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Resumo

Os liquidos serosos existem em pequenos volumes nos espacos entre as respetivas cavidades
serosas e possuem uma composi¢do semelhante ao plasma, mas com uma baixa concentragéo de
proteinas e células em suspensdo, sendo essencialmente leucdcitos e células mesoteliais. O
derrame dos liquidos serosos é a sua acumulagéo anormal, resultado de um desequilibrio entre a
producdo e a absorcao desse liquido. No caso de tumores, ocorre a infiltragdo de células tumorais
no espaco seroso através da disseminacdo pelos vasos sanguineos, direta ou linfética, e
posteriormente, o crescimento do tumor no espaco seroso pode bloquear a drenagem linfatica,
resultando na acumulagédo de liquido seroso. A citopatologia, auxiliada pela imunocitoquimica, é
considerada o “gold standard” na detecdo de células tumorais em amostras de derrames de
liquidos serosos. No entanto, apesar das vantagens, esta técnica € relativamente morosa e
dependente da interpretacdo do observador. Por outro lado, apesar da citometria de fluxo ser
tradicionalmente utilizada no diagndstico de tumores hematoldgicos, esta pode ser aplicada na
analise de qualquer liquido bioldgico para o estudo de tumores, especialmente os liquidos serosos,
visto que as células sdo mantidas em suspensdo. Adicionalmente, o0 CD326 emergiu como 0
melhor marcador para a pesquisa de células epiteliais, incluindo células tumorais originarias de
células epiteliais. Assim, surge o interesse em estudar os liquidos serosos para a pesquisa de
células tumorais CD326* por citometria de fluxo, para complementar a avaliacao citopatoldgica,
devido a sua facilidade de utilizac&o e ao tempo de resposta rapido. Neste projeto, foi realizado
um estudo retrospetivo, em que foram selecionadas 35 amostras enviadas ao servico de patologia
clinica, entre maio de 2016 e agosto de 2019. As amostras foram analisadas por citometria de
fluxo e os resultados comparados com os exames da morfologia citologica e estudos imuno-
histoquimicos descritos no relatério anatomopatolégico. Considerando os resultados da anatomia
patoldgica como gold standard, a citometria de fluxo demonstrou uma elevada sensibilidade
(85,71%) e especificidade (94,74%) para a pesquisa de células epiteliais em derrames de liquidos
serosos. Das 35 amostras analisadas, 30 (85,71%) tiveram resultados concordantes entre os dois
métodos de analise. Assim, é possivel inferir que a citometria de fluxo, bem como o painel de
anticorpos e a estratégia de andlise para a detecdo de células epiteliais em liquidos serosos
utilizados neste estudo, fornecem resultados confidveis, considerando os valores de sensibilidade
e especificidade.
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Abstract

Serous fluids exist in small volumes in the spaces between the respective serous cavities and have
a composition similar to plasma, but with a low concentration of proteins and the cells in
suspension are essentially leukocytes and mesothelial cells. The serous fluids effusion is the
abnormal accumulation of fluids, the result of an imbalance between its production and
absorption. In cases of malignancy, tumor cells infiltrate the serous space through direct or
lymphatic dissemination through blood vessels, and thereafter, the growth of the tumor in the
serous space can block lymphatic drainage, resulting in the accumulation of serous fluid.
Cytopathology, aided by immunocytochemistry, is considered the “gold standard” in the detection
of malignant cells in samples of serous fluid effusions. However, despite the advantages, this
technique is relatively time consuming and dependent on the observer's interpretation. On the
other hand, although flow cytometry is traditionally used in the diagnosis of hematological
tumors, it can be applied in the analysis of any biological fluid for the study of malignancies,
especially in serous fluids, since the cells are kept in suspension. Additionally, CD326 has
emerged as the best marker for epithelial cell research, including malignant cells originating from
epithelial cells. Thus, there is an interest in studying serous fluids through flow cytometry for the
investigation of CD326 positive malignant cells to assist in cytopathological evaluation, due to
their ease of use and rapid turnaround time. In this project, a retrospective study was carried out,
in which 35 samples received at the Clinical Pathology Laboratory of Centro Hospitalar
Universitario Cova da Beira were selected between May 2016 and August 2019. The samples
were analyzed by flow cytometry and the results were compared with cytological morphology
exams and immunohistochemical studies described in the anatomic pathology reports.
Considering the results of anatomic pathology as a gold standard, flow cytometry demonstrated
high sensitivity (85.71%) and specificity (94.74%) for the investigation of malignant epithelial
cells in effusions of serous liquids. Of the 35 samples analyzed, 30 (85.71%) had concordant
results between the two methods of analysis. Thus, it is possible to infer that flow cytometry, as
well as the panel of antibodies and the gating strategy for the investigation of malignant epithelial
cells in serous liquids used in this study, provides reliable results, considering the values of
sensitivity and specificity.
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1. Introducéo

1.1 Enquadramento e motivagio

O presente relatério surge no &mbito do Estagio Curricular, correspondente ao programa do 2°
ano de Mestrado em Bioguimica da Faculdade de Ciéncias na Universidade da Beira Interior.
Este trabalho possui duas partes; o Projeto de Investigacao, intitulado “Avaliacdo do CD326 como
marcador para a pesquisa de células neoplasicas em amostras de liquidos serosos” e o Relatorio
de Estagio desenvolvido no Servico de Patologia Clinica do Centro Hospitalar Universitario Cova
da Beira. Com este estagio, surge uma oportunidade de trabalhar com vérias técnicas analiticas
utilizadas em diferentes areas de um laboratério de patologia clinica, sendo assim, uma mais valia
essencial para o meu percurso profissional e desenvolvimento pessoal.

1.2  Centro Hospitalar Universitario Cova da Beira

O Centro Hospitalar Universitario Cova da Beira (CHUCB), entidade coletiva de direito pablico
com autonomia administrativa, financeira e patriménio préprio, foi criado nos termos do art® 1 do
Decreto-lei n° 284/99, de 26 de julho. O CHUCB integra o Hospital Distrital da Covilha (figura
1), o Hospital Distrital do Fundéo e o Departamento de Psiquiatria e Satude Mental (1).

Nos termos do Decreto-lei n® 426/99, de 21 de outubro, o CHUCB foi construido com servigos
de dimensé&o e diferenciagéo técnica adequados, abrangendo uma populacéo de cerca de 100 000
habitantes dos concelhos da Covilhd, Funddo, Belmonte e Penamacor (1).

Figura 1: Centro Hospitalar Universitario Cova da Beira (2).

1.3 Objetivo Geral

Durante o periodo de 2 de setembro de 2019 a 2 de setembro de 2020, foi desenvolvido o presente
trabalho, englobando o Projeto de Investigacdo, com o objetivo de adquirir experiéncia na area
de investigacdo clinica, mediante a elaboracdo de um estudo a nivel hospitalar, e o estagio
curricular no Servico de Patologia Clinica (SPC), transitando pelas sec¢fes de Imunoquimica,

1
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Microbiologia e Hematologia, de forma a acompanhar e participar no trabalho diario de rotina de
cada seccéo.
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Capitulo 1 — Projeto de Investigacao

1. Contextualizagéo teérica

1.1.  Liquidos serosos

Os liquidos serosos, que incluem os liquidos pleural, pericardico e peritoneal, existem em
pequenos volumes nos espacos entre os pulmdes e a pleura, entre o coragdo e o pericardio e entre
0 intestino e o peritoneu, respetivamente. Estes liquidos tém como principal funcdo a protecao
dos 6rgéos que estes envolvem e a reducdo de atrito entre os mesmos (3). A pleura, o pericardio
e o peritoneu sdo estruturalmente semelhantes. A pleura, representada na figura 2, é formada por
duas membranas mesoteliais, as pleuras parietal e visceral, que cobrem a parede interna do torax
e a superficie do pulmdo, respetivamente. Essas membranas sdo continuas e relnem-se para
formar uma camada dupla no hilo de cada pulmao, sem comunicacdo entre as cavidades pleurais
direita e esquerda (4). A pleura parietal é dividida nos segmentos costal, mediastinal e
diafragmaético. No nivel da parede torécica, esta é anexada ao torax 4sseo através de uma camada
fibrosa denominada féascia endotoracica. A pleura visceral envolve a superficie externa do
pulmédo, bem como cada lobo do pulméo individualmente e adere firmemente a este 6rgao (5).
Entre as membranas, existe um espaco virtual preenchido pelo liquido pleural, que funciona como
um lubrificante para permitir que as duas camadas da pleura deslizem suavemente uma sobre a
outra durante a respiracdo. A pressao do liquido pleural é inferior ao da atmosfera, mantendo a
pressao negativa entre os pulmdes e a cavidade toracica, necessaria para a inalagdo e para impedir
o0 colapso dos pulmdes (4). Num individuo saudavel, existe aproximadamente 10 a 20 mL de
liquido pleural, que tem uma composi¢do semelhante ao do plasma, mas com uma baixa
concentragdo de proteinas (inferior a 1,5 g/dL) (4). As células em suspensé&o no liquido pleural
sdo essencialmente os leucécitos, sendo em média 75% de macrofagos, 23% de linfocitos e 1%
de neutrdfilos e ainda entre 1 a 2% de células mesoteliais (3).

Pleura cervical

Pleura cervical

Fascia endotécica

Fascia endotécica
— Parte costal

Parte costal

Cavidade pleural
Incisura cardiaca
Pleura visceral
Recesso
costomediastinal

Parte
mediastinal

Lingula

Parte diafragmatica Parte diafragmatica

Recesso costodiafragmatico

Figura 2: Representacdo esquematica da pleura (adaptado de 6).

O pericérdio, representado na figura 3, é um tecido fibroso que circunda o coracéo e conecta este
6rgdo com o esterno, diafragma e com o mediastino anterior. Este tecido é formado por duas
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camadas, o pericardio visceral interno (epicardio), composto por uma Unica camada de células
mesoteliais conectadas a superficie epicardica do musculo cardiaco e o pericardio parietal externo,
composto por uma camada fibrosa e uma camada serosa. O pericardio possui a fun¢do de manter
0 coracdo na sua posicdo e evitar friccdo entre o coracdo e as estruturas intratoracicas
circundantes. Além disso, este limita a distensdo durante o ciclo cardiaco e atua como uma
barreira imunoldgica contra infecdo. As duas camadas de pericardio sdo separadas por um espaco
virtual que contém de 15 a 50 mL de liquido pericérdico distribuido principalmente sobre os
sulcos atrioventriculares e interventriculares. O liquido pericardico possui a funcao de facilitar a
funcdo cardiaca e manter a fungdo do pericardio. Este liquido é um ultrafiltrado de plasma e possui
uma composicdo eletrolitica semelhante ao mesmo, com uma menor concentracao total de
proteinas e com um quinto da quantidade de leucdécitos (7). A nivel celular, existem 1,1% de
celulas mesoteliais, 53% de linfocitos, 31% de granuldcitos, 12% de macrofagos, 1,7% de
eosindfilos e 1,2% de basofilos (8).

Pericardio visceral
Bl Serosa
Pericardio parietal
Fibrosa
BN Serosa

Células mesoteliais com microvilosidades

Figura 3: Representacdo esquematica do pericéardio e das células mesoteliais (adaptado de 9).

O peritoneu, representado na figura 4, é um tecido fibroso, constituido por fibroblastos, matriz
extracelular, vasos sanguineos e células mesoteliais, que reveste a parede e visceras do abdémen
e pélvis. Este tecido possui duas membranas, a parietal, que reveste a cavidade abdominal e se
liga as paredes abdominal e pélvica, e a visceral, que reveste os érgaos localizados dentro do
espaco intraperitoneal (10). Entre as membranas, existe um espacgo virtual por onde circula o
liquido ascitico. Um individuo saudavel possui aproximadamente 50 mL de liquido ascitico,
sendo este produzido pelas células da membrana como um ultrafiltrado do plasma. O liquido
ascitico contéem linfocitos, células mesoteliais e macrofagos (11). A principal fungdo do liquido
ascitico é a lubrificacdo da cavidade abdominal, reduzindo o atrito entre os 6rgdos, permitindo o
seu movimento durante o processo da digestdo (12). Este liquido também desempenha um papel
no transporte de fluidos e células, no processo inflamatdrio, na reparacdo do tecido, na lise de
depositos de fibrina e disseminacgdo tumoral (12).
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Figura 4: Representacéo grafica do peritoneu. ID: Intestino delgado (adaptado de 13).

1.2.  Derrame dos liquidos serosos

O derrame dos liquidos serosos é a acumulagdo anormal dos liquidos, resultado de um
desequilibrio entre a produgdo e a absorcdao desse liquido. O volume do liquido existente nas
cavidades é controlado por diversos fatores, entre 0s quais a pressdo hidrostatica e oncética na
circulagdo, pressdo negativa na cavidade serosa, permeabilidade dos capilares na membrana e a
capacidade de absorcéo linfatica. AlteracGes como disturbios na microcirculacao, congestdo dos
vasos, vasodilatagdo, permeabilidade vascular acrescida ou bloqueio da drenagem linfatica podem
causar o extravasamento do fluido nas cavidades serosas (14). Nos casos de derrames de origem
tumoral, ocorre a infiltracdo de células tumorais no espaco seroso através da disseminacao pelos
vasos sanguineos, direta ou linfatica, e posteriormente, o crescimento do tumor no espago Seroso
pode bloquear a drenagem linfatica, resultando na acumulacgéo de liquido seroso (15).

A maioria dos derrames pleurais s&o devido a pneumonia, insuficiéncia cardiaca ou a presenca de
tumores (16). O derrame pleural tumoral é o segundo tipo mais comum, surgindo como uma
complicacdo de tumores num estado avangado, provocada por metastases de outros locais, em
gue 50 a 65% sdo originarias de adenocarcinomas do pulméo e da mama (17-19). Por outro lado,
as neoplasias pleurais primarias sdo menos frequentes, sendo comumente originarias de
mesoteliomas (20).

O derrame pericardico pode surgir devido a tumores, infecdo, insuficiéncia cardiaca congestiva,
radiacdo, trauma, doencas do tecido conjuntivo, lesdo pericardica e por causas metabdlicas, como
uremia e hipotiroidismo. Apesar disso, um nimero substancial de derrames é de origem idiopéatico
(21). O tumor ¢ a causa mais frequente, sendo na sua maioria secundaria de metastases de
carcinomas de pulmé&o e mama, adenocarcinoma, melanoma e de tumores hematoldgicos (22, 23).
Os tumores primérios do pericardio sdo menos frequentes e incluem mesoteliomas,
fibrossarcomas, linfangiomas, hemangiomas, teratomas, neurofibromas e lipomas (23).
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O derrame ascitico ou ascite tem como principal causa a cirrose, que representa 85% de todos os
casos. Outras causas incluem tumores, insuficiéncia cardiaca, tuberculose, hepatite alcodlica,
entre outros (24). A ascite de origem tumoral pode resultar de tumores de origem abdominal,
como géstrica, colorretal, pancreética e ovariana, ou extra-abdominal, como mama, pulméo e
linfoma (25). Por outro lado, os tumores originarios do peritoneu sao raros (26). Considerando o
género, os derrames de origem tumoral mais frequentes em mulheres sdo derivados de
adenocarcinomas da mama ou do ovério, enquanto o carcinoma do pulmdo é um dos mais
frequentes em ambos os sexos (27).

Os derrames tumorais podem resultar na formacéo de transudatos ou exsudatos. Transudatos de
origem tumoral resultam da falha na reabsor¢éo do liquido seroso por interferéncia mecanica do
tumor e sao caraterizados por possuirem um baixo teor de proteina, geralmente inferior a 3,0 g/dL
e baixa densidade, geralmente inferior a 1,015. Exsudados de origem tumoral resultam de danos
nas paredes dos capilares, presentes no tecido conjuntivo seroso, permitindo o escape de proteinas
e varios constituintes celulares do sangue para a cavidade serosa, o que resulta num derrame com
elevado teor de proteina, geralmente superior a 3,0 g/dL e de elevada densidade, geralmente
superior a 1,015. E de notar que os transudatos e exsudatos também podem resultar de outras
patologias, como cirrose do figado, insuficiéncia cardiaca congestiva, insuficiéncia renal, entre
outras (28). Quando um liguido seroso contém células tumorais, 0 seu nimero pode variar
consideravelmente, desde casos de liquidos com quase 100% de células tumorais até liquidos com
percentagens reduzidas. No primeiro caso, 0 tumor presumivelmente irrompeu através do
mesotélio, possivelmente em muitas areas, ao passo que, quando as células tumorais sdo poucas,
0 tumor pode estar confinado no tecido conjuntivo subseroso, penetrando no mesotélio subjacente
apenas em pequenas areas. No entanto, os derrames com células tumorais em geral contém células
benignas, como células mesoteliais e leucdcitos, que frequentemente sdo mais abundantes. As
células mesoteliais podem ser estimuladas a sofrer hipertrofia e hiperplasia, e seu nimero pode
exceder o das células tumorais (28).

1.3.  Diagnostico de derrames carcinomatosos

O exame citoldgico do liquido seroso auxiliado pela imunocitoguimica é o gold standard na
detecdo de derrames carcinomatosos, por ser um dos métodos mais especificos e menos
dispendiosos disponiveis (29). O diagnéstico de derrames carcinomatosos esta associado a um
mau prognostico e tem implicacdes significativas no tratamento, visto que geralmente indica
metastases e tumores em estadios avancgados, sendo necessario detetar qualquer célula tumoral
com maior especificidade e sensibilidade. A sensibilidade do exame citolégico no diagndstico de
derrames carcinomatosos varia entre 40% e 80%, em que essa discrepancia € causada
principalmente por diferencas na experiéncia dos investigadores e na qualidade das preparacdes.
No entanto, é dificil distinguir inequivocamente entre células tumorais e células mesoteliais
reativas com carateristicas morfoldgicas semelhantes as células tumorais, especialmente em
derrames com poucas celulas tumorais (30, 31). Deste modo, o0 exame citoldgico é auxiliado pela
imunocitoquimica, que ajuda na distingao entre os derrames carcinomatosos e reativos e minimiza
as dificuldades inerentes a citopatologia. Por outro lado, recentemente estéo a ser estudados outros
métodos com o intuito de serem aplicados como métodos auxiliares de diagnéstico, para aumentar
a sensibilidade e a especificidade no diagndstico de derrames carcinomatosos, como por exemplo,
a citometria de fluxo (30).
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1.4. Citometria de fluxo

A citometria de fluxo (CF) é uma tecnologia multiparamétrica que analisa particulas suspensas
numa solugdo salina, enquanto passam por um ou Vvarios lasers, fornecendo vérias informacdes
sobre os aspetos biogquimicos, biofisicos e moleculares das particulas. A CF consiste em quatro
sistemas principais: o fluido, a 6tica, a eletrénica e o computador (32).

O sistema fluido possui dois componentes, o fluido de revestimento e linhas pressurizadas. O
fluido de revestimento é geralmente uma solucdo salina tamponada com fosfato (PBS), que é
injetada na cdmara de fluxo, por linhas pressurizadas. Uma outra linha pressurizada também injeta
as células suspensas no tubo de amostra para a cdmara de fluxo. A pressao do fluido com a amostra
é sempre maior que a pressdo do fluido de revestimento, o que resulta no alinhamento das células
no centro do tubo para passarem uniformemente pelo feixe de laser do sistema ético, permitindo
gue cada célula seja iluminada da mesma forma (32).

O sistema 6tico também possui dois componentes, a bancada 6tica, que inclui as lentes e o laser
e a Otica de coleta, em posicdes fixas. As lentes servem para moldar e focar o feixe de laser. E
utilizada corrente de alta voltagem para energizar os eletrbes em orbitais de alta energia para, de
seguida, voltarem para as orbitais de baixa energia, produzindo fotbes de luz, que consistem no
laser. Existem dois tipos de dispersdo de luz que ocorrem quando os lasers incidem sobre as
células, o forward scatter (FSC) e o side scatter (SSC). Os fatores que afetam a dispersdo total
da luz incluem a membrana, o nucleo, a granularidade da célula, o formato da célula e a topografia
da superficie. O FSC € o resultado da difragdo de luz captada no mesmo eixo do feixe do laser
incidente, sendo proporcional & &rea da superficie celular. O SSC é a medida da luz refratada, que
¢ captada num angulo de aproximadamente 90° do feixe de laser, sendo proporcional a
granularidade da célula ou complexidade interna, como representado na figura 5. A 6tica de coleta
consiste numa colecdo de lentes posicionadas para captar a luz emitida resultante da interacdo
entre o laser e a célula, num sistema de espelhos 6ticos e filtros que separam e direcionam
comprimentos de onda especificos para os detetores 6ticos apropriados. Os filtros podem ser de
passagem de banda, passagem curta ou passagem longa. Os filtros de passagem de banda
permitem que apenas uma faixa estreita de comprimentos de onda, préxima ao pico de emisséo
do corante fluorescente, chegue ao detetor. Os filtros de passagem curta permitem a passagem de
comprimentos de onda de luz iguais ou menores que um comprimento de onda especifico,
enguanto os filtros de passagem longa permitem a passagem de comprimentos de onda de luz
iguais ou maiores que um comprimento de onda especifico (32).
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Figura 5: Representacéo gréafica do forward scatter e side scatter (adaptado de 32).

A luz captada pela otica de coleta é direcionada aos fotodetetores, que fazem parte do sistema
eletronico. Existem dois tipos de fotodetetores, os fotodiodos (PDs) e os fotomultiplicadores
(PMTs). Os sinais de luz capturados pelos fotodiodos sdo convertidos num nimero proporcional
de eletrdes, para criar uma corrente elétrica, que gera um sinal anal6gico. Esse sinal analdgico é
amplificado e convertido em sinal digital, para processamento no computador, mediante
softwares adequados, que exibem os dados representados em graficos ou histogramas. Os quatro
sistemas estdo representados na figura 6 (32).

Sistema de fluido

Filtros
Detetores
e )
\ L
\ —— \
e —
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Computador

Figura 6: Resumo dos quatro componentes necessarios na CF ( adaptado de 32).
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1.4.1. Fluorescéncia na citometria de fluxo

Um composto fluorescente tem uma faixa de comprimentos de onda de luz especifica no qual
absorve a energia de luz. Essa absor¢do faz com que um eletrdo passe de um estado fundamental
para um nivel de energia mais alto, ou seja, estado excitado. O eletrdo excitado volta rapidamente
ao seu estado fundamental, enquanto liberta 0 excesso de energia como um fotdo de luz,
denominada fluorescéncia, como representada na figura 7 (32).

Estado
excitado

r—

Excitacdo , .
! Fotdaode luz

Emissdo e’

e N Estado
/ fundamental
Luz Composto

fluorescente

Figura 7: Processo de fluorescéncia ( adaptado de 32).

Na CF, as células sdo marcadas com fluorocromos, que sdo sondas fluorescentes capazes de
mostrar a presenca de componentes que de outra forma ndo seriam visiveis. Os fluorocromos sdo
utilizados numa ampla gama de aplica¢Bes, como imunofenotipagem, identificacdo de recetores
de superficie celular ou organelos intracelulares, classificacdo de células, determinagdo do
conteldo de &cido nucleico, entre outros. As caracteristicas importantes de um fluorocromo
incluem um espectro de absor¢do no qual um composto fluorescente pode ser excitado e uma
faixa de comprimentos de onda emitida designada por espectro de emissdo. O comprimento de
onda de emisséao de qualquer fluorocromo sera sempre maior do que seu comprimento de onda de
excitacdo. Os fluorocromos usados na CF sdo classificados em varios grupos, incluindo os usados
para marcar proteinas covalentemente e para acidos nucleicos. Para rotular proteinas
covalentemente, normalmente sdo utilizados anticorpos como sondas. Os fluorocromos mais
amplamente usados para marcagdo de anticorpos incluem o isotiocianato de fluoresceina (FITC),
fitoeritrina (PE) e aloficocianina (APC). O FITC (representado na figura 8), PE e APC possuem
um ponto maximo de excitacao de aproximadamente 495nm, 495nm e 650nm e um ponto maximo
de emissdo de 520nm, 578nm e 660nm, respetivamente (32).
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Figura 8: Espectro de comprimento de onda de excita¢do e de emissdo do FITC ( adaptado de 33).

A CF tem uma grande variedade de aplicacGes que sdo adequadas para varios campos de estudo,
sendo a imunofenotipagem a mais frequente. A imunofenotipagem utiliza a CF para analisar
simultaneamente populagbes mistas de células para véarios pardmetros. Um ensaio de
imunofenotipagem consiste em células marcadas com anticorpos conjugados com fluorocromos
que sdo direcionados contra antigénios na superficie celular (34). Existe uma grande panoplia de
anticorpos que podem ser usados na CF, sendo um deles o Ber-EP4, direcionado contra a molécula
de adeséo celular epitelial (35).

1.5.  Molécula de adesao epitelial

A molécula de adesao celular epitelial (EpCAM ou CD326) é uma glicoproteina transmembranar
de 40 kD composta por 314 aminoacidos, sendo uma molécula de adesao intercelular homofilica
independente de Ca2*. O CD326 foi identificado pela primeira vez em 1979 como um antigénio
dominante no carcinoma do colon, (35, 36). Visto que este antigénio foi posteriormente
descoberto independentemente por diferentes grupos de investigadores, também é conhecido por
um grande nimero de sinbnimos, muitos dos quais correspondem ao nome do respetivo anticorpo
monoclonal usado para reconhecer a proteina, incluindo os Ber-EP4, 17-1A, 323/A3, CO17A,
EGP-2, EGP34, entre outros (36).

Esta molécula é composta por um grande dominio extracelular, uma Unica regido transmembranar
e um dominio citoplasmatico curto de 26 aminoacidos, nos quais estdo presentes dois locais de
ligagdo para a-actinina para ligacdo ao citoesqueleto de actina. O dominio extracelular é
constituido por trés dominios, o dominio-N, o dominio tiroglobulina tipo 1A e o dominio-C, como
representado na figura 9 (37).
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Figura 9: Diagrama esquematico da estrutura completa da proteina EpCAM e da estrutura cristalina do dominio
extracelular. ND: Dominio-N; TY: dominio tiroglobulina tipo 1A; CD: Dominio-C; TM: Dominio transmembranar;
EpIC: Dominio intracelular C-terminal (adaptado de 37).

O CD326 nao é estruturalmente relacionado com nenhuma das quatro principais familias de
proteinas de adesdo, nomeadamente as caderinas, selectinas, integrinas e imunoglobulinas, mas
promove o contacto intercelular através da formacao de trans-oligémeros intercelulares. A nivel
molecular, 0 CD326 interage com diferentes proteinas de adesdo como E-Caderina, Claudinas,
CD44, entre outras, regulando as estruturas de adesdo existentes entre as células e a matriz celular,
incluindo as junc@es apertadas (TJs), juncdes aderentes (AJs), desmossomos e hemidesmossomos
(37). O CD326 é expresso na membrana basolateral das células em muitos tipos de tecidos
epiteliais, incluindo estdmago, pulmdes, pancreas, rins, entre outros e também é um marcador de
superficie celular em varias células estaminais e células progenitoras. Os seus niveis de expressdo
variam entre diferentes 6rgdos e tipos de células, sendo mais expressos nos epitélios do colon,
intestino delgado, péancreas, figado, vesicula biliar e endométrio, em adultos. Em geral, a
expressdo do CD326 é positivamente correlacionada com proliferacdo, negativamente
correlacionada com éareas mais diferenciadas e desempenha papéis importantes na adesdo
intercelular, sinalizacdo celular, diferenciacdo, formacdo e manutencdo da morfologia de 6rgdos
(35, 37). Por outro lado, este ndo é expresso no epitélio escamoso adulto, hepatdcitos, células
mioepiteliais e mesoteliais ou fibroblastos (35, 36).

O CD326 ¢ frequentemente sobre-expresso na maioria dos carcinomas, como demonstrado na
tabela 1. Em contraste, existe uma menor expressdo de CD326 na maioria dos carcinomas de
células escamosas do que adenocarcinomas € ndo tem expressdo em sarcomas, linfomas,
melanomas e tumores neurogénicos. Niveis especialmente elevados de expressdo podem ser
observados em carcinomas derivados do célon, intestino, mama, pulmé&o e prdstata.

11
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Tabela 1: Expressdo do CD326 em carcinomas. CRC: Cancro Colorretal; HCC: Carcinoma Hepatocelular; SCC:
Carcinoma de Células Escamosas; BCC: Carcinoma Basocelular (38).

Orgéo Carcinoma

Oral (mucosa, glética, escamosa, epitélio) | Positivo

Gastrico Positivo

Colon Sobre-expresso (CRC)
Figado Negativo (HCC)
Pancreas Sobre-expresso

Mama Sobre-expresso
Prostata Sobre-expresso
Ovario Sobre-expresso
Bexiga Sobre-expresso

Colo uterino Positivo

Pulméo Positivo (SCC) e negativo no mesotelioma
Pele Positivo (BCC)

Ao contrério dos epitélios saudaveis, a distribuicdo do CD326 na célula varia com o tipo de
carcinoma, de uma distribui¢do basolateral a uma membrana homogénea de células inteiras (37).

O valor prognéstico da expressdo do CD326 depende do tipo de tumor. Em certos tipos de tumor,
a sobre-expressdo do CD326 foi associado a um estadio avangado da doenca e a um pior
progndstico. Como exemplos, estudos demonstram que a sobre-expressdo do CD326 no cancro
de mama, carcinoma urotelial da bexiga, carcinoma da prdstata, carcinoma do ovario e carcinoma
da vesicula biliar estdo associados a um pior progndéstico, comparativamente aos casos em que
ndo houve expressdo do CD326 (38). Por outro lado, em alguns tipos de carcinoma como
carcinoma de tiroide, a expressdo do CD326 foi associada a um melhor progndstico. Assim, o
CD326 pode servir como um marcador progndéstico adicional em certos tipos de tumor (37).

2. Objetivo do projeto de investigacao

A citopatologia, auxiliada pela imunocitoquimica, é considerada o gold standard na detecdo de
células tumorais em amostras de derrames de liquidos serosos (29, 38, 39). Apesar das vantagens
da imunocitoquimica, esta técnica é relativamente morosa e dependente da interpretacdo do
observador (40-42). Por outro lado, a CF pode ser aplicada na analise de liquidos bioldgicos ndo
hematopoiéticos para o estudo de tumores, especialmente nos liquidos serosos, visto que as
celulas sdo mantidas em suspensdo. Adicionalmente, 0 CD326 emergiu como o melhor marcador
para a pesquisa de células epiteliais, incluindo células tumorais originarias de células epiteliais
(42). Assim surge o interesse em estudar os liquidos serosos para a pesquisa de células CD326
positivas por CF para auxiliar na avaliacdo citopatoldgica, devido a sua facilidade de utilizacdo e
0 tempo de resposta rapido.

Deste modo, 0 presente estudo tem como 0s objetivos principais:

e Revisdo bibliografica das caracteristicas celulares dos liquidos serosos na presenca de
tumores;

e Anélise dos liquidos serosos por CF para a pesquisa de células CD326 positivas, CD45 e
CD33 negativas;
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e Comparacdo dos resultados obtidos por CF com os resultados da Anatomia Patoldgica
(AP), para determinagdo dos valores de sensibilidade e especificidade da CF, neste
contexto.

Com este estudo, espera-se que os resultados de CF apresentem uma boa correlagdo com o0s
obtidos pela AP na detecdo de tumores nos liquidos serosos (40, 41).

3. Materiais e métodos

3.1. Rececdo e manuseamento das amostras

Foi realizado um estudo retrospetivo, em que foram selecionadas 35 amostras recebidas no SPC,
entre maio de 2016 a agosto de 2019. Nos doentes em que houve colheita de liquido seroso para
pesquisa de células tumorais por imunocitoquimica, também foi obtido amostra para tubos com
anticoagulante acido etileno-diamino-tetraacético (K3-EDTA) para serem avaliados por CF. As
amostras estudadas sdo de liquido ascitico (28), liquido pleural (6) e liquido pericardico (1). O
SPC recebe amostras de liquidos serosos provenientes do CHUCB. As amostras chegam ao SPC
em tubos de K3-EDTA devidamente acondicionadas e identificadas, destinadas a sec¢do de
Hematologia, para analise por CF. As amostras sdo processadas no momento da sua chegada ao
SPC, caso contrério, sdo armazenadas a 4°C até serem processadas, sem ultrapassar as 4 horas de
espera até a analise.

3.2.  Processamento da amostra para citometria de fluxo

A 500 pl de cada amostra, foram adicionados 5 ul de anticorpo monoclonal contra o antigénio
epitelial humano (CD326; Clone: Ber-EP4, Dako) conjugado com isotiocianato de fluoresceina
(FITC), 5 pl de anticorpo contra leucécitos (CD45; Clone: 2D1, Becton Dickinson) conjugado
com aloficocianina (APC) e 10 pl de anticorpo contra a linha mieloide (CD33; Clone: P67.6,
Becton Dickinson) conjugado com fitoeritrina (PE). As amostras foram incubadas por 15 minutos
no escuro, & temperatura ambiente. De seguida, foram adicionados 2 mL de PBS e as amostras
foram centrifugadas a 2000 rpm, por 5 minutos, para realizar a lavagem. O botdo celular é
suspenso com 500 pl de PBS, que fica pronto para a aquisicdo no citdbmetro FACSCalibur,
mediante o software CellQuest™ (Becton Dickinson). Paralelamente, foram preparados os
controlos negativos, utilizando as proprias amostras processadas da mesma forma, excetuando a
adicdo de anticorpos marcados com fluorocromos, como esquematizado na tabela 2.

Tabela 2: Painel de anticorpos e fluorocromos utilizados para marcar as células.

Tubo Anticorpos monoclonais e fluorocromos Volume de amostra
PE

1 N/A N/A N/A 500 pl
2 CD326 CD33 CD45 500 pl

A estratégia utilizada para realizar o gating teve em consideracdo o CD45 e o SSC, abrangendo
até 50 mil eventos CD45 . De seguida, foi realizada a analise utilizando o software Infinicyt™ 1.8
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(Cytognos), em que foram identificados os eventos CD326", excluindo os eventos CD33". Por
fim, os eventos identificados foram avaliados nos eixos da FSC (tamanho) e SSC (complexidade).
Os eventos identificados como células epiteliais sdo CD457, CD33 e CD326*. O critério utilizado
para determinar a positividade para a presenca células epiteliais nas amostras de liquido seroso
baseia-se na presenca de um grupo definido de eventos sugestivos de células epiteliais. Os passos
visando a selecdo dos eventos de interesse estdo ilustrados na figura 10.

Eventos CD45 Eventos CD45-,CD33 e CD326*
A, |
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Eventos CD45 Eventos CD45-,CD33 e CD326"
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1 it 7 2 - y
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Figura 10: Estratégia de analise de CF, demonstrada em dois exemplos de amostras de liquido ascitico. A amostra (A)
é positiva para a presenca de células epiteliais (verde) e a amostra (B) € negativa.

Os resultados das analises por CF foram comparados com os resultados da AP para determinar os
valores da sensibilidade e a especificidade, mediante as seguintes equacdes:

1. Sensibilidade = (VP/ (VP+FN)) x 100
2. Especificidade = (VN/ (VN+FP)) x 100

VP: Verdadeiro Positivo; VN: Verdadeiro Negativo; FP: Falso Positivo; FN: Falso Negativo (43).
VP e VN sdo determinados quando o respetivo resultado positivo e resultado negativo da CF séo
concordantes com os resultados da AP, enquanto FP e FN séo determinados quando o respetivo
resultado positivo e resultado negativo da CF ndo séo concordantes com a AP.
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3.3.  Anatomia patoldgica

Os resultados da analise por CF foram comparados com o0s descritos no relatério
anatomopatolégico (do Laboratério de Patologia e Citopatologia), relativos a exames da
morfologia citolégica e estudos imunohistoquimicos de diversas amostras, incluindo amostras de
liquido ascitico, pericardico e pleural, bem como de tecidos de cdlon e de intestino delgado.

4, Resultados

Das 35 amostras estudadas, 22 (62,8%) provém de doentes do sexo masculino e 13 (37,1%) do
sexo feminino, com uma média de 68 anos e uma mediana de 62 anos e com idades compreendidas
entre 0s 47 e 89 anos, distribuidas por faixas etarias como representado na figura 11.
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Figura 11: Distribuicdo das amostras estudadas por faixas etarias.

Segundo a CF, foram considerados 21 resultados negativos e 14 resultados positivos para a
presenca de células epiteliais CD326*. Os numeros totais de eventos CD45" obtidos variaram em
cada amostra, tendo um maximo de 500 mil e um minimo de 6886 eventos. Essa variagdo ocorreu
porque houve amostras com um ndmero elevado células e outras com numeros reduzidos de
células, respetivamente. Os nimeros dos eventos sugestivos de células epiteliais, bem como a
percentagem (considerando os CD45"), variaram com as amostras, tendo um maximo de 64356
eventos e 49,48% e um minimo de 96 eventos e 0,16%, respetivamente. Quanto & AP, foram
considerados 19 resultados negativos, 14 positivos e 2 inconclusivos para a presenca de células
tumorais. Os resultados de todas as amostras estdo resumidos na tabela 3.

15



Avaliacdo do CD326 como marcador para a pesquisa de células neoplasicas em amostras de liquidos serosos

Tabela 3: Resumo das amostras e dos resultados da anatomia patoldgica e da CF. Resultados emitidos pela Anatomia

Patoldgica, mediante a analise a amostras de bidpsias de tumor no intestino delgado (*) e no célon (**).

| Tonde | araois | OIS 0002 || cous o | coss s coss | 250
e CD326* e CD326*
1 Ascitico Negativo Negativo 21182 N/A N/A N/A
2 Ascitico Negativo Negativo 500000 N/A N/A N/A
3 Pleural Positivo Positivo 50000 96 0,16 Homogénea
4 Ascitico Positivo Positivo 50000 113 0,23 Heterogéneo
5 Ascitico | Inconclusivo Negativo 50000 N/A N/A N/A
6 Ascitico Negativo Negativo 6886 N/A N/A N/A
7 Ascitico Negativo Negativo 50000 N/A N/A N/A
8 Ascitico Negativo Negativo 10121 N/A N/A N/A
9 Pleural Positivo Positivo 50000 3903 7,81 Heterogénea
10 | Ascitico Negativo Negativo 50000 N/A N/A N/A
11 | Ascitico Negativo Positivo 16755 758 4,52 Heterogénea
12 | Ascitico Positivo Negativo 500000 N/A N/A N/A
13 Ascitico Positivo Positivo 301836 2358 0,78 Homogénea
14 | Ascitico Positivo Positivo 124662 2016 1,62 Heterogénea
15 | Ascitico Negativo Negativo 18055 N/A N/A N/A
16 | Ascitico Positivo Positivo 10000 220 2,2 Homogénea
17 Ascitico Positivo Positivo 50000 1645 3,29 Homogénea
18 | Ascitico Negativo Negativo 50000 N/A N/A N/A
19 | Ascitico Negativo Negativo 24794 N/A N/A N/A
20 | Ascitico Negativo Negativo 46965 N/A N/A N/A
21 | Pericéardico Positivo Positivo 10000 4848 48,48 Heterogénea
22 | Ascitico Positivo* Positivo 123984 834 0,67 Homogénea
23 | Ascitico Positivo Positivo 24702 989 4 Heterogénea
24 Pleural Negativo Negativo 50000 N/A N/A N/A
25 | Ascitico Negativo Negativo 348624 N/A N/A N/A
26 | Ascitico Negativo Negativo 409547 N/A N/A N/A
27 | Ascitico Positivo** Negativo 203976 N/A N/A N/A
28 Pleural Positivo Positivo 116790 4443 3,8 Homogénea
29 | Ascitico Negativo Negativo 124449 N/A N/A N/A
30 Pleural Positivo Positivo 50000 27629 55,26 Heterogénea
31 | Ascitico Negativo Negativo 50000 N/A N/A N/A
32 | Ascitico Negativo Negativo 500000 N/A N/A N/A
33 | Ascitico Negativo Negativo 50000 N/A N/A N/A
34 | Ascitico Negativo Negativo 500000 N/A N/A N/A
35 Pleural Inconclusivo Positivo 130933 64356 49,48 Homogénea
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Excluindo os resultados inconclusivos da AP, a CF demonstrou elevada sensibilidade (85,71%) e
especificidade (94,74%). No entanto, ao incluir os resultados inconclusivos da AP, a sensibilidade
e a especificidade desceram para 80% e 90%, respetivamente, como demonstrado na tabela 4.
Com a CF, 12 resultados foram considerados verdadeiros positivos e 18 resultados foram
considerados verdadeiros negativos. Por outro lado, 1 resultado foi considerado falso positivo e 2
foram considerados falsos negativos. Utilizando o software Graphpad Prism, foi calculada a
significancia estatistica da diferenca entre a CF e a AP no diagndstico da positividade para
malignidade, sendo considerada estatisticamente significativa, tanto excluindo (Fisher exact t test,
P< 0,0001) como incluindo (Fisher exact t test, P< 0,0001) os resultados inconclusivos da AP.

Tabela 4: Comparacdo entre os resultados da CF com a AP, para a determinagdo dos valores de sensibilidade e

especificidade. VP: Verdadeiro Positivo; VN: Verdadeiro Negativo; FP: Falso Positivo; FN: Falso Negativo; AP:
Anatomia Patoldgica.

Citometria de Fluxo

Positivo Negativo Total

Positivo 12 (VP) 1 (FP) 13

Negativo 2 (FN) 18 (VN) 20

Total 14 19 33

Anatomia Inconclusivo 1 1 2

Patolégica Total incluindo
inconclusivo para 15 20 35
AP

Excluindo inconclusivo Incluindo inconclusivo
Sensibilidade (12/14) x 100 85,71% (12/16) x 100 80%
Especificidade (18/19) x 100 94,74% (18/21) x 100 90%

5. Discussao

Atualmente, a analise da morfologia citol6gica auxiliada pela imunocitoquimica é o gold standard
para a pesquisa de células tumorais em amostras de liquido seroso. Mas a eficacia do método pode
ser afetada por muitos fatores, entre os quais 0 baixo namero de células, amostras hematicas e a
dificuldade em diferenciar entre tumores epiteliais e células mesoteliais reativas, que aumentam
a dificuldade de interpretacdo do observador. Adicionalmente, a imunocoloracéo é limitada pelo
numero de células presentes no bloco celular e € um processo moroso, que pode atrasar a decisao
de um diagnostico. Assim, o desenvolvimento de um método auxiliar que possa aumentar a
sensibilidade e a especificidade, bem como reduzir o tempo de resposta seria uma mais-valia no
contexto hospitalar. A CF é amplamente utilizada no diagnéstico de tumores hematol6gicos, mas
ndo no diagndstico e acompanhamento de tumores ndo hematol6gicos. Assim, é de interesse
avaliar a capacidade da CF na analise e detecdo de células epiteliais em amostras de liquido
seroso, visando auxiliar a avaliagdo citopatoldgica, devido a sua facilidade de uso e o tempo de
resposta rapido.

Nas amostras de liquidos serosos séo encontrados leucdcitos e células mesoteliais. No presente
estudo foi utilizado um painel de anticorpos CD45, CD33 e CD326 marcados com fluorocromos,
para a pesquisa de células epiteliais em amostras de liquido seroso por CF, considerando que a
mera presenca de, pelo menos, uma populagdo de células epiteliais nesses liquidos € sugestiva de
carcinoma.

O CD45, ou antigénio leucocitario comum, estd presente nas células leucocitérias normais e
tumorais. Na CF, é utilizado no diagndstico de leucemias e linfomas, visto que a sua expressao
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permite identificar populacdes de leucdcitos e a presenca de padrdes anormais € sugestiva de
patologia. Em liquidos serosos, a detecdo de eventos CD45" com valores de SSC elevados é
sugestiva para a presenca de tumores ndo hematopoiéticos (44). Isso justifica o passo de gating
realizado neste estudo, em que s&o abrangidos os eventos CD45". O CD33 é expresso em células
estaminais mieloides, mieloblastos, monoblastos, mondcitos/ macréfagos, precursores de
granulécitos e mastécitos (45). No liquido seroso, eventos CD33* indicam a presenca de
mondcitos/ macréfagos, mas como estes leucdcitos sdo CD45*, presume-se que sdo excluidos
com o passo de gating. O inicio da analise dos eventos adquiridos € realizado num dot plot em
que os eixos de Y e X representam 0 SSC e CD326, respetivamente. Sao selecionados os eventos
CD326", visto que esse marcador é especifico para as células epiteliais. O préximo passo é
realizado num dot plot em que os eixos de Y e X representam a expressdo de CD33 e CD326,
respetivamente. Ao analisar cada amostra, observa-se sempre um agrupamento de eventos com
um padrdo caracteristico no meio do dot plot. Esses eventos representam uma populacdo de
células autofluorescentes, que séo células com uma capacidade intrinseca de emitir fluorescéncia,
que devem ser excluidas, pois ndo indicam a formacdo do complexo antigénio-anticorpo
pretendido com os painéis de anticorpos utilizados, ou seja, provavelmente ndo expressam CD33
ou CD326 (46). No préximo passo, sdo selecionados somente os eventos CD326%, de forma a
incluir somente eventos CD45", CD33 e CD326*. O CD326 é utilizado para diferenciar células
mesoteliais que sdo CD326", das células epiteliais, que sdo CD326*. Assim, somente 0s eventos
que sugerem a presenca de células epiteliais sdo selecionados. As células epiteliais tumorais
geralmente sdo grandes e complexas, mas podem apresentar-se de diversos tamanhos e
complexidades, sendo que essas carateristicas sdo observadas num dot plot com os eixos de FSC
e SSC (42). As células mesoteliais reativas ndo expressam os CD45, CD33 e CD326. Em algumas
amostras, sdo observadas duas populacGes bem definidas de eventos CD326, CD45 e CD33", em
gue uma populagéo expressa intensamente 0 CD326, enquanto que a outra populacdo o expressa
com menos intensidade. Ao analisar cada uma dessas populacdes, é possivel observar no dot plot
de FSC e SSC que a populacdo que expressa CD326 com menos intensidade corresponde aos
eventos situados na &rea dos detritos e a populagdo que expressa CD326 intensamente
corresponde aos eventos grandes e complexos. Possivelmente, durante o preparo da amostra,
algumas células epiteliais tumorais fragmentaram-se, o que justifica a presenca de varios eventos
na rea dos detritos (40). Apés a analise, é aplicado o critério para a determinacédo de positividade
para a presenca de células epiteliais, em que o resultado é considerado positivo quando existe um
grupo definido de eventos CD45", CD33 e CD326".

Existem outros aspetos que podem ser considerados na interpretacdo destes resultados, como o
critério para a determinacdo de positividade para células epiteliais e 0s tipos de amostras incluidas
neste estudo. Quanto ao critério para a determinagdo de positividade para células epiteliais, além
de obter eventos devidamente marcados com o painel de anticorpos de interesse, 0 nimero de
eventos é importante para ter uma significancia estatistica. De um ponto de vista geral, tendo em
conta a percentagem espectavel de eventos de interesse que sdo adquiridos de uma amostra,
sugere-se uma aquisicdo de 10° eventos quando é expectavel adquirir aproximadamente 1% de
eventos de interesse, sendo que esse nimero aumenta ou diminui quanto menor ou maior é a
percentagem de eventos de interesse, respetivamente (47). Atualmente, ndo existe um consenso
no que diz respeito a pesquisa de células epiteliais tumorais em liquidos serosos por CF e o
namero de eventos a adquirir, por isso, esse aspeto ndo foi incluido no critério para a determinacao
de positividade para células epiteliais, neste estudo. O critério foi determinado visto a presenca
de células epiteliais no liquido seroso ser sugestiva de carcinoma. Mas em 2013, Pillai et al (40)
publicaram um estudo em que pesquisaram a presenca de células epiteliais em liquidos serosos
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por CF, utilizando um painel ligeiramente diferente de anticorpos, formado pelos CD45, CD14 e
Ber-EP4. Foram adquiridos 500 mil eventos em todas as amostras e determinaram que as amostras
gue apresentassem mais de 0,5% de eventos CD45, CD14 e Ber-EP4*, seriam consideradas
positivas para a presenca de células epiteliais. Mediante esse critério, a analise por CF teve uma
sensibilidade e especificidade de 88,15% e 97,64%, respetivamente, ligeiramente superior ao que
foi obtido no presente estudo (40). Considerando esses aspetos, é possivel inferir que
possivelmente, a aquisicdo de um maior nimero de eventos CD45" e a determinacdo de uma
percentagem de eventos de interesse, entre 500 mil a 10° e 0,5% e 1%, respetivamente, podera
fornecer resultados mais fiaveis.

Quanto ao tipo de amostras incluido neste estudo, é importante notar que houve diferencas na
relacdo entre o nimero total de eventos CD45 adquiridos e 0 nimero de eventos de interesse
entre os diferentes tipos de amostras declaradas positivas para a presenca de células epiteliais. As
amostras de liquido ascitico tiveram médias de 87742,38 eventos CD45 adquiridos e 1116,62
(2%) de eventos de interesse adquiridos, enquanto que as amostras de liquido pleural tiveram
médias de 79544,6 e 20166,4 (23,3%) respetivamente, e a amostra de liquido pericardico teve um
Unico resultado de 10000 e 4848 (48,48%). Uma possivel explicagcdo baseia-se no facto que
geralmente, os derrames de liquido ascitico sdo de maior volume que os outros derrames, 0 que
resulta numa maior dispersdo de células metastaticas pelo liquido e, consequentemente, reduz o
numero de aquisicao dessas células por mL (48). Outra explicacdo reside na possibilidade que,
no caso de carcinomas do pulméo, o tumor poder desenvolver-se em varios pontos do pulméo e
irromper através do mesotélio em muitas areas, resultando numa percentagem elevada de células
epiteliais, tanto no liquido pericéardico, como no liquido pleural (28).

Mediante o critério para a determinacdo de positividade para a presenca de células epiteliais,
foram considerados 14 resultados positivos e 21 resultados negativos. Entre os resultados
positivos, 8 sdo de amostras de liquido ascitico, 5 de liquido pleural e 1 de liquido pericérdico.
Dos 14 resultados positivos, 12 (85,72%) sdo concordantes com a AP e 2 (14,28%) séo
discordantes, que considerou um como negativo e outro como inconclusivo. Quanto aos
resultados discordantes entre a AP e a CF, o doente do qual foi colhida a amostra de liquido
ascitico declarada negativa pela AP foi submetido a uma laparotomia exploratéria 12 dias depois
de terem colhido a referida amostra, em que constataram a presenca de carcinomatose peritoneal
extensa que envolve varios 6rgdos, inclusive o peritoneu. A amostra correspondente analisada por
CF também é de liquido ascitico, em que adquiriram 16755 eventos CD45 e detetaram uma
populacdo de 758 (4,52%) eventos sugestivos de células epiteliais. Assim, é possivel inferir que
a analise da CF conseguiu detetar uma neoplasia existente, enquanto a analise da AP declarou
como negativa. Quanto ao caso declarado inconclusivo pela AP, foi estudada uma amostra de
liquido pleural, tanto pela AP como pela CF. Mediante a CF, foram adquiridos 130933 eventos
CD45, e detetaram 64356 (49,48%) eventos da populacdo de interesse. Esse resultado é
claramente sugestivo da presenca de células epiteliais, o que é uma mais-valia, pois sugere que
o0s estudos por CF originam resultados positivos conclusivos, mesmo quando ndo é possivel
determinar um resultado através da AP. Desta forma é evidenciado a importancia de usar
diferentes técnicas de forma a colmatar as limitacdes inerentes a cada uma.

Relativamente aos resultados positivos concordantes, tanto 0 nimero de eventos CD45°, como o
numero de eventos de interesse e a respetiva percentagem foram divergentes, com um maximo de
301836 eventos CD45" adquiridos, um minimo de 10000 e uma média de 79261,57. N&o houve
uma correlagdo evidente entre 0 nimero de eventos CD45" obtido e o nimero de eventos de
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interesse. Dos 14 resultados positivos, 12 foram concordantes com o critério de positividade para
neoplasia estabelecido por Pillai et al (40), tendo em conta 0 minimo de 0,5% de eventos de
interesse para determinar a positividade, apesar de que para todas as amostras positivas foram
adquiridos menos que 500 mil eventos CD45. Mas os restantes dois resultados positivos
demonstraram valores de percentagem de eventos de interesse abaixo do referido critério, de
0,16% e 0,23%, com valores de aquisicdo de CD45" de 50 mil eventos. Considerando estes dois
resultados, seria de interesse verificar a possibilidade de alcancar o limite minimo de 0,5% caso
fossem adquiridos pelo menos 500 mil eventos CD45, ou seja, possivelmente a aquisicao de pelo
menos 500 mil eventos originam resultados mais conclusivos.

Dos 21 resultados negativos, 18 (85,71%) sdo concordantes e 3 (14,29%) sdo discordantes com a
AP, em que 2 resultados sdo positivos e 1 é inconclusivo pela AP. Tal como os resultados
positivos concordantes, o numero de aquisicdo de eventos CD45  foram diferentes entre os
resultados negativos concordantes, com um maximo de 500 mil, um minimo de 6886 eventos e
uma média de 156145,7 eventos. Trés resultados tiveram 500 mil eventos CD45" adquiridos, que
é igual ao parametro utilizado no estudo de Pillai et al (40). Semelhante aos outros resultados
negativos que tiveram um menor numero de aquisi¢do de eventos CD45", ndo foram adquiridos
eventos de interesse que atingissem o critério para determinar a positividade utilizado neste
estudo. Um dos resultados positivos da AP corresponde a um caso em que a amostra de liquido
ascitico colhido pertence a um doente em que constataram intraoperatoriamente uma
carcinomatose difusa no liquido ascitico, originaria de cancro colorretal. Por CF, foram
adquiridos 500 mil eventos CD45 da amostra correspondente. Na literatura, esta bem
documentada que a expressdo de CD326 € intensa nos casos de cancro colorretal, mas existem
estudos que indicam que a diminuicdo da expressdo desse marcador esta correlacionada com a
progressao e metastase do tumor (49). Visto que a carcinomatose peritoneal difusa indica a
ocorréncia de metastases e esta associada a fases avangadas de cancro colorretal, € possivel inferir
que a andlise por CF ndo detetou positividade, possivelmente porque o estadio avangado do cancro
colorretal estd inversamente relacionado com a expressdo do CD326, ou seja, essas células
tumorais podem ndo expressar 0 CD326. Outra hipbtese reside na eventualidade de ter-se
adquirido um numero insuficiente de eventos, ao ponto de nao ter sido possivel adquirir eventos
de interesse suficientes para cumprir o critério de positividade. No outro caso em que a AP relatou
como positivo para a presenca de adenocarcinoma, analisaram uma amostra de um tumor sélido,
em que fizeram uma colectomia segmentar. N&o se observou invaséo de estruturas adjacentes,
excetuando no tecido adiposo do peritoneu. Na literatura consta que é frequente a ocorréncia de
casos de carcinoma no colon, sem envolver o peritoneu (50). Assim, é possivel deduzir que a
analise por CF ndo detetou positividade, porque possivelmente ndo ocorreu metastase do tumor
para o liquido ascitico. Quanto ao caso declarado inconclusivo pela AP, foi analisada uma amostra
de liquido ascitico, tanto pela AP como pela CF. Foi possivel adquirir 50 mil eventos CD45
mediante a CF e ndo foram identificados eventos de interesse, atribuindo um resultado negativo
quanto a presenca de células epiteliais. Assim, pode inferir-se que é possivel atribuir um resultado
negativo quanto a presencga de células epiteliais, mesmo em casos que ndo foi observado um
resultado na AP. No entanto, é importante frisar que é preferivel a aquisi¢cdo de um maior nimero
de eventos para atribuir um resultado mais fiavel, visto que existe o risco do resultado ser falso
negativo, devido ao reduzido nimero de eventos CD45" adquiridos e, consequentemente, da ndo
aquisicéo de eventos de interesse.

Considerando os resultados da AP como gold standard, a CF demonstrou elevada sensibilidade
(85,71%) e especificidade (94,74%) para a pesquisa de células epiteliais em derrames de liquidos
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serosos. Das 35 amostras analisadas, 30 (85,71%) tiveram resultados concordantes entre os dois
métodos de analise. Entre os 5 resultados discordantes, 4 ndo sdo realmente considerados como
falsos negativos ou falsos positivos, visto que a AP declarou dois resultados inconclusivos, 1
resultado negativo contradito pelo resultado do relato cirdrgico e 1 resultado positivo em que nao
analisaram uma amostra de liquido seroso, mas de uma colectomia de um tumor. O resultado que
realmente é um falso negativo corresponde ao caso que foi declarado como negativo pela CF, mas
em que foi detetada a presenca de células com carateristicas morfolégicas compativeis com
carcinoma, pela AP. Assim, é possivel inferir que a CF, bem como o painel de anticorpos e o
critério para a positividade de células epiteliais em liquidos serosos utilizados neste estudo,
fornecem resultados fiaveis, considerando os valores de sensibilidade e especificidade.

A CF e a estratégia utilizada neste estudo mostram vérias vantagens para a pesquisa de células
epiteliais em liquidos serosos. Assim, a CF deve ser considerada como uma técnica complementar
a AP, permitindo diminuir o tempo de resposta da andlise por CF, mantendo a sensibilidade e a
especificidade. Adicionalmente, a CF possui varias caracteristicas tipicas de um método de
rastreio, por ser menos invasivo, perigoso, dispendioso e desconfortavel para os doentes (43).
Deste modo, no contexto hospitalar, a CF pode ser utilizada conjuntamente com a analise
morfolégica, como um método de rastreio preliminar, para fornecer mais informagdes que
auxiliem no diagndstico realizado pela AP. Mas, por outro lado, é importante mencionar algumas
desvantagens associadas ao método de andlise utilizado neste estudo. N&o é possivel determinar
a origem e o grau de diferenciacdo das células epiteliais tumorais, mas apenas presumir que 0s
eventos analisados sugerem a presenca de células epiteliais. Adicionalmente, existem células de
origem epitelial que ndo expressam CD326, dos quais 0s epitélios escamosos, queratindcitos
epidérmicos, células parietais gastricas, células mioepiteliais, epitélio cortical timico e
hepatdcitos e células epiteliais tumorais de determinadas origens que ndo expressam CD326 em
estadios avancados de carcinoma (51).

6. Concluséo e perspetivas futuras

Este estudo vem fornecer dados importantes em relacdo a utilidade da analise dos liquidos serosos
por CF como um método auxiliar no diagndéstico de tumores de origem epitelial. Visto que o
desempenho da AP no diagnoéstico de tumores de origem epitelial presentes nos liquidos serosos
pode ser prejudicado por muitos fatores, torna-se necessario desenvolver um método auxiliar para
aumentar a precisdo no diagnostico e reduzir o tempo de resposta. Esse facto motivou a realizagdo
do presente estudo, tendo em conta o potencial da CF para colmatar as dificuldades inerentes a
analise citomorfoldgica. Mediante este estudo tornou-se evidente que a CF pode ser utilizada na
pesquisa de células epiteliais tumorais no liquido seroso, visto que este método apresenta uma
elevada sensibilidade e especificidade. Este estudo sugere que é possivel obter resultados
conclusivos ou positivos mediante a CF, mesmo em casos que a AP ndo consegue determinar um
resultado, ou obtém um falso negativo, respetivamente. No entanto, é de real¢ar que nenhuma das
técnicas é completa por si s6, sendo que ambas apresentam limitacdes e o ideal sera a sua
aplicacéo em paralelo.

Futuramente, devem ser realizados mais estudos com maior nimero de amostras, aumentando o
ndmero de eventos a adquirir, como por exemplo 10 eventos, para fornecer resultados mais
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fidveis e retirar conclusdes mais consistentes. Concomitantemente, devem ser desenvolvidos
diretrizes para o estabelecimento de critérios de positividade para a presenca de células epiteliais.
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Capitulo 2 — Relatério de Estagio

1. Laboratorio de Patologia Clinica

O CHUCB possui diversos servicos especializados, entre os quais o SPC. Em janeiro de 2000, o
SPC passou a ocupar as novas instalacdes no novo Hospital Péro da Covilha. O SPC encontra-se
certificado pela Norma 9001:2015, desde 1 de fevereiro de 2006 até a atualidade. Adicionalmente,
este servigo encontra-se acreditado pela Joint Commission Internacional, continuando a trabalhar
no “Programa de Melhoria da Qualidade” (52). A dire¢do do servigo é da responsabilidade da
Exma. Dra. Conceic¢do Faria (52).

O SPC tem como misséo:

e Recolher produtos biol6gicos dos utentes que recorrem ao servigo, efetuando a
determinagdo analitica dos paradmetros solicitados, de forma a complementar o
diagndstico clinico e instituicdo de uma terapéutica adequada;

¢ Realizar colheitas em seguranca, levando em conta o grau de satisfagdo dos utentes de
forma a melhorar a qualidade do servico prestado;

e Efetuar determinagdes analiticas fiaveis em tempo (til, baseadas na atualizacao técnica,
na qualidade e na automatizagéo;

e Motivar os colaboradores, delegando niveis de competéncia e promovendo a formacao
profissional,

e Participar no ensino pré-graduado e pds-graduado;

e Participar em projetos de investigacéo (52).

1.1. Areas Laboratoriais

O SPC no Hospital Péro da Covilhd é constituido por uma area administrativa, uma area de
colheitas e seis areas principais de diagnostico, nomeadamente as areas de Hematologia,
Imunoguimica, Microbiologia, Virologia, Autoimunidade e Urgéncia. No Hospital do Fundéo
existe uma area administrativa, uma sala de colheitas e duas areas de diagnéstico, que incluem as
areas de Hematologia e Biogquimica (52).

As etapas dos exames laboratoriais sdo divididas nas fases pré-analitica, analitica e pés-analitica.
Toda a documentacéo e regulamentac&o é disponibilizada mediante a intranet do hospital, no site
http://intranet.chcbeira.pt. O servico utiliza, como sistema operativo, 0 “Sistema Informatico de
Laboratdrio - Modulab Gold”, possui ligagdo informatica aos Servigos de Urgéncia pelo “Sistema
Alert” e usufrui do “Sistema PSM” que administra o processo laboratorial pré-analitico.

1.2. Fase pré-analitica

A fase pré-analitica engloba o conjunto de atividades realizadas desde a rece¢do da requisicéo de
andlise até ao inicio da fase analitica, incluindo a preparacdo do doente, colheita, manipulacéo e
armazenamento da amostra bioldgica (53). No SPC, a fase pré-analitica é esquematizada da
seguinte forma:
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Figura 12: Esquema do processo pré-analitico do SPC do CHUCB (adaptado de 53).

Aquando da prescri¢do de uma requisicdo de analise pelo clinico, é gerado um codigo de barras
contendo toda a informacdo do utente, bem como as anélises requisitadas. As amostras sao
colhidas para os contentores ja etiquetados com o cddigo de barras, seguindo-se a sua distribuicdo
pelas sec¢oes, conforme a tabela 5. O processo de distribuigdo é gerido pelo sistema Cobas p612,
um equipamento totalmente automatizado que utiliza o software Cobas Infinity, gerindo de acordo
com as prioridades das analises. Em paralelo, realiza aliquotas a partir do tubo primario. As
amostras destinadas a seccéo de Microbiologia s&o distribuidas manualmente (53).

Tabela 5: Processo pré-analitico das principais amostras biologicas que sdo analisadas no SPC (53).

Imunoquimica

Sangue periférico em tubo sem anticoagulante com
gel ativador de coagulacdo

Outros liquidos biolégicos

Centrifugacéo (2500 rpm por 10 min)

manualmente

liquidos bioldgicos, esperma, bidpsia e exsudado

Urina tipo Il Centrifugagdo (2000 rpm por 10 min)
Urina 24h Sem centrifugacéo
Urina aleatdria
Distribuidos pelo Hematologia
Cobas p612 Sangue periférico em tubo de citrato trissédico Centrifugacéo (3000 rpm por 10 min)
Sangue periférico, medula o¢ssea e liquidos
bioldgicos em tubos de K3-EDTA
Sangue periférico em tubos de Mg2* e citrato | Sem centrifugacéo
trissédico (para velocidade de sedimentagao)
Concentrado de plaquetas em tubo neutro
Microbiologia
Distribuidos Hemoculturas, urina, fezes, puUs, expetoragdo, | Colheita estéril, do local com maior

probabilidade de isolar o agente
infecioso
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1.3. Fase analitica

A fase analitica corresponde ao conjunto de procedimentos que permitem determinar um valor ou
analisar as caracteristicas de uma amostra (54). Nesta etapa, realiza-se o exame laboratorial, que
é controlado pelo Controlo de Qualidade Interno (CQI) e pela participacdo em programas de
Avaliacdo Externa da Qualidade (AEQ). Estes conjuntos de procedimentos sdo ferramentas
utilizadas na pratica laboratorial para garantir que a realizacdo dos testes obedece 0s requisitos
para a qualidade (54, 55). No SPC, a fase analitica é esquematizada da seguinte forma:

analitico

| Requisigdes | | Produtos | | Lista de trabalho |
- .
Preparacao de reagentes/
E equipamentos
4
e
~ -
~ ‘ Controlojcalibracio |
Nio v
T ‘ Execugdo das andlises
‘ Validagdo analitica |
/ S N
('~-.____cglheita_?‘____.-"] +— Nao «— Y __:Enm____ J
Sim Sim
| Pré-analitico | | Processo pos- |

Figura 13: Esquema da fase analitica do SPC do CHUCB (adaptado de 56).

O CQI corresponde a um conjunto de procedimentos visando o controlo da qualidade dos
resultados das analises, mediante uma avaliacdo da precisdo e exatiddo de cada método (57). O
CQI tem como principio a utilizacdo regular de material de referéncia que deve ser do mesmo
tipo que as amostras analisadas, em que o resultado esperado é conhecido antecipadamente. Se o
resultado da analise do material de referéncia estiver dentro dos limites aceitveis do valor
conhecido, o procedimento de medicao é verificado como estavel e os resultados para amostras
de doentes podem ser relatados com boa probabilidade de serem adequados para uso clinico (58).
Caso contrario, quando os controlos ndo satisfazem os critérios estabelecidos, procede-se a
reavaliacdo dos reagentes, dos controlos, das condi¢fes da execucdo da técnica, ou realiza-se uma
nova calibracdo do equipamento (56). O grafico de Levey-Jennings mostra cada resultado do CQI
sequencialmente ao longo do tempo e permite uma avaliagéo visual rapida do desempenho do
método, incluindo a detecdo de tendéncias, possibilitando a aplicacdo das regras de adverténcia e
rejeicdo, obedecendo as regras de Westgard (58, 59).

A calibracéo € o procedimento utilizado para estabelecer uma relagdo entre o sinal analitico obtido
do equipamento com a concentracdo do analito (58). Este processo efetua-se através da analise
dos valores obtidos utilizando varias solugdes com concentracGes conhecidas do analito, nas
mesmas condi¢fes em que as amostras sdo submetidas. Os resultados sdo expressos numa curva
de calibragdo. Deste modo, o valor obtido pela amostra pode ser comparado com a referida curva
para determinar a sua concentracdo (60). Em principio, uma calibracdo deve ser realizada apenas
quando existem evidéncias que indicam que a calibracdo existente ndo é mais valida, como
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exemplos, aquando da expira¢éo da curva de calibragdo, mudanga de lote de reagente, entre outros
(58).

A AEQ consiste na avaliagdo do desempenho de um laboratério em compara¢do com outros
laboratérios (61). Os controlos fornecidos para a realizacdo da avaliacdo externa da qualidade séo
processados e analisados como uma amostra, seguindo 0s procedimentos habituais do laboratorio.
Os colaboradores tém acesso aos valores fornecidos por via informética e analisam os resultados,
registando os eventuais erros ou desvios no relatorio informatico. Com isso, agdes corretivas sao
efetuadas, visando a diminuigdo dos erros e a sua respetiva correcdo (56). No ambito da AEQ, os
programas aos quais 0 SPC atualmente participa sdo:

e Sociedade Espanhola de Quimica Clinica (SEQC);

¢ National External Quality Assessment Scheme (NEQAS) (Reino Unido);

e External Quality Assurance Services (EQAS) da Bio-Rad;

e Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica (SEMIC).

1.4.  Fase pos-analitica

A fase pds-analitica abrange todos os processos que séo realizados ap6s 0s exames laboratoriais,
englobando a validagdo biopatoldgica, a rececdo e validacdo dos resultados de laboratdrios
externos e a emissao de resultados. Esta fase é esquematizada da seguinte forma (54, 62):

|' Validagao | | Laboratdrio |
analitica ) L externo

‘ Validacdo

biopatologica

v

‘d—| Registos resultados |

-~ Repetir . -
[ B - Mdo <  Sim?
~__andlise? -~ .

v
WED]
v

| Pré-analitico | Sim

‘ Visualizagao (servigos) ‘ ‘ Impressdo local ‘ ‘ Envio email

+

Rilbrica manual efou
eletronica

| Distribuicdo |

T

Figura 14: Esquema da fase po6s-analitica do SPC do CHUCB (adaptado de 62).

A validacdo biopatoldgica corresponde a verificagdo da compatibilidade e da coeréncia do
conjunto dos resultados das andlises efetuadas para um utente, tendo em consideracéo o seu estado
clinico atual, os tratamentos de que foi alvo e os resultados anteriores (62).

26



Avaliacdo do CD326 como marcador para a pesquisa de células neoplasicas em amostras de liquidos serosos

2. Secc¢do de Imunoquimica

Na seccdo de Imunoquimica, varios analitos sdo analisados automaticamente, mediante varias
técnicas, em diversos equipamentos. Atualmente, 0s equipamentos presentes nesta sec¢do sdo 0s
Cobas p612, Cobas 411, Architect i2000SR, ImmunoCAP 250, Atellica Neph 630, sistema
Hydrasys, sistema Cobas 6000 que € constituido pelos modulos c501 e e601, sistema Cobas 4800
que inclui os médulos Cobas z480 e Cobas x480 e o sistema constituido pelos SediMax e
AutionMax.

Nesta sec¢do, 0 uso do imunoensaio é comum a maioria das outras técnicas analiticas, como a
turbidimetria, nefelometria, electroquimioluminescéncia, quimioluminescécncia, entre outros, o
que justifica a sua importancia. Um imunoensaio € um método de analise baseado na ligacdo
competitiva entre um anticorpo marcado e 0 seu antigénio, utilizado para quantificar os analitos
de interesse, como ilustrado na figura 15. Os imunoensaios podem ser classificados em
competitivo e ndo competitivo. No imunoensaio competitivo, uma quantidade conhecida de
antigénio marcado compete com o antigénio da amostra por um namero limitado de locais de
ligagdo presentes no anticorpo, assim, o valor detetado do antigénio marcado é inversamente
proporcional & concentragdo do antigénio presente na amostra. O imunoensaio em sanduiche é
um exemplo de um imunoensaio ndo competitivo, em que dois anticorpos diferentes criam um
“sanduiche” ao redor do antigénio, sendo que um dos anticorpos é marcado (63).

Figura 15: llustragdo dos componentes basicos de um imunoensaio, que incluem o analito (1), o anticorpo (2) e um
marcador (3) (adaptado de 63).

2.1. Imunoturbidimetria

A imunoturbidimetria € uma técnica que consiste na quantificacdo de imunocomplexos em
solucéo, consoante a diminuicéo da intensidade do feixe incidente, apds a sua passagem através
da solucdo, ou seja, mede a luz difratada. Assim, quanto maior for a concentracdo do analito,
maior serd a formacao de imunocomplexos, resultando numa maior turbidez, que por fim, resulta
numa menor intensidade de luz recebida pelo detetor (64).

Adicionalmente, na area de Urgéncia do SPC, a técnica de imunoturbidimetria é aplicada
utilizando uma outra metodologia, denominada ensaio imunoturbidimétrico de inibi¢&o otimizado
pela utilizagdo de microparticulas (PETINIA), que € um imunoensaio competitivo homogéneo.
Esta metodologia baseia-se na competicdo entre 0 composto presente na amostra e o que reveste
uma microparticula pelos locais de ligacdo no anticorpo do reagente de anticorpos contra o
composto. Na auséncia do composto competidor proveniente da amostra, as microparticulas
revestidas aglutinam-se na presenca do anticorpo contra o0 composto. Por outro lado, na presenca
do composto competidor proveniente da amostra, a reagdo de aglutinacdo é parcialmente inibida,
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reduzindo a taxa de alteragcdo da absorvéncia. Mediante a taxa méxima de aglutinagcdo com a
concentragdo mais baixa do composto da amostra e a taxa minima de aglutinacdo com a
concentracdo mais elevada na amostra, é possivel obter uma curva de inibi¢do da aglutinacéo
dependente da concentragéo (65).

2.2. Nefelometria

A nefelometria tem como fundamento o conceito de que as particulas numa solucéo dispersam a
luz incidente na solucdo, ao invés de absorver a luz. Os nefelémetros registam o grau de dispersao,
correlacionando essa informacdo com a concentracdo de particulas existente na solugdo. Os
imunoensaios por nefelometria baseiam-se na medicdo da luz dispersada, devido a formacdo de
complexos imunoldgicos numa solucdo. A determinacdo dos antigénios € realizada na zona
ascendente da curva de precipitinas, onde existe uma relacdo direta entre a concentracdo do
antigénio e a densidade ética (66).

2.3.  Electroquimioluminescéncia

A eletroquimiluminescéncia ¢ uma técnica em que ha a conversdo de energia elétrica em luz,
utilizando percursores estaveis na superficie de um elétrodo para a producdo de intermediarios
reativos. Esses intermediarios reagem sob uma variedade de condigdes e formam estados
excitados que emitem luz. Associando a eletroquimioluminescéncia ao imunoensaio, Sao
utilizados dois anticorpos monoclonais especificos ao antigénio, em que um anticorpo é
biotinilado e o outro é marcado com ruténio. Estes anticorpos ligam-se ao antigénio presente na
amostra, formando um complexo em “sanduiche”. Depois da inclusdo de microparticulas
revestidas por estreptavidina, o complexo formado liga-se a essas microparticulas, devido a
interacdo entre a biotina e a estreptavidina. Essas microparticulas sdo fixadas magneticamente a
superficie do elétrodo e é aplicada uma corrente elétrica que induz a emissao de luz, que é medida
por um fotomultiplicador. A luz medida é diretamente proporcional a concentracdo do analito
presente na amostra (67, 68).

2.4.  Quimioluminescéncia

O método de quimioluminescéncia baseia-se na producdo de luz resultante de uma reacao
quimica, que envolve a oxidacdo de um composto organico por um agente oxidante. A energia
que resulta da reacdo quimica é entdo transferida para uma molécula instivel capaz de passar a
um estado eletrénico excitado, emitindo luz ao regressar ao estado inicial (69). No imunoensaio
guimioluminescente de microparticulas, a amostra e as microparticulas paramagnéticas revestidas
com anticorpos contra o analito que se pretende determinar, sdo combinadas e incubadas. Com
isso, 0 analito presente na amostra liga-se aos anticorpos correspondentes e, de seguida, retiram-
se todos 0s compostos que ndo se ligaram aos anticorpos, mediante um processo de lavagem.
Posteriormente, adiciona-se o conjugado formado por anticorpos marcados com acridinio, com
especificidade para o referido analito. Por fim, adicionam-se as solucOes ativadora e pre-
ativadora, que resultam na reacdo de quimioluminescéncia, sendo esta medida em unidades de
luz relativas (RLUs). Existe uma relacdo direta entre a concentracdo do analito presente na
amostra e as RLUs detetadas no sistema 6tico do equipamento (58).

Além de técnicas acima descritas, também séo efetuadas técnicas que ndo estdo associadas ao
imunoensaio, como a potenciometria e o ensaio colorimétrico.
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2.5. Potenciometria

A potenciometria € um método que se baseia na capacidade que certos materiais de membrana
possuem para produzir um potencial elétrico. O elétrodo esta coberto por uma membrana seletiva
gue esta em contacto com a solucdo a analisar e uma solucao de preenchimento interno, que possui
uma concentracdo fixa. A membrana permite que os ibes de ambos os lados se aproximem,
gerando um potencial elétrico, que é calculado pela diferenca de concentragdo entre o ido presente
na amostra e o ido presente na solugdo de preenchimento interno. O calculo da concentracdo de
iBes presentes na amostra é corrigido ao calcular o desvio obtido com a medicdo da solucédo de
preenchimento. Baseando-se neste conceito, existe a potenciometria indirecta, havendo diluicdo
da amostra (58).

2.6. Colorimetria

A colorimetria € um método de analise quantitativo que se baseia na comparagdo entre uma cor
que é produzida por uma reagdo quimica com uma cor padréo. A concentracao da substancia que
corresponde a cor padrdo € conhecida e, com essa informacao, calcula-se a concentragdo do
analito, através da intensidade da cor produzida pelo mesmo (70).

2.7. Parametros analisados

As técnicas analiticas acima referidas sdo aplicadas na analise da maioria dos parametros de
interesse para a sec¢do de imunoquimica. Esses parametros podem ser agrupados segundo a sua
finalidade. A seguir, sdo mencionados os parametros analisados automaticamente na secc¢ao de
imunoguimica, incluindo alguns pardmetros que sdo analisados na area de Urgéncia do SPC,
nomeadamente farmacos. Adicionalmente, sdo mencionados os ensaios envolvidos na analise dos
referidos parametros, bem como 0s equipamentos nos quais sdo realizadas as analises.

2.7.1. Perfil hepético

O perfil hepatico é usado para detetar, avaliar e acompanhar doencas hepéticas ou leses hepaticas
(58). Os parametros que sdo importantes para a sua avaliagdo estdo indicados na tabela 6.

Tabela 6: Perfil hepatico, contendo os respetivos parametros, ensaios e equipamento utilizado.

Parametro Ensaio Equipamento

Alanina aminotransferase (ALT)
Aspartato aminotransferase (AST)
Lactato desidrogenase (LDH)
Gama-glutamiltransferase (GGT)
Fosfatase alcalina (ALP)
Bilirrubina total (BILT) Colorimétrico
Bilirrubina direta (BILD)
Acido drico (UA)
Creatinina (CRE)

Ureia (UREA)

Albumina (ALB)
Haptoglobulina (HAPT)
Alfa 1-antitripsina (AAT)

Cobas 6000 (médulo
¢501)

Imunoturbidimétrico
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2.7.2. Perfil pancreatico

O perfil pancreético é utilizado no diagnostico e monitorizacdo da pancreatite aguda e da
pancreatite crénica, na avaliagdo da acdo ou secrecdo da insulina, que tem o seu papel no
diagndstico de Diabetes mellitus, incluindo outras patologias que envolvem o pancreas (58). Os
pardmetros importantes para a sua avaliagao estdo descritos na tabela 7.

Tabela 7: Perfil pancreatico, contendo os respetivos parametros, ensaios e equipamentos utilizados.

Parametros Ensaio Equipamento

Amilase (AMYL) Colorimétrico

Lipase (LIP) Cobas 6000 (mddulo c501)
Glicose (GLUC)

Péptido-C (PC) Imunoensaio de Electroquimioluminescéncia Cobas 6000 (m6dulo e601)

2.7.3. Perfil lipidico

O perfil lipidico € utilizado para avaliar o risco de doenca arterial coronéria. Sdo bons indicadores
do risco de enfarte do miocérdio ou de acidente vascular cerebral causados por bloqueio de vasos
sanguineos ou aterosclerose (58). Os pardmetros importantes para a sua avaliacdo estdo descritos
na tabela 8.

Tabela 8: Perfil lipidico, contendo os respetivos parametros, ensaios e equipamentos utilizados.

Parametros Ensaio Equipamento
Colesterol (CHOL)
Lipoproteina de alta densidade (HDL) Colorimétrico
Lipoproteina de baixa densidade (LDL) Cobas 6000 (mddulo c501)
Triglicéridos (TRIGL)
Lipoproteina a (LPA) Imunoturbidimétrico
Apolipoproteina Al (Apo A)
Apolipoproteina B (Apo B)

Nefelométrico Atellica Neph 630

2.7.4. Perfil Renal

O perfil renal é pedido para monitorizar distirbios que afetam a funcdo renal. Normalmente é
solicitado como parte de uma triagem geral, em pessoas em risco de desenvolver doenca renal ou
na monitorizagdo da doenga renal (71). Os par@metros importantes para a sua avaliagdo estdo
descritos na tabela 9.

Tabela 9: Perfil renal, contendo os respetivos parametros, ensaios e equipamentos utilizados.

Parametro Ensaio Equipamento
Acido urico (UA)
Creatinina (CRE)

Colorimétrico Cobas 6000 (mddulo ¢501
Ureia (UREA) ( )
Faésforo (P)
Cistatina C (Cis C) Nefelométrico Atellica Neph 630
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2.7.5. Metabolismo de ferro

No metabolismo de ferro, estdo envolvidos varios analitos que sdo quantificados no diagndéstico
e tratamento de varios tipos de anemia(72, 73). Os parametros importantes para a sua avaliagdo
estdo descritos na tabela 10.

Tabela 10: Perfil do metabolismo do ferro, contendo os respetivos parametros, ensaios e equipamentos utilizados.

Parametro Ensaio Equipamento
Ferro (IRON2) Colorimétrico
Cobas 6000 (mo6dulo
Transferrina (TRSF2) S c501)
- Imunoturbidimétrico
Recetor de transferrina (STFR)
Ferritina (FERR
itina ( ) Imunoensaio de Cobas 6000 (mddulo
Folatos (FOL) L . N
Electroquimioluminescéncia e601)

Vitamina B12 (B12)

2.7.6. Proteinas séricas

As proteinas séricas compreendem analitos que sdao quantificados em exames de rotina e no pré-
operatdrio, bem como para a determinacao do estado nutricional e a triagem de disturbios renais
e hepaticos. A quantificacdo destas proteinas € Gtil em varias situacdes, como nos casos de
mieloma multiplo, na detecdo de processos inflamatdrios sistémicos, no diagndstico de infegdes
graves, entre outras situacdes (74, 75). Os pardmetros importantes para a sua avaliacdo estdo
descritos na tabela 11.

Tabela 11: Perfil das proteinas séricas, contendo os respetivos parametros, ensaios e equipamentos utilizados.

Parametros Ensaio Equipamento
Albumina (ALB)

Proteinas totais (PT)
Proteina-C-Reativa (CRPL3) Cobas 6000 (mddulo c501)
Fator C3c (C3C) Imunoturbidimétrico
C4 (C4)

Colorimétrico

2.7.7. Marcadores cardiacos

Marcadores cardiacos sdo substancias libertadas no sangue quando ha lesdo cardiaca. Séo
utilizados para diagnosticar patologias cardiacas, como o enfarte do miocérdio, a insuficiéncia
cardiaca congestiva, a isquemia, a detecdo de formas ligeiras de disfun¢do cardiaca, entre outros
(76). Os parametros importantes para a sua avaliagdo estdo descritos na tabela 12.

Tabela 12: Perfil dos marcadores cardiacos, contendo os respetivos parametros, ensaios e equipamentos utilizados.

Parametro Ensaio Equipamento
Creatina Quinase (CK)
Magnésio (Mg)
Creatina Quinase-MB (CK-MB)
Mioglobina (Mb)
Troponina (Tn)
Procalcitonina (PCT)
L-Homocisteina (HCY)
Peptideo natriurético tipo B (BNP) Imunoensaio de
Electroquimioluminescéncia

Colorimétrico Cobas 6000 (mddulo ¢501)

Imunoensaio de Microparticulas por

L . . Archi i2 R
Quimioluminescencia chitect 20005

Cobas 6000 (mddulo e601)
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2.7.8. Marcadores tumorais

Marcadores tumorais sdo substancias como proteinas citoplasmaticas, enzimas e hormonas
presentes no sangue, na urina ou em outros fluidos corporais, que podem estar elevados com a
presenca de um determinado tipo de tumor. Os marcadores tumorais sdo doseados para auxiliar
no diagndstico de uma grande variedade de tumores, bem como na monitorizacao da resposta ao
tratamento das mesmas (77, 78). Os pardmetros importantes para a sua avaliacdo estdo descritos
na tabela 13.

Tabela 13: Perfil dos marcadores tumorais, contendo 0s respetivos parametros, ensaios e equipamentos utilizados.

Parametro Ensaio
Antigénio do cancro CA 19.9 (CA19-9)
Antigénio do cancro CA 125 (CA125)
Antigénio do cancro CA 15.3 (CA15-3)
Antigénio do cancro CA 72.4 (CA72-4)
Antigénio Especifico da Prostata total (tPSA)
Antigénio Especifico da Prostata livre (fPSA)
Alfa-feto proteina (AFP)

Antigénio Carcinoembrionéario (CEA)

Beta 2-microglobulina (B2MG)

Equipamento

Imunoensaio de
Electroquimioluminescéncia

Cobas 6000 (mddulo e601)

Imunoturbidimétrico Cobas 6000 (mddulo ¢501)

2.7.9. Perfil enddcrino

O perfil enddcrino € utilizado no auxilio de diagnostico de uma grande variedade de situaces,
em que alguns sdo o diagndstico diferencial de hiper e hipocalcemia, monitorizacdo apés a
remogdo da tiroide, diagndstico e tratamento de individuos com risco de aborto, entre outros (79).
Os parametros importantes para a sua avaliacdo estdo descritos na tabela 14.

Tabela 14: Perfil enddcrino, contendo os respetivos parametros, ensaios e equipamentos utilizados.

Parametros

Ensaio

Equipamento

Gonadotrofina Cori6nica Humana
(beta-hcg)

Imunoensaio de Microparticulas
por Quimioluminescéncia /
Imunocromatografia

Architect i2000SR

Hormona paratiroideia intacta (PTH)

Tirotropina (TSH)

Tri-iodotironina (FT3)

Tiroxina (FT4)

Tiroglobulina (Tg)

Hormona anti-Miilleriana (AMH)

Vitamina D total

Imunoensaio de
Electroquimioluminescéncia

Cobas 6000 (mddulo e601)

Cortisol (F)

Estradiol (E2)

Hormona Foliculo Estimulante (FSH)

Hormona luteinizante (LH)

Progesterona (P4)

Prolactina (PRL)

Globulina de ligagdo das hormonas
sexuais (SHBG)

Testosterona (T)

Imunoensaio de Microparticulas
por Quimioluminescéncia

Architect i2000SR

Calcio (Ca)

Colorimétrico

Cobas 6000 (mddulo ¢501)
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2.7.10. Farmacos

A monitorizacdo de farmacos consiste na sua quantificacdo em intervalos pré-determinados a fim
de manter uma concentragdo relativamente constante na corrente sanguinea (58). Os pardmetros
importantes para a sua avaliacdo estdo descritos na tabela 15.

Tabela 15: Perfil dos farmacos, contendo os respetivos parametros, ensaios e equipamentos utilizados.

Parametros Ensaio Equipamento

Acido Valproico

Digoxina

Carbamazepina Imunoensaio de Microparticulas por

Vanc.o.mlcma Quimioluminescéncia Architect i2000SR
Teofilina

Amicacina

Gentamicina Ensaio imunoturbidimétrico de inibicdo

otimizado pela utilizagdo de particulas

2.7.11. Drogas de abuso

Os testes de drogas de abuso podem ser realizados na triagem do uso de drogas, no
acompanhamento de doentes com problemas de uso abusivo de drogas, bem como para fins legais
como no caso de uma ordem judicial, entre outras situacdes (80). Os parametros importantes para
a sua avaliagdo estdo descritos na tabela 16.

Tabela 16: Perfil das drogas de abuso, contendo os respetivos parametros e ensaios utilizados.

Parametro Ensaio
Tetrahidrocanabinol (THC)
Benzodiasepinas (BZO)
Anfetamina (AMP) Imunocromatografia
Opiéceos (MOP)
Cocaina (COC)

2.7.12. Serologia infecciosa viral

A serologia infeciosa viral inclui a determinacdo de anticorpos contra 0s agentes virais ou 0s
antigénios dos agentes virais. E utilizada para avaliar o estado seroldgico de infegdo por virus,
para controlar a necessidade e eficacia de vacinas contra determinados virus, para monitorizar a
evolucdo da doenca apo6s infe¢do aguda de virus, sendo que a determinagdo da infecéo viral é
especialmente importante em gestantes (81, 82). Os pardmetros importantes para a sua avaliacdo
estdo descritos na tabela 17.
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Tabela 17: Serologia infecciosa viral, contendo os respetivos parametros, ensaios e equipamentos utilizados.

Parametro

Ensaio

Equipamento

Antigénio da superficie de Hepatite B (HBSAQ)

Anticorpos contra o core de Hepatite B (HBcAc)

Anticorpos IgM contra o core da Hepatite B
(HBcAc IgM)

Antigénio p24 do Virus da Imunodeficiéncia
Humana (HIV)

Anticorpo contra Hepatite C (HCVAc)

Imunoensaio de

Anticorpo 1gG/M  contra  Citomegalovirus
(CMVAC)

Electroquimioluminescéncia

Antigénio “e” de Hepatite B (HBeAg)

Anticorpo contra o antigénio “e” de Hepatite B
(HBeAc)

Anticorpo 1gG/M contra Rubéola

Anticorpo 1gG/M contra toxoplasmose

Cobas 6000 (mddulo
e601)

Cobas e411

Anticorpo IgG contra antigénio nuclear do virus
Epstein Barr (EBNA AclgG)

Anticorpo 1gG/M contra antigénio da Cépside
Viral (VCA AclgG/M)

Imunoensaio de Microparticulas

Anticorpo contra Virus T-Linfotrépico Humano
tipo1e2 (HTLV I/11)

por Quimioluminescéncia

Anticorpo 1gG/M anti Hepatite A (HAVAc)

Architect i2000SR

RNA do Virus da Hepatite C (HCV)

RNA do Virus da Imunodeficiéncia Humana tipo
1 (HIV-1)

Reacdo em Cadeia da Polimerase

Cobas 4800

2.7.13. Perfil imunoldgico

O perfil imunoldgico compreende anticorpos e proteinas que estdo associadas a patologias que
envolvem componentes do sistema imunolégico. O doseamento destes componentes € realizado
no auxilio de diagndstico de vérias patologias, como a artrite reumatoide, a doenca tiroideia, as
Doengas Inflamatdrias Intestinais (DII), distarbios alérgicos mediados por IgE, entre outros (83,
84). Os parametros importantes para a sua avaliacdo estdo descritos na tabela 18.

Tabela 18: Perfil imunoldgico, contendo os respetivos parametros, ensaios e equipamentos utilizados.

Parametro

Ensaio

Equipamento

Imunoglobulina A (IGA)
Imunoglobulina G (IGG)
Imunoglobulina M (IGM)
Fator Reumatoide (RF)
Lambda (LAMB)

Kappa (KAPP)

Imunoturbidimétrico

Cobas 6000 (mo6dulo ¢501)

Atellica Neph 630

Anticorpo anti-tiroglobulina
Anticorpo antiperoxidase tiroideia

Imunoensaio de Microparticulas
por Quimioluminescéncia

Architect i2000SR

Calprotectina

IgE especifica (sIgE)
IgE total (tIgE)
Triptase

Imunoensaio com enzima de
fluorescéncia

ImmunoCAP 250
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2.7.14. lonograma

Os eletrdlitos estdo envolvidos na maioria das principais funcdes metabdlicas do organismo,
sendo que o0 s6dio, o potéssio e o cloro enquadram-se entre os iBes fisioldgicos mais importantes.
O doseamento desses ides é importante em varias situagdes, como a avaliacdo da funcdo renal, na
determinagdo de ocorréncia de vomitos e diarreias prolongadas, entre outras situacdes (85, 86).
Os pardmetros importantes para a sua avaliagcdo estdo descritos na tabela 19.

Tabela 19: lonograma, contendo os respetivos pardmetros, ensaios e equipamentos utilizados.

Parametros Ensaio Equipamento

Cloro (Cl)

Saédio (Na) Potenciometria indireta Cobas 6000 (mddulo c501)
Potassio (K+)

2.7.15. Serologia infecciosa bacteriana

Na serologia infecciosa bacteriana, sdo doseados anticorpos contra agentes bacterianos, que
proporcionam informacdes Uteis relativamente ao grau de infecdo e da evolugdo de doencgas
causadas por essas bactérias. Adicionalmente sdo feitos rastreios com o objetivo de evitar a
transmissdo de bactérias para os recetores de dadivas de sangue, componentes do sangue, células,
tecido e 6rgdos (87). Os parametros importantes para a sua avaliacdo estdo descritos na tabela 20.

Tabela 20: Serologia infecciosa bacteriana, contendo os respetivos parametros, ensaios e equipamentos utilizados.

Parametros Ensaio Equipamento
Anticorpos antiestreptolisina O Imunoturbidimétrico Cobas 6000 (mddulo
(ASLOT) c501)
Anticorpos contra Treponema pallidum Imunoensaio de Cobas 6000 (mddulo
Electroquimioluminescencia e601)

A seguir, sao descritas técnicas analiticas de rotina que sdo aplicadas para a analise determinados
parametros, na secgdo de imunoguimica.

2.8. Imunoensaios fluoroenzimaticos

Um alergénio é uma substancia capaz de desencadear uma reag&o alérgica (88). Na grande maioria
dos casos, 0 desencadeamento dessa resposta imunoldgica € gerada pela imunoglobulina E (IgE)
(89, 90). Para a detecdo quantitativa dos alergénios, sdo realizados testes de IgE total e IgE
especifica em amostras de soro ou plasma. O teste de IgE total tem como principio o imunoensaio
em sanduiche, como representado na figura 16. Neste teste, utiliza-se anti-IgE acoplado a uma
fase s6lida, que vai reagir com a IgE total na amostra do doente. Apds a lavagem, sdo adicionados
anticorpos contra a IgE, marcados com uma enzima, que de seguida sdo incubados.
Posteriormente, faz-se uma lavagem para eliminar os anticorpos que ndo formaram complexos e
0s complexos ligados sdo incubados com um substrato que emite fluorescéncia ao reagir com a
enzima. A fluorescéncia do eluido é medida e o seu valor é convertido em concentragdo do IgE
total, com o auxilio de uma curva de calibracdo. Essa fluorescéncia é diretamente proporcional a
concentracdo de IgE total na amostra. Este teste é utilizado para confirmar uma suspeita de alergia
e determinar o alergénio agressor ou descartar alergénios para 0s quais 0s resultados dos testes
séo negativos (91).
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Figura 16: Fase final do processo de imunoensaio em sanduiche, em que os anticorpos IgE (verde e amarelo) se ligaram
aos anticorpos acoplados a fase sélida, bem como aos anticorpos marcados com a enzima (azul) e o substrato reagiram
com a enzima, produzindo fluor (adpatado de 92).

A realizacdo do teste de IgE especifica é similar ao do IgE total, mas utiliza determinados
alergénios especificos acoplados a superficie sélida, para reagirem com a IgE especifica da
amostra do doente. Este teste permite identificar, a nivel molecular, qual 0 componente do
alergénio a que o doente esta sensibilizado (92). Adicionalmente, sdo realizados testes qualitativos
e semi-quantitativos para determinar a presenga ou ndo de atopia em doentes (93).

A calprotectina é uma proteina ligante do célcio e do zinco que esta presente predominantemente
no citoplasma dos neutréfilos, mondcitos e macréfagos. Em casos de DI, os neutrofilos migram
através da parede intestinal para o limen intestinal, o que resulta em niveis elevados de
calprotectina nas fezes. A calprotectina é extraida das fezes com o auxilio de um tampéo de
extracdo e, de seguida, é quantificada nas fezes através do imunoensaio fluoroenzimatico, com o
principio de imunoensaio de sanduiche, usando anticorpos contra a calprotectina (94).

2.9. Reacdo em cadeia da polimerase

Virus sdo estruturas parasitarias acelulares capazes de se reproduzirem somente quando utilizam
a maquinaria celular de determinadas células hospedeiras (95).

Além das técnicas aplicadas em bioguimica clinica, também sdo realizadas técnicas de biologia
molecular, em que sdo realizados um conjunto de procedimentos com a finalidade de quantificar
a carga viral nas amostras dos doentes. Mediante estes procedimentos, sdo quantificados os
genotipos 1 a 6 do RNA do virus da hepatite C (HCV) em soro ou plasma, bem como o RNA do
virus da imunodeficiéncia humana (HIV) tipo 1 em plasma. Neste processo, uma quantidade
conhecida de moléculas de RNA do Padrdo de Quantificacdo (PQ) é introduzida nas amostras.
Este conjunto de procedimentos é dividido em quatro processos principais, que sdo o isolamento
do RNA alvo, a transcricdo reversa do RNA alvo, a amplificagdo do cDNA e a detecdo (96). Para
o isolamento do RNA alvo, os &cidos nucleicos virais sdo libertados ao adicionar proteinase e
reagente de lise a amostra. De seguida, sdo adicionadas particulas magnéticas de vidro, para que
0s &cidos nucleicos libertados se liguem & sua superficie de silica. Ap6s o processo de lavagem,
os acidos nucleicos purificados sdo eluidos das particulas de vidro magnéticas. Os acidos
nucleicos alvo da amostra sdo amplificados seletivamente com a utilizacdo de primers senso e
anti-senso especificos do virus alvo. De seguida, € utilizada uma enzima de polimerase do DNA
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termoestavel para a transcricéo reversa e para a amplificagdo por PCR. Este processo é repetido
por um determinado ndmero de ciclos, aumentando a intensidade de emissdo dos corantes
fluorescentes das sondas oligonucleotidicas sinalizadoras em cada ciclo, permitindo a detecéo e
identificacdo do RNA alvo e do RNA do PQ (58, 97). Quanto maior for o titulo do HIV-1 ou do
HCV na amostra inicial, mais cedo o sinal da intensidade da fluorescéncia do corante sinalizador
ultrapassa o nivel de fluorescéncia da linha de base. Esse sinal é referido como um valor de Limite
Essencial (Ct), como representado na figura 17 (58).

50

Titulo elevado

Fluorescéncia normalizada

Titulo reduzido

o 10 Cr120 30 cpp @ 10 0

Numero de ciclos

Figura 17: Curvas de crescimento do alvo para uma série de dilui¢Bes da amostra (adaptado de 98).

Além dos virus HIV e HCV, os virus respiratérios sdo pesquisados, neste caso, por PCR em tempo
real. Como os casos de infe¢do dos virus respiratorios variam consoante as estagcdes do ano,
também séo pesquisados diferentes virus, mediante diferentes painéis. O painel 1 compreende 0s
virus influenza A e B e os virus sincicial respiratério A e B. O painel 2 abrange os adenovirus,
virus parainfluenza 1, 2, 3 e 4, enterovirus e metapneumovirus. Como se trata de um PCR em
tempo real, a intensidade da florescéncia € medida durante o processo, 0 que permite a detecéo e
quantificagdo da acumulagéo de produto em qualquer momento (99).

2.10. Electroforese, Imunofixacao e focagem isoeléctrica

Centenas de proteinas diferentes estdo presentes no plasma. Ao dosear a concentracdo dessas
proteinas, é possivel obter informacfes sobre determinadas doencas em diferentes sistemas
organicos (100).

A eletroforese é uma técnica em que se aplica um campo elétrico num solvente, visando o
transporte de moléculas carregadas, como proteinas e &cidos nucleicos. A maioria das moléculas
biol6gicas possui uma carga liquida, em qualquer pH que é diferente do seu ponto isoelétrico e
migram a uma velocidade proporcional & sua densidade de carga. E possivel construir um perfil
eletroforético das proteinas do soro, separando as proteinas em cinco fragcdes, por ordem
decrescente, sendo posteriormente coradas com um corante apropriado e medidas por
densitometria, como ilustrado na figura 18 (101).
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HYDRAGEL PROTEIN(E) 15/30 sebia

16 17 18 19 20 21 2 2 M4 25 20 21 W 2 B

Albumina  Alfa-1 Alfa-2 Beta Gamma
(A) (B)

Figura 18: (A) Perfil eletroforético de proteinogramas de 29 amostras, sendo que a amostra 30 é o controlo. (B)
Interpretacéo das bandas de eletroforese proteica, numa situacdo normal (adaptado de 101).

Aplicando a densitometria, é possivel determinar a percentagem de cada fracdo, com base na
concentragdo de proteinas totais. Deste modo, é possivel determinar o aumento ou a diminuicdo
da concentracédo de cada fracdo, bem como a presenca de picos monoclonais, que é caracterizado
mediante a imunofixacao (58).

A eletroforese por imunofixagao é uma técnica utilizada para identificar proteinas em misturas
complexas, ap6s a separagdo por eletroforese em géis ou membranas, ou pelo foco isoelétrico.
Uma quantidade de anticorpos e fixador sdo introduzidos na superficie do meio utilizado na
eletroforese, visando a formagdo de grandes precipitados com os homdlogos dos anticorpos
presentes no meio (102). Cada anticorpo € especifico para cadeias diferentes, incluindo as cadeias
pesadas y (IgG), o (IgA) e p (IgM) e as cadeias leves Kappa e Lambda livres e ligadas.
Posteriormente, os anticorpos ndo complexados sdo removidos do meio, deixando apenas 0s
imunoprecipitados. Para que seja possivel caraterizar as bandas monoclonais, é utilizado em
paralelo um anti-soro poliespecifico com o intuito de produzir um padrdo eletroforético de
referéncia (103). Na seccdo de imunoquimica sdo utilizados varios géis e reagentes para
imunofixacdo, em que a escolha de cada procedimento e gel baseia-se em algoritmos
representados pela figura 19.

| Soro |

Urina
Proteinograma e
Com Sern 150 mg/24h
pico monoclonal pico monoclonal
> 150 mg/24h <150 mg/24h
Imunofixagdo Pentavalente
sérica
Presenca de pico Auséncia de pico s " B J
Urine profile ence Jones
monoclonal monoclonal

Figura 19: Algoritmos utilizados para escolher o procedimento e o gel de imunofixagao.

A imunofixacdo sérica serve para detetar proteinas monoclonais existentes no soro. As
imunoglobulinas monoclonais apresentam-se sob a forma de bandas que representam picos
monoclonais, situadas principalmente nas zonas da beta ou da gama globulinas (104). Quanto a
imunofixacdo pentavalente, é utilizado um antissoro poliespecifico com anti-cadeias pesadas y
(IgG), a (IgA) e u (IgM) e as cadeias leves Kappa e Lambda livres e ligadas, que permitem detetar
a maioria das proteinas monoclonais e oligoclonais no soro humano. Este procedimento é
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realizado quando o proteinograma ndo apresenta alteracdes, como forma de rastreio e confirmacéo
da auséncia de picos monoclonais (105).

Relativamente as amostras urinérias, a imunofixacdo de painel alargado € realizada quando a
proteindria é superior ao valor do cutoff de 150 mg/24h. Esta imunofixacdo permite identificar as
principais proteinas presentes na urina, para determinar o tipo de insuficiéncia renal existente, ou
seja, o0s tipos glomerular, tubular ou mista. Adicionalmente, permite a detecdo das
imunoglobulinas monoclonais e policlonais G, A e M, bem como das cadeias leves livres
policlonais e monoclonais Kappa ou Lambda, na urina (106). Por fim, a imunofixagdo das
proteinas Bence-Jones permite detetar e identificar as cadeias leves livres monoclonais Kappa e
Lambda na urina. A producdo excessiva dessas proteinas sdo pode estar associada a casos de
mieloma mdltiplo (107).

A técnica de focagem isoelétrica consiste num método de eletroforese de alta resolucdo em gel
de agarose, seguido de imunofixacgdo realizado com antissoros anti-1gG. Esta técnica destina-se a
detecédo e identificacdo de determinados perfis 1gG oligoclonais nas bandas eletroforéticas do
liquido cefalorraquidiano e confirmacdo do caracter das imunoglobulinas do mesmo. Esta técnica
esta indicada quando ha suspeita de algumas doengas do sistema nervoso central, como a esclerose
multipla (108).

2.11. Imunofluorescéncia indireta

A Rickettsia conorii € uma bactéria intracelular obrigatoria, Gram-negativa, que provoca a febre
escaro-nodular mediterranea nos humanos (109). A Coxiella burnetii € uma bactéria Gram-
negativa intracelular obrigatéria, que pode provocar a febre Q (110). A imunofluorescéncia
indireta é a técnica utilizada com mais frequéncia na detecdo de anticorpos 1gG da Rickettsia
conorii e dos anticorpos IgG e IgM da Coxiella burnetii, em soro ou plasma humano. Esta
técnica baseia-se na reacao entre os anticorpos presentes no soro ou plasma da amostra com 0s
antigénios das bactérias presentes nos pocos das laminas. De seguida, 0s antigénios e 0s
anticorpos que ndo formaram complexos sdo eliminados por um processo de lavagem. Desta
forma, o complexo antigénio-anticorpo remanescente é revelado mediante a aplicacdo de
globulina anti-humana marcada com fluoresceina, sendo observado através de um microscopio
de fluorescéncia. Um resultado positivo é quando se observam pontos de fluorescéncia verde
na amostra em estudo, enquanto que num resultado negativo ndo é observada a referida
fluorescéncia, como representado na figura 20 (111, 112).

Coxiella burnetii/
Rickettsia conorii
(negativo)

Coxiella burnetii Rickettsia conorii
(positivo) (positivo)

Figura 20: Exemplos de resultados positivo e negativo do teste de imunofluorescéncia indireta para as Coxiella burnetii
e Rickettsia conorii em amostras de soro, visualizado com microscdpio de fluorescéncia (adaptado de 113, 114).

39



Avaliacdo do CD326 como marcador para a pesquisa de células neoplasicas em amostras de liquidos serosos

2.12. Testes rapidos

Os testes rapidos utilizam o imunoensaio cromatografico de fluxo lateral para a detecdo
qualitativa de determinados farmacos e seus metabolitos na urina. Este imunoensaio é baseado no
principio da ligacdo competitiva, ou seja, os farmacos presentes na amostra competem com 0
respetivo conjugado por locais de ligagdo nos anticorpos especificos. Ao realizar o teste, se 0
farmaco presente na urina ndo ultrapassar o valor de cutoff, os locais de ligagao do seu anticorpo
especifico ndo ficam saturados. Por sua vez, esses anticorpos gque ndo se ligaram ao farmaco vao
reagir com o conjugado de fArmacos-proteinas e uma linha visivel colorida vai aparecer na regido
da linha do teste, sendo considerado um resultado negativo. Se o farmaco ultrapassar o valor de
cutoff da concentracéo, os locais de ligagdo ao anticorpo ficam saturados, ndo ocorre reacdo entre
0 anticorpo e o conjugado de farmacos-proteinas, resultando na auséncia de uma linha na regido
do teste e o resultado é considerado como positivo. As trés interpretacdes estdo representadas na
figura 21. Os farmacos testados séo benzodiazepinas, cocaina, anfetaminas, tetrahidrocanabinol
e opiaceos (115, 116).

C———
T_ —

Negativo Negativo Positive Invalido Invalido

Figura 21: As possiveis interpretacfes, aquando da realizagdo do teste rapido de imunoensaio de fluxo lateral, para a
detecdo qualitativa de drogas na urina (adaptado de 115).

O imunoensaio cromatografico de fluxo lateral também é utilizado para detecdo qualitativa de
gonadotrofina corionica humana (hCG) na urina, para detecdo de gravidez numa fase inicial.
Como principio, este teste utiliza anticorpos monoclonais especificos para hCG na regido da linha
de teste, enquanto utiliza anticorpos policlonais na regido da linha de controlo. Se, na regido da
linha do teste, aparecer uma linha colorida, considera-se que o resultado é positivo, caso contrério,
o resultado é considerado negativo (115, 117).

2.13. Urianalise

A urina tipo Il é analisada automaticamente nos equipamentos SediMax e AutionMax,
visualizando o sedimento urinario e realizando o exame fisico e quimico, por microscopia digital
e pelo método de fotometria por reflectancia, respetivamente. O exame microscopico do
sedimento urinario é importante para diagnosticar e acompanhar uma série de condicbes que
afetam os rins, como exemplo, na avaliacdo de doentes com Lesdo Renal Aguda (118). Neste
teste, é possivel identificar elementos presentes na urina, como eritrocitos, células epiteliais,
leucdcitos, bactérias, parasitas, cristais e cilindros (58). O exame fisico e quimico da urina é
importante no auxilio do diagnostico de uma variedade de patologias, como nefropatias
hipertensivas ou diabéticas, entre outros. Neste exame séo avaliados a cor, a densidade e o aspeto
da urina e séo utilizadas tiras com reagentes que permitem avaliar o valor de varios parametros,
nomeadamente o pH, leucdcitos, nitritos, proteinas, glucose, corpos cetdnicos, urobilinogénio,
bilirrubina e sangue na urina (58). No método de fotometria por reflectancia, uma luz é emitida
de uma ldmpada com comprimentos de onda e angulos definidos. Esta luz incide na superficie de
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fracOes da tira de teste, que contém determinados reagentes. Quando a urina a analisar entra em
contacto com esses reagentes, ocorrem reacdes quimicas que resultam na alteracdo da cor dessas
fragdes. A luz refletida das tiras diminui de intensidade dependendo da cor produzida e é detetada
pelo fotodetetor, que converte esse sinal para os valores de refletdncia que s&o comparados com
intervalos de referéncia para cada parametro, que sdo transmitidos semi-quantitativamente (58).

3. Seccgao de Microbiologia

Na seccdo de Microbiologia, sdo analisados varios microrganismos, incluindo bactérias,
micobactérias, parasitas, fungos e virus, provenientes de diversas amostras do organismo humano,
mediante procedimentos manuais e/ou automaticos. Atualmente, os equipamentos presentes nesta
seccao sdo 0s BACT/ALERT 3D, Vitek 2 Compact, BACTEC MGIT 320, FilmArray e o sistema
composto pelos Plate Washer, Plate Reader e o software QuantiFERON-TB Gold Plus.

3.1. Meios de cultura

Os meios de cultura possuem diversos nutrientes e outros constituintes, que permitem ou inibem
o0 crescimento de determinados microrganismos (119). Existem varias formas de classificar os
meios de cultura, sendo que pela sua funcionalidade, podem ser classificados como meios néo
seletivos, seletivos e diferenciais. Os meios ndo seletivos permitem o crescimento da maioria dos
microrganismos, os seletivos permitem o crescimento de microrganismos com determinadas
carateristicas, inibindo os microrganismos que ndo possuem essas caracteristicas e 0s meios
diferenciais permitem que coldnias de determinados microrganismos exibam caracteristicas que
os diferenciam de colénias de outros microrganismos (120). Os meios de cultura frequentemente
utilizados no SPC do CHUCB estéo descritos na tabela 21.

Tabela 21: Meios de cultura utilizados no SPC do CHUCB.

Meios Classificacdo | Principais Fungéo Referéncias
caracteristicas
Gelose de N&o seletivo | Sangue de carneiro Crescimento de microrganismos ndo (121)
sangue Diferencial (5%) fastidiosos
Mistura de peptonas | Diferenciagdo pelo tipo de hemélise
altamente nutritiva Isolamento de col6nias
Gelose de Seletivo Acido nalidixico e Inibicdo de Gram-negativo
sangue CNA colimicina Crescimento de Gram-positivo
Gelose Seletivo Cristal de violeta e Inibicdo de Gram-positivo
MacConkey Diferencial sais biliares Crescimento de Gram-negativo

Diferenciacéo entre bactérias
fermentadoras e ndo fermentadoras de

lactose

Detecéo de Enterobateriaceae spp.
Gelose Diferencial Sorbitol Identificacdo e isolamento de coldnias
MacConkey de Escherichia coli O157:H7
com sorbitol
Gelose N&o seletivo | Hemina Crescimento de microrganismos
Chocolate Diferencial Dinucleétido de fastidiosos (Neisseria, Haemophilus spp.
Polyvitex™ nicotinamida e e S. Pneumoniae)

adenina Isolamento de col6nias

Gelose Seletivo Vancomicina, Isolamento de Neisseria gonorrhoeae e
Chocolate colistina, Neisseria meningitidis
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PolyviteX™ anfotericina e
VCAT3 timetroprim
Gelose Seletivo Bacitricina Isolamento de Haemophilus spp.
Chocolate
Haemophilus
Gelose SS Seletivo Cristal de violeta e Inibidor de Gram-positivo
Diferencial sais biliares Isolamento de Salmonella e Shigella
spp.
Diferenciacéo entre bactérias
fermentadoras e ndo fermentadoras da
lactose bem como das redutoras e ndo
redutoras de tiossulfato
Gelose Seletivo Sangue de carneiro Isolamento de Campylobacter spp.
Campylosel Agentes redutores Intestinal
Antibidticos e
antifungicos
especificos
Gelose Seletivo Cefsulodina, Inibicdo de Gram-positivo
Yersinia Diferencial Irgasan, Isolamento de Yersinia spp.
Novobiocina (CIN)
Manitol e vermelho
neutro
Cristal violeta,
colato, desoxicolato
Gelose Pylori | Seletivo Plasma de cavalo Isolamento de Helicobacter pylori
Polyvitex™
Antibioticos
especificos
Gelose Seletivo Manitol Isolamento de Staphylococcus spp.
Manitol Diferencial Cloreto de sédio Diferenciagdo entre bactérias
Salgado fermentadoras e ndo fermentadoras de
manitol
Gelose N&o seletivo | Concentragdo de Antibiogramas por difuséo de discos
Mueller- iGes bivalentes Crescimento de bactérias nao fastidiosas
Hinton ajustada
Baixa concentragdo
de timina-timidina
Gelose Seletivo Granadaene Isolamento do Streptococcus do grupo B
Granada Diferencial Metotrexano (S. agalactiae)
Gelose Seletivo Hexosaminidase Inibi¢do de crescimento de bactérias
Candida Diferencial Antibidticos Crescimento de leveduras
especificos Identificacdo de Candida albicans
Gelose Seletivo Gentamicina Isolamento de leveduras e fungos
Sabouraud Cloranfenicol
Peptonas e dextrose
pH levemente acido
Gelose Seletivo Semelhante ao Crescimento de dermatdéfitos
Sabouraud Sabouraud, com (Microsporum, Tricophyton e
para adicdo de actidiona Epidermophyton spp.)
dermatofitos (cicloheximida)
Meio de Seletivo Cefoxitina Detec¢do de Staphylococcus Aureus
pesquisa de Diferencial Outros antibidticos Resistentes a Meticilina (MRSA)
MRSA
Gelose Carba | Seletivo Mistura seletiva de Detec8o de Enterobacteriaceae
Smart Diferencial OXA produtoras de carbapenemase

Mistura seletiva de
CARB
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Caldo de Né&o seletivo | Dextrose Diferenciacéo de clostridium spp. (122)
carne Diferencial Particulas de carne Determinacéo de atividade proteolitica
(liquido) Cloreto de sédio de anaerobios
Todd-Hewitt Seletivo Gentamicina Isolamento de Streptococcus do grupo B | (123)
(liquido) Acido nalidixico
Peptonas
Dextrose
Tetrationato Seletivo Tiossulfato de sddio | Crescimento de Salmonella spp. (121)
(liquido) e tetrationato
Sais biliares e
carbonato de célcio
Meio de Seletivo Glicerol, fécula de Isolamento de micobactérias
lownstein batata, sais, ovos e
(semi-s6lido) verde malaquita
Tubo Seletivo Mistura de Detecdo e recuperacéo de micobactérias | (124)
Indicador de enriquecimento
Crescimento OADC
de Mistura de
Micobactérias antibidticos PANTA
(liquido)

Figura 22: Exemplos de meios utilizados no SPC. Gelose Chocolate PolyviteXTM (A), Gelose Sangue (B) e Gelose
MacConkey (C) (adaptado de 121).

Além do meio de cultura, os microrganismos também necessitam de condi¢es ambientais ideais.
Os quatro fatores ambientais mais importantes incluem a disponibilidade de oxigénio e diéxido
de carbono, a temperatura, o pH e a humidade do meio e da atmosfera. Quanto ao primeiro fator,
as bactérias sdo aerdbias, que utilizam o oxigénio como um recetor final de eletrGes, anaerdbias
facultativas, que utilizam o oxigénio no seu metabolismo, mas podem crescer sem a presenca do
mesmo, ou estritamente anaerdbias, que ndo crescem com a presenca de oxigénio. Quanto a
temperatura, as bactérias patogénicas multiplicam-se melhor a temperatura do hospedeiro
humano. Mas também existem bactérias que crescem melhor a temperaturas de 30°C e outras a
42°C. Quanto ao pH, a maioria das bactérias clinicamente relevantes preferem uma faixa de pH
de 6,5 a 7,5, sendo denominados de neutréfilos. Os acidéfilos preferem um pH inferior a 5,5
enquanto que os alcalindfilos preferem um pH superior a 8. Quanto a humidade, a perda da 4gua
dos meios de cultura por evaporagéo prejudica o crescimento bacteriano, visto que séo essenciais
para as vias metabolicas bacterianas e também ocorre um aumento relativo da concentragdo de
soluto do meio, que pode causar a lise bacteriana por choque osmético. Com isso sdo adotadas
medidas para manter a humidade durante todo o processo de incubacdo, como exemplo, a vedacao
das placas de agar (119).
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3.2.  Observacao ao microscépio e coloracdes

A microscopia Otica € um método frequentemente utilizado, tanto na visualizacdo direta de
microrganismos em amostras bioldgicas, como na caraterizagdo dos microrganismos cultivados
(119). As amostras biolégicas podem ser preparadas para visualizacdo direta, mediante
montagens a fresco, ou para visualiza¢do apos a coloracdo, em que as amostras sdo coradas por
técnicas de coloracdo, entre os quais as colorages de Gram e de Ziehl-Neelsen, (125).

3.2.1. Coloragéo de Gram

A coloragdo de Gram é utilizada para detetar quase todas as bactérias clinicamente importantes.
Esta técnica é utilizada para dividir a maioria das espécies bacterianas em dois grandes grupos,
as bactérias Gram-positivas e as Gram-negativas, como exemplificado na figura 23. O
procedimento desta técnica envolve a fixagdo da amostra na superficie da lamina, por
aquecimento ou com a utilizagdo de metanol. Posteriormente, é aplicado o corante primario
(Cristal de Violeta) e, de seguida, é aplicado um mordente (iodo) para ligar quimicamente o
corante priméario a parede celular bacteriana. O diferenciador (&lcool-acetona) é aplicado para
descorar as bactérias Gram-negativas e, por fim, é aplicado o corante secundério (safranina) para
corar as bactérias descoradas. O principio desta técnica baseia-se na diferenca entre as paredes
celulares das bactérias, em que as Gram-positivas possuem uma espessa camada de
peptidoglicano com vaérias ligagdes cruzadas com acido teicéico e as Gram-negativas possuem
uma camada mais fina de peptidoglicano e uma bicamada lipidica externa. As ligagdes cruzadas
com &cido teicdico e a espessa camada de peptidoglicano contribuem na resisténcia das Gram-
positivas a descoloragdo do alcool, enquanto que a bicamada lipidica é desidratada pelo
diferenciador e a camada de peptidoglicano ndo é suficientemente espessa para impedir que as
Gram-negativas sejam descoradas pelo diferenciador, perdendo o corante primario (119).
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Figura 23: Exemplo de bacilos Gram-positivos (A) e Gram-negativos (B) (adaptado de 119).

3.2.2. Coloracgéao de Ziehl-Neelsen

Existem subgrupos de bactérias, como as micobactérias, que possuem paredes celulares com
acido micolico. Essas bactérias sao resistentes a descorantes alcool-acido, sendo denominadas de
bactérias alcool-acido resistentes. A coloracdo de Ziehl-Neelsen é uma técnica de coloracdo
projetada para esse subconjunto de bactérias. Como principio, essa técnica expde as bactérias a
altas temperaturas para permitir que o corante primario (Fucsina Basica) penetre na parede celular
das bactérias &lcool-acido resistentes. De seguida, € aplicado um descorante alcool-&cido, que
descora todas as bactérias, excetuando as referidas bactérias alcool-acido resistentes. Por fim, é
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aplicado um corante secundario (Azul de Metileno) para corar as células descoradas e servir de
contraste (119).

3.3.  Urina

Os procedimentos realizados com a urina sdo urocultura, exame citoldgico e testes rapidos para a
detecdo de antigénios para diagndstico de infecdo por Legionella pneumophila e Streptococcus
pneumoniae. A urocultura é efetuada quando a urina é semeada em meios de cultura de Gelose
Sangue e Gelose MacConkey, encubando de 18 a 24h a 35°C e também é semeada no meio de
Gelose Candida, quando ha suspeita de candidiase. A sementeira é efetuada com uma ansa
calibrada de 1 pL para permitir a contagem das Unidades Formadoras de Colénias/mL (UFC/mL)
(126). Assim, quando a contagem for inferior a 10* UFC/mL, é considerado um caso de
contaminagdo do meio, entre 10*e 10° UFC/mL é considerado um resultado duvidoso e quando é
superior a 10° UFC/mL é considerado um resultado positivo quanto a presenca de um agente
causador de infegdo bacteriana (119).

O exame citoldgico € realizado automaticamente, através do aparelho SediMAX, mas por vezes,
pode ser realizado manualmente, através da analise microscépica (126). Neste exame, é avaliada
a presenca ou auséncia de elementos figurados como leucdcitos, eritrdcitos e células epiteliais na
urina e é determinada a significancia da sua contagem, em casos positivos. Também é
determinada a presenca de cilindros, cristais, bactérias ou leveduras (127).

Relativamente ao teste rapido para a detecdo de antigénios urinarios, é realizado um teste de
imunoensaio de fluxo lateral, em que se utiliza uma tira revestida com uma faixa de anticorpos
contra L. pneumophila, uma outra faixa de anticorpos contra S. pneumoniae e uma faixa de
anticorpos anti-1gG, servindo este tltimo como linha de controlo. Caso o resultado for positivo,
este pode ser confirmado repetindo o teste, apds ferver a amostra por aproximadamente 10
minutos e deixar arrefecer, visto que L. pneumophila e S. pneumoniae sdo resistentes a altas
temperaturas (119, 126).

3.4. Fezes

Mediante as amostras de fezes recebidas de frascos fornecidos pelo laboratério, podem ser
realizadas coproculturas e testes rapidos para detecdo de bactérias, parasitas, virus e sangue oculto
nas fezes (126).

A coprocultura é realizada com a sementeira de amostra de fezes por quadrantes nos meios de
Gelose MacConkey, Gelose SS (35°C por 24h), Gelose Yersinia (30°C por 24h) e Gelose
Campylosel (42°C por 48h, em atmosfera de microaerofilia). Em casos de fezes originarias de
criancas com idade inferior a 5 anos, também é semeada no meio de Gelose E.coli (0:157).
Adicionalmente, também é realizada a sementeira em meio liquido de tetrationato e lugol (35°C
por 6h), para de seguida ser semeada no meio Gelose SS (126).

Quanto aos testes rapidos parasitoldgicos, sdo realizados testes de concentragdo de parasita e
teste de detecdo de Cryptosporidium e Giardia lamblia. No teste de concentracdo de parasitas é
realizada a concentragdo da amostra para, posteriormente, realizar a anélise microscopica da
presenca de larvas ou ovos de helmintas e o6citos de protozodrios (126, 128). O teste de detecdo
de Cryptosporidium e Giardia lamblia é realizado mediante um imunoensaio de fluxo lateral para
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a detecdo qualitativa de antigénios dos respetivos parasitas. A amostra reage com as faixas de
particulas revestidas com anticorpos contra Cryptosporidium e uma outra faixa revestida com
anticorpos contra Giardia (129).

Quanto aos testes rapidos para detecdo virica sao realizados dois testes de imunoensaio de fluxo
lateral, um para a dete¢do de Rotavirus e Adenovirus e o outro para a dete¢do de Norovirus. Para
a detecdo de Rotavirus e Adenovirus, sdo utilizadas duas tiras revestidas com faixas de anticorpos
monoclonais contra Rotavirus e outra faixa revestida com anticorpos monoclonais contra
Adenovirus, representando as linhas de teste. As duas tiras também estdo revestidas com faixas
de anticorpos policlonais contra proteina especifica, representando a linha de controlo (130). Para
a detecdo de Norovirus, sdo utilizados anticorpos biotinilados ou marcados a ouro, que sdo
especificos para o virus. Na presenca de Norovirus numa amostra, formam-se imunocomplexos
com 0s anticorpos em suspensdo. Essa suspensdo é pipetada para uma tira revestida com
estreptavidina existente na linha de teste, que se liga aos imunocomplexos introduzidos, através
da biotina acoplada ao anticorpo, aparecendo uma faixa vermelha. Na linha de controlo, ligam-se
0s anticorpos que nao formaram complexo, marcados a ouro (131).

Os testes rapidos para detecdo bacteriana incluem testes direcionados ao Clostridium difficile
e ao Helicobacter pylori (126). Quanto ao Clostridium difficile, é realizado um teste
imunocromatografico qualitativo para dete¢do em simultdneo do antigénio glutamato
desidrogenase e das toxinas da bactéria. As duas faixas de teste sdo formadas por uma membrana
de nitrocelulose revestida com anticorpos monoclonais, em que um é contra o referido antigénio
e 0 outro é contra as toxinas. A linha de controlo é revestida com anticorpos de antiperoxidase de
rdbano. Se o resultado for positivo s6 na faixa de antigénio, significa que ha presenca de C.
difficile nas fezes, mas se o resultado for positivo nas duas faixas, significa a bactéria presente é
produtora de toxinas (132). O teste de Helicobacter pylori é um teste imunocromatogréafico, em
gue a faixa de teste é formada por uma membrana de nitrocelulose revestida com anticorpos
monoclonais contra Helicobacter pylori, conjugados com microesferas de latex e a faixa de
controlo é composto por um reagente que se liga ao conjugado de controlo (133).

O teste rapido para pesquisa de sangue oculto nas fezes € um ensaio imunocromatografico
projetado para realizar a detecdo de hemorragias causadas por varias doencas do trato
gastrointestinal, como o cancro do célon, Ulceras, entre outros. A hemoglobina migra na
membrana por agdo capilar e reage com 0s anticorpos contra a hemoglobina existentes na faixa
de teste, formando uma linha colorida, que é interpretada como um resultado positivo (134).

3.5. Hemoculturas

No SPC, chegam 4 garrafas de hemoculturas com as amostras e estas séo introduzidas no sistema
BACT/ALERT 3D, que realiza a incubacéo, agitacéo e detecdo da presenca de microrganismos
nas amostras. A incubacdo é realizada durante 5 a 7 dias, a 35°C, mas em casos de suspeita de
endocardite ou brucelose, incuba-se durante 28 dias (126). As garrafas de hemocultura sinalizam
quando héa crescimento de bactérias e leveduras no sangue, mediante a alteracdo da cor do fundo
das garrafas. Essa alteragdo ocorre porque o CO; produzido pelos microrganismos presentes na
amostra difunde-se através de uma membrana semipermedvel existente na garrafa e reage com a
agua, formando ides de hidrogénio. Com isso, o indicador que apresenta uma cor verde ou azul
escura quando possui um pH alcalino, altera-se para um verde claro ou amarelo aquando do pH
acido. Nesses casos, uma luz emitida por um diodo é refletida pelo fundo da garrafa, produzindo
um sinal que aumenta de voltagem proporcionalmente a intensidade de luz refletida, que por sua
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vez é proporcional a concentracdo de CO; produzido (119). Assim, a amostra € semeada em meios
de cultura e é preparada uma lamina para colora¢do de Gram. No caso de amostras provenientes
de garrafas de aerobiose ou pediatricas, a sementeira é realizada nos meios de Gelose MacConkey
e Sangue, sendo estes incubados em atmosfera de aerobiose e de CO,, respetivamente e ambos
incubam a 35°C, de 24 a 48h. Quando as amostras advém de garrafas de anaerobiose, a sementeira
é realizada nos meios de Gelose Sangue e PV X, sdo incubados em atmosfera de anaerobiose e de
COg, de 48h e de 24 a 48h, respetivamente e ambos incubam a 35°C (126).

3.6. Soro

S&o realizados os testes seroldgicos de Rosa Bengala, Widal-Wright, VDRL (Venereal Disease
Research Laboratory) e RPR (Rapid Plasma Reagin) (126). O teste de Rosa Bengala é um teste
de rastreio para a detecdo de Brucella spp., um cocobacilo Gram-negativo responsavel pela
brucelose. Neste teste, 0 soro do doente é pipetado para um reagente que consiste numa suspensao
padronizada de antigénios corados da Brucella spp. Quando a amostra possui anticorpos contra a
Brucella spp., ocorre uma reacdo de aglutinagdo, visivel a olho nu, com intensidades variaveis.
No teste de Widal-Wright, sdo utilizadas suspensdes com antigénios do tipo O (somaético) e H
(flagelar) que aglutinam na presenga dos anticorpos correspondentes. Em casos de infegéo por
Salmonella spp, ocorre a reacdo de aglutinacdo na presencga de ambos os tipos de antigénios (O e
H) e por Brucella spp., a aglutinacdo ocorre apenas na presenca do antigénio O. Nos casos
positivos, sdo realizadas dilui¢cbes do soro do doente de 1/20, 1/40, 1/80, assim sucessivamente,
assumindo o resultado positivo com maior diluicdo da amostra (135). Para diagnosticar a sifilis
(causada pelo Treponema pallidum), normalmente sdo utilizados testes serolégicos que sao 0s
biologicamente ndo especificos e os especificos, que correspondem aos trponémicos e nao
treponémicos, respetivamente. Os ndo treponémicos sdo utilizados como testes de rastreio e,
quando ha positividade, sdo confirmados pelos testes treponémicos. Durante a fase inicial da
sifilis, sdo desenvolvidos IgM e IgG contra os lipidos libertados pelas células danificadas, sendo
esses anticorpos doseados pelos testes ndao treponémicos. No teste ndo treponémico, € utilizado o
antigénio cardiolipina, que se aglutina com os dois anticorpos. Os dois testes ndo treponémicos
mais comuns sdo do VDRL e o0 RPR. Adicionalmente, somente o VDRL é utilizado na analise do
liquido cefalorraquidiano, para diagnosticar a neurosifilis (136).

3.7.  Aparelho respiratério

Relativamente ao aparelho respiratorio, sdo colhidas amostras de expetoracdes, secrecdes
brénquicas, aspirados bronquicos e lavados brogueoalveolares (LBA) (126).

Quando a amostra de expetoracdo chega a seccdo, é efetuada a verificagdo do aspeto
macroscopico e a realizacdo de um esfregaco por esmagamento para as coloracdes de Gram e
Ziehl-Neelsen, com o intuito de verificar a qualidade da amostra e a presenca de bacilos &lcool-
acidos resistentes, respetivamente. Quando solicitado, é realizada uma aliquota para anlise na
seccdo de micobactérias. Ao observar a lamina submetida a coloracdo de Gram, se forem
observados menos que 5 células epiteliais/campo e mais que 20 leucécitos/campo, a amostra é
considerada adequada para sementeira por quadrantes nos meios de Gelose Sangue (em atmosfera
de COy), Gelose Chocolate Haemophilus e Gelose MacConkey e séo incubados de 24 a 48h, a
35°C (126).

O aspirado é semeado nas mesmas condicdes que as expetoracdes, enquanto que o LBA ¢é
processado de uma outra forma. Normalmente, 3 a 4 fragdes de amostras de LBA chegam ao SPC,
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em que a primeira, correspondente a fracdo brénquica, é utilizada para a cultura de BAAR, a
segunda € utilizada para a sementeira e analise ao microscopio e a terceira é analisada na sec¢do
de hematologia, por CF. A sementeira é realizada para contagem, com uma ansa calibrada de 10
uL, em Gelose Chocolate PVX e a incubacéo € realizada em atmosfera de CO-, por 24 a 48h, a
35°C. Utilizando um volume minimo de amostra de 5 mL, a amostra € centrifugada e com o
sedimento, sdo preparadas laminas para as coloraces de Gram e Ziehl-Neelsen, por
citocentrifugacdo. Quando a contagem for superior a 10° UFC, considera-se a existéncia de um
agente causador de infecdo respiratéria (126).

3.7.1. Anadlise de micobactérias

As amostras destinadas a seccdo de micobactérias chegam em aliquotas, semeadas em meio
Lowenstein ou em tubos especializados para ensaios de libertagdo de interferdo-gama (IGRA).
Relativamente as amostras que chegam em aliquotas, é preparada uma solucéo de hidroxido de
sodio (NaOH) e N-acetil-L-cisteina (NALC) para a digestdo e descontaminacdo das referidas
amostras. Posteriormente, a amostra é semeada num tubo indicador de crescimento de
micobactérias e num meio Lowenstein. O tubo indicador de crescimento de micobactérias é
introduzido no BACTEC MGIT 320 e encuba a 37° C (137). No fundo do tubo existe um
composto fluorescente sensivel & presenca de oxigénio existente no meio. Inicialmente, a elevada
concentracdo de oxigénio anula a emissdo de fluorescéncia, sendo detetada apenas uma pequena
quantidade de fluorescéncia. Posteriormente, com a respiracdo dos microrganismos, a
concentragdo do oxigénio diminui e a fluorescéncia é emitida com maior intensidade, detetavel
pelo equipamento que sinaliza a amostra como positiva. As amostras que nao positivam apos 42
dias sdo consideradas negativas (138). De seguida, as amostras positivas sdo semeadas no meio
de Gelose Sangue e sdo preparadas laminas para coloracdo de Ziehl-Neelsen. Se houver
crescimento no meio de Gelose Sangue, € sugestivo da presenga de contaminantes. Das amostras
positivas sem contaminantes, é realizado o teste de identificacdo (ID) das micobactérias e, se for
identificado o M. tuberculosis, é realizado o teste de sensibilidade aos antibidticos (TSA).
Normalmente, no meio de Lowenstein (encuba até 42 dias, a 37°C), ocorre formag&o de colonias
sugestivas de micobactérias depois de realizar o ID e TSA das amostras semeadas no tubo
indicador de crescimento de micobactérias, mas se houver crescimento antes, é preparada uma
lamina para Ziehl-Neelsen e de seguida, é efetuado o ID (139).

As amostras que chegam a seccdo de micobactérias semeadas em meio Lowenstein s&o
processadas como anteriormente descrito, mas se o ID acusar a presenca de M. tuberculosis, uma
coldnia ¢ introduzida no tubo indicador de crescimento e a amostra € processada até realizar o
TSA (139).

Quanto aos IGRA, chegam ao SPC tubos especializados com sangue total, que incluem os tubos
de Nil, TB1, TB2 e mitégeno. Os tubos TB1 e TB2 possuem um cocktail de péptidos que simulam
as proteinas ESAT-6 e CFP-10, concebidos para induzir respostas imunitarias pelas células CD**
e CD®" respetivamente, que consiste na producdo de IFN-y contra a M. tuberculosis. Os tubos de
mitogenio e Nil sdo os controlos positivo e negativo respetivamente. Ap6s um periodo de
incubacédo de 16 a 24 horas, os tubos sdo centrifugados, o plasma é removido e a quantidade de
IFN-y (UI/mL) é medida mediante o ensaio de imunoabsorcdo enzimatica. Neste ensaio, as
proteinas ESAT-6 e CFP-10 permanecem fixas nos pogos da placa e sdo adicionados o plasma do
doente com o conjugado anti IFN-y e enzima em cada pogo, deixando encubar a temperatura
ambiente para permitir a ligagdo do IFN-y com as proteinas e o conjugado. Também sdo
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preparados pogos de calibracéo e de controlos. De seguida, 0s pogos s&o lavados, € adicionado o
substrato de enzimas e 0s poc¢os sdo encubados. Posteriormente, é adicionada uma solucédo de
paragem de enzimas e a absorvancia é medida por espectrofotometria. Os calculos sdo realizados
tendo em conta os valores dos padrdes e o resultado é considerado positivo quando os valores de
absorvéancia forem acima do valor de Nil (136, 140).

3.8.  Produtos em zaragatoa

Normalmente séo analisados exsudados que chegam em zaragatoa, originarios de vérias areas do
corpo, nomeadamente vaginal, retal, uretral, orofaringeo, ocular, auricular e nasal. Quanto aos
exsudados vaginal e uretral, a zaragatoa em meio de Stuart é utilizada para sementeira por
guadrantes em Gelose Sangue, Gelose VCAT (em atmosfera de CO,, por 48h a 35°C) e Gelose
Candida (de 24 a 48h, a 30°C). Antes da analise ao microscépio, a zaragatoa em meio de Stuart
deve permanecer pelo menos 30 minutos a temperatura ambiente. De seguida, a zaragatoa é
pressionada contra uma lamina e é analisada ao microscopio, de forma a avaliar o nimero de
células epiteliais e polimorfonucleares e realizar a pesquisa de Trichomonas vaginalis. Se pedido,
também sdo realizados testes rapidos para pesquisa de Clamydia trachomatis e Neisseria
gonorrhoeae por PCR em tempo real ou para a pesquisa de Ureaplasma urealyticum e
Mycoplasma hominis (126).

Quanto a pesquisa de Streptocaccus agalactiae em gravidas, chegam duas zaragatoas (vaginal e
retal), que sdo colocadas em meio liquido Todd-Hewitt, por 24h a 35°C. Posteriormente, 0 meio
liquido é repicado para Gelose Granada, realizando uma sementeira por quadrantes e uma lamela
é colocada sobre 0 meio semeado, que incuba por 24h a 35°C, em atmosfera de anaerobiose (126).

Quanto a pesquisa de Acinetobacter baumanii em exsudado retal, a sementeira é realizada por
guadrantes em Gelose MacConkey e a zaragatoa € introduzida no Caldo de Carne, que incubam
por 24h a 35°C. Caso ndo houver crescimento no meio de Gelose MacConkey, o Caldo de Carne
é utilizado para realizar uma nova sementeira no meio de MacConkey, que incuba nas mesmas
condicBes que o passo anterior (126).

Nas amostras de orofaringeo, é realizada a pesquisa de Streptococcus p-hemoliticos do grupo A,
em que a zaragatoa é introduzida em Caldo de Carne e incuba por 24h a 35°C, para de seguida
realizar a sementeira em Gelose Sangue, para incubar por 48h, a 35°C (126).

As amostras ocular e auricular sdo colhidas com duas zaragatoas, em que a primeira é semeada
por quadrantes em Gelose Sangue (em atmosfera de CO», de 24 a 48h, a 35°C), Saboraud (24h, a
30°C), Gelose Chocolate Haemophilus e é introduzida em Caldo de Carne, que incuba de 24 a
48h, a 35°C. A segunda zaragatoa é aproveitada para efetuar o esfregaco para coloracdo de Gram.
Em recém-nascidos, o exsudado ocular é também semeado em Gelose Chocolate VCAT,
incubando de 24 a 48h, a 35°C em atmosfera de CO; e o exsudado auricular é também semeado
em Gelose MacConkey, que incuba de 24 a 48h, a 35°C (126).

Nas amostras nasais, a zaragatoa € utilizada para sementeira por quadrantes no meio cromogénico
MRSA e, de seguida, € introduzida no meio Todd-Hewitt, que apds incubacao de 24h a 35°C, o
meio é inoculado para 0 meio cromogénico MRSA, que incuba por 24h, a 35°C (126).
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3.9. Pus

Normalmente, o produto chega ao servico em meio de portagerm, que apresenta um indicador de
contaminagdo por oxigénio, mudando para azul. A tampa é desinfetada com etanol a 70% e a
sementeira é realizada por quadrantes nos meios de Gelose MacConkey, Caldo de Carne e em
dois meios de Gelose de Sangue, em que um incuba em atmosfera de CO; e 0 outro em
anaerobiose. Adicionalmente, é realizado um esfregago para coloracdo Gram. Aquando da
contaminacdo por oxigénio ndo é necessario realizar a cultura em condicGes de anaerobiose.
Quando o produto chega em zaragatoa, sdo recebidas duas zaragatoas, uma sem meio e outra em
meio de transporte Stuart. A zaragatoa em meio de transporte é semeada em Gelose Sangue, em
atmosfera CO,, e em Gelose MacConkey, ambos incubam durante 24 a 48h, a 35°C e a zaragatoa
sem meio é colocada em Caldo de Carne (24h a 35°C) e depois € semeada nos meios Gelose
Sangue e MacConkey, caso 0 Caldo de Carne estiver turvo e ndo houver formacéo de colonias
nos dois meios solidos previamente semeados (126).

3.10. Esperma

A amostra é semeada para contagem, com uma ansa calibrada de 10 pL, em Gelose Sangue em
atmosfera de CO,, Gelose MacConkey (de 24 a 48h, a 35°C), Gelose Chocolate VCAT (em
atmosfera de CO,, por 48h, a 35°C) e Gelose Candida. E realizada uma aliquota de 100 uL para
a pesquisa de Chlamydia Trachomatis e é pipetada 200 pL para um meio de transporte para a
pesquisa de Mycoplasma hominis. S&o realizados dois esfregacos, um para a coloragdo de Gram
e outro para exame a fresco, para contagem celular leucocitaria e avaliacdo da presenca de
Trichomonas vaginalis (126).

3.11. OQutros liquidos bioldgicos

Os liquidos biol6gicos, como LCR, sinovial/articular, pleural e ascitico podem ser recebidos em
contentores variaveis (garrafas de hemoculturas ou outro contentor assético). Quando o LCR é
demasiado fluido ou quando existe uma quantidade adequada, ¢ centrifugado para a realizacdo de
um esfregaco com o sedimento, destinado as coloragdes de Gram e Ziehl-Neelsen. O exame
citologico é efetuado na camara de contagem Nageotte. Apés a centrifugacdo, a sementeira é
realizada em Gelose Sangue, Gelose Chocolate PVX (ambos os meios sdo encubados em
atmosfera de CO,, por 24h a 35°C), Gelose MacConkey (de 24 a 48h, a 35°C), Gelose Sabouraud
(por 48h a 30°C) e em garrafa de hemocultura pediatrica se existe uma amostra com um volume
entre 1 a 3 mL, mas se for colhido um volume inferior, a amostra é semeada no Caldo de Carne,
que incuba de 24 a 48h, a 35°C. Adicionalmente, quando pedido, também sdo semeadas 3 a 4
gotas da amostra em meio Lowenstein, para cultura de BAAR na sec¢do de micobactérias.
Quando ha suspeita de meningite bacteriana, também € realizada a pesquisa de antigénios
capsulares por testes de PCR (126).

3.12. Biopsias

Com um bisturi, a amostra de biopsia é reduzida em pequenas fracdes e de seguida é semeada por
guadrantes em Gelose Sangue (em atmosfera de CO;), Gelose MacConkey e Caldo de Carne (de
24 a 48h, a 35°C). Adicionalmente, é realizado um esfregaco para coloragdo de Gram e de Ziehl-
Neelsen. Para a pesquisa de H. pylori, a amostra é semeada em duas placas de Gelose pylori (em
atmosfera de microaerofilia, por 14 dias a 35°C) (126).
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3.13. Unhas, cabelos, pelos e raspados de pele

As amostras de unhas, cabelos, pelos e raspados de pele sdo usadas para realizar a pesquisa de
dermatofilos, sendo que a sementeira é realizada em Gelose para dermatofilos e Gelose Sabouraud
(por 28 dias, a 30°C). As placas sdo observadas a cada 7 dias para verificar se ha crescimento
(126).

3.14. Detecdo de genes de resisténcia a antibioticos

Na seccdo de microbiologia, sdo realizados PCR em tempo real para efetuar testes qualitativos de
diagnostico in vitro. A preparacdo da amostra, extracdo, amplificacdo dos &cidos nucleicos e a
detecdo da sequéncia-alvo ocorre automaticamente. Em cada teste estao incluidos um controlo de
processamento de amostra e um controlo de verificacdo de sonda. O controlo de processamento
de amostra, que contém esporos de Bacillus giobigii, é utilizado com o intuito de assegurar que o
processamento da amostra ocorreu adequadamente e que a bactéria sofreu lise celular, aquando
da sua presenca. No controlo de verificacdo de sonda, é realizado a medicdo do sinal de
fluorescéncia das sondas, de forma a monitorizar a reidratacdo da esfera, o enchimento do tubo
de reacéo, a integridade da sonda e a estabilidade do corante (126).

3.14.1. Detecdo de M. tuberculosis e Resisténcia a rifampicina

As estirpes de M. tuberculosis podem adquirir resisténcia a um ou mais farmacos, o que dificulta
0 seu tratamento pela administracdo de farmaco. Como solucdo, séo realizados testes destinados
a detecdo do DNA das estirpes M. tuberculosis em amostras de expetoragcdo ou em sedimentos
para a detegcdo de mutacGes do gene rpoB, associadas a resisténcia contra a rifampicina, mediante
a amplificacdo do gene pelos primers que contém a regido core. A detecdo desta mutacéo ocorre
devido a diferenca entre a sequéncia conservada do wild-type e a muta¢es na regido core
associadas a resisténcia a rifampicina (119).

3.14.2. Detecdo de Gram-negativos ndo suscetiveis a carbapenemos

O surgimento de bactérias resistentes a uma classe de antibidticos pB-lactdmicos (carbapenemos),
nomeadamente espécies de Enterobacteriaceae produtoras de carbapenemases, resultam em
limitagBes nas opgOes de tratamento, constituindo um problema importante de saude publica.
Visto isso, sdo utilizados testes de PCR destinados a detecdo e diferenciacdo das sequéncias dos
genes associados a resisténcia a carbapenemos em bactérias Gram-negativas, sendo estes 0s genes
bloimp-1, blaviv, blooxa-as, blanom € blokee, que codificam para imipenemase, oxacilinase de classe
D, Nova Deli metalo-p-lactamase e carbapenemase Klebsiella pneumoniae, respetivamente (141).
As amostras sdo obtidas mediante zaragatoa retal, em doentes com risco de colonizag&o intestinal
por bactérias resistentes a carbapenemos (126).

3.14.3. Detecdo de S. aureus resistente a meticilina

S. aureus que produzem B-lactamases comprometem a eficcia da penicilina no tratamento de
infecOes causadas por estas bactérias. Assim, o farmaco de elei¢do para o tratamento dessas
bactérias é a meticilina. Mas, quando a bactéria obtém um complexo de gene mec, que contém o
gene mecA ou mecC, esta adquire resisténcia a meticilina, sendo designadas de Staphylococcus
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aureus Resistentes a Meticilina (MRSA) (119). Visto isso, é utilizado um ensaio destinado a
detecdo de MRSA diretamente de zaragatoas nasais em doentes com risco de colonizagéo nasal.
Esse ensaio contém iniciadores e sondas que detetam as sequéncias genéticas mecA e mecC,
responsaveis pela resisténcia a meticilina e o SCCmec, que é inserida no cromossoma do S. aureus
(126).

3.15. Detecéo de C. trachomatis e N. gonorrhoeae

A C. trachomatis e a N. gonorrhoeae sdo bactérias Gram-negativas, que causam doencas
sexualmente transmissiveis, nomeadamente a clamidia e a gonorreia, respetivamente (119). E
utilizado um teste destinado a detecdo e diferenciacdo do DNA gendémico de C. trachomatis e N.
gonorrhoeae, em que se deteta um alvo para C. trachomatis e dois alvos diferentes para N.
gonorrhoeae, em que neste Gltimo caso, os dois resultados tém de ser positivos para que o ensaio
seja considerado como positivo. Este teste pode ser usado numa variedade de amostras diferentes,
como o jato inicial da urina, zaragatoa endocervical e vaginal (126).

3.16. Testes de identificacao e de sensibilidade aos antibidticos

Sao realizados varios testes de identificagdo e de sensibilidade, que podem ser agrupados em
testes manuais e testes automaticos. Os testes manuais incluem a oxidase, catalase, coagulase,
urease, factor X e V, tipagem de estreptococos, optoquina, difusdo em disco e gradiente de difusdo
(126). A oxidase é um teste realizado para determinar a presen¢a da enzima intracelular
citocromo C Oxidase em bactérias, permitindo a diferenciacdo entre bacilos Gram-negativo
oxidase positivos (como exemplo, as Pseudomonas spp.) dos oxidase negativos (119).

A catalase é uma enzima presente em bactérias como os Staphylococcus spp., que catalisam a
decomposicéo de peroxido de hidrogenio (H202) em H.O e O,. O teste da catalase é realizado
para determinar a presenca dessa enzima em colonias puras de uma bactéria, diferenciando cocos
Gram-positivos em catalase positivo (Staphylococcus spp.) e catalase negativos (Streptococcus e
Enterococcus spp.). Quando adicionado ao reagente com peroxido de hidrogénio, € verificada a
formacao de efervescéncia (catalase positivo) e quando ndo se observa qualquer reacgdo, é catalase
negativo (119).

O teste da coagulase é utilizado para verificar a capacidade de um microrganismo na formagéo
de um coagulo, aquando da presenca de plasma, devido a enzima coagulase. Ap6s a determinacgao
da presenca de um Staphylococcus spp., esse teste permite diferenciar o S. aureus (coagulase
positivo) dos restantes Staphylococcus spp (119).

O teste de urease determina a presenca da enzima urease, que hidrolisa a ureia em amonia. O pH
do meio aumenta com o aumento dos niveis de amdnia, que é detetado por um indicador. Este
teste auxilia na identificacdo de algumas espécies de Enterobacteriaceaes, como os Proteus spp
(119).

No teste dos fatores X e V, sdo utilizados trés discos, em que um contém o fator X (hemina), o
segundo contém o fator V (dinucledtido adenina nicotinamida) e o terceiro contém os dois fatores.
E um teste diferenciador de haemophilus spp., que dependendo da necessidade diferencial dos
fatores para crescer, é possivel identificar presuntivamente a espécie de haemophilus spp (119).

O teste de tipagem dos estreptococos é um teste de aglutinagcdo em latex, para identificacdo dos
Streptococcus dos grupos A, B, C, D, F e G, segundo Lancefield, obtidos de colonias do meio de
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cultura. Cada grupo possui antigénios complexos formados por oligossacaridos com diferentes
cadeias laterais, que consistem primeiramente de glucosamina acetiladas ou ndo acetiladas. O
antigénio para o streptococci do grupo D é formado por &cido lipoteicdico. Este teste tem como
principio a utilizacdo do &cido nitroso para extrair o antigénio especifico de cada grupo, que vai
se ligar a particulas de latex envoltos por 1gGs especificos aos referidos antigénios, formando
aglutinacdes (119).

No teste de optoquina, é introduzido um disco de optoquina no meio Gelose Sangue. Geralmente,
0s estreptococos, principalmente os estreptococos a-hemoliticos, ndo sdo sensiveis a optoquina e,
por outro lado, 0s pneumococos sao sensiveis. Assim, depois de incubar o0 meio com o disco de
optoquina, é medido o halo de inibi¢do provocada pela optoquina. Quando a zona de inibigdo é
maior que 12 mm, é possivel presumir a presenca de S.pneumoniae (119, 126).

No teste de difusdo em disco, primeiramente ¢ utilizado uma suspenséo bacteriana padronizada,
que é semeada no meio s6lido Mueller Hinton. de seguida, os discos com antibiéticos sdo
introduzidos na sementeira e, apos a incubagdo, os halos de inibi¢do de crescimento sdo medidos,
sendo possivel classificar qualitativamente o nivel de sensibilidade ao antibidtico como sensivel,
intermédio ou resistente (126).

O teste de gradiente de difusdo é um teste quantitativo em que se introduz uma tira com um
gradiente de concentracdo de antibidtico definido, no meio sélido Mueller Hinton. Apoés a
incubacao, é possivel observar o halo eliptico de inibi¢do a volta da tira, permitindo quantificar a
concentragdo minima inibitéria em pg/mL (126).

3.17. Testes automaticos

Normalmente, 0 TSA e a identificacdo do microrganismo 1D sdo realizados automaticamente,
mediante o sistema Vitek 2 Compact (126). Este sistema possui um conjunto de cartas de
identificacdo com varios pogos que apresentam uma determinada cor, dependendo do consumo
ou ndo do substrato pelo organismo. O conjunto de cores € interpretado como um codigo pelo
aparelho e este é comparado com a base de dados do sistema, para determinar o0 microrganismo
com maior correspondéncia e apresentar o resultado mais provavel. Quanto ao TSA, sdo utilizadas
cartas que possuem pocos com diferentes antibidticos a diferentes concentragdes, que permitem
avaliar a sensibilidade das bactérias, classificando-as como sensiveis, intermédias ou resistentes
(142). A interpretacdo desses resultados é realizada de acordo com os dados padronizados por
organizagdes especializadas, como a European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing (EUCAST) (142).

3.18. Principais microrganismos identificados

Existem milhares de microrganismos diferentes que colonizam o organismo humano que, em
condi¢Bes normais, sdo importantes no metabolismo do hospedeiro, na defesa contra outros
microrganismos patogénicos e ndao provocam doenca. Mas, por outro lado, existem partes do
organismo que devem permanecer estéreis, como sangue, LCR, entre outros, sendo que a presenca
de qualquer microrganismo € considerado patologico. Quanto a patogenicidade, 0s
microrganismos podem ser classificados como patogénicos oportunistas ou patogénicos
obrigatorios, que causam infe¢do aquando da alteracdo da flora ou que a sua presenca € sempre
patogénica, respetivamente (136). Perante a extensa diversidade de microrganismos com
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potencial patogénico, é de interesse mencionar alguns dos agentes infeciosos identificados com
mais frequéncia em infe¢Ges humanas.

3.18.1. Cocos Gram positivos

Os cocos Gram positivos mais estudados sdo os Estreptococos, Estafilococos e Enterococos. Os
Estreptococos sdo uma familia de microrganismos que normalmente sao aerébios ou anaerébios
facultativos, catalase negativa e sdo visualizados aos pares ou em cadeia, no microscopio. Os
géneros pertencentes a esta familia sdo Streptococcus spp. e Lactococcus spp., sendo que as
espécies mais encontradas sdo S. pyogenes, S. agalactiae, S. pneumoniae e S. viridans. S.
pyogenes ¢ um dos estreptococos B-hemoliticos mais comuns isolados em hemoculturas,
apresentando como positivo na maioria dos doentes com fascite necrosante ou sindrome do
choque téxico. O S. agalactiae (B-hemolitico) € a Unica espécie com o antigénio do grupo B e
constitui uma importante causa de septicemia, pneumonia e meningite em recém-nascidos, sendo
estes infetados durante a gestacdo ou na hora do parto. O S. pneumoniae (o-hemolitico) esta
presente na nasofaringe e na orofaringe em situacdes normais, mas este pode espalhar-se para 0s
pulmdes, seios paranasais, ouvido ou meninges, causando pneumonia, sinusite, otite média e
meningite respetivamente. O S. viridans corresponde a uma colecéo heterogénea de estreptococos
a-hemoliticos e y-hemoliticos. Este coloniza a orofaringe, o trato gastrointestinal e o trato
geniturindrio e é considerado um patdgeno oportunista de baixa viruléncia, normalmente
envolvidos na endocardite bacteriana (136).

Os Estafilococos sdo patdgenos importantes em humanos, causando infecdes oportunistas e varias
doencas sistémicas, incluindo infe¢des da pele, tecidos moles, 0ssos e trato urinario. Algumas das
espécies associadas a doengas humanas com maior frequéncia sdo os S. epidermidis, S.
haemolyticus e o S. aureus, sendo este ultimo o mais virulento. S. epidermidis normalmente esta
presente nas infecGes de préteses e, menos comumente, de valvulas cardiacas nativas. S.
haemolyticus estdo associados a casos de bacteremia, endocardite, infecGes 6sseas e articulares,
do trato urinario, de feridas e oportunistas. Em placas de Gelose Sangue, o S. aureus geralmente
se apresenta como colonias amareladas com um halo de B-hemdlise e causa doencas mediante a
producdo de toxinas ou pela invasdo e destruicdo direta do tecido. Algumas das doencas derivadas
das toxinas incluem sindrome da pele escaldada estafilococica, intoxicacdo alimentar
estafilocdcica e sindrome do choque téxico, enquanto outras doengas que resultam da proliferagdo
desta bactéria incluem a formacéo de abscesso e destruicdo de tecidos, como infe¢fes cutaneas,
endocardite, pneumonia, entre outros (136).

Os Enterococos clinicamente mais importantes sdo os E. faecium e E. fecalis, que causam infegao
do trato urinrio, peritonite, bacteremia, entre outros. No meio de Gelose Sangue, estes formam
colonias pequenas, brancas, com y-hemolise ou a-hemdlise (136).

3.18.2. Bacilos Gram positivos

Os géneros mais importantes dos bacilos Gram positivos sdo os Listeria spp. e Corynebacterium
spp. Os Listeria spp. causam doengas como granulomas disseminados, meningite e septicemia
em recém-nascidos, doenca semelhante a gripe em adultos saudaveis e bacteremia ou doenga
disseminada com meningite em mulheres gravidas e doentes com defeitos imunoldgicos. As
coldnias sdo pequenas e formam um pequeno halo de B-hemolise. Os Corynebacterium é um vasto
grupo de anaerdbios facultativos e, na sua maioria, sdo catalase positivos. Estas bactérias fazem
parte da flora da mucosa e da pele do homem e estdo distribuidas no solo e na agua. O isolamento
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desses microrganismos de amostras bioldgicas geralmente é considerado como contaminante. Na
Gelose Sangue, as suas coldnias sdo pequenas, acinzentadas e ndo provocam hemolise (136).

3.18.3. Cocos Gram negativos

O género mais comum dos cocos Gram negativos sdo os Neisseiria, sendo N. gonorrhoeae e N.
meningitidis espécies que causam infecdo apenas no homem. As espécies de Neisseria sdo
bactérias Gram-negativas aerobicas, oxidase positiva e a maioria sdo catalase positivas. A N.
gonorrhoeae causa gonorreia. Este € um microrganismo de crescimento fastidioso, ndo cresce em
Gelose Sangue, necessitando de meios enriquecidos e complexos. A N. meningitidis pode
colonizar a nasofaringe de pessoas saudaveis sem serem patoldgicas ou podem causar meningite
adquirida na comunidade, septicemia fatal ou broncopneumonia. Na Gelose Sangue, este
microrganismo produz coldnias pequenas, sem hemolise (136).

3.18.4. Bacilos Gram negativos

Incluido nos bacilos Gram negativos, existe a familia das Enterobacteriaceaes que corresponde
a familia mais diversificada e clinicamente importante dos bacilos Gram positivos. EXxistem
espécies de enterobacteriaceaes que existem na flora comensal da maioria dos animais, incluindo
0s humanos (como Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Proteus) e existem aqueles que a
sua presenga em humanos é sempre patoldgica (como Salmonella typhi, Shigella e Yersinia
pestis). Incluindo nas Enterobacteriaceaes, existem as espécies fermentadoras de lactose e de
glicose, anaerdbios facultativos e oxidase negativos, como as Klebsiella spp., Proteus spp.,
Shigella spp., Salmonella spp., Yersinia spp., entre outros. Os ndo fermentadores de lactose
diferenciam das enterobacteriaceas por serem oxidase positivas e ndo fermentarem a glicose.
Nesta familia incluem os géneros Pseudomonas spp., Acinetobacter spp., e Stenotrophomonas
spp. Estes microrganismos ndo pertencem a flora comensal humana, mas estdo presentes em
ambiente hospitalar, colonizando a pele e o aparelho respiratério dos doentes hospitalizados
(136).

3.18.5. Micobactérias

Mycobacterium é um dos géneros mais frequentes de bactérias alcool-acido resistentes
responséveis por doencas humanas. O M. tuberculosis € um patégeno intracelular, transmitido
através de aerossois, capaz de estabelecer uma infe¢do ao longo da vida e estima-se que um terco
da populagdo mundial esta infetada por esta espécie. Esta bactéria causa tuberculose, que pode
envolver qualquer 6rgdo, mas a maioria das infegdes em doentes imunocompetentes é restrita aos
pulmdes (136).

3.18.6. Fungos

O género Candida spp., mais especificamente Candida albicans é o mais frequentemente
identificado. Este é um patdgeno fangico humano oportunista, que faz parte da microbiota do
corpo humano, mas podem causar infecBes (candidiase) mediante leveduras enddgenas ou
adquiridas no hospital (119).

55



Avaliacdo do CD326 como marcador para a pesquisa de células neoplasicas em amostras de liquidos serosos

4. Seccdo de Hematologia

Na seccdo de Hematologia, sdo realizados varios testes para o diagnéstico e progndstico de
anemias, hemoglobinopatias, alteragcbes congénitas e adquiridas da coagulacdo, doencas
tromboembolicas e hemorragicas, entre outras. Atualmente, 0s equipamentos existentes nesta
seccdo sdo DXH 800 Hematology Analyser (Beckman Coulter), ACL Top 3G (Instrumentation
Laboratory), FACSCalibur (Becton Dickinson), ADAMS Alc HA-8180T (arkray),
INNOVANCE PFA-200 Systems (SIEMENS Healthliners) e Aerospray Hematology Pro
(Biomedical Systems).

4.1.  Hemograma

A hematopoiese corresponde a um processo que resulta na formacao de células sanguineas, dos
quais os eritrocitos, leucdcitos e plaquetas (143). A avaliacdo dos constituintes celulares de uma
amostra sanguinea é realizada mediante o0 hemograma completo, em que consta o eritrograma
(avalia eritrécitos, hemoglobina, hematécrito e indices hematimétricos), leucograma (avalia os
leucdcitos) e plaquetograma (avalia as plaquetas) (144). O hemograma completo, a contagem de
reticuldcitos e dos eritrocitos nucleados sdo realizados automaticamente, com a aplicagdo do
principio de Coulter e a analise de dispersédo de luz. A analise de outros liquidos biol6gicos (LCR,
lavado bronco-alveolar, liquido sinovial e liquidos serosos) podem ser processadas manualmente.
Quanto ao principio de Coulter, as particulas (neste caso células e plaquetas) sdo suspensas num
diluente e, mediante um fluxo, cada célula passa através de um orificio que possui uma corrente
elétrica, gerado por dois elétrodos. Cada célula atua como um isolador e 8 medida que atravessam
pela abertura, aumentam momentaneamente a resisténcia da corrente elétrica entre os elétrodos,
originando um pulso elétrico mensuravel. O nimero de pulsos indica o nimero de células ou
particulas e a amplitude do pulso é proporcional ao volume da célula. Existem cinco angulos de
disperséo de luz, que indicam o tamanho, estrutura nuclear, complexidade e granularidade celular.
Esses sinais sdo enviados e analisados pelo sistema informético do aparelho. Para contagem dos
leucdcitos, eritrdcitos nucleados, plaquetas e doseamento da hemoglobina, é utilizado um
reagente litico que destroi os eritrécitos e converte a hemoglobina num pigmento estavel,
enguanto os nucleos dos leucdcitos e eritrécitos nucleados, bem como as plagquetas permanecem
intactos. Apds a contagem dos leucdcitos, eritrocitos nucleados e plaquetas, a amostra é enviada
para uma cuvette, onde a hemoglobina é doseada fotometricamente a 525nm, usando um branco
como referéncia. A absorvancia do pigmento é diretamente proporcional a concentracdo da
hemoglobina presente na amostra (145).
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Figura 24: Esquema do método de Coulter. (1) corrente de abertura, (2) véacuo, (3) elétrodo interno, (4) suspenséo de
células sanguineas, (5) detalhe da abertura, (6) tubo da abertura, (7) abertura, (8) béquer de amostra, (9) elétrodo externo
(adaptado de 146).

4.2.  Andlise microscopica

Apesar do amplo uso de instrumentos automatizados, as técnicas manuais, como a realiza¢do do
esfregaco, coloragdo e andlise microscopica permanecem importantes como métodos de
referéncia para a analise automatica de amostras de sangue que apresentam resultados anémalos.
Além disso, estas técnicas permitem identificar carateristicas celulares especificas de certas
patologias, como leucemias, infegcBes parasitérias, entre outros. As amostras analisadas sdo
sangue periférico, medula dssea e outros liquidos bioldgicos (147).

4.2.1 Esfregaco sanguineo

Um esfregaco sanguineo é feito com sangue capilar, venoso ou medular, presente num tubo com
K3-EDTA, ou a fresco no caso das amostras de sangue medular. Com um tubo capilar, é colocada
uma gota da amostra de sangue sobre a ldmina. Uma outra lamina é posicionada sobre a lamina
com a gota de sangue num angulo de aproximadamente 45°, é arrastada até entrar em contacto
com a gota e é arrastada até a outra extremidade da lamina, formando uma monocamada de sangue
sobre a lamina, apropriada para a visualizacdo ao microscopio, como representado na figura 25
(147).
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Figura 25: Método de esfregaco sanguineo (adaptado de 147).
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4.2.2. Coloragdo de May-Grunwald/Giemsa

Este método de coloracdo consiste na aplicacdo de corantes acidos e basicos que coram estruturas
béasicas (acidofilas) e acidas (basofilas), respetivamente. O corante May-Grunwald € composto
por uma mistura de eosina, que cora estruturas basicas como hemoglobina e granulos acidoéfilos
de vermelho ou num tom alaranjado, e por azul-de-metileno, que cora estruturas &cidas como
DNA, RNA, granulos de basofilos e neutréfilos num tom de violeta ou azul. O corante Giemsa é
composto por uma mistura de azur Il (mistura de azur e azul-de-metileno) e eosinato de azur Il
(mistura de azur, azul-de-metileno e eosina). Ap6s a colora¢do com o May Grunwald, é realizada
uma segunda coloracdo com o0 Giemsa, para obter um resultado mais detalhado. A coloragédo de
May-Grunwald/Giemsa € utilizada para corar esfregacos de sangue periférico, medula 6ssea e
outros liquidos bioldgicos, como liquidos serosos (147).

4.2.3. Coloracgdo de Wright Giemsa

A coloragdo Wright-Giemsa é uma coloragdo modificada de Romanowsky composta por uma
combinacgdo de corantes basicos, dos quais 0 azul de metileno e seus produtos oxidativos, azul A
e azul B, e um corante acido, a eosina. Esta coloragdo tem como principio o “efeito
Romanowsky”, em que o azure B e a eosina combinam-se para formar um complexo molecular
que produz trés cores distintas num esfregaco de sangue periférico. Os eritrocitos ficam corados
de rosa salmao, os nlcleos de leucécitos apresentam uma cor roxa-azulada e as plaquetas exibem
um citoplasma lilas escuro, contendo granulos vermelho-purpura. A coloracdo Giemsa é
adicionada para intensificar a coloracdo das carateristicas nucleares e das granulacdes dos
neutrofilos (148).

4.2.4. Coloracgéo de Perls

A coloracéo de Perls é baseada em uma reacéo entre o ferrocianeto &cido e o ferro férrico (Fe®")
da hemossiderina para formar o ferrocianeto férrico, que possui uma cor azul intensa (azul da
Prussia) e precipita sob a forma de sal insoltvel nos eritrdcitos e noutras células. A coloragéo de
Perls é mais frequentemente realizada na medula éssea, para avaliar os depésitos de ferro medular,
permitindo avaliar as alteragdes na distribuicdo e utilizagdo do ferro pelos eritroblastos. Mas
também pode ser aplicada na coloragdo de sangue periférico, a fim de detetar sideroblastos e
siderdcitos, que sdo detetaveis em varios casos, nomeadamente envenenamento por chumbo,
anemias sideroblésticas e alcoolismo (147).

4.2.5. Coloracgéo de Fosfatase Alcalina

O principio da coloracéo de Fosfatase Alcalina é baseado no facto que o naftoL-1 é agregado num
sal de diaz6nio, formando um corante castanho que precipita somente em células com atividade
de fosfatase alcalina. Esta coloragdo € utilizada para a determinagdo de Leucemia Mieloide
Cronica (LMC), que nesses casos o0s neutrdfilos apresentam uma baixa atividade de fosfatase
alcalina nos seus organelos, bem como para diferenciacdo de outras doencas mieloproliferativas
que apresentam neutrdfilos com atividades de fosfatase alcalina normal a elevado como
policitemia vera e mieloma multiplo (147).
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4.2.6. Coloracao de Peroxidase

A coloracdo da peroxidase tem como principio o facto que as peroxidases sdo catalases
lisossomais que transferem um dador (cloro-4-naftol-1) para um peroxido de hidrogénio. O cloro-
4-naftol-1 é oxidado e convertido num corante castanho-escuro insollvel, que pode ser
considerado como um indicador de atividade da peroxidase. Os granulos dos neutréfilos e dos
eosinofilos contém peroxidases, sendo designados de mieloperoxidases. Esta coloragéo serve para
evidenciar elementos celulares mieloides, que possibilita a avaliagdo do grau de maturidade dos
granuldcitos, pela intensidade da coloragdo castanho-escuro e também permite estabelecer e
confirmar o diagndstico de Leucemia Mieloide Aguda (147).

4.3. Hemoglobinopatias

As hemoglobinopatias sdo patologias hereditarias como a talassemia, que resultam de mutagdes
nos genes que codificam as cadeias a, B, v e 6 da hemoglobina (Hb). Muta¢Ges nos genes a
produzem anormalidades que afetam as Hb A, A; e F e mutag¢des nos genes 3 (que pode resultar
na anemia falciforme, f-talassemias), y e & afetam as Hb A, F e Ay, respetivamente (147).

4.3.1. Teste de anemia falciforme

A anemia falciforme é uma doenga hereditaria autossomica recessiva da cadeia f que se manifesta
em individuos homozigoticos para a mutagdo da posicdo 6 da extremidade N-terminal do
cromossoma 11, em que ha substituicdo do &cido glutdmico por valina, originando na produgao
de HbS. O teste da anemia falciforme baseia-se no facto que a HbS polimeriza e precipita em
condi¢bes de hipoxia, atribuindo aos eritrocitos uma forma de foice e diminuindo a sua
elasticidade. Para realizar o teste de anemia falciforme, é adicionado metabissulfito de sédio a 2%
ao sangue entre uma lamina e uma lamela, que séo vedadas com parafina e, ap6s uma hora de
incubacéo a 37°C, a Iamina é observada ao microscopio para verificar a presenca de eritrocitos
em forma de foice. Em caso de resultado negativo para a anemia falciforme, a lamina é observada
apos 24h (147).

4.3.2. Hemoglobina A2, fetal e glicada

A B-talassémia é uma patologia em que ocorre a deficiéncia na produgdo da cadeia p da Hb,
resultando em niveis elevados de HbA, e HbF. Para separar e quantificar as HbA,, HbF e
hemoglobina glicada (HbA:c), é utilizada a técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia. O
processo é dividido em trés fases, a hemolise, separacéo e detecdo. A amostra de sangue total é
hemolisada pela solucéo de lavagem e o hemolisado é injetado na coluna. As moléculas de Hb
possuem carga positiva e sdo separadas ao interagir com a matriz carregada negativamente. Estas
moléculas de Hb ligam-se a matriz hidrofobica (fase estacionaria ndo polar) e séo eluidas com
tampao fosfato inorganico com diferentes forcas ionicas, que fazem com que as diferentes fragdes
de hemoglobina sejam eluidas a tempos diferentes, sendo detetados por método colorimétrico a
420 e 500nm. Os resultados sao representados em forma de cromatograma, compostos por picos,
tempos de retencéo e percentagem das diferentes fracdes (149).

A HbAc resulta da incorporacdo de glicose na hemoglobina, durante os 120 dias de vida de um
eritrécito. Quanto maior a concentragdo de glicose no sangue, maior serd o valor de HbAic
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detetado. O teste de doseamento da HbA:c tem como principio a clivagem da hemoglobina
mediante a enzima endoproteinase Glu-C e, de seguida, a separacdo dos hexapeptideos N-
terminais glicados e ndo-glicados. Com este teste, é possivel estipular a média da concentracao
de glicémia, num periodo de aproximadamente 120 dias, sendo assim utilizado como um método
de diagnostico e de acompanhamento de doentes com Diabetes mellitus, para avaliar o controlo
glicémico e determinar o risco de complicagdes (143).

4.4.  Velocidade de sedimentacéo

A velocidade de sedimentacdo (VS) é um marcador ndo especifico da inflamacéao. Este teste mede
a taxa de precipitacdo dos eritrocitos durante 1h, seguindo o método de Westergren. Existem
varios fatores que afetam a VS, que podem ser divididos em fatores plasmaticos e eritrocitarios.
Alguns dos fatores plasmaticos incluem os fibrinogénios e as a-, -, e y-globulinas, sendo que o
aumento dos seus niveis diminuem a carga negativa dos eritrdcitos, favorecendo a formacao de
roleaux, que resulta num aumento da VS. Um dos fatores eritrocitarios inclui a presenca de
eritrécitos com formas irregulares, como os esferdcitos, que interferem com a formacgédo de
roleaux, reduzindo a VS (58). A VS aumentada esté associada a varias patologias, como doengas
reumaticas, infe¢Ges cronicas e doengas tumorais (150).

4.5. Coagulacao

O sistema hemostatico é baseado num equilibrio entre 0s mecanismos coagulantes e
anticoagulantes, aliados a um sistema de fibrindlise. Este sistema possui cinco componentes
principais, dos quais as plaquetas, fatores de coagulacgdo, inibidores de coagulacao, fibrindlise e
vasos sanguineos (143).

45.1. Plaquetas

As plaquetas tém como principal funcdo a formacdo de tampdo mecénico durante a resposta
hemostatica & lesdo vascular. A funcdo plaquetar pode ser dividida nas reacdes de adesao,
agregacao e libertacdo. A adesdo consiste na imobilizacdo das plaquetas nos locais onde ocorre a
lesdo vascular, em que ocorrem interagdes especificas entre a parede vascular e as plaquetas,
sendo parcialmente mediadas pelo Fator von Willebrand (FYW). A agregacdo ¢ caraterizada pela
ligacdo cruzada entre as plaquetas e pontes de fibrinogénio, por meio de recetores ativos de
GPIIb/1l1a presentes nas plaquetas. A libertagdo consiste na producdo de moléculas como o
tromboxano A, que sdo importantes na formacéo e estabilizacdo dos agregados plaquetarios e na
atividade vasoconstritora (143). Para analisar a funcdo plaquetaria, sdo realizados os testes de
agregacdo plaquetéria e os testes de tempo de hemorragia. O cartuxo com colagénio e epinefrina
é o primeiro a ser utilizado para avaliar a disfuncdo plaquetaria induzida por defeitos nas
plaquetas, doenca de von Willebrand ou exposicdo a agentes inibidores da atividade plaquetéria.
O cartuxo com colagénio e adenosina difosfato é utilizado para indicar se o resultado anormal
obtido com o anterior é devido ao acido acetilsalicilico. A amostra de sangue periférico com
anticoagulante citrato é aspirada por pressdo negativa, através dos capilares e da abertura da
membrana do cartucho, onde as plaguetas sdo sujeitas a condi¢Bes de elevado fluxo. Na
membrana existe uma abertura central revestida por agonistas plaquetarios (colagénio e
adrenalina ou adenosina difosfato, consoante o cartucho utilizado). A presenca dos agonistas
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plaquetérios e as taxas elevadas de cisalhamento resultam na adesdo, agregacéo e libertacdo
plaquetéria, formando um tampdo estavel na abertura, reduzindo gradualmente o fluxo sanguineo
até a oclusdo completa. O aparelho contabiliza o tempo decorrido desde o inicio do teste, até
quando ocorre a oclusdo completa (tempo de oclusdo), que em situacbes normais, vai até 200
segundos (151).

4.5.2. Cascata de coagulagdo

A coagulacdo do sangue é um processo que envolve a amplificacdo de substancias que ativam
sequencialmente uma cascata de proteinas percursoras circulantes (cascata de coagulagdo gerada
pelos fatores de coagulacdo), culminando na formacéao de trombina, que converte fibrinogénio em
fibrina. A fibrina infiltra nos agregados plaquetérios instaveis e converte-os em tampdes
hemostaticos definitivos. Por outro lado, o processo de coagulacdo deve ser controlado por
mecanismos de inibigdo para evitar a formagédo de trombos. Esses mecanismos envolvem a via do
fator tecidual (TF) que inibe os fatores de coagulagdo Xa e Vlla, a antitrombina que é a principal
inibidora da trombina, as proteinas C e S que atuam em conjunto na destruicdo dos cofatores de
coagulacdo V e VIII ativados e também ativam a fibrindlise, e o fluxo sanguineo que dilui e
dispersa os fatores ativados antes da formacéo de fibrina (143). Os testes da fun¢do hemostatica
sdo realizados com plasma obtido do sangue em citrato de sédio e incluem o tempo de
protrombina (TP), tempo de trombina (TT) e o tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa),
bem como o doseamento dos fatores de coagulacdo e do FvW, descritos na tabela 22. Para realizar
estes testes, sdo utilizadas trés técnicas diferentes, as de detecdo coagulométrica, cromogénica e
imunoldgica (152).

A técnica de detecdo coagulométrica mede o tempo necessario para ocorrer a coagulacdo
plasmatica. Esta técnica tem como principio o facto que quando a luz passa por um meio onde 0
fibrinogénio é convertido em fibrina, é absorvida pelos filamentos de fibrina. A absor¢éo da luz
aumenta a medida que a formacao do coagulo de fibrina aumenta e, assim, a transmitancia através
da amostra diminui continuamente. O sinal detetado pelo fotodetetor é processado através de um
software para determinar o ponto de formag&o do coédgulo (152).

A técnica cromogénica utiliza croméforos, como a para-nitroalinina (pNA), ligados a peptideos
sintéticos que possuem uma sequéncia de aminoacidos semelhante ao sitio ativo de uma proteina
de coagulacéo de interesse. Quando o peptideo sintético reage com a enzima apropriada, 0 pNA
é libertado e possui uma cor amarela que é medida fotometricamente e quantificada por sua
absorbancia a 405nm. A absorcdo da luz aumenta e a transmitancia diminui com o aumento da
concentragdo do pNA. A luz detetada pelo fotodetetor é convertida num sinal elétrico e €
processado informaticamente para determinar a atividade enzimatica (152). Os testes podem ser
realizados da forma direta, em que o analito de interesse atua diretamente sobre um substrato
sintético especifico, ou indireta, em que o analito de interesse reage primeiramente sobre uma
guantidade fixa de enzimas para formar complexos inativos e posteriormente, a atividade
enzimatica residual é avaliada mediante um substrato sintético especifico (152).

A técnica imunoldgica consiste no principio imunoturbidimétrico, semelhante ao descrito na
seccdo de imunoquimica. Neste técnica, transmitem uma luz através da amostra numa cuvette e
medem a transmitancia, que € inversamente proporcional a quantidade de complexos antigénio-
anticorpo formado, sendo esta convertida em sinal elétrico que é processado para determinar a
concentracgdo do analito (152).
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Tabela 22: Testes de fungdo hemostatica, com as suas respetivas técnicas e fungdes. Todos estes ensaios sdo realizados

no equipamento ACL TOP.

Parametro

Funcéo

Técnica

Referéncia

Tempo de Protrombina
(TP),

Auvalia via extrinseca da coagulagdo
Monitorizacéo da terapia anticoagulante oral

Tempo de Trombina (TT)

Avalia via comum da coagulagdo

Tempo de Tromboplastina

Auvalia via intrinseca da coagulacdo

Coagulométrica

(143)

Parcial ativada (TTPa) Monitorizacéo da terapia anticoagulante com heparina

Anti-Lupico Interfere com as provas de coagulagdo em que
participam os fosfolipidos, como o TTPa

D-Dimeros Detecdo dos produtos de degradacéo da atividade da | Imunolégica
plasmina sobre os coagulos de fibrina

Fator Von Willebrand | Promove a adesdo das plaquetas ao endotélio lesado e

(FVW Ag) é responsavel pelo transporte do fator VIII

Proteina S E um cofator da proteina C ativada, aumentando os
seus efeitos anti-coaguulantes e fibrinoliticos

Proteina C E um inibidor fisioldgico da coagulagio Cromogénico

Antitrombina (AT)
Fibrinogénio C

E o principal inibidor fisioldgico da coagulagio
Auxilia na conversdo do fibrinogénio em fibrina na
cascata de coagulacéo

4.6. Trombofilia

Existem muitas doencas associadas ao aumento de risco de trombose que podem ser
diagnosticadas mediante exames laboratoriais, como as doencas hereditarias derivadas de
mutacBes do Fator 1l (G20210A) e do Fator V Leiden (G1691A). O alelo G20210A da
protrombina é uma variante que resulta no aumento dos niveis plasmaticos de protrombina e no
aumento de risco de trombose na ordem de 5%. A mutacao do fator V Leiden é a causa hereditaria
mais comum de aumento de risco de trombose venosa, que resulta numa resisténcia do fator V a
clivagem provocada pela proteina C e ndo ocorre o alongamento do TTPa. A pesquisa dessas
mutacdes é realizada com amostras de sangue periférico em K3-EDTA ou citrato de sodio,
utilizando um sistema de PCR em tempo real (143).

4.7. BCR-ABL

A LMC é um dos tumores hematol6gicas mais frequentes, que corresponde de 15% a 20% de
todos os casos de leucemia. Mais de 95% dos individuos com LMC possuem o cromossoma
Philadelphia que resulta da translocacéo reciproca entre 0s bracos longos dos cromossomas 9 e
22. Essa translocacdo envolve a transferéncia do gene Abelson (ABL1) do cromossoma 9 para a
Breakpoint Cluster Region (BCR) do cromossoma 22, o que resulta no gene BCR-ABLL. Esse
gene produz BCR-ABL, uma tirosina quinase com atividade desregulada, que é importante no
desenvolvimento da LMC. A pesquisa dessa mutacdo é realizada com amostras de sangue
periférico em tubos com K3-EDTA, mediante ensaios de RT-PCR e PCR para detetar os
transcritos de mRNA de translocacdo dos cromossomas para a forma p210, resultante das
translocagdes e13a2 (b2a2) e elda2 (b3a2) (153).
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4.8. Citometria de fluxo

A CF é tradicionalmente aplicada em estudos de tumores hematolégicos, servindo também como
meio de diagnostico, seguimento e monitorizacdo de doenga residual minima em casos de
leucemias e linfomas (42, 154). A imunofenotipagem é aplicada no estudo do perfil leucocitéario,
permitindo identificar, quantificar e caraterizar diferentes populag@es linfocitérias (155). No SPC,
sdo realizados varios estudos hematoldgicos mediante a CF, nomeadamente, os estudos de
doencas linfoproliferativas, populacGes linfocitarias, gamapatias monoclonais, hemoglobindria
paroxistica noturna e controlo de desleucocitagao.

As doencas linfoproliferativas consistem na proliferacdo anormal dos linfécitos, sendo os
linfécitos B os mais frequentes. No estudo de doencas linfoproliferativas, sdo utilizadas amostras
de sangue periférico, medula dssea, entre outras, para analisar a percentagem relativa e
carateristicas dos linfocitos B e T, sendo efetuada quando existem suspeitas clinicas ou quando
os resultados do hemograma o justificam (58).

Para estudar as populac6es linfocitérias, sdo utilizadas amostras de sangue periférico para saber
0 numero absoluto de linfocitos T CD4* e CD8*, B e células NK. Para isso, sdo utilizados tubos
trucount, que possuem um determinado nimero de esferas que permite calcular automaticamente
0 numero absoluto de células presentes numa amostra. Este estudo é aplicado no
acompanhamento de doentes portadores do HIV, que possui tropismo para os linfécitos T CD4*
(58).

Nos estudos das gamapatias monoclonais, a amostra mais utilizada é a medula 6ssea e o painel
de anticorpos monoclonais utilizado permite estudar os plasmaocitos. O estudo da proporcao de
cadeias leves kappa e lambda é importante na identificacdo de populagdes de plasmdcitos
monoclonais (58).

A hemoglobindria paroxistica noturna é um distarbio hematopoiético clonal adquirido das
células estaminais da medula Ossea, caracterizado pela existéncia de mutagdes genéticas
envolvidas na biossintese da molécula de glicosil-fosfatidil-inositol (GPI), que serve como uma
ancora para muitas proteinas da superficie celular. Essa alteracdo genética se traduz em uma
deficiéncia total ou parcial de proteinas de superficie ligadas a célula mediante o GPI, como 0s
CD55 e CD59. A deficiéncia dessas proteinas de superficie leva a um aumento da suscetibilidade
dos eritrocitos a lise celular mediada por complemento, resultando em hemdlise intravascular
crénica (156). A analise deste distirbio é efetuada em sangue periférico, para pesquisar a perda
total ou parcial dos CD55 e CD59 nos eritrdcitos e nos leucocitos (156).

O SPC recebe concentrados plaguetares provenientes do Servigo de Sangue para efetuar o
controlo de desleucocitagéo, ou seja, para verificar se a remogéo de leucocitos foi devidamente
realizada. Com essa finalidade, sdo utilizados tubos trucount, iodeto de propideo e RNAse. O
iodeto de propideo marca somente os leucdécitos, porque intercala as bases de DNA. Esse iodeto
é detetavel por CF ao emitir fluorescéncia, permitindo a quantificagdo dos leucécitos presentes
na amostra. As esferas presentes nos tubos trucount servem para extrapolar o nimero de
leucdcitos presentes na amostra (157).
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5. Conclusao e balango final da aprendizagem

Por fim, a realizacdo deste estagio foi um complemento importante para a consolidacdo da
formacdo adquirida durante o mestrado em bioquimica, fornecendo oportunidades Unicas para 0
enriquecimento dos conhecimentos tedricos aprendidos. A oportunidade de entrar em contacto
com um vasto leque de metodologias, profissionais dispostos a transmitir conhecimentos reunidos
durante varios anos de experiéncia e as boas condicdes de trabalho forneceram uma experiéncia
rica e diversificada. Este estagio reforcou a nocao da responsabilidade e do espirito critico que o
SPC exerce para assegurar a qualidade de todo o processo analitico. Também é de reconhecer e
louvar a dedicacéo e o espirito de trabalho em equipa demonstrados pelos profissionais do SPC,
nos tempos de pandemia que se sucederam. Resumindo, este estagio foi essencial para a minha
formagdo profissional, em que forneceu diversas oportunidades para aplicar todo o conhecimento
técnico e tedrico aprendido, sempre com espirito critico.

Concluindo, acredito que 0s objetivos propostos para este estadgio foram alcangados, através de
um continuo processo de autoaprendizagem e de desenvolvimento de competéncias profissionais
estimulados pelas atividades diarias nas areas mais importantes de um laboratdrio de patologia
clinica.
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