo entre troponina | e risco
cardiovascular € significativa, inclusivamente em niveis
de cTnl indetectaveis por métodos convencionais
para Tnl. O mesmo se verifica para mortalidade de
causa coronaria. Foi concluido que a determinagao
de cTnl por método de alta sensibilidade pode prever
a doencga cardiovascular na populagdo geral de meia
idade, tanto em homens como em mulheres. Desta
forma podemos considerar a cTnl, um marcador
especifico de risco cardiovascular global, que pode
ser englobado nos scores de risco cardiovascular, no

ambito da prevencdo primaria desta patologia6.

Objetivo
Avaliar o desempenho da troponina ultra sensivel no
diagnéstico do EAM, bem como, a sua variagdo entre

o sexo masculino e feminino.

Métodos

Trata-se de um estudo observacional de caracter
descritivo, designadamente de natureza retrospetiva
na medida que se procedeu a uma recolha de
dados do registo de pacientes admitidos no servico
de Urgéncia do Centro Hospitalar do Baixo Vouga
no periodo decorrido entre Dezembro de 2014 a
Fevereiro de 2015. Foram incluidos no presente
estudo todos os pacientes que foram (1) admitidos
com suspeita de EAM, e (2) consecutivamente
internados na UCIC com diagnéstico de EAM em
que tivessem sido (3) obtidos pelo menos dois
doseamentos de troponina no Laboratério de
Patologia Clinica do CHBV. Neste estudo, utilizou-se
um método de amostragem do tipo probabilistico,
sendo a amostra constituida por 45 pacientes de
todas as classes etarias em que eram elementos do
sexo feminino e do sexo masculino. Foi recolhida
informagdo sobre (1) género, e (2) idade de todos
os pacientes incluidos na amostra, (3) valor do
doseamento da troponina na admissao no servico de
urgéncia, (4) valor do doseamento da troponina no
internamento na UCIC. Deste modo e para simplificar
o estudo, optou-se por categorizar a amostra
em, trés grupos, sendo estes representativos de
diferentes intervalos de medi¢es de cTnl (< 1 ng/
ml; 1 a 5 ng/ml e > 5 ng/ml). Este estudo foi obtido
através do aparelho ADVIA Centaur® da Siemens.
Por fim, os dados recolhidos foram tratados numa
base de dados no software “Microsoft Office Excel
2010".

Resultados

No contexto do presente estudo, foram submetidas
a avaliagdo 44 pacientes. Deste modo a amostra
em estudo era constituido por 30 (68%) elementos
do sexo masculino e 14 (32%) elementos do sexo
feminino. Sendo assim, e analisando a distribuicdo
etaria consoante os géneros na amostra em estudo,
verificou-se que no caso do sexo masculino o EAM,
tém maior incidéncia na faixa etaria dos 65 a 75
anos, seguida da faixa etaria < 65 anos, enquanto
que no sexo feminino a maior incidéncia € na faixa



etaria > 75 anos, precedida da faixa etaria dos 65
a 75 anos. Relativamente ao doseamento da cTnl,
verificou-se que o sexo masculino apresentou valores
mais elevados em todos os intervalos de medigcdes na
admissao do Servico de Urgéncia, ndo se verificando
a mesma situagcdo relativamente aos doseamentos
efetuados na UCIC, que por sua vez se apresentaram
mais baixos. No sexo feminino verificaram-se valores
mais baixos de doseamento de cTnl na admissdo ao
Servico de Urgéncia, tendo-se verificado o inverso

nos doseamentos efetuados na UCIC.

Conclusao

As determinagdes de cTnl auxiliam no diagndstico
de enfarte agudo do miocardio e na estratificacdo de
risco em doentes com sindromes coronarias agudas
relativamente ao risco relativo de mortalidade ou
aumento da probabilidade de eventos isquémicos
que requerem procedimentos de revascularizacao de
emergéncia. Apos analise dos dados apresentados
chegou-se a conclusdo que o sexo feminino,
apresenta doseamentos mais baixos de cTnl, no
diagnéstico de EAM aquando da admissdo no
Servigo de Urgéncia. Ndo é possivel tirar conclusées
definitivas no presente estudo, devido a algumas
limitagdes e variaveis ndo controlaveis, entre elas o
numero reduzido da amostra em estudo, a chegada
do doente ao servico de urgéncia e o tempo de
colheita da amostra. Fica em aberto a etiologia desta,
sendo pertinente o desenvolvimento de projetos
de investigagdo em larga escala, usando estudos

prospetivos, se possivel randomizados e controlados.

Caracterizacdao do perfil hematoloégico
de uma populacao envelhecida
em funcdo da sua atividade fisica
e estado nutricional

ANABELA MOREIRA"2, RAFAEL LOURO",STEPHANIE
FErRreIRA"?, SANDRA MoOTA "2, MANUELA AMORIM'2

" Escola Superior de Tecnologia da Satde do Porto
2 Centro de Investigagdo em Salde e Ambiente —
ESTSP-IPP

Introducao

Nos paises desenvolvidos tem-se verificado um
acentuado envelhecimento populacional. O proces-
so de envelhecimento implica alteragdes ao nivel
da constituicdo corporal, sendo frequentes altera-
¢des no estado nutricional, na capacidade fisica e
motora, refletidas na maior incidéncia e progressdo
de patologias nesta populagdo. Assim, é importante
identificar fatores modificaveis que permitam me-
Ilhorar ou manter a qualidade de vida desta popu-
lacdo. O estado de salde do individuo pode ser
avaliado através de indicadores analiticos, incluindo

o hemograma.

Objetivos
Caracterizar o perfil hematolégico de uma populagdo
idosa em funcdo da sua atividade fisica e estado

nutricional.

Material e Métodos

A amostra foi constituida por 27 individuos com
idades compreendidas entre 59 e 82 anos. A
atividade fisica e a dieta dos participantes foi
determinada pela aplicagdo de questionarios. Para
cada individuo, a atividade fisica foi categorizada em
baixa, moderada e elevada. Os valores obtidos da
frequéncia alimentar foram classificados como abaixo
e acima da Dose Didria Recomendada (DDR). A cada
individuo foi realizado um hemograma. Os valores dos
parametros hematolégicos foram comparados entre
grupos através de andlise estatistica multivariada
(o0 = 0,05).



Resultados

Pela comparacdo dos valores do hemograma entre
os diferentes grupos de atividade fisica, observaram-
se diferencas estatisticamente significativas no
eritrograma, nomeadamente nos  parametros
reticulécitos e reticulécitos de baixa fluorescéncia.
Do mesmo modo, a analise de variagdo dos valores
de hemograma com o estado nutricional, evidenciou
alteragdes em diversos parametros face aos

intervalos de referéncia nas DDR.

Concluséao

Estudos longitudinais e com maior amostra sdo
necessarios para uma melhor compreensdo sobre
a influéncia do exercicio fisico e da alimentagdo
nos parametros hematoloégicos de uma populagdo
envelhecida. Esta informagdo pode ser importante ja
que uma melhoria dos valores hematologicos pode
levar a maior qualidade de vida desta populagdo,
com maior resisténcia ao cansago e a redugdo
da mortalidade em pacientes com outras co-
morbilidades, como insuficiéncias cardiaca e renal.

Perfil de anticorpos anti-Plasmodium
falciparum e citocinas pro-inflamatérias
em individuos com suspeita clinica
de malaria

VANESSA MARTINS, RosA TEODOSIO, MARCELO SousA SiLvA

Unidade de Ensino e Investigagdo Clinica Tropical, Global
Health and Tropical Medicine, Instituto de Higiene e

Medicina Tropical, Universidade Nova de Lisboa — Portugal

Introducao e Objetivos

Devido as migragdes populacionais entre Portugal e
os paises situados em regides endémicas, a malaria,
na sua forma importada, continua a aparecer de
forma esporadica. O parasita Plasmodium falciparum
pode ativar diversos mecanismos de resposta
imune no hospedeiro habitualmente referidos como
“imunidade inata” onde atuam fatores humorais,

como as proteinas do complemento (com especial

énfase da Cba), anticorpos pré-formados, ou
proteinas de fase aguda (como a Proteina C Reativa).
A doenca é em parte dependente de um balango
entre a prote¢do da imunidade e da imunopatologia.
O objetivo geral deste estudo prende-se na analise
do perfil de anticorpos anti-Plasmodium falciparum e
citocinas proé-inflamatérias em individuos com clinica
suspeita de malaria.

Material e Métodos

Foram utilizados 118 soros de pacientes adultos com
clinica suspeita de malaria potencialmente expostos a
P, falciparum. Como controlo negativo utilizaram-se 14
soros de individuos portugueses saudaveis que nunca
estiveram em regides endémicas de malaria. Através
de ensaios imunoenzimdticos (ELISA) distinguiu-
se a populagdo com e sem reatividade serolégica a
anticorpos anti-Pfalciparum, frente a um grupo controlo
(soros de pacientes saudaveis de Portugal, que nunca
estiveram em zonas endémicas para malaria). Através
do método ELISA procedeu-se a determinagdo dos
niveis de anticorpos totais anti-Plasmodium falciparum
IgG, IgM, 1gG1, IgG3 e IgG4 e & concentragdo sérica
das citocinas pro-inflamatérias C5a do sistema

complemento, proteina C reativa (CRP) e IFN-y.

Resultados

Pela caraterizagdo socio-demografica da populagdo
estudada observou-se uma mediana de idades de
30 anos, com um predominio do sexo masculino
(67,8%). As viagens feitas pelos pacientes foram
maioritariamente para o continente africano, com
maior énfase para Angola (50,0%). Das cento e
trinta e duas amostras estudadas, sessenta e cinco
foram classificadas como positivas para Plasmodium
spp. As principais manifestagdes clinicas foram de
febre, cefaleia e mialgias. Apenas quarenta amostras
foram classificadas como serologicamente reativas
para P, falciparum. Neste grupo de doentes observou-
se um aumento dos mediadores inflamatoérios,
nomeadamente C5a, CRP e IFN-y, bem como a
presenca de anticorpos do tipo IgG1, 1gG3, e IgM

anti-P,. falciparum.



Conclusées

Pretendeu-se com este estudo contribuir para
uma melhor compreensdo dos mecanismos
fisiopatolégicos da maléria importada. Conseguiu-
se estabelecer uma relagdo entre as citocinas pro-
inflamatérias estudadas (C5a, CRP e IFN-y) e os perfis

de anticorpos anti-F. falciparum nestes pacientes.

Alteracao do perfil lipidico em
pacientes com esquizofrenia

PauLA OLIVEIRA!, MARIA SousA™?, STEPHANIE FERREIRA™?,

ANABELA MOREIRA T2

" Escola Superior de Tecnologia da Satde do Porto —
Instituto Politécnico do Porto
2 Centro de Investigagéo em Saude e Ambiente (CISA),
ESTSP-IPP

Introducao

A esquizofrenia (SCZ) € uma patologia que envolve
uma série de disfun¢des fisioldgicas, cognitivas e
emocionais. A terapéutica farmacolégica evoluiu nas
Ultimas décadas, sendo prescritos atualmente a estes
pacientes antipsicéticos que tém permitido a sua
melhor integragdo na comunidade. No entanto, os
antipsicoéticos apresentam efeitos colaterais, como
alteragdes no metabolismo da glicose e dos lipidos
que, por sua vez, aumentam o risco de sindrome
metabodlica (SM) e de doencas cardiovasculares

nestes pacientes.

Objetivos

Esta revisdo bibliografica pretende sistematizar
informagdo  relevante  sobre os  distdrbios
metabolicos, especificamente a  dislipidemia,

presentes nos pacientes com SCZ, percebendo quais

0S mecanismos subjacentes e suas causas.

Material e Métodos

A pesquisa de informacdo foi efetuada nos motores
de busca PubMed e Web of Science. Selecionaram-
se estudos de meta-andlise e revisdo sistematica,

ensaios clinicos e estudos observacionais analiticos,
publicados desde 2004.

Resultados

Nos estudos selecionados, a prevaléncia da SM em
pacientes com SCZ variou entre 3,9% e 49,6%, com
predominio de resultados préximos de 40%. O estudo
com prevaléncia mais baixa comparou 51 pacientes
com SCZ sem tratamento com antipsicéticos e 51
controlos saudaveis. Num estudo transversal a 1452
pacientes com uma duragdo média da SCZ de 15,5
anos, a SM estava presente em 24,6% da amostra
(23,6% nos homens e 27,2% nas mulheres). Os
estudos globalmente apontam como justificagdo
para estes resultados entre os pacientes SCZ o estilo
de vida ndo saudavel, com dieta pobre em fibra e
rica em teor de gordura e menor pratica diaria de
exercicio fisico, em comparagdo com a populagdo em
geral. Adicionalmente, varios estudos apresentam
resultados que consistentemente relacionam o
desenvolvimento de dislipidemias com o tratamento
com antipsicéticos, independentemente do agente
antipsicoético utilizado, a duragdo do tratamento,
dose e terapia antipsicética multipla e adjuvante. A
clozapina e a olanzapina sdao os antipsicéticos com
piores efeitos na dislipidemia, mostrando maior
aumento dos triglicerideos e do colesterol LDL, e
diminui¢do do HDL.

Conclusbes

A literatura evidencia alteragdes metabdlicas
nos pacientes com SCZ com impacto no risco
cardiovascular. A sua dimenséo e relevancia apontam
paraanecessidade deestudos prospetivos controlados
que permitam aprofundar o conhecimento sobre os
mecanismos farmacolégicos subjacentes aos efeitos
metabdlicos dos antipsicéticos e compreensao dos
fatores intrinsecos a SCZ que poderdo ter expressao

em alteragdo metabdlica.




Desenvolvimento de métodos
serologicos para diagnostico
de giardiose usando uma proteina
recombinante 3-giardina
de Giardia lamblia

Pepro HENRIQUES', ANDRE ALMEIDA'2, MARIA LURDES
DeLGaDo’, ANTONIA ConcEIcA0? JosE MANUEL CosTA™?,
ANTONIO CASTRO'2

'Instituto Nacional de Satde Dr. Ricardo Jorge
2ICETA-CECA, Centro de Estudos em Ciéncia Animal

3Escola Superior Agrdria de Coimbra

Introducao

Giardia lamblia (sin. Giardia intestinalis; Giardia duo-
denalis) € um microrganismo eucariético unicelular
flagelado que vive como parasita gastrointestinal, in-
fectando um elevado nimero de vertebrados incluin-
do o homem e animais domeésticos. As giardinas sao
definidas como uma familia de proteinas estruturais
que podem variar entre 29-38 kDa e tém uma estru-
tura em hélice. As proteinas sdo encontradas nos ovos,
no disco ventral do trofozoito, tendo sido identificados

varios genes de giardinas, incluindo a [-giardina.

Material e métodos

Apds clonada a sequéncia completa do gene de
B-giardina de Giardia lamblia (850 pb, n° acesso
GenBank X85985), codificando uma proteina de 33
kDa, produziu-se e isolou-se a respectiva proteina
recombinante. Procedeu-se a avaliagdo da presenca
de anticorpos especificos em ovinos e bovinos por
Immunoblotting. Procedeu-se igualmente a avaliagdo
da presenca de anticorpos especificos anti-f-giardina
pelas técnicas de ELISA e DotBlot

Resultados e conclusées

O Immunoblotting mostrou a presenca de anticorpos
anti-B-giardina nos soros de ovinos e bovinos
de exploragdes nacionais. Foram testadas varias
condi¢cdes para implementar a técnica de ELISA
usando a [-giardina. Os resultados obtidos ndo
permitiram detectar anticorpos especificos. De

seguida desenvolveu-se a técnica de DotBlot obtendo-
se resultados concordantes com o Immunoblotting.
Esta técnica de DotBlot permite um diagnéstico
serolégico de facil execugdo e econdémico para a

giardiose.

Espondilite Anquilosante: Alteracoes
nos perfis lipidico e inflamatoério

NADIA VALERIO! MARIA MANUELA AMORIM"2, STEPHANIE
Lores FERREIRA"2, SANDRA MARLENE MoTA'2, TERESA
MoREIRA"2, ANABELA MOREIRA "2

"Escola Superior de Tecnologia da Satde do Porto

2 Centro de InvestigagGo em Satde e Ambiente — ESTSP-IPP

Introducao

A Espondilite Anquilosante (EA) é uma doenca
inflamatéria crénica que acomete principalmente as
articulagdes sacroiliacas, com consequente limitagdo
da mobilidade. Varios estudos observaram que os
doentes com EA apresentam alteracdes séricas do
perfil lipidico, nomeadamente um aumento dos niveis
de lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e uma
diminuicdo de lipoproteinas de alta densidade (HDL),
em relagdo a populagdo geral. Adicionalmente, como
a EA é uma doenca imunolégica associada a um
caracter inflamatério, os doentes com EA apresentam,
geralmente, um perfil inflamatério alterado. Os perfis
lipidico e inflamatério aterogénicos podem traduzir-
se num risco aumentado de doencas cardiovasculares
(DCV).

Objetivos

Sistematizar informagdo sobre a alteragdo dos perfis
lipidico e de inflamagdo em pacientes com Espondilite
Anquilosante, associados ao risco de DCV.

Material e Métodos

Realizou-se uma revisdo bibliogréfica, através da
pesquisa de artigos cientificos na PubMed e Web of
Knowledge pelos descritores Ankylosing Spondylitis,

Inflammation, Inflammation Mediators, Lipid Metabo-



lism, Cardiovascular Disease e Atherosclerosis. Foram
incluidos artigos com data de publicacdo posterior
a 2005.

Resultados

Os estudos selecionados apresentam resultados
divergentes quanto a prevaléncia de alteracbes
no perfil lipidico dos doentes com EA, contudo
evidenciam uma associagdo entre a dislipidemia e o
perfil pré-inflamatério. Relativamente aos marcadores
da inflamagdo, a maioria dos estudos aponta uma
elevacdo da Proteina Sérica Reativa (PCR), resultante
do estado inflamatério crénico da EA e fator de
risco independente para o desenvolvimento de
aterosclerose. O risco de DCV nos doentes com EA
€ 1,6 a 1,9 vezes superior ao da populagdo geral.

Concluséao

Embora ndo se possa concluir quanto a influéncia
do perfil lipidico, os doentes com EA apresentam
maior risco de DCV, possivelmente devido ao estado
pro-inflamatério crénico. Assim, torna-se necessario
a realizagdo de estudos longitudinais e controlados,
com maior amostragem, para a melhor compreensao

deste processo fisiopatolégico.

Métodos complementares de
diagnéstico laboratorial da Leucemia
Promielocitica Aguda

BarBosa A, SanTos C, Ouvera J, Lores M, AMoRIM ML,
Soares My, GoMes Mp

Centro Hospitalar Sdo JoGo, EPE

Introducao

A Leucemia Promielocitica Aguda, também denomi-
nada LAM-M3, apresenta caracteristicas morfolégi-
cas especificas — promielécitos hipergranulares em
percentagem anormal, bem como uma positividade
intensa pela coloragdo citoquimica Suddo Negro.
Geneticamente, esta patologia caracteriza-se pela

translocacdo entre o cromossoma 15 (banda g24) e

o cromossoma 17 (banda g21), resultando no gene
de fusdo PML-RARA. A Citogenética convencional, hi-
bridagdo por sondas de fluorescéncia “in situ” (FISH)
e reagdo em cadeia de polimerase (PCR), sdo téc-
nicas capazes de detectar a t(15,17) e respectivo
gene de fusdo. Cada uma delas, com vantagens e
desvantagens que se complementam, ndo s6 em ter-
mos de diagndstico, como na avaliacdo da resposta

terapéutica e monitorizagao da doenca.

Obijetivos

Descrever os varios métodos complementares
de diagnostico da LAM-M3 no Laboratério de
Hematologia Clinica.

Material e Métodos

Aspirado de medula éssea de doentes com suspeita
de LAM-M3. Citogenética Convencional: Realizacdo
de culturas de 24h, com e sem sincronizagdo por
metotrexato (MTX), utilizando RPMI 1640 (1x)
+ GlutaMax como meio de cultura. Coloragdo de
ldaminas por Leishman. Software do cariotipador
ASI®. FISH: Utilizagdo da sonda Vysis LS| PML/RARA
Dual Color, Dual Fusion Translocation Probe ABBOT-
Molecular, de acordo com as indicagdes do fabricante.
Ndcleos analisados ao microscépio de fluorescéncia
e registo das imagens no Programa Cytovision®.
Biologia Molecular: Extracgdo de RNA seguida de
Reverse Transcriptase-PCR, protocolo de acordo
com European Against Cancer, para os diferentes
transcritos de fusdo PML-RARA. Hematologia Clinica:
Coloragdo dos esfregagos de medula 6ssea por
Wright e Sudao Negro e observagao ao microscépio
optico.

Resultados

Citogenética Classica: Observa-se a t(15,17).
FISH: Observam-se os dois derivados da t(15,17)
assim como uma cépia normal do gene PML e uma
copia normal do gene RARA. Biologia Molecular:
Deteccdo de um dos transcritos de fusdo (BCRT,
BCR3 e BCR2 em menor nimero). Hematologia

Clinica: A medula éssea apresenta promieldcitos



hipergranulares anormais bem como corpos de Auer.
Os promielécitos sdo intensamente positivos quando

corados pelo Sudao Negro.

Conclusao

Na LAM-M3 o diagnéstico laboratorial rapido €
critico para a instituicdo da terapéutica adequada.
Assim, o Laboratério de Hematologia Clinica com
todas as suas areas & um poderoso aliado para o
diagndstico, seguimento e tratamento desta e de

outras patologias hematolégicas.

Malaria e Dadiva de Sangue:
Comparacéao de critérios clinicos e
serolégicos na selecdao de potenciais
dadores de sangue com estadias em
zona endémica

DANIELA PoRTUGAL-CALISTO, MARCELO SousaA SiLvA, ANA
FEeRrREIRA, RosAa TEoDOsIO

Unidade de Ensino e Investigagdo de Clinica Tropical,
Global Health and Tropical Medicine, Instituto de Higiene e

Medicina Tropical, Universidade Nova de Lisboa, Lisboa

Introducao

Estudos sobre a resposta imune humoral a malaria
mostraram anticorpos anti-Plasmodium spp. em
circulagcdo, em populagdo assintomatica, varios
anos apds saida de zona endémica. Um residente/
visitante em zona endémica de malaria podera dar
sangue 1-3 anos apds o regresso se assintomatico
(critério clinico) ou apds 4 meses se teste seroldgico
negativo (critério seroldgico) (DL 267/2007 de 24
de Julho).

Objectivos
Comparar taxas de aprovagdo de potenciais dadores

de sangue utilizando critérios clinicos ou serolégicos.

Materiais e Métodos
Participaram 377 individuos, idade 18-65 anos,

assintomaticos, com estadias prévias em zona

endémica de malaria, com ou sem histéria da doenca.
Estudou-se a reatividade serolégica anti-Plasmodium
spp. em amostras de plasma utilizando o teste
imunoenzimatico MALARIA EIA TEST KIT (BioRad®,
USA). Compararam-se taxas de aceitagdo/suspensdo
de potenciais dadores de sangue com a utilizagao de
cada tipo de critérios.

Resultados

Grupo de individuos que viveram em zona de maldria
durante os cinco primeiros anos de vida (n=65): 23,1%
(15/65) regressaram ha menos de 4 meses, ndo
sendo aprovados para a dadiva de sangue. Critério
serolégico: 75% (9/12) dos individuos regressados
de zona endémica entre 4 meses a 3 anos antes do
estudo apresentam resultado serolégico negativo
(13,8% (9/65) de aprovagdo neste grupo); critério
clinico: aprovados 58,5% (38/65) de individuos,
por terem permanecido 3 ou mais anos fora de zona
endémica. No entanto, 15,4% de individuos (10/65)
com estadia fora de zona endémica ha mais de 3 anos

apresentaram resultado serolégico positivo. Grupo
dos visitantes assintomdticos de zonas endémicas
(individuos com estadia em zona endémica inferior a 1
ano) (n=177): 25% (45/177) regressaram ha menos
de 4 meses, ndo sendo aprovados para a dadiva.
Critério serolégico: Todos os individuos regressados

de zona endémica entre 4 meses a 1 ano tiveram
(12,4%
(22/177) de aprovagao neste grupo); critério clinico:
aprovados 62,1% (110/177) de individuos, por

terem permanecido 1 ano fora de zona endémica.

resultado serolégico negativo (22/22)

Contudo, 0,6% (1/177) dos individuos com regresso
de zona endémica ha mais de 1 ano apresentaram
resultado serolégico positivo.

Conclusodes

Os resultados sugerem que o uso de critérios
seroldgicos, em detrimento dos critérios clinicos,
iria permitir a aprovagdo de maior nimero de
dadivas de sangue. Nao obstante, o critério clinico
usado isoladamente parece acarretar maior risco
de transmissdo do parasita, uma vez que a triagem

baseada apenas neste critério permitiria a dadiva a



individuos com resultado serolégico positivo, pondo
em causa, eventualmente, a seguranga transfusional.
Assim, a realizagdo de testes serolégicos mostra-se
imperativa em individuos com estadias prévias em
zonas endémicas de malaria. Sugerem-se novos
estudos para caracterizar melhor o tipo de anticorpos

detetados.

Avancos Tecnologicos em Hematologia
Laboratorial
Sysmex® XN9OOO™ Series

CArDOsO S, CLEMENTE S, FARIA C, GongALo A, SerrA C,
Menpes C

Servico de Hematologia Laboratorial, Instituto Portugués de
Oncologia do Porto FG, EPE

Aautomatizagéo na éarea da Hematologia
laboratorial tem permitido uma otimizagdo do
fluxo de trabalho, a rastreabilidade de cada amostra
desde a sua recegdo até ao seu armazenamento,
bem como uma diminuigdo no tempo de resposta
analitica (300 amostras/hora). A introdugdo deste
novo sistema modular da Sysmex® (XN9OOO™) tem
contribuido para um avanco tecnoldgico nesta area,
quer pela apresentagdo de novas metodologias, quer
pela determinagdo de parametros hematoldgicos
que permitem avaliar € monitorizar a hematopoiese.
Apresentam-se como caracteristicas inovadoras
deste sistema, a andlise reflexa automatica das
amostras, tendo por base os resultados obtidos,
assim como a diminui¢do do volume necessario para
0 processamento da amostra e a presenga de um
perfil de analise de liquidos biolégicos.

O Sysmex® XNOSOOO™ & constituido por cinco
canais de analise, que tém por base a metodologia
de citometria de fluxo, utilizando a marcagdo
por fluorescéncia dos &cidos nucleicos para a
diferenciagdo de leucécitos. O canal de precursores
de leucécitos (WNR) inclui uma contagem de
eritroblastos em todas as amostras de modo a

minimizar a sua interferéncia na contagem dos

leucédcitos. O canal do diferencial leucocitario
(WDF) efectua a contagem de basdfilos, otimiza a
diferenciagdo de linfécitos e mondcitos e permite a
identificagdo de granulécitos imaturos. O canal de
reticulécitos (RET) fornece parametros fundamentais
no estudo da eritropoiese e na monitorizagdo do
metabolismo do Ferro (conteddo da hemoglobina
nos reticulécitos - Ret-He e fragdo de reticulocitos
imaturos - IRF). O canal de plaquetas fluorescentes
(PLT-F) permite avaliar a trombopoiese e confirmar
0 nuimero de plaquetas perante contagens baixas
ou alteragdes no respectivo histograma, alteragdes
possivelmente desencadeadas pela agregagdo
plaquetaria, presenca de fragmentos leucocitarios e
eritrocitarios e microcitose. Por Ultimo, o canal dos
precursores dos leucédcitos (WPC) ¢é utilizado na
analise reflexa de amostras com suspeita da presenca
de blastos ou linfocitos atipicos, permitindo assim a
sua distingao.

Para além da metodologia de citometria de fluxo,
o Sysmex® XN9OOO™ utiliza a metodologia de
impedancia (corrente direta) na contagem de
eritrécitos e plaquetas e o mecanismo de reagdo
do método Hemoglobina-Sulfato Lauril de Sédio
(HGB-SLS) na determinagdo da concentragdo de
hemoglobina.

O perfil de liquidos biolégicos realiza as contagens
de leucocitos  (polimorfonucleares — PMN e
mononucleares - MNC) e eritrécitos. Apresenta
também, um histograma que permite detetar células
de elevada fluorescéncia, bem como diferenciar as

células mononucleares (linfécitos e mondcitos).

Estudo do tubo S-Monovette®
GlucoEXACT/3,1 mL

Leme, DANIELAT; RocHA, ANDREIAT; LoBO, EUGENIA'
'Servico Patologia Clinica, C. H. entre Douro e Vouga
Introducao

A glicose € um carbohidrato utilizado pelas células
como fonte de energia e intermediario metabolico. O



doseamento da glicose permite diagnosticar estados
de hiperglicemia ou de hipoglicemia causados por
anomalias de hormonas produzidas pelo pancreas. A
causa mais frequente de hiperglicemia é a Diabetes
Mellitus. A concentracdo da glicose no sangue da
populagdo de referéncia varia entre 70 a 100 mg/dl. A
glicélise diminui a glicose sérica em aproximadamente
5 a 7% numa hora (5 a 10 mg/dl) num tubo de
sangue total, ndo centrifugado e a temperatura
ambiente (TA). Em amostras centrifugadas, estéreis,
ndo hemolisadas, a concentragao da glicose mantém-
se estavel durante 8 horas a 25°C e 72 horas a
4°C. O tubo S-Monovette GlucoEXACT é adequado
para a determinacdo da concentragdo de glicose no
plasma pelo método da hexoquinase. A mistura de
citrato presente no tubo com a glicose, proporciona
a inibicdo imediata e duradoura da glicélise (DDG/
DGGQG).

Objetivo

Neste estudo pretende-se efetuar a validagdo do
tubo S-Monovette GlucoEXACT para a determinagdo
da glicose de modo a eliminar o erro da fase pré-
analitica. Para isso efetuou-se o estudo comparativo
da estabilidade da glicose nos tubos GlucoEXACT/3,1
ml versus tubos de bioquimica Serum Gel Z/7.5 ou
2.6 ml.

Material e Métodos

No periodo de uma semana de Dezembro de
2014 foram efetuadas colheitas de sangue venoso
simultdneas em tubo sem aditivo, com gel de
separagdo, e em tubo S-Monovette GlucoEXACT,
sendo doseadas 89 amostras em tempos diferentes.
As amostras foram doseadas por método 6tico no
ARCHITECT ¢8000, da Abbott®. Para recolha dos
dados utilizou-se o Appolo® (SIL) e para a descricdo
estatistica da nossa amostra o software Excel® e
SPSS versdo 19.0°.

Resultados
As 89 amostras sujeitas a doseamento seriado da

glicose eram de doentes da Consulta Externa, sendo

35 do sexo masculino e 54 do feminino, com idades
compreendidas entre os 7 € 87 anos. 44% tiveram
origem na Medicina Interna e suas subespecialidades,
19% na Ortopedia, 10% na Cirurgia Geral e o
restante de outras especialidades. Na Avaliagcdo do
tubo S-Monovette GlucoEXACT/3,1 ml: O valor da
estatistica do teste t-student foi de 27,6 para os dois
tubos no tempo Oh; 26,1 para o tempo 4h; 18,5
para o tempo 8h e 18,8 para o tempo 24h. Neste
exemplo, como o teste € unilateral, para um nivel
de confianga de 95%, o valor de t deve ser 1,990.
Assim para os tempos O, 4, 8 e 24 horas o p-value é
superior a 1,990 pelo que ndo se aceita a hipétese

nula.

Conclusédo

O tubo S-Monovette® GIucoEXACT esta em
conformidade com as diretrizes alemas, estabilizando
diretamente a concentragdo de glicose de uma
amostra de sangue até as 48 horas a TA. Com o nosso
estudo comparativo utilizando testes emparelhados e
o t-student verificamos existir diferencas significativas
entre as médias, que provam que no tubo S-Monovette®
GlucoEXACT a glicose mantém-se estavel no tempo

entre a colheita e a sua determinacao.

Laboratory Diagnosis
of Hodgkin Lymphoma

ADRIANA Sousa'? MARISA BARBEIRA'

"Escola Superior de Satde Dr. Lopes Dias, Instituto
Politécnico de Castelo Branco, Castelo Branco (Portugal)
2Centro de Investigagdo em Ciéncias da Saude,

Universidade da Beira Interior, Covilhd (Portugal)

Introduction

Hodgkin Lymphoma (HL) is a lymphoid neoplasm
derived, in most cases, from B-cells. It affects
predominantly the lymph nodes and lymphatic
systems. It is characterized by the presence of large
and characteristic multi and mononuclear leukemic
cells: Reed-Sternberg and Hodgkin cells.



Objective
Characterize the laboratory diagnosis of HL

Results and Conclusion

HL laboratory diagnosis depends essentially on
the histological analysis of the Ilymph nodes.
Immunohistochemistry, although recommended, is
not necessary to diagnosis. Also, initial laboratory
studies should include the complete blood count,
erythrocyte sedimentation rate, as well as biochemical

and serological markers’s study.

Laboratory Diagnosis of Acute
Lymphoblastic Leukemia

ADRIANA SousAa'2, MARISA BARBEIRA'

"Escola Superior de Satde Dr. Lopes Dias, Instituto
Politécnico de Castelo Branco, Castelo Branco (Portugal)
2Centro de Investigagéo em Ciéncias da Saude,

Universidade da Beira Interior, Covilhé (Portugal)

Introduction

Acute Lymphoblastic Leukemia (ALL) is the most
common malignancy in childhood. It is characterized
by the proliferation of immature lymphoid cells in the

bone marrow, peripheral blood and other organs.

Objective
Characterize the laboratory diagnosis of ALL

Results and Conclusion

We observed that initial ALL laboratory studies should
include the complete blood count and the blood smear.
Also, we concluded that ALL diagnosis depends
essentially on the bone marrow analysis, flow cytometry

immunophenotyping and cytogenetic analysis.

Laboratory Diagnosis of Chronic
Lymphocytic Leukemia

ADRIANA SousA™?, MARISA BARBEIRA'

'Escola Superior de Satde Dr. Lopes Dias, Instituto
Politécnico de Castelo Branco, Castelo Branco (Portugal)
2Centro de Investigagdo em Ciéncias da Saude,

Universidade da Beira Interior, Covilh@ (Portugal)

Introduction

Chronic Lymphocytic Leukemia (CLL) is the most
frequent lymphoid leukemia. It is a malignant
hematologic  disease  characterized by the
accumulation of small mature lymphocytes in the

peripheral blood, bone marrow and lymphoid tissues.

Objective
Characterize the laboratory diagnosis of CLL.

Results and Conclusion

CLL diagnosis relies essentially on the results
of the complete blood count and observation
of the blood smear, and it is confirmed by flow
cytometry immunophenotyping. These results are
complemented by cytogenetic analysis.
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