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Resumo

Este relatdrio de atividade profissional, tem como principal intuito descrever o percurso
profissional realizado por Carlos David da Fonseca Valverde enquanto Técnico Superior de
Diagndstico e Terapéutica, tendo por objeto de estudo métodos imunoenzimdticos na
detecdo de marcadores metabodlicos de malignidade. Neste sentido, pode referir-se que o
candidato tem desenvolvido a referida atividade em laboratdérios Hospitalares de Patologia
Clinica, ao longo de 10 anos, onde a valéncia de Bioquimica se encontra presente
diariamente, e a qual possui elevado significado em contexto laboratorial. Destaca-se ainda
que integrou também, uma multinacional (Siemens) enquanto Especialista de Aplicacdes de
equipamentos Laboratoriais na area da Quimica Clinica, durante a qual a sua componente
académica e cientifica exigiram um rigor e competéncias equivalentes ao grau a obter neste
Ciclo de Estudos da Universidade de Evora. Ao longo da sua experiéncia profissional, mais
concretamente enquanto representante das Tecnologias da Saude, no conselho Técnico da
Unidade de Saude onde desempenha funcbes atualmente, verifica diariamente que a
atualizacdo permanente de componentes Tecnoldgicas é crucial para o correto desempenho
das suas funcgoes.

A analise estatistica realizada em paises desenvolvidos revela que uma das principais
causas de morte da atualidade sdo patologias de foro Oncoldgico. Desta forma, esta
problematica merece toda a atenc¢ao por parte dos profissionais que de alguma forma lidam
com este assunto. Assim sendo, e devido ao grau de importancia do tema escolhido, irdo ser
apresentadas as técnicas imunoenzimaticas (EIA) realizadas em laboratério em contexto
profissional, com mais significado em contexto clinico neoplasico.

O Laboratério de Patologia Clinica revela-se algo de extrema relevancia, uma vez que,
os dados transmitidos aos clinicos sdao de relevante importancia. Através deles um melhor
tratamento no campo do diagndstico e da atuacdo terapéutica num paciente oncoldgico
poderd fazer sem duvida toda a diferenca. Assim, apresentar as tecnologias laboratoriais do
foro bioquimico, que permitam o estudo oncolégico é sem duvida pertinente nos dias que

decorrem.
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Immunoenzymatic methods in detection of metabolic markers of malignancy

Abstract

This Professional report describe the career of Carlos David Fonseca Valverde as
Senior Biomedical Tecnologyst. The subject of this study it’s based on the immunoenzymatic
methods for the detection of metabolic markers of malignancy. In this sense, it can be noted
that the candidate has developed such activity over ten years in Clinical Pathology
Laboratories, where the valence of Biochemistry is present daily, and has high significance in
laboratory context. He integrated as well, a multinational (Siemens) as Applicant Specialist,
working with laboratory clinical chemistry equipments, where his academic component and
scientific rigor demanded skills, were equivalent to the level to get through in this cycle of
studies, at the University of Evora. As Technologies Representative, in the Health Unit which
performs functions currently, the continuous updating of technical components is crucial for
the proper performance of their duties.

The statistical analysis carried out in developed countries reveals that oncologycal
pathologies, represent a common cause of mortality in the world. Therefore, this issue
deserves special attention of all the professionals that deal with this issue. Due to the
importance of the chosen topic, immunoenzymatic techniques (EIA) carried out in the
laboratory, will be presented and will be explored the meaningful tumor markers in clinical
context.

The laboratory is critical by transmitting data to physicians. Through them, a better
treatment in the field of diagnosis and therapeutic activity in cancer patients, makes all the
difference. Present laboratory technologies, allow the cancer study and it’s certainly relevant

in the days that arise.

Xi
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1. Introdugao

As patologias de foro oncoldgico representam atualmente as maiores causas de
mortalidade mundial. Assim sendo, esta problematica deve ser aprofundada em
permanéncia por parte dos profissionais de saude. Os resultados laboratoriais transmitidos
aos clinicos, sdo de enorme importancia pois permitem o diagndstico dessas patologias ou
tornam possiveis a monitorizagcdao dos tratamentos adequados a situagao clinica de cada
utente (Filella, 2010).

Este relatdrio subdividir-se-a do seguinte modo:

1. Breve revisdo de alguns conceitos tedricos no dominio da bioquimica e imunologia,
sem a qual o claro entendimento dos protocolos descritos, ndo seria possivel.

2. ldentificacdo e caraterizacdo de marcadores metabdlicos de malignidade, ditos
marcadores tumorais, determinados laboratorialmente, aprofundando os aspetos tedricos
dos mesmos.

3. Caraterizagao da automatizagdo das técnicas Imunoenzimdticas em contexto
profissional, tendo em conta a sua ampla disseminacdo em laboratério clinico nos dias de
hoje (Fitzpatrick, 2008).

No que respeita a exposicdo dos processos laboratoriais foram tidos em consideracao
os procedimentos analiticos efetuados, desde o momento da colheita do material biolégico
até a emissao de resultados analiticos, sendo relatados a posteriori os critérios processuais
adotados para garantir a sua qualidade (Westgard, 2010). Seguidamente sdo avaliadas com
sentido critico as técnicas desenvolvidas e apontada a sua importancia no desenvolvimento
profissional e académico do mestrando. Por fim, apresentar-se-a a descricdo detalhada do
Curriculum Vitae do candidato, para demonstrar as suas competéncias relativas na obtencao

do grau de Mestre em Bioquimica.
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2. Apresentagdao do Tema

2.1. Antigénios, Imunogénios e Anticorpos

Atualmente o termo imunogénio tende a designar qualquer substancia que, injetada
num organismo, seja capaz de induzir resposta imunitaria, seja ela do tipo humoral ou de
mediacdo celular. O termo antigénio aplica-se a qualquer molécula capaz de ser reconhecida
de forma especifica pelo sistema imunitario, isto é, pelas células T, pelas células B ou pelos
dois tipos de células. De acordo com estas convenc¢des, a mesma molécula pode ser
imunogénica e antigénica, apesar de algumas substancias, como os haptenos, capazes de se
combinarem com proteinas do organismo serem apenas antigénicas (Kricka, 2000). Os
imunogénios sao desta forma um subgrupo incluido no conjunto dos antigénios. Cada regidao
Unica da molécula do antigénio que reconhece um anticorpo particular denomina-se
epitopo, ou determinante antigénico (Hens, 2006).

Os anticorpos (Fig.1), conhecidos também como imunoglobulinas, sdo estruturas
proteicas muito heterogéneas produzidas pelos organismos superiores na resposta a um
estimulo molecular exdégeno. Quando expostos a presenca dos antigénios que |lhes deram
origem, como por exemplo, proteinas, glicidos entre outros, reconhecem-nos
especificamente, tanto in vivo como in vitro. Esta propriedade tornou-se fundamental para o
desenvolvimento de técnicas comuns de laboratério (Fitzpatrick, 2008). Do ponto de vista
estrutural as imunoglobulinas sdo proteinas constituidas por cadeias polipeptidicas unidas
entre si por ligacdes dissulfureto, bem como por outro tipo de interagdes mais fracas como

as de hidrogénio, hidréfobas ou de Van der Waal (Letonturier, 2004).

Zona de Ligacdo a Antigénios

Regido varidvel N
na cadeia pesada/ 3
/ 2 » ."1/" »
N\ NS 3 A
‘\ /;,
21 X

Regido constante na

Regido variavel na
»
cadeia leve

Ligagdo de
dissulfureto

|
t
|
)
|
Y
!
| cadeia leve
|
|
|
!
8

Cadeia pesada
LR

Regido variavel na cadeia pesada

Fig. 1 — Representacdo estrutural de um anticorpo (adaptado de Letonturier, 2004)
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A imunoglobulina G (IgG), uma glicoproteina com massa molecular 160 kD, é o
anticorpo mais utilizado na atualidade, composto por duas cadeias leves (A) e duas cadeias
pesadas (y) ligadas entre si por ligacdes dissulfureto criando um eixo de simetria (Fig. 1)
(Fitzpatrick, 2008).

A sequéncia varidvel de aminodacidos, na extremidade N-terminal de cada cadeia,
determina a especificidade antigénica daquele anticorpo em particular. Conhecem-se
anticorpos originarios de diferentes linhagens de linfécitos B, designados Policlonais que
reagem com varios epitopos de um antigénio; e anticorpos Monoclonais (Kricka 2000). Estes
ultimos, possuem especificidade definida e s3ao possiveis de se produzir em largas
qguantidades podendo ser obtidos por imortalizacdo de linfocitos B, clonados e expandidos
em culturas celulares continuas designadas Hibridomas (Sinogas, 2012).

Em 1975 Kohler e Milsten descobriram e empregaram pela primeira vez a tecnologia
dos hibridomas. Fizeram combinar o material genético de células normais produtoras de
anticorpos, com o de células de origem maligna da mesma linhagem. Hibridomas, sdo como
o nome indica, células hibridas imortalizadas em culturas de tecidos, produtoras de
anticorpos monoclonais com especificidade Unica e pré determinada pelo processo da sua
preparacao (Sinogas, 2012).

A primeira etapa para o desenvolvimento de um Imunoensaio implica a disponibilidade
de um anticorpo adequado. Muitos destes ensaios sé requerem anticorpos policlonais, mas
normalmente prefere-se os monoclonais.

A forca ou a energia de interacdo entre o anticorpo e o antigénio é descrita por dois
termos: a afinidade, grandeza termodinamica que define a energia de interacdo de um sé
local de combinacdo do anticorpo com o seu correspondente epitopo no antigénio, e a
avidez, a forga global de ligacdo do anticorpo ao antigénio que inclui a soma das afinidades
de ligacdo de todos os locais individuais de combinacdo no anticorpo (Letontrier, 2004).
Sendo este tipo de reac¢des a base do nosso objeto de estudo, falta referir que, recorre-se

em conjunto a rea¢des enzimaticas, para alcancgar os resultados laboratoriais desejados.
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2.2. Enzimas e Substratos

O processo de obtencdo de energia, assim como, o processo de sintese de
macromoléculas nos organismos, s6 é possivel devido a interacdo de catalisadores
bioquimicos — Os enzimas (Salve,1997).

Os enzimas sdo maioritariamente proteinas, (Usman, 1996) com peso molecular
elevado que pode oscilar entre 10 e 100 kD, compostas por carbono, hidrogénio, oxigénio,
azoto e enxofre como qualquer cadeia polipeptidica. A sequéncia especifica de residuos de
aminodcidos, ou estrutura primaria é determinada pelo cédigo genético (Fig. 2). Os residuos
de aminodacidos da cadeia linear unidos por ligacdes peptidicas, possibilitam a adocdo de
conformagBes essencialmente em hélice e folha pregueada [, comuns a estrutura
secundaria, ou ainda, arranjos tridimensionais carateristicos da estrutura tercidria,
fundamentais para a atividade bioldgica (Fig. 2). Assim, residuos de aminoacidos muito
distanciados na sequéncia primaria podem encontrar-se préximos, devido aos
enrolamentos, e formar deste modo regides indispensaveis a atividade catalitica como o
centro ativo onde o substrato é reconhecido pelo enzima. Por vezes, cada subunidade
polipeptica pode ligar-se a outros protdmeros com estrutura tercidria caracteristica,
originado dimeros, trimeros e oligdmeros, arranjos estruturais usualmente descritos por

estrutura quaterndria, essenciais a modula¢ao da atividade catalitica (Fig. 2) (Salve, 1997).

Estrutura Primaria

Estrutura Quaternaria

Estrutura

Secundaria Estrutura Terciaria

Alfz hélice

Cadeiz Polipeptidica

Fig. 2 - Niveis de organizagao estrutural das proteinas (adaptado de Padua, 2005)
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A atividade enzimatica, depende da organizagdo estrutural referida anteriormente, bem
como de fatores limitantes como a temperatura, pH e concentragao salina do meio (Moss,
2000). Como catalisadores bioldgicos, o seu papel principal é catalisar reacdes bioquimicas,
ampliando de forma consideravel (10° - 10%°x) a velocidade das rea¢des que ocorrem nos
seres vivos (Campos, 1999). Segundo Salve (1997) os enzimas sdo eficazes em pequenas
quantidades, ndo se consomem na reagao, sO afetam a velocidade com que se alcanga o
estado de equilibrio e possuem maior especificidade para o substrato do que os
catalisadores quimicos habituais.

O substrato (S), apds ser reconhecido pelo centro catalitico do enzima (E) forma
complexo (s) intermediario (s) enzima-substrato (ES) que originam posteriormente o (s)
produto (s) da reacdo (P) (Fig. 3). A energia de Gibbs necessdria para a formacdo dos
complexos intermediarios, referida como energia de ativacdo é substancialmente inferior a
despendida na formagao do complexo ativado de conversao de substrato em produto sem
mediacdo enzimatica, pelo que o enzima acelera a velocidade da reag¢do, minimizando essa
barreira energética ao proporcionar outro percurso a reagao. Essa propriedade tornou-se de

grande importancia para o desenvolvimento de técnicas laboratoriais (Coll, 1997).

Passo catalitico

E+S <——ES —— E+P

Ligacao do substrato

Fig. 3 — Formagdo do complexo enzima-substrato (adaptado de Moss, 2000)

A classificacdo dos enzimas, seguem as diretrizes da Comissdao de Enzimas da Unido
Internacional de Bioquimica (IUBMB). Denominam-se com as iniciais EC (Enzyme Comission)
e quatro digitos separados por pontos que representam de forma ordenada: a classe,

subclasse, subsubclasse e o nimero de série especifico na sua subsubclasse.

N2 da enzima

Enzyme dentro da
Commision Subclasse subsubclasse
Classe Subsuhclasse

Fig. 4 — Classificagdo de enzimas - Comissdo de enzimas da IUBMB (adaptado de McDonald, 2008)
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Todos os enzimas pertencem a uma de seis classes possiveis, como oxidorredutases (1),
que catalisam reagdes de oxidacao-reducao de eletrGes; transferases (2) envolvidas na
transferéncia de grupos quimicos, como amina ou fosfato; hidrdlases (3), implicadas na
rutura das ligagées C-O, C-N, C-C, bem como outras com adi¢dao de dagua; liases (4) que
hidrolisam ligacdes C-O, C-N e C-C por eliminacdo; isomerases (5) envolvidas em alteracées
geomeétricas ou estruturais dos substratos e ligases (6) que catalisam a unido de dois

substratos (Macdonald, 2008).

2.2.1. Caracteristicas dos enzimas como marcadores

S3do varios os enzimas que servem de marcadores em reacdes, assim como outras
Biomoléculas (Quadro 1). Existem vdrios fatores que fazem dos enzimas como escolha de
eleicdo para compostos marcados, uma vez que estas sao bioldgica e quimicamente a familia

de moléculas mais ativa (Walker, 1992).

Quadro 1 — Enzimas utilizados como marcadores para Acs. e outras biomoléculas (adaptado de Walker, 1992)

Adenosina desaminase Glucosidase

Fosfatase Alcalina Hexoquinase

o —amilase Peroxidase

Luciferina Bacteriana Invertase

B —amilase Lisozima

B — Galactosidase Malato desidrogenase
Urease Microperoxidase

B — Lactamase Glucose-6-Fosfato desidrogenase
Anidrase Carbdnica Fosfoglicomutase
Catalase Fosfolipase C
Luciferase Piruvato cinase
Glucose oxidase Ribonuclease A

Os enzimas que servem de marcadores para os ensaios imunoenzimaticos, sdo a
fosfatase alcalina, peroxidase de rabano, glicose-6-fosfato desidrogenase e B-galactosidase.
Contudo, os enzimas utilizadas como marcadores, devem possuir requisitos para assegurar o

sucesso da reacdo (Coll, 1997). Destacam-se a sua elevada atividade especifica, na forma
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conjugada e nao conjugada; disponibilidade enquanto soluvel e purificada, a baixo custo e
de qualidade reprodutivel; elevada estabilidade das formas conjugadas e ndo conjugadas nas
condicdes experimentais e de armazenamento; presenga de grupos reativos para a sua
ligacdo covalente; métodos de marcagao simples e suaves; reconhecerem substratos ndo
toxicos, estaveis e de baixo custo que se convertam em cromoéforos ou fluoréforos estaveis
(Coll, 1997).

Nas técnicas desempenhadas profissionalmente, o enzima de eleicdo utilizado é a
fosfatase alcalina. Este enzima tem um pH étimo de 5,5 - 8,0 e é isolado de uma variedade
de microrganismos e tecidos. Os seus conjugados, sdo muito estaveis mas os seus custos um
pouco dispendiosos. Para evitar-se potenciais interferéncias em amostras bioldgicas, uma
correta lavagem das fases soélidas (descritas adiante) é indispensavel para o sucesso dos
resultados (Walker, 1992). As propriedades dos enzimas e das moléculas a serem marcadas,
podem ser consideradas como vantagens ou limitagdes. Embora esteja muito difundido o
uso de enzimas para marcar anticorpos, requerem-se consideracdes de alguns aspetos da
propria estrutura do anticorpo, para o sucesso do ensaio (Hens, 2010). Assim sendo, sdo
varios os fatores importantes para a avaliacdo do desempenho e fiabilidade das técnicas,
entre os quais: escolha do marcador mais adequado, anticorpos, reacdo entre os dois, e o

método de detecdo do ensaio.
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2.3. Marcadores tumorais

Recebem o nome de marcadores tumorais as substancias que se encontram no sangue,
precedentes de uma célula neopldsica. Como serd de esperar, esta ultima sintetiza
compostos diferentes de uma célula normal, e dai o interesse do estudo destes mesmos
compostos (Martinez, 2000). O que define uma célula tumoral é a perda de controlo no seu
processo de crescimento e divisdao, levando estes processos a crescimentos descoordenados
e andarquicos, com o seu consequente crescimento no organismo. D3a-se deste modo, o
crescimento de uma massa tumoral, que invade os tecidos circundantes que poderd romper
membranas das suas estruturas. Se tal acontecer, prolifera e coloniza novos lugares, sendo
este processo denominado de metastizagdo (Salve, 2000). De uma forma sintética, poderd
dizer-se que uma célula tumoral apresenta alteracdes na sua membrana (proteinas
transmembranares, recetores, etc..), nucleo (oncogenes), e ciclo celular (divisdo rapida)
(Martinez, 2000).

E vasta a gama de marcadores tumorais conhecidos, podendo ser consequéncias
metabdlicas de uma carga tumoral; de anormalidades do sistema enddcrino; marcadores
enzimaticos especificos; antigénios tumorais ou alteracdes nos acidos nucleicos (genes). Os
marcadores sdo pois, uma carateristica que é medida e avaliada objetivamente e que nos
oferece informacdo de interesse clinico sobre o estado da doenca (Ballesta, 1993). A
proteina de Bence Jones foi o primeiro marcador de tumor identificado (1846), seguida de
hormonas, enzimas, isoenzimas e proteinas (Chan, 1997). No presente, procede-se também
a analise cromossédmica dos tumores. Sabe-se que a aplicagdo geral dos marcadores de
tumores para monitorizar as neoplasias, ndo comecou até a descoberta, em 1963, da a-feto
proteina (AFP) e do antigénio carcinoembriondrio (CEA), em 1965. Com o progresso da
genética molecular, tornou-se mais facil a detecdo de alteragdes cromossdmicas ou
produtos, incluindo o estudo de oncogenes e genes supressores, que levaram a rapida
compreensdao e ao uso de marcadores a nivel molecular (Chan, 1997). Assim sendo, sdo
varias as caracteristicas a ter em conta quando se define um marcador tumoral (Filella,
2010). Inicialmente foi proposta uma tipificacdo que se baseava na origem destes
biomarcadores que se subdividia em dois grandes grupos (Quadro 2), segundo a sua origem

fosse o préprio tumor, ou produzido como resposta a presenca do tumor.
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Quadro 2 - Classificagdo de marcadores tumorais em relagdo a sua origem (adaptado de Filella, 2010)

Origem Tipo Marcador
Antigénios o-Feto proteina(AFP), Antigénio
oncofetais Carcino-Embriondrio (CEA)
Antigénios B-HCG, Fosfatase alcalina placentaria
oncoplacentarios (PLAP), Glicoproteina especifica da
gravidez beta-1
Mucinas Antigénios de carcinoma 15-3, 19-9,
72-4
Produzifio por células  ~antigénios tissulares  Antigénios de carcinoma 125,
tumorais Tiroglobulina
Hormonas Tiroglobulina, Calcitonina, Hormona
adrenocorticotroéfica(ACTH), Hormona
Antidiurética (ADH)
Enzimas Enolase Neuro-Especifica(NSE),
Fosfatase acida prostatica(FAP),
Metaloproteinases, Lactato
desidrogenase, Fosfohexose
Isomerase
Oncoproteinas Her-2-neu (Fator de crescimento epidermal
Recetor-tipo 2)
Proteinas especificas Imunoglobulinas
Citoqueratinas Antigénio polipéptidico tecidular e
especifico (TPA, TPS)
Produzido em resposta Resposta do Citocinas, B-2-microglobulina,
a presenga do tumor hospedeiro Proteinas de fase aguda

Segundo Salve (1997), um composto para ser considerado como marcador tumoral,
deve ser produzido por uma célula neoplasica. Se se tratar de uma célula de origem
embrionaria que por algum motivo permaneceu “adormecida” no organismo de um adulto e
num momento passou a estado ativo, estamos perante um marcador especifico, ja que
nesse individuo ndo deve produzir-se a sintese de compostos puramente fetais. Temos como
exemplo a gonadotropina coridnica (hCG) nos homens ou em mulheres ndo gravidas, e a a-
fetoproteina (AFP) em pessoas sem alteracGes hepaticas.

A maior parte dos compostos sdo produzidos em organismos sdos, contudo o seu
aumento significativo, indica uma proliferacdo celular e a presenca de um tecido que perdeu
a sua estrutura correspondente (Arderiu, 1998). Neste caso, o valor de referéncia
estabelecido pelo laboratério clinico, deve ser estudado com rigor, devido a menor

especificidade do marcador. De entre vdarias carateristicas, sabe-se que o marcador tumoral,
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deve ser facilmente detetdvel no sangue, isto é, ser mensuravel em laboratério clinico, e
deve aparecer rapidamente em concentra¢des adequadas, as quais devem permitir perceber
uma possivel existéncia de um tumor nao visivel por outros meios (sensibilidade), e serem o
reflexo do tamanho da massa tumoral (Filella, 2003). Devera ser especifico ao elevar-se
apenas por causa da doenca que se estuda e ndo por outras causas, e 0os seus niveis de
detecdo devem ser substancialmente diferentes em individuos sdaos e em doencgas benignas
ou malignas. Por outras palavras, o valor diagndstico de um marcador tumoral, vem definido
pela sua sensibilidade (probabilidade de classificar corretamente um individuo com
neoplasia), e especificidade (probabilidade de classificar corretamente um individuo na
auséncia da patologia) (Dominguez, 1993).

Resumidamente, em teoria um marcador tumoral ideal, deveria ser especifico para um
determinado tipo de tumor e sensivel o bastante para detetar volumes tumorais antes da
disseminacdo neopldsica. Deveria também, ter uma utilizacdo de triagem e diagndstico
precoce. Além de ser detetado apenas na presenca de neoplasia, deveria indicar o volume
do tumor, a taxa de crescimento e reposta ao tratamento e progressao da doenca (Filella,

2010).

2.3.1 Marcadores tumorais realizados em contexto profissional

2.3.1.1-TPSA

Designado por antigénio especifico da préstata, € um dos poucos marcadores de
malignidade organosespecificos que pode ser usado para diagnosticar o cancro. E lider em
homens com mais idade e estima-se que 2,6 milhdes de novos casos sdo diagnosticados
todos os anos (Bray, 2002). Quando detetado cedo (confinado ao érgao), é potencialmente
curdvel por prostatectomia radical. Foi descoberto por Hara em 1971, mas em 1979, Wange
colaboradores purificaram uma proteina do tecido prostatico e deram-lhe a designacao
habitual. E encontrado em tecidos prostaticos normais, benignos, hiperpldsicos e malignos,
mas ndao em outros tecidos humanos. Sabe-se que é uma glicoproteina de uma sé cadeia
com 7 % de glicidios e é uma protease com serina da familia calicreina (Chan, 2000). No
sangue, encontra-se sobre duas formas: como componente importante formando complexo
com um inibidor de proteinase (al-antiquimotripsina — Mr de 80.000 a 90.000 daltons), e

como componente secundario livre (Mr de 30.000 daltons).

11
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Devido ao elevado tempo de semi-vida no soro (2 a 3 dias), pode ser necessdrio duas a
trés semanas para o que PSA soro retorne ao valor normal apds alguns procedimentos, tais

como bidpsias ou toque rectal (Filella, 2011).
2.3.1.2-FPSA

O PSA Livre (FPSA) é uma das formas imunorreativas do PSA. A sua percentagem no
soro é descrita como significativamente mais elevada nos pacientes com hipertrofia benigna
da préstata (HBP) do que nos pacientes com uma neoplasia da mesma (Filella, 2011).

O célculo da percentagem de PSA livre, é determinado dividindo a concentragdo de PSA
livre pela de PSA total, e o objeto da sua execucdo a nivel laboratorial é medir a sua

concentragdo para posterior célculo da sua percentagem.
2.3.1.3 - CA15-3

Este marcador encontra-se frequentemente aumentado nos casos de cancro da mama,
bem como em outros cancros, mas também em algumas patologias ndo cancerosas. A
concentracdo de CA15-3 pode diminuir apds tratamento e aumentar em caso de recaida,
doenca residual ou metdstases (Filella, 2013). O teste laboratorial deste marcador, é
utilizado no seguimento do tratamento dos pacientes com tumores malignos diagnosticados
e no progndstico da evolugdo da patologia. Uma diminuicdo da concentracdo do antigénio
pode ser a indicacdo de uma boa resposta ao tratamento e, portanto, de um bom
progndstico. Um aumento constante da concentracdo é frequente como reflexo de uma
evolucdo tumoral ou de uma ma resposta ao tratamento (Chan, 2000). O CA 15-3 é detetado
pelo anticorpo monoclonal murino (Mab, de murine antidoby) DF3 produzido contra um
extrato, enriquecido em membranas, de um cancro de mama humano metastatico para o
figado. Este anticorpo reconhece um epitopo dentro de uma sequéncia repetida de 20

aminodcidos do cerne peptidico (Chan, 2000).
2.3.1.4 - CEA(s)

O antigénio Carcino-embrionario é uma glicoproteina com o peso molecular de
aproximadamente 200.000 daltons, que contém 45 a 55 % de glicidos. E uma Unica cadeia
peptidica, constituida por 641 residuos de aminodcidos, com lisina na posicao N-terminal.

Este antigénio foi descrito pela primeira vez por Gold e Freedman em 1965.

12
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E produzido pelas células durante a vida embrionaria e fetal, e a sua produgdo é
interrompida com o nascimento, isto é, pode detetar-se apenas uma taxa sérica muito
reduzida em individuos sem qualquer patologia (Chan, 2000).

Segundo Chan (2000), o nivel de CEA esta elevado em vdrios tipos de neoplasias, tais
como: colorretais (70 %), pulmonar (45 %), gastrico (50 %), mamario (40 %), pancreatico (55
%), ovarico (25 %) e uterino (40 %). A taxa sérica de CEA diminui em situagGes oncoldgicas
apos o tratamento, e aumenta em caso de recaida, doenca residual e metastases. Os testes
efetuados em laboratério servem como testes complementares no progndstico e no
seguimento dos doentes com tumores malignos diagnosticados (Sturgeon, 2008). Este
antigénio, permite apreciar a eficacia terapéutica; apreciar taxas pds operatérias que podem
testemunhar o sucesso ou nao de intervengao cirurgica, assim como diagnosticar recidivas

para possivel decisdo de nova intervencao.
2.3.1.5-CA 199

Este antigénio glicidico € um glicolipido, e € um marcador para carcinoma, tanto
colorretal quanto pancredtico. A expressdo do antigénio CA 19-9 requer o produto do gene
Lewis, a 1,4-fucosiltransferase (Filella, 2013). Os pacientes que s3o genotipicamente Le??
(cerca de 5 %) ndo expressam CA 19-9. O anticorpo monoclonal contra CA 19-9 foi
desenvolvido a partir de uma linhagem celular de carcinoma de célon humano, a SW-1116,
por Koprowski e colaboradores. Os valores obtidos em laboratério podem diminuir, depois
de um tratamento e aumentar no caso de uma recaida, doenca residual e metastases. O CA
19-9 utiliza-se como teste complementar no progndstico e no seguimento do tratamento
dos pacientes com tumores malignos diagnosticados. Uma diminuicdo do valor deste
marcador pode ser a indicacdo de uma boa resposta ao tratamento e, portanto, de um bom
progndstico (Filella, 2010). Um aumento constante de CA 19-9 é muitas vezes o reflexo de

uma evolugdo tumoral e de uma ma resposta ao tratamento.
2.3.1.6 - CA 125

O CA 125 é um marcador para carcinoma do ovario e endométrico. E uma glicoproteina
de alto elevado peso molecular (> 200 kD) reconhecida pelo anticorpo monoclonal OC125.
Este anticorpo foi desenvolvido por Blast e associados, usando uma linhagem celular (OVCA
433) de um paciente com cistadenocarcinoma papilar seroso do ovario (Chan, 2000). O CA

125 também se pode elevar em carcinomas ndo ovdricos, tais como carcinomas
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gastrointestinais, de mama, de pulmdo e em outras patologias como diabetes, cirrose e
também na gravidez (Filella, 2010). Este marcador pode ser util na avaliagao da condi¢do da
doenca em pacientes com endomiteriose avancada, mas ndo é (til na triagem de neoplasia
do ovario em populagdes assintomaticas. Ndo pode ser usado para diferenciar o cancro do

ovario de outras malignidades.
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2.4. Automatizacdao em Laboratorio - Ensaios Imunoquimicos

Presentemente um Laboratdrio Clinico, com o desenvolvimento da tecnologia, tornou-
se num espaco onde se desenvolvem técnicas baseadas na automagdo. Este termo é
definido pela Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC, do inglés,
International Union of Pure and Applied Chemistry), como “a substituicdo do esforco de
manipulagdo humana, facilitando a execu¢dao de um dado processo através de recursos
mecanicos e instrumentais regulados pela retroinformacao, de tal forma que o equipamento
seja automonitorizavel ou auto-ajustavel”.

Associado a automatizacdo, esta envolvida uma dindmica de trabalho, sequencial de

varias fases individuais, nomeadamente: Pré-analitica, Analitica e Pds-analitica (Quadro 3).

Quadro 3 - Fases Analiticas (adaptado de Westgard, 2000)

e Colheita, Transporte e Processamento de
FasePré- Amostras

Analitica )

e Ensaio, Validacdo e Controlo

Analitica )

Fase

* Registo, Transmissdo e Interpretagdo de
S resultados

Analitica y

Toda esta dindmica, é de grande responsabilidade uma vez que a falha de qualquer
passo atras descrito podera afetar os resultados analiticos obtidos.

Os imunoensaios automatizdveis sdo muito utilizados atualmente em laboratério
clinico. A sua ampla aceitacdo deve-se & sua capacidade de estabelecer métodos de
determinagcdo muito sensiveis e seletivos, assim como a sua versatilidade e campo de
aplicacdo para determinados anticorpos e antigénios (Hens, 2010). Este tipo de ensaios,
pode dividir-se em dois grupos: os que utilizam reagentes ndo marcados (diretos), ou os que
utilizam reagentes com marcador (Quadro 4). Nos ensaios diretos, ocorre uma mudanca de
uma propriedade fisico-quimica do meio, depois de uma reacdo do analito com o
imunorreativo. O segundo grupo, bastante mais amplo, utiliza um marcador que sinaliza a
reacdo imunoquimica. Este ultimo, é um antigénio ou um anticorpo (segundo o tipo de
imunoensaio), unido a uma substdncia marcadora, denominada “label”’(L) em inglés, que

exibe uma propriedade como radioatividade, fluorescéncia ou atividade enzimatica entre
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outras, cuja medida se relaciona com a concentracdo do analito (Hens, 2010). Consoante a
natureza do marcador o ensaio recebe nomes distintos tais como: radioimunoensaio (RIA),
enzimoimunoensaio (EIA), fluorimunoensaio (FIA), imunoensaio quimioluminescente (LIA),

etc. (Fig. 5).

Quadro 4 - Classificagdo das Técnicas Imunoquimicas (adaptado de Hens, 2010)

Reagentes
n 5 0 :i;i?::;;; de particulas

marcados

*Radioimunoensaio (Radioisotopos)

Reagentes eEnzimaticos (Enzimas)

eFluorescentes (Fluoraforos)

m a rca d Os eQuimioliminescentes (Compostos quimioluminescentes)

eCombinados

Devido a sua versatilidade, e campo de aplicacdo muito superiores aos métodos diretos,

explorar-se-a os ensaios com marcador (Fig. 5).

Radioimunoensaio (RIA) Ensaios
Enzimoimunoensaio (EIA) pr;:r?:niz:izlgftos Imunometricos
. . : t
Fluoroimunoensaio (EIA) Natureza do Antigénio Anticorpo
Imunoensaio marcador T

Quimioluminescente (LIA)

Reagente marcado

Outros

Imunoensaios
com marcador

Procedimento NuUmero de fases

N\ N

Homogéneo Heterogéneo
Competitivo Ndo Competitivo (1 Fase) (2 Fases)

Fig. 5 — Classificagdo de Imunoensaios com marcador (adaptado de Hens, 2010)
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Os dois principais tipos de protocolos de reacdo usados, sdo chamados de competitivos
(ensaios com reagentes limitados) e ndo competitivos (ensaios com excesso de reagente, em
dois locais, ou em sandwich). Relativamente ao niumero de fases implicadas no processo
encontramos ensaios homogéneos e heterogéneos (Hens, 2010). Consideram-se como
homogéneos os processos que ndao necessitam de uma separagao entre o anticorpo e o
antigénio ligado e o livre marcado. Neste tipo de teste, a atividade do marcador ligado ao
antigénio é modulada diretamente pela ligacdo do anticorpo, e a intensidade de modulagao

é proporcional a concentragao do antigénio ou anticorpo a ser medido (Fig. 6).

L
o oL <
O oL ° g o
O-L
O Antigénio O-L Antigénio marcado —< Anticorpo

Fig. 6 — Esquema de Imunoensaios homogénio (adaptado de Hens, 2010)

Jd os considerados heterogéneos, tém maior versatilidade pois mediante formatos
competitivos ou ndao competitivos (Sandwich), podem determinar-se haptenos, antigénios
macromoleculares e anticorpos (Hens, 2010). Em qualquer tipo de ensaio heterogéneo
(Quadro 5) requer-se a imobilizacdo de algum componente em suporte solido para

conseguir-se a separac¢ao das fracdes conjugada e livre do marcador.

Quadro 5 — Tipos de ensaios heterogéneos e sua aplicabilidade (adaptado de Hens, 2010)

. s Determinagao de antigénios
Direto com captura de antigénio

(haptenos)
COMPETITIVOS Indireto com captura de anticorpo
Direto com captura de antigénio Determinacdo de antigénios
Indireto com captura de antigénio (macromoléculas)

(SANDWICH)

Determinacdo de anticorpos
Anticorpo imobilizado
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Os ensaios homogéneos sao mais simples, rapidos e faceis de serem automatizaveis que
os heterogéneos, jd que a determinagdo realiza-se na presenga da matriz da amostra,
podendo-se utilizar analisadores de bioquimica convencionais. Pelo contrdrio os ensaios
heterogéneos sao mais complexos, ja que requerem pelo menos uma etapa de separagdo e

uma instrumentac¢do mais complexa (Hens, 2010).

2.4.1 Enzimoimunoensaio (EIA)

O termo Enzimoimunoensaio (EIA), abarca todos os tipos de Imunoensaios em que se
mede a atividade de um enzima para a determinagao de um analito que pode ser um
antigénio ou um anticorpo. Surgiram nos anos 70 utilizando enzimas para obter marcadores,
como alternativa aos isétopos radioativos utilizados em RIA (Hens, 2006). Esta modalidade
de imunoensaio esta muito bem estabelecida e desenvolvida em laboratério clinico.

As técnicas EIA dividem-se em dois grupos. O das técnicas EMIT e o grupo das técnicas
ELISA. Enquanto nas técnicas EMIT a reacdo ocorre num meio liquido homogéneo e a
separac¢do entre reagentes ligado e ndo ligados ndo é satisfeita, nas técnicas ELISA, parte das
reacdes ocorrem em meio sélido que também serve para separar os imunocomplexos dos
reagentes nao ligados (Morris, 1986). O método ELISA, é amplamente utilizado em
laboratério e é um método Enzimoimunoldgico heterogéneo onde a formagdao do complexo
ndo afeta a atividade catalitica do conjugado. Assim sendo, para poder quantificar o
complexo formado é necessario separar do meio de reagdo o conjugado ndo unido (Hens,
2006). Embora sejam vdrios os métodos que o ELISA pode apresentar, explorar-se-a o
método ELISA ndo competitivo direto com captura de antigénio, uma vez que é o utilizado

como referéncia em contexto profissional para dete¢cdo de marcadores tumorais.

2.4.1.1 ELISA n3ao competitivo

Este tipo de técnica, utiliza um dos componentes da reacao absorvido
inespecificamente a superficie de uma fase sélida. Esta fixacdo facilita a separacdo de
reagentes marcados ligados e livres. O mais comum neste método, é adicionar uma aliquota
de amostra ou do calibrador (contendo o antigénio a ser medido), a um anticorpo fixo a uma
fase sodlida, deixando-se que se ligue. Apds a lavagem, um anticorpo marcado com enzima
(diferente do anticorpo ligado) é adicionado, e forma ao ligar-se a outro determinante
antigénico diferente, um “complexo em sandwich” de fase sdélida- Ac-Ag-Ac-enzima (Kricka,

2000). Numa penultima fase do processo, o excesso (ndo ligado) de anticorpo marcado, é
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eliminado por lavagem, sendo seguidamente adicionado um substrato para o enzima. Desta
forma o enzima catalisa a transformag¢do do substrato em produto (s), cuja quantidade é
proporcional a quantidade de antigénio na amostra (Fig. 7).

Esta técnica é portanto, aplicidvel somente antigénios que tenham mais do que um

determinante antigénico (Coll, 1997).

<S>

Antigénio ’Anticorpo Substrato enzimatico

,Conjugado anti-IgG-enzima q .
@ Antigénio marcado Produto enzimatico

Fig. 7 - ELISA em Sandwich direto com captura de Ag (adaptado de Hans, 2006)

Segundo Scott (1990), este método tem sido posto em causa devido a possiveis
interferéncias de outros componentes da amostra e variabilidade devida as condi¢cdes do
teste. Outro problema possivel é a especificidade e seletividade do ELISA (Amado, 1999). No
entanto, fatores como a sensibilidade do método ou a enorme quantidade de amostras que
se podem manipular num dia, fazem desta técnica, uma técnica de referéncia em
laboratérios.

Em contexto profissional, para a determinagdao do método apresentado, é utilizado o

equipamento VIDAS, da casa comercial Biomérieux (Fig. 8).

Fig. 8 - Equipamento VIDAS — Biomerieux (www.biomerieux-diagnostics.com)
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E um sistema multiparamétrico, com cinco sec¢des diferentes, tendo cada uma seis
posicdes de teste, o que permite que diversos parametros sejam efetuados em simultaneo.
Os seus reagentes estdo pré-calibrados e as suas curvas de calibracdao sao fornecidas sob
forma de um cédigo de barras para cada lote. Desta forma, sé é necessario efetuar cada
calibracdo e controlo de qualidade (QC), usando um calibrador e material de QC, incluido na
embalagem do reagente. E um sistema automatico, baseado na técnica ELFA — Ensaio de
fluorescéncia ligado a enzima, uma técnica ELISA com sonda fluorescente. Esta metodologia
é uma técnica ELISA em sandwich de elevada sensibilidade e especificidade para a detecdo
de antigénios, com leitura final de fluorescéncia proporcional a quantidade de antigénio
presente na amostra.

Em 1979, Yolken e Stopa demonstraram que a sensibilidade da técnica ELISA poderia ser
significativamente aumentada ao utilizar-se um substrato fluorogénico, em vez de um
cromogénico, quantificando a fluorescéncia resultante num fluorémetro. O substrato
vulgarmente utilizado é o 4-metilumbeliferil fosfato, o qual é cindido pela fosfatase alcalina
em 4-metil-umbeliferona, uma substancia fluorescente conhecida (Yolken,1982).

A execucdo técnica neste equipamento, obriga a fixacdo dos anticorpos no interior de
uma fase sélida de reacdo, num cone SPR que atua também como pipeta (Fig. 9). Em cada
fase da reacdo estes cones também aspiram e dispensam os reagentes. Este conceito
original previne qualquer contaminagao entre reagentes ou amostras. A auséncia de tubos,
seringas e agulhas reduz a manutencdao do sistema ao minimo. Os reagentes necessarios a
reacdo, estdo dispostos num cartuxo identificado por cddigo de barras que é
automaticamente reconhecido pelo equipamento (Fig. 9). Este cartuxo é composto por dez
pocos cobertos com uma folha de aluminio selada. No seu primeiro poco coloca-se a
amostra, e o ultimo é uma que permite a leitura por fluorimetria. Uma vez depositada a
amostra no poco destinado a esse efeito, o equipamento comeca a sua andlise, realizando as

reacOes, lavagens e incubag¢des necessdrias até a leitura e emissao de resultados.
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Fig. 9 - Cone (SPR) e Cartuxo do sistema (www.biomerieux-diagnostics.com)

Resumidamente, o equipamento realiza a técnica ELFA automaticamente, e a reacao
processa-se de igual modo para os marcadores tumorais efetuados (Fig. 10):

Os antigénios presentes na amostra, fixam-se aos anticorpos situados na parede interna
do cone; Os elementos livres (ndo fixados) sdao eliminados nas diferentes fases de lavagem;
Os anticorpos marcados com fosfatase alcalina (contidos num dos pocos do cartucho) sdo
aspirados dentro do cone e fixam-se sobre o antigénio ja unido aos anticorpos presentes no
cone; Novas etapas de lavagem eliminam o conjugado nao fixado; Um substrato, o 4-metil-
umbeliferil fosfato, é introduzido no cone; O enzima que se encontra fixado nas paredes do
cone, catalisa a transformacdo do substrato numa molécula fluorescente, a 4-metil-
umbeliferona; A intensidade da fluorescéncia é medida através do sistema otico do

equipamento aum Aex de 370 nm, e um Aem de 450 nm.

Captura de Antigénio Ensaio Sandwich Detecdo

Anticorpo conjuzado
com AR

Exempio do protocolo |
Sanadwich

Barrete
de
reagdo

(¥

Ag a ser testado

Tampde dc

lavagem Conjuzado

Substrato

Ac FIxo

O anticorpo captura o alvo Um segundo anticorpo A intensidade da fluorescéncia
conjugado com uma enzima,, € interpretada pelo sistema
fixa-se ao antigénio capturado

Fig. 10 - Esquema resumo da técnica ELFA (www.biomerieux-diagnostics.com)
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2.4.1.2 Procedimentos
2.4.1.2.1- TPSA

A amostra é aspirada e dispensada varias vezes no interior do cone SPR. Esta operacdo
permite ao anticorpo monoclonal de rato anti-PSA fixado no cone capturar os determinantes
antigénicos reativos presentes na amostra. Os componentes nao fixados sdo eliminados por
lavagem. O anticorpo monoclonal de rato anti-PSA conjugado com fosfatase alcalina é entao
incubado no cone onde se fixa com os determinantes antigénicos reativos. As etapas de
lavagem eliminam em seguida o conjugado ndo fixado. Durante a etapa de revelacdo, o
substrato 4-metil-umbeliferil fosfato é aspirado e dispensado pelo cone; o enzima do
conjugado catalisa a reacdo de hidrélise deste substrato num produto, a 4-metil-
umbeliferona, cuja fluorescéncia é proporcional a concentracdo do TPSA presente na
amostra (Quadro 6).

Terminado o teste, os resultados sao calculados automaticamente pelo aparelho por

interpolacdo em curva de calibracdo previamente preparada e impressos os resultados.

Quadro 6 - Descrigdo da TPSA (www.biomerieux-diagnostics.com)

Poco de amostra

Pocos vazios

Conjugado: Imunoglobulinas monoclonais de rato anti-PSA conjugados com
fosfatase alcalina + azida sédica 0,9 g/I (400 pl)

Tamp3o de lavagem : Tris (0,05 mol/I),pH 7,4) + Tween (0,05%)+ NaCl (0,4
mol/l) + azida sédica 0,9 g/l (600 pl)

Diluente : Tris (0,1 mol/l)+ NaCl (0,1 mol/l)+ soro de vitela (5%) + azida
sddica 0,9 g/l (400 pl)

Célula de leitura com o substrato 4-metil-umbeliferil fosfato (0,6 mmol/I)
+dietanolamina (0,62 mol/Il ,pH 9,2) + azida sédica 1 g/I (300 pl)

2.4.1.2.2 - FPSA

A amostra é aspirada e dispensada varias vezes no interior do cone SPR. Esta operacdo
permite ao anticorpo monoclonal de rato anti-PSA especifico para PSA livre, fixado no cone
capturar os determinantes antigénicos reativos presentes na amostra. Os componentes nao

fixados sdo eliminados por lavagem. O anticorpo monoclonal de rato anti-PSA especifico
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para PSA livre conjugado com fosfatase alcalina é entdo incubado no cone onde se fixa com
os determinantes antigénicos reativos. As etapas de lavagem eliminam em seguida o
conjugado ndo fixado (Quadro 7).

Durante a etapa de revelagao, o substrato 4-metil-umebeliferil fosfato é aspirado e
dispensado pelo cone; o enzima do conjugado catalisa a reacdo de hidrélise deste substrato
num produto, a 4-metil-umbeliferona, cuja fluorescéncia é proporcional a concentragao do
TPSA presente na amostra. Terminado o teste, os resultados sdo calculados
automaticamente pelo aparelho por interpolacdio em curva de calibracdo previamente

preparada e impressos os resultados.

Quadro 7 - Descri¢do da FPSA (www.biomerieux-diagnostics.com)

Poco de amostra

Pocos vazios

Conjugado: Imunoglobulinas monoclonais de rato anti-PSA conjugadas com
fosfatase alcalina + Tris (0,05 mol/l),pH 7,4) + NaCl (0,4 mol/l) + Tween
(0,05%)+ azida sodica 1,0g/1 (600 pl)

Tampdo de lavagem : Tris (0,05 mol/l),pH 7,4) + NaCl (0,4 mol/l) + Tween
(0,05%)+ azida sodica 0,9 g/l (600 pl)

Diluente : Tris (0,1 mol/I)+ NaCl (0,1 mol/l) + soro de novilho (5%) + azida
sédica 0,9g/1 (400 pl)

Célula de leitura com o substrato 4-metilumbeliferilfosfato (0,6 mmol/l)
+dietanolamina (0,62 mol/Il ,pH 9,2) + azida sédica 1 g/I (300 pl)

2.4.1.2.3 - CA15-3

A amostra é aspirada e dispensada varias vezes no interior do cone SPR. Esta operagao
permite ao anticorpo 115D8 fixado no cone, capturar os determinantes antigénicos reativos
presentes na amostra. Os componentes nao fixados sdao eliminados por lavagem. O
anticorpo DF3 conjugado com fosfatase alcalina é entdo incubado no cone onde se fixa com
os determinantes antigénicos DF3 reativos. As etapas de lavagem eliminam em seguida o
conjugado ndo fixado. Durante a etapa de revelacdo, o substrato 4-metil-umebeliferil fosfato

é aspirado e dispensado pelo cone; o enzima do conjugado catalisa a reacdo de hidrdlise
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deste substrato no produto 4-metil-umbeliferona, cuja fluorescéncia é proporcional a
concentragdo do CA 15-3 presente na amostra (Quadro 8).
Terminado o teste, os resultados sdo calculados automaticamente pelo aparelho por

interpolagao em curva de calibragdao previamente preparada e impressos os resultados.

Quadro 8 - Descri¢do da CA 15-3 ( www.biomerieux-diagnostics.com)

Poco de amostra

Pocgos vazios

Conjugado: Anticorpo DF-3 conjugado com fosfatase alcalina + azida sddica
0,9g/1 (400 pl)

Tampdo de lavagem : Tris (0,1 mol/l),pH 7,4) + NaCl (0,1 mol/l) + Tween
(0,05%)+ azida sddica 0,9 g/I (600 pl)

Diluente : Tris (0,1 mol/I)+ NaCl (0,1 mol/l) + soro de novilho (5%) + azida
sddica 0,9g/1 (400 pl)

Tampdo de lavagem : Tris (0,1 mol/l),pH 7,4) + NaCl (0,1 mol/l) + Tween
(0,05%)+ azida sodica 0,9 g/I (600 pl)

Célula de leitura com substrato : 4-metil-umbeliferil fosfato (0,6 mmol/l)
+dietanolamina (0,62 mol/I ,pH 9,2) + azida sédica 1 g/I (300 pl)

2.4.1.2.4 - CEA(S)

O cone SPR é coberto por imunoglobulinas de rato anti-CEA no qual a amostra
previamente diluida (automaticamente) ird incubar.

Uma primeira etapa de lavagem permite eliminar os componentes n3do fixados da
amostra, e numa segunda etapa de incubagdo com anticorpos de cabra anti-CEA conjugados
com fosfatase alcalina irdo fixar-se ao cone (Quadro 9).

Segue-se outra etapa de lavagem que elimina o conjugado nao fixado, e é incubado o
substrato 4-metil-umbeliferil-fosfato que o enzima presente hidrolisa no produto 4-metil-
umbeliferona.

Terminado o teste, os resultados sdo calculados automaticamente pelo aparelho em

relacdo a uma curva de calibragdo memorizada e impressos os resultados.
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Quadro 9 - Descri¢do da CEA(S) (www.biomerieux-diagnostics.com)

Poco de amostra

Pocgos vazios

Conjugado: Imunoglobolinas policlonais de cabra anti-CAE marcadas com
fosfatase alcalina + azida sddica 1 g/l (400 pl)

Tamp3o de lavagem : Fosfato de sddio (0,01 mol/l),pH 7,4) + azida sddica 0,9
g/1 (600 ul)

Diluente : Tris (0,1 mol/l)+ soro de vitela (5%) + azida sédica 1,0 g/I (400 pl)
Tamp3ao de lavagem : dietanolamina (1,1 mol/I ,pH 9,8) + azida sddica 1,0 g/I
(600 i)

Cuvete de leitura com substrato : 4-metil-umbeliferil fosfato (0,6 mmol/l)
+dietanolamina (0,62 mol/I ,pH 9,2) + azida sédica 1 g/I (300 pl)

2.4.1.2.5-CA19.9

A amostra é aspirada e dispensada varias vezes no interior do cone SPR. Esta operacdo
permite ao anticorpo 1116-NS-19-9 fixado no cone capturar os determinantes antigénicos
reativos presentes na amostra.

Os componentes ndo fixados sdo eliminados por lavagem. O anticorpo 1116-NS-19-9
conjugado com fosfatase alcalina é entdo incubado no cone onde se fixa com os
determinantes antigénicos 1116-NS-19-9 reativos. As etapas de lavagem eliminam em
seguida o conjugado ndo fixado (Quadro 10). Durante a etapa de revelacdo, o substrato 4-
metil-umebeliferil fosfato é aspirado e dispensado pelo cone; o enzima do conjugado
catalisa a reacdo de hidrélise deste substrato num produto 4-metil-umbeliferona cuja
fluorescéncia é proporcional a concentragao do CA 19-9 presente na amostra.

Terminado o teste, os resultados sdo calculados automaticamente pelo aparelho por

interpolacao de curva de calibragdo, previamente preparada e impressos os resultados.
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Quadro 10 - Descrigdo da CA 19-9 (www.biomerieux-diagnostics.com)

Poco de amostra

Pocos vazios

Conjugado: Anticorpo 1116-NS-19-9 (rato) conjugado com fosfatase alcalina +
azida sddica 0,9 g/I (400 pl)

Tamp3ao de lavagem : Tris (0,05 mol/l),pH 7,4) + azida sddica 0,9 g/I (600 pl)

Diluente : Fosfato de Potassio (0,05 mol/l)+ soro de cavalo (5%) + azida sddica
0,9 g/! (400 pl)

Tamp3ao de lavagem : Tris (0,05 mol/l ,pH 7,4) + azida sddica 0,9 g/I (600 ul)

Cuvete de leitura com substrato : 4-metil-umbeliferil fosfato (0,6 mmol/I)
+dietanolamina (0,62 mol/I ,pH 9,2) + azida sédica 1 g/I (300 pl)

24.1.2.6 -CA 125

A amostra é aspirada e dispensada varias vezes no interior do cone SPR. Esta operac¢do
permite ao anticorpo M11 fixado no cone capturar os determinantes antigénicos reativos
presentes na amostra.

Os componentes ndo fixados sdo eliminados por lavagem. O anticorpo OC 125
conjugado com fosfatase alcalina é entdo incubado no cone onde se fixa com os
determinantes antigénicos OC125 reativos. As etapas de lavagem eliminam em seguida o
conjugado ndo fixado (Quadro 11). Durante a etapa de revelagdo, o substrato 4-metil-
umebeliferil fosfato aspirado e dispensado pelo cone; o enzima do conjugado catalisa a
reacao de hidrélise deste substrato no produto 4-metil-umbeliferona cuja fluorescéncia é
proporcional a concentragdo do CA 125 presente na amostra.

Terminado o teste, os resultados sdo calculados automaticamente pelo aparelho por

interpolacao em curva de calibragdo previamente preparada e impressos os resultados.
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Quadro 11 - Descrigdo da CA 125 (www.biomerieux-diagnostics.com)

Poco de amostra

Pocgos vazios

Conjugado: Anticorpo OC 125 conjugado com fosfatase alcalina + azida sddica
0,9 g/I (400 pl)

Tampado de lavagem : Tris (0,01 mol/I),pH 7,4) + Tween (0,05%)+ NaCl (0,4
mol/l) + azida sddica 0,9 g/l (600 ul)

Diluente : Fosfato de Potassio (0,045 mol/I)+ soro de novilho (10%) + azida
sddica 0,9 g/l (400 pl)

Tamp3ao de lavagem : Dietanolamina (1,0 mol/l ,pH 9,8) + azida sddica 1,0 g/I
(600 ul)

Cuvete de leitura com substrato : 4-metil-umbeliferil fosfato (0,6 mmol/l)
+dietanolamina (0,62 mol/I ,pH 9,2) + azida sédica 1 g/I (300 pl)

Um outro conceito que utiliza o mesmo principio laboratorial, é a tecnologia MEIA
presente no sistema automdtico AxSym da casa comercial Abbott. Difere do equipamento
apresentado anteriormente, pelo facto da fase sdélida ser uma particula de latex em

substituicao do cone SPR (Fig. 11).

o
&
%
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> L Anticorpos o
Antigénio & imobilizados em <>~Substrato enzimatico

,"@Con'u ado Ac-enzima ! microparticulas .
Jug P Produto enzimatico

Fig. 11 - Esquema do Sistema MEIA (adaptado de Hans, 2006)
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2.5. Controlo da Qualidade

Atendendo as politicas de qualidade nas organizacdes de saude, garantir o rigor dos
resultados que o Laboratdrio Clinico transmite, torna-se primordial no quotidiano dos
profissionais envolvidos. Embora as pressdes publicas e privadas para a contenc¢do de custos
acompanhem mais do que nunca o trabalho laboratorial, uma atitude de garantia de
qualidade deve estar sempre presente.

O desempenho dos métodos analiticos pode ser monitorizado pela analise de amostras,
cujas concentracdes sejam conhecidas (Amostras de QC), e a compara¢do dos valores
observados com os conhecidos. As quantidades conhecidas sdo geralmente representadas
por uma faixa de valores aceitaveis, ou limites superior e inferior para o controlo da
qualidade (limites de controlo). Assim sendo, quando os valores observados caem dentro
dos limites de controlo, o analista pode assegurar-se que o método analitico esta a funcionar
corretamente (Westgard, 2010). Geralmente existem materiais de nivel de controlo, normal
e patolégico, aos quais se associam um processo de interpretacdo estatistica de resultados
que devem ser avaliados com rigor (precisdo e exatiddo). E vasta a bibliografia sobre este
assunto, que é encontrada nos livros de Westgard e Barry, mas que nao serd discutida neste
relatério por ndo ser o objeto de estudo do mesmo. Define-se como Controlo da Qualidade
Interno, o conjunto de procedimentos que na pratica permitem avaliar a qualidade dos
resultados das analises executadas. Quando o analista deteta erros, deve avaliar os mesmos
e implementar solugbes antes de prosseguir com o seu trabalho. O material que atualmente
se usa para esse efeito, deve ter preferencialmente a mesma matriz que as amostras de
teste de interesse; por exemplo, uma matriz de proteina pode ser melhor, quando o soro for
o produto a analisar (Biorad, 2000). O material, deve ter boa estabilidade e de facil uso
(preparacdo e conservacao). A maioria dos laboratérios, utilizam materiais de controlo que
se encontram geralmente numa matriz liquida, para evitar erros de reconstituicdo, ou
liofilizados, reconstituindo-se adicionando agua ou uma solucao diluente especifica.

Através de controlo Interno, detetam-se erros fortuitos ou erros sistematicos, que vao
evidenciando ao longo do tempo a tendéncia de um desvio de resultados. Na primeira
situacdo, normalmente o uso de um novo controlo (nova aliquota ou novo lote) elimina o
erro, mas no segundo caso, o erro tem outro significado, pois significa em regra deterioracao

de regentes, controlos, ou algum problema inerente ao equipamento. Uma nova calibracdo

28



Métodos imunoenzimaticos na detecdo de marcadores metabdlicos de malignidade
Carlos David da Fonseca Valverde

podera resolver o assunto, mas se o caso persistir (mesmo com novo reagente), uma
deslocagdo técnica da casa comercial do equipamento em questao, poderd ser necessaria.

Uma outra forma de avaliar-se a qualidade dos resultados laboratoriais, consiste na
pratica do Controlo de Qualidade externo. Tal como o nome indica, os resultados sdo
analisados por uma entidade externa, a qual fornece uma amostra “cega”. Esta avaliacdo
externa da qualidade permite avaliar a exatiddao das técnicas, e identificar erros sistematicos
ou tendéncias (Westgard, 2000). No ambito desta pratica, existem varios programas
desenvolvidos por varias entidades. Entre as quais: INSA — Instituto Dr. Ricardo Jorge
(Portugal); RIQAS — Randox (Irlanda), CAP — College of American Patologists e UKNEQAS —
National External Quality Assessment Scheme (Reino Unido).

De acordo com os resultados obtidos, estas entidades avaliam-nos e consoante o

resultado podera ser necessdrio tomar-se medidas corretivas ou preventivas.
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2.6. Discussdao/Conclusdo

Os métodos imunoenzimdticos embora um pouco dispendiosos, estdo amplamente
difundidos em laboratdrios clinicos e desempenham com grande eficacia a sua fungdo, pois
permitem a medicdo de concentracdo tanto de moléculas pequenas como de grande
dimensdao molecular como haptenos, antigénios e anticorpos. Geralmente as reacdes
antigénio-anticorpo ocorrem segundo a lei de agao de massas, de forma que quanto maior é
a concentracao dos componentes, maior é a formacdo do complexo e vice-versa. Segundo
Coll (1998), quando as concentra¢des dos componentes ja sdo muito elevadas, da-se um
aumento adicional dessa mesma concentracdo e provoca uma menor formacdo de
complexo. A este fendmeno denomina-se efeito de prozona e observa-se especialmente nos
imunoensaios enzimaticos heterogéneos que utilizam uma fase sélida. Para evitar este
efeito, deve diluir-se a amostra para assegurar a linearidade do método.

Embora a automatizacdo dos EIA, tragam sem duvida uma libertacdo da parte do
analista no seu dia-a-dia, poderdo levar a um esquecimento por parte do operador dos
fundamentos tedricos, pelo que situagdes como a descrita anteriormente, podem tornar-se
um problema. Outros fatores a ter em consideracdo na utilizacdo destas técnicas, estdo
relacionados diretamente com a amostra utilizada, tais como: amostras hiperlipémicas,
hemolisadas, ou ictéricas; presenca de anticorpos heterdfilos; presenca de fatores
reumatdides; competicdo entre anticorpos; e reacao de antigénios endégenos (Coll, 1998).
Os métodos imunoenzimaticos, sdo sem duvida uma mais-valia para a monitorizacdo de
marcadores metabdlicos de malignidade, mas, a maioria dos marcadores ndao preenche as
caracteristicas de sensibilidade e especificidade de forma a permitir diagndsticos precoces
de neoplasias. Alguns marcadores porém, possuem sensibilidade e especificidade suficientes
para que os possamos utilizar no acompanhamento da evolu¢ao da doenga, no paciente
previamente diagnosticado e submetido a algum tipo de tratamento, possibilitando o
diagndstico precoce da recorréncia (Chan, 2000).

Os avancos da automatizacdo, fazem prever o desenvolvimento de novos métodos
imunoquimicos aplicados ao laboratdrio clinico, que melhorem em rapidez, custo e
versatilidade face aos existentes atualmente (Hens, 2006). Por exemplo, a determinacdo de
multiplos marcadores tumorais num Unico ensaio, como alternativa ao uso de um ensaio

para cada marcador. Tal facto, permitiria reduzir a duragdo, os volumes de amostra e
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reagente assim como o custo da andlise (Wu, 2007). Estando os métodos estudados
amplamente disseminados, avangos nos conhecimentos de biologia molecular tém
proporcionado um melhor entendimento dos mecanismos fundamentais que regulam a
proliferacdo e a diferenciagcdo celulares, bem como o desenvolvimento de metastases
tumorais. (Chan, 2000) Assim sendo, e embora haja um campo vasto neste dominio a
explorar, podera num futuro préximo, alterar-se as praticas comuns laboratoriais na detecao

de marcadores metabdlicos de malignidade.
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3. Curriculum Vitae
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3.1. Introducgao

“Pde quanto és no minimo que fazes ...”

Ricardo Reis

Através deste Curriculum Vitae, procuro mostrar o meu percurso enquanto Técnico
Superior de Diagnéstico e Terapéutica na drea Laboratorial, partilhando o meu percurso de

académico e profissional.
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3.2. Dados Bibliograficos

Nome: Carlos David da Fonseca Valverde
Data de nascimento: 18 /11/1981
Naturalidade: Africa do Sul
Filiagdao: Carlos Alberto Valverde
Cecilia Maria Simdes Fonseca Valverde
C.C: 11892698
Estado Civil: Solteiro
Residéncia: Rua do Pogo S/N, 2565-288 Freiria, Torres Vedras
Telefone: 911514135
Cédula Profissional: C-023811013
Situagao militar: Resolvida
Atividade Profissional Atual:

Técnico Superior de Diagndstico e Terapéutica - Analises Clinicas e Saude Publica
Local de Trabalho :

Unidade de Saude da Ilha das Flores — Servico de Patologia Clinica

Rua do Hospital — 9970 — Santa Cruz das Flores

Acores
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3.3. Percurso Académico

2000 — Concluiu o 1292 ano de Escolaridade, Curso Cientifico Natural na Escola
Secundaria Ferreira Dias — Cacém, com a média de 14 valores (Anexo 1).

2003 — Concluiu o Bacharelato em Analises Clinicas e Saude Publica na Escola Superior
de Saude Egas Moniz, com a média de 15 valores (Anexo 2).

2005 — Conclui o grau de Licenciado na Escola Superior de Tecnologia da Saude de
Lisboa com a média de 15 valores (Anexo 3).

2009 - Conclui a pds graduagdo em Supervisdo da Escola Superior de Saude, do
Instituto Politécnico de Leiria com a média de 16 valores (Anexo 4).

2009 — Conclui o lll curso pods graduado de Microscopia Hematoldgica da Escola
Superior de Tecnologia da Saude de Lisboa com a média de 18 valores (Anexo 5).

2013 — A frequentar o Curso de Mestrado em Bioquimica pela Universidade de Evora
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3.4. Formagao Profissional de Base
2000 — Ingressou no Curso de Analises Clinicas e Saude Publica, da Carreira de Técnicos
Superiores de Diagndstico e Terapéutica, na Escola Superior de Saude Egas Moniz.
Constituicdo do curso:
12 ano — Unidades Curriculares de ambito comum 3as Ciéncias da Saude e unidades
curriculares especificas de Analises Clinicas (aulas tedricas e praticas)
22 ano — Unidades Curriculares especificas da carreira (aulas tedricas e praticas)
32 ano — Estagio Laboratorial nas seguintes instituicdes
- Hospital Amadora-Sintra — Seccao de Bioquimica
Seccao de Microbiologia
Secgdo de Imunologia
Laboratério de Urgéncia
Moddulo de Colheitas de Produtos Bioldgicos
- Hospital Pulido Valente — Estdgio voluntario de 1 més

Conclui o Bacharelato de Analises Clinicas e Saude Publica com a média de 15 valores

2004/2005 - 42ano — Unidades curriculares de caracter cientifico

Obteve o grau de Licenciado com a média de 15 valores
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3.5. Formagao Profissional Complementar

3.5.1. A¢Oes de Formacgao
3.5.1.1. Curso de ambito profissional com avaliagao
2009
- Concluiu com aproveitamento o curso de Pds-Graduagao em Supervisao promovido pela

Escola Superior de Saude do Instituto Politécnico de Leiria com a avaliagao de 16 valores.

- Conclui com aproveitamento o Il curso de Atualizacdo de Microscopia Hematoldgica
promovido pela Escola Superior de Tecnologia da Saude de Lisboa, com a avaliagdao de 18

valores.

3.5.1.2. Curso de ambito profissional sem avaliagao

2009
- Curso de Alimentagao Saudavel e Diabetes (8 horas), promovido pela Abott Laboratérios, a

16 de Junho em Lisboa (Anexo 10)

2008
- Curso de Genética (8 horas), no Congresso de Andlises Clinicas e Saude Publica na Figueira

da Foz a 15 de Margo (Anexo 9).

2007
- Curso de Formacao ALERT EDIS, de 3 horas no Centro Hospitalar de Torres Vedras (Anexo

7)

- Curso de Formagdo ALERT EDIS, Perfil monitor do programa com 3 horas no Centro

Hospitalar de Torres Vedras (Anexo 8)

2006
- Curso de Hematologia (8 horas), no Congresso de Analises Clinicas e Saude Publica na

Figueira da Foz a 24 de Marc¢o. (Anexo 6)
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3.5.1.3. Curso de ambito geral com avaliagao

2009
- Concluiu com classificagdo 5 (Numa escala de 0 a 5) o Curso de Formagao Pedagdgica de
Formadores (promovido pela Gera¢do de Futuro — Centro de Formacdo), com um total de

120 horas, passando a ser Formador do Instituto de Formagdo Profissional (Anexo 11 e 12).

3.5.1.4. Outras Formagdes em Servico

2003 a 2010
- Formacgao na 6tica do utilizador para o equipamento Dimension RXL - Bioquimica (Anexo

13).

- Formacgdo na 6tica do utilizador para o equipamento Coulter LH750 - Hematologia

- Formacao na ética do utilizador para o equipamento Coulter GS - Hematologia

- Formacgdo na dtica do utilizador para o equipamento HEMOCULTURAS - Microbiologia

- Formacao na ética do utilizador para o equipamento Arquitect — Imunologia

- Formacgdo na 6tica do utilizador para o equipamento CENTAUR — Imunologia (Anexo 14)

- Formacdo no Centro Hospitalar de Torres Vedras sobre D’Dimeros que decorreu a 19 de

Margo de 2009 (Anexo 15)

- Formacgdo no Centro Hospitalar de Torres Vedras sobre Incéndios que decorreu a 10 de

Marco de 2009

2011/2012
- Unidade Curricular de Inglés para profissionais de Saude na Escola Superior de Saude da

Cruz Vermelha Portuguesa, com 19 valores

- Curso de Sistemas de Imunoensaio, a 9 de Janeiro de 2012 na Siemens HealthCare (Anexo

16)
- Curso : Microbiology , a 14 de janeiro de 2012 na Siemens Healthcare (Anexo 17)

- Curso : Blood Gases Subscription Series Clinical Significance, a 17 de Janeiro de 2012 na

Siemens HealthCare (Anexo 18)
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- Curso : Autoanalisador Hematolégico ADVIA 2120i, 2012 (Anexo 19)

- Curso de Diemension Integrated Chemistry System, a 27 de Janeiro de 2012 na Siemens

HealthCare (Anexo 20)

- Curso de Controlo de Qualidade em sistemas de Hematologia, a 25 de janeiro de 2012 na

Siemens HealthCare (Anexo 21)
- Curso de Hemostase, a 23 de Mar¢o de 2012 na Siemens Healthcare (Anexo 22)

- Curso de Stratus CS for Service Support Calibration and Methodology - Bioquimica, a 17 de
Maio de 2012 na Siemens HealthCare (Anexo 23)

- Webinar “Lean : Bring Efficiency to your Lab”, a 27 de Setembro de 2012 na Siemens

HealthCare (Anexo 24).
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3.6. Jornadas, Congressos e outros eventos
2000

- 25 e 26 de Novembro, participou no Congresso Técnico de Andlises Clinicas e Saude Publica
— HUC (Anexo 25)

2001

- 10 e 11 de Margo de 2001, participou nas VIl Jornadas de Atualizacdo de Andlises Clinicas e
Saude Publica do Centro Hospitalar de Coimbra, realizado na Figueira da Foz (Anexo 26)

2005

- 16 a 20 de Maio, participou no Il Congresso das Ciéncias e Tecnologias Laboratoriais e
Intervengdo comunitaria, da ESTESL (Anexo 27)

2006

- 24 e 26 de Margo, participou no Congresso de Andlises Clinicas e Saude Publica em Lisboa
da APTAC (Anexo 28)

2008

- 15 e 16 de Margo , participou no Congresso de Andlises Clinicas e Saude Publica no Porto
da APTAC (Anexo 29)

- 25 e 26 de Abril, participou no 22 Congresso Cientifico da Associacdao Nacional de
Laboratérios Clinicos em Vilamoura (Anexo 30)

- 14 e 15 de Novembro, participou no VI Congresso de Analises Clinicas e Salde Publica da
Sociedade de Bioanalistas Clinicos em Lisboa (Anexo 31)

2009

- 20 e 22 de Margo , participou no Congresso de Andlises Clinicas e Saude Publica no Porto
da APTAC (Anexo 32)
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3.7. Carreira Profissional
2003

- Colheitas de Sangue no Laboratério A. Reis Valle em Lisboa (Medicina do trabalho, entre
outros postos de colheitas) (Anexo 33)

- A 1 de Junho inicia a sua atividade de Técnico de Analises Clinicas e Saude Publica no
Hospital CUF Infante Santo, num regime de total autonomia em hordrios noturnos
assegurando todo o trabalho laboratorial sozinho.

Em paralelo trabalhou na Clinica de Santo Antdnio na Reboleira em colheitas de produtos
bioldgicos. Cessa Fungdes a 1 de Junho de 2007. (Anexo 34)

- A1 de Dezembro de 2003 é contratado pelo Centro Hospitalar de Torres Vedras em regime
de hordrio completo (35 horas) integrando a escala de Urgéncia. Cessa Fungbes a 21 de
Dezembro de 2011. (Anexo 35 e 36). Obtém classificagdo de Satisfaz Plenamente nas suas
avaliagdes como funcionario da Instituicdo. (Anexos 37 e 38)

2004

- Inicia atividade como Técnico de Diagndstico e Terapéutica no Hospital Amadora Sintra a 1
de Maio com o propésito de trabalhar no periodo de Verao por caréncia de técnicos. Cessa
funcdes a 31 de Agosto (Anexo 39).

2009/2010

- Participa, como formador na Unidade Curricular de Quimica Clinica | com a Universidade
Atlantica (Anexo 40)

- Participa como monitor de estdgios em Hematologia, com a Universidade Atlantica (Anexos
41 e 42).

2011/2012

- Inicia a sua atividade como Especialista de Aplicacdes na Siemens Healthcare. Integra a
equipa de Costumer Care na qual acompanha e orienta clientes na resolucdo de problemas
de AplicacGes em equipamentos Laboratoriais (nas areas de Bioquimica, Coagulacdo,
Gasimetrias e Microbiologia).

- Aplica os seus conhecimentos de formador em todo o territdrio de Portugal Continental e
Regides Auténomas (Anexo 43).

2012/2013

- Inicia atividade como Técnico Superior de Diagndstico e Terapéutica na Unidade de Saude
da llha das Flores na Regido Auténoma dos Acores. Exerce funcdes sem tutela médica
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integrando escala completa de 35 horas semanais. Integra o Conselho Técnico junto do
Conselho de Administracdo, como representante das Tecnologias da Salude (Anexo 44 e 45).

Possui neste momento a seguinte antiguidade
. Na carreira— 10 anos e 4 meses
. Na Funcao Publica — 9 anos

. No Privado — 1 ano enquanto Especialista de AplicacGes
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3.8. Atividade Profissional

Laboratodrio A. Reis Valle

Colheitas de Sangue Venoso

Colheitas de Produtos Microbiolégicos

Laboratorio Labdiagndstica

Colheitas de Sangue Venoso
Colheitas de Produtos Microbioldgicos

Responsavel de Posto de Colheitas ao Fim de semana

Laboratdério Labdiagndstica / Hospital CUF Infante Santo

Servigo de Patologia Clinica
Fez uma breve integracdo na equipa de rotina, apds a qual integra a equipa de urgéncia.

Assegura o laboratdrio sozinho, durante os turnos da noite.

Hematologia

- Colheitas de Sangue Venoso a doentes internos e externos
- Colheitas de Sangue arterial (Gasimetrias)

- Execucdao de hemogramas por métodos manuais

- Execucdo de hemogramas por métodos automaticos

- Determinacao de velocidade de sedimentacao

- Determinacdo de TP, aPTT, Fibrinogénio, PDF’s e D’Dimero
- Teste Células Falciformes

- Pesquisa de Plasmodium em Gota Espessa

- Determinag0es manuais e automaticas

- Execucdo, coloracgao e visualizagao de Esfregacos Sanguineos

Serologia
- Determinacdo de técnicas seroldgicas
VDRL, Widall, Huddleson, DIG, RA teste, Rosa de Bengala, Paul-Bunell, Monotest,

Pesquisa de sangue oculto nas Fezes, TASO, W.FELIX
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Bioquimica

- Centrifuga¢do de amostras e separagao de soro/plasma

- Doseamento no soro, plasma ou outros liquidos Bioldgicos de parametros usais na
Bioquimica por Quimica Seca

- Determinacdo de gases

- Preparagdo de Reagentes

- Calibracao e controlo de qualidade das técnicas e manutencdo de equipamentos

- Execucdo de Urinas tipo Il (incluindo visualizagdo de sedimentos)

- Gestao de Stocks

Imunologia

Execugdo de B HCG e marcadores Tumorais

Microbiologia

- Exame de LCR na sua totalidade, incluindo exame citoquimico, microbiolégico e
identificacdo serolégica quando necessdria.

- Execucdo de sementeiras dos produtos entrados

- Realizacdo de esfregacos em lamina, respetivas coloragdes e visualizagdo microscépica

- Realizagao de Hemoculturas

Hospital Amadora-Sintra

Colheitas de Sangue Venoso

Colheitas de Produtos Microbiolégicos

Hematologia

- Execucdo de hemogramas por métodos automaticos

- Determinacao de velocidade de sedimentacao

- Determinacgao de TP, aPTT, Fibrinogénio, PDF’'s e D'Dimeros
- Teste células Falciformes

- Pesquisa de Plasmodium em Gota Espessa

- Determina¢Ges manuais e automaticas

- Execucdo, coloracgado e visualizacado de Esfregacos Sanguineos

- Determinacdo de Populagdes Linfocitarias
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Centro Hospitalar de Torres Vedras

Servigo de Patologia Clinica

Fez uma integracdo de 3 semanas na equipa de urgéncia, passando, a integrar a mesma.
Trabalhou sem tutela médica aos fins-de-semana, feriados e noites. Assegurou o laboratério
sozinho durante os ultimos turnos referidos anteriormente.

Hematologia

- Colheitas de Sangue a doentes internos e externos

- Execucdo de hemogramas por métodos automaticos

- Determinagao de velocidade de sedimentacgao

- Determinacdo de TP, aPTT, Fibrinogénio, PDF e D'Dimero

- Teste células Falciformes

- Determinag0es manuais e automaticas

- Execucdo, coloragao e visualizacdao de Esfregagos Sanguineos

- Gestdo de stock’s quando assegura a rotina

Serologia

- Determinacdo de técnicas seroldgicas

VDRL, Widall, Huddleson, DIG, RA teste, Rosa de Bengala, Monotest, Mycoplasma,
W.FELIX, TASO

- Gestdo de Stock’s quando assegura a rotina

Bioquimica

- Centrifugacdo de amostras e separagdo de soro/plasma

- Doseamento no soro, plasma ou outros produtos Bioldogicos de parametros
Bioquimicos

- Determinacao de varias Drogas de Abuso e Farmacos, no soro e na Urina

- Determinacgao de gasimetrias no aparelho ABL 500

- Preparacdo de Reagentes

- Calibracao e controlo de qualidade das técnicas e manutencdo de equipamentos

- Execucdo de Urinas tipo Il (incluindo visualizacdo de sedimentos)

- Gestdo de Stock’s quando assegura a rotina
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Microbiologia

- Exame de LCR na sua totalidade, incluindo exame citoquimico e identificacao
seroldgica quando necessaria.

- Execugdo de sementeiras dos produtos entrados

- Realizacao de esfregacos em lamina e respetivas coloracdes

- Realizagdao de Hemoculturas

- Identificacdo e TSA de bactérias

- Técnicas Parasitolégicas

Imunologia

- Preparacdo de Reagentes

- Calibracao e controlo de qualidade das técnicas e manutencdo de equipamentos
- Gestdo de Stocks quando assegura a rotina

- Execugao de marcadores virais

- Execu¢ao de marcadores tumorais

- Doseamento de vitamina B12 e Acido Félico

Siemens Healthcare

Integrou a equipa de Costumer Care, sendo Especialista de Aplicacdes no dominio de
Bioquimica Clinica, Hematologia e Microbiologia.

Inerente a sua profissdo teve como fungbes, Configuracdo de equipamentos
Laboratoriais, Resolugdao de problemas de Controlo de Qualidade, Calibragdes e Resultados

Analiticos.

Unidade de Saude de Santa Cruz das Flores

Servico de Patologia Clinica

Fez uma integracdo de 2 semanas no servi¢o, passando a integrar o mesmo em escala
completa de 35 Horas Semanais. Trabalha atualmente sem tutela médica.

Termina o seu periodo experimental (6 meses), com a nota de 19,16 valores na Func¢do
Publica.

Integra o conselho Técnico da Unidade de Salde, o qual lhe confere responsabilidades

definidas por lei entre as quais:
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- Colaboragao com o Conselho de Administragao

- Atualizagcao das Tecnologias presentes no Mercado

- Interagdao com diversas Instituicdes de forma a otimizar recursos Cientificos e
financeiros utilizados

Em Laboratério desempenha fungdes nas diferentes valéncias:

Hematologia

- Colheitas de Sangue a doentes internos e externos

- Execucdo de hemogramas por métodos automaticos

- Determinagao de velocidade de sedimentacgao

- Determinacdo de TP, aPTT, Fibrinogénio, PDF e D'Dimero

- Determinag¢Ges manuais e automaticas

- Execucdo, coloracdo e visualizacdo de Esfregacos Sanguineos

- Gest3o de stock’s

Serologia

- Determinacdo de técnicas seroldgicas

VDRL, DIG, RA teste, Rosa de Bengala, Monotest, Mycoplasma,
W.FELIX, TASO

- Gestdo de Stock’s quando assegura a rotina

Bioquimica

- Centrifugacdo de amostras e separagao de soro/plasma

- Doseamento no soro, plasma ou outros produtos Bioldgicos de pardmetros
Bioquimicos.

- Determinacdo de varias Drogas de Abuso e Farmacos, no soro e na Urina

- Preparacdo de Reagentes

- Calibracao e controlo de qualidade das técnicas e manutengdo de equipamentos

- Execucdo de Urinas tipo Il (incluindo visualizacdo de sedimentos)

- Gestdo da qualidade do Laboratério

Microbiologia

- Execucdo de sementeiras dos produtos entrados
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- Realizagdo de esfregagos em lamina e respetivas coloragdes

- Realizagdao de Hemoculturas

Imunologia

- Preparacdo de Reagentes

- Calibragao e controlo de qualidade das técnicas e manutenc¢do de equipamentos
- Gestdo de Stocks quando assegura a rotina

- Execugao de marcadores virais

- Execugdao de marcadores tumorais
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3.9. Trabalhos Documentais Realizados

- Estudo de investigacdo no ambito de Saude Publica. Os efeitos de TBT biocumulado na
Crassostra Angulata. — Escola Superior de Saude Egas Moniz (2003)

- Estudo de investigacdo no ambito da Hematologia Clinica. — A variacdao do INR em pacientes
Hipocoagulados através da comparacao de dois métodos de colheita de sangue — Sistema de
vacuo e seringa (2005).
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3.10. Atividade de administra¢do/Gestdo
2009

- Apds conclusdo dos estudos pds-graduados, sao delegadas fung¢bes de Supervisao
Pedagdgica da Patologia Clinica no Centro Hospitalar de Torres Vedras. Torna-se o elo de
ligacdo entre as diferentes instituicdes de ensino Universitario na drea de Andlises Clinicas e
o referido Centro Hospitalar.

- Monitor de estagios na area profissional.

2013

Apds nomeacgdo junto do Conselho de Administracdo da Unidade de Saude da Ilha das
Flores, é nomeado representante das Tecnologias da Saude

Curriculum Vitae para obtencado de grau de Mestre na area cientifica de Ciéncias da Vida

— Bioquimica, pela Universidade de Evora.

Torres Vedras, Setembro de 2013
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Anexo 1
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»
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n. Secretaria -Geral
LY "l |

Ministéno da Sainde .
Técnico de Diagnostico e Terapéutica
Cédula Profissional n° C-023811013

" Técnico de Analises Clinicas e de Saude Publica
Carlos David da Fonseca Valverde

Bl n®: 118926398

O Secretario-Geral
Tt
-
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Anexo 2

o\LASUp

DES
Okt

\

\

EGAS MONIZ

Certidao

MARIA MARGARIDA VIEIRA, Licenciada pelo Instituto Superior de Novas

Profissdes, na qualidade de Chefe de Secretaria da Escola Superior de Satide Egas

Moniz,

Certifica, em cumprimento do despacho exarado no requerimento que fica

arquivado que o(a) aluno(a) Carlos David da Fonseca Valverde, n° 100193, natural

de Africa do Sul, filho(a) de Carlos Alberto Valverde e de Cecilia Maria Simoes da

Fonseca Valverde, concluiu nesta Escola o Bacharelato em Analises Clinicas e de

Satde Publica(Portaria n°915/99 de 14 de Outubro), em 14 de Agosto de 2003, com

a classificacao Final de

disciplinas

Ao Leet.

2000-01
2000-01
2000-01
2000-01
2000-01
2000-01
2000-01
2000-01
2000-01
2000-01
2000-01
2000-01
2000-01
2000-01
2001-02
2001-02

2001-02
2001-02

2001-02
2001-02
2001-02
v
™~

Disciplina

Bioquimica Geral
Quimica Geral
Tecnologia Basica
Bioestatistica
Fisiologia I

Introducéo a Profissdo

Psicologia

Fisiologia Il
Anatomia Humana
Microbiologia Geral
Bioinformatica
Biofisica

Quimica Aplicada I
Saude Publica
Quimica Clinica I
Bacteriologia e
Virologia
Hematologia
Tecnologia
Instrumental
Anilise de Agua e
Alimentos I
Histologia e
Embriologia
Quimica Aplicada IT

Ano

L S e S Y VI g e ey

~

Epoca Aval,

Epoca Normal
Epoca Recurso
Epoca Normal
Epoca Normal
Epoca Normal
Epoca Normal
Epoca Normal
Epoca Normal
Epoca Normal
E'Jpoca Normal
Epoca Normal
Epoca Normal
Epoca Recurso
Epoca Normal
Epoca Normal
Epoca Normal

lflpoca Normal
Epoca Normal

Epoca Normal
Epoca Normal

Epoca Normal

Data Final

14-03-2001
24-09-2001
28-02-2001
14-02-2001
15-02-2001
28-02-2001
20-03-2001
20-07-2001
05-07-2001
20-07-2001
06-07-2001
31-07-2001
09-10-2001
30-07-2001
27-02-2002
11-03-2002

08-07-2002
27-02-2002

21-02-2002
19-02-2002

27-02-2002

Nota
Final
14
15
o
18

16

16

14

Quinze valores, tendo obtido aprovacao nas seguintes

Nota (Ext.)

Catorze Valores
Quinze Valores
Dezassete Valores
Dezoito Valores
Catorze Valores
Treze Valores
Dezasseis Valores
Treze Valores
Doze Valores
Quinze Valores
Dezassete Valores
Dezasseis Valores
Quinze Valores
Quinze Valores
Treze Valores
Quinze Valores

Quinze Valores
Catorze Valores

Dezasseis Valores
Dezasseis Valores

Catorze Valores

Campus Universitario

Quinta da Granja * MONTE DE CAPARICA

2829 - 511 CAPARICA

Tel.: 21 294 67 00 - Fax: 21 294 68 32

email: essem®@iscss.pt
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2001-02
2001-02
2001-02
2001-02

2001-02
2001-02
2001-02
2001-02
2002-03

2002-03

2002-03
2002-03
2002-03
2002-03

~EGAS MONIZ

Imunologia
Parasitologia
Quimica Clinica IT
Anilise de Agua e
Alimentos I1
Hemoterapia
Farmacotoxicologia
Genética

Patologia Geral

Controlo de Qualidade

e Amostragem

Gestdo e Tratamentos

de Dados
Seminarios I
Estagio |
Seminarios II
Estagio 11

w WD NN

W W W W

Epoca Normal
Epoca Normal
Epoca Normal
Epoca Normal

Epoca Normal
Epoca Normal
Epoca Normal
Epoca Normal
Epoca Normal

Epoca Normal

Epoca Normal
Epoca Normal
Epoca Normal
Epoca Normal

25-02-2002
05-03-2002
16-07-2002
31-07-2002

18-07-2002
18-07-2002
24-07-2002
30-07-2002
31-03-2003

13-03-2003

23-07-2003
22-07-2003
23-07-2003
14-08-2003

Quinze Valores

Dezassete Valores
Dezasseis Valores
Dezasseis Valores

Dezasseis Valores
Quinze Valores
Treze Valores
Dezasseis Valores
Dezoito Valores

Dezasseis Valores

Dezasseis Valores
Dezassete Valores
Dezanove Valores
Dezassete Valores

A presente certidao, vai autenticada com o selo branco em uso nesta Escola.

Monte da Caparica, 27 de Julho de 2005

X

Q.

Campus Universitario

Quinta da Granja + MONTE DE CAPARICA

2829 - 511 CAPARICA

Tel.: 21 294 67 00 - Fax: 21 294 68 32

email: essem@iscss.pt

59



Métodos imunoenzimaticos na detegdo de marcadores metabdlicos de malignidade
Carlos David da Fonseca Valverde

Anexo 3

MINISTERIO DA CIENCIA E DO ENSINO SUPERIOR

ESCOA

SRR SUFEROR
DETENOLOGA
DASALDE

DELISBOA

CERTIFICADO CURRICULAR

MARIA MANUELA MADUREIRA CARVALHO, Secretaria da Escola Superior de Tecnologia da Satde de
Lisboa, CERTIFICA, em cumprimento do despacho exarado em requerimento que fica arquivado nesta
Secretaria, que nos livros competentes consta:

a) CARLOS DAVID DA FONSECA VALVERDE

Portador(a) do B.L n.° 11892698 passado pelo Arquivo de Lisboa em 17-11-2004, aluno(a) da Escola, natural
de Africa do Sul, filho(a) de Carlos Alberto Valverde e de Cecilia Maria Simoes da Fonseca Valverde
realizou as unidades curriculares, abaixo discriminadas, do plano de estudos aprovado pela portaria n°
1128/2000, de 20 de Janeiro, do 2° ciclo do curso bietipico de licenciatura em ANALISES CLINICAS E

SAUDE PUBLICA
Unidades Curriculares Classificacdo Ano Lectivo de
Aprovacio
Investigacdo Aplicada em Analises Clinicas e Saude Publica I 11 2004-05
Técnica Citoldgica em Analises Clinicas e Satide Publica 14 2004-05
Biotecnologia Alimentar e Ambiental 16 2004-05
Toxicologia 16 2004-05
Farmacologia 15 2004-05
Psicologia da Saude 11 2004-05
Quimica Biologica 11 2004-05
Investigacdo Aplicada em Analises Clinicas e Saude Publica IT 16 2004-05
Sociologia da Saude 13 2004-05
Biologia Molecular 14 2004-05
Micologia/Virologia 10 2004-05
Patologia Forense 15 2004-05
Tecnologia em Parasitologia 17 2004-05
Instrumentagdo e Tecnologia 17 2004-05
a)Nome do(a) Aluno(a)
NOTA FINAL DE CURSO - (15) Quinze Valores
Conferi :
I s A SECRETARIA
- .
DATA: 24 de Fevereiro de 2006 Dr”. Manuela Madureira

FUNDOS ESTRUTURAIS

Av.D. Jodo Il, Lote 4.69.01 « 1990-096 LISBOA = Tel.: 218 980 400 « Fax: 218 980 460
EMail: ESTESL@estesl.pt - EMail: CDI@estesl.pt
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Anexo 4

O e

escola superior de salude
instituro polirécnico de leiria

ERTIDAO

{

Leiria:

Elisio Augusto Gomes Pinto, Director da Escola Superior de Satde do Instituto Politécnico de

Certifica que Carlos David da Fonseca Valverde, filho/a de Carlos Alberto Valverde e de
Cecilia Maria Simdes da Fonseca Valverde, nascido/a a 18 de Novembro de 1981, portador do
Bilhete de Identidade n° 11892698, obteve nesta Escola as seguintes classificagbes nas
disciplinas abaixo discriminadas da Pés-graduagio em Supervisao, com o plano de estudos
constante do Despacho n.° 28488/2008 de 05 de Novembro publicado no Diario da Republica
2.2 Serie, alterado pela Declaragdo de rectificagédo n.° 505/2009 de 18 de Fevereiro publicada

no Diario da Republica 2.2 Série.

Disciplina ARy

Ano: 1 : i

Construgio do conhecimento profissional Anual 16 |Dezasseis Valores 1
Comportamento e relagio supervisiva Anual 16 |Dezasseis Valores 2
Estrutura e processo de supervisio Anual 16 |Dezasseis Valores 2
O supervisor Anual 16 | Dezasseis Valores 1
A supervisdo e as condicionantes Anual 16 |Dezasseis Valores 1
organizacionais

Processo de avaliagio em supervisio Anual 16 |Dezasseis Valores
Questdes éticas em supervisio Anual 16 |Dezasseis Valores 5
Discussdo de casos Anual 16 [Dezasseis Valores 15

Concluiu em 23 de Margo de 2009 o curso de Pés-graduagdo em Supervisdo, com a

classificagé@o de 16 (Dezasseis valores).

Consta dos documentos arquivados nestes servigos.

Passei a presente certiddo que vai assinada e autenticada com o selo branco em uso nesta

Escola.
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Anexo 5

[

MINISTERIO DA CIENCIA, TECNOLOGIA E ENSINO SUPERIOR
e ECOU
SUPEROR
[ DETEONOLOG
DASALDE
— DELSI0A
CERTIFICADO

JOAO PEDRO CONCEICAO SILVA, Secretario da Escola Superior de Tecnologia da
Satide de Lisboa, CERTIFICA, conforme consta no processo do respectivo curso

arquivado nesta Escola, que:
Carlos David da Fonseca Valverde

Portador do Bilhete‘de Identidade n.° 11892698, passado pelos Servicos de Identificagao
Civil de Lisboa, em 22 de Junho de 2007, frequentou com aproveitamento, tendo obtido
a classificagio final de 18 valores, o III Curso de Microscopia Hematolégica,
realizado de 20 de Fevereiro a 19 de Junho de 2009, com a duracao de 45 horas,
correspondente a 3 ECTS, e o programa adiante discriminado:

PROGRAMA
Moédulo A
Patologia ndo neoplésica:
a) Dos eritrécitos (anemias, poliglol;ulias secundarias)

b) Dos leucécitos (anomalias do nimero e das fungdes)
Moédulo B

Patologia neoplasica:

a) Sindromas mielodisplasicas
b) Sindromas mielo e linfo-proliferativas

¢) Leucemias agudas

Conferi

N

DATA: 30 de Junho de 2009
O SECRETARIO
Jois R il

Dr. Jodo Pedro Silva

Av.D. Jodo I, Lote 4.69.01 - 1990-096 LISBOA - Tel.: (+351) 218 980 400 - Fax: (+351) 218 980 460
EMail: ESTESL @estesl.ipl.pt - EMail: CDI@estesl.iplpt
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Anexo 6
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Anexo 7

ALSC - Depa; tamento Certificado de

de Formacao, Frequéncia de
acreditado pelo n.° 2 do Formac#o Profissional
Despacho n.° 19 decreto regulamentar
310/2008, 2® Série, de n° 35/2002, de 23 de Abril
16 de Agosto de 2005,

pelo Sr. Becretério de

Estado do Trabalho e

Formag#o Profissional

Certifica-se que

Carlos David da‘
Fonseca Valverde,

do sexo masculino,
naturaj de Africd do Sul,
nascido a 18 de
Novembro de 1981,
portador do Documento
de Identificagdo nimero
11 98 emitido em
Lisl ,a17 de

Certificado

ALERT LIFE

SCIENCES COMPUTING
Centro Hospitalar

de Torres Vedras

N° 400/2007

A,L\ Noverpbro de 2004,
" frequentou o curso de
SR formag&o ALERT® -
. ~f EDIS, perfil de utilizagéo
Técnico de Laboratério,

com a duragdo total de 3
horas, que decorreu no
dia 22 de Maio de 2007.
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Anexo 8

ALSC - Departamento

Certificado de

de Formagéo, Frequéncia de
acreditado pelo n.° 2 do Formacgéo Profissional
Despacho n.® 19 decreto regulamentar
310/2Q05, 2* Série, de n° 35/2002, de 23 de Abril
16 de Agosto de 2005,

pelo Sr. Secretério de
Estadq do Trabalho e
Formagéao Profissional

Certificado

ALERT LIFE

SCIENCES COMPUTING
Centro Hospitalar

Certifica-se que
Carlos David da,_
Fonseca Valverde’
do sexo masculino,
natural de Africa do Sul, de Torres Vedras

nascido a 18 de N° 624/2007
Novembro de 1981,
portador do Documento
de Identificagéo nimero
11892698 emitido em
Lisiod, a 17 de
Novembro de 2004,

N frequantou o curso de
N3 formagéo ALERT@ -

: “of ' EDIS, para monitores

2 5 com a perfil de utilizagdo

3 Técnigo de Laboratdrio,

com a duragéo total de 3

horas, que decorreu no

dia 18 de Junho de

2007.

Porto, 18 de Junho de 2007
a administrecso da ALSC, SA

Ial

g;?dF

5

65



Métodos imunoenzimaticos na detegdo de marcadores metabdlicos de malignidade

Carlos David da Fonseca Valverde

Anexo 9
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Anexo 10

81ep seeqel]
noqqav

lebnuod DAy Jebeuepy Anuno) ejsnealqg
sellal4 olugjuy SauUnN eldlled eig

: /JI(J oIEALY s
7 ¥V 7
\r,
LooZ oue anvol  ep 9|, elp ou sejegelq
Wwe [aAepnes oedejuawi)y oedew.io ap 0sin) O nojuanbaly

09N G447 Soyew)  anb as-eoyiue)

sajagel(] © [eAepnes oedejuswi)y oedew.o

0sinn ap ewo|dig

67



Métodos imunoenzimaticos na detegdo de marcadores metabdlicos de malignidade
Carlos David da Fonseca Valverde

Anexo 11

1

Geracao de Futuro
CERTIFICADO DE FORMACAO

A Geracgdo de Futuro, Lda.
com o NIPC 503543535 e com sede na Praceta de Goa, 14 3800-017
Aveiro

Certifica que

Carlos David da Fonseca Valverde

Natural de Africa do Sul, nascido a 18/11/1981, sexo masculino,
portador do documento de identificagdo n® 11892698, emitido pelo
arquivo de Lisboa em 22/06/2007,.concluiu com aproveitamento, em
Lisboa, o curso de FORMAGCAO PEDAGOGICA INICIAL DE
FORMADORES A DISTANCIA, que decorreu entre 31/10/2008 e
19/12/2008, com a duragdo total de 120 horas, tendo obtido a
classificagdo final de 5, numa escala de 1 a 5.

Certificado n°: 849

Lisboa, 05 de Janeiro de 2009
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Anexo 12

S MINISTERIO DO TRABALHO E DA SOLIDARIEDADE SOCIAL
)A( INSTITUTO DE EMPREGO E FORMAGAO PROFISSIONAL, I. P.

CERTIFICADO
DE APTIDAO PROFISSIONAL

(Decretos Regulamentares n.° 26/97, de 18 de Junho e n.° 66/94, de 18 de Novembro)

Certifica-se que CARLOS DAVID DA FONSECA VALVERDE nascido em 1981.11.18, natural
de Africa Do Sul, portador de Bilhete de Idéntidade n° 11892698 emitido pelo Arquivo de
Identificagdo de Lisboa, em 2007.06.22, possui competéncias pedagogicas para exercer a
profissdo de FORMADOR (M/F), conforme as que sdo definidas no respectivo perfil profissional.

p X
Z-2N
IEFP 1P.
Instituto do Emprego e Formagé&o Profissional, entidade certificadora competente ao abrigo

Decretos Regulamentares 66/94, de 18 de Novembro e 26/97 de 18 de Junho.
Lisboa, 14 de Janeiro de 2009

O Subdelegado Regional
A

(Vitor Hugo Coelho)

Certificado n® EDF 493036/2009 DL Valido até 2014.01.14
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Anexo 13
[

Dade ehrng 3

David Valverde

Certifica que recebeu formacao na
Optica do utilizador para o
equipamento

Dimension® RXL

14 Setembro 2004

A
[ ple

Especialista de
Aplicacdes

DADE BEHRING
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Anexo 14

A

% a
o &
0091008

David Valverde

aproveitamento a formagao do:

z
S iﬁin Assistiu e completou com
b
==
N

Equipamento: ADVIA ® CENTAUR XP

Duragéao: 20 horas

Torres Vedras, 19 de Maio de 2010

Montserrat Arner
Manager Formagdo EMEA
Siemens Healthcare Diagnostics

Paula Simas
Formadora de Imunologia
Siemens Healthcare Diagnostics

www.siemens.com/diagnostics

GCM-LF 7.2.59 PT “DX Certificado de F &0 “in situ” de Cli "2000/12/15

¥

Rel Procedure GCM-LP 7 2 59 PT “DX Formacio de Clientes”
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i

Ministéno da Saude

CENTRO
HOSPITALAR

DE TORRES
VEDRAS

Declaracao de Formacao em Servi¢o - Formando

Nemec (81911 |
Nome [Carlos David da Fonseca Valverde |

Servigo lPa}oIogna Clinica . |

Agrupamento Profiss IP&GS TDT - i 4 horas .
Data Designacao Duracdao(H) Servigo Organizador
10-03-2009 "Combate a Incéndios" 2 SSO/CCEI
19-03-2009 D-Dimeros e Marcadores Cardiacos 2 Patologia Clinica

Promovido pelo Centro de Formagéo(1) do Centro Hospitalar de Torres Vedras.

Torres Vedras, quarta-feira, 16 de Setembro de 2009

(1) Entidade Acreditada por Despacho n.° 13.019/98 de 29-07 pela Ministra da Saude

Rua Dr. Aurélio Ricardo Be

TELEFONE. 261 312 300 | FAX. 261 31

CHTV - Mad. 68 - I0R 80 gr. Laser - Torrespen-Gréafica, Lda - T.Ved
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A RE/IS VALLE, LDA . § o
150 9001 - s
y 74 (& i BUREAU VERITAS %’ N P
Laboratério de Analises Clinicas e Hormonais . » wantaoy < -
MEDISERVICOS Saude

Rua Tomas Ribeiro, 95
1050-227 LISBOA
Telef.: 213 173 630 - Fax: 213 173 654

C.R.C. de Lisboa sob o n® 787
Capital Social 612.500 €
Contribuinte: 501 062 254

www.a-reisvalelda.pt

DECLARAGCAO

Declara-se para os devidos efeitos que o Sr. Carlos David da Fonseca
Valverde, contribuinte n® 220.453.136, trabalhou nesta empresa em
regime de TCO durante o més de Julho de 2003, com a categoria

profissional de Técnico de Andlises Clinicas.

A Geréncia, ,é
REIS VALLE, LDA.

Telef. 213173630
1050-227 LISBOA

Lisboa, 19 de Janeiro de 2010
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Anexo 34

@ LABDIAGNOSTICA, LDA.

DECLARACAO

Declaramos para os devidos efeitos e a pedido do interessado, que

CARLOS DAVID DA FONSECA VALVERDE, foi funcionirio neste laboratério,
tendo exercido fungdes como técnico de andlises clinicas no Hospital Cuf Infante
Santo, desde 1 de Junho de 2003 até 1 de Junho de 2007.

Lisboa, 01 de Abril de 2008

P’ a Direc¢do Administrativa e Financeira

( Vitéria Mina )

NIDA VISCONDE DE VALMOR, 33B 050-237 LisBOA - TEL. 21 798 44 00 - Fax 21 798 4499 - CONTACT@CM-LAB.COM - WWW.CM-LAB.COM
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N 7 W N

DECLARACAO

Paro os devdos e legeis efeites se declarc cue Carlos David ¢
Fonseca VYolverde, exerceu ungdes neste Centro Hospitalar, com
cotagora ce Técrice de Andlises Clinicas ¢ Saude Piblica, nos seguinl

regimes:

De | de Dezembro de 2003 ¢ 31 de Dezembio de 2008, em regime
Contrato gde Trabalho a Terme Cerio;

Ce 1 ce Janeiro de 2009 ¢ 27 de Dezembro de 2011, em regime

Contrate de Trabalho em Fungdes Publicas ¢ Termo Resolutvo Certo,

O tempo total de exercicic efective das referndos fungdes, €

seguinte:
- & anos e 20 Jdias.

Por ser verdade e ter sido pecida s& passa a presente decicrag
que vai assinacdc € outenficada com o selo brancc em uso ne

Instituigdo.,

Centro Hesoitalar ce Torres Vedras, 21 de Dezembpro de 271 1.

O Servico de Gestdo de Recurscs Humanos
l _—
\lfﬂ'.f_g;_’n_lc N VL)&PV“-‘I"—‘

4 ien M.* Félix DAmaso
¥ er(m":':miw Superior
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Declaracao

Para efeitos curriculares, declara-se que Carlos David da Fonseca
Valverde exerceu a sua actividade profissional no Servigo de
Patologia Clinica do Centro Hospitalar de Torres Vedras.
Demonstrou possuir boas qualidades de trabalho bom espirito de
equipa, empenhamento tendo mantido sempre dptimas relagdes
humanas e profissionais, primou pela pontualidade e assiduidade.
Coordenou os estagios pedagdgicos que tiveram lugar neste
laboratdrio.

Por me ter sido pedida, passo a presente declara¢do que dato e
assino.

Torres Vedras,30 de Novembro de 2011.

i = F\ i oo
Loalre )?V—{&&M«ﬂu/, GQ(' djm Q—ai\"o :
Maria Emilia Sanches de Castro Osorio
(técnica coordenadora)
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Anexo 37

CENTRO HOSPITALAR DE TORRES VEDRAS f

Hospital Distrital
de Torres Vedras

MINISTERIO DA SAUDE

AVALIACAO INDIVIDUAL TRIMESTRAL

Pessoal Técnico de Diagnéstico e Terapéutica

Centro de Responsabilidade/Servigo: 5‘0'2 2ORR ) ;o_/v 20202/ Ano: _p» o *
Trim: '2*"
Nome do técnico contratado:CMQK%{\& \Yr&mw?e N.°Mec.: _81anh

Satisfaz Nao
Satisfaz
plenamente l I Satisfaz

1 — Cumprimento das actividades
3 a) Organizag&@o e método de trabalho X
b) Colaborag&o activa nas realizagoes do Servigo
2 — Gestdo de Recursos Materiais
a) Utiliza o material adequado a fung&@o . X
a) Evita consumos desnecessarios
3 — Relacionamento
a) Com os utentes l \ [ l
4 — Integracao na filosofia do Hospital
a) Pontualidade x
b) Assiduidade A
y c) Apresentagado -
d) Postura em meio hospitalar x
e) Responsabilidade »
f) Motivagéo/Interesse »

NOTA: A classificagdo “ndo satisfaz” em qualquer das alineas implica uma reavaliagdo mensal, que se reiterada passa a negativa.

O Avaliado Chefial Ayaliador
0
A\am O LUN n \'TN‘ M
oy = 7 | \
Data_|S /O3 /-2¢cny Data_)S /03 [0t
RUA DR. AURELIO RICARDO BELO
Telefone 261 319 300 Fax 261 319 299 2560-324 TORRES VEDRAS

CH.TV.-Mod. 68 - 10.000 - IOR 80 Grs Laser - SILTIPO - T. Vedras
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CENTRO HOSPITALAR DE TORRES VEDRAS

Hospital Distrital
de Torres Vedras

MINISTERIO DA SAUDE

AVALIACAO INDIVIDUAL TRIMESTRAL

Pessoal Técnico de Diagnéstico e Terapéutica

Centro de Responsabilidade/Servigo: 5‘0.:/ 20201 5 1)_:/ 20 202~ Ano: __ Ae© *
Trim:_3 -

Nome do técnico contratado: Canfos Dand -&)ubcm \fae vk . N2 Mec.: IS 1)

Satisfaz Nao
Satisfaz
plenamente Satisfaz

a) Organizag&o e método de trabalho %
o b) Colaboragéo activa nas realizagdes do Servico X

1 - Cumprimento das actividades

2 — Gestao de Recursos Materiais

a) Utiliza o material adequado & fungdo e

a) Evita consumos desnecessarios X

3 - Reiacionamento

a) Com os utentes I— ” J [__j

4 — Integragao na filosofia do Hospital
a) Pontualidade

b) Assiduidade

c) Apresentag@o

d) Postura em meio hospitalar

e) Responsabilidade

Xxx-‘v(\,(

f) Motivagéo/Interesse

NOTA: A classificagéo “néo satisfaz” em qualquer das alineas implica uma reavaliagdo mensal, que se reiterada passa a negativa.

Avaliado Chefia/ Avaliador

o
(Q‘ ST ‘A—ﬂ«fw W
~ 4 (

Data__ G /| €& | Zuok Data © ©/ © b /2D 03

RUA DR. AURELIO RICARDO BELO
2560-324 TORRES VEDRAS

Telefone 261 319 300 Fax 261 319 299

C.HTV. - Mod 68 - 10000 - IOR 80 Grs Laser - SILTIPO - T. Vedras
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Anexo 39
U3 Patowosia CLiniga, SA

DECLARACAO

Para os devidos efeitos se declara que Carlos David Valverde, prestou servigo no
laboratério de Patologia Clinica do Hospital Fernando Fonseca de Maio a
Agosto de 2004.

Amadora, 04 de Janeiro 2010

Pela Direcgdo do Laboratério de Patologia Clinica

D
< T2 k )

HASPAC - PATOLOGIA CLINICA, S.A. CAP. SOC. 100.000€
2700 AMADORA REG. COM. AMADORA:10260
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Anexo 40

|

/A Unive:sidade
Atlantica

Entidade Instituidora
ElA-Ensino, Investigacdo
e Administracdo, s.A.

DECLARACAO

Para os devidos efeitos se declara que Carlos David da Fonseca Valverde, portador do Cartdo
de Cidadao N.° 11892698, prestou servigo docente no ambito da unidade curricular “Quimica
Clinica I" do 3.° ano do Curso de Licenciatura em Anélises Clinicas e Saude Publica da
Universidade Atlantica, num total de 8 horas no 1.° semestre do ano lectivo 2010/2011.

ril,de 2012

Antiga Fabrica da Pdlvora de Barcarena 2730-036 Barcarena Tel. 214 398 200 Fax 214 302 573 www.uatla.pt
CRC de Oeiras n®10497-13 NPC 502 948 477 Capital Social 1.824.826,00€
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)

IA Unive:sidade
Atlantica

Entidade Instituidora
EIA-Ensino, Investigacdo
e Administragdo, s.A.

DECLARACAO

Para os devidos efeitos se declara que Carlos David Valverde do Centro Hospitalar de Torres Vedras,
orientou os ‘estagios de alunos do 3.° ano do Curso de Analises Clinicas e Saude Publica da Escola
Superior de Saude da Universidade Atlantica, no ano lectivo de 2008/2009, conforme a seguir se

discrimina:

- Valéncia de Hematologia, 1 aluno, num total de 120 horas.

& No¥embro de 2009

Antiga Fabrica da Pdlvora de Barcarena 2730-036 Barcarena Tel. 214 398 200 Fax 214 302 573 www.uatla.pt
CRC de Oeiras n? 10497-13 NPC 502 948 477 Capital Social 1.824.826,00€
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Anexo 42

,,A Unive:sidade
Atlantica

Entidade Instituidora
EIA-Ensino, Investigagdo
e Administracdo, s.A.

DECLARACAO

Para os devidos efeitos se declara que o Dr. Carlos David Valverde, Técnico de Anélises Clinicas e
Salde Publica do .Centro Hospitalar de Torres Vedras, orientou o estagio de 3.° ano do Curso de
Licenciatura em Analises Clinicas e Salde Publica da Escola Superior de Salde da Universidade
Atléntica, no ano lectivo de 2009/2010, conforme a seguir se discrimina:

- Valéncia de Hematologia, um aluno, num total de 120 horas.

Barcarena, 11 de Margo de 2011

Antiga Fabrica da Pdlvora de Barcarena 2730-036 Barcarena Tel. 214 398 200 Fax 214 302 573 www.uatla.pt
CRC de Oeiras n®10497-13 NPC 502 948 477 Capital Scocial 1.824.826,00€
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Anexo 43

DECLARAGAO

Nome do colaborador: CARLOS DAVID DA FONSECA VALVERDE

Empresa: Kelly Services — a desempenhar Fungdes

na Siemens Healthcare Diagnostics

Categoria Profissional: Especialista de Aplicagdes

Data de inicio: 19/12/2011

Data de fim: 18/10/2012

Dados de Contacto

Kelly Services

Av. Comandante Luis Antdnio da Silva, Edf.
Bosque, 2 B,

2700-203 Amadora

Telefone: 21492 9140

| Voltaria a admiti-lo/a?

l

o L]

[ Comentarios

muitos positivos do projecto em que esteve envolvido."

0 David trabalhou através da kelly Services, na Siemens Healthcare Diagnostics, e foi caracterizado como
colaborador assiduo que “exerceu as suas funcdes de uma forma exemplar e contribuiu para os resultados

Entidade Empregadora

Data: 1 [ 10 ’/ 2o
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Anexo 44

= =
REGIAO AUTONOMA DOS ACORES

SECRETARIA REGIONAL DOS ASSUNTOS SOCIAIS
DIRECCAO REGIONAL DE SAUDE

UNIDADE DE SAUDE DA ILHA DAS FLORES

DECLARACAO

Maria Elizabete Avelar Noia, Vogal Executiva do Conselho de Administragdo da

Unidade de Saude da Ilha das Flores.--- -- - - - -
Declara para os devidos efeitos, que Carlos David da Fonseca Valverde, Técnico

de Diagnostico e Terapéutica, foi designado para o Conselho Técnico da Unidade

de Saude da Ilha das Flores, em 29 de Outubro de 2012.---- -- ——--
Por ser verdade e me ter sido pedida, passo a presente declaragdo, que dato e

assino e vai autenticada com o selo branco em uso nesta Unidade de Saude.---------

Santa Cruz das Flores, 20 de Novembro de 2012
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Anexo 45
REGIAO AUTONOMA DOS AGORES
SECRETARIA REGIONAL DA SAUDE
DIRECAO REGIONAL DE SAUDE
UNIDADE DE SAUDE DA ILHA DAS FLORES
Exmo. Senhor
Carlos David Fonseca Valverde
Rua do Pogo
2565 - 288 Pacgos de Ferreira
Vossa referéncia Vossa comunicagao de Nossa referéncia Santa Cruz das Flores,
Ne: Ne SAI-CSSCF/2013/372
/ / 29-05-2013
Proc.: Proc.:
Assunto: Término do periodo experimental

Para conhecimento de V. Exa. e devidos efeitos informa-se que no término do seu periodo
experimental, e de acordo com os critérios de avaliagdo definidos na ata 1, do juri de

acompanhamento, obteve a classificagdo de 19,16 valores.

Com os melhores cumprimentos,

O Conselho de Administracao

’

_'/\Q/‘(\

RH-LM

Unidade de Saude da llha das Flores
Rua do Hospital - 9970-303
& 292590270 £ 292590278 7.- sres-usiflores@azores.gov.pt
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