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Resumo

No presente relatorio sao descritas as atividades realizadas durante os oito meses do
estagio curricular realizado no Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra (CHUC),
no ambito do Mestrado em Ciéncias Biomédicas da Faculdade de Ciéncias da Satde da
Universidade da Beira Interior.

O estagio abrangeu as principais valéncias de um laboratorio de analises clinicas: a
Hematologia, Imunologia, Microbiologia e Bioquimica. Este relatério foca,
essencialmente, as metodologias caracteristicas de cada um destes setores e os
parametros analiticos mais solicitados na rotina de um laboratério hospitalar.

De modo a evidenciar a importancia do diagndstico laboratorial, tendo em conta os
varios setores do laboratoério de patologia clinica, foi incluido no presente relatério um
estudo de caso de um doente com Mieloma Miltiplo.

O estagio foi uma experiéncia enriquecedora e permitiu-me adquirir competéncias
cientificas relativas a execucao de técnicas analiticas utilizadas nas diferentes areas do

laboratério de patologia clinica.

Palavras-chave

Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra; Ciéncias Biomédicas; Laboratorio;
Analises; Hematologia; Imunologia; Microbiologia; Bioquimica; Mieloma Multiplo;

Patologia Clinica
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Abstract

This report describes the activities undertaken under the period of eight months
during the curricular internship carried out at the Hospital and University Center of
Coimbra (CHUC), under the Master's Degree in Biomedical Sciences at the Faculty of
Health Sciences from University of Beira Interior.

The internship covered all the valences of a clinical analysis laboratory: Hematology,
Immunology, Microbiology and Biochemistry. This report focuses, essentially, on the
characteristic methodologies of each of these sectors and the most requested analytical
parameters in the routine of a hospital laboratory.

In order to highlight the importance of laboratory diagnosis, taking into account the
various sectors of the clinical pathology laboratory, a case study of a patient with
Multiple Myeloma was included in this report.

The internship was an enriching experience and allowed me to acquire scientific
skills related to the execution of analytical techniques used in different areas of the

clinical pathology laboratory.

Keywords

Hospital and University Center of Coimbra; Biomedical Sciences; Laboratory; Analysis;
Hematology; Immunology; Microbiology; Biochemistry; Multiple Myeloma; Clinical
Pathology
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WR Waaler-Rose
EM Esclerose Miltipla
IL-2 Interleucina-2
mTOR Mammalian Targets of Rapamycin
MPO Mieloperoxidase
PR3 Anticorpo Anti-Proteinase 3
CCP Anticorpo Anti-Peptideo Citrulinado Ciclico
FITC Isotiocianato de Fluoresceina
ULR Unidade de Luz Relativa
DAIs Doencas Autoimunes
ANA Anticorpo Anti-Nucleares
MM Mieloma Mtltiplo
CLL Cadeias Leves Livres
AAC Autoanticorpos
ENA Antigénios Nucleares Extraiveis
ELO EUROLabOffice
ANCA Anticorpo Anti-Citoplasma dos Neutrofilos
AMA Anticorpo Anti-Mitocondrias
ASMA Anticorpo Anti-musculo liso
LC1 Liver Cytosol Type 1
LKM Microssomas do Figado e Rim
VSM Células De Cultura De Aorta De Rato
MALDI-TOF Dessorcao Ionizacao Assistida por Matriz- Tempo de Voo
TSA Testes de Suscetibilidade Antimicrobiana
FISH Hibridizacao por Fluorescéncia in situ
RT-PCR Real Time- Polymerase Chain Reaction
PCR Polymerase Chain Reaction
ITU Infecoes do Trato Urinario
GS Gelose de Sangue
CLED Agar de Cistina Lactose Deficiente em Eletrolitos
UFC Unidades Formadoras de Colonias
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CGP
BGN
PVX
SS
CNA
CIN
BHI
CM
VCAT
MS
CMI
EUCAST
CLSI
BAAR
MT
TB
NALC
MGIT
PANTA
SIRE
PZA
DGS
AST
ALT
GGT
CK
HbA1c
BNP
LDH
ADA
SACE
HPLC
MGUS
IMWG
CRAB
CT
PET-CT
MRI
HLC
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Coco Gram-Positivo

Bacilo Gram-Negativo

PolyViteX

Agar Salmonella Shigella

Colistina e Acido Nalidixico
Cefsulodina-Irgasan-Novobiocina

Brain Heart Infusion

Cooked Meat

Vancomicina, Colistina, Anfotericina, Trimetoprim
Espectrometria de massa

Concentracao Minima Inibitoria

European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
Clinical and Laboratory Standards Institute

Bactérias Acido-élcool-resistentes

Mycobacterium tuberculosis

Tuberculose

N-acetil-L-cisteina

Middlebrook

Polimixina B,Anfotericina B, Acido Nalidixico Trimetoprim, Azlocilina
Streptomicina, Isoniazida, Rifampicina, Etambutol
Pirazinamida

Direcao Geral de Satde

Aspartato Aminotransferase

Alanina Aminotransferase

Gama-Glutamiltransferase

Creatina Cinase

Hemoglobina Glicada

Peptideo Natriurético Do Tipo B

Lactato Desidrogenase

Adenosina-Desaminase

Enzima Conversora da Angiotensina Sérica

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia por Troca Catidnica
Gamapatia Monoclonal De Significado Indeterminado
International Myeloma Working Group

Calcium Elevation, Renal Dysfunction, Anemia, Bone Disease
Tomografia Computorizada

Tomografia Por Emissao De Positroes Com Tomografia Computorizada
Imagem por Ressonancia Magnética

Heavy/Light Chain
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Parte 1- Relatorio de Estagio
1. Introducao

O presente relatério pretende descrever o estagio curricular desenvolvido no
ambito da unidade curricular “Tese/Estigio” do 2° ano do Mestrado em Ciéncias
Biomédicas da Universidade da Beira Interior. Assim, com este trabalho pretende-se
consolidar o conhecimento teérico adquirido ao longo do meu periodo de formacao
académica e a aplicacao pratica do mesmo, numa abordagem laboratorial.

O estagio decorreu no Edificio de Sao Jer6nimo, mais concretamente no Servico
de Patologia Clinica (SPC) do Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra (CHUC). O
periodo de estagio foi de oito meses (setembro de 2021 a abril de 2022) igualmente
distribuidos entre os quatro setores principais: Hematologia, Imunologia,
Microbiologia e Bioquimica. Os objetivos propostos inicialmente sdo: aquisicao de
competéncias cientificas e técnicas relativas a execucao de técnicas analiticas utilizadas
nas diferentes areas do laboratério de patologia clinica do CHUC, formacao em
contexto de trabalho real e também a aplicacdo e integracdo dos conhecimentos
adquiridos durante o ciclo de estudos.

Desde sempre a area da satide me fascinou por diversos motivos e por estar em
constante evolucdo, como bem sabemos pela pandemia com que fomos confrontados.
As anélises clinicas integram varios dominios cientificos e tém o objetivo de auxiliar a
previsdo, diagnostico e monitorizacdo de doencas. As anéilises sd3o essenciais nos
cuidados de satade e sdo tidas como uma peca fundamental na medicina,
nomeadamente na patologia clinica.

A dissertacao encontra-se dividida em duas partes, sendo que a primeira é
relativa ao relatorio de estagio e a segunda consiste na apresentacao de um estudo de
caso de um doente com uma gamapatia monoclonal, nomeadamente Mieloma
Multiplo. Inicialmente surgiu a ideia de complementar o relatério com uma pequena
monografia e ao estagiar no setor de Imunologia esta patologia despertou-me interesse
e curiosidade. Por essa razao elaborei um pequeno estudo e apresento o caso clinico de
um doente, de forma a evidenciar a importancia da harmonia e integracao das
principais valéncias de um laboratorio de patologia clinica aquando do diagnostico e

monitorizacao de doencas.
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2.Caracterizacao do Laboratdrio

O Servico de Patologia Clinica (SPC) do Centro Hospitalar e Universitario de
Coimbra (CHUC) diz respeito aos laboratorios das seguintes unidades hospitalares:
Hospital Universitario de Coimbra (HUC), Hospital Pediatrico (HP) e Hospital Geral
(HG). Os produtos biolégicos circulam entre estas trés instituicdoes, para que se
realizem as analises no laboratério mais especializado. O estagio decorreu apenas no
laboratério principal, localizado no edificio de Sao Jerénimo do HUC.

O laboratorio do SPC também recebe amostras da Maternidade Doutor Daniel
de Matos, da Maternidade Bissaya Barreto e de outras unidades de satde, isto porque o
CHUC é tido como hospital de referéncia da zona centro. Contudo, quando se trata de
analises que o SPC nao realiza sdo enviadas as amostras para o exterior, podendo ser
enviadas para o Instituto Nacional de Satiide Doutor Ricardo Jorge (INSA) e Instituto
de Higiene e Medicina Tropical (IHMT).

O laboratério principal, situado no Sao Jeronimo, é constituido pela sala de
colheitas, corelab, salas dos diferentes setores, respetivos gabinetes de validacao e
dreas administrativas. E setorizado nas 4 areas principais: Imunologia, Hematologia,
Microbiologia e Bioquimica. Os setores de Bioquimica e Hematologia funcionam
essencialmente no corelab, mas também apresentam laboratérios individualizados. O
corelab é um espaco composto por uma cadeia automatizada e varios aparelhos
interligados, que possibilitam a integracao direta das amostras na cadeia e respetiva
distribuicdo pelos equipamentos tendo em conta os parametros a analisar. Este
conceito de corelab constitui uma inovacao a nivel laboratorial, uma vez que reduz o
tempo de resposta aos pedidos de analises e o nimero de amostras colhidas por doente,
bem como otimiza recursos e simplifica processos e fluxos de trabalho. O corelab
funciona 24h por dia, todos os dias, assegurando desta forma o servico de urgéncia do
CHUC.

As amostras biologicas que chegam ao balcao de triagem (situado no core) sdo
integradas no sistema informatico Clinidata XXI e posteriormente inseridas na cadeia
automatizada ou entregues em mao. O sistema Clinidata XXI permite o rastreamento
da amostra, visualizar o historico e a informacao clinica do paciente, elaborar listas de
trabalho, visualizar os resultados e validar os mesmos e também adicionar anélises e
realizar tratamento estatistico. A informatizacdo permite uma comunicacao
bidirecional entre os equipamentos e o sistema informético. Assim, a gestdo
laboratorial é mais rapida e eficiente, minimizando erros.

O Diretor do SPC é o Dr. Fernando Rodrigues e a equipa multidisciplinar que

garante o bom funcionamento deste servico é constituida por médicos especialistas em
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Patologia Clinica, Farmacéuticos, Técnicos Superiores de Saude, Técnicos Superiores

de Diagnostico e Terapéutica, Assistentes Técnicos e Assistentes Operacionais.

2.1. Fase Pré-Analitica

E necessario garantir a integridade e seguranca da amostra até ao momento do
seu processamento e para isso existe um conjunto de requisitos técnicos a ter em conta,
tanto na sala de colheitas do hospital como nas enfermarias hospitalares. O Servico de
Patologia Clinica (SPC) do Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra (CHUC) esta
organizado de maneira que a ordem de colheitas seja feita tendo por base um sistema
de senhas, privilegiando primeiramente doentes em consulta de oncologia,
transplantados e diabéticos. O utente é recebido na sala de colheitas e o técnico
especialista em anélises clinicas prepara o material necessario para efetuar a colheita.
Este tem o dever de confirmar sempre a identidade do utente, através do nome
completo, data de nascimento e nimero do processo. O técnico também questiona o
utente acerca da preparacao prévia requerida em algumas anélises (jejum, dieta
especifica, entre outros). Nos casos em que o utente possua amostras colhidas pelo
proprio, é importante perguntar e perceber se a colheita foi obtida de acordo com as
informacoes indicadas pela ficha que o clinico forneceu, ja que foi uma amostra colhida
fora das instalagdes hospitalares. Uma vez verificado se o utente cumpriu todos os
requisitos, o técnico procede entdo a identificacao dos tubos ou porta-amostras, com as
respetivas etiquetas com os respetivos codigos de barra, que conferem informacao
acerca do nome do doente, o tipo de tubo ou recipiente, bem como o setor no qual vai
ser realizada a anélise do material biologico.

A colheita deve ser efetuada cumprindo a legislacdo nacional e internacional
especifica. O tubo ou recipiente, que ira conter a amostra, deve ser adaptado a natureza
da mesma e dos exames laboratoriais a efetuar. Como tal, existe no SPC uma ordem de
colheita de tubos que ¢ a seguinte: primeiramente deve ser colhida amostra para o tubo
de hemocultura (tubos sem aditivos), seguido do tubo de soro com gel (tubo de
bioquimica), tubo de coagulacao e por ultimo tubo de EDTA (4cido etilenodiamino
tetra-acético). No momento da colheita ha alguns aspetos criticos a ter em consideracgao
tais como o posicionamento do utente, a brevidade da aplicacao do garrote e o volume
de sangue a colher. O garrote deve ser aplicado 4 dedos acima do local de puncao para
avaliar acessos, o tempo de garrotagem nao deve exceder 1 minuto, pois uma
garrotagem excessiva pode resultar em fluxo sanguineo insuficiente para o braco,

originando estase venosa (hemoconcentracao). O volume de sangue a colher é outro
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aspeto especialmente critico aquando da colheita de amostras que tém de ser
acondicionadas em tubo com anticoagulante, uma vez que a relacdo
anticoagulante/amostra deve ser respeitada para que nao haja nem diluicao excessiva
da amostra (caso o anticoagulante esteja em excesso), nem anticoagulante insuficiente
que levaria a coagulacio, embora que parcial, da amostra. Por outro lado, no caso das
colheitas realizadas em enfermarias, como em ambiente de internamento hospitalar
onde é comum que o doente tenha veias puncionadas para administracao de soros ou
farmacos. Deste modo, caso seja necessario realizar uma colheita de sangue para
analise, a colheita devera ser realizada no membro oposto, de modo a evitar
hemodiluicoes, que falseiam, principalmente, as concentracoes dos parametros

bioquimicos, nomeadamente as concentracoes de glicose, potassio, sédio, entre outros.

Tabela 1: Identificacdo e respetiva composi¢ao dos principais tubos utilizados no CHUC na colheita de
sangue (marca S-MONOVETTE®)

T
=
o
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Sl |

EDTA K
T
u
Serum-Gel
Pt
=
uope|nBeo 5

e
4

Tubo de Soro com gel; Gel ativador de = Tubo de Coagulacio; Citrato de S6dio
Tubo de Hemograma; EDTA K; .
coagulacao 3,2%

Depois de realizada a colheita é importante a homogeneizacao dos tubos,
principalmente os que contém anticoagulantes. No fim destes procedimentos, as
amostras devem ser recolhidas e encaminhadas da sala de colheitas para o laboratorio
com a maior brevidade possivel. As amostras com origem noutros locais, que nao a sala
de colheitas, exigem um correto transporte e manuseamento, para que se mantenha a
integridade da amostra e, para a maioria das anélises, este transporte nao pode exceder
2 horas a temperatura ambiente. Deve-se evitar agitar a amostra durante o transporte,
devido ao risco de hemolise associado, pelo que o tubo deve ser mantido em posicao
vertical e estavel. E importante também evitar a exposicdo direta a luz pois influenciara
parametros como o doseamento de bilirrubina (Stankovic et al., 2008).

E de notar que a maioria dos erros que ocorrem em laboratério dizem respeito a
procedimentos relacionados com a fase pré-analitica, constituindo 46 a 68% dos erros
que ocorrem, sendo esta a fase com mais etapas € necessaria uma correta organizacao e

um sentido de responsabilidade ainda maior para que estes erros possam ser evitados
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(Donayre et al.,, 2013). Existem variaveis nao controlaveis e variaveis controlaveis.
Quanto as primeiras tem-se, por exemplo, a idade do doente, o sexo, grupo étnico e a
gravidez. Podem existir varios interferentes nas amostras, tais como a hemolise
(rompimento da parede da hemaécia), a lipémia (presenca de gordura na amostra), a
presenca de fibrina, dilui¢des, quantidade insuficiente de amostra e se esta se encontra

coagulada (Pedret et al., 2007).

2.2. Fase Analitica

Nesta fase, os assistentes técnicos no balcdo de triagem situado no corelab
verificam as amostras quanto a integridade das mesmas, conferindo os pedidos
solicitados e identificam as amostras que entram na cadeia de automacao e separam
aquelas que serdo diretamente distribuidas pelos respetivos setores. Assim, as amostras
rececionadas podem ser totalmente processadas na cadeia, ser totalmente processadas
fora da cadeia ou parcialmente processadas na cadeia com identificacao, se necessario,
para algum processamento adicional fora da cadeia.

Depois de efetuada a triagem, os tubos sdo colocados no Bulk Input Module
(BIM) ou no Input Output Module (IOM), moédulos de entrada das amostras,
associados ao Accelerator a3600, equipamento este que vai conduzir e fazer a
distribuicao das amostras, de acordo com a leitura de cddigo de barras, pelos diferentes
autoanalisadores e modulos consoante os parametros em andlise. Depois de realizada a
andlise, as amostras sao encaminhadas pela cadeia até ao sistema de refrigeracao onde

ficam armazenadas.

2.3. Fase P6s-Analitica

A validacao biopatologica compreende o controlo e a coeréncia do conjunto dos
resultados das analises efetuadas, tendo por base os conceitos da validacgao analitica, o
estado clinico do utente, toda a informacao clinica fornecida pelo médico prescritor, a
terapéutica efetuada, os resultados anteriores e conhecimentos cientificos e técnicos.!

Assim, esta validacao biopatologica so6 pode ser efetuada por especialistas que

integram uma equipa de médicos Patologistas Clinicos, Técnicos Superiores de Satude

! Despacho n.° 10009/2019 DR, N.° 212 5 de novembro de 2019 Pag. 66-80
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ou Farmacéuticos, que tém a responsabilidade da integracao e validacao fisiopatologica

dos resultados obtidos.

2.4. Controlo de Qualidade

A qualidade é um conceito definido por ser a aptidao de um produto ou servico a
fim de satisfazer as necessidades que o utilizador impGe. A garantia de qualidade
laboratorial, que por sua vez é o conjunto das acdes preestabelecidas e realizadas para
se obter a garantia de que um produto ou servico satisfaca certas necessidades, permite
ter o dominio da organizacao de todas as tarefas que levam a qualidade. Inclui
obrigatoriamente as fases pré-analitica, analitica e pos-analitica, abrangendo ainda os
procedimentos de controlo, isto é, o controlo da qualidade interno e a avaliacao externa
da qualidade.

E essencial o controlo de qualidade num laboratério para que se possa avaliar o
funcionamento dos métodos de trabalho, identificar possiveis lacunas e contribuir
continuamente para uma melhoria dos procedimentos laboratoriais e garantir-se um
correto exercicio profissional. A qualidade deve ser uma preocupacao constante de
todos os colaboradores do laboratorio.

A avaliacao externa da qualidade corresponde a avaliagdo, por um organismo
exterior, da qualidade dos resultados fornecidos pelo laboratoério.! Na pratica, diz
respeito a um conjunto de amostras que sao enviadas ao laboratério para serem feitos
os exames laboratoriais exatamente pelos mesmos procedimentos que as analises das
amostras efetuadas na rotina habitual do laboratério. Sao obtidos resultados que sao
entdo comparados com os resultados que sdo previstos pelas entidades responsaveis
pelo controlo de qualidade. A avaliagdo é feita de forma regular, através da participacao
nestes programas de qualidade interlaboratorial e que, através da analise estatistica dos
dados recebidos dos diferentes participantes (laboratérios) é demonstrado o
desempenho de cada laboratério, traduzindo-se na monitorizacao da qualidade das
analises em beneficio dos doentes. Todos os setores do SPC s3ao submetidos a
programas de controlo externo de qualidade tais como: United Kingdom External
Quality Assessment Service (UKNEQAS), Randox International Quality Assessment
Scheme (RIQAS) e External Quality Assurance Services (EQAS).

Quanto ao controlo interno da qualidade este é o conjunto de procedimentos
realizados num laboratério com o objetivo de permitir um controlo da qualidade dos
resultados dos exames laboratoriais ao longo de todo o processo analitico. * Na fase

analitica, este controlo, feito diariamente no SPC, é responsavel pela avaliacao da
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precisao do método nos equipamentos. S3ao utilizadas amostras controlo, com
diferentes niveis de concentracao do analito que se pretende controlar, representando a
concentracdo do analito em condicGes fisiologicas e em condicoes patologicas. Assim
que se obtém os resultados sdo construidas cartas de controlo (grafico de Levey-
Jennings) onde é avaliada a imprecisao do teste, de acordo com as regras de Westgard
(Pang, 2015). Caso o resultado obtido nao esteja dentro do intervalo de confianca
esperado, € indicativo de erro e é imperativo corrigir. As medidas corretivas passam
pela implementacdo de acbes como uma nova calibracdo, manutencao, alteracdo do
reagente ou consumiveis, ou alteracao do proprio controlo, pois este sofre alteracoes ao

longo do tempo (quando aberto).

3. Setor de Hematologia

A hematologia diz respeito ao estudo do sangue, quer em condices saudaveis,
quer patologicas (Ciesla, 2007). O estudo do sangue compreende o estudo do plasma e
das células sanguineas: eritrocitos, leucocitos e plaquetas. Para prever, detetar e
diagnosticar diferentes doencas hematologicas é importante a determinagdo do namero
de populacoes celulares sanguineas e também é fundamental a avaliacio da sua
morfologia (Keohane, 2020). Por estas razoes, este ramo da ciéncia torna-se tao
fascinante e desafiante.

O setor de Hematologia esta subdividido em véarias areas analiticas consoante a
especificidade das analises: hemocitometria, hemostase, citologia, cari6tipo,
imunofenotipagem, biologia molecular e citogenética.

Na Tabela 2 encontram-se referidos os equipamentos existentes no setor.

Tabela 2: Equipamentos do Setor de Hemocitometria e principios e tecnologias utilizados

EQUIPAMENTO PRINCIPIOS E TECNOLOGIAS

Cadeia de automacao Sysmex XN-9000, Sysmex

Corporation:
Impedancia elétrica com focagem

- hidrodinamica;
[ — . . ,

— Citometria de fluxo com fluorescéncia;

Meétodo laurilsulfato de sédio (SLS) sem cianeto
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3.1. Hemograma

Técnica de May-Grunwald Giemsa (Aparelho de
realizacdo e coloragao de esfregacos de sangue

periférico)

Sistema automatizado de anélise digital de
imagem com capacidade de localizacao e pré-

classificacao das células

Técnica de Westergren modificada

Espectrofotometria, turbidimetria, imunoensaio

turbidimétrico

Centrifugacio SMARTSpin ™

Tromboelastometria

Devido a grande diversidade de informac6es que o hemograma pode fornecer,

mesmo que em geral bastante inespecificas, este exame é um dos mais solicitados na

pratica clinica (Keohane, 2020).

O sangue periférico de individuos saudaveis é constituido por células totalmente

diferenciadas que sao laboratorialmente contadas e avaliadas.

No passado, as contagens de globulos e as varias determinacoes do hemograma

eram feitas por técnicas manuais, demoradas e trabalhosas, sendo a dosagem de

hemoglobina (Hb), o hemato6crito (Hct) e a contagem de leucocitos (L) as

determinacOes mais usadas. Atualmente, essas e outras determinacoes sao realizadas

em minutos, em instrumentos automatizados ou semi automatizados (Bain, 2016b).

Esta evolucao tecnolégica veio introduzir inovagdes que mudaram a rotina dos
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laboratorios, tornando-os mais eficientes e ageis, além de apresentarem uma melhor
precisao e exatidao nos resultados.

O hemograma completo é uma analise de rotina e compreende o eritrograma,
que transmite dados sobre a avaliacdo dos eritrocitos (hemécias ou glébulos
vermelhos), o plaquetograma (plaquetas) e o leucograma, que avalia os leucocitos
(globulos brancos) (Keohane, 2020). Assim, o objetivo do hemograma ¢ identificar,
qualitativa e quantitativamente, as diversas populacoes de células que circulam no
sangue periférico. Para tal, sdo utilizadas amostras de sangue total colhidas em tubos
com anticoagulante, EDTA K3, composto que permite manter a integridade das células,

impedindo a formacao do coagulo sanguineo.

3.1.1. Eritrograma

O eritrograma traduz as alteracbes nos eritrocitos, através da contagem de
eritrocitos; Dosagem de Hemoglobina (Hb); Hematocrito (Hct) (percentagem de
eritrocitos no volume total de sangue); Volume Corpuscular Médio (VCM);
Hemoglobina Corpuscular Média (HCM); Concentracdo De Hemoglobina Corpuscular
Média (CHCM); e Coeficiente de Variagao dos Eritrocitos (RDW), que sao os chamados
indices hematimétricos (Keohane, 2020).

A principal funcio dos eritrécitos é transportar O2 dos alvéolos pulmonares
para os tecidos e remover destes o CO2, levando-o no sentido inverso para ser
eliminado nos pulmoes. Associado a contagem numérica dos eritrocitos (10%/uL) esté
patente no eritrograma informacao sobre o conteido em hemoglobina (g/dL), proteina
constituida por quatro grupos heme ligados a quatro cadeias globinicas, capazes de
transportar quatro moléculas de oxigénio. A hemoglobina é, portanto, essencial ao
cumprimento da principal funcdo do eritrocito (Hoffbrand et al., 2016; Keohane,
2020).

E de notar a relevancia clinica dos indices eritrocitarios e dos reticulécitos pois
auxiliam na diferenciacdo das causas de anemia. A anemia, alteracdo sanguinea
caracterizada pela diminuicdo de eritrocitos em circulacio, causa a diminuicao da
capacidade de transporte do oxigénio. Assim sendo, a avaliagao direta da quantidade de
hemoglobina, pelo doseamento de Hgb, fornece a informacao mais fidedigna para a
determinacao de presenca de anemia no paciente (Keohane, 2020).

O termo Hct diz respeito a fracao ocupada pelos eritrocitos no sangue
centrifugado; uma pequena parte desse volume corresponde a plasma retido entre as
células, sendo o Hct expresso em percentagem (Bain, 2016b). Quando o doente possui

anemia, o Het encontra-se diminuido por causa da falta de eritrocitos (Keohane, 2020).
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O VCM avalia o tamanho dos eritrécitos. Um VCM elevado indica hemacias
macrociticas, ou seja, heméacias grandes. Um VCM reduzido indica hemaécias
microciticas (Keohane, 2020). Este indicador ajuda igualmente a diferenciar os varios
tipos de anemia (Hoffbrand et al., 2016b).

O nivel de HCM ¢ o peso da hemoglobina dentro das hemacias e a CHCM avalia
a concentracdo da hemoglobina dentro do eritrocito. Quando as hemacias tém
hemoglobina em quantidades inferiores ao normal, elas s3o ditas ‘hipocrémicas’

(Keohane, 2020).

3.1.2. Leucograma

O leucograma é um exame integrado no hemograma que se dedica a contagem
total e diferencial de leucocitos. Estes integram uma populacio de células
hematologicas que se pode dividir em dois grandes grupos: polimorfonucleares e os
mononucleares. A funcdo dos leucdcitos é conferir protecio ao hospedeiro contra
infecGes e danos celulares, nomeadamente na fagocitose, participam em reacoes
alérgicas, reconhecimento de antigénios estranhos e producao de anticorpos (Turgeon
Louise, 2014a). Assim, quando hé alteracoes de valores de leucocitos no sangue
periférico, estas podem estar relacionadas com eventos patologicos, como infecgoes,
respostas imunolégicas, carcinomas, mas também associados a fatores fisiologicos.

A contagem diferencial de cada leucécito é emitida em % (valor relativo) e em
103/ul. (valor absoluto). A avaliacdo quantitativa, que inclui a contagem total e
diferencial, é baseada em valores padrao estabelecidos por faixas etarias (Clark et al.,
2020).

A primeira analise do leucograma diz respeito a verificacdo da contagem total
dos leucdcitos: quando estes estdo acima do valor de referéncia denomina-se por

leucocitose, e quando se encontram abaixo designa-se leucopenia (Keohane, 2020).

3.1.3. Plaquetograma

As plaquetas sao produzidas na medula 6ssea pela fragmentacao do citoplasma
dos megacariocitos. A trombopoietina é a maior reguladora da producao de plaquetas e
95% da producao ocorre no figado. O valor normal para a contagem de plaquetas varia
de 150 a 450 x103/uL. (Hoffbrand et al., 2016¢; Bain, 2016b).

A funcao principal das plaquetas é participarem na formacdo de tampoes

mecanicos durante a resposta hemostatica a lesao vascular (Hoffbrand et al., 2016c¢).
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Isto é, as plaquetas sdao responsaveis por manter a integridade do compartimento
vascular aquando da lesdo, pois ao aderirem a superficie de vasos sanguineos
danificados formam agregados plaquetares e favorecem mecanismos relacionados com
a formacao do coagulo.

Associada a alteracoes na contagem das plaquetas tem-se a trombocitose, que
consiste num aumento deste parametro, tendo em conta valores de referéncia para um
individuo saudével. A trombocitose resulta, maioritariamente, da producao medular
aumentada de plaquetas. Por outro lado, temos a trombocitopenia que é a diminuicao
da contagem das plaquetas, ficando abaixo do valor de referéncia para um individuo
saudavel (Bain, 2016a).

Os parametros avaliados no plaquetograma sao: o naimero total de plaquetas; o
volume plaquetar médio, que indica o volume médio ocupado por cada plaqueta (fL);
volume ocupado pelas plaquetas no volume de sangue total, em percentagem, ou

plaquetocrito, e por dltimo, o coeficiente de variacao de plaquetas (fL) (Bain, 2016c¢).

3.2. Metodologias associadas ao hemograma

No SPC, nomeadamente no Setor de Hematologia, existem analisadores
hematologicos da série XN da Sysmex. Mais especificamente, a cadeia XN-9000
contempla trés contadores XN-10, um contador XN-20, um moédulo SP-10 e um
modulo de analise digital da morfologia celular DI-60. Esta solucao de automatizacao
foi projetada e otimizada para responder a fluxos de trabalho maiores e mais
complexos, como se verifica no laboratoério do SPC.

Estes analisadores hematolégicos assentam em véarias metodologias: Citometria
de Fluxo Fluorescente (Diferencial leucocitaria e IG, NRBC, RET, IRF, PLT-F, IPF);
Impedancia com Focagem Hidrodinamica (PLT-I, RBC, HCT) e Método de Sulfatolauril
de Sodio, livre de cianeto (Hb) (Sysmex, 2021b).

Com estes analisadores o niimero de resultados reportaveis aumenta pelo facto
de possuirem um sistema de alarmes mais otimizado, com vista a detecao de anomalias
celulares. Podem ser analisados também liquidos biolégicos, como liquidos serosos,

sinovial e liquido cefalorraquidiano (Sysmex, 2021c).

Citometria de Fluxo por Fluorescéncia

A Citometria de Fluxo por Fluorescéncia é usada para avaliar caracteristicas

fisiologicas e quimicas das células e de outras particulas biologicas. Esta metodologia
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da-nos informacao sobre o tamanho, a estrutura e o interior da célula. Tanto as células
como as outras particulas sdo examinadas enquanto fluem através de uma célula de
fluxo muito estreita. Primeiramente, a amostra de sangue é aspirada, de seguida,
diluida de acordo com um fator pré-determinado, sendo depois marcada com um
marcador fluorescente que se liga especificamente aos acidos nucleicos. A amostra €
seguidamente transportada para a célula de fluxo e vai ser iluminada por um laser
semicondutor, que consegue separar as células utilizando trés sinais: dispersao frontal
de luz (forward scatter ou FSC); dispersao lateral de luz (side scatter ou SSC) e
fluorescéncia lateral (side fluorescence ou SFL) (Figura 1). A intensidade da dispersao
frontal indica o volume celular. A dispersao lateral fornece informacao sobre o
contetido celular, como por exemplo, nicleos e granulos. A fluorescéncia lateral indica
a quantidade de DNA e RNA presente na célula. De notar que as células com
propriedades fisico-quimicas semelhantes vao constituir um grupo num grafico que é
designado de diagrama de dispersdo. Utiliza-se a citometria de fluxo com fluorescéncia
para as contagens de células sanguineas, por exemplo, no caso da contagem total e
diferencial de leucdcitos e contagem de eritroblastos nucleados e reticul6citos (Sysmex,
2021c¢).

A contagem diferencial engloba as cinco diferentes populagoes de leucocitos e os

granuldcitos imaturos, sendo expressa em percentagem e nimero absoluto.

Fluorescéncia lateral
Informagao DNA/RNA

Luz dispersa lateral
Informagao da complexidade interna

Espelho dicréico K dicalula

i dispersa frontal
0 do volume

Raio Laser
(A = 633nm)

Figura 1: Esquema ilustrativo da Citometria de Fluxo por Fluorescéncia associada ao Sysmex XN 9000.
Adaptado de (Stopper, 2012)

Impedancia Elétrica

A contagem dos eritrocitos e plaquetas utiliza o principio da impedancia
elétrica, desenvolvido inicialmente por Coulter, que tem por base a detecdo e medicao
de alteracOes da corrente elétrica provocada pela resisténcia elétrica conferida pela
passagem das células numa pequena abertura entre elétrodos, ou seja, ha um aumento
da resisténcia quando uma célula sanguinea com baixa condutividade passa por um
campo elétrico. Essa alteracao na voltagem origina um pulso elétrico proporcional ao

tamanho da célula (Figura 2). O nimero de pulsos corresponde a contagem das células
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e a amplitude do pulso ao volume da célula, traduzindo-se num histograma de

distribuicao de volume.

Figura 2: Representacdo do sinal elétrico produzido, proporcional ao volume da célula. Adaptado de
(Sysmex, 2016)

Método de Sulfato Lauril de Sodio (SLS)

A hemoglobina é um parametro de diagnostico de rotina em cada hemograma.
O método de detecido SLS de hemoglobina, nos contadores da Sysmex, utiliza
laurilsulfato de s6dio (SLS) sem cianeto (Schapkaitz et al., 2018). O reagente usado
hemolisa os eritrocitos e leucocitos da amostra e a reacdo quimica tem inicio com a
alteracao da globina, oxidando o grupo heme e da origem a um complexo corado (SLS-
HGB), cuja absorvancia pode ser medida a 555 nm. Posteriormente é convertida em
concentracao (g/dL) (Burns, 2015). Os métodos baseados neste principio sao
normalmente influenciados pela turbidez da amostra propriamente dita. Em amostras
de sangue, a turbidez pode dever-se a lipémia ou a leucocitose. Ao usar-se o método
SLS estas interferéncias podem ser minimizadas devido ao efeito do reagente (Sysmex,

2021¢).

3.2.1. Canais de Medicao da Série XN

Como ja dito anteriormente, o SPC tem analisadores hematolégicos da série XN
da Sysmex. Os eritroblastos (NRBC-nucleated red blood cell), apresentam uma
dimensao e um nucleo semelhante aos linfécitos e, por isso, muitos analisadores
hematologicos classificam erradamente os NRBC e apresentam uma contagem total de
leucécitos e de linfocitos erradas. E necessario, portanto, existir uma exatiddo nestas
contagens por dois motivos principais: em amostras de sangue de recém-nascidos e
outras amostras com uma contagem de NRBC elevada, a contagem de leucocitos tem de
ser corrigida. Em amostras de sangue de adultos, mesmo uma contagem muito baixa de
NRBC pode ter significado clinico. E uma vantagem usar-se estes analisadores da

Sysmex pois fornecem uma contagem de NRBC sofisticada e exata quer em contagens
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elevadas, quer baixas. Os NRBC sdo expressos em % (por 100 leucocitos) e # (por ul)
(Sysmex, 2021a).

Estes analisadores caracterizam-se por ter novos canais de medicao como o
WNR (white cell nucleated), WDF (white cell differential), WPC (white cell precursor)
e o PLT-F (fluorescent platelet) (Sysmex, 2021c¢).

No canal WNR ha contagem total de leucécitos, havendo distingao e posterior
determinacao do namero de basofilos e eritroblastos (Burns, 2015). O analisador mede
a fluorescéncia lateral e a dispersao frontal de luz. A fluorescéncia lateral avalia o
contetdo de material nucleico para identificacdo e quantificacdo de eritroblastos e
leucécitos. A luz desviada frontalmente mede o tamanho da célula (Stopper, 2012).

No canal WDF ha uma analise da “diferencial de 6 - partes” que tem por base
uma nova metodologia de discriminacdo entre mondcitos, linfocitos, linfocitos atipicos
e blastos (Stopper, 2012). Ambos os canais (WNR e WDF) utilizam a citometria de

fluxo com fluorescéncia.

SFL

Mono

- w-'.\:.{

Lymph .-

Neut + Baso

r

Eo

SSC

Figura 3: Diagrama de Dispersao do canal WDF. Adaptado de (Enhancement, 2016)

O novo canal de precursores de leucocitos (WPC), presente no analisador XN-
20, dos Unicos existentes no pais, separa o alerta de “blastos/ linfécitos anormais” que é
gerado pelo canal WDF. Este canal diferencia, assim, este alerta tendo em conta
processos reativos e de suspeita maligna, podendo até remover o aviso (Noordegraaf et
al., 2016).

Revela-se importante um segundo método de andlise de plaquetas realizado no
canal PLT-F porque é melhorada a analise de plaquetas em amostras patologicas
utilizando um corante fluorescente especifico, a oxazina que cora as superficies dos
reticulos endoplasmaticos rugosos e das mitocondrias. Adicionalmente, também
fornece o parametro “Fracdo Imatura de Plaquetas (IPF)” para avaliacio e
diferenciacao da trombocitopenia (Stopper, 2012). O parametro IPF avalia diretamente

a trombopoiese (processo de formacao de plaquetas) e é utilizado em conjunto com
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outras informacoes clinicas disponiveis para diferenciacio dos mecanismos
fisiopatologicos das causas de trombocitopenia (Stopper, 2012).

O RDW ¢ o indice que revela anisocitose, ou seja, presenca de hemaécias de
tamanhos variados na amostra examinada. Este indice sera considerado alterado
quando o percentual for maior do que 15%. Neste caso, significa que existem muitas
hemaécias de tamanhos diferentes. Isso pode indicar hemacias com problemas de

morfologia (Bain, 2016c¢).
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Tabela 3: Canais de Medicao da Série-XN 9000. Adaptado de (Stopper, 2012; Sysmex, 2012)
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3.3. Esfregaco de Sangue Periférico

O Esfregaco de Sangue Periférico (ESP) consiste numa técnica de avaliacdo
hematologica que permite avaliar a morfologia dos leucdcitos, eritrocitos, plaquetas e
fazer uma contagem diferencial de leucocitos (Landis-Piwowar et al., 2015).

E da responsabilidade de um determinado laboratério, ao avaliar um
hemograma, determinar as situacoes em que se pondera a necessidade de realizar e
visualizar um ESP, juntamente com o historico clinico do doente. Torna-se inconcebivel
proceder a avaliacdo microscopica de todas as amostras num laboratéorio com a
dimensao do existente no SPC. Mas, em geral, um ESP é preparado para observacao
microscopica quando os valores do hemograma obtidos no aparelho automatizado
diferem daquilo que é considerado normal. Um ESP ndo automatizado é feito
colocando uma pequena gota de sangue numa das extremidades de uma lamina de
microscopio e espalha-se essa gota para criar uma “pelicula” de sangue. Apds a
secagem, a lamina é corada com uma coloracao do tipo Romanowsky (Landis-Piwowar
et al., 2015). Esta técnica é efetuada de forma totalmente automatizada no Sysmex SP-
10, que realiza o esfregaco e a coloracao de May-Griinwald Giemsa, sendo a lamina
depois digitalizada com recurso ao DI-60. Este ultimo envia diretamente essa
digitalizacdo para o software Cella Vision. A observacdo e avaliacio do esfregaco
sanguineo ¢ efetuada por um médico patologista que pode mudar a caracterizacao das

células que o DI-60 sugere e introduzir comentarios, caso necessario.
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Figura 4: Maturacao de Eritrocitos. Adaptado de (Rodak et al., 2017c¢)
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Figura 5: Maturacio de Megacariocitos. Adaptado de (Rodak et al., 2017¢)
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Figura 7: Maturacao de Monocitos. Adaptado de (Rodak et al., 2017f)
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Figura 8: Maturacdo de Eosinofilos. Adaptado de (Rodak et al., 2017b)

Figura 9: Baso6filo. Adaptado de (Rodak et al., 2017a)
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Figura 10: Maturagao de Linfocitos. Adaptado de (Rodak et al., 2017d)

3.4. Velocidade de Sedimentacao

A Velocidade de Sedimentacao (VS) é um teste laboratorial, simples e de baixo
custo utilizado no diagnostico de uma ampla variedade de situacgoes clinicas.

Este teste caracteriza um parametro bioquimico que traduz o processo de
sedimentacao de uma coluna vertical de eritrocitos ao fim de 60 minutos, na auséncia
de vibracao e a temperatura ambiente, sendo que o seu resultado depende nao sé de
fatores eritrocitarios, como também de fatores plasmaéticos (Olshaker et al., 1997). No
SPC este parametro é feito com recurso ao equipamento Vesmatic Cube 30.

Atualmente, mesmo com a variedade de exames complementares mais
sofisticados, a VS continua a ser requisitada com muita frequéncia pelos
reumatologistas, que o utilizam no diagnostico e no acompanhamento clinico de
doencas como a artrite reumatoide (AR) e o lapus eritematoso sistémico (LES)
(Saboor-Yaraghi, 2000). Apesar de ainda ser utilizada na rotina laboratorial, este
exame revela-se impreciso devido a baixa sensibilidade e especificidade no processo
inflamatoério, infecioso ou neoplasico (Olshaker et al., 1997). Por esta razao, nenhuma
patologia em especifico pode ser excluida ou diagnosticada meramente pela medi¢ao da

VS (Saboor-Yaraghi, 2000).
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3.5. Hemostase

Para a sobrevivéncia humana é estritamente necessario um rapido e eficiente
mecanismo para parar um sangramento nos locais de lesdo de vasos sanguineos. No
entanto, tem de haver uma resposta controlada para evitar o desenvolvimento de
coagulos extensos e para destruir esses coagulos, assim que o dano seja reparado. O
mecanismo hemostatico é caracterizado também por manter o sangue num estado
fluido enquanto circula dentro do sistema vascular. Este sistema representa um
equilibrio entre mecanismos prd-coagulantes e anticoagulantes aliados a um processo
de fibrinolise. Ou seja, é crucial este equilibrio entre dois fenémenos antagonicos:
hemorragicos e tromboticos. Estdo envolvidas plaquetas, fatores de coagulacao,
inibidores da coagulacdo, processo de fibrinolise e vasos sanguineos. A fibrindlise é
uma resposta hemostatica normal ao dano vascular (Hoffbrand et al., 2016¢; Laffan et
al., 2017).

A cascata de coagulagdo sanguinea in vivo envolve um sistema biologico de
amplificacdo onde ha relativamente poucas substincias iniciadoras que ativam,
sequencialmente, por protedlise, uma cascata de proteinas precursoras circulantes que
culmina na geracao de trombina. Esta, por sua vez, converte fibrinogénio plasmatico
soltvel em fibrina (Figura 11). A fibrina é um composto altamente ativador e agregador
plaquetar, por isso envolve os agregados plaquetarios nos locais da lesao vascular e
converte os tampoes plaquetarios primarios instaveis em tampdes hemostaticos firmes,

definitivos e estiveis (Hoffbrand et al., 2016c¢).

In vivo
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Figura 11: A cascata de coagulacdo sanguinea in vivo iniciada pelo fator tecidual (TF) na superficie
celular. Adaptado de (Hoffbrand et al., 2016c).
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Por fim, sdo ativados mecanismos com vista a assegurar que a formacao do
coagulo é limitada e reparam o endotélio destruido, através de processos fibrinoliticos

associados a destruicao desse mesmo coagulo (Laffan et al., 2017).

3.6. Metodologias associadas a hemostase

Sao varios os métodos através dos quais se executam os testes associados aos
fenémenos da coagulacao. O SPC possui o autoanalisador ACL TOP 750, equipamento
totalmente automatizado, com o propésito de analisar multiplos parametros, tendo por
base trés metodologias principais: o0 método coagulimétrico, o método cromogénico e o
método imunologico, descritos a seguir (Milos et al., 2009).

O principio do método coagulimétrico baseia-se na medi¢do do tempo de
coagulacao, isto é, o tempo necessario para detetar a formacao de fibrina, determinado
pela turbidez da amostra a 671 nm. A radiacao dispersa é convertida em sinais elétricos,
que se traduzem no tempo de coagulacido (Milos et al., 2009). A maioria dos
parametros associados a coagulacao sao determinados mediante esta metodologia.

A base da metodologia associada as rea¢des cromogénicas assenta no principio
de detecdao do analito de interesse pela sua reagdo com um substrato cromogénico. O
produto resultante desta reacao é um composto corado (cromoforo) e é detetado por
espetrofotometria a 405 nm (Milos et al., 2009). No SPC sao avaliados o fator Xa, a
proteina C, a antitrombina e o plasminogénio, com esta metodologia.

O método imunologico é um imunoensaio turbidimétrico que é utilizado no
laboratério do SPC para pesquisar D-Dimeros. Este método traduz a concentracao do
analito (e ndo a sua atividade) medindo a mudanca na sua densidade 6tica. O principio
em que este método se baseia é o da reacao do antigénio presente no plasma do doente
com o anticorpo (unido a particulas de latex) especifico do analito em estudo. Na
presenca do analito, h4 aglutinacdo das particulas de latex, traduzindo-se na
diminuicdo da radiagdo transmitida (Hiraoka et al., 2019). A diminuicdo da turbidez,
ou seja, da radiacdo que alcanca o detetor, é registada pelo instrumento e o resultado é
obtido pela diferenca da turvacao final e inicial. Os testes imunoldgicos realizados no
ACL TOP usam canais de 405 nm ou 671 nm e ambos sao caracterizados por medirem a
absorvancia que passa pela cuvete. A radiacao é absorvida pelo fluido na cuvete, sendo
diretamente proporcional a concentracao de complexos antigénio-anticorpo (Milos et

al., 2009).
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3.6.1. Testes de Screening de Coagulacao

A requisicao de provas de screening da coagulagao esta relacionada com o facto
de ser comum dividir as doengas relacionadas com a hemostase em patologias
associadas a eventos hemorragicos ou a eventos tromboticos. Isto porque uma
hemostase defeituosa com sangramento anormal pode resultar de: doenca vascular,
trombocitopenia (ou outro problema de fun¢ao plaquetaria) ou, por altimo, um defeito
na coagulacao sanguinea (Hoffbrand et al., 2016¢).

Os testes de screening fornecem uma avaliacdo dos sistemas extrinsecos e
intrinsecos da coagulacao sanguinea e também da conversiao do fibrinogénio em
fibrina. O tempo de protrombina (PT) mede os fatores VII, X, V, protrombina e
fibrinogénio (Hoffbrand et al., 2016c¢).

O tempo parcial da protrombina ativada (aPTT) mede os fatores VIII, IX, XI e
XII e adicionalmente os fatores X, V, protrombina e fibrinogénio (Hoffbrand et al.,
2016¢).

A maioria dos ensaios sao baseados no aPTT ou no PT onde todos os fatores,
exceto aquele que se estd a avaliar, estdo presentes no substrato de plasma. Estao
disponiveis variados métodos quimicos, cromogénicos e imunoldgicos para quantificar
outras proteinas tais como fibrinogénio, Fator de von Willebrand (FVW) e fator VIII
(Hoffbrand et al., 2016¢).

A agregometria plaquetaria convencional mede o decréscimo na absorvancia da
luz no plasma rico em plaquetas como um agregado plaquetdrio. Um estado
hiperfibrinolitico clinicamente significativo, por exemplo, durante um transplante de
figado, pode ser detetado por medicao viscoeléstica da estabilidade do coagulo usando
tromboelastografia (TEG) ou tromboelastometria (ROTEM) (Hoffbrand et al., 2016¢).

O inibidor do tipo lapus (ITL), ou também conhecido por anticoagulante lapico,
¢é considerado um inibidor adquirido da coagulacao, pois prolonga in vitro os tempos
de coagulacao dependentes de fosfolipidos, por neutralizacdo dos fosfolipidos dos
reagentes utilizados em hemostase. Antagonicamente, in vivo, a sua presenca esta
associada a quadros clinicos de tromboses venosas e/ou arteriais, com necessidade de
tratamento com um anticoagulante especifico (Marlar et al., 2008).

O conjunto de testes realizados para identificar ITL, no SPC, inclui o aPTT,
Tempo de coagulagdo com Veneno de vibora de Russell Diluido (ARVVT), e o Tempo de
Coagulacao com Silica (SCT) (Marlar et al., 2008). Tendo em conta as orientacoes para
a detecao do ITL, recomenda-se que seja colhido sangue venoso para um tubo com
citrato de sodio na proporcao 1:9, tubo esse sujeito a dupla centrifugacao.

Adicionalmente, devem ser realizadas duas provas (dRVVT e SCT) baseadas em
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diferentes metodologias. Cada prova deve contemplar um teste de screening, com baixa
concentracao de fosfolipidos (dARVVTscreen e SCTscreen) e um teste confirmatoério com
maiores concentracoes de fosfolipidos (ARVVTconfirm e SCTconfirm) (Devreese et al.,
2020; Kristoffersen et al., 2019). A prova de deteciao do ITL € especialmente importante
em condicOes pré-operatorias. Em geral, um aPTT aumentado, por estar altamente
associado a elevado risco hemorragico, leva a nao realizacao da cirurgia. No entanto, se
a prova indicar presenca de ITL este € o inico motivo pelo qual se pode prosseguir com
o procedimento cirargico, porque apesar de originar um maior aPTT, nio representa
risco hemorragico durante a cirurgia devido a estar associado, in vivo, a eventos
fisiologicos tromboticos.

O fibrinogénio é uma glicoproteina fibrosa presente no plasma, sendo um
elemento essencial para a formacao da fibrina (Hoffbrand et al, 2016¢). A metodologia
usada na determinacdo quantitativa e qualitativa do fibrinogénio plasmatico é a técnica
de Clauss. Esta consiste na adicio de uma solucdo de trombina em elevada
concentracao ao plasma diluido, sendo depois medido o tempo (em segundos) desde a
adicdo de trombina até a formacao da fibrina (Laffan et al., 2017). Menores tempos
traduzem uma elevada atividade do fibrinogénio associado paralelamente a um maior
risco de formacao de coagulo. Os ensaios de fibrinogénio sao tteis para o diagnostico de
afibrinogenemia (auséncia de fibrinogénio), hipofibrinogenémia (concentracoes
reduzidas de fibrinogénio funcional), disfibrinogenémia (fibrinogénio disfuncional),
coagulacdo intravascular disseminada, fibrin6lise primaéria, e outras condicoes clinicas
(Mackie et al., 2003; Winter et al., 2017). Varios estudos realizados mostraram que o
nivel de fibrinogénio é o preditor de uma variedade de eventos cardiovasculares,
incluindo por exemplo o acidente vascular cerebral e o infarto do miocardio (Mackie et
al., 2003).

Por altimo, os D-Dimeros sdo o produto final da degradac¢ao da fibrina mediada
pela plasmina. Assim, niveis elevados de D-Dimeros sdo indicadores da formacado de
fibrina (Winter et al., 2017). A determinacao dos D-Dimeros é clinicamente relevante
quando utilizado como parametro avaliador da exclusdo da ocorréncia de eventos
tromboticos. Foi observado e demonstrado, em varios estudos, que niveis elevados de
D-Dimeros avaliados apos a suspensao da toma de anticoagulantes orais sao
indicadores de risco de trombose (Laffan et al., 2017a). Desta forma, pode-se concluir
que uma prova de D-Dimeros negativa sugere a auséncia de eventos tromboembodlicos

relacionados, nomeadamente, com tromboembolias pulmonares.
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3.7. Cariétipo

No SPC é feito o estudo do cariétipo humano, usando-se técnicas de
citogenética como a citogenética convencional. Para se estudar os cromossomas com
esta técnica pressupoe-se que estes estejam em divisao ativa, pois os cromossomas s
sao visiveis ao microscopio 6tico quando estao em metafase. Neste servico realizam-se
estudos cromossoémicos em amostras de sangue periférico ou em amostras medulares.
No geral, o procedimento do estudo citogenético convencional inclui: preparacao das
amostras para cultura, processamento da cultura, manipulacgao celular, bandeamento e
analise cromossomica. Ap6s o bandeamento, técnica usada em citogenética para
produzir um cario6tipo visivel pela coloragdo de cromossomos condensados, estes sao
analisados num microscopio 6tico de modo a detetar anomalias numéricas e/ou
estruturais (Chaves et al., 2013).

Os cromossomas podem também ser vistos com o auxilio do programa Ikaros
Karyotyping MetaSystems que permite obter uma representacao do cariétipo na forma
de cariograma. A construcdo do cariograma tem por base uma fotografia ou o desenho
detalhado de uma metafase, onde se encontram todos os cromossomas bem corados e
individualizados. O software permite separar o0s cromossomas para posterior
identificacao dos homologos e emparelhamento destes (Chaves et al., 2013).

As doencas hematologicas estdo frequentemente associadas a alteracoes
cromossoOmicas especificas e dentro dessas doencas temos os linfomas, leucemias,
doencas mieloproliferativas e mielodisplasias. A primeira alteracdo cromossémica
associada a cancro hematologico foi em 1960, por Peter Nowell e David Hungerford,
que identificaram o cromossoma Philadelphia (Ph) em sangue periférico de um
paciente com leucemia mieloide créonica (LMC) (Kang et al., 2016). Por isso, deve ser
sempre excluida a presenca deste cromossoma nos doentes com suspeita desta
patologia. O diagnostico definitivo de LMC exige a demonstracdo da presenca do
cromossoma Ph, em resultado da translocacao t(9,22), por citogenética convencional
(Jabbour et al., 2018). As sindromes mielodisplasicas (SMDs) compdoem um grupo
heterogéneo de doencas hemato-oncologicas, caracterizadas pelo aumento de
citopenias no sangue periférico e que podem evoluir para leucemia mieloide aguda
(LMA). Ja a Leucemia Promielocitica Aguda (LPA) é um subtipo de LMA caracterizada
por alteracoes genéticas especificas, nomeadamente pela translocacdo reciproca entre
0s cromossomas 15 e 17, ou seja, t(15;17) (Yilmaz et al., 2021). A LPA apresenta-se como
uma patologia hemato-oncologica agressiva e potencialmente fatal na auséncia de
tratamento adequado, sendo considerada uma emergéncia médica (Sanz et al., 2019).

Deve ser feito em primeiro lugar o diagnostico de pacientes com suspeitas de LPA e s6
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posteriormente feito o diagnostico daqueles com suspeita de LMA, dentro daquilo que é
considerado emergéncia médica. Isto porque um diagnostico feito precocemente ira
ditar uma terapéutica mais eficaz e atempada.
Assim, a contribuicdo da analise citogenética para a avaliacdo das doencas
hemato-oncolégicas é fundamental e necesséaria pois serve de auxilio ao diagnostico,

prognostico e orientagao terapéutica.

4. Setor de Imunologia

A imunologia, numa perspetiva mais abrangente, é o estudo das respostas
imunologicas e dos eventos celulares e moleculares que ocorrem depois do organismo
encontrar microrganismos e outras macromoléculas estranhas. O sistema imunitario é
um sistema de defesa contra agentes infeciosos, contudo, até substancias estranhas nao
infeciosas e produtos de células danificadas podem desencadear respostas imunes
(Abbas et al., 2018).

O sistema imunitario funciona como uma “consciéncia molecular” do
organismo, ou seja, é responsavel por reconhecer e identificar sequéncias moleculares
que lhe pertencem ou n3o. A imunologia é, hoje em dia, uma ciéncia basica mas bem
desenvolvida, com base no crescente conhecimento da fisiologia do sistema imunitério
(Al-Hakim, 1993).

O Setor de Imunologia do SPC est4 dividido em dois subsetores, nomeadamente
a Imunologia Geral e a Autoimunidade. As analises imunoldgicas realizadas neste setor
revelam-se extremamente relevantes e determinantes para apoio ao diagnostico,
acompanhamento e monitorizacao terapéutica de varias patologias, como € o caso das
doencas autoimunes, imunodeficiéncias primarias, doengas associadas a disturbios de
células plasmaticas e/ou doencas linfoproliferativas, estudo das alergias, entre outras.

Para a determinacdo dos varios parametros imunoquimicos o laboratério
do SPC possui equipamentos automatizados que se encontram descritos na Tabela 4,

com a respetiva metodologia associada.
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Tabela 4: Equipamentos do Setor de Imunologia e metodologia associada

EQUIPAMENTO METODOLOGIA DO EQUIPAMENTO

=L
Alinity ¢ (Abbott); Alinity i (Abbott) Colorimetria, condutividade, turbidimetria; Imunoensaio
de microparticulas por quimioluminescéncia melhorada

BN ProSpec® (Siemens)
Nefelometria

Optilite® (Binding Site)
Turbidimetria

Capillarys 2 Flex B

Piercing®(Sebia) ‘ i Eletroforese Capilar (Proteinograma sérico)

ImmunoCap 250® 1

(Thermofisher Scientific) g Imunoensaio Fluoroenziméatico (FEIA)
()

Hidrasys 2® (Sebia)
Eletroforese e Imunofixacdo Sérica e Urinaria

Isofocalizacao

TG Calibrating Viewer®

(Transidyne General Corporation)
Vi = Leitor de Imunodifusao Radial

Dynex DS2® Automated
ELISA System (Dynex

Technologies) Ensaio de Imunoabsorcao Enzimatica (ELISA)

Micromass Quattro® micro
API;
Alliance2695® Espetrometria de massa em tandem apos separacao por

Separation Module (Waters) cromatografia liquida (LC-MSMS)

IF Sprinter ® (EUROIMMUN) )
4
i“ Imunofluorescéncia Indireta (IFI)

§ a
. ;. — -

Mago 4® (Diamedix) \

. '

' - | ELISA, Preparacdo de laminas de IFI
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EUROBIotOne® | S ‘
(EUROIMMUN) . ’ Imunnoblotting (Western Blot)
i ‘-..‘

EUROPattern®
(EUROIMMUN) _"'. Microscopio automatizado de alto desempenho para a

i | captura das imagens de imunofluorescéncia

BioFlash® (Werfen)

Quimioluminescéncia (CLIA)

Eurolmmuno Analyser

[— ] ELISA
Wallac Wizard 1470® Automatic Gamma Counter
(PerkinElmer) = C dor de radiaci lei d
ontador de radiac¢ao gama para leitura ade
] B
== [REE radioimunoensaios (RIA)

4.1. Metodologias usadas em imunodiagnéstico

4.1.1. Nefelometria

A nefelometria é a metodologia mais utilizada na determinacao da concentracao
de proteinas no soro, urina e noutros fluidos biol6gicos. Neste método, a luz dispersa
pelos complexos antigénio-anticorpo é medida por um detetor (espetrofotometro)
posicionado num angulo de 30 a 90°C relativamente a luz incidente (Figura 12). A
intensidade da luz dispersa é, sob determinadas condi¢Oes (excesso de anticorpo),
proporcional a quantidade dos complexos de antigénio-anticorpo (Sunheimer et al.,
2011). A quantidade e a natureza da dispersao dependem da forma e do tamanho das
particulas, da concentracao, do comprimento de onda e do indice de refracao do meio
(Barone et al., 2009).

A nefelometria pode ser aplicada para a detecdo quer de antigénios, quer de
anticorpos, porém é frequentemente usada com anticorpos conhecidos como reagentes,

para pesquisar a presenca do antigénio no doente.
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No laboratério de Imunologia siao quantificadas por este método no
equipamento automatizado BN ProSpec os seguintes analitos:

Soro: Imunoglobulina D, subclasses das Imunoglobulinas G (IgG1, IgG2, IgG3 e
IgG4), complemento Ciq, inibidor do Ci, properdina factor B, haptoglobina, pré-
albumina, recetor soltvel da transferrina, apolipoproteina E, [2-microglobulina
urinaria, cistatina C, proteina de ligacao ao retinol (RBP), crioglobulinas (doseamento
de IgG, IgA, IgM), fator reumatdide (FR), ADNase B, titulo anti-estreptolisina O;

LCR e Soro: Doseamento de IgG, doseamento de albumina;

Urina: Cadeias leves lamba(A) e kappa (k).

Detetor
(espetrofotometro) de
B turbidimetria
= 1\‘ .
s\1J
1
Fonte de

luz .
é Detetor, nefelometria de

Detetor, nefelometria de  dispersdo de luz direta
dispersao de luz de 90°

Figura 12: Nefelometria e turbidimetria. Adaptado de (Sunheimer et al., 2011)

4.1.2. Turbidimetria

A turbidimetria mede a diminuicao da intensidade da luz que atravessa uma
solucao de complexos antigénio-anticorpo, resultado da reflexdo, absorcao e dispersao
da luz incidente (Sunheimer et al., 2011). O detetor encontra-se na mesma direcao que
a luz incidente e, neste caso, a concentracao do analito é inversamente proporcional a
luz transmitida (Figura 12).

Com o auxilio do equipamento automatizado Optilite que usa esta metodologia
quantificam-se no soro cadeias leves livres A e x, complemento CH50, subclasses IgA
(IgA1 e IgA2) e Hevylite (IgG, IgA e IgM) e no LCR doseia-se cadeias x livres. No
aparelho Alinity c, situado no Corelab, no soro quantifica-se IgG, IgA, IgM, IgE, cadeias
leves A e x, complemento C3 e C4, ai-antitripsina, ceruloplasmina, transferrina,
apolipoproteina A1, apolipoproteina B100, lipoproteina (a) e f2-microglobulina, com
base neste ensaio turbidimétrico. Nos liquidos biolégicos a quantificagao incide sobre

IgG, IgA, IgM e complemento C3.
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4.1.3. Eletroforese Capilar

A eletroforese é uma metodologia simples, rapida, sensivel e de baixo custo que
permite a separacdo de moléculas com base nas suas caracteristicas, carga e peso
molecular quando submetidas a um campo elétrico (O’Connell et al., 2005).

Na ultima década, a eletroforese capilar (EC) tem sido aplicada para uso em
laboratorios clinicos, e é tida como especifica e sensivel na detecao de anormalidades
qualitativas em proteinas séricas e noutros fluidos (McCudden et al., 2008). No
laboratério de Imunologia do SPC a separacao das proteinas séricas para a obtencao do
proteinograma é realizada por EC no equipamento Capillarys 2 Flex Piercing de um
modo totalmente automatizado.

O principio da EC tem por base a existéncia de um tubo capilar, muitissimo
fino, de silica fundida cuja parede interior é revestida por cargas negativas que atraem
cargas positivas da solucao eletrolitica (tampao), formando uma dupla camada elétrica
e é criado um Fluxo Eletro Osmoético (FEO) superior ao campo elétrico. O soro é diluido
num tampao alcalino, injetado no terminal anédico do capilar e as proteinas, apesar de
carregadas negativamente, migram em direcao ao terminal catédico do capilar onde é
realizada a detecao e quantificacio destas a 200 nm (SEBIA, 2021a).

O Capillarys 2 Flex Piercing utiliza 8 capilares permitindo, deste modo, a
realizacao em simultaneo de 8 eletroforeses com separacao das proteinas séricas em
seis fracoes distintas: albumina; ai-globulinas; a2-globulinas; Pi-globulinas; B2-
globulinas e as y-globulinas (Figura 13). Este equipamento permite realizar
automaticamente toda a sequéncia da eletroforese, comecando pela identificacdo do
tubo de colheita até a obtencao do perfil eletroforético e consequente proteinograma. O
software Phoresis associado ao Capillarys 2 Flex permite fazer a anéalise dos perfis
eletroforéticos (correcao do tracado, detecao, quantificacao de proteinas monoclonais e
insercdo de comentarios interpretativos dos resultados) e a sua transmissao

informatica para o programa Clinidata XXI.
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Prealbumin J L Gammaglobulins
Albumin C3-complement
Alpha-1-glycoprotein Transferri n
Alpha-1-antitrypsin Hemopexin
Haptoglobin

Alpha-2-macroglobulin

Figura 13: Principais proteinas constituintes das diferentes fragdes de um proteinograma obtido por
eletroforese capilar. Adaptado de (Regeniter et al., 2018)

Esta andlise dos resultados é realizada com o objetivo de detetar anomalias no
perfil eletroforético (Figura 14). Numa abordagem clinica, a interpretacao do tracado
eletroforético (proteinograma) fornece informacgoes importantes tais como: avaliacao
proteica, estado inflamatério agudo ou créonico, presenca de imunodeficiéncias, entre
outras. Contudo, hoje em dia, o papel relevante do proteinograma é sobretudo pela
detecao de um componente monoclonal (populacao homogénea de imunoglobulina
monoclonal ou um fragmento desta produzida como resultado de uma proliferacao
anormal de células plasmaticas) e, se possivel, é feita a determinacdo da sua
concentracdo para monitorizar a evolucdo da doenca e a resposta a terapéutica

(Regeniter et al., 2018).

Figura 14: Proteinograma com o respectivo perfil eletroforético. Perfil eletroforético com presenca de 1
pico na fracdo y (proteina monoclonal), a esquerda. Perfil eletroforético com presenca de 2 picos na fracao
B2 e 1 pico na fragdo v, a direita. (SPC, 2021)

4.1.4. Imunofixacao

A imunofixacdo é um método imunolégico para detetar, confirmar e

caracterizar proteinas monoclonais no soro e na urina, nomeadamente permite
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identificar o isotipo da imunoglobulina monoclonal (cadeia pesada e /ou leve). E
particularmente util na identificacdo e caracterizacdo de gamapatias monoclonais,

mielomas e doenca de cadeias leves.

Imunofixagdo Sérica

A imunofixacio deve ser realizada quando um pico ou banda é encontrada na
eletroforese de proteinas séricas ou quando ha suspeita de uma proteina monoclonal
(Barone et al., 2009).

Esta técnica divide-se em 4 partes: separacao (migracao das proteinas); fixacao
e imunoprecipitacdo; lavagem e coloragao. Depois da separagao das proteinas séricas,
por eletroforese em gel de agarose, o gel é incubado com diversos antissoros especificos
(SEBIA, 2021b). Nesta fase os antissoros difundem-se no gel, e o fixador precipita todas
as proteinas e os anticorpos correspondentes. Os antissoros usados sdo: anti-cadeias
pesadas Gama (IgG), Alfa (IgA) e Mu (IgM) e anti-cadeias leves k e A. Estes antissoros
sdo colocados no gel em pocos individualizados, juntamente com o soro a analisar, de
modo a identificar de forma qualitativa a natureza das bandas monoclonais. Antes da
fase final que diz respeito a coloracao das proteinas, o gel é processado de forma a
remover-se o excesso de antissoros e as proteinas precipitadas sao entao retidas no
interior da matriz do gel. Posteriormente, este gel € interpretado visualmente de forma
a identificar a proteina monoclonal (proteina M) (SEBIA, 2021b).

Para além dos 5 antissoros usados na imunofixacao tipica, caso seja observada
uma banda nas cadeias leves k e A que nao seja associada a nenhuma das cadeias
pesadas IgG, IgA ou IgM, é feita uma segunda imunofixacdo com os antissoros anti-
cadeias pesadas Delta (IgD) e Epsilon (IgE) e anti-cadeias leves Kappa livres (kl) e
Lambda livres (Al) (Singh, 2020). Algumas proteinas monoclonais, nomeadamente do
isotipo IgA ou IgM, podem polimerizar dificultando a interpretacdo do resultado da
imunofixacdo. Nestes casos utiliza-se uma solug¢do redutora de Ditiotreitol (DTT)
(SEBIA, 2012).

O Laboratorio de Imunologia do SPC utiliza o kit HYDRAGEL 4 IF e o sistema
semiautomatico HYDRASYS realiza as etapas até a obtencao do gel para interpretacao

(Figura 15).
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Figura 15: Géis com imunofixacao sérica. Imunofixacao sérica com presenca de componentes biclonais a
esquerda (IgGxk e IgAk). Imunofixagado sérica com presenca de componente monoclonal a direita (IgGA).
(SPC,2021)

Imunofixacgdo Pentavalente

Quando através da visualizacdo do proteinograma nao é visivel nenhuma
alteracdo e quando o clinico suspeita de proteina monoclonal e pede a realizacao da
imunofixacao, é efetuada uma imunofixacdo pentavalente, isto ¢, com um antissoro
pentavalente anti-cadeias pesadas Gama (IgG), Alfa (IgA) e Mu (IgM) e anti-cadeias
leves ¥ e A (Turgeon Louise, 2014b). Esta técnica é realizada com o auxilio do kit
HYDRAGEL 12 IF PENTA e, caso apareca uma banda que indica monoclonalidade, é
realizada posteriormente uma imunofixacdo com os antissoros em separado para
identificar o isotipo da proteina M. O HYDRAGEL 12 IF PENTA permite realizar em
simultaneo doze imunofixagoes pentavalentes, sendo que as pistas assinaladas de “1” a
“12” servem como referéncia e mostram o padrao eletroforético das proteinas da

amostra e as assinaladas de “1”” a “12’” a imunofixacao de cada amostra (Figura 16).
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Figura 16: Gel pentavalente. Suspeita de proteina monoclonal no 6’ através da visualizagdo de uma banda
no gel. Componentes policlonais nas restantes pistas. (SPC,2021)
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Imunofixagdo urinaria

Apesar do soro ser a amostra mais comum, a imunofixacdo também ¢é realizada
na urina das 24 horas. Na imunofixacdo urinaria realizada no SPC, a pesquisa de
imunoglobulinas monoclonais incide sobre as imunoglobulinas do tipo IgG, IgA, IgM,

assim como nas cadeias leves k e A.

4.1.5. Caracterizacao de Proteinurias

A caracterizacao de proteinuria é um teste util para a avaliacao da funcao renal.
Em condicOoes normais, é observada uma quantidade muito reduzida de proteina na
urina. As situacOes de proteiniria podem ser consequéncia de lesdo glomerular ou
tubular ou excesso de proteinas de baixo peso molecular (D’Amico et al., 2003).
A caracterizacdo de proteintiria é realizada no equipamento semi-automatico
HYDRASIS utilizando o kit HYDRAGEL 5 PROTEINURIE em urina de 24 horas nao
concentrada. O gel de agarose, existente neste kit, ¢ um gel concentrado desenvolvido
para separar as proteinas urinarias em funcdo do seu peso molecular. A separacao
eletroforética das proteinas é efetuada apos tratamento das amostras com dodecil
sulfato de s6dio (SDS) num tampao neutro (pH 7,0). O SDS é um detergente ani6nico
que, ao ligar-se as proteinas, mascara a sua carga intrinseca e as diferencas de migracao
entre as proteinas tratadas com SDS no gel devem-se somente ao peso molecular
destas. Neste gel as proteinas de origem tubular (peso molecular < 65 - 70 kDa) e de
origem glomerular (peso molecular > 65 - 70 kDa) sao bem separadas (Figura 17).
Assim, a proteintria pode ser caracterizada em glomerular, tubular ou mista, de acordo
com as proteinas presentes no gel. Os parametros da técnica e a sensibilidade do
corante violeta acido permitem a detecao de proteinas em urinas nao concentradas
(SEBIA, 2013).
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Figura 17: Caracterizagdo de proteinirias. A- Esquema ilustrativo de proteindria patologica (SEBIA,
2013); B- Vestigios de albumina, C- Proteindria de origem tubular, D- Proteinidria de origem mista com
grande quantidade de albumina e presenca de f2 microglobulina, E- Proteintria de origem mista com
pequena quantidade de albumina (Lab. Imunologia SPC, 2021)
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4.1.6. Ensaio de Imunoabsorcao Enzimatica (ELISA)

Os ensaios imunoenziméticos tém por base a formacao e consequente detecao
de complexos antigénio-anticorpo, através de enzimas ligadas a anticorpos. O que
resulta da adicao do cromogéneo (substrato da enzima) é um produto corado que é
medido por espetrofotometria (Turgeon Louise, 2014d). Este ensaio depende de um
anticorpo de captura que é usado para revestir uma placa multi-well, e um anticorpo de
detecdo que se encontra ligado covalentemente a uma enzima. Como dito
anteriormente, esta reacdo enziméatica pode gerar um produto corado, fluorescente ou
luminescente dependendo do substrato utilizado (Hornbeck, 2015).

No laboratério do SPC é realizada ELISA para determinacdo quantitativa da
elastase fecal e determinacdao da atividade funcional do inibidor do Ci, sendo estes
testes feitos no equipamento Dynex DS2.

A determinacao da Elastase 1 Pancreatica (E1) nas fezes é realizada por este
método e tem por base o seguinte: a placa ELISA encontra-se revestida com um
anticorpo monoclonal que reconhece unicamente a E1 pancreatica humana. A E1 das

amostras, calibradores e do controlo liga-se ao anticorpo imobilizado na placa. De
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seguida, adiciona-se o complexo do anti-E1-biotina monoclonal e Peroxidase (POD)-
Estreptavidina que se vai ligar a E1. A peroxidase oxida o substrato, que adquire uma
cor verde escura. Por fim, a concentracdo do substrato oxidado é determinada
fotometricamente, sendo proporcional a concentracdo de E1 presente na amostra
(Lab.Imunologia SPC, 2021).
Quanto ao diagnoéstico de autoimunidade, neste servigo, ¢é feita a pesquisa de
anticorpos Anti-Histonas; anticorpos Anti-Antigénio Hepatico Solavel e Pancreatico
(SLA/LP); anticorpos Anti-Piruvato Desidrogenase (IgG)- M2; anticorpos Anti-
Cardiolipinas (IgG, IgM), anticorpos Anti-B2-Glicoproteina I (IgG, IgM) (Amostras
positivas por CLIA); anticorpos Anti-Saccharomyces Cerevisiae (ASCA) (IgA, 1gG);
anticorpos Anti-Fator Intrinseco, entre outros (Lab.Imunologia SPC, 2021). Esta
pesquisa revela-se importante no diagnostico de miltiplas doencas autoimunes (DAIS).
Com o auxilio dos kits usados no laboratério do SPC é feito ELISA e estes Kkits
possuem tiras de microtitulacao, cada uma com 8 pocos de reagentes individuais
revestidos com antigénios especificos a pesquisar. Na primeira etapa da reacao, as
amostras diluidas dos doentes sdo incubadas nos pocos. No caso de amostras positivas,
os anticorpos IgG especificos (também IgA e IgM) ligam-se aos antigénios. Para detetar
os anticorpos ligados, é realizada uma segunda incubacdo utilizando uma
imunoglobulina IgG anti-humana marcada enzimaticamente (conjugado enzimatico),

capaz de catalisar uma reacao de cor (EUROIMMUN, 2017, 2018).

4.1.7. Imunodifusao Radial

O principio desta técnica consiste na aplicacio da amostra, que contém o
antigénio que se pretende medir, num orificio cilindrico de um gel contendo um
anticorpo mono-especifico da proteina em questao, uniformemente distribuido (Figura
18). A amostra difunde-se radialmente no gel, ocorre a formacao do complexo
antigénio-anticorpo, originando um halo (anel) de precipitacio circular em torno do
orificio onde esta foi aplicada, cujo didmetro aumenta até atingir um equilibrio entre a
formacdo e a degradacdo desses complexos, designado por “ponto de equivaléncia”.
Nesse ponto, existe uma relacao linear entre o quadrado do diametro do halo de difusao
e a concentracao de antigénio. A partir da medicao do diametro dos halos produzidos
por amostras de concentracoes conhecidas (calibradores) é possivel construir uma
curva de calibracdo e determinar a concentracdo do analito na amostra utilizando a
analise de regressao linear (Barone et al., 2009). Esta técnica pode ser utilizada
principalmente na quantificacio de proteinas como imunoglobulinas e fatores do

complemento, que no caso do laboratério de Imunologia sdo o C2 e Cs.
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Figura 18: Esquema ilustrativo da reacao de imunodifusdo radial, a esquerda. Adaptado de (Barone et al.,
20009). Placa de gel de imunodifusao usada no laboratério do SPC, a direita.

A imunodifusao radial é uma técnica simples, facil de executar e que nao requer
equipamento. Os halos de precipitacdo podem ser medidos, utilizando uma lupa ou um
Leitor de Placas. Contudo, tem as suas limitacoes, tal como ser uma técnica morosa que

implica um intervalo de tempo de 2 a 5 dias para obtencao dos halos de precipitagao.

4.1.8. Reacao de Waaler-Rose

A reacao de Waaler-Rose (WR) permite pesquisar e titular-se fatores
reumatoides que reagem com as IgG de coelho. No diagnoéstico da Artrite Reumatoide
(AR), pesquisam-se outros parametros, mas um dos que também se avalia é o Fator
Reumatoide (FR) que é um anticorpo que reage com o fragmento Fc das IgG (Farng et
al., 2011).

O principio desta técnica é o seguinte: o antigénio, uma suspensao de eritrocitos
de carneiro sensibilizados com IgG de soro de coelho anti-eritrocitos de carneiro,
aglutina na presenca de fatores reumato6ides (Monlab, 2013). Quando a suspensao de
eritrocitos é colocada em contacto com o soro, se este tiver aumento de fatores
reumatoides, observa-se uma aglutinacao central nitida (concentracgao dos eritrocitos),
apos a leitura da placa, que so pode ser feita apos 2 horas de ser realizado o ensaio.

Este ensaio manual apenas é realizado, no laboratério do SPC, depois de feito o
teste por nefelometria, no aparelho automatizado, e o valor medido ser superior a 20
UI/mL. Uma vez que os FR produzidos na AR possuem uma reatividade significativa
para as IgG de coelho, a reaccao de WR, embora menos sensivel do que o teste de latex

(imunoensaio), € mais especifica no diagnostico desta patologia.
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4.1.9.Isofocalizacao

A esclerose miultipla (EM) é uma doenca autoimune inflamatoria, caracterizada
pela desmielinizacao e perda axonal (Cotsapas et al., 2018). Para o seu diagndstico
laboratorial é feita a pesquisa e caracterizacao de bandas oligoclonais no soro e LCR e
quantificam-se IgG, albumina e cadeias leves k livres também no soro e LCR. E
calculado o quociente de albumina (QAlb = Alb(LCR)/Alb (soro)) e IgG (soro e LCR)
(Lab.Imunologia SPC, 2021). Um diagnostico desta patologia é feito pela avaliacao da
presenca de marcadores inflamatoérios, ou seja, observacao de bandas oligoclonais,
numa amostra de liquido cefalorraquidiano (LCR), e/ou possuir um indice IgG elevado
(Garg et al., 2015). Se a concentracao de IgG no LCR for elevada, esta é devido a um
“rompimento” da barreira hematoencefalica, logo o contetdo de albumina sera
igualmente elevado (Chapel et al., 2014a). Contrariamente ao soro, a IgG no LCR €
frequentemente de natureza restrita e forma bandas oligoclonais, isto é, sdo visiveis
duas ou mais bandas no gel em vez de um aumento difuso (Chapel et al., 2014b).

O método empregue no laboratério do SPC é a focagem isoelétrica. Esta técnica
separa as proteinas num gradiente de pH, sdo transferidas para uma membrana de
nitrocelulose por blotting e esta membrana é imunofixada com um antissoro para a
IgG. O padrao é interpretado e comparado com as amostras, testadas em simultaneo,
de LCR e soro. Um resultado positivo é aquele em que bandas de IgG oligoclonais sao

encontradas no LCR, mas nao no soro.

4.1.10. Espectrometria de Massa em Tandem

E sabido que, relativamente a transplantacfio, area de enorme sofisticacio a
nivel tecnologico e cientifico, a avaliacao do prognéstico e sobrevida média dos doentes
deve-se principalmente a evolucdo e melhoria das técnicas cirargicas, como também
aos avangos na terapéutica com farmacos imunossupressores. A maioria destes
farmacos revelam ter uma estreita janela terapéutica, um elevado risco associado a
ocorréncia de eventos adversos e sao bastante dispendiosos. Assim, por estas razoes,
revela-se importante uma constante monitorizacdo para que se consiga aumentar a
eficacia e evitar a toxicidade das drogas imunossupressoras (Carrondo, 2018). Assim, o
papel do laboratério a nivel do doseamento de imunossupressores para o auxilio da
monitorizacdo da terapéutica imunossupressora é tido como essencial para estes
doentes.

Os imunossupressores podem ser divididos em inibidores da calcineurina

(Ciclosporina e Tacrolimus) e inibidores da proliferacao celular (Sirolimus e

37



Relatério de Estagio Curricular realizado no Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra e Estudo de
Caso de um Doente com Mieloma Miiltiplo
Everolimus), sendo os quatro doseados no laboratério do SPC (Lab.Imunologia SPC,
2021).

A Ciclosporina e o Tacrolimus inibem a producdo de interleucina-2 (IL-2) e a
formacdo dos linfécitos T. Por outro lado, o Sirolimus inibe as cinases designadas
mTOR (mammalian targets of rapamycin) (Allison, 2016), impedindo a proliferagao
das células T por bloqueio da progressao da fase G1 para a S do ciclo celular. Este nao
inibe a sintese das citocinas mas bloqueia o sinal de transducao gerados pelos recetores
das citocinas e consequentemente da IL-2. O Everolimus é um derivado do Sirolimus
com um mecanismo de acao idéntico (Meireles, 2018).

Atualmente o doseamento da Ciclosporina, Tacrolimus e Sirolimus é realizado
no Alinity i (Abbott), situado no Core Lab, por quimioluminiscéncia melhorada
(CHEMIFLEX). O Everolimus € o tinico a ser doseado por um método diferente, que é a
espectrometria de massa apos separacao por cromatografia liquida (LC-MSMS).

Com o método LC-MSMS, ap6s a separacao cromatografica, os
imunossupressores sao ionizados (sendo a fonte de ionizacao, a pressao atmosférica, do
tipo “electrospray”) e, entao, separados de acordo com a sua relacdo massa/carga

elétrica e detetados por um sistema de detecao (Deters et al., 2003).

4.1.11. Imunoensaio Enzimatico de Fluorescéncia (FEIA)

O ImmunoCAP 250 da Phadia permite efetuar o estudo dos alergénios através
do doseamento das IgEs especificas, através de um imunoensaio enzimatico de
fluorescéncia (FEIA). Este ensaio é usado para um amplo painel de alergénios, painel
esse sensibilizado para a detecdo de 650 alergénios e 90 componentes alergénicos, tais
como: alergénios isolados (extratos totais de alimentos, acaros, gramineas, arvores,
ervas infestantes, epitélios e proteinas animais, insetos, microrganismos, venenos,
farmacos e outros) e alergénios moleculares (avaliacao e estudo de reatividade cruzada
através do doseamento de IgE especifica dos componentes moleculares). Também ¢é
possivel o doseamento da triptase, IgG especifica e IgG4 especifica através deste
equipamento (Stop, 2013).

A pesquisa de IgE e IgG, numa abordagem alergénica, é feita por FEIA, no
equipamento automatizado ImmunoCAP 250. O diagnéstico de alergia tem por base a
quantificacdo dos niveis de IgE especifica no soro do doente, tendo sempre em conta
historia e restante informacao clinica. Se for detetada uma quantidade aumentada de
IgE total ou de uma IgE especifica, no soro, traduz-se numa maior probabilidade de

haver uma reacao alérgica ou infecao por parasitas (Park et al., 2018).
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Os ensaios ImmunoCAP sao baseados na ligacido de anticorpos, por exemplo
IgE especificos para alergénios, presentes no soro ou outros fluidos corporais do
paciente, ao alergénio (extrato ou molécula de alergénio) ligado em excesso a uma fase
solida. Quando ocorre o reconhecimento dos alergénios pelos anticorpos, forma-se um
complexo antigénio-anticorpo e posteriormente ha uma fase em que se liga um
anticorpo secundario anti-IgE a este complexo, conjugado com uma enzima. Isto
resulta na formacdo de um imunocomplexo. E emitido um sinal de fluorescéncia pela
adicdo do substrato da enzima. A medicao e a comparacao deste sinal de fluorescéncia
com o de calibradores (concentracbes conhecidas) permitem a determinacao da
concentracao de IgE especifica na amostra (van Hage et al., 2017). O mesmo principio
pode ser aplicado para pesquisa de IgG especifica.

Quanto ao diagnostico autoimune, usando esta metodologia, este incide sobre a
pesquisa de anticorpos Anti-dsDNA; anticorpos Anti-Mieloperoxidase (MPO), Anti-
Proteinase 3 (PR3); anticorpos Anti-Piruvato Desidrogenase (IgG) - M2; anticorpos
Anti-Transglutaminase Tecidual (IgA e IgG), Anti-Gliadina Desanimada (IgA e IgG) e
anticorpos Anti-Peptideo Citrulinado Ciclico (CCP).

4.1.12. Imunofluorescéncia Indireta (IFI)

A imunofluorescéncia indireta envolve dois passos no processo de incubacao: 1)
um anticorpo primario liga-se ao epitopo alvo, 2) anticorpo secundério conjugado a um
fluor6foro que reconhece e se liga ao anticorpo priméario (Im et al., 2019). Ou seja,
nesta metodologia, o primeiro passo corresponde ao anticorpo especifico a pesquisar,
que estara presente na amostra diluida do paciente, que se liga ao antigénio ligado a
fase solida. A etapa seguinte consiste na ligacdo de um anticorpo, marcado com o
fluordforo, ao anticorpo especifico da amostra do paciente (EUROIMMUN, 2021a).
Estas células sao permeabilizadas com o intuito de permitir a entrada do autoanticorpo,
que pode estar presente ou nao na amostra de soro. A lamina é incubada com a amostra
de soro, e caso haja presenca de autoanticorpos, dar-se-4 a formacdao do complexo
antigénio-anticorpo (imunocomplexo) (Barone et al., 2009).

A formacao do imunocomplexo e consequente detecao da fluorescéncia é
possivel pelo uso do fluoréforo, usualmente é o isotiocianato de fluoresceina (FITC),
conjugado ao segundo anticorpo, que emite luz verde quando excitado por luz com um
comprimento de onda inferior (Im et al., 2019). Sao usados microscopios de

fluorescéncia ou leitores de placas para a detecao e estes contém filtros especificos para
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cada comprimento de onda emitido. Os fluor6foros convencionais como o FITC emitem
luz no comprimento de onda de 550 nm (Koivunen et al., 2006).
Este método indireto de fluorescéncia é amplamente utilizado pela sua elevada
sensibilidade, sinal de amplificacdo e pela sua habilidade para detetar varios alvos na

mesma amostra (Im et al., 2019).

4.1.13. Radioimunoensaio (RIA)

O radioimunoensaio (RIA) é uma metodologia de quantificacdo que envolve
quatro aspetos essenciais: 1) a substancia a ser medida (anticorpo); 2) a substancia
purificada e marcada com radiois6topo (antigénio), da mesma espécie quimica que a
substancia a ser quantificada, 3) anticorpo especifico com grande afinidade pela
substancia a medir; 4) processos de separacdo do complexo antigénio-anticorpo
(Mantovani et al., 2011). O principio do RIA preconiza a determinacdo da quantidade
de anticorpos ligados a antigénios marcados com radioisotipo, com o auxilio de um
contador de radiacao gama.

No subsetor de autoimunidade do SPC é possivel a determinacdo quantitativa
dos autoanticorpos Anti-dsDNA, através de RIA, para o controlo e monotorizacao de
pacientes com Lupus Eritematoso Sistémico (LES). Isto porque autoanticorpos Anti-
dsDNA tém sido detetados no soro e em tecidos de pacientes com LES. No entanto, s3o
também encontrados em individuos sem esta patologia, sendo bastante propenso o
desenvolvimento desta doenca nestes pacientes (Yu et al., 2007).

Também é possivel, neste servico, numa abordagem autoimune, a pesquisa de

anticorpos Anti-Insulina, anticorpos Anti-Receptor da Acetilcolina e Anti-MuSK.

4.1.14. Quimioluminescéncia (CLIA)

O principio da quimioluminescéncia, imunoensaio que estd na base do
funcionamento do equipamento BIO-FLASH®), diz respeito a emissdo de luz quando
um eletrao, que estd num estado excitado, transita para um nivel energético menor. A
excitacao é causada por uma reacao quimica que envolve a oxidacdo de um composto
organico por um agente oxidante (Cinquanta et al., 2017).

A quimioluminescéncia envolve entao a oxidacao de um composto organico (por
exemplo luminol) por um agente oxidante (peréxido de hidrogénio, hipoclorito ou

oxigénio). Esta reacao de oxidacao normalmente ocorre na presenca de catalisadores,
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como enzimas (por exemplo fosfatase alcalina). Os produtos excitados resultantes da
reacdo de oxidacao produzem quimioluminescéncia no retorno ao seu estado basal e
esta é detetada por um luminémetro (Koivunen et al., 2006).

O imunoensaio por CLIA assenta no seguinte: as amostras dos pacientes sao
pré-diluidas pelo equipamento BIO-FLASH® com uma solu¢ao tampao, sendo depois
combinadas pequenas quantidades da amostra diluida, as esferas paramagnéticas e o
tampao. De seguida, é adicionado o anticorpo conjugado com isoluminol. Apé6s a etapa
final de lavagem que o equipamento realiza, este transporta uma cuvete, que contém as
particulas paramagnéticas, para o luminoémetro, onde o agente oxidante e um
catalisador sdo injetados. No luminémetro, a molécula emissora de luz (um derivado do
luminol) produz luz que é medida entdo como um valor numérico, isto é, como
unidades de luz relativa (ULR). As ULRs sdo proporcionais a quantidade de conjugado
de isoluminol que € ligado ao anticorpo, que por sua vez é proporcional a quantidade de
autoanticorpos ligados ao antigénio alvo covalentemente ligado as particulas
paramagnéticas (Mahler et al., 2016). No laboratorio do SPC sdao quantificiveis os
seguintes anticorpos: Anti-DFS70; Anti-SSA, Anti-SSB; Anti-Sm, Anti-RNP; Anti-
Membrana Basal Glomerular; Anti-Cardiolipinas (IgG, IgM) e Anti-f2-Glicoproteina I
(IgG, IgM).

As principais vantagens deste ensaio dizem respeito a elevada intensidade do
sinal, auséncia de interferentes na emissao de luz (elevada especificidade), rapida
aquisicao do sinal do analito e também a elevada estabilidade dos reagentes e dos seus

conjugados (Cinquanta et al., 2017).

4.1.15. Immunoblotting

Através da metodologia de immunoblot, os antigénios impregnados na
membrana sao usados como fase sblida, a fim de detetar anticorpos especificos na
amostra do paciente. Se na amostra estiverem presentes os anticorpos especificos, estes
irdo ligar-se aos antigénios fixados na membrana. Na etapa seguinte, um anticorpo
marcado com fosfatase alcalina (conjugado) é adicionado, e ira ligar-se aos anticorpos
especificos em estudo, se presentes, e consequentemente formar-se-4 um
imunocomplexo. A fosfatase alcalina catalisa uma reacao de cor com um substrato que
¢é subsequentemente adicionado. Caso os anticorpos especificos estejam presentes na
amostra, devera aparecer uma linha escura na posicdo do respetivo antigénio. A

intensidade da coloracao resultante (linha escura, clara ou auséncia de linha) é
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proporcional a concentracdo de anticorpos na amostra (EUROIMMUN, 2021b;
Sternbak et al., 2019).

No laboratéorio do SPC, no subsetor de Autoimunidade, utiliza-se o ensaio
EUROLINE que tem por base esta metodologia para diagnosticar DAIs do tecido
conjuntivo, Esclerose Sistémica, Vasculite e Doenca Hepatica Autoimune. Sao também
pesquisados autoanticorpos associados a Colangites, Miosites, Polineuropatias
Autoimunes e Sindromes Paraneoplasicos.

Este ensaio utiliza uma tira comercial em que estdo presentes os diferentes
antigénios a pesquisar, tendo em conta as diferentes patologias em estudo. Em cada
tira de teste existe uma banda de controlo que indica se a incubacdo foi realizada
corretamente (Figura 19). O ensaio realizado no equipamento EUROBIlotOne esta
automaticamente associado ao software EUROLineScan (EUROIMMUN, 2021b).
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Figura 19: Tiras de teste de Immunoblotting para pesquisa de Anticorpos Anti-Nucleares (ANA).
Adaptado de (c, 2021b).

4.2. Estudo de Gamapatias Monoclonais

As gamapatias sdo patologias caracterizadas pela anormal distribuicdo e/ou
concentracdo das imunoglobulinas plasmaticas. As gamapatias monoclonais dizem
respeito a uma condicao na qual um tnico clone de células plasmaticas produz niveis
elevados de uma tnica classe e tipo de imunoglobulina. A imunoglobulina aumentada é
referida como proteina monoclonal (PM), proteina M ou paraproteina. As gamapatias
monoclonais podem ser sugestivas de malignidade, como € o caso do mieloma multiplo
(MM) ou macroglobulinémia. A classe (cadeia pesada) e o tipo (cadeia leve) devem ser
definidas porque o progndstico e o tratamento de um paciente siao diferentes,
dependendo da imunoglobulina envolvida (Turgeon Louise, 2014c).

Também pode existir elevacao policlonal das imunoglobulinas, sendo estas
causadas por distirbios como doenca hepatica, artrite reumatéide e infecio cronica. E
uma condicao que se caracteriza pela elevacdo de duas ou mais imunoglobulinas,
produzidas por varios clones de células plasmaticas (Turgeon Louise, 2014c).

Quanto ao seguimento de doentes com suspeita de gamapatias é necessario ter
em conta a histéria clinica destes doentes e um exame fisico. E solicitado um

hemograma com leucograma com observacao do ESP, determina-se a VS, faz-se
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doseamento de creatinina, célcio, albumina, proteinas totais, LDH e 32-microglobulina.
E caracterizada a proteintiria na urina de 24 horas e albumintria. Faz-se,
adicionalmente, uma eletroforese e imunofixacao de proteinas do soro e da urina.
Através dos equipamentos automatizados existentes no laboratério doseiam-se

imunoglobulinas séricas e cadeias leves livres (CLL) (Lab.Imunologia SPC, 2021).

4.3. Patogénese Autoimune

As DAIs sao o resultado de um funcionamento anémalo do sistema imunitario
onde, erroneamente, este ataca os seus proprios antigénios. Estas doencas sao
agrupadas em autoimunes especificas de 6rgao e nao especificas (sistémicas). Os
anticorpos sdo importantes biomarcadores usados no diagnéstico de DAIs. Os
autoanticorpos (AAC) especificos de certas patologias podem ser detetados num estadio
em que os sintomas clinicos ainda n3o se manifestaram, permitindo prever a
severidade da doenca. Assim, um diagnostico feito num estadio inicial € essencial para
diminuir a morbilidade e mortalidade causadas pelas DAIs. Os AAC que reagem com
antigénios especificos de um 6rgao ou tecido estdo intimamente ligados a doencas
autoimunes o6rgao-especificas (Chauhan et al., 2019).

No SPC, quando ha uma suspeita de uma DAI, primeiramente efetua-se a
pesquisa de Anticorpos Anti-Nucleares (ANA) e de Anticorpos Anti-Antigénios
Nucleares Extraiveis (ENA), sendo pesquisados paralelamente com outros parametros
tendo em conta a avaliacdo que é feita pelo clinico. Encontra-se no Anexo I o algoritmo
de identificacdo das diferentes patologias, bem como os conjuntos dos anticorpos que

as caracterizam, sendo esse o algoritmo base seguido pelo laboratorio do SPC.

4.4. Estudo e Monitorizacao de Doencas Autoimunes
(DAIs)

Anticorpos Anti-Nucleares (ANA)

A presenca de ANA est4 associada a diversas patologias reumatoides sistémicas,
como LES, Esclerose Sistémica, entre outras (Bossuyt et al., 2020). Em varias DAIs
sistémicas estdo presentes estes anticorpos e a sua detecao integra-se na etapa inicial
do diagnostico. A pesquisa de ANA por IFI é o método gold standard e utiliza como

substratos células HEp-2, que dizem respeito a células epiteliais do carcinoma da
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laringe (M. J. Sousa et al., 2021). Esta linha celular é usada devido ao elevado namero
de células em mitose, por possuirem uma boa morfologia celular e por expressarem
antigénios relevantes (Buchner et al., 2014). Os ANA caracterizam-se por serem um
grupo de AAC que se ligam a antigénios nao s6 presentes no ntcleo, como também no
citoplasma e aparelho mitotico das células (Sack et al., 2009).

As células HEp-2 sdo cultivadas em laminas e incubadas com o soro diluido do
doente. As laminas sdo entao digitalizadas no microscopio de fluorescéncia, que faz
precisamente a aquisicio de imagens de imunofluorescéncia. Este estd associado ao
EUROLabOffice (ELO), software que faz a interface entre os aparelhos da
EUROIMMUN e o sistema informatico usado no laboratoério do SPC, sendo as imagens
interpretadas e validadas nesta fase. Como parte integrante da interpretacao da
imagem obtida faz parte a distingao e a caracterizacio de diferentes estruturas celulares
como membranas nucleares, nucleoplasma, nucléolos, aparelho mito6tico, complexos de
Golgi, ribossomas, mitocondrias e fibras do citoesqueleto. Na avaliacdo e detecdo de
ANA por IFI/HEp-2 é importante, primeiramente, identificar a presenca/auséncia de
AAC na amostra, revelada pelo sinal de fluorescéncia verde emitido, aquando da
irradiacao da lamina com luz UV. O segundo aspeto importante é o titulo de anticorpo,
isto é, este titulo é um fator semi-quantitativo da concentraciao de anticorpo no soro,
tendo em conta a intensidade da fluorescéncia observada (Damoiseaux et al., 2019).
Terceiro, realiza-se a identificacio de ANA, tendo em conta a padronizacdo de
imunofluorescéncia (AC-0 a AC-29) definida pelo ICAP (International Consensus on
Antinuclear Antibody (ANA) Patterns) baseada nas diferentes estruturas celulares
identificadas (Anexo II). Para cada autoanticorpo com uma fluorescéncia e localizacao
particular, que estdo padronizadas, havera um autoantigénio correspondente (Sousa et
al., 2021).

Apesar desta identificacdo de padrdes nas células HEp-2, é necessario validar
complementarmente este resultado com testes de follow-up, para confirmar a presenca
da especificidade anticorpo-antigénio e, assim, se poder dar um diagndstico correto

(Damoiseaux et al., 2019).

Anticorpos Anti-Antigénios Nucleares Extraiveis (ENA)

Existem antigénios associados ao diagnodstico de DAIs que estao localizados no
nudcleo, entre os quais os Antigénios Nucleares Extraiveis (ENA), macromoléculas
acidas extraidas das fracoes salinas soluveis das células (Moore et al., 1981). Os ENA
constituem um grupo heterogéneo de ribonucleoproteinas e proteinas nucleares nao-

histonas com diferentes funcdes no metabolismo nuclear (Wenzel et al., 2001). Os
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Anticorpos Anti-Antigénios Nucleares Extraiveis (anti-ENA) pertencem ao subgrupo de
autoanticorpos ANA (Moore et al., 1981). Assim, a presenca de anti-ENA esta
intimamente relacionada com os diversos padroes de imunofluorescéncia de ANA
relacionados as diferentes DAIs.

Alguns ENA apresentam elevada especificidade para determinada patologia (p.
ex.: Scl-70 e Esclerose Sistémica) enquanto outros podem encontrar-se num amplo
espetro de doencas (Barros, 2019).

Nos testes laboratoriais realizados diariamente no SPC faz parte a aplicacao da
metodologia CLIA, rentabilizando-se a detecdo automatizada, incidindo sobre a
pesquisa simultidnea de anticorpos anti-ENA, nomeadamente anti-SSA (Ro60), anti-
Ro52/TRIM21, anti-SSB (La), anti-Sm, anti-RNP, anti-Scl70 (DNA topoisomerase 1) e
anti-Jo1 (Lab.Imunologia SPC, 2021). Se o resultado da pesquisa for positivo,
posteriormente faz-se a pesquisa de anti-Scl70 e anti-Jo1 por Immunoblotting e/ou
procede-se a identificacdo de anticorpos anti-SSA, anti-SSB (La), anti-Sm e anti-RNP
por CLIA.

Anticorpos Anti-Citoplasma dos Neutrdfilos (ANCA)

Anticorpos Anti-Citoplasma dos Neutro6filos dizem respeito a AAC que reagem
com proteinas expressas nos granulos citoplasmaticos dos neutréfilos
polimorfonucleares (Weiner et al., 2016). Os neutréfilos sao os leucocitos mais
abundantes na circulacao e sdo dos primeiros a intervir na resposta imune quando ha
estimulos infeciosos e nao infeciosos. Foi sugerido que, em alguns individuos, a
ativacdo de neutroéfilos, inadvertidamente, origina o aparecimento de ANCA contra
determinadas proteinas (antigénios), como a mieloperoxidase (MPO) e a proteinase 3
(PR3). Isto é, nesses individuos, acredita-se que estas interagoes continuas que ocorrem
entre ANCA-antigénio conduzam a uma persistente ativacao dos neutroéfilos, levando
ao desenvolvimento de DAIs, como por exemplo vasculites autoimunes (Sundqvist et
al., 2020).

Primeiramente, a pesquisa de ANCA é feita por IFI e esta metodologia utiliza
como substratos neutroéfilos fixados a laminas em meio de etanol e formalina. Quando
observadas, as laminas, ao microscopio de fluorescéncia, os ANCA podem apresentar,
mais frequentemente, um dos dois padroes: c-ANCA: padrao citoplasmatico granular;
ou p-ANCA: padrao perinuclear. No entanto, existem ANCA atipicos designados por x-
ANCA (Tabela 5).

A fluorescéncia do tipo c-ANCA, maioritariamente devido a AAC anti-PR3, é

localizada no granulo azuréfilo (Sundqyvist et al., 2020). Por outro lado, a fluorescéncia

45



Relatério de Estagio Curricular realizado no Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra e Estudo de
Caso de um Doente com Mieloma Miiltiplo
do tipo p-ANCA pode ser causada por AAC contra varias especificidades: anticorpos
anti-MPO, anti-PR3, elastase, lactoferrina, lisozima, catepsina G, BPI, glucuronidase e
azurocidina (Sundgqvist et al., 2020). O padrao de fluorescéncia caracteristico dos x-
ANCA, por IFI, é um padrao muito perinuclear em meio de etanol e em formalina é
negativo. Caso as amostras sejam positivas por IFI, no laboratério do SPC é feita,
posteriormente, a identificacdo e quantificacio da especificidade antigénica e

enzimatica, por FEIA.

Tabela 5: Padroes de ANCA (Lab. Autoimunidade SPC, 2021)

MEIO: ETANOL MEIO: FORMALINA

c-ANCA

p-ANCA

x-ANCA

Mosaicos para IFI

No laboratério do SPC, a IFI é realizada também para a determinacao
qualitativa e semi-quantitativa, in vitro, de anticorpos humanos IgG anti-nucleares
(ANA); anti-mitocondrias (AMA); anti-musculo liso (ASMA), anti-F-actina; anti-LC1
(Liver Cytosol Type 1) e anti-microssomas do figado e rim (LKM) em pacientes para
diagnosticar variadas DAIs do figado, nomeadamente Hepatites Autoimunes e
Colangite Biliar Primaria. Para o diagndstico de Anemia Perniciosa ¢ feita a pesquisa de
anticorpos Anti-Células Parietais Géstricas, que utiliza como substratos cortes de

estbmago. Quanto ao diagndstico de Dermatoses Autoimunes a pesquisa incide sobre
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anticorpos anti-pele, usando um mosaico dermatolégico como substrato
(Lab.Imunologia SPC, 2021).
A detecao de ASMA, anticorpos anti-F-actina, anti-LKM, anti-LC1 e AMA passa
por utilizar como substrato: cortes de mucosa gastrica, rim e figado de rato e, células de

cultura da aorta de rato (VSM) (Figura 20).

Figura 20: Imagens de IFI
com 0s diferentes
Liver (rat) VSM47 cells - - substratos utilizados no
o ' laboratério do SPC

(EUROIMMUN®)

HEp-Z cells

Kidney (rat)

5.Setor de Microbiologia

A microbiologia é um ramo da ciéncia que estuda as interacoes entre seres
humanos e microrganismos (bactérias, virus, fungos e parasitas). Embora estes tltimos
sejam agentes causadores de muitas doencas infeciosas, alguns deles nao sao
patogénicos e fazem parte do nosso organismo constituindo a flora normal ou
microbiota normal (Tille, 2017b). Um microrganismo s6 é patogénico quando € capaz
de causar doenca, sendo essencial um diagndstico laboratorial atempado, a fim de
identificar o organismo em causa e poder responder com uma terapéutica eficaz.

O setor de Microbiologia engloba os subsetores de Bacteriologia,
Micobacteriologia, Micologia, Parasitologia e Serologia. Este setor encontra-se
organizado em varias salas: uma sala onde se rececionam, integram e se processam as
amostras biolégicas; salas com aparelhos auxiliares ao diagnéstico microbiologico; sala
de microscopios; sala de refrigeracao e estufas; sala de arrumacao de material e
também gabinetes de validacdo. Na tabela seguinte (Tabela 6) encontram-se os

equipamentos que fazem parte deste setor e respetiva metodologia associada.

Tabela 6: Equipamentos do Setor de Microbiologia e metodologia associada
EQUIPAMENTO METODOLOGIA DO EQUIPAMENTO

Sysmex UF-5000 —

. - Citometria de fluxo com fluorescéncia
(Sysmex Corporation) 1
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AUTOPLAK (Beckman Coulter)

U |

3 ilinind

Sementeira automatizada de urinas (sementeira por

esgotamento)

BacT/ALERT® 3D (bioMérieux)

Colorimétrica

MALDI-TOF Biotyper® (Bruker)
Dessorcao Ionizacao Assistida por Matriz -

Tempo de Voo (MALDI-TOF) associado a

espectrometria de massa

MicroScan WalkAway

(Beckman Coulter) Absorvancia (Testes de Suscetibilidade

Antimicrobiana (TSA) automatizados)

Accelerate Pheno™ system

Accelerate Diagnostics
( gn ) Hibridizacao por fluorescéncia in situ (FISH)

automatizada para uma rapida identificacdo genémica

dos agentes infeciosos

Novodiag® System

Real Time- Polymerase Chain Reaction (RT-
o T = PCR)

£y
: ' Polymerase Chain Reaction (PCR)

VitaPCR™ (Credo Diagnostics)

GeneXpert® (Cepheid)

u PCR

BACTEC™ 9120™ (Becton )
Dickinson, BD) o Fluorimétrica (libertacio de um composto

" fluorescente devido ao consumo de 02)
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BACTEC™ MGIT™ 960 (Becton = G

Dickinson, BD) ] o _
—_— Fluorimétrica (libertacao de um composto
——, fluorescente devido ao consumo de 02)

5.1.  Bacteriologia

O procedimento laboratorial em Bacteriologia engloba a sementeira da amostra,
a incubacdo e avaliacdo da cultura, o isolamento, a identificacdo e testes de
suscetibilidade aos antimicrobianos (TSA) do(s) microrganismo(s) presente(s) na

amostra bioldgica.

5.1.1. Diagndstico laboratorial em bacteriologia

No diagnostico bacteriologico, a aplicacdo das técnicas de coloracdo permite
distinguir o tipo de bactérias tendo em conta a composicao quimica da parede celular.
As bactérias Gram-positivo retém o corante primario cristal de violeta e coram de roxo,
enquanto as bactérias Gram-negativo de cor-de-rosa. Nestas dltimas o corante cristal
de violeta é eliminado pelas lavagens com a solucao de alcool/acetona, ficando
incolores, e apenas estas retém a coloracdo do segundo corante (fucsina) que é
adicionado de seguida. As laminas coradas sao observadas ao microscopio 6tico com a

objetiva de imersao (Levinson, 2011a; Tille, 20171).

Meios de Cultura

E importante realizar-se a cultura de uma amostra para tornar possivel o
crescimento e isolamento dos microrganismos para que se consiga determinar,
posteriormente, quais os potenciais causadores de infecao.

As bactérias nao tém todas as mesmas necessidades nutricionais, sendo
necessario um meio de cultura apropriado aquando da sementeira dos produtos
biologicos diretamente nos meios. Apés a sementeira, as culturas sdo incubadas na
estufa com temperatura, humidade e atmosfera controladas e adequadas ao seu
desenvolvimento. A duracao das culturas depende da capacidade replicativa dos

microrganismos (Azinheira et al., 1998).

49



Relatério de Estagio Curricular realizado no Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra e Estudo de
Caso de um Doente com Mieloma Miiltiplo

Quanto as condicdes 6timas e adequadas a cada tipo de bactéria, temos de
considerar os seguintes fatores: disponibilidade de oxigénio- existem bactérias
aerObias, anaerobias facultativas e anaerdbias estritas; concentracdo de CO.- uma
concentracdo de 0,03% para bactérias aerdbias e entre 5 a 10% de CO, para culturas de
microrganismos anaerdbios; temperatura, ou seja, os microrganismos patogénicos
multiplicam-se mais facilmente a uma temperatura semelhante aquela que encontram
nos tecidos que colonizam, ou seja, a 37°C (com excegOes, como é o caso de
Campylobacter spp. que tem o seu crescimento favorecido a 42°C); pH- varia entre 6,5
e 7,5 mas geralmente os meios de cultura utilizados sao comercializados ja com o pH
ideal; humidade- a 4gua revela-se essencial também para uma cultura visto que as

bactérias a usam nas suas vias metabolicas (Carroll et al., 2006a; Tille, 2017c¢).

Técnicas de Sementeira

O processamento do produto biolégico envolve a realizacdo da técnica de
sementeira, que varia dependendo da amostra. A sementeira em meios de cultura
solidos (na placa) é feita por espalhamento com ansa ou zaragatoa com o objetivo de
obter colonias isoladas (sementeira por esgotamento) (Tille, 2017j) .

No caso da urina, a inoculacao é feita com auxilio de uma ansa (de 1 uL no SPC)
e deve permitir uma avaliacao semi-quantitativa das colonias (Fonseca et al., 2004).

O processamento dos catéteres é diretamente no meio sélido e a inoculacao faz-
se por rolamento (Tille, 2017a).

Para amostras em que os microrganismos se encontram em baixas
concentracoes como o LCR, o sugerido é uma inoculacdo por inundacao (Tille, 2017a).

A inoculacao de amostras em meio liquido é feita por adi¢ao direta do produto

biologico ao meio, seguida de uma homogeneizacao (Tille, 2017a).

5.1.2. Produtos bioldgicos

No laboratério de Microbiologia do SPC é rececionada uma grande variedade de
produtos bioldgicos e apenas sera referido o processamento laboratorial de alguns
deles: urina, sangue, fezes, LCR, exsudados vaginais, liquidos (peritoneal, pleural,
sinovial) e produtos respiratorios (expetoracoes, aspirados bronquicos e lavados
bronquicos) (ANEXO III).
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Urinas

As infecoes do trato urinario (ITU) sao as mais comuns, resultam da
multiplicacdo de microrganismos no trato urinario, dai as amostras de urina serem as
mais frequentes no Laboratério de Microbiologia. Considera-se como ITU a presenca
de microrganismos na urina, com possivel invasao e reacao das estruturas presentes
nos 6rgaos do aparelho urinario (Correia et al., 2007).

A colheita de urina por mic¢ao (jato médio) para analise laboratorial é feita,
apos a higienizacao da zona genital, para um contentor e seguidamente é colocada num
tubo de acido boérico para ser transportada (Fonseca et al., 2004). O 4cido borico é
importante na medida em que estabiliza a populacao bacteriana presente na amostra,
preservando as caracteristicas da mesma e possibilitando o seu armazenamento a
temperatura ambiente até 24 horas, caso nido seja possivel a refrigeracao imediata
(Carroll et al., 2006Db).

De notar que existem ainda outros tipos de colheita de amostras de urinas tais
como puncao de catéter urinario, puncao supra-pubica e drenagem de nefrostomia
(Fonseca et al., 2004).

No caso do SPC, todos os tubos de urina passam primeiramente pelo Sysmex
UF-5000, aparelho de citometria de fluxo que avalia varios parametros na urina tais
como: eritrocitos, leucocitos, células epiteliais, bactérias, cristais, leveduras, entre
outros. E gerado um alarme (segundo os cut-offs definidos) caso a amostra de urina
apresente leucotcitos, leveduras ou bactérias em elevado nuimero, dando uma
informacao sugestiva da presenca de ITU (Sysmex, 2022). Posteriormente, os tubos de
urina sao inseridos no aparelho AUTOPLAK (Beckman Coulter) que procede a
realizacao automatizada da sementeira da urina para os meios adequados que sdo a

Gelose de Sangue (GS) e Agar de Cistina Lactose Deficiente em Eletroélitos (CLED).

Tabela 7: Processamento de amostras de urina ({(Becton Dickinson GmbH, 2013e); 2(Becton Dickinson
GmbH, 2012))

Exame Naio se aplica
Microscopico
Exame Cultural Processamento Ansa de 1 uL,

Meios de Cultura GS: meio bastante nutritivo = CLED: meio que suporta o
de uso geral destinado ao crescimento de agentes
isolamento e cultura de patogénicos e contaminantes
microrganismos nao urindrios, porém evita o
exigentes e exigentes ! swarming (proliferacao) de

espécies de Proteus devido a
auséncia de eletrolitos 2

Incubacao 18 a 24h a 37°C e 5% CO-
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A interpretacdo semi-quantitativa das colonias bacterianas é feita a partir da
cultura. As coldnias s3o enumeradas e multiplicadas pelo fator de dilui¢do x1000 para
se obter as unidades formadoras de colonias (UFC) por mL. Assim, inferior a 10
colénias corresponde a <104 UFC/mL, 10-100 colénias correspondem a 104-105

UFC/mL, e >100 corresponde a >105 UFC/mL (Fonseca et al., 2004).

Tabela 8: Procedimento de identificacdo tendo em conta a interpretacao semi-quantitativa das
uroculturas

Numero de espécies Resultado e Procedimento
bacterianas
Sem crescimento apos 18 a 0] Cultura Negativa
24h
Crescimento >105 UFC/mL 1 (colénias idénticas) Identificacao e TSA
2 Repicagem para GS caso seja coco Gram-

positivo (CGP)/Repicagem para CLED caso
seja bacilo Gram-negativo (BGN)

>2 Flora mista/contaminacio; Rejeita-se a
amostra e sugere-se nova colheita
Crescimento entre 104-105 1 (s6 se cultura for pura) Identificacdo e TSA
UFC/mL >2 Flora mista/contaminacéo; Rejeita-se a
amostra e sugere-se nova colheita
Crescimento < 104 UFC/mL iouz2 Flora mista/contaminacdo; Rejeita-se a

amostra e sugere-se nova colheita

O agente etiologico mais frequentemente associado a ITUs é Escherichia coli, no
entanto outras bactérias sdo frequentemente isoladas, como Klebsiella spp.,
Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis, outras Enterobacteriaceae e Citrobacter
spp. (Correia et al., 2007).

Quanto a infe¢Ges urinarias causadas por bactérias Gram-positivas, tem-se o
Staphylococcus saprophyticus como agente responsavel por este tipo de infecao nas
mulheres jovens e sexualmente ativas (Cristino, 2000). Outros cocos Gram-positivos
sao Staphylococcus aureus, agentes de infecoes adquiridas tanto na comunidade como
no meio hospitalar e também Streptococcus agalactiae, Enterococcus faecalis e

Enterococcus faecium (Tille, 2017Kk).
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Sangue

O sangue é um dos produtos biologicos recebidos no laboratério de
Microbiologia do SPC, sendo importante no diagnostico de infecoes. Como o sangue é
um produto estéril, o isolamento de um microrganismo a partir de uma hemocultura é
geralmente indicativo do agente etiologico responsavel pela infecao.

A bacteriemia pode ser detetada através da realizacdo de uma hemocultura e
define-se pela presenca de bactérias no sangue (Serrano et al., 2019).

A hemocultura é uma prova analitica em que uma amostra de sangue é incubada
num frasco com meio de cultura que promove o crescimento de microrganismos, para
determinar a existéncia destes na corrente sanguinea do doente. A colheita é realizada
por puncao venosa de qualquer veia periférica. Devem ser colhidas duas a trés amostras
de sangue em locais anatomicos diferentes isto porque apenas uma hemocultura pode
ndo ser suficiente para diagnosticar uma bacteriemia intermitente. O volume de
sangue é critico porque a concentracdo dos microrganismos é baixa na maioria das
bacteriemias, principalmente se o doente estiver sob terapéutica antibiotica. No
entanto, para as criancas sao necessarios menores volumes de sangue (1 a 5 mL), pois a
concentracao dos microrganismos durante o periodo de bacteriemia é muito mais alta
do que nos adultos (volume recomendado: 10 a 30 mL) (Fonseca et al., 2004). As
hemoculturas sdo importantes também no diagndstico de sépsis, definida pela
disfuncao de o6rgaos causada por uma resposta nao regulada do doente face a uma
infecao (Serrano et al., 2019).

As amostras sao processadas num sistema automatico, BacT/ALERT® 3D, a
37°C no minimo durante cinco dias (Previsdomini et al., 2012). Este equipamento
utiliza uma tecnologia colorimétrica, sendo que cada frasco de hemocultura possui um
sensor de CO,, que é separado do meio de cultura por uma membrana semipermeéavel.
Esta membrana é sensivel as mudancas de pH causadas pela producao de CO. pelos
microrganismos (CO. difunde-se através da membrana para o sensor, dissolve-se em
agua e gera ioes de hidrogénio, fazendo diminuir o pH), mudando visivelmente de cor
cinza para uma coloracdo mais amarela. Durante este tempo de incubacao, as
hemoculturas ficam sujeitas a leituras periodicas e a uma verificagdo diaria dos

resultados (Thorpe et al., 1990).
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Tabela 9: Procedimento laboratorial associado ao processamento de hemoculturas no BacT/ALERT® 3D

Frasco de Hemocultura sem Cultura negativa
detecio de crescimento ao fim
de 5 dias de incubacao
Frasco de Hemocultura com Exame microscopico (Coloragao de Gram)
detecao de crescimento

Exame Meio de cultura GS

d t iodo de 5 dias d
urante o periodo de 5 dias de Cultural Incubacio 24 a 48h a 37°C e 5% CO-

incubacio

Tabela 10: Procedimento aplicado apo6s repicagem de frascos de hemocultura positivos ({(bioMérieux,
2022); 2 (Becton Dickinson GmbH, 2013a))

Cultura Negativa Repicagem para PolyViteX (PVX) (meio nutritivo que se destina
particularmente ao crescimento das bactérias mais exigentes) a partir do
frasco de hemocultura e incubar novamente 24 a 48h a 37°C, se suspeita de

microrganismo fastidioso *

Cultura Positiva 1espécie bacteriana = Identificagdo e TSA
2 espécies Identificacao e repicagem para CLED caso seja BGN ou
bacterianas CNA (Agar de Columbia Colistina + Acido Nalidixico

com sangue de ovelha a 5%- meio selectivo utilizado
para o isolamento de bactérias gram-positivas) caso
seja CGP 2

As bactérias mais comumente identificadas nas hemoculturas positivas sao
Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Enterococcus spp., E. coli,

Klebsiella spp, e Pseudomonas spp. (Previsdomini et al., 2012; Serrano et al., 2019).

Fezes

Existe uma microbiota normal composta por diversos microrganismos no trato
gastrointestinal. Por esta razao, as fezes sao um produto biol6gico com abundancia de
microrganismos, e torna-se dificil o isolamento do agente que causa a infecdo
(Levinson, 2011b). Por isso, sdao utilizados meios seletivos para favorecer o crescimento
das bactérias patogénicas em detrimento de outras.

As infecoes do aparelho gastrointestinal tém uma alta incidéncia na populacao
em geral (Fonseca et al., 2004). A diarreia é o sintoma clinico mais frequente, sendo
causada pelos agentes etioldgicos que se transmitem pela via fecal-oral, através de
alimentos ou aguas contaminadas (Hewison et al., 2012).

O exame as fezes envolve o exame macroscopico, ou seja, observar o aspeto e

consisténcia da amostra (fezes diarreicas ou moldadas; sanguinolentas, com muco ou
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aquosas) e a coprocultura é efetuada em varios meios seletivos. O exame cultural de
rotina de fezes, no laboratério de Microbiologia do SPC, envolve a pesquisa de
Salmonella spp. e Shigella spp., no qual as amostras sao inoculadas nos meios
Hektoen, Agar Salmonella Shigella (SS) e no caldo de bacilos Gram-negativos (BGN).
Este ultimo é um meio liquido de enriquecimento para recuperacao dos
microrganismos Salmonella spp. e Shigella spp. (desfavorecendo o crescimento de
espécies que nao fermentam manitol, como Proteus), que necessita de ser repicado
para os meios soélidos Hektoen e SS apds 18 horas de incubacao do caldo BGN (Tille,
20171). Procede-se a incubacdo destes meios solidos a 37°C durante 18 a 24h, em
atmosfera normal. A lactose, um dos constituintes destes meios, permite diferenciar as
bactérias fermentadoras e nao fermentadoras deste composto e, estes dois géneros nao
fermentam lactose (colonias incolores). Faz parte da constituicio do meio SS o
tiosulfato de so6dio (também presente no meio Hektoen) e o citrato férrico que permite
a detecao da producao de sulfureto de hidrogénio por parte da Salmonella spp. (colonia
incolor com centro preto), diferenciando-a da Shigella spp (incolor) (Becton Dickinson
GmbH, 2013c, 2013d).

Outros microrganismos pesquisados por rotina sdo Yersinia enterocolitica e
Campylobacter jejuni, utilizando-se os meios seletivos CIN (Cefsulodina-Irgasan-
Novobiocina) e CAM, respetivamente (Becton Dickinson GmbH, 2019; Bencton
Dickson GmbH, 2013). O meio para isolar Yersinia spp. é incubado numa atmosfera
aerdbia a uma temperatura de 37°C durante 24h a 48h. O meio para isolamento de
Campylobacter spp., é incubado a 42°C, entre 48h a 72h em atmosfera de
microaerofilia (5% O., 10% CO., e 85% N.) (Fonseca et al., 2004). Se forem observados
nas culturas estes microrganismos prossegue-se a identificacdo dos mesmos.

Também se pesquisam toxinas produzidas por bactérias, por exemplo a toxina A
e/ou toxina B produzida por Clostridium difficile, através de métodos de biologia
molecular. O gene codificante destas toxinas é pesquisado com o auxilio do GeneXpert
(Gateau et al., 2018).

O procedimento de outros produtos biol6gicos encontra-se esquematizado na

seguinte tabela (Tabela 11).

Tabela 11: Procedimento laboratorial para LCR, Exsudados (vaginais p.ex.), Respiratorios (Expetoragao,
Aspirados e Lavados Bronquicos) ((Liofilchem, 2006; Tille, 20171); 2(Becton Dickinson GmbH, 2006);
3(Tille, 20171); 4 (Becton Dickinson GmbH, 2013b))

Exame Exame Exame Cultural
Macroscopico Microscopico
LCR Amostra Turva/ Esfregaco para Meios Cultura Incubacao

Hematica Coloracao de GS; PVX; Brain Heart 24 a 72 horas a 37°C
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Liquidos Amostra

Turva/Purulenta

Exsudados

(Vaginais,

Uretrais e

Nao Aplicavel

Retais)

Respiratorios = Nao Aplicavel
(Expetoracao,

Aspirado
bronquico e

Lavado

bronco-

alveolar)

Gram

Esfregaco para
Coloracao de

Gram

Exame direto a
fresco; Esfregaco
para Coloracao de

Gram

Esfregaco para
Coloracao de

Gram

Infusion (BHI): meio
nutritivo usado para cultivar

organismos fastidiosos *

Meios Cultura
Pleural Peritoneal
e
Sinovial
GS; GS; Cooked
PVX; Meat (CM):
BHI meio de
enriquecimento
para
recuperacao de
anaerobios 2
Meios Cultura

GS; CNA; VCAT
(Vancomicina, Colistina,
Anfotericina e
Trimetoprim): meio para
isolamento de Neisseria
gonorrhoeae e Neisseria
meningitidis 3

Meios Cultura
GS; PVX; HAE: meio para
isolamento de Haemophilus
spp. 4; Gelose
Sabouraud: meio para
isolamento de leveduras e
fungos; Agar seletivo
Burkholderia cepacia:
meio seletivo para
recuperacdo de B. cepacia
de doentes com fibrose

quistica 3

5.1.3. Metodologias de identificacao em bacteriologia

em atmosfera

aerofilica

Incubacgao

24h a 48h a 37°C

Incubacgao

24h a 48h a 37°C

Incubacgao

24 a 48h a 37C em

atmosfera 5% de CO-

Apos os resultados preliminares obtidos no exame direto é feita a identificacao

dos microrganismos, ou seja, a interpretacao visual das primoculturas apos 18 a 24h de

incubacao. Com isto, correlaciona-se o crescimento bacteriano, quer seja em meio

solido ou liquido, com os resultados diretos observados em esfregacos corados pelo
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método de Gram obtidos anteriormente. Esta avaliacio do crescimento bacteriano
possibilita uma maior rapidez a nivel de diagnostico e consequente adequacdo da
terapéutica do doente (Tille, 20171).

A caracterizacdo da morfologia das colonias tem em conta varios parametros
como: tamanho; pigmentacio; forma (inclui forma, elevacio e margem da colbnia);
aparéncia da superficie (brilhante, opaca, seca, transparente); odor e alteracdes nos
meios de cultura como consequéncia do crescimento bacteriano como por exemplo pelo
padrao hemolitico (alfa ou beta hemolise). No entanto, nao é suficiente apenas avaliar a
morfologia da colonia para se fazer uma correta identificacao, isto porque bactérias da

mesma espécie exibem diversidade morfologica (Figura 21) (Tille, 20171).

Figura 21: Placas de cultura com crescimento de Pseudomonas aeruginosa (meio de GS) em A e
Klebsiella pneumoniae (meio CLED) em B (SPC, CHUC 2022)

Espectrometria de massa (MS): Matrix-Assisted Laser Desorption Time-Of-
Flight Mode (MALDI-TOF)

No laboratério de Microbiologia do SPC aplica-se a metodologia MALDI-TOF-
matrix-assisted laser desorption ionization time-of flight baseada na espectrometria
de massa para identificacdo microbiana, com o auxilio do MALDI-TOF Biotyper®
(Bruker). O procedimento pratico é feito a partir de uma colénia pura do
microrganismo que se quer identificar, é aplicada a amostra com uma ansa numa
lamina metalica, sendo posteriormente aplicada uma matriz a essa lamina (Figura 22).
Esta matriz desempenha um papel fundamental porque absorve a energia da luz do
laser e indiretamente faz com que o analito evapore. £ importante a solucio secar e o
resultado é entdo a cristalizacao das proteinas da amostra. A lamina é colocada no
aparelho, num ambiente de vacuo elevado e é disparado um raio laser UV que ioniza a
amostra e o processo de ioniza¢ao origina pequenas moléculas que passam através de
um tubo de vacuo até entrarem em contacto com o detetor do espectrometro de massa
(Jang et al., 2018).

O principio fundamental desta metodologia assenta no seguinte: moléculas com
diferentes massas e cargas migram com diferentes velocidades, o que se vai refletir no

tempo de voo, que € registado para cada proteina. Cada uma destas vai gerar um sinal
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distinto e tendo em conta que todos os microrganismos possuem um conjunto espetral
unico, existe um algoritmo neste sistema que 1€ cada espetro, originando uma série de
picos para se proceder a uma analise e comparagdo numa base de dados (Figura 22). A
identificacdo do microrganismo ¢é feita ao nivel do género e espécie e uma vantagem

desta identificacao automatizada é ser bastante rapida (Wattal et al., 2017).
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Figura 22: Identificacdo microbiana através da tecnologia MALDI-TOF (Adaptado de (Jang et al., 2018)

Testes de suscetibilidade aos antimicrobianos (TSA)

Apos a identificacao dos organismos presentes nas amostras biolégicas, segue-
se a realizacdo do teste de suscetibilidade antimicrobiana (TSA), com o objetivo de
determinar qual a antibioterapia mais adequada a infecdo. Assim, este teste é
importante para que a terapéutica seja eficaz no tratamento de infecoes causadas por
esses microrganismos (Tille, 2017d).

O resultado dos testes de suscetibilidade pode-se traduzir em sensivel
(microrganismo responde a terapéutica com o antimicrobiano utilizando a dosagem
normalmente recomendada), intermédio (alta probabilidade de sucesso terapéutico
porque a exposicdo ao antimicrobiano é aumentada pelo ajuste do regime de dosagem
ou pela sua concentracdo no local da infecao) ou resistente (improvavel uma boa
resposta terapéutica mesmo quando aumentadas as concentracoes do antimicrobiano
e/ou estd presente um mecanismo de resisténcia intrinseca) (Brown et al., 2011;

Fonseca et al., 2004). Estes resultados sao também expressos pela concentracao
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minima inibitéria (CMI). A CMI define-se como sendo a menor quantidade de
antibiotico que é necessaria para inibir o crescimento do indculo in vitro, e desta forma,
consegue-se estimar a quantidade de farmaco necessaria para inibir o crescimento in
vivo do microrganismo (Tille, 2017d).

Atualmente no laboratério de Microbiologia do SPC, o TSA é realizado pelo
aparelho automatizado MicroScan WalkAway (Beckman Coulter), a excecao de alguns
microrganismos para os quais é realizado um TSA manual. Este sistema procede a
incubacdo da suspensdo bacteriana e tem disponiveis painéis com concentracoes
predefinidas de antibidticos, tendo em conta a espécie microbiana, sendo que essa
suspensao é inoculada nos pocos de cada painel e estes sdo lidos pelo aparelho. O
crescimento bacteriano ¢é detetado por espectrofotometria (Tille, 2017d).

A interpretacdo e validacao dos resultados sdo feitas com base nas normas do
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST). No caso de
microrganismos e antibioticos ainda ndo estudados por este Comité pode-se consultar
as normas do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) ou consultar artigos

cientificos.

5.2. Micobacteriologia

As micobactérias compreendem o género Mycobacterium. Trata-se de bactérias
aerObias, imoveis, ndo capsuladas e ndo formadoras de esporos. A parede celular é
extremamente rica em lipidos, tendo caracteristicamente acidos micoélicos com cadeias
longas e ramificadas, o que torna a superficie hidrofébica e confere a estas bactérias
propriedades importantes. Uma vez coradas, resistem a descoloracdo por solugoes
acido-alcoolicas, sendo-lhes por isso atribuida a designacao de bactérias acido-alcool-
resistentes (BAAR) (J. P. C. de Sousa et al., 2000).

O grupo que compreende os patogénios estritos diz respeito a Mycobacterium
tuberculosis, M. bovis, M. africanum, sendo estas pertencentes ao complexo
Mycobacterium tuberculosis (MT) e M.leprae (Bento et al., 2011). Um segundo grupo a
considerar sao as micobactérias potencialmente patogénicas, podendo causar doenca e
exemplo disso é o complexo Mycobacterium avium-intracellulare. Este complexo
compreende bactérias que causam infecoes oportunistas em doentes
imunocomprometidos (J. P. C. de Sousa et al., 2000).

A fim de controlar a infeciosidade da tuberculose (TB) é imperativo um

diagnoéstico precoce para dar inicio ao tratamento adequado. O exame de referéncia
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para diagnosticar TB é o isolamento do MT em exame cultural (Bento et al., 2011). No
entanto, também pode ser feito o diagnostico de forma mais célere, com o auxilio do
GeneXpert® (Stevens et al., 2017).

A maioria das amostras biologicas enviadas ao laboratério para confirmacao
cultural de suspeita de infecdo por micobactérias (expetoracdo, lavados bronco-
alveolares, aspirados brénquicos, urina e fezes) sdo amostras que se encontram
contaminadas por flora comensal. Para maximizar o crescimento das micobactérias,
estes produtos biologicos contaminados necessitam de wum tratamento:
homogeneizacao e descontaminacao. No processo de descontaminacio € utilizada uma
solucdo de N-acetil-L-cisteina (NALC), citrato de sédio e NaOH. E adicionado tampao
fosfato para neutralizar a reacdo e logo depois a solucao é sujeita a centrifugacao
(15min a 3000xg) para concentrar a amostra. O sedimento resultante da centrifugacao
€ entao utilizado para inocular os meios de cultura e realizar o esfregaco para coloracao
de Ziehl-Neelsen modificada (Tille, 2017¢).

A amostra de fezes, pela presenca de muitos microrganismos, torna dificil o
processo de descontaminacdo, por isso, este tipo de amostras é sujeito a um pré-
tratamento antes da descontaminacdo (Tille, 2017e). E realizada uma suspensio com
fezes e agua destilada, a qual é filtrada com uma gaze. Em seguida, a solucao obtida
prossegue para a descontaminacao, tal como descrita anteriormente.

As amostras de sangue colhidas para frascos de hemoculturas siao inseridas
diretamente no aparelho BACTEC™ g120™, Estas garrafas de hemocultura contém um
meio de cultura nao seletivo, o BHI, e meio Middlebrook. No fundo de cada garrafa
existe um sensor de fluorescéncia sensivel a concentracao de CO., sendo o principio o

mesmo descrito para o BACTEC™ g60™.
Exame Microscopico

No exame microscopico é possivel distinguir as micobactérias das outras
bactérias e células. Este exame é realizado através do esfregaco feito em lamina e
corada por Ziehl-Neelsen. A modificacdo desta técnica de coloragio, em relacdo a
coloracao convencional, consiste na substituicdo do fenol (citotéxico e carcinogénico)
por um detergente organico liquido concentrado (Clarke et al., 1996). Esta técnica
baseia-se na coloracao pela fucsina basica que confere aos BAAR uma cor avermelhada
apos lavagem por alcool-acido. Apds lavagem é usado um segundo corante, azul de
metileno, que cora de azul outros microrganismos, células e detritos celulares (Tille,

2017¢e). Segundo a OMS, a definicao de caso de tuberculose a partir de um exame direto
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positivo baseia-se na presenca de pelo menos um BAAR, em pelo menos uma amostra

de expetoracao (Bento et al., 2011).
Exame Cultural

Quanto ao exame cultural, que é realizado depois do processamento inicial da
amostra, diz respeito a utilizacdo de diferentes meios de cultura com o objetivo de
otimizar a recuperacdo de micobactérias: um meio de cultura sélido e um liquido. O
meio de cultura s6lido que é utilizado no laboratério do SPC é o meio de Lowenstein-
Jensen (L-J) e a amostra inoculada no meio é incubada a 37°C, durante 6 semanas
(periodo que corresponde ao crescimento lento caracteristico das micobactérias). Com
este meio € possivel fazer-se uma determinacao quantitativa, através da contagem do
numero de colénias, o que o torna o mais adequado para a monitorizacio do
tratamento e a avaliacdo macroscopica do aspeto morfologico das colonias € feita uma
vez por semana. O meio liquido é o meio Middlebrook (MGIT) e, sendo um meio mais
enriquecido, serd mais sensivel (Bento et al., 2011). E constituido por um caldo
nutritivo Middlebrook 7H9, que favorece o crescimento das micobactérias,
suplementado com uma mistura de antibioticos composta por polimixina B,
anfotericina B, acido nalidixico, trimetoprim e azlocilina (PANTA). Esta solucao
PANTA inibe o crescimento dos microrganismos da microbiota normal (Becton
Dickinson GmbH, 2016). A amostra (inoculada no meio MGIT) é incubada a 37°C no
equipamento BACTEC™ MGIT™ 960, um sistema automéitico que monitoriza o
crescimento micobacteriano, baseado num método fluorimétrico. O tubo do meio
MGIT contém um composto fluorescente sensivel a alteracdo da concentragao de O..
Assim, quando hé crescimento bacteriano, existe consumo de O., e consequentemente
o sensor emite fluorescéncia. Assim, este equipamento identifica as culturas positivas
através da detecao de fluorescéncia (Bento et al., 2011). Depois de 6 semanas de
incubacao, se os meios de cultura n3o apresentarem crescimento de micobactérias, a
amostra é reportada como negativa. As culturas positivas do meio MGIT sao
confirmadas com um esfregaco para coloracio de Ziehl-Neelsen e também sao
inoculadas num meio GS, a fim de perceber se a positividade ndo é devida a um
contaminante.

Através de métodos de biologia molecular no laboratério do SPC a identificacao
de micobactérias pode ser feita com o auxilio do kit FluoroLyse® (Bielsa et al., 2021).

Quando uma cultura € positiva para micobactérias importa identificar a espécie
em causa. Atualmente, existem técnicas que permitem detetar, diretamente da amostra

com exame direto positivo, as muta¢des mais frequentes associadas a resisténcia a
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isoniazida e/ou rifampicina, através de amplificacdo e hibridizacdo com sondas

especificas (Bento et al., 2011).
TSA para Micobactérias

A realizacao do TSA é fundamental na decisdo terapéutica, sendo este teste de
sensibilidade importante para o tratamento eficaz e adequado de doentes com
tuberculose. A tuberculose multirresistente ¢ uma ameaca enorme a saide publica,
apresentando resisténcia a rifampicina e a isoniazida, os dois fArmacos mais usados
como tratamento eficaz contra a tuberculose (Bento et al.,, 2011). O tratamento da
tuberculose é frequentemente realizado através de um regime com véarios fArmacos, os
anti-micobacterianos de 12 linha, que incluem a Streptomicina, a Isoniazida, a
Rifampicina e Etambutol (SIRE) e ainda a Pirazinamida (PZA) (Programa Nacional
para a Tuberculose, 2020).

A Direcao Geral de Saude (DGS) preconiza a realizacdo de testes de
sensibilidade aos antibacilares de 12 linha em todos os novos casos de isolamento de
MT complex, tal como nos retratamentos. Estes testes devem igualmente ser repetidos
se um doente mantiver culturas positivas, ao fim de trés meses de tratamento, ou
desenvolver culturas positivas ap6s um intervalo de tempo com exames culturais
negativos (Bento et al., 2011).

O TSA para micobactérias é realizado no equipamento BACTEC™ MGIT™ g60.
Este aparelho monitoriza constantemente a fluorescéncia emitida por cada tubo, sendo
os resultados de sensibilidade determinados pela comparacao da fluorescéncia emitida
pelos tubos que contém farmaco em relacao aos tubos de controlo de crescimento (sem
farmaco) (Bento et al., 2011; Tille, 2017¢). Os resultados sao, finalmente, interpretados

automaticamente e reportados como sensivel ou resistente.

5.3. Micologia

Os fungos sao classificados em leveduras, fungos filamentosos e dimorficos. O
dimorfismo consiste na manifestacio da forma leveduriforme ou filamentosa,
consoante a temperatura for de 37°C ou de 25°C, respetivamente (Tille, 2017f).

Sabe-se que o numero de infecoes fliingicas tanto hospitalares como as
adquiridas na comunidade tém vindo a aumentar de forma acentuada e a principal

causa deste aumento é o nimero cada vez maior de doentes imunocomprometidos. E,
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microrganismos oportunistas (microrganismos que normalmente nao sao patogénicos)
infetam hospedeiros imunocomprometidos (Tille, 2017f).

O diagnostico laboratorial de infecoes fangicas implica o isolamento e a
identificacado do fungo responsavel por esta condicdo clinica. Muitas das infegoes
fangicas tém o seu foco principal nos pulmoes e sao frequentemente usadas amostras
do trato respiratdrio para diagnostico, embora também possa ocorrer a disseminacao
da infecdo para locais distantes de onde se encontra o organismo, podendo este ser
recuperado de locais nao respiratoérios (Tille, 2017f).

As condi¢des em que se incubam as culturas dependem da amostra biologica em
questdo e a incubacado é feita a 30°C numa estufa com humidade, mas em caso de
suspeita de dermatofitos o meio de cultura é incubado a 25°C. O tempo de incubagdo é
variavel porque a maioria dos fungos tem crescimento lento e, por essa razao, a duracao
varia consoante o tipo de fungo em estudo (Freitas, 2000). As amostras biologicas sao
inoculadas em Gelose Sabouraud (com cloranfenicol para impedir o desenvolvimento
bacteriano), pois este meio é especifico e utilizado essencialmente para o isolamento e
cultura de fungos (Becton Dickinson GmbH, 2009; Freitas, 2000; Tille, 2017f).

Apoés o tempo de incubacdo é feita a identificacdo do fungo tendo por base a
observacao macroscoOpica e microscdpica das colonias. Na observa¢ao macroscopica das
colbonias, deve-se valorizar a textura, pigmentacdo, taxa de crescimento (lento ou
rapido) e forma (Freitas, 2000). Para a observacao microscopica, com o auxilio de uma
ansa, é colocada uma por¢ao da coléonia numa lamela, com uma gota de azul de
lactofenol, sendo que esta coloracdo ird permitir a preservacao das estruturas e a
observacao dos esporos e das hifas (Tille, 2017f). No entanto, esta identificacao do
fungo isolado nem sempre pode corresponder ao agente que causa a patogenicidade,
pode ser um microrganismo da microbiota normal ou um contaminante. Assim, é
importante interpretar os resultados obtidos tendo sempre em conta a informacao

clinica do doente.

) Aspergillus clavatus Scedosporium
Alternaria alternata ) ) ) .
. ) ) _ (Colonia com 4 dias de (Coldnia com 9 dias de
(Coloénia com g dias de incubacao) . . . N
incubacio) incubacao)

Figura 23: Observagdo macroscopica de colonias de fungos (SPC, 2022)
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5.4. Parasitologia

O ramo da parasitologia é frequentemente associado a areas tropicais, porque as
doencas tropicais sao mais prevalentes nessas regioes geograficas. No entanto, muitos
parasitas com a capacidade de infetar seres humanos distribuem-se mundialmente, até
em zonas temperadas. As alteracoes climéaticas e o aumento das viagens contribuem
para esta distribuicio mundial (Tille, 2017h). E importante entender o ciclo de vida dos
parasitas, tanto para implementar medidas preventivas, como para perceber a
progressao da doenca em hospedeiros normais e imunocomprometidos.

No subsetor de parasitologia, do laboratério do SPC, as amostras
predominantes para anélise parasitologica sao fezes e sangue.

Para o exame parasitoldgico recomenda-se uma colheita de trés amostras fecais
em dias alternados. O exame parasitoldgico das fezes inclui o exame macroscopico e
microscopico da amostra. Quanto ao primeiro, observa-se o aspeto das fezes: textura,
cor e presenca de sangue ou muco. O exame microscopico envolve o processamento da
amostra através do kit comercial ParasiTrap®, usando um método de concentracao
(método de Ritchie modificado), de maneira a aumentar a probabilidade de serem
visualizados quistos, ovos, larvas e ainda trofozoitos (Mirante et al., 2016). O sedimento
que se obtém por esta técnica de concentragdo é observado ao microscopio utilizando
as objetivas de 10x na pesquisa de larvas e ovos, e a objetiva de 40x na identificacio de
quistos ou trofozoitos.

As infecOes parasitarias podem ser provocadas por Plasmodium spp,
Trypanosoma, Leishmania, Toxoplasma gondii; Entamoeba histolytica, Giardia

lamblia, Trichomonas vaginalis e também por helmintas (Fritsche et al., 2011) (Figura

24).
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C D

Figura 24: A — Leishmania (50x) ; B — Trypanosoma cruzi (100x); C — Schistosoma haematobium (40x);
D — Loa Loa (50x); E — Brugia malayi (100x); F — Wuchereria bancrofti (100x) (SPC, 2022)

A malaria é uma infecdo provocada por espécies de Plasmodium spp.,
nomeadamente Plasmodium vivax, P falciparum, P.malariae P.ovale e P. knowlesi
(Figura 25). Quanto ao diagnostico laboratorial sdo feitas laminas do esfregaco de
sangue periférico e da gota espessa e coradas pela coloracio de Giemsa. Na gota
espessa ha um aumento da sensibilidade aquando da detecao do parasita (maior
quantidade de sangue numa pequena area). Contudo, no esfregaco sanguineo, a
amostra esta integra e hé fixacao dos eritrocritos (ao contrario da gota espessa que lisa
os eritrocitos), permitindo um melhor estudo da morfologia do parasita e das alteracoes
caracteristicas do eritrocito parasitado. Consequentemente, é mais ficil a identificacao
da espécie de Plasmodium spp (Fritsche et al., 2011). Além desta analise, realizam-se
testes imunocromatograficos para a detecdo de antigénios de Plasmodium spp. A
detecao de antigénios do parasita fornece um marcador da presenca de infecao (CDC,

2022).

Figura 25: A - Plasmodium falciparum (gametocito) (50x); B — Plasmodium ovale (50x). (SPC, 2022)
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5.5. Serologia

A serologia diz respeito ao diagndstico de doencga infeciosa através da medicao
dos niveis de anticorpos no soro. Envolve o estudo das reacoes entre antigénio e
anticorpo no soro, permitindo avaliar o nivel de imunidade do hospedeiro (Tille,
2017g).

Em resposta aos antigénios caracteristicos de um determinado agente infecioso
sao produzidos anticorpos, ou seja, ha uma resposta imune humoral. Os primeiros
anticorpos a surgirem sdo as imunoglobulinas M (IgM), e s6 posteriormente surgem as
imunoglobulinas G (IgG). Assim sendo, a presenca de IgM no soro sugere uma infecao
aguda (fase em que a doenca infeciosa é diagnosticada pela primeira vez ou ha suspeita
dela), ou seja, infecao recente, contrariamente a presenca de IgG no soro que €
sugestivo de uma infecao passada (Tille, 2017g).

O estudo da cinética de anticorpos implica haver um intervalo de 2 a 3 semanas
na colheita que é feita ao doente. Através da alteracao no titulo de anticorpos (equivale
a maior diluicdo do soro do doente no qual o anticorpo ainda é detetavel) é possivel
monitorizar e interpretar a evolucao da doenca (Tille, 2017g).

A determinacdo do Indice de Avidez é um teste complementar & pesquisa de
anticorpos da classe IgG e IgM anti-Toxoplasma gondii. Apbs a detecao de anticorpos
da classe IgG e IgM, este indice ajuda a excluir a hipotese de infecdo recente, com
menos de 4 meses. Este teste permite a distin¢do dos anticorpos de avidez fraca (mais
recentes), de anticorpos de avidez forte (mais antigos), uma vez que esta aumenta ao
longo do tempo, apds primo—infecdo. O principio do doseamento associa o método
imunoenzimatico sandwich em duas etapas com uma detecao final em fluorescéncia,
isto é, na presenca de anticorpos na amostra, estes ligam-se ao antigénio especifico
adsorvido num cone (fase soélida), formando o complexo Antigénio-Anticorpo
(Laboratério SPC CHUC, 2022).

No laboratério do SPC, na Serologia, sao realizadas varias anélises serologicas,
que se encontram parametrizadas no Anexo IV. Também se realizam algumas técnicas

manuais, descritas na seguinte tabela.

Tabela 12: Técnicas manuais realizadas no subsetor de Serologia do SPC (*(Pessegueiro et al., 2003),
2(Laboratories, 2019))

TECNICAS MANUAIS
Rosa de Bengala
Consiste na reacao de aglutinacdo em placa, entre a amostra em estudo e uma suspensao tamponada de

Brucella abortus 99 (Weybridge), inativada pelo calor e pelo Fenol e corada por Rosa de Bengala. A
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positividade do resultado é atribuida em funcao da aglutinagao observada. ! Pesquisam-se anticorpos anti—
Brucella spp.

RPR

Prova de aglutinacdo em placa que deteta reaginas (teste nao treponémico). O anticorpo (reagina) liga-se
ao antigénio que é composto por um complexo de particulas de cardiolipina, lecitina e colesterol com
carvao ativado. Se houver reagdo anticorpo-antigénio revela-se uma aglutinacio, sendo a postividade
atribuida em funcao da maior diluicdo em que esta se verifica.

E o segundo teste a ser feito depois do sifilis screening ser positivo (isto é, quando o anticorpo anti -
Treponema pallidum é positivo).2

TPPA

E utilizada uma suspensio de particulas de gelatina sensibilizadas com antigénio purificado de Treponema
pallidum. Principio do teste: Particulas sensibilizadas sdo aglutinadas pela presenca de anticorpos anti -
Treponema pallidum na amostra. A positividade é atribuida em funcdo da maior diluicdo em que se

verifica a aglutinacdo. E realizado caso o RPR seja negativo.?

Durante o meu estagio na serologia tive a oportunidade de acompanhar um
estudo que foi desenvolvido por uma equipa multidisciplinar de profissionais do SPC
do CHUC. O estudo baseia-se na resposta imune celular (mediada por linfocitos T) e
mediada por anticorpos a vacina contra a Covid-19, ao longo do tempo e foi aceite para
publicacao.

O que se concluiu do estudo é que depois de ser administrada uma dose da
vacina aos individuos recuperados da infegao, verificou-se um aumento significativo
dos niveis de anticorpos IgG e IgA, e de linfocitos T especificos para SARS-CoV-2. No
entanto, 8 dos 50 participantes recuperados da infecdo, nao apresentavam linfocitos T
especificos para este virus (sete deles desenvolveram-nos apds a vacina). A importancia
deste dado deve-se ao facto de estar demonstrado que, em outros coronavirus, sao os
linfécitos T que asseguram a imunidade a longo prazo, desconhecendo-se, ainda, se

esta circunstancia também é valida para o SARS-CoV-2 (Laranjeira et al., 2022).

6.Setor de Bioquimica

A bioquimica € a ciéncia que estuda as reacoes quimicas que ocorrem nos seres vivos
(Berg et al., 2015). E fundamental na pratica clinica porque ao fornecer informacdes
sobre os processos metaboélicos consegue-se perceber e identificar quando estes
ocorrem associados a eventuais patologias. Desta forma, consegue-se dar apoio ao
diagnoéstico e monitorizacao de doentes (Baynes et al., 2014).

O setor de Bioquimica do SPC, sendo dos mais automatizados, encontra-se
maioritariamente no core, e tem equipamentos que estao inseridos na cadeia. Neste

setor, a maior parte das analises pedidas sao efetuadas em amostras do soro, plasma e

67



Relatério de Estagio Curricular realizado no Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra e Estudo de

Caso de um Doente com Mieloma Miiltiplo
urina, sendo utilizado o tubo do sangue total em EDTA (tubo hemograma) para a
determinacao da hemoglobina glicada (HbA1c). A grande maioria das amostras de soro
sao colhidas em tubos de gel. Também sao rececionadas amostras de LCR e outros
liquidos (pleural e peritoneal) para a determinacao da glicose, LDH, cloro, lactato, pH,
adenosina-desaminase (ADA), enzima conversora da angiotensina sérica (SACE) e
proteinas totais.

Existe uma sala onde é efetuada a triagem e o tratamento de urinas, bem como a
analise da sumaria de urina e sumaria com sedimento. E feita a pesquisa de sangue
oculto nas fezes, analise de calculos renais e outras analises pedidas com menos
frequéncia, como o doseamento de metais pesados (cobre, zinco, aluminio) e farmacos.
Como alguns destes parametros nao sao realizados todos os dias, isto porque se
rentabiliza ao maximo os reagentes para um maior nimero possivel de amostras,
diminuindo também o tempo despendido para a realizacdo destas anélises, as amostras
sdo aliquotadas para congelacdo, de forma a manter a sua viabilidade e integridade. Na
Tabela 13 encontra-se a descricdo dos equipamentos utilizados neste servico para a

determinacdo dos parametros bioquimicos e as respetivas metodologias.

Tabela 13: Equipamentos do Setor de Bioquimica e metodologias associadas
EQUIPAMENTO TECNICAS /METODOLOGIAS

Alinity i (Abbott Diagnostics); Alinity ¢ -
(Abbott Diagnostics) E

’ Quimioluminescéncia;

‘ =1 Espetrofotometria e Turbidimetria

D-100 (Bio-Rad)

troca cati6nica (HPLC)

Minicap (Sebia)

Eletroforese Capilar (EC)

AutionMax (ARKRAY)

b Espetrofotometria de refletdncia
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I Citometria de fluxo

‘[T

SediMax (ARKRAY)

SENTIFIT 270 (Sysmex)

Imunoquimica

6.1. Metodologias utilizadas no setor de Bioquimica

Neste setor sao utilizados os equipamentos Alinity ¢ para dosear os parametros das
andlises de bioquimica, com base nas metodologias ja descritas anteriormente
(espetrofotometria e turbidimetria). Os equipamentos Alinity i sdo também usados, e
sao um sistema de imunoensaio que maximiza a produtividade utilizando uma
tecnologia de quimioluminescéncia (ja descrita antes).

Além destas técnicas, utiliza-se a cromatografia liquida de alta precisdo (HPLC) para
a determinacado da hemoglobina glicada A1ic (HbA1c), no sistema automatizado D-100
(Bio-Rad).

6.1.1. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

O principio do ensaio realizado no equipamento D-100 é baseado na separacao
das fragoes de hemoglobina por HPLC de troca i6nica (Jaisson et al., 2015). O HPLC é
um tipo de cromatografia liquida que usa uma coluna que contém pequenas particulas
na fase estacionaria. Baseia-se na separacao das moléculas de uma mistura com base na
sua carga. No HPLC, os grupos funcionais da fase estacionaria sdo polares em relacao
aos da fase movel, que geralmente sao solventes apolares (Ullman et al., 2008).

O analito de interesse, neste caso uma mistura de hemoglobinas em solucao, sob
uma pressao elevada, passa através da coluna cilindrica que tem pequenas particulas
esféricas (fase estacionaria). A coluna (carregada positivamente) é entao perfundida
com um tampao (fase movel) que varia continuamente em pH e forca idénica (Sharma et
al., 2016). Ha retencao do(s) analito(s) na fase estacionaria (carregada negativamente),

através de ligacOes i6nicas. Em resposta a um gradiente de forca ionica crescente,
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proporcionado pela fase moével, ocorre a eluicdo dos componentes em tempos
diferentes, consoante a carga, sendo a detecdo por espetrofotometria feita a 415 nm e
690 nm (Sacks, 2008; Sharma et al., 2016).

E obtido um cromatograma que permite a identificacio e quantificacio do
analito com base no tempo de retencio e na area do pico. O resultado da HbA1ic é
calculado a partir da razdo HbAic/(fragdoes derivadas de HbA) e é expresso em

mmol/mol e/ou em percentagem (%) (Jaisson et al., 2015).

6.1.2. Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de
Massa (LC-MSMS)

A Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massa (LC-MSMS) é

uma técnica que envolve a separacao fisica de compostos-alvo (ou analitos) seguida da
sua detecao por espectrometria de massa (Annesley et al., 2008).

Os parametros que sdo avaliados, no setor de Bioquimica, por esta metodologia
sao: doseamento de catecolaminas, doseamento de acido vanilmandélico, metanefrinas
fracionadas (plasma e urina), doseamento de vitamina A e E, doseamento de cistina e
creatina na urina, acido guanidinoacético, clozapina, colistina, isoniazida,
imatinib/nilotinib, aminoacidos (plasma), acidos organicos, doseamento de vitamina
B1, B2 e B6, doseamento de vitamina C no soro, dcido metilmal6nico (também na

urina), antimicoéticos (plasma) e metabolitos azatioprina (sangue) (SPC, 2022).

6.2. Parametros analisados

Eletrolitos e ioes

Os eletrolitos participam na regulacdo do equilibrio hidrico e do equilibrio
acido-base no corpo. Geralmente sao solicitados varios destes analitos em conjunto
para avaliar o equilibrio geral, tanto num contexto de ambientes de cuidados
intensivos, bem como em ambientes de rotina. Existem condicoes nas quais o equilibrio
eletrolitico se encontra alterado, tais como edema, fraqueza, confusdo, arritmias
cardiacas, hipertensao arterial, insuficiéncia cardiaca, doenca hepéatica e doenca renal
(Reed, 2016). De seguida, na Tabela 14 sao apresentados os analitos quantificados no

SPC e arazao de serem feitas as analises aos mesmos.
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Tabela 14: Eletrolitos e i0es - Analito e razao pela qual é quantificado

ANALITO

SODIO (NA+)

POTASSIO (K+)
CLORO (CL-)
DIOXIDO DE CARBONO

(Co2)
CALCIO (CA2+)

FOSFATO (PO4-3)

MAGNESIO (MG2+)

FERRO (FE2+)

RAZAO PELA QUAL E QUANTIFICADO

Principal catido extracelular responsavel pela manutencao do equilibrio
hidrico na circula¢io; os niveis sanguineos sao controlados através da
excrecao e reabsor¢ao pelos rins

Principal catido intracelular responsavel pela contragao muscular e
manutencio da frequéncia cardiaca normal

Principal anido extracelular; alteracoes de concentracdo normalmente
refletem as concentracoes de s6dio

Principal anido que estabiliza o sangue para pH fisiologico (7,4)

Frequentemente medido como um teste screening (de triagem), uma vez que
este é rigidamente controlado e mantido numa estreita faixa de
concentracoes; valores alterados podem sinalizar uma ampla gama de
problemas metabdlicos

Geralmente medido junto com outros analitos para ajudar a diagnosticar
problemas com o metabolismo do célcio

Frequentemente solicitado como um teste de follow-up (de acompanhamento)
para niveis baixos de calcio ou potéssio ou para avaliar sintomas de problemas

musculares como fraqueza, espasmos, colicas ou arritmias cardiacas

Usado principalmente para determinar se o doente tem deficiéncia de ferro ou

para determinar se o doente tem uma sindrome de sobrecarga de ferro

Pequenas moléculas e metabolitos

Existem milhares de pequenas moléculas a serem formadas e destruidas em

processos metabdlicos todos os dias. Aquelas que circulam no sangue ou que sao

excretadas na urina podem ser utilizadas como indicadores que refletem o quao bem o

corpo esta a funcionar, isto é, se o doente estd a usar e a armazenar energia de forma

eficiente, a eliminar residuos e se esta saudavel. Na rotina laboratorial sao véarias as

moléculas que se quantificam, podendo ser dividas em: as que refletem o estado

nutricional, as que refletem a eliminacao de produtos residuais e aquelas que refletem o

controlo metaboélico (Reed, 2016) (Tabela 15).
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Tabela 15: Pequenas moléculas e metabolitos - Analito e razao pela qual é quantificado

ANALITO
GLICOSE

VITAMINA B12

ACIDO FOLICO

BILIRRUBINA TOTAL

BILIRRUBINA DIRETA

ACIDO URICO

CREATININA

AZOTO UREICO

AMONIA (NH4+)

Proteinas

RAZAO PELA QUAL K QUANTIFICADO
Para diagnosticar diabetes (glicose elevada no sangue reflete

deficiéncia de insulina ou resisténcia a insulina)

Identifica uma deficiéncia quando os niveis de ferro e eritrocitos de

grandes dimensoes estio baixos (anemia macrocitica)

Quantificado conjuntamente com a vitamina B12 para determinar a
causa da anemia macrocitica

Para avaliar a fung¢do hepatica

Para testar a capacidade do figado de conjugar a bilirrubina (forma

conjugada é soluvél em agua) e excreta-la

Para avaliar a inflamacdo articular que pode ser devido a gota;
muitas vezes solicitado para monitorizar a producao de acido trico

em doentes submetidos a quimioterapia ou radioterapia

Para avaliar a funcdo renal e monitorizar a terapia para doenca
renal; a creatinina pode ser quantificada no sangue, na urina ou em

ambos para avaliar a funcao renal

Frequentemente pedido com a creatinina para avaliar a func¢ao

renal; também usado para monitorizar pacientes em dialise

Para avaliar desorientacao, confusiao e coma em adultos; avaliar

irritabilidade e convulsées em recém-nascidos

As proteinas sdo macromoléculas — polimeros que sdo formados a partir de

aminoacidos essenciais. As proteinas que constituem o grupo com maior foco das

andlises de bioquimica s3o aquelas que estdo presentes no plasma sanguineo e sao

conhecidas como proteinas plasmaticas (Johnson, 2008). O grupo das proteinas inclui

proteinas plasmaticas, proteinas de transporte, proteinas de defesa e proteinas de

coagulacao. A maioria é produzida pelo figado, com excecao das imunoglobulinas

(produzidas pelos linfocitos B). Outras proteinas as vezes encontradas no sangue sao

proteinas cuja fun¢do primaria é desempenhada intracelularmente e a sua presenca no

sangue geralmente reflete dano celular (Reed, 2016) (Tabela 16).
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Tabela 16: Proteinas - Analito e razao pela qual é quantificado

ANALITO
PROTEINAS TOTAIS

ALBUMINA

ASPARTATO AMINOTRANSFERASE (AST)
ALANINA AMINOTRANSFERASE (ALT)

FOSFATASE ALCALINA (ALP)
GAMA-GLUTAMILTRANSFERASE (GGT)
LACTATO DESIDROGENASE (LD)
CREATINA CINASE (CK)

AMILASE
LIPASE
HEMOGLOBINA GLICADA (HbA1c)

TROPONINAS

PEPTIDEO NATRIURETICO DO TIPO B
(BNP) E PORCAO N-TERMINAL DO PRO-
BNP (NT-proBNP)

Hemoglobina Glicada

RAZAO PELA QUAL E QUANTIFICADO

E um teste de screening para ver se os niveis de proteina

estdo de acordo com o valor esperado

O nivel de albumina permite avaliar o estado nutricional

Avaliar distarbios hepaticos

Avaliar doencga hepatica, mais especifico para doencas
hepéticas do que AST

Avaliacao de doencas 6sseas e hepaticas

Avaliar doenga ou dano hepético

Indicadora (nao especifica) de dano no tecido

Sendo indicadora de dano muscular a subunidade CK-MB
(creatina cinase isoforma MB) desta enzima é elevada cerca

de 4-6 horas apdés um ataque cardiaco (infarte do miocérdio)

Para diagnosticar pancreatite
Para diagnosticar pancreatite
Em diabéticos, é um bom controlo da glicose durante um

periodo de 3 meses

Diagnostico de ataque cardiaco (infarte do miocéardio)

Ambos sdo usados para detetar e avaliar insuficiéncia

cardiaca

A hemoglobina glicada A1c (HbA1c) é a fracdo mais importante da hemoglobina

HbA1. Esta é irreversivelmente glicada em uma ou nas duas valinas do N-terminal da

cadeia  da hemoglobina. A HbA1c reflete a glicose plasmatica durante os 3 meses que

antecedem a anélise, por isso o teste a HbA1c é uma parte indispensavel do controlo e

monitorizacao da diabetes. Esta quantificacao permite avaliar a eficacia da terapéutica.

Além disso, auxilia o diagnostico da diabetes mellitus e ajuda na identificacao de

pacientes em risco de desenvolver esta patologia, isto porque a analise da HbAic ¢

prognéstico de complicacoes diabéticas (Koji¢ Damjanov et al., 2014).
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A colheita de sangue para o doseamento da HbA1c ndo necessita de ser feita em
jejum, podendo ser a qualquer hora do dia. Por esta razao, é um parametro de eleicao
para o controlo dos doentes diabéticos (World Health Organization, 2011).

Esta analise é feita na amostra de sangue total com EDTA através da técnica de
HPLC. No caso de haver resultados com valores muito diferentes do histérico do
doente, interferéncias ou presenca de outras variantes de hemoglobina, é efetuada uma
anéalise confirmatoria utilizando outra metodologia (eletroforese capilar) (Figura 26).
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Figura 26: Em cima, cromatograma de uma HA1c com presenca de uma variante de hemoglobina, HbS, e
respetivo perfil eletroforético, em baixo (Percentagem de HbS é de 36,5%) (SPC, 2022)
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Lipidos e lipoproteinas

Os lipidos sdo moléculas hidrofobicas, insoluveis em 4gua e soliveis em solventes
organicos. Estas moléculas desempenham um papel essencial no organismo porque
realizam funcoes endocrinas, energéticas, estruturais e participam na digestdo. Os
lipidos que circulam no plasma incorporados em complexos de macromoléculas sao
designados de lipoproteinas (Rifai et al., 2008).

Os lipidos e lipoproteinas sao quantificados principalmente como indicadores de
risco de doenca cardiovascular. Alguns dos analitos avaliados no perfil lipidico podem
estar elevados como resultado de outras doencas existentes, como hipotiroidismo,
diabetes ou doenca renal. E importante, por isso, saber a histéria clinica do doente e

descartar essas possiveis causas de anormalidades lipidicas (Reed, 2016) (Tabela 17).

Tabela 17: Lipidos e lipoproteinas - Analito e razdo pela qual é quantificado

ANALITO RAZAO PELA QUAL E QUANTIFICADO
COLESTEROL TOTAL O colesterol alto é um fator de risco para doenca

arterial coronaria

COLESTEROL LIPOPROTEINA DE ALTA  Parte do perfil de risco cardiovascular
DENSIDADE (HDL)
COLESTEROL LIPOPROTEINA DE BAIXA Parte do perfil de risco cardiovascular
DENSIDADE (LDL)
TRIGLICERIDEOS Parte do perfil de risco cardiovascular

Monitorizacao de farmacos

Alguns farmacos requerem monitorizacdo da sua concentracdo sanguinea,
nomeadamente aquelas que tém uma janela terapéutica estreita. Isto significa que ha
uma concentracdo definida na qual o firmaco é ativo e eficaz, sem apresentar
toxicidade. Se a concentracao descer do limite inferior, nao ha eficacia. Por outro lado,
se for mais elevado que o limite superior, o doente apresenta risco de problemas de
satde devido a toxicidade. O objetivo é garantir que o doente recebe o tratamento
adequado, o que, por vezes, pode ser desafiante quando se usam medicamentos com
janelas terapéuticas estreitas, como € o caso de alguns antibioticos (Reed, 2016). O
laboratoério de patologia clinica desempenha assim um papel fundamental ao testar a
concentracao do medicamento no momento em que se espera que a concentracao atinja
um maximo, isto para avaliar o risco de toxicidade. Contudo, imediatamente antes da

proxima dose, ou seja, quando se espera que o medicamento esteja na sua concentragao

75



Relatério de Estagio Curricular realizado no Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra e Estudo de
Caso de um Doente com Mieloma Miiltiplo
minima, também deve ser feito o doseamento para garantir e manter quantidades
terapeuticamente eficazes (Kang et al., 2009).
Alguns exemplos de drogas terapéuticas doseadas no SPC sao: acido valproico,
acetominofeno, teofilina, tobramicina, vancomicina, fenitoina, metotrexato, amicacina,

carbamazepina, digoxina, gentamicina, fenobarbital e litio.

Toxicologia e drogas de abuso

Muitas substancias que se encontram comercialmente disponiveis e de uso comum
podem ser toxicas se consumidas em quantidades que excedem a capacidade de
metabolizacdo do corpo. Num ambiente de urgéncia, é comum ver-se overdoses de
drogas associadas a toxicidade das mesmas. O laboratério desempenha assim um
papel fundamental no diagnéstico desta condicao (Reed, 2016).

A maioria dos testes a este tipo de drogas sdo feitos usando amostras de urina. Os
resultados sao interpretados de forma qualitativa, onde um resultado positivo indica a
presenca da droga acima de um determinado nivel (cutoff). Podem ser realizados testes
adicionais nas amostras positivas através de métodos quantitativos para confirmar a
presenca do analito (H. Porter, 2008).

Algumas das analises feitas no SPC incluem: anfetaminas, benzodiazepinas,

canabindides, cocaina e opiiceos.

Pesquisa de Sangue Oculto

A analise da pesquisa do sangue oculto nas fezes é um método eficaz para
diagnosticar precocemente patologias como o cancro do colon (Rex et al., 2017). A
quantificacdo da hemoglobina humana ¢é feita pelo equipamento automatizado
SENTIFIT 270, com base no principio descrito a seguir. H4 mistura entre a solucao
fecal tampao com um reagente de latex com anticorpo anti-hemoglobina humana e as
particulas de latex reagem com amostras de fezes que contém hemoglobina humana. A
aglutinacdo das particulas de latex é proporcional a concentracao de hemoglobina na
amostra. Ao aplicar um fator de conversao (concentracdo de hemoglobina na solucao
tampao) consegue-se determinar a concentracdo de hemoglobina humana nas fezes

(Auge et al., 2018).
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6.3. Bioquimica Urinaria

Realiza-se a analise sumaria de urina ou urina tipo II e a sumaria de urina com
sedimento, a fim de se avaliar a funcdo renal. A anélise sumaria de urina inclui a
avaliacdo fisico-quimica da urina e a observagdo do sedimento urinario. Esta anéilise é
complementar ao diagndstico e monitorizacdo de varias patologias, entre elas as
doencas renais e infecoes do trato urinario (McPherson et al., 2011).

Para este tipo de analise feita por rotina recomenda-se que seja feita a colheita por
jato intermédio da primeira urina da manha, que é a mais concentrada. No entanto,
para medi¢oes quantitativas, é necessaria uma amostra de urina de 24 horas
(McPherson et al., 2011).

As caracteristicas fisicas da urina que sao avaliadas sao a medicao da densidade e a
analise visual que permite caracterizar a cor e o aspeto. A anélise quimica é feita através
da interpretacdo de uma tira quimica que permite avaliar os seguintes parametros: pH,
proteina, glicose, corpos cetonicos, hemoglobina, bilirrubina, urobilinogénio, nitritos e
leucocitos. Estas tiras consistem numa série de pequenas areas reativas, onde estao
impregnados os reagentes, que quando em contacto com a urina (através de reacoes
quimicas) resulta numa alteracao da cor, que sera detetada por refletancia (McPherson
et al., 2011).

Frequentemente revela-se importante avaliar também o sedimento urinario pois
auxilia na detecdo de doencas renais e do trato urinario. O sedimento é obtido através
da centrifugacdo da urina e a avaliacdo, por citometria de fluxo, consiste na
identificacdo e caracterizacdo dos elementos presentes na amostra, nomeadamente
leucocitos, eritrocitos, células epiteliais, células com granulos, muco, microrganismos
(leveduras, bactérias e hifas), cilindros hialinos e granulosos, e cristais, que de acordo
com a sua morfologia é possivel classificar quanto a sua composicao (exemplo: urato,
acido urico, fosfato, oxalato de célcio, entre outros). O sedimento urinario centrifugado
devera ter todos os materiais insoltveis que se acumulam na urina apés o processo de
filtracdo glomerular e durante a passagem pelos tibulos renais e pelo trato urinério
inferior (McPherson et al., 2011).

No SPC, sao utilizados o AutionMAX e o SediMAX que sdo dois equipamentos
automatizados para a analise sumaria de urina, que como ja referido anteriormente
engloba o exame fisico-quimico e a analise do sedimento urinario.

O exame fisico-quimico é realizado no AutionMAX através de diferentes técnicas
fotométricas. O SediMAX ¢ constituido por uma centrifuga e um microscéopio com uma
camara incorporada, possibilitando a obtencdo de imagens de 15 campos diferentes

(Palmieri et al., 2018). As imagens obtidas sao transmitidas através do software do
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equipamento (Menasoft), sendo feita, logo de seguida, a avaliacdo do sedimento

urinario.
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Parte 2- Estudo de caso de um doente com
Mieloma = Mailtiplo: importancia do
diagnostico laboratorial tendo em conta os
varios setores do Laboratdorio de Patologia
Clinica

1. Gamapatias Monoclonais

1.1. Mieloma Multiplo

As gamapatias monoclonais sao um grupo de distarbios clinicos relacionados
com a proliferacio monoclonal de plasmécitos e sdo caracterizadas pela secregao
monoclonal de uma imunoglobulina (Ig), denominada proteina monoclonal (PM) ou
paraproteina, ou por um fragmento de Ig no soro e/ou urina. Para ser considerada
gamapatia monoclonal de significado indeterminado (MGUS) a PM no soro devera ser
inferior a 30 g/L e os plasmocitos na medula 6ssea deverao ser inferiores a 10%. Sao
ainda critérios necessarios para o diagnostico de MGUS a auséncia de envolvimento de
orgaos-alvo (ossos, rim e medula 6ssea) e a auséncia de evidéncia clinica de mieloma
multiplo (MM), macroglobulinémia de Waldenstrom, linfoma ou amiloidose (Parreira
et al., 2014).

O MM ¢ precedido por uma fase MGUS ou de mieloma assintomatico (Hungria
et al., 2013). E uma neoplasia hematoldgica caracterizada pela proliferacdo clonal de
plasmocitos malignos no microambiente da medula 6ssea associado ao surgimento de

proteina monoclonal sérica e/ou urinaria e presenca de disfuncao de 6rgaos-alvo
(Hungria et al., 2013). O MM ¢ a segunda neoplasia hematologica mais comum com
uma incidéncia estimada na Europa de 4,5-6,0/100 000/ano (Dimopoulos et al., 2021).

As células do mieloma, plasmoécitos com mutacoes, produzem e secretam PM
(ttm origem no mesmo clone) no sangue e/ou na urina e a quantidade de PM
produzida varia de doente para doente. E importante saber se as células do mieloma de
um doente nao sao secretoras (sem libertacao de proteina no sangue ou na urina), ou se
sao muito ou pouco produtoras, pois auxilia na interpretacdo da relacdo entre um
determinado nivel da proteina e a carga tumoral do mieloma (Durie, 2018). A
acumulacdo das Igs nao funcionais e a interacao dos plasmocitos monoclonais com
outras células da medula 6ssea origina alteracGes hematologicas, incluindo anemia

e/ou baixa contagem de leucocitos ou plaquetas, lesdes Osseas, insuficiéncia renal e

79



Relatério de Estagio Curricular realizado no Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra e Estudo de
Caso de um Doente com Mieloma Miiltiplo

hipercalcémia (Brigle et al., 2017). A PM é produzida e libertada na corrente sanguinea
e/ou na urina, havendo reducao da funcao imune normal, refletida por niveis reduzidos
de imunoglobulinas normais e aumento da suscetibilidade a infecao (mais provavel se a
contagem de leucocitos for baixa) (Durie, 2018).

Segundo o International Myeloma Working Group (IMWG)! a nova definicao
de mieloma multiplo ativo é: percentagem de células plasmaticas clonais na medula
6ssea > 10% ou plasmocitoma 6sseo ou extramedular demonstrado por biopsia e
qualquer uma ou mais das caracteristicas CRAB (calcium elevation, renal dysfunction,
anemia, bone disease) e eventos definidores de mieloma, que se encontram descritos

na tabela 18.

Tabela 18: Critérios de Diagnéstico de MM*
Critérios IMWG, 2014

Percentagem de células plasmaticas clonais na medula 6ssea > 10% e/ou plasmocitoma 6sseo ou

extramedular demonstrado por biopsia;

Diagnostico baseado na evidéncia de lesGes de 6rgaos atribuida a doenca proliferativa de células
plasmaticas subjacente (critérios CRAB):
e Hipercalcémia: célcio sérico > 0.25 mmol/L (> 1 mg/dL) maior do que limite superior de
normalidade ou > 2.75mmol/L (> 11mg/dL);
e Insuficiéncia renal: clearance creatinina < 40 mL/min ou creatinina sérica > 177 umol/L (>
2 mg/dL);
e Anemia: hemoglobina > 20 g/L abaixo do limite inferior de normalidade, ou valor de
hemoglobina < 100 g/L;
MM e LesOes Osseas: uma ou mais lesdes osteoliticas observadas na radiografia, tomografia
computorizada (CT), ou tomografia por emissdao de positrées com tomografia
computorizada (PET-CT)

Um ou mais dos seguintes biomarcadores de malignidade:
e Percentagem de células plasmaticas clonais = 60 %;
e Razdo cadeias leves livres (CLL) séricas “involved/uninvolved” = 100%;
e Mais de 1 lesdo focal (0osso ou medula 6ssea) nos estudos de Imagem por Ressonincia
Magnética (MRI)**.

*Cadeia leve livre “involved”, kappa ou lambda, é aquela que esta acima do intervalo
de referéncia e deve ser = 100 mg/L. Cadeia leve livre “uninvolved” esta dentro ou
abaixo do intervalo referéncia.

**Cada lesao focal deve ser > 5 mm de tamanho

'Adaptado de: https://www.myeloma.org/international-myeloma-working-group-imwg-criteria-diagnosis-

multiple-myeloma, consultado dia 16/06/2022

80


https://www.myeloma.org/international-myeloma-working-group-imwg-criteria-diagnosis-multiple-myeloma
https://www.myeloma.org/international-myeloma-working-group-imwg-criteria-diagnosis-multiple-myeloma

Relatério de Estagio Curricular realizado no Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra e Estudo de
Caso de um Doente com Mieloma Miltiplo

De notar que nao é necessaria a presenca de PM como critério de diagnostico
para MM. A presenca ou auséncia de proteina monoclonal ¢ utilizada para distinguir,
respetivamente, o MM secretor do MM nao secretor (Rajkumar et al., 2014).

O diagnostico de MM inclui estudos laboratoriais, estudos de urina, biopsia de
medula 6ssea e avaliacdo radiologica. A anilise laboratorial inclui um hemograma
completo com contagem diferencial de leucécitos e contagem plaquetaria, doseamentos
de LDH e B2-microglobulina, eletroforese de proteinas séricas (proteinograma) com
quantificacdo da PM (se for possivel), imunofixacdo do soro, doseamento sérico de
imunoglobulinas e de CLL. Os estudos de urina incluem uma amostra de urina de 24
horas para eletroforese de proteinas totais e imunofixa¢do. A bi6psia de medula 6ssea
inclui imuno-histoquimica e/ou citometria de fluxo, analise FISH e citogenética. As
sondas FISH devem detetar, no minimo, a presenca de del13, del17p, t(4;14), t(11;14),
t(14;16) e amplificacdo 1q21 (Brigle et al., 2017).

Além do doseamento de CLL é possivel realizar o ensaio que permite quantificar
o par de cadeias pesadas/leves (Heavy/Light Chain-HLC). Uma quantificacdo o mais
correta possivel da proteina monoclonal é de maxima importancia para o diagnostico,
prognostico e follow-up de doentes com MM e outras gamapatias monoclonais. Assim,
o Hevylite é um imunoensaio totalmente automatizado que deteta especificamente os
diferentes pares de cadeia pesada/leve (IgGk/IgGA, IgAk/IgAA, IgMx/IgMA), com a
finalidade de proporcionar wuma quantificacio precisa do par HLC
monoclonal/envolvido (iHLC) e o par HLC policlonal/nao envolvido (uHLC) do mesmo
isotipo (Tabela 19). De salientar que o limite de detecdo do ensaio HLC é inferior ao dos
métodos convencionais (eletroforese de proteinas séricas, eletroforese capilar e
imunofixacdo) atualmente usados para a detecdo de imunoglobulinas monoclonais no
soro (Rios-tamayo et al., 2021). Este ensaio é particularmente 1til e deve fazer-se em
situacoes em que a PM nao é visivel no proteinograma ou, sendo visivel, se encontra a
co-migrar com outras proteinas na regiao Beta ou mesmo na regiao Gama de
eletroforese.

Semelhante ao doseamento de CLL, o ensaio HLC pode fornecer uma medicao
sensivel de clonalidade através da razao HLC (HLCr) em pacientes que produzem PMs.
A sensibilidade do diagnostico HLCr é proxima a 99% em doentes com MM (Rios-
tamayo et al., 2021).

Apesar deste ensaio ainda nao estar incluido nas guidelines do diagnostico de
MM, devera fazer-se pela importancia que tem, principalmente em doentes que
produzem PMs como a IgA. Estudos propéem que através deste ensaio se possa
substituir todos os ensaios que atualmente se fazem em doentes com MM IgA com

padrao de migracao na regiao 3 (beta) do proteinograma, e o mesmo para doentes com
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IgG e IgM (Rios-tamayo et al., 2021). Como ja dito anteriormente, quando é detetada
uma PM por eletroforese sérica e/ou doseamento de CLL, devera ser feita a
imunofixacdo. Desta forma, o isotipo de PM presente é identificado e o imunoensaio
HLC pode ser realizado (Rios-tamayo et al., 2021). No que diz respeito a monitorizagao,
esta é baseada em resultados de HLC e doseamento de CLL (quando existem). O uso
combinado destes ensaios permite a deteciao de alteracoes na concentracdo no isotipo

da PM devido a informacao sobre a evolucao clonal (Rios-tamayo et al., 2021).

Tabela 19: Descri¢ao dos pardmetros do imunoensaio HLC. Adaptado de (Rios-tamayo et al., 2021)

Parametro Definicao Descricao Exemplo num
doente IgAk
iHLC HLC envolvida Par monoclonal HLC produzido por IgAk
plasmocitos
HLCr Razao HLC k/A Indica clonalidade IgAk/IgAA
dHLC Diferenca HLC Diferenga na concentracao entre iHLC e IgAk-IgAA
uHLC
uHLC HLC nao envolvida Par policlonal HLC do mesmo is6tipo IgAA

O tratamento de doentes com MM inclui terapia de inducao, quimioterapia de alta
dose com transplante de células estaminais hematopoiéticas, uso de radiacao para
preservar a medula 6ssea, terapia de manutencao, cuidados de saide como medicacao
para dor, fatores de crescimento, antibidticos e terapia antiviral, monitorizacdo de
doenca resistente a medicamentos e terapias novas e experimentais: drogas
imunomoduladoras Thalomid®, Revlimid®, Pomalyst® (pomalidomida), inibidores
do proteassoma injetaveis Velcade® e Kyprolis® e anticorpos monoclonais (Durie,
2018).

No que diz respeito ao follow-up de doentes com MM deve ser realizado
mensalmente ou pelo menos a cada 3 meses um hemograma completo, eletroforese de
proteinas do soro e urinarias e doseamento de CLL séricas, doseamento de creatinina e
calcio. Em caso de dor 6ssea, deve ser feita CT, ressonancia magnética ou PET-CT para

detetar novas lesoes 6sseas (Dimopoulos et al., 2021).
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1.2. Caso clinico

Doente do género masculino, com 74 anos de idade com pedido de consulta do
Hospital de Castelo Branco. O doente recorreu ao Hospital de Castelo Branco no dia
25/11/2021 com queixas de dor no ombro direito com 5 dias de evolucdo, estando
referida queda cerca de um més antes; doente refere que nao tera tido dores apos a
queda. Foi feito Raio-X, que levantou hipotese de fratura patologica, tendo realizado CT
do ombro, que refere fratura patoldgica com componente expansivo de tecidos moles
intramedular, com lesao expansiva da omoplata e glen6ide com destruicao cortical.

Foram realizadas anélises no dia 28/01/2022 na consulta de

Hematologia/Oncologia, estando apresentados na tabela 20 os parametros com os

respetivos resultados e valores de referéncia.

Tabela 20: Anélises realizadas no dia da consulta de Hematologia/Oncologia do dia 28/01/2022

(SPC,2022)
Hemograma

Parametro Resultado Valores de Referéncia
Leucocitos 5.3x10"9/L 3.60-10.5 x10"9/L
Eritrocitos 2.65 x10"12/L, 4.00-5.65 x10"12/L,
Hemoglobina 8.9g/dL 11.8-15.8 g/dL
Hematocrito 25.5% 37-49%
Plaquetas 99 x10"9/L 140-385 x10"9/L
Plaquetdcrito 0.10% 0.20-0.45%

Bioquimica (Sangue)

Parametro Resultado Valores de Referéncia
Azoto Ureico 21.3 mg/dL 7.9 - 20.9 mg/dL
Creatinina 2.14 mg/dL 0.72 - 1.18 mg/dL
Sodio 131 mmol/L 136 — 146 mmol/L
Cloro 99 mmol/L 101 — 109 mmol/L
Albumina 3.3g/dL 3.5-5.2g/dL
Calcio 8.5 mg/dL 8.8 - 10.6 mg/dL
Proteina C Reactiva 1.41 mg/dL < 0.50 mg/dL

Imunologia

Parametro Resultado Valores de Referéncia
Imunoglobulina A 28.18 g/L 1.01- 6.45 g/L
Cadeias Leves Lambda 11.79 g/L 2.06-7.69 g/L
Relacao Kappa/Lambda 0.36 1.30 - 2.61
Cadeias Leves Kappa Livres 27.8 mg/L 3.30 -19.40 mg/L
Cadeias Leves Lambda Livres 2153.9 mg/L 5.71-26.30 mg/L
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Sem insuficiéncia renal: 0.26 -

1.65

Relacio Kappa Livre/Lambda Livre 0.010 ) .
Com insuficiéncia renal: 0.37 -
3.1

Relagio cadeias leves livres

. ~ . 77.56
envolvidas/nao envolvidas
Beta 2 Microglobulina 14.70 mg/L 0.97 - 2.64 mg/L

A pesquisa de cadeias leves kappa e lambda urinérias revelou o valor de 0.068
g/24h e 3.76 g/24h, respetivamente.

A insuficiéncia renal (creatinina sérica >2 mg/dL), anemia (hemoglobina <10
g/dL) e também as lesGes Osseas (evidenciadas na CT) sugerem a evidéncia de lesao de
o6rgao alvo associado a doenca proliferativa neste doente.

Neste estudo foi realizada a eletroforese das proteinas séricas (Figura 27), tendo
sido observada uma grande elevacao (alteracdo) da fragao Beta 1, provavelmente devido
a presenca de uma PM e detetaram-se valores anormais nas seguintes fracoes de
proteinas: albumina, beta 1 e gama (Tabela 21). Assim, a interpretacao feita foi: duas
PMs na fracdo Beta. Foi feita também a imunofixa¢io sérica (Figura 28) que permitiu
confirmar e caracterizar a PM como sendo do isotipo IgA lambda com cadeias leves
lambda livres. Relativamente a imunofixacao urinaria (Figura 28) observam-se cadeias

pesadas Alfa (IgA) e leves Lambda Monoclonais.

Tabela 21: Valores obtidos do proteinograma
do dia 28/01/2022 (SPC, 2022)

R Valores de
Parametro Resultado .
Referéncia

Albumina 3.14 g/dL 3.35-5.29 g/dL

(39.2%)
Alfa1 0.31 g/dL 0.17-0.39 g/dL
(3-9%)
Alfa 2 0.78 g/dL 0.43 - 0.94 g/dL
| T (9.8%)
Figura 27: Eletroforese de proteinas séricas do dia Beta 1 2.95 g/dL 0.28 - 0.58 g/dL
28/01/2022 (SPC, 2022) (36.9 %)
Beta 2 0.25 g/dL 0.19 - 0.52 g/dL
(3.1%)
Gama 0.57 g/dL 0.67-1.50 g/dL
(7.1%)
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Figura 28: Imunofixacio sérica (a esquerda) e urinaria (a direita) do dia 28/01/2022 (SPC, 2022)

Quanto a imunofenotipagem, o estudo fenotipico do aspirado de medula 6ssea
detetou a presenca de 7% de plasmocitos, em que 99.8% destas células tinham um
fenotipo diferente do das células plasmaticas da medula 6ssea normal. Do aspirado de
medula 6ssea procedeu-se a separacao dos plasmocitos para estudo por FISH, e o
relatério deste estudo conclui que ap6s hibridizagio in situ em plasmocitos observou-se
ganho 1q21 em 40% dos nudcleos. Os ganhos 1q21 sdo indicadores independentes de
mau prognostico citogenético em MM (Brigle et al., 2017). Quanto ao mielograma
(estudo do aspirado de medula 6ssea) o relatorio concluiu o seguinte: “Observaram-se
fragmentos de celularidade variavel (6 dos fragmentos observados apresentam células
adiposas e auséncia de tecido hematopoiético). Nao se observaram megacariocitos.
Linhas mielbide e eritréide presentes. Presenca de cerca de 10.4% de plasmocitos
(foram observados plasmocitos binucleados - atipicos)”.

Portanto, perante os resultados hematoldgicos, bioquimicos, doseamento de Igs,
doseamento de CLL, eletroforese sérica e urinaria, FISH e mielograma, o diagndstico
definitivo foi MM.

Depois de 1 e 3 meses deste diagnostico foram realizadas novas analises e um dos
ensaios efetuados foi o das Hevylite IgA, estando os resultados apresentados na

seguinte tabela.
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Tabela 22: Ensaio Hevylite IgA realizado no dia 08/03/2022 e 05/05/2022 (SPC, 2022)

Imunologia
Resultado dia Resultado dia
Parametro Valores de Referéncia
08/03/2022 05/05/2022

IgA Kappa 0.185 g/L 0.489 g/L 0.432 - 2.035 g/L
IgA Lambda 22.574 g/L 9.461¢g/L 0.588 -2.984 g/L

0.008 0.052
Relacao IgA Kappa/IgA Lambda 0.911 - 2.416
Relacdo IgA envolvida/IgA ndo 122.022 19.347
envolvida
Diferenca IgA envolvida-IgA nao 22 9
envolvida

Este ensaio é importante para monitorizar alteracbes na concentracao no isotipo
da proteina monoclonal, que neste caso é uma IgA. Com estes resultados conclui-se que
a evolucao clonal tem sofrido alteracoes favoraveis, pois todos os parametros
melhoraram, nomeadamente a relacao IgA envolvida/IgA nao envolvida que diminuiu
de 122.022 para 19.347, o que traduz uma diminuicdo da clonalidade (o clone de
plasmocitos diminui a producao de PM).

No dia 05/05/2022 a quantificacio de IgA revelou o valor de 13.45 g/L. No
doseamento de CLL séricas obtiveram-se os seguintes valores: CLL kappa 22.2 mg/L e
CLL lambda 657.5 mg/L. A pesquisa de cadeias leves kappa e lambda urinarias revelou
o valor de 0.047 g/24h e 0.90 g/24h, respetivamente. Verifica-se uma melhoria em
todos estes doseamentos, relativamente aos do dia 28/01/2022, data do diagnostico.
Foi realizada também imunofixacdo urinéria, onde se pode visualizar, no gel, 2 bandas
com o antissoro monoespecifico anti-cadeias leves Lambda porque estas cadeias

formam dimeros (monomeros de 25 KDalton e dimeros 50 Kdalton) (Figura 29).

er ¢ AWM K L

Figura 29: Imunofixa¢io urinéria do dia 05/05/2022 (SPC, 2022)
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Concluindo, todos os setores que estiveram envolvidos neste estudo de caso
(Hematologia, Bioquimica e Imunologia) foram igualmente importantes para o
diagnostico final. De realcar que sdo também imperativos no follow-up de doentes com
esta condicao clinica. Revela-se extremamente necessaria a coordenacdao entre os
setores do laboratorio de patologia clinica visto que se aplicam diferentes metodologias
(citometria, turbidimetria, nefelometria, quimioluminescéncia, eletroforese e FISH,
neste caso particular) com um mesmo proposito: dar um resultado breve e confiavel ao
clinico, para que o diagnoéstico seja igualmente rapido e se possa comecar uma

terapéutica, caso seja necessario.

~7. Conclusao

O estagio curricular que realizei foi bastante importante para mim pois foi uma
experiéncia que me enriqueceu tanto a nivel profissional como pessoal, na medida em
que sou mais responsavel e com maior sentido critico. Ter tido o privilégio de estagiar
neste servico de patologia clinica do CHUC permitiu-me ter o contacto direto com um
laboratorio de referéncia a nivel da regido centro. Tive a possibilidade de fazer parte
integrante de uma equipa multidisciplinar de profissionais de satide e pude contribuir
positivamente como um membro estagiario. Desde o primeiro momento tive o apoio

incondicional de todos os especialistas e técnicos, tendo-me sido transmitidos
conhecimentos fundamentais em todas as valéncias que constituem o laboratério e tive
o incentivo a pesquisa autonoma, pela procura das bases cientificas que fundamentam
os procedimentos e metodologias aplicadas no que diz respeito as diferentes patologias.

Durante o meu periodo de estagio foi possivel consolidar os conhecimentos teéricos

adquiridos ao longo do meu percurso académico, observando e participando na
realizacao de técnicas laboratoriais da rotina hospitalar, de forma a atingir os objetivos
iniciais do meu plano de estagio.

Um dos aspetos que mais me surpreendeu assenta na quase total automatizacao do
laboratério de patologia clinica do CHUC, devido ao grande nimero de amostras que
sdo rececionadas (também pelo elevado fluxo de doentes que se dirigem as urgéncias
deste hospital) e a exigéncia de uma resposta o mais atempada possivel. Estas variaveis
sao tidas, maioritariamente, em conta para um ambiente hospitalar. No entanto reduzir
o tempo de resposta nos resultados de analises clinicas é uma necessidade constante e

que deve caracterizar todos os laboratorios de analises. O nimero total de analises

87



Relatério de Estagio Curricular realizado no Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra e Estudo de
Caso de um Doente com Mieloma Miiltiplo
realizadas no SPC, por setor, durante o meu periodo de estigio encontra-se ilustrado na
Figura 30.

Considero que as dificuldades que senti foram no sentido das rotacoes laboratoriais
que estavam previamente definidas e da necessidade de ter de ajusta-las devido ao
grande ntimero de internos de Patologia Clinica, estagiarios da licenciatura em Ciéncias
Biomédicas Laboratoriais e também do mestrado em Anélises Clinicas da Faculdade de
Farmacia. Outra dificuldade foi o facto de nao ter conhecimento sobre todas as
patologias com que me fui deparando no dia-a-dia do laboratorio, resultando numa
pesquisa quase diaria sobre as mesmas, o que ao inicio foi desafiante, mas tornou-se
num obstéaculo que ultrapassei com esforco e dedicacao.

Este relatorio de estagio é fruto de um trabalho exigente e &rduo que desempenhei
de forma persistente ao longo do Mestrado em Ciéncias Biomédicas. Sempre me
disseram que se nao lutarmos pelos nossos sonhos, os sonhos nao se tornam realidade,

por isso, este trabalho espelha a concretiza¢cao de mais um sonho.

Numero de anélises realizadasno SPC durante o periodo de estagio

85%

= Hematologia (set-out) Imunologia (nov-dez)

Microbiologia (jan-fev) Bioquimica (mar-abr)

Figura 30: Numero de anilises realizadas no SPC nos setores de Hematologia (entre setembro e
outubro), Imunologia (entre novembro e dezembro), Microbiologia (entre janeiro e fevereiro) e Bioquimica
(entre marcgo e abril) (SPC,2022)
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Anexos

I Algoritmo de identificagao das diferentes patologias (DAIs) no SPC do CHUC

CENTRO HOSPITALAR
EUNIVERSITARIO
'DE COMBRA 3

ESTUDO E MONITORIZAGAO DE PATOLOGIAS AUTO-IMUNES

- PESQUISA / ORIENTAGKO DIAGNGSTICA

Anticorpos Antinucleares e Citoplasméticos IFI (Células HEP2) IF Sprinter®

(ANR)

- Avaliagdo da presenca de IF, caracteristicas da positividade com identificagdo de padrdes de fluorescéncia nas
diferentes estruturas celulares (nucleo, nucléolos, citoplasma e mitoses).

- Eventual necessidade de esclarecimento/confirmagdo de divida nos padrdes observados — Repeti¢do das
amostras em células HEP2 de outra casa comercial, processadas no equipamento Mago 49,

Anticorpos Anti-Antigénios Nucleares CLIABioflash®
Extrafveis (ENA)

- Pesquisa simultanea de anticorpos anti-SSA (Ro60), anti-Ro52/TRIM21, anti -SSB (La), anti -Sm, anti -RNP,
anti -Scl70 (topoisomerase 1) e anti -Jo1.

- Se a pesquisa for positiva é realizada posteriormente a identificagdo individual dos diferentes autoanticorpos.

ALGORTIMO DIAGNOSTICO NA IDENTIFICACAO DE AUTOANTICORPOS

- SEGUNDO PADROES DE FLUORESCENCIA EM CELULAS HEP2 -

Parametro Metodologia/Equipamento

FEIA (ImmunoCap 250®)

Anticorpos Anti-dsDNA IFl substrato: Crithidia luciliae

Radioimunoensaio (RIA) (Wallac Wizard 1470®
Automatic Gamma Counter)

Anticorpos Anti-Histonas ELISA (Analyzer 1®)
Anticorpos Anti-Nucleossoma Immunoblotting (EUROblotOne®)
Anticorpos Anti-Gp210 Immunoblotting (EUROblotOne®)
Anticorpos Anti Lamina IFI (IF Sprinter®)
Anticorpos Anti-Centromero IFI (IF Sprinter®) / Immunoblotting (EUROblotOne®)
Anticorpos Anti-Sp100 Immunoblotting (EUROblotOne®)

CLIA (Bioflash®)

Anti Anti-DFS70
nHcomes At Immunoblotting (EUROblotOne®)

Laboratério de Autoimunidade SPC-CHUC Ano de 2021
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Anticorpos Anti-SSA/Ro
Anticorpos Anti-SSB/La

Anticorpos Anti-Ku
Anticorpos Anti-Mi2

Anticorpos Anti-Sm
Anticorpos Anti-RNP

CLIA (Bioflash®)
Immunoblotting (EUROblotOne®)

Immunoblotting (EUROblotOne®)

CLIA (Bioflash®)
Immunoblotting (EUROblotOne®)

Anticorpos Anti-PCNA

IFI (IF Sprinter®)

Immunoblotting (EUROblotOne®)

Anticorpos Anti-CENP-F (MSA3)

IFI (IF Sprinter®)

Anticorpos Anti-PM-Scl75
Anticorpos Anti-PM-Scl100
Anticorpos Anti-Scl-70

Anticorpos Anti-Th/To

Anticorpos Anti-Fibrilarina
Anticorpos Anti-RNA Pol Ill 11kDa
Anticorpos Anti-RNA Pol Il 155kDa
Anticorpos Anti-NOR 90

Immunoblotting (EUROblotOne®)

Anticorpos Anti-Scl-70

IFI (IF Sprinter®)

Immunoblotting (EUROblotOne®)

Anticorpos Anti-Centrossoma
Anticorpos Anti-Fuso Mitético
Anticorpos Anti-Fuso Mitético (NuMA-1)
Anticorpos Anti-Ponte Intercelular

IFI (IF Sprinter®)

Anticorpos Anti-F-Actina

Anticorpos Anti-Vimentina / Tropomiosina

Anticorpos Anti-Vinculina
Anticorpos Anti-Nematina

IFI (IF Sprinter®)

Laboratério de Autoimunidade

SPC-CHUC
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Anticorpos Anti-Lisossomas
Anticorpos Anti-Ribossomas
Anticorpos Anti-PL7
Anticorpos Anti-PL12
Anticorpos Anti-Jol

Immunoblotting (EUROblotOne®)

Anticorpos Anti Mitocondriais IFI (IF Sprinter®)
PDC-E2/M2, BCOADC-E2, OGDC-E2, Ela da PDC, ELISA (Analyzer 1®)
E3BP/protein X FEIA (Immunocap 250%)
Anticorpos Anti-Golgi IFI (IF Sprinter®)

ESTUDO E MONITORIZACAO DE DOENGAS AUTOIMUNES

Parametro Metodologia/Equipamento

Identificacdo de anticorpos dirigidos aos
antigénios:

- DFS70, SS-A, SS-B, Ro-52, Scl-70, Jo-1, CENP B, Immunoblotting (EUROblotOne®)
PCNA, dsDNA, nucleossomas, histonas, proteina P
ribossomal, AMA M2, RNP/Sm e Sm

Identificacdo de anticorpos dirigidos aos
antigénios:

-Scl-70, CENP A, CENP B, RP11, RP155, fibrilarina, Immunoblotting (EUROblotOne®)
NOR90, Th/To, PM-Scl-100, PM-Scl-75, Ku, PDGFR e
Ro- 52

IFI (IF Sprinter®)

AN i AT SR DA MeHTRy T ANEAK) Substrato: Neutrdfilos fixados com etanol e formalina

Avaliagdo do padrao de imunofluorescéncia: Peri nuclear (P), Citoplasmatica (C) ou peri nuclear atipica (x);
- Confirmagdo do padrédo x-ANCA - identificagdo definitiva em neutrdéfilos fixados com metanol

Anticorpos Anti-Mieloperoxidase (MPO)
FEIA (Immunocap 250°%)
Anticorpos Anti-Proteinase 3 (PR3)

Anticorpos Anti-Membrana Basal Glomerular CLIA (Bioflash®) / Immunoblotting (EUROblotOne®)

Laboratorio de Autoimunidade SPC-CHUC Ano de 2021
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HUC

CENTRO WOSPITALA
§ UNTVERMTARIO
DF ConaRA

Anticorpos Anti-Musculo Liso (ASMA)
Anticorpos Anti-F Actina

IFI (IF Sprinter®)
Substrato: Cortes de mucosa gastrica, rim, figado de
rato e células de cultura da aorta de rato (VSM)

Anticorpos Anti-LKM (Liver Kidney Microsomal
Antigen)
Anticorpos Anti-LC1 (Liver Cytosol Type 1)

IFI (IF Sprinter®)

Substrato: Cortes de mucosa gastrica, rim, figado de
rato e células de cultura da aorta de rato (VSM)
ELISA (Analyzer 1®)

Immunoblotting (EUROblotOne®)

Anticorpos Anti-Antigénio Hepatico Solivel e
Pancredtico (SLA/LP)

ELISA (Analyzer 1®)
Immunoblotting (EUROblotOne®)

Anticorpos Anti Mitocondriais

IFI (IF Sprinter®)
Substrato: Cortes de mucosa gastrica, rim, figado de
rato e células de cultura da aorta de rato (VSM)

Anticorpos Anti-Piruvato Desidrogenase (IgG)- M2

ELISA (Analyzer 1®) / FEIA (Immunocap 250°®)

Identificacdo de anticorpos dirigidos aos
antigénios:

- AMA-M2, M2-3E, Sp 100, PML, Gp 210, LKM-1, LC-
1, SLA/LP, SS-A, Ro-52, SCL-70, CENP A, CENP B e
PGDH

Immunoblotting (EUROblotOne®)

Anticorpos Anti-Cardiolipinas (IgG, 1gM)

CLIA (Bioflash®) — Screening

Anticorpos Anti-B2-Glicopoteina I (IgG, IgM) & ELISA (Mago 4°®) - Amostras positivas por CLIA
Anticorpos Anti-Transglutaminase Tecidual (IgA e FEIA (Immunocap 250°)
1gG)
Anticorpos Anti-Gliadina Deaminada (IgA e 1gG)
IFI (IF Sprinter®)
Anticorpos Anti-Endomisio (IgA e IgG)
Substrato: Cortes de figado de primata
Anticorpos Anti Peptideo Citrulinado Ciclico (CCP) FEIA (Immunocap 250%)
Anticorpos Anti-Saccharomyces cerevisae (ASCA)
ELISA (Mago 4°)
(IgA e IgG)
- < IFl (Mago 4°)
BRSO Se R Substrato: Neutréfilos fixados em metanol
Laboratério de Autoimunidade SPC-CHUC Ano de 2021
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Anticorpos Anti-Células Parietais Gastricas

IFI (IF Sprinter®)
Substrato: Cortes de estdmago, rim e figado de rato e
cortes de estdbmago de macaco (Confirmatoério)

Anticorpos Anti-Fator Intrinseco

ELISA (Analyzer I1®)

Anticorpos Anti-Células dos llhéus de Langherans
(ICA)

Anticorpos Anti-Descarboxilase do Acido-Glutamico
(GAD65)

Anticorpos Anti-Proteina Tirosina Fosfatase (1A2)

CLIA (MAGLUMI 800°)

Anticorpos Anti-Insulina

Técnica manual + RIA (Wallac Wizard 1470® Automatic
Gamma Counter)

Anticorpos Anti-Supra-Renal

IFI (Mago 4°®)
Substrato: Cortes de glandula supra-renal de
macaco

Anticorpos Anti-21 Hidroxilase

Técnica manual + ELISA (Mago 4°)

Identificacdo de anticorpos dirigidos a antigénios:
- PL7, PL12, Jo1, SRP, PMScl 75 e 100, Ku, Mi2, OJ,
EJ, SAE1, NXP2, MDAS e TIF1g

Immunoblotting (EUROblotOne®)

Anticorpos anti-pele (substéncia intercelular,
membrana basal epiderme)

IFI (IF Sprinter®)
Substrato: Mosaico dermatolégico

Anticorpos Anti-Desmogleina 1/Anti-Desmogleina 3
Anticorpos Anti-BP180 / Anti-B230

ELISA (Analyzer I®)

Anticorpos Anti Musculo Estriado

IFI (IF Sprinter®)
Substrato: Musculo iliopsoas de macaco

Anticorpos Anti Receptor da Acetilcolina
Anticorpos Anti-MuSK

Técnica manual + RIA (Wallac Wizard 1470® Automatic
Gamma Counter)

Identificagdo de anticorpos IgM e IgG dirigidos aos
antigénios Gangliosideos:
- GQ1b, GT1b, GD1b, GD1a, GM3, GM2, GM1)

Immunoblotting (EUROblotOne®)

Anticorpos Anti Glicoproteina Associada a Mielina
(MAG)

Immunoblotting (EUROblotOne®)

Laboratdrio de Autoimunidade
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8
Identificagdo de anticorpos IgG dirigidos aos
seguintes antigénios Neuronais: ; "
- Hu, Yo, Ri, PNMA2/Ta, CV2.1, Anfifisina, immunobitting \EUROMIOne")
recoverin, SOX1, Titina, GAD65, Zic4, Tr
Anticorpos Anti Aquaporina-4 (AQP-4) IFI (IF Sprinter®)
Substrato: células HEK transfetadas com AQP4/ células
Anticorpos Anti Glicoproteina da mielina do HEK transfetadas com MOG
oligodendrdcito (MOG)
Identificagdo de anticorpos IgG dirigidos aos IFI (IF Sprinter®)
seguintes antigénios de superficie celular/sinapses: Substrato: células HEK transfetadas com NMDA-R,
Anti- NMDA-R, CASPR2, AMPAR1/2, LGI1, DPPX, CASPR2, AMPA-R1/2, LGI1, DPPX, GABA-RB1/B2
GABA-RB1/B2
Laboratdrio de Autoimunidade SPC-CHUC Ano de 2021
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1I. Padrao de fluorescéncia HEp-2 (ICAP, 2021)

HEp-2 cell patterns

Negative

Cytoplasmic

Shown only in
selected slides

Competent-level
Expert-level report
Metaphase plate is stained
*Classification tree updated September 2021

-L- -EEEEE EE
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I11. Lista de amostras bioldgicas, respetiva analise e colheita/meio de transporte (SPC, CHUC)

LABORATORIO DE BACTERIOLOGIA

SECRECOES RESPIRATORIAS

Tt Q| SNSTE €

AMOSTRA

ANALISE

COLHEITA/ MEIO DE TRANSPORTE

Aspirado Brénquico
Lavado bronco-alveolar
Expetoragdo

Cultura convencional com identificacdo de bactérias
aerdbias/anaerdbias e fungos

Pesquisa de Legionella por cultura convencional

Contentor estéril

Detecdo molecular de microrganismos e de genes de
resisténcia

Zaragatoa com meio de transporte liquido (Amies)

L __ ]
-

Exsudado da orofaringe

Cultura convencional com identificagdo de bactérias
aerébias/anaerdbias e fungos

Contentor estéril ou zaragatoa em meio de transporte de gel

\

Detegdo molecular Chlamydia /Neisseria gonorrhoeae
Detegdo molecular de microrganismos

Zaragatoa com meio de tran;porte liquido (Amies)

InfegBes respiratorias
superiores ou inferiores

Detecdo molecular

ASPIRADOS /EXSUDADOS DE FERIDA E COLECOES PURULENTAS

AMOSTRA

ANALISE

COLHEITA/ MEIO DE TRANSPORTE

Aspirado de ferida
Aspirado de dreno
abdominal

Cultura convencional com identificacdo de bactérias
aerdbias/anaerdbias e fungos

Contentor estéril ou frasco porta-gérmen

& 3

Exsudado da conjuntiva,
ocular

Cultura convencional com identificagdo de bactérias
aerdbias/anaerdbias e fungos leveduriformes

Meio de transporte BH1 ou contentor estéril

".

Detego molecular Chlamydia /Neisseria gonorrhoeae

Zaragatoa com meio de transporte liquido (Amies)

Exsudado de ferida
cirargica / ndo cirdrgica

Cultura convencional com identificagdo de bactérias
aerdbias/anaerdbias e fungos leveduriformes
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Contentor estéril ou zaragatoa em meio de transporte de gel

Cultura convencional com identificacdo de bactérias
aerdbias/anaerdbias e fungos leveduriformes

Exsudado da orofaringe

Zaragatoa com meio de transporte liquido {Amies)

vr,.

Detecdo molecular Chlamydia /Neisseria gonorrhoeae

Contentor estéril ou zaragatoa em meio de transporte de gel

\

Cultura convencional com identificacdo de bactérias

Exsudado ouvido médio e 52 .
aerobias/anaerdbias e fungos leveduriformes

Zaragatoa com meio de transporte liquido (Amies) (mulher / homem)

Exsudado rectal

3 I hi i isseric h
Exsudaturetral Detecdo molecular Chlamydia /Neisseria gonorrhoeae

Cultura convencional com identificagdo de bactérias \é y

Pus de abcesso g L1r »
aerdbias/anaerdbias e fungos leveduriformes

ASPIRADO DE MEDULA OSSEA

AMOSTRA ANALISE COLHEITA/ MEIO DE TRANSPORTE

Frasco de hemocultura

Cultura convencional com identificagdo de bactérias

Aspirado de medula dssea e A )
P aerobias/anaerdbias e fungos leveduriformes

BiLlS
AMOSTRA ANALISE COLHEITA/ MEIO DE TRANSPORTE
Contentor estéril ou frasco porta-gérmen
= Cultura convencional com identificagdo de bactérias \‘, j»
Bilis Sk i
aerdbias/anaerdbias e fungos
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BIOPSIA

AMOSTRA

ANALISE

COLHEITA/ MEIO DE TRANSPORTE

Bidpsia

Cultura convencional com identificacdo de bactérias
aerdbias/anaerdbias e fungos

Fragmento em contentor estéril, ¢/ adi¢do 0,5 ml de soro estéril

\

Bidpsia géstrica

Pesquisa de Helicobacter pylori por cultura convencional

Contentor estéril

CONTROLO DE ESTERILIDADE AMBIENTAL

AMOSTRA

ANALISE

COLHEITA/ MEIO DE TRANSPORTE

Bolsa nutritiva

Cultura convencional com identificagdo de bactérias
aerébias/anaerdbias e fungos

Frasco de hemocultura ou Contentor estéril

Controlo ambiental

Cultura convencional com identificagdo de bactérias
aerdbias/anaerdbias e fungos

Contentor estéril

ESPERMA
AMOSTRA ANALISE COLHEITA/ MEIO DE TRANSPORTE
Contentor estéril
Cultura convencional com identificagdo de bactérias "
Esperma S
aerdbias
FEZES

AMOSTRA ANALISE

Pesquisa de Clostridium
difficife

Método imunocromatografico
Detegdo molecular de genes da toxina

COLHEITA/ MEIO DE TRANSPORTE

Contentor estéril

Pesquisa de
Campylobacter,
Salmonelia e Shigella,
Yersinia enterocolitica

Cultura convencional com identificagdo de bactérias

Contentor estéril

Gastroenterites, painel
sindrémico para estudo
microbiolégico de fezes
diarreicas

Detegdo molecular
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HEMOCULTURAS

AMOSTRA

ANALISE

COLHEITA/ MEIO DE TRANSPORTE

Hemocultura - pungéo
venosa, cateter

Cultura convencional com identificagdo de bactérias
aerdbias/anaerdbias e fungos

Frasco de hemocultura

=w

LiQUIDOS BIOLOGICOS

AMOSTRA

ANALISE

COLHEITA/ MEIO DE TRANSPORTE

L.C.R.

Cultura convencional com identificagdo de bactérias
aerdbias/anaerdbias e fungos

Detegdo molecular Meningite/encefalites, painel
sindrémico

Liquido pleural,
pericardico, peritoneal

Cultura convencional com identificagdo de bactérias
aerdbias/anaerdbias e fungos

Liquido amnidtico

Liquido de drenagem da
ansa

Liquido de didlise

Liquido de preservagdo do
enxerto

Cultura convencional com identificagdo de bactérias
aerdbias/anaerdbias e fungos

Contentor estéril

Liquido sinovial

Pesquisa de cristais
Cultura convencional com identificagdo de bactérias
aerdbias/anaerébias e fungos

PONTAS DE CATETER/DRENO

Contentor estéril

\

AMOSTRA

ANALISE

COLHEITA/ MEIO DE TRANSPORTE

Ponta de cateter vascular

Cultura convencional com identificagdo de bactérias

Contentor estéril

\

/dreno aerdbias/anaerdbias e fungos
OUTROS PRODUTOS
AMOSTRA ANALISE COLHEITA/ MEIO DE TRANSPORTE
Contentor estéril
Placenta \
Proteses Cultura convencional com identificagdo de bactérias 4

Material de necrépsia
Tubo endotraqueal

aerdbias/anaerdbias e fungos

RASTREIOS

AMOSTRA

ANALISE

COLHEITA/ MEIO DE TRANSPORTE

Pesquisa de MRSA
(Staphylococcus aureus
resistente a meticilina)

Pesquisa de

Detegdo molecular

Zaragatoa com meio de transporte liquido (Amies)

|
-

Zaragatoa com meio de transporte liquido (Amies)
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enterobacteridceas
produtoras de
Osmmo o J
carbapenemases s s | .
-
Zaragatoa com esponja de transporte
Pesquisa de e T i
Streptococcus grupo B -
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Iv. Lista Analises Serologia SPC, CHUC

Equipamento Anilises

Alinity Anticorpos anti — Toxoplasma gondii - 1gG
Anticorpos anti — Toxoplasma gondii — IgM + IgM (LCR)
Anticorpos anti - Rubéola - IgG
Anticorpos anti - Rubéola - IgM + IgM (LCR)
Anticorpos anti - Citomegalovirus (CMV) - IgG
Anticorpos anti - Citomegalovirus (CMV) - IgM + IgM (LCR)
Anticorpos anti - Epstein-Barr (EBV) -VCA IgG
Anticorpos anti - Epstein-Barr (EBV) -VCA IgM + IgM (LCR)
Anticorpos anti - Epstein-Barr (EBV) - EBNA
Sifilis screening (IgG+IgM)
Anticorpos anti-SARS-CoV-2 IgG (anti-SP)
Anticorpos anti-SARS-CoV-2 IgM (anti-SP)
Anticorpos anti-SARS-CoV-2 IgG (anti-NP)

Liaison XL Anticorpos anti - Chlamydia trachomatis Ig A
Anticorpos anti - Chlamydia trachomatis Ig G
Anticorpos anti - Herpes simplex -HSV1 Ig G
Anticorpos anti - Herpes simplex -HSV2 Ig G
Anticorpos anti - Herpes simplex HSV 1+2 Ig M + IgM (LCR)
Anticorpos anti - Herpes Varicela-Zooster 1gG
Anticorpos anti - Herpes Varicela-Zooster 1gM
Anticorpos anti - Borrelia burgdorferi sensu lato IgG +1gG (LCR)
Anticorpos anti - Borrelia burgdorferi sensu lato IgM +IgM (LCR)
Anticorpos anti - Parvovirus IgG
Anticorpos anti - Parvovirus IgM
Anticorpos anti - Sarampo - IgG
Anticorpos anti - Sarampo - IgM

VIDAS Anticorpos anti — Toxoplasma gondii - IgG
Anticorpos anti — Toxoplasma gondii — IgM
Anticorpos anti — Toxoplasma gondii - Teste de Avidez IgG
Anticorpos anti - Rubéola - IgG
Anticorpos anti - Rubéola — IgM
Anticorpos anti — Rubéola - Teste de Avidez IgG
Anticorpos anti - Citomegalovirus (CMV) - IgG
Anticorpos anti - Citomegalovirus (CMV) - IgM
Anticorpos anti - Citomegalovirus (CMV) - Teste de Avidez

Mago Anticorpos anti - Rickettsia conorii IgG
Anticorpos anti - Coxiella burnetti IgG

Analyser Anticorpos anti - Adenovirus - IgG e IgM

Virclia Anticorpos anti - Parotidite epidémica IgG

Anticorpos anti - Parotidite epidémica IgM
Anticorpos anti - Rickettsia conorii IgG
Anticorpos anti - Rickettsia conorii IgM
Anticorpos anti - Coxiella burnetti IgG

Anticorpos anti - Coxiella burnetti IgM

Anticorpos anti - Virus Zika IgG

Anticorpos anti - Virus Zika IgM

Anticorpos anti - Dengue 1gG

Anticorpos anti - Dengue IgM

Anticorpos anti - Virus Chikungunya IgG
Anticorpos anti - Virus Chikungunya IgM
Anticorpos anti - Mycoplasma pneumoniae 1gG
Anticorpos anti - Mycoplasma pneumoniae IgM
Anticorpos anti - Chlamydophila pneumoniae 1gG
Anticorpos anti - Chlamydophila pneumoniae 1IgM
Anticorpos anti - Sifilis IgM

Anticorpos anti - Bartonella henselae IgG
Anticorpos anti - Bartonella henselae IgM
Anticorpos anti - Hidatidose IgG

Anticorpos anti - Leishmania IgG + IgM

Immunomat Anticorpos anti - Leptospira - IgG e IgM
Anticorpos anti - Echovirus - IgG e IgM
Anticorpos anti - Coxsackie virus - IgG e IgM
Anticorpos anti — Enterovirus
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