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Resumo

A lavagem broncoalveolar é uma técnica amplamente aceite como método de diagndstico
complementar em varias patologias do trato respiratorio inferior, especialmente no que diz
respeito ao grupo das doencas do intersticio pulmonar.

0 Servico de Patologia Clinica do Centro Hospitalar Universitario da Cova da Beira conta com
uma experiéncia de aproximadamente 13 anos no estudo de lavados broncoalveolares (LBA)
por citometria de fluxo (CMF) e analise morfologica. Assim, é de extrema importancia efetuar
um estudo retrospetivo, com o objetivo de rever a bibliografia recente, atualizar o
conhecimento relativo aos diferentes perfis celulares encontrados no LBA em condicdes
normais e patoldgicas e verificar a necessidade de atualizacdo dos protocolos vigentes.

Com a finalidade anteriormente referida, os resultados da analise morfologica e por CMF dos
763 LBA realizados entre 2006 e 2018 foram recolhidos, organizados e estudados tendo em
conta outros dados importantes como o diagndstico final, idade, sexo e habitos tabagicos do
paciente. Além disso, os resultados de CMF dos LBA realizados entre 2016 e 2018 foram
reanalisados, de forma a identificar novas populacoes celulares. Os grupos estudados foram:
doencas do intersticio pulmonar (sarcoidose, fibrose pulmonar idiopatica (FPI), pneumonite
por hipersensibilidade (PH)), doencas obstrutivas (doenca pulmonar obstrutiva cronica (DPOC)
e asma bronquica (AB)), infeciosas (pneumonia) e individuos sem patologia pulmonar.

Quanto ao padrao celular dos LBA estudados tem-se como principais resultados: (1) a
linfocitose verificada na sarcoidose e na PH, (2) a razao CD4/CD8 aumentada na sarcoidose,
(3) o aumento de neutrofilos na pneumonia e na PH, (4) o aumento de linfocitos natural killer
(NK) na DPOC, (5) a inespecificidade do padrao celular do LBA na FPI e (6) a diminuicao da
razdo CD4/CD8, assim como o aumento de macrofagos nos fumadores em comparagao com os
nao fumadores. Quanto a identificacdao de novas populacdes celulares com relevancia clinica
no LBA, verificou-se a presenca de células NKT, demonstrando-se significativamente elevadas
nas doencas obstrutivas estudadas.

Apos revisao bibliografica foi possivel verificar que os resultados apresentados neste estudo
estao de acordo com o descrito na literatura. Sendo que a atualizacao dos protocolos vigentes
torna-se imprescindivel para a melhoria da abordagem analitica deste tipo de liquido
bioldgico tendo em vista a identificacdo de novas populacoes celulares com interesse clinico e
o registo de alguns pormenores que podem influenciar os resultados e a sua interpretacao,
tais como habitos tabagicos, nimero de células epiteliais, seringas utilizadas, aspeto
macroscopico e volume instilado e recolhido. Esta atualizacao tornara a analise do LBA mais

completa e util para o clinico nas decisdes de diagnéstico.
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Abstract

Bronchoalveolar lavage (BAL) is a technique accepted as a complementary diagnostic method
in several lower respiratory tract pathologies, with special emphasis to the group of
interstitial lung diseases.

The Clinical Pathology Service of Centro Hospitalar Universitdrio da Cova da Beira has
approximately 13 years of experience in the study of BAL by flow cytometry (CMF) and
morphological analysis. Thus, it is extremely important to carry out a retrospective study
aiming the review of recent literature, the update of the knowledge regarding the different
cell profiles found in BAL under normal and pathological conditions, and to verify the need to
update the current protocols. The results of morphological and CMF analysis of the 763 BAL
performed between 2006 and 2018 were collected, organized and studied, taking into account
other important data such as the patient's final diagnosis, age, gender and smoking habits. In
addition, CMF results from BAL performed between 2016 and 2018 were reanalyzed in order
to identify new cell populations. The groups studied were: interstitial lung diseases
(sarcoidosis, idiopathic pulmonary fibrosis (IPF), hypersensitivity pneumonitis (HP)),
obstructive diseases (chronic obstructive pulmonary disease (COPD) and bronchial asthma
(BA)), infectious diseases (pneumonia), and subjects without pulmonary pathology.

The main results of this study are: (1) lymphocytosis verified in sarcoidosis and HP, (2)
increased CD4/CD8 ratio in sarcoidosis, (3) increased neutrophils in pneumonia and HP, (4)
increased natural killer (NK) lymphocytes in COPD, (5) non-specific cellular pattern of BAL in
IPF, (6) decreased CD4/CD8 ratio, as well as increased macrophages in smokers compared
with non-smokers and (7) presence of NKT cells, showing a significant increase in obstructive
diseases.

The updating of the current protocols becomes essential for the improvement of BAL
analytical approach in order to identify new cellular populations with clinical interest and to
record some details that may influence the results and their interpretation, such as smoking
habits, number of epithelial cells, syringes, macroscopic appearance and the instilled and
collected volume. This update will make LBA analysis more complete and useful to the

clinician in diagnostic decisions.
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| - Introducao

1. Enquadramento e Motivacao

Este trabalho surge no ambito da componente de estagio (60 ECTS) que enquadra o programa
do 2° ano do Mestrado em Bioquimica da Universidade da Beira Interior. Assim, com este
trabalho pretende-se consolidar o conhecimento adquirido ao longo do mestrado em
Bioquimica, na area das analises clinicas. Este estagio concede a oportunidade de, em
contexto de trabalho, conhecer os varios tipos de técnicas utilizadas nas diversas areas de um
laboratério de patologia clinica. Sendo, desta forma, um passo crucial para o percurso

profissional e desenvolvimento pessoal.

2. Entidade Acolhedora

A entidade acolhedora deste estagio foi o Centro Hospitalar Universitario da Cova da Beira,
E.P.E. (CHUCB, Figura 1), mais concretamente o Servico de Patologia Clinica (SPC) do Hospital
Péro da Covilha. A missao do CHUCB baseia-se na prestacao de cuidados de salde com
eficiéncia, qualidade, em tempo Util e a custos socialmente comportaveis a populacdo da sua
area de influéncia, e a todos os cidadaos em geral. Simultaneamente participa no ensino de
alta responsabilidade, por ser Hospital Nuclear da Faculdade de Ciéncias da Salde da
Universidade da Beira Interior, nos termos do Protocolo n° 11/2001, publicado em Diario da
Republica, Il Série de 16 de Abril de 2001; na participacao no ensino pré e pos graduado, em
colaboracao com as Escolas Superiores de Enfermagem e Escolas Superiores de Tecnologia de
Saude e outras com as quais venham a ser celebrados protocolos (1).

_——_[jCentro
I B Hospitalar

— B Cova da Beira, E.PE.

- 1T
CENTRO HOSPITALAR

COVA DA BEIRA

Figura 1. Centro Hospitalar Universitario da Cova da Beira (CHUCB). Logdtipo do CHUCB e fotografia
do Hospital Péro da Covilha. Adaptada de (1).

0 SPC iniciou a sua atividade no Hospital da Santa Casa da Misericordia, que mais tarde se
designou por Hospital Distrital da Covilha (1). Em Janeiro de 2000, este Servico passou a
ocupar as novas instalacées no novo Hospital Péro da Covilhd e integrou também o SPC do
Hospital do Fundao, pertencendo estes dois Hospitais ao CHUCB (1). Este servico tem como
missao a recolha de produtos biologicos aos utentes internados, provenientes da consulta
externa e externos a instituicdo que recorrem ao servico, efetuando a determinacao analitica

dos parametros solicitados, de forma a complementar o diagnostico clinico e possibilitar a

1
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instituicdo de uma terapéutica adequada; efetuar colheitas em seguranca, auscultando o grau
de satisfacao dos utentes de forma a melhorar a qualidade do servico prestado; efetuar
determinacdes analiticas fiaveis em tempo Util, baseadas na atualizacdo técnica, na
qualidade e na automatizacdo; motivar os colaboradores delegando niveis de competéncia e
promovendo a formacao profissional; participar no ensino pré-graduado e poés-graduado;
participar em projetos de investigacdo (1). No piso 0 localiza-se o laboratério, com 6 areas

distintas (Figura 2), e no piso 1 a central de colheitas e area de atendimento ao publico (1).

, s Central de Colheitas
Servico de Patologia Clinica

Microbiolegia — Imunoquimica  Hematologia Virologia Autoimunidade Urgéncia
|
Seccao Pedidos (N) Provas Pedidos (N)
Biogquimica 831525
Imunoquimica 931822 Imunologia 80892
Proteinas 19148
Endocrinologia 257
Hematologia Geral 180997
Hematologia 193986 Imunohemoterapia 1739

Citometria de Fluxo | 1250

Microbiologia 36058
Autoimunidade | 11970

Virologia 7788

Exterior 4590
Outros 7219

Controlos / Estudos | 2629
TOTAIS 1188843

Figura 2. Principais areas de diagnéstico do Servico de Patologia Clinica (SPC) e nimero de analises
efetuadas em 2018. A cor-de-rosa, as seccoes onde decorreu o estagio.

Il - Objetivo Geral

Durante o periodo de 10 de setembro a 30 de abril (1272 horas) foi desenvolvido o presente
trabalho, englobando duas vertentes: a primeira, projeto de investigacao - com o objetivo da
aquisicdo de experiéncia na area da investigacdo clinica através da elaboracdo de um estudo
a nivel hospitalar com a escrita do referido projeto; a segunda, estagio curricular - com o
objetivo de permitir o contacto direto e pratico na aquisicdo de competéncias laborais nas
areas de microbiologia, imunoquimica e hematologia, do qual foi elaborado um relatério

descritivo incluido neste documento.
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lll - Projeto de Investigacao

1. Contextualizacao Teoérica

1.1. Sistema Imunitario

O sistema imunoldgico tem como objetivo combater agressdes que comprometam a
homeostasia do organismo. E constituido pelos érgdos linféides primarios (medula dssea e
timo) e linfoides secundarios (baco e nodulos linfaticos), assim como por células e moléculas,
sendo dividido em imunidade inata e adquirida (2).

A imunidade inata caracteriza-se pela rapida resposta a agressdo, independentemente do
estimulo, sendo a primeira linha de defesa do organismo. Os mecanismos da imunidade inata
englobam barreiras fisicas, quimicas e bioldgicas, componentes celulares e moléculas
solUveis. As células que participam neste tipo de imunidade sdo: fagocitos (células
dendriticas, macrofagos e neutrofilos), células natural killer (NK), mastocitos, basofilos e
eosinofilos (2).

Os neutrofilos desempenham um papel importante nas fases iniciais das reacoes
inflamatorias. Estas células sdo as primeiras a migrar dos vasos sanguineos para os tecidos
afetados, atraidos por quimiocinas, como a interleucina (IL)-8, e sdo ativados por estimulos,
como metabolitos bacterianos, proteinas do complemento, imunocomplexos, quimiocinas e
citocinas, sofrem desgranulacdo com o objetivo de destruicao rapida e inespecifica de
agentes estranhos (2).

Os monocitos no tecido conjuntivo ou parénquima dos 6rgaos dao origem aos macréfagos e as
células dendriticas mieloides. Além do seu papel na imunidade inata, através da fagocitose de
agentes patogénicos ou restos celulares, na inflamacdo os macrofagos atuam como células
apresentadoras de antigénio, potenciando a ativacao de linfocitos T e B pela expressao de
moléculas coestimuladoras e libertando citocinas pro-inflamatorias (2).

As células NK sdao uma importante linha de defesa inespecifica, reconhecendo e lisando
células infectadas por virus, bactérias e protozoarios, bem como células tumorais. Além disso,
estas células tém a funcdo de recrutar neutréfilos e macrofagos, ativar células dendriticas e
linfocitos T e B.

Os eosindfilos sao recrutados por moléculas de adesdo e quimiocinas para locais de infecdo
parasitaria e/ou de reacao alérgica, combatendo a infecdo por citotoxicidade mediada por
células dependentes de anticorpos, com participacdo do recetor FceRl. Durante esse
processo, aderem aos agentes patogénicos revestidos por anticorpos imunoglobulina (Ig) E (ou
IgA) e libertam o conteldo granular, uma vez ativados induzem inflamacao (2).

A resposta adaptativa (imunidade adquirida) é efetuada através da ativacdo de células
especializadas (linfocitos T, B e NKT), e de moléculas sollveis produzidas por estas células.
Esta resposta caracteriza-se pela especificidade e diversidade de reconhecimento, memoria,
especializacdo de resposta, autolimitacao e tolerancia a componentes do proprio organismo.

Embora as principais células envolvidas na resposta imunologica adquirida sejam os linfocitos,
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as células apresentadoras de antigénio desempenham um papel fundamental na sua ativacao,
apresentando antigénios pelo complexo de histocompatibilidade principal (MHC) aos linfocitos
T(3).

Os linfocitos B, que participam em diferentes mecanismos imunolégicos, sdo células
apresentadoras de antigénio e simultaneamente responsaveis pela imunidade humoral que se
caracteriza pela producao e libertacdao de anticorpos capazes de neutralizar, ou até mesmo
destruir, os antigénios contra os quais foram gerados (3).

O processo de maturacao dos linfocitos T envolve a expressao de um recetor de células T
(TCR) funcional e dos co-recetores CD4 ou CD8, consoante nos referimos a linfocitos T helper
(Th) ou citotoxicos (Tc), respetivamente. Os linfocitos T s6 reconhecem antigénios
processados, apresentados por moléculas MHC na superficie de uma célula apresentadora de
antigénio. O TCR é expresso na membrana dos linfocitos T em associacdo com um complexo
denominado CD3. O TCR é responsavel pelo reconhecimento do complexo péptido-molécula
de MHC e o CD3 pela sinalizacao celular subsequente. Os linfocitos T CD4* sdo responsaveis
por recrutar outras células para eliminar agentes patogénicos e importantes na ativacao dos
linfocitos B, macrdfagos ou mesmo linfocitos T CD8*. Os linfocitos T CD8* estao envolvidos
principalmente nas respostas antivirais e possuem também atividade antitumoral (3).

A maioria das células que expressam TCR reconhecem o antigénio apenas quando este se
encontra associado a moléculas MHC e expressam co-recetores CD4 ou CD8, contudo uma
pequena populacdo de linfocitos T expressa marcadores encontrados em células NK, as
células NKT. Pouco se conhece sobre estas células, no entanto pensa-se que podem ter um
papel importante na regulacdo da resposta imunoldgica. As células NKT expressam TCR com
cadeias a de especificidade limitada, reconhecendo lipidos ligados a moléculas nao
polimoérficas, denominadas CD1 e semelhantes ao MHC I. Parecem surgir do mesmo precursor
dos linfocitos T convencionais, sendo selecionadas positivamente apos interacoes de alta
avidez com glicolipidos associados a moléculas CD1d expressas por células epiteliais ou
medulares do tecido timico. Estas células apresentam duas estratégias diferentes no
reconhecimento de agentes patogénicos. A primeira, observada no reconhecimento de
bactérias Gram-negativas pelos lipopolissacarideos, através da sinalizacao de recetores Toll-
Like. A segunda ocorre pelo reconhecimento especifico de glicosilceramidas presentes na
parede celular bacteriana, apresentadas por CD1d. Devido ao reconhecimento de glicolipidios
conservados, tanto endégenos quanto exogenos, estas células estao envolvidas em respostas
alérgicas, inflamatorias, tumorais e na autoimunidade, além de participarem na regulacio da
resposta imune (3).

Um dos 6rgdos continuamente exposto a potenciais agentes patogénicos € o pulmao. Os
constituintes do sistema imunitario inato e adaptativo tém a capacidade de migrar para este
6rgdao de modo a protegé-lo da invasdo, limitar a inflamacdo e ajudar na cicatrizacao de
lesdes. Existe uma grande variedade de células intersticiais essenciais para a defesa inata e
adaptativa do pulmao, sendo os macrofagos intersticiais e alveolares os principais

constituintes do sistema imunitario inato do pulmao (4). No tecido linféide associado aos
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bronquios existem linfécitos B, T e NK, que participam na resposta imunologica humoral e

celular e ainda granulécitos, que aderem ao endotélio pulmonar (4).

1.2. Sistema Respiratorio e Anatomia Pulmonar

O sistema respiratorio é constituido pelos pulmées revestidos por uma membrana denominada
pleura visceral, suportados pela parede toracica e pelo diafragma, compreendendo um
conjunto de estruturas cuja funcao principal é a realizacdo da hematose. A estrutura do
aparelho respiratdrio comporta as fossas nasais, os seios perinasais, a faringe, a laringe, a
traqueia, os bronquios e os pulmdes. As estruturas acessorias englobam a pleura, o diafragma,
a parede toracica, os musculos toracicos e os musculos da parede antero-lateral do abdomen
(5).

Os pulmoes (Figura 3) tém a forma de cone seccionado por um plano vertical, estando
separados pelo mediastino. Com base na ramificacdo da arvore bronquica, convencionou-se

subdividir o pulmao em unidades anatdémicas que compreendem os lobos, segmentos e l6bulos

(5).

Traqueia i
Bronquiolo

Bronquios
principais

Lobo superior
esquerdo

Lobo superior
direito

Lobo médio
direito
alveolares
Lobo inferior
direito

Pleura Alvéolo

Lobo inferior

Liquido pleural esquerdo

Diafragma
Figura 3. Representacdo esquematica do pulmao e estruturas associadas. A traqueia subdivide-se em

dois bronquios principais que, por sua vez, se subdividem em bronquios secundarios. Estes bronquios
secundarios dao origem aos bronquiolos, estando os sacos alveolares localizados na sua zona terminal.

As doencas pulmonares afetam a funcao dos pulmées de diversas formas, com diferentes
manifestacoes, sendo que o seu diagnostico se baseia essencialmente em exames
imagioldgicos e funcionais. Além destes exames, o estudo celular e imunolégico das doencas
pulmonares possibilita novos conhecimentos ao nivel da imunidade, inflamacdo e infecao,

fibrinogénese e mecanismos de hipersensibilidade.

1.3. Broncoscopia e Lavagem Broncoalveolar

A técnica de broncoscopia é realizada quando as alteracdes tecidulares estdo distribuidas no
feixe broncovascular, se existir um distarbio de enchimento alveolar ou quando ha suspeita
de doenca infeciosa (6). A broncoscopia é um procedimento que permite a visualizacao direta

da arvore traqueobrénquica, nomeadamente o nivel subsegmental. O broncofibroscopio
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flexivel é utilizado na maioria dos casos, permitindo a visualizacdo das vias aéreas e
identificacdo de anomalias endobronquicas, incluindo tumores e hemorragias (7). E uma
técnica bem tolerada, com escassa mortalidade, sensivel e facilmente repetivel, tornando
possivel explorar uma ampla extensdo de tecido pulmonar, segmento a segmento. Pode
realizar-se em qualquer zona do pulmao no decorrer da mesma intervencao, apresentando
assim varias vantagens em relacdo a biopsia pulmonar. As complicacdoes no procedimento
ocorrem em cerca de 5% dos casos, sendo que a principal é a hipoxemia durante e apos a
colheita da amostra. Em alguns pacientes observa-se uma resposta febril tardia de resolucao
espontanea, como resultado do liquido instilado (8). Através deste procedimento € possivel
recolher amostras para diagnostico através de escovagem, biopsia ou lavagem (7).

A lavagem broncoalveolar (Figura 4) envolve a instilacdo de solucdo salina estéril através do
canal do broncoscépio, sendo parte da solucao depois aspirada de volta para o broncoscoépio e
processada para analise citolégica e microbiolégica (7). Esta lavagem permite a recolha de

células e fluido do espaco aéreo distal (9).

Broncofibroscépio
flexivel

Figura 4. Representacdo do procedimento de broncofibroscopia flexivel para recolha do lavado
broncoalveolar.

Em 2007, a American Thoracic Society (ATS) publicou recomendacdes para padronizacao do
procedimento de colheita de LBA por broncofibroscopia. De acordo com esta publicacao,
deve-se especificar o volume de liquido instilado, o nimero de seringas utilizado, a
percentagem de liquido recolhido e o nimero de células epiteliais observadas, de modo a
possibilitar uma interpretacao correta dos resultados obtidos (6).

O principal valor do lavado broncoalveolar (LBA) refere-se a obtencdo de amostra
representativa das vias aéreas distais que possa conter informacdo acerca de processos
infeciosos ou inflamatorios. Pode ser considerado como método complementar de diagnostico
para varias patologias pulmonares e como tratamento em casos de proteinose alveolar,
remocao de aglomerados de muco, coagulos entre outros. A analise do LBA envolve varias
abordagens sendo que cada uma nos sugere a presenca/auséncia de determinado tipo de

patologia: aparéncia, padrao celular, imunofenotipagem, entre outras (9).
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1.4. Critérios de Diagnostico de Patologias Pulmonares:

Utilidade do Lavado Broncoalveolar

Recentemente, o LBA tem sido utilizado na investigacao de doencas pulmonares,
especialmente para o estudo da sua patogenia e como técnica complementar de diagnostico.
O LBA é (til para diagnostico diferencial das doencas do intersticio pulmonar (DIP) podendo,
em alguns casos, sugerir o inicio de uma terapéutica, desde que a clinica, os exames
imagiologicos e funcionais revelem alteracbes substanciais e compativeis. Esta amostra

também é estudada em casos de doencas obstrutivas e infeciosas.

1.4.1.Doencas do Intersticio Pulmonar

0 intersticio pulmonar é o espaco anatémico entre o endotélio e o epitélio alveolar da matriz
extracelular, do territorio peribronquiolar e bainhas broncoalveolares, incluindo, também, os
tecidos conjuntivos que circundam os vasos sanguineos, os vasos linfaticos e as vias aéreas
(5).

As DIP sao um grupo de mais de 200 doencas caracterizadas por anomalias difusas do
parénquima, sendo classificadas em dois grupos principais: doencas associadas a inflamacao e
fibrose e doencas predominantemente granulomatosas nas areas intersticiais e vasculares. As
DIP nado sao infeciosas, ndao estdo associadas a neoplasias e sao tipicamente cronicas. A sua
maioria tem etiologia desconhecida, no entanto, algumas sao conhecidas por serem
consequéncia de exposicdo ambiental a poeiras e outras particulas (10). Os sintomas mais
comuns sao a dispneia e a tosse nao produtiva. O inicio e a duracdo dos sintomas podem
ajudar no diagnodstico diferencial: os sintomas crénicos (entre meses a anos) sao
caracteristicos da fibrose pulmonar idiopatica (FPl) e pneumoconioses, os subagudos (de
semanas a meses) podem ser observados em doentes com sarcoidose, bronquiolite obliterante
com pneumonia em organizacao e hemorragia alveolar e os agudos sao os menos frequentes,
observados na pneumonia intersticial, eosinofilica e pneumonite por hipersensibilidade (PH).
Outro dado relevante para o diagnostico diferencial é a idade do paciente. A maioria dos
doentes com FPI apresentam idade superior a 60 anos, enquanto que os doentes com
sarcoidose apresentam idades compreendidas entre 20 e 40 anos (10). A exposicao
ocupacional pode ser um fator de risco para varios tipos de PH, assim como para as
pneumoconioses. Qutras DIP estao associadas a desordens do tecido conjuntivo e resultam de
processos autoimunes sistémicos (sindrome de Sjogren, lupus eritematoso sistémico, artrite
reumatoéide) ou sao induzidas por farmacos (10). Tendo em conta a diversidade das DIP este

trabalho incide no estudo das que possuem maior prevaléncia: sarcoidose, FPI e PH.

1.4.1.1.  Sarcoidose
A sarcoidose € uma DIP multissistémica de causa desconhecida que se caracteriza pelo
aparecimento de lesGes granulomatosas, com apresentacao de linfoadenopatia hilar bilateral

e infiltrado pulmonar. Tal como referido anteriormente, afeta principalmente jovens e

7
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adultos de meia-idade, sendo a DIP mais frequente com uma incidéncia de 16.5/100000 nos
homens e 19/100000 nas mulheres, com envolvimento pulmonar em cerca de 90% dos casos
(11).

A sarcoidose apresenta-se como uma doenca de elevada heterogeneidade, tanto em termos
de apresentacdo como de severidade. A fisiopatologia da sarcoidose nao é clara, no entanto
sabe-se que é consequéncia da formacao de granulomas em diversos érgaos (mais comum nos
pulmodes), principalmente em individuos com suscetibilidade genética para a doenca. A
presenca de diversos fenotipos dificulta a definicdo de critérios de diagnéstico claros e
concisos. O diagndstico de sarcoidose é baseado numa combinacdo de aspetos clinicos,
radiograficos e histologicos. Adicionalmente, a exclusdao de outras etiologias através de
diagnostico diferencial pode ser essencial para efetuar o diagndstico correto de sarcoidose
(12).

Tendo em conta que a sarcoidose pode ser causada pela exposicao a certos agentes toxicos,
deve verificar-se a historia ocupacional e ambiental do paciente. Os sintomas
extrapulmonares podem incluir erupcao cutanea, inflamacao nas articulagcdes e alteracoes na
visdo. E possivel encontrar algumas alteracdes sugestivas de sarcoidose nos exames analiticos:
pancitopenia, elevacdo do nivel de eletrélitos, de transaminases, da fosfatase alcalina, do
calcio (urinario e sérico), da creatinina, de imunoglobulinas ou da enzima conversora de
angiotensina, assim como uma diminuicdo nos linfécitos T CD8* no LBA, com consequente
aumento da razao CD4/CD8 e baixos niveis de neutroéfilos e eosinofilos (12).

Um historial e exame fisico com evidéncias sugestivas de sarcoidose ndo sao suficientes para
confirmar o seu diagndstico, pelo que existe a necessidade fazer uma avaliacao
histopatoldgica, de forma a pesquisar a presenca de granulomas epitelioides ndo caseosos. As
zonas periféricas sao preferenciais para realizacao de biopsia (linfonodos, pele ou glandula
pardtida), no entanto quando nao ha lesdo periférica é realizada bidpsia transbronquica. Em
Ultimo caso, quando nenhuma das anteriores € viavel é necessario efetuar uma biopsia de
pulmao aberto. O LBA pode evitar a necessidade de biopsia se existir correlacao elevada dos
resultados com a doenca (12). Winterbauer et al., num estudo com aproximadamente 600
LBA, definiram que uma razao CD4/CD8> 2.1 e niveis baixos de neutroéfilos e eosinodfilos (<1%)
conferem uma especificidade de 94% (95% na biopsia), sensibilidade de 59% (81% na biopsia),
valor preditivo positivo de 73% (95% na biopsia) e um valor preditivo negativo de 90% (95% na
bidpsia) para o diagnostico diferencial de sarcoidose (13). Segundo as guidelines da ATS, uma
razao CD4/CD8 > 3.5 tem elevada especificidade para diagnostico desta patologia (10).
Serrano et al., demonstraram que apesar da contagem de linfocitos no LBA ser superior no
estadio radiografico | (cinco estadios), ndo se verifica correlacdo entre a distribuicdo das
populacdes celulares do LBA e os estadios radiograficos (14). Contudo, quando estudados os
estadios de evolucao imunoldgica da doenca, verifica-se que estes se refletem no LBA. Assim,
€ possivel identificar trés estadios: inflamacao difusa (alveolite), proliferacdo celular com
formacao de células epitelidides (granuloma) e hipertrofia destas células com formacao de

agregados celulares localizados (fibrose) (11). Imunologicamente, a sarcoidose caracteriza-se
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pela resposta anomala a um antigénio, através do aumento da producao de interferao (IFN)-y
(ativador de macrofagos) e de IL-2 (promove a diferenciacao de linfocitos Th1). Inicialmente,
ocorre um influxo e acumulacdao de linfécitos Th1 com producdo de citocinas pro-
inflamatorias, assim como acumulacdo de macrofagos ativados, com elevada expressdo de
MHC 1l e de varias moléculas co-estimuladoras. Estas moléculas (IL-2, IL-15, fator de necrose
tumoral a, IL-6) promovem a ativacao, proliferacdo e recrutamento de mais linfocitos e

monocitos, contribuindo para a formacao do granuloma (11).

1.4.1.2. Fibrose Pulmonar Idiopatica

Esta patologia caracteriza-se como uma DIP crdnica e progressiva com génese alveolitica
seguida de fibrose pulmonar, podendo ter como causa fatores genéticos, infecoes virais e
processos inflamatorios de natureza autoimune. A lesdo tecidular e celular causada pelos
agentes agressores desencadeia uma resposta inflamatoria aguda numa fase inicial. Na
auséncia de doenca esta resposta seria autolimitada, no entanto nos casos de FPI torna-se
cronica, devido a razdes desconhecidas que promovem alteracbes dos mecanismos de
reparacdo pulmonar, levando a um prognostico desfavoravel. Os macrofagos alveolares e
intersticiais desempenham um papel importante na patogenia da doenca pela libertacao de
substancias oxidantes que atacam o epitélio pulmonar e de fatores quimiotaticos que atraem
neutrofilos e eosindfilos. O aumento do nimero de leucocitos polimorfonucleares e a fibrose
generalizada no parénquima pulmonar também sao dados relevantes (15).

O diagnostico de FPI requer a exclusdo de pneumonia intersticial ndo especifica e outras
doencas que apresentam o mesmo padrao histoldgico e imagiologico, tais como DIP induzidas
por farmacos, PH e doencas autoimunes sistémicas (desordens do tecido conjuntivo). Um raio-
X com padrao reticular predominantemente basal, com ou baixos volumes pulmonares é
sugestivo de FPI, no entanto estes padroes também sao caracteristicos de outras doencas
fibroticas (PH, desordens do tecido conjuntivo, ou sarcoidose em estadio 1V) e nao fibréticas
(bronquiectasias, infecdes, doenca pulmonar obstrutiva cronica (DPOC)). Assim, a tomografia
computorizada de alta resolucao (TCAR) é essencial para verificar a existéncia de DIP e iniciar
o diagnostico diferencial. A bidpsia pulmonar ndo pode ser efetuada em todos os pacientes e
muitos deles recusam o procedimento. O LBA ou a bidpsia transbronquica apresentam-se
como alternativas nestas situacdoes. As descobertas histologicas do LBA na FPl sdo
inespecificas, sendo que o interesse do LBA reside na detecao de linfocitose (acima de 30%
em nao fumadores e 20% em fumadores) que, ndao sendo caracteristica desta doenca,

direciona o estudo para outro tipo de doencas fibréticas, como a PH (16).

1.4.1.3. Pneumonite por Hipersensibilidade

A PH resulta da inalacao repetida e sensibilizacao a agentes organicos ou quimicos de baixo
peso molecular promovendo uma reacdo imunoldgica. E uma doenca granulomatosa de
etiologia desconhecida, com envolvimento exclusivamente pulmonar. Tal como noutras DIP, o

historial clinico é importante, interligando temporalmente os sintomas e certas atividades
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que podem estar relacionadas com a exposicao ao antigénio causador (17). Podem ser
verificados sintomas resultantes de exposicao aguda - reacao de hipersensibilidade tipo llI,
com ativacao do complemento e inflamacao - ou sintomas resultantes de exposicao repetida -
reacao de hipersensibilidade tipo IV, mediada por células e aparecimento de granulomas (4).
Além disso, o exame fisico, a TCAR e o doseamento de imunoglobulinas séricas especificas sao
necessarios para confirmar a exposicdo ao antigénio ou como ferramentas de screening, assim
como o LBA. O teste de inalacdo especifica pode confirmar a etiologia da doenca. A
radiografia de torax identifica padroes diferentes em PH aguda e cronica. Na PH cronica os
padroes sao semelhantes aos da FPI, porém em casos onde ocorre sobreposicdo dos padroes
da PH aguda e croénica torna-se mais facil diferencia-la da FPI.

No que diz respeito a analise celular do LBA, mais de 80% dos pacientes com PH apresentam
mais de 20% de linfécitos, todavia este valor pode apresentar-se normal ou até mesmo
reduzido em certos pacientes com PH cronica. Apesar da reducao da razao CD4/CD8 ser
sugestiva de PH, este valor nao é especifico e é de baixa sensibilidade (18). A proporcédo entre
linfocitos T CD4* e T CD8* varia segundo o tempo decorrido entre a exposicao ao antigénio e a
realizacdo do LBA (17, 18). Nas 24 horas seguintes a exposicdo pode-se observar uma
neutrofilia, que desaparece rapidamente em poucos dias e a partir do primeiro més a razao
CD4/CD8 tende a normalizar (18). Pacientes assintomaticos mas expostos a certos antigénios
causadores de hipersensibilidade (p.e. tratadores de pombos, agricultores) podem apresentar
linfocitose com aumento da razao CD4/CD8 (10).

A seguinte Tabela resume as principais caracteristicas das doencas anteriormente descritas.
Tabela 1. Apresentacao clinica, resultados de tomografia computorizada de alta resolucao (TCAR) e

diagnoéstico diferencial da sarcoidose, fibrose pulmonar idiopatica (FPlI) e pneumonite por
hipersensibilidade (PH). LBA: lavado broncoalveolar.

Patologia Apresentacao TCAR Padrao Celular no Utilidade do
clinica LBA LBA
Sarcoidose Linfoadenopatias Adenopatia 11 Linfocitos Linfocitose com
hilares bilaterais mediastinica/hilar 1 Neutrofilos apresentacao
com examinacdo Nodulos ao longo do feixe clinica e
fisica normal broncovasculares no lobo observacoes
Uveite ou médio/superior pulmonar radiograficas
eritema nodoso sugestivas
frequentemente Razao CD4/CD8
presentes > 3,5
FPI Inicio gradual de Padréao reticular periférico 1 Macrofagos Sem linfocitose
dispneia difuso alveolares ou eosinofilia
Paciente com Bronquiectasias de tracdo 1 Neutrofilos eminente
idade Aspeto de favo de mel Eosinofilos podem
estar ligeiramente
aumentados
PH Apresentacao Aguda: padrao de vidro 11 Linfocitos Linfocitose
aguda ou crénica opaco bilateral e nodulos 1 Neutrofilos marcada  com
com historial de pouco definidos Macréfagos historial de
exposicao Cronica: Padrao fibrotico alveolares com exposicao
reticular, pode-se citoplasma plausivel
observar aspeto de favo espumoso Exclusao de
de mel com Os mastocitos e infecdo,
bronquiectasias de tracdo plasmdcitos podem hemorragia ou
e padrao de vidro opaco estar aumentados neoplasia
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Além das DIP, neste trabalho foram estudados outros dois grupos de patologias pulmonares:

doencas obstrutivas (DPOC, asma bronquica) e doencas infeciosas (pneumonia).

1.4.2. Doencas Obstrutivas

1.4.2.1. Doenca Pulmonar Obstrutiva Cronica

Esta doenca é caracterizada pela obstrucdo crénica do fluxo de ar, o que torna o teste de
funcao pulmonar a ferramenta de diagnoéstico com maior utilidade. A severidade da obstrucao
do fluxo de ar é determinada pelo nivel de reducao do volume expiratoério forcado no primeiro
segundo: >80% corresponde ao estadio |, 50-80% estadio Il, 30-50% estadio Ill e <30% estadio
IV. O fumo do cigarro é o maior fator de risco ambiental para a DPOC. E uma doenca
progressiva, no entanto a taxa de perda de funcado pulmonar diminui notavelmente apos
cessacao tabagica. Os sintomas somente ocorrem quando a DPOC estd numa fase avancada,
por isso a detecdo precoce necessita de testes de espirometria. Esta doenca inclui periodos
de agravamento de sintomas respiratdrios, definidos como exacerbacdes. O raio-X pode
mostrar hiperinflacao, enfisema e hipertensao pulmonar, sendo efetuado para excluir outras
doencas durante a avaliacdo de rotina e pneumonia durante os periodos de exacerbacao. A
TCAR, apesar de mais sensivel para detetar enfisema, é tipicamente reservada para avaliacao
de doenca avancada quando as opcdes cirlrgicas como reducdo de volume pulmonar e
transplantacao sao consideradas (19).

A inflamacdo das vias aéreas é frequente nesta patologia, observando-se um nimero
aumentado de macrofagos e linfocitos. Apesar do LBA ter elevada importancia no estudo da
inflamacao das vias aéreas, ndao é o procedimento de eleicao para estudos de diagndstico e
seguimento nestes doentes, uma vez que a obstrucao pode dificultar o procedimento e este
por sua vez pode piorar a situacao clinica (20). Além disso, é verificada uma recuperacao de
fluido instilado reduzida nos casos de DPOC, diminuindo com o aumento do grau de enfisema

o0 que pode dificultar a analise de resultados (21).

1.4.2.2. Asma Brénquica

A asma bronquica (AB) é uma sindrome caracterizada pela obstrucao reversivel do fluxo de ar,
contrariamente ao que acontece na DPOC. O grau de obstrucao varia espontaneamente ou
através de tratamento especifico. A inflamacdo cronica das vias aéreas causa
hiperresponsividade a uma variedade de estimulos externos, levando a obstrucao do fluxo de
ar e consequentes sintomas respiratorios (p.e. dispneia). A maioria dos asmaticos sao atopicos
e frequentemente tém rinite alérgica e/ou eczema e a doenca geralmente tem inicio na
infancia. Em individuos ndo atopicos a doenca aparece geralmente ja na fase adulta, sendo
designados como asmaticos intrinsecos. Como mencionado anteriormente, os testes
espirométricos dao indicacdo de obstrucdo das vias aéreas, porém os resultados de
espirometria podem ser normais nestes pacientes quando ndao se encontram em periodos de
crise ou quando os sintomas sao adequadamente tratados. Os doseamentos de IgE total e

especifica e os testes cutaneos podem ajudar na identificacdo do alergénio. O raio-X nao
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apresenta alteracdes, exceto em periodos de exacerbacao aguda nos quais se pode identificar
a ocorréncia de pneumotorax (19).

Os estudos por broncoscopia nestes pacientes demonstram niveis de eosinofilos aumentados
no LBA, podendo verificar-se um aumento de linfocitos T CD4* do tipo Th2 com consequente
producao de IL-4, IL-5 e IL-13 (22). Estas citocinas aumentam a producao de imunoglobulina
(Ig) E e desempenham um papel importante na manutencao da inflamacao eosinofilica das

vias aéreas (22).

1.4.3.Doencas infeciosas

1.4.3.1 Pneumonia

A pneumonia caracteriza-se por uma infecao do parénquima pulmonar e é classificada como
adquirida na comunidade ou associada a cuidados de salde, esta Ultima subdividida em
pneumonia adquirida no hospital ou associada a ventilador. Os microrganismos alcancam o
trato respiratorio inferior via microaspiracdo pela orofaringe, inalacdo de goticulas
contaminadas e propagacao hematoldgica. A pneumonia classica (S. pneumoniae) apresenta-
se como um padrao lobar e tem quatro fases de evolucao: edema, hepatizacao vermelha
(eritrocitos e neutréfilos), hepatizacdo cinzenta (neutrdfilos e fibrina) e resolucao
(macrdfagos). As bactérias tipicamente causadoras de pneumonia sdo: S. pneumoniae, H.
influenzae, S. aureus, K. pneumoniae e P. aeruginosa., microrganismos atipicos como
Mycoplasma pneumoniae, Chlamydia pneumoniae, Legionella spp. e virus respiratorios
(influenza, adenovirus, virus sincicial respiratorio). Entre 10 a 15% das pneumonias sao
polimicrobianas envolvem a combinacdo de organismos tipicos e atipicos. Nesta patologia,
além do diagnostico é necessaria a confirmacao da etiologia. O diagnostico deve ser efetuado
através de culturas microbiologicas de sangue, urina, expetoracado, secrecdes bronquicas,
aspirados bronquicos e LBA.

Nas pneumonias adquiridas na comunidade, o LBA assume interesse diagnostico perante
quadros clinicos graves ou insucessos terapéuticos. Nas pneumonias associadas a ventilacao, o
LBA tem demonstrado pouco valor diagnostico (19). O estudo do padrao celular do LBA é mais
rapido do que o estudo microbiologico e pode ser indicativo do tipo de microrganismo

causador de infecdo: neutrofilia - bactéria; linfocitose - virus; eosinofilia - parasita (10).

2. Objetivo do Projeto de Investigacao

A lavagem broncoalveolar é uma técnica aceite como método de diagnoéstico complementar
em varias patologias do trato respiratorio inferior. Ao longo dos Gltimos anos varios estudos
confirmaram que o LBA reflete a celularidade existente no alvéolo e no intersticio pulmonar,
sendo o estudo deste produto bioldgico relevante para o diagnoéstico diferencial, prognostico
e seguimento das DIP. No entanto, a utilidade deste liquido biolégico ainda nao esta bem
definida para muitas patologias pulmonares e existe alguma controvérsia no que diz respeito

ao seu valor de diagnostico nas DIP e noutras patologias pulmonares. Assim, o estudo
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retrospetivo dos resultados da analise dos LBA em contexto hospitalar assume um papel de
extrema importancia. O CHUCB conta com uma experiéncia de aproximadamente 13 anos no
estudo do LBA por citometria de fluxo (CMF).
Deste modo, o presente trabalho tem como principais objetivos:
e Revisdo bibliografica da atual aplicacao clinica do LBA e ponderacdo da necessidade
de atualizacao dos protocolos vigentes no CHUCB;
e Estudo retrospetivo da analise dos LBA efetuados no CHUCB no periodo de 2006 a 2018
e comparacao dos resultados obtidos com os descritos na literatura;
e Reanalise dos resultados de CMF dos LBA processados entre 2016 a 2018, de modo a
identificar novas populacdes celulares e estudo da sua relevancia clinica;
Esta atualizacdo torna-se imprescindivel para melhorar a abordagem analitica deste tipo de

liquido biologico, tornando-a mais completa e Gtil para o clinico nas decisdes de diagnostico.

3. Materiais e Métodos

3.1. Rececao e Manuseamento de Amostra

O SPC recebe amostras de LBA de doentes provenientes do CHUCB, Hospital Amato Lusitano
(Castelo Branco) e Hospital Sousa Martins (Guarda). A maioria dos LBA chegam ao SPC
separados por 3 a 4 fracoes e sao distribuidos pelos respetivos laboratorios, a segunda fracao
segue para estudos microbiologicos e a terceira fracao € utilizada para estudos de analise
morfoldgica e CMF, sendo o volume minimo aceitavel para analise celular entre 10 a 20 mL. A
amostra deve ser processada de imediato aquando da sua chegada ao laboratorio, caso
contrario deve ser refrigerada (4° C), nunca podendo ultrapassar 4 horas entre a colheita e a

analise.

3.2. Processamento de Amostra

3.2.1.Andlise Morfolégica

Para um tubo seco sao pipetados 2ml de LBA para contagem celular automatica no analisador
hematologico DxH 800 (Beckman Coulter) em modo de amostra pleural. A partir desta
aliquota é preparada uma lamina por citocentrifugacdo a 500 rpm durante 5 minutos
(Cytopro™ 7320, Wescor). Apo6s secagem da lamina, esta é corada pela coloracdo de May-
Grunwald/Giemsa na citocentrifuga (Aerospray® Hematology Pro Series 2, Wescor) e
visualizada ao microscopio 6tico composto. A contagem de macrofagos, neutrdfilos,
eosindfilos e linfocitos é efetuada e apresentada como percentagem e caso se observem
outras estruturas celulares de relevo sao igualmente descritas (Figura 5). Tendo em conta que
os macrdfagos sao a populacdao mais representativa do LBA, € mandatoria a sua presenca de

modo a validar a qualidade da amostra.
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Figura 5. Imagem de microscopia 6tica do lavado broncoalveolar (ampliacdo 1000x). Presenca de
linfécitos (=), macrofagos (=) e neutroéfilos (=).

3.2.2.Identificacdo das Popula¢cdes Celulares por Imunofluorescéncia

Para um tubo falcon sao pipetados 12 mL de amostra de LBA e esta é centrifugada a 1600 rpm
durante 10 minutos. O sobrenadante é descartado até aproximadamente 3 mL e o pellet
celular ressuspendido. Para a identificacao das populacées celulares em estudo sao utilizados
os seguintes anticorpos monoclonais multitest: CD3-isotiocianato de fluoresceina (FITC, clone
SK7), CD8-ficoeritrina (PE, clone SK1), CD45-proteina peridinina-clorofila (PerCP, clone 2D1),
CD4-aloficocianina (APC; clone SK3), CD16+56-PE (clone B73.1 e clone NCAM16.2,
respetivamente), CD45-FITC (clone 2D1), CD19-APC (clone SJ25C1), CD14-PE (clone MOP9) e
Anti-HLA-DR-PerCP (clone L243). Todos os anticorpos monoclonais sao da BD Biosciences.

A suspensao celular é dividida por 4 tubos secos (500 pL/cada) para os quais foram
previamente pipetados 10 pL dos anticorpos monoclonais, segundo o esquematizado na

Tabela 2. A incubacao decorre a temperatura ambiente durante 15 minutos, no escuro.

Tabela 2. Painel de anticorpos utilizados na marcacdo das células.

Tubo Anticorpos monoclonais Amostra
1 - - - - 500 pL
2 Anti-CD3 Anti-CD8 Anti-CD45 Anti-CD4 500 pL
3 Anti-CD3  Anti-CD16+56  Anti-CD45 Anti-CD19 500 pL
4 Anti-CD45 Anti-CD14 Anti-HLA-DR - 500 pL

FITC: isotiacianato de fluoresceina; PE: ficoeritrina; PerCP-Cy5.5: proteina peridinina-clorofila; APC:
aloficocianina.

Apos incubacao sao adicionados 2 mL de tampao fosfato-salino isotonico (PBS, BD Biosciences)
e procede-se a centrifugacao a 1600 rpm durante 10 minutos, apds a qual o sobrenadante é
desprezado e o pellet ressuspendido em 500 pL de PBS. No caso de a amostra ser hematica,
apos incubacao deve-se adicionar solucdo de lise (10 minutos, no escuro) antes de seguir com

o protocolo.
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3.2.3.Analise por Citometria de Fluxo

A aquisicao das amostras foi efetuada no citometro de fluxo FACSCalibur (Becton-Dickinson),
equipado com o software BD CellQuest™ (BD Biosciences). Através da expressao de CD45 e das
propriedades celulares intrinsecas, tamanho (FSC) e complexidade (SSC) identificaram-se os
linfocitos CD45+FSCPaixossChaxo pela positividade do CD3 sao identificados os linfocitos T e
dentro desta populacdo os linfocitos TCD4 e TCD8, CD4*CD8 e CD4'CD8*, respetivamente.
Ainda dentro da populacédo linfocitaria, os linfocitos B sdo identificados pela expressao de
CD19, as células NK pela marcacdo CD3'CD16*CD56* e as NKT pela marcacao CD3*CD16*CD56*
(23). A combinacao da expressao de CD14 versus HLA-DR permite a identificacao dos
macrofagos CD14***HLA-DR*** e os granulocitos CD14'HLA-DR" (Figura 6). Os resultados foram
apresentados em percentagem e a razao CD4/CD8 calculada a partir da proporcao entre a
percentagem de linfocitos T CD4* e T CD8*. As populacdes celulares foram identificadas

utilizando o software de analise Infinicyt 1.8 (cytognos).
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Figura 6. Estratégia utilizada para analise dos dados obtidos por citometria de fluxo. Identificacao de
subpopulacoes linfocitarias, macrofagos e granulocitos (maioria neutrofilos). Analise efetuada através
do software Infinicyt 1.8 (cytognos).

Os resultados de CMF dos LBA realizados entre 2016 e 2018 no SPC do CHUCB foram
reanalisados. Além das subpopulacoes linfocitarias rotineiramente estudadas (linfocitos B e

NK), foi estudada a subpopulacao de linfocitos NKT.

3.3. Recolha de Dados

Os dados referentes as analises dos LBA por CMF e morfologia celular, o nimero do processo
clinico e do pedido, idade, sexo, hospital e suspeita clinica foram retirados a partir do
software Modulab e posteriormente organizados por data (2006 a 2018). O diagnostico final e
os habitos tabagicos de cada paciente foram consultados pela Dr.? Patricia Amantegui

(patologista clinico) através do SClinico Hospitalar, utilizando o nimero do processo clinico.
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Todos os dados foram tratados anonimamente e sob acordo de confidencialidade, com

aprovacao pela comissao de ética do CHUCB (estudo n° 85/2018).

3.4. Populacao em Estudo

Foram estudados 732 LBA, 369 (50.4%) do sexo masculino e 363 (49.6%) do sexo feminino, com
idades compreendidas entre os 13 e os 100 anos e idade média de 60 anos. Quanto aos habitos
tabagicos, 340 dos pacientes em estudo sao nao fumadores (46.4%), 82 fumadores (11.2%) e
76 ex-fumadores (10.4%), nao tendo sido possivel obter informacdo acerca dos habitos
tabagicos de 234 pacientes (32%). Dos 732 pacientes, 501 realizaram a(s) colheita(s) no
CHUCB (68.4%), 211 na Unidade Local de Saude da Guarda (28.8%) e 20 na Unidade Local de
Saude de Castelo Branco (2.7%).

A Tabela 3 demonstra a distribuicdo dos LBA analisados por diagndstico final (ordem
decrescente de niUmero de amostras) e, dentro destes grupos, por habitos tabagicos.

Alguns pacientes a quem foi efetuada colheita de LBA nao apresentaram qualquer patologia
pulmonar (n=22), sendo este grupo denominado a partir de agora por individuos saudaveis
(informacéo recolhida a partir do processo clinico). Nao se conseguiu obter o diagndstico final
de 222 pacientes ou por nao ser possivel aceder ao processo clinico (n=217) ou por ndo existir
informacao suficiente no mesmo (n=5). A pneumonia apresenta-se como uma doenca infeciosa
e, por esse motivo, este grupo (n=37) foi subdividido pelo tipo de microrganismo causador da
infecdo. Desta forma, 15 casos dizem respeito a infecdo bacteriana, 5 a infecdo virica e 2 a
infecao fungica, sendo que nao foi possivel obter esta informacao em 15 dos casos ou por no
pedido estudado so constar analise por CMF (sem microbiologia) ou por nao ter sido detetado

nenhum microrganismo no LBA.
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Tabela 3. Distribuicao populacional por diagnéstico final e habitos tabagicos.

Habitos Tabagicos

Nao Ex-

Total Fumador Fumador Fumador Sl

Sarcoidose 72 58 4 2 8
Fibrose Pulmonar Idiopatica 67 54 6 7 0
Asma Bronquica 46 36 8 2 0
Doenca Pulmonar Obstrutiva Cronica 40 8 14 18 0
Pneumonia 37 21 9 6 1
Pneumonite por Hipersensibilidade 27 20 4 3 0
Saudaveis 22 19 1 2 0
Nédulo Pulmonar 17 12 3 2 0
Sindrome da Apneia Obstrutiva do Sono 16 8 4 4 0
Bronquiolite Obliterante com Pneumonia em Organizacao 16 13 2 1 0
Silicose 15 7 3 5 0
Pneumonia Intersticial 12 8 0 3 1
Tuberculose 12 9 2 1 0
Pneumonia Eosinofilica 7 3 1 2 1
Bronquiectasias 7 2 1 3 1
Doenca do Intersticio Pulmonar Indiferenciada 6 5 0 1 0
Virus da Imunodeficiéncia Humana 3 2 1 0 0
Tosse convulsa 2 1 0 1 0
Doencas  Esclerodermia 17 14 3 0 0
autoimunes  Artrite Reumatoide 12 11 1 0 0
(41) Sindrome de Sjogren 10 8 0 0 2
Lapus Eritematoso Sistémico 2 2 0 0 0
Benigna 14 9 2 3 0
Neoplasia A.denocarcinoma 11 6 3 2 0
36) Linfoma 5 3 1 1 0
Primaria 2 0 0 0
Secundaria 4 3 0 1 0
Condicdes Adenopatias 27 12 6 8 1
Clinicas (40) Outros 13 8 3 2 0
SI 222 0 0 0 222
Total 763 364 82 80 237

Sl: sem informacao.

3.5. Critérios de Selecao das Amostras

Das patologias representadas na Tabela 3, somente os grupos com nimero de casos superior a
20 foram consideradas para este estudo, nomeadamente sarcoidose, FPI, PH, DPOC, AB e

pneumonia. Os casos em que nao se chegou a nenhum diagnostico final, bem como casos onde
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sO se descreveram condicdes clinicas ou sintomas foram excluidos do estudo. Estas condicoes

foram cumpridas por 311 LBA, nimero de LBA considerados nos resultados deste trabalho.

3.6. Definicdo de Valores de Referéncia

De modo a definir valores normais e patolodgicos para a distribuicao das populagdes celulares
do LBA, foram seguidas as guidelines publicadas em 2012 pela ATS (10). Os intervalos
definidos foram: a) percentagem de linfocitos, sendo considerada baixa (0-10%), normal (10-
15%), moderadamente elevada (15-30%) e elevada (> a 30%); b) razao CD4/CD8, dividida em
baixa (< a 0.9), normal (0.9-2.5), moderadamente elevada (2.5-3.5) e elevada (> a 3.5); ¢)
percentagem de macrofagos baixa (< a 85%) e normal (> a 85%); d) percentagem de
neutrofilos normal (< a 3%) e elevada (> a 3%); e) percentagem de eosinofilos normal (< a 1%)

e elevada (> a 1%).

3.7. Analise Estatistica

A analise estatistica dos dados obtidos foi realizada com recurso ao software Statistical
Package for the Social Sciences (SPSS) versao 25 (IBM Statistics). As diferencas entre grupos
testados foram consideradas significativamente estatisticas quando P<0.05 e foram obtidas
através do teste nao paramétrico Kruskal-Wallis. Os resultados sdo representados como

mediana (percentis 25-75).

4. Resultados

4.1. Casuistica dos Lavados Broncoalveolares
Entre 2006 e 2018, no SPC do CHUCB foram estudados 763 LBA por CMF com respetiva analise

morfologica. Destes 763 LBA, 31 sdo repeticoes respetivas a 20 pacientes: 13 pacientes com 2
analises, 5 pacientes com 3 analises, 1 paciente com 4 analises e 1 paciente com 6 analises. A
Figura 7 representa o aumento acentuado do nimero de analises de LBA ao longo dos anos.
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N° de LBA analisados
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Figura 7. Numero de lavados broncoalveolares analisados por citometria de fluxo ao longo dos anos
no Centro Hospitalar Universitario da Cova da Beira.
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Com base nos critérios de selecao ja referidos (n>20), para o estudo em questdo foram
considerados 311 LBA distribuidos pelos seguintes grupos (Tabela 4): sarcoidose (n=72), FPI
(n=67), AB (n=46), DPOC (n=40), pneumonia (n=37), PH (n=27) e sem patologia pulmonar
(n=22).

Tabela 4. Analise de frequéncias das patologias em estudo, discriminadas por sexo.

Diagnostico Sexo Total
Sarcoidose (n=72) Masculino 20
Feminino 52
Fibrose Pulmonar Idiopatica (n=67) Masculino 33
Feminino 34
Asma Bronquica (n=46) Masculino 10
Feminino 36
Doenca Pulmonar Obstrutiva Cronica (n=40) Masculino 34
Feminino 6
Pneumonia (n=37) Masculino 22
Feminino 15
Pneumonite por Hipersensibilidade (n=27)  Masculino 9
Feminino 18
Saudaveis (n=22) Masculino 7
Feminino 15
Total (n=311) Masculino 135
Feminino 176

A idade da maioria dos pacientes em estudo encontra-se entre os 40 e os 80 anos, com idade
minima de 13 anos e maxima de 87 anos, com mediana de 61 anos e média de 50 anos

(Figura 8).
150
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Faixa Etaria
Figura 8. Distribuicdo da amostra em estudo por faixas etarias.

4.2. Padrao Celular dos Lavados Broncoalveolares

Com base na literatura, as células mais representativas do LBA sdo os linfocitos e macrofagos,
no entanto também é descrita a presenca de neutrofilos, eosinofilos e mastocitos (10, 24).

Em cada um dos sete grupos estudados determinou-se a percentagem mediana de linfocitos
totais, linfocitos T, dentro destes a razao CD4/CD8, neutrofilos, macrofagos e eosinofilos
(Tabela 5).
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Tabela 5. Padrao celular dos lavados broncoalveolares nas patologias pulmonares estudadas. Dados
apresentados em mediana (percentis 25-75).

Diagnostico  Linfocitos  Linfocitos T Razao Neutrofilos  Macrdéfagos  Eosinofilos

Totais (%) # (%) # CD4/CD8 # (%) * (%) # (%) *
10.5 91.0 1.4 1.5 81.4 0.0
Saudaveis
(7.0-18.0) (89.5-94.3) (0.7-3.2) (1.0-5.0) (72.8-86.6) (0.0-1.0)
DIP 43.0 96.0 5.3 2.0 53.5 0.0
Sarcoidose
(27.5-58.0) (93.6-97.8) (3.1-8.8) (0.6-4.8) (37.9-65.8) (0.0-1.0)
- 15.0 93.1 1.9 3.0 74.0 0.5
(7.1-34.0)  (90.0-97.0) (0.9-2.7) (1.0-7.0) (53.2-85.0)  (0.0-2.0)
PH 29.0 94.0 1.4 6.0 54.0 0.5
(1.3-57.8)  (87.5-96.5) (0.7-3.2) (2.0-15.0) (26.5-70.0)  (0.0-3.0)
Doencas DPOC 11.5 93.0 1.0 3.5 79.6 0.0
Obstrutivas (3.4-21.9)  (90.0-96.9) (0.6-1.9) (1.0-9.0) (44.3-89.8)  (0.0-1.0)
AB 21.1 94.0 1.6 2.0 67.8 0.0
(7.8-38.0)  (90.3-96.0) (0.7-3.1) (1.0-4.6) (40.8-86.3)  (0.0-1.0)
Doencas ) 22.0 90.1 1.1 4.0 55.0 0.0
Pneumonia
Infeciosas (9.0-45.7)  (83.7-95.0) (0.4-2.1) (1.0-15.0) (27.8-74.5) (0.0-1.0)

FPI: fibrose pulmonar idiopatica; AB: asma bronquica; DPOC: doenca pulmonar obstrutiva cronica; PH:
pneumonite por hipersensibilidade; (*) analise morfoldgica; (#) analise por citometria de fluxo.

Apds recolha de dados de cada uma das populacdes analisadas, verificou-se que a
percentagem de linfocitos totais se encontra significativamente aumentada na sarcoidose em
relacdo a todos os grupos, a excecdo da PH (Tabela 5, Figura 9A). De forma menos acentuada,
também foi observado um aumento de linfécitos na PH, pneumonia e AB em relacdo a
individuos saudaveis. Os linfocitos T sdo a populacdo linfocitaria que contribui para o
aumento dos linfocitos totais na sarcoidose, uma vez que esta populacdo se encontra
significativamente aumentada quando comparada com os restantes grupos em estudo, com
uma razao CD4/CD8 também aumentada (Tabela 5, Figura 9B e C).

Relativamente a percentagem de macréfagos, observa-se uma diminuicao significativa em
todas as condicbes patoldgicas comparativamente aos individuos saudaveis, a excecao da
DPOC (Tabela 5, Figura 9D). A percentagem de macrofagos dos pacientes com sarcoidose foi a
mais reduzida, seguida do grupo da PH e da pneumonia sendo estatisticamente significativa
em relacdo a AB, FPI e DPOC.

Nos grupos da PH e da pneumonia foi verificado um aumento estatisticamente significativo na
percentagem de neutréfilos em comparacao aos individuos saudaveis e com sarcoidose. No

caso da PH este aumento também foi significativo em relacdo a AB (Tabela 5, Figura 9E).
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Figura 9. Percentagem de linfocitos totais (A), linfécitos T (B), razdo CD4/CD8 (C), macrofagos (D) e
neutrofilos (E) distribuidas pelas patologias em estudo. Resultados expressos em mediana e intervalo
interquartil (P<0.05). Diferencas significativamente estatisticas vs. (*) individuos saudaveis, ($)
sarcoidose, (#) pneumonite por hipersensibilidade (PH), (&) fibrose pulmonar idiopatica (FPl) e (+)
pneumonia. AB: asma brénquica, DPOC: doenca pulmonar obstrutiva crénica.

Uma vez que a literatura descreve a influéncia da idade (25, 26) e do sexo (27, 28) dos
pacientes no LBA, estas variaveis foram avaliadas. No entanto, nao foram observadas
diferencas com significado estatistico (dados ndo apresentados). Outros estudos referem
ainda alteracdes no padrao celular do LBA em funcdo dos habitos tabagicos (24), tendo sido
encontradas alteracdes com significancia estatistica, descritas mais a frente. De seguida sdo
apresentados os resultados da caracterizacdo dos LBA pela sua distribuicao celular por

patologia e tendo em conta os habitos tabagicos.
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4.2.1. Individuos Saudaveis

Nos individuos saudaveis, a percentagem de linfécitos totais apresentou-se baixa em 40.9%
dos casos (n=9), normal em 31.8% (n=7), moderadamente elevada em 18.2% (n=4) e elevada
em 9.1% (n=2). A razao CD4/CD8 apresentou-se baixa em 9.1% dos casos (n=2), normal em
77.3% (n=17), moderadamente elevada em 9.1% (n=2) e elevada em 4.5% (n=1). A
percentagem de macrofagos demonstrou estar dentro da normalidade em 45.5% dos casos
(n=10) e baixa em 54.5% (n=12). A percentagem de neutrofilos apresentou-se normal em
72.7% dos casos (n=16) e elevada em 27.3% (n=6). A percentagem de eosindfilos apresentou-

se normal em 95.5% dos casos (n=21) e elevada em 4.5% (n=1, Figura 10).
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Figura 10. Distribuicdo da casuistica por percentagem de linfocitos totais (A), razao CD4/CD8 (B),
macroéfagos (C), neutréfilos (D) e eosindfilos (E) em individuos saudaveis. Cada variavel esta
segmentada de acordo com os intervalos definidos pela American Thoracic Society. LBA: lavados
broncoalveolares.

Heron M. et al (24), estudaram o padrdo celular de individuos saudaveis adultos e nao
fumadores, mostrando os resultados da percentagem de cada uma das células anteriormente
referidas em mediana (percentis 10-90). A Tabela 6 compara os resultados do estudo
anteriormente referido com os do presente estudo (dados de fumadores e ex-fumadores

excluidos da analise), verificando-se uma grande semelhanca entre estes resultados.
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Tabela 6. Comparacdo de resultados entre estudos. Dados apresentados em mediana (percentis 10-

90).

Estudo de Heron M. et al

Presente Estudo

(n=34) (n=19)
Linfocitos 11.7 % (3.0-32.4) 11.0 % (4.0-33.0)
Razao CD4/CD8 1.5 (0.6-5.5) 1.5 (0.8-2.4)
Macraéfagos 85.4 % (65.3-95.4) 81.7 % (64.7-94.8)

Neutrofilos

Eosinofilos

1.3 % (0.2-4.3)
0.3 % (0.1-3.5)

1.5 % (0.5-10)
0.0 % (0.0-1.0)

4.2.2. Sarcoidose

Na sarcoidose, a percentagem de linfocitos totais apresentou-se baixa em 4.2% dos casos
(n=3), normal em 4.2% (n=3), moderadamente elevada em 20.8% (n=15) e elevada em 70.8%
(n=51). A razao CD4/CD8 apresentou-se baixa em 2.8% dos casos (n=2), normal em 15.3%
(n=11), moderadamente elevada em 12.5% (n=9) e elevada em 69.4% (n=50). A percentagem
de macrofagos demonstrou estar dentro da normalidade em 8.3% dos casos (n=6) e baixa em
91.7% (n=66). A percentagem de neutrofilos apresentou-se normal em 66.7% dos casos (n=48)
e elevada em 33.3% (n=24). A percentagem de eosinoéfilos apresentou-se normal em 84.7%
dos casos (n=61) e elevada em 15.3% (n=11, Figura 11).

A = Linfocitos Totais (%) C “ §
<
< = < g\
9 g =
v ° o =
° . 5 o
o 51 =
g - 7 L o g
=t Normal Bai
| , D >='55% <8s%
Baixa Normal Moderadamente Elevada 4
<10 % [10-15 %] Elevada >30 % < s
B 115-30 %] = &
w g o
® Razdo CD4/CD8 hS 48] =
;
40 B 1 —
E : ¥
Q *® Normal Elevada
© <= 3% >3%
s E .
m 20 < g'
E 5 . 3
Z v 2 m g:
[e]
Nz £ 3
o -» » : £ 2
Baixa Normal Moderadamente Elevada z . ~
<0.9 [0.9-2.5] Elevada >=3.5 Normal Elevada
12.5-3.5] <=1% >1%

Figura 11. Distribuicdo da casuistica por percentagem de linfocitos totais (A), razdo CD4/CD8 (B)
macrofagos (C), neutrofilos (D) e eosinodfilos (E) na sarcoidose. Cada variavel esta segmentada de
acordo com os intervalos definidos pela American Thoracic Society. LBA: lavados broncoalveolares.

Nesta patologia, a percentagem de linfocitos totais e a razdo CD4/CD8 no grupo dos
fumadores (n=4) apresentou-se ligeiramente diminuida em relacdo aos ndo fumadores (n=58),
no entanto sem significancia estatistica, observando-se o inverso quanto a percentagem de
macrofagos. Verificou-se ainda uma diminuicao estatisticamente significativa na percentagem

de neutrdéfilos nos fumadores [0.0% (0.0-0.0) vs. 2.0% (0.8-5.5) nos nao fumadores, Figura
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12]. Devido ao reduzido nimero de casos (n=2), ndo foi possivel incluir o grupo de pacientes
ex-fumadores.
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Figura 12. Percentagem de linfécitos totais, razdo CD4/CD8, macrofagos e neutrofilos no lavado
broncoalveolar de ndao fumadores e fumadores com sarcoidose. Resultados da percentagem de
neutrofilos demonstrados em modo ampliado. Resultados expressos em mediana e intervalo interquartil.
Diferencas estatisticamente significantes vs. (*) ndo fumadores (P<0.05).

4.2.3. Fibrose Pulmonar Idiopatica

No caso da FPI, a percentagem de linfocitos totais apresentou-se baixa em 31.3% dos casos
(n=21), normal em 20.9% (n=14), moderadamente elevada em 20.9% (n=14) e elevada em
26.9% (n=18). A razao CD4/CD8 apresentou-se baixa em 23.9% dos casos (n=16), normal em
47.8% (n=32), moderadamente elevada em 16.4% (n=11) e elevada em 11.9% (n=8). A
percentagem de macrofagos demonstrou estar dentro da normalidade em 25.4% dos casos
(n=17) e baixa em 74.6% (n=50). A percentagem de neutrofilos apresentou-se normal em
56.7% dos casos (n=38) e elevada em 43.3% (n=29). A percentagem de eosinofilos
apresentou-se normal em 70.1% dos casos (n=47) e elevada em 29.9% (n=20, Figura 13).

Na Figura 14 é possivel observar uma ligeira diminuicdo da percentagem de macroéfagos nos
ex-fumadores (n=7) e da razao CD4/CD8 nos fumadores (n=6). Constatou-se uma diminuicao
estatisticamente significativa na percentagem de neutrdfilos dos LBA dos fumadores em
comparacao com os dos nao fumadores [0.5 % (0.0-1.3) vs. 3.5 % (1.5-8.1), n=54]. No que diz
respeito a percentagem de linfocitos totais, macrofagos e a razao CD4/CD8 nao se verificaram

diferencas significativas entre os grupos em estudo.
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Figura 13. Distribuicdo da casuistica por percentagem de linfocitos totais (A), razdao CD4/CD8 (B)
macroéfagos (C), neutréfilos (D) e eosinéfilos (E) na fibrose pulmonar idiopatica. Cada variavel esta
segmentada de acordo com os intervalos definidos pela American Thoracic Society. LBA: lavados
broncoalveolares.
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Figura 14. Percentagem de linfécitos totais, razdo CD4/CD8, macréfagos e neutréfilos no lavado
broncoalveolar de ndo fumadores, fumadores e ex-fumadores com fibrose pulmonar idiopatica.
Resultados da razdao CD4/CD8 e da percentagem de neutréfilos demonstrados em modo ampliado.
Resultados expressos em mediana e intervalo interquartil. Diferencas estatisticamente significantes vs.
(*) ndo fumadores (P<0.05).

4.2.4. Pneumonite por Hipersensibilidade

Nesta patologia, a percentagem de linfdcitos totais apresentou-se baixa em 14.8% dos casos
(n=4), normal em 18.5% (n=5), moderadamente elevada em 18.5% (n=5) e elevada em 48.1%
(n=13). A razao CD4/CD8 apresentou-se baixa em 40.7% dos casos (n=11), normal em 29.6%

(n=8), moderadamente elevada em 7.4% (n=2) e elevada em 22.2% (n=6). A percentagem de
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macrofagos demonstrou estar dentro da normalidade em 7.4% dos casos (n=2) e baixa em
92.6% (n=25). A percentagem de neutrodfilos apresentou-se normal em 37.0% dos casos (n=10)

e elevada em 63.0% (n=17). A percentagem de eosinoéfilos apresentou-se normal em 70.4%

dos casos (n=19) e elevada em 29.6% (n=8, Figura 55).
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Figura 15. Distribuicdo da casuistica por percentagem de linfocitos totais (A), razao CD4/CD8 (B)
macrofagos (C), neutroéfilos (D) e eosindfilos (E) na pneumonite por hipersensibilidade. Cada variavel
esta segmentada de acordo com os intervalos definidos pela American Thoracic Society. LBA: lavados
broncoalveolares.

Neste grupo, quando distribuido por habitos tabagicos, apenas se observou uma diminuicdo
estatisticamente significativa na percentagem de linfocitos totais nos LBA dos fumadores
(n=4) em comparacao com os dos ndo fumadores [33.5% (16.3-62.5) vs. 6.1% (2.6-13.0),
n=20, Figura 16].
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Figura 16. Percentagem de linfocitos totais, razdo CD4/CD8, macroéfagos e neutrofilos no lavado
broncoalveolar de ndo fumadores, fumadores e ex-fumadores com pneumonite por
hipersensibilidade. Resultados expressos em mediana e intervalo interquartil. Diferencas
estatisticamente significantes vs. (*) nao fumadores (P<0.05).
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4.2.5. Doenca Pulmonar Obstrutiva Crénica

Na DPOC, a percentagem de linfocitos totais apresentou-se baixa em 47.5% dos casos (n=19),
normal em 17.5% (n=7), moderadamente elevada em 15.0% (n=6) e elevada em 20.0% (n=8).
A razao CD4/CD8 apresentou-se baixa em 42.5% dos casos (n=17), normal em 40.0% (n=16),
moderadamente elevada em 12.5% (n=5) e elevada em 5.0% (n=2). A percentagem de
macrofagos demonstrou estar dentro da normalidade em 40.0% dos casos (n=16) e baixa em
60.0% (n=24). A percentagem de neutroéfilos apresentou-se normal em 47.5% dos casos (n=19)
e elevada em 52.5% (n=21). A percentagem de eosinofilos apresentou-se normal em 82.5%

dos casos (n=33) e elevada em 17.5% (n=7, Figura 17).
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Figura 17. Distribuicdo da casuistica por percentagem de linfocitos totais (A), razao CD4/CD8 (B)
macrofagos (C), neutréfilos (D) e eosinéfilos (E) na doenca pulmonar obstrutiva cronica. Cada
variavel esta segmentada de acordo com os intervalos definidos pela American Thoracic Society. LBA:
lavados broncoalveolares.

Verificou-se uma diminuicdo estatisticamente significativa na percentagem de linfocitos
totais dos LBA dos fumadores (n=14) em comparacao com os dos nao fumadores [14.5% (13.0-
18.4) vs. 3.0% (2.5-8.9), n=8] e com os dos ex-fumadores [15.2% (5.8-40.8) vs. 3.0% (2.5-
8.9), n=18]. No que diz respeito a percentagem de neutrofilos, de macréfagos e a razao
CD4/CD8 nao se identificaram diferencas significativas entre os grupos em estudo. No
entanto, na Figura 18 é possivel observar um aumento da percentagem de neutroéfilos nos nao

fumadores em relacao aos restantes grupos.
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Figura 18. Percentagem de linfocitos totais, razdo CD4/CD8, macrofagos e neutréfilos no lavado
broncoalveolar de nado fumadores, fumadores e ex-fumadores na doenca pulmonar obstrutiva
cronica. Resultados da razao CD4/CD8 demonstrados em modo ampliado. Resultados expressos em
mediana e intervalo interquartil. Diferencas estatisticamente significantes vs. (*) nao fumadores e ($)
fumadores (P<0.05).

4.2.6. Asma Bronquica

No caso da AB, a percentagem de linfocitos totais apresentou-se baixa em 30.4% dos casos
(n=14), normal em 10.9% (n=5), moderadamente elevada em 19.6% (n=9) e elevada em
39.1% (n=18). A razao CD4/CD8 apresentou-se baixa em 32.6% dos casos (n=15), normal em
39.1% (n=18), moderadamente elevada em 8.7% (n=4) e elevada em 19.6% (n=9). A
percentagem de macrofagos demonstrou estar dentro da normalidade em 30.4% dos casos
(n=14) e baixa em 69.6% (n=32). A percentagem de neutrofilos apresentou-se normal em
65.2% dos casos (n=30) e elevada em 34.8% (n=16). A percentagem de eosindfilos

apresentou-se normal em 73.9% dos casos (n=34) e elevada em 26.1% (n=12, Figura 19).
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Figura 19. Distribuicdo da casuistica por percentagem de linfocitos totais (A), razdao CD4/CD8 (B)
macraéfagos (C), neutrdfilos (D) e eosinéfilos (E) na asma bronquica. Cada variavel esta segmentada de
acordo com os intervalos definidos pela American Thoracic Society. LBA: lavados broncoalveolares.
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Nos fumadores com AB a percentagem de linfocitos apresenta uma diminuicao, apesar de esta
nao ser estatisticamente significativa. Nao foi possivel estudar o grupo de pacientes ex-

fumadores (N=2), pelo que este grupo nao é representado na Figura 20.
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Figura 20. Percentagem de linfocitos totais, razdo CD4/CD8, macro6fagos e neutréfilos no lavado
broncoalveolar de ndao fumadores e fumadores na asma brénquica. Resultados expressos em mediana
e intervalo interquartil.

4.2.7. Pneumonia

Na pneumonia, a percentagem de linfocitos totais apresentou-se baixa em 29.7% dos casos
(n=11), normal em 8.1% (n=3), moderadamente elevada em 21.6% (n=8), elevada em 40.5%
(n=15). A razao CD4/CD8 apresentou-se baixa em 48.6% dos casos (n=18), normal em 35.1%
(n=13), moderadamente elevada em 5.4% (n=2) e elevada em 10.8% (n=4). A percentagem de
macrofagos demonstrou estar dentro da normalidade em 13.5% dos casos (n=5) e baixa em
86.4% (n=32). A percentagem de neutrofilos apresentou-se normal em 45.9% dos casos (n=17)
e elevada em 54.1% (n=20). A percentagem de eosinofilos apresentou-se normal em 78.4%
dos casos (n=29) e elevada em 21.6% (n=8, Figura 21).

Observou-se uma diminuicdo da percentagem de linfocitos totais no grupo dos fumadores
(n=9) em relacao aos restantes (Figura 22), com significancia estatistica quando comparada
com a do grupo de ex-fumadores [11.5% (0.2-1.9) vs. 3.5% (2.1-5.3), n=6)]. A razao CD4/CD8
segue a mesma tendéncia, sendo que aqui o grupo de ex-fumadores apresenta um aumento
significativo em relacao aos restantes grupos [3.5 (2.1-5.3) vs. 0.8 (0.4-1.7) nos nao
fumadores (n=21) e 0.5 (0.2-1.9) nos fumadores]. No caso da percentagem de macréfagos,
nao se verificaram diferencas significativas entre os grupos em estudo. A percentagem de
neutréfilos dos LBA dos fumadores demonstrou-se aumentada em comparacdo com os
restantes grupos, sendo significativa em relacao aos ex-fumadores [0.5 %(0.0-1.3) vs. 3.5%
(1.5-8.1)].
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Figura 21. Distribuicdo da casuistica por percentagem de linfocitos totais (A), razdao CD4/CD8 (B),
macroéfagos (C), neutroéfilos (D) e eosinéfilos (E) na pneumonia. Cada variavel esta segmentada de
acordo com os intervalos definidos pela American Thoracic Society. LBA: lavados broncoalveolares.
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Figura 22. Percentagem de linfécitos totais, razdo CD4/CD8, macréfagos e neutrofilos no lavado
broncoalveolar de ndao fumadores, fumadores e ex-fumadores na pneumonia. Os resultados estao
expressos em mediana e intervalo interquartil. Diferencas estatisticamente significantes em relacado a
nao fumadores (*) e a fumadores ($, P<0.05).

4.3. Habitos Tabagicos no Diagnéstico Diferencial

Tal como descrito na literatura e demonstrado pelos presentes resultados, para além das
alteracoes inerentes a fisiopatologia de cada doenca, os habitos tabagicos parecem
influenciar a celularidade do parénquima pulmonar. Neste sentido, os dados contidos na
Figura 9 quando separados em funcdo dos habitos tabagicos relevam alteracbes entre

patologias, podendo condicionar a interpretacao dos resultados da analise do LBA.
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Os fumadores apresentam uma reducdao geral na populacao linfocitaria, a excecao da
sarcoidose que é o Unico grupo com linfocitos aumentados [36.3% (10.7-66.1) vs. FPI, PH e
DPOC [9.7% (3.5-17.3), 9.6% (6.4-11.0), 6.1% (2.6-13.0) e 3.0% (2.5-8.9), respetivamente,
Figura 23A2]. E importante referir que nos individuos ndo fumadores, apesar de os linfocitos
estarem de igual forma aumentados na sarcoidose, este aumento também se verifica noutras
patologias. A diferenca mais evidente € observada no grupo da PH, sendo que nos nao
fumadores esta tem valores proximos da sarcoidose e nos fumadores apresenta valores
bastante reduzidos.

Em pacientes nao fumadores, a razao CD4/CD8 demonstrou-se elevada na sarcoidose [5.6
(3.1-8.9)] em relacdao a todos os outros grupos, sendo a diferenca estatisticamente
significativa em comparacao com o grupo da DPOC e pneumonia [1.2 (0.7-1.9) e 0.8 (0.4-
1.7), respetivamente,]. A razao CD4/CD8 mais reduzida foi verificada nos pacientes com
pneumonia [0.8 (0.4-1.7)] sendo estatisticamente significativa em comparacao com a FPI, AB
e PH [1.9 (1.3-2.8), 1.7 (0.7-3.2) e 1.7 (0.7-4.5), respetivamente, Figura 23B1]. Nos
pacientes fumadores verificou-se a mesma tendéncia [sarcoidose: 3.5 (1.9-4.4) vs. DPOC: 0.8
(0.3-1.3), FPI: 0.6 (0.2-1.8), PH: 0.6 (0.4-0.9) e pneumonia: 0.5 (0.2-1.9), Figura 23B2]. Da
analise comparativa dos resultados de fumadores e nao fumadores é percetivel que a razao
CD4/CD8 se altera de modo semelhante entre patologias.

No que diz respeito a percentagem de macrofagos, em pacientes nao fumadores esta
demonstrou-se significativamente diminuida na PH [53.5% (31.4-67.1)] em relacdo aos
individuos saudaveis e aos pacientes com FPI [81.7% (73.0-86.5) e 71.9% (52.2-82.6),
respetivamente, Figura 23C1]. Nos fumadores nao se verificaram diferencas significantes, no
entanto o grupo da DPOC apresenta valores de macrofagos elevados relativamente aos
verificados nos nao fumadores (Figura 23C2).

Nos fumadores a percentagem de neutrofilos demonstrou-se significativamente diminuida na
sarcoidose e na FPI [0.0% (0.0-0.0) e 0.5% (0.0-1.3), respetivamente] em relacao aos
pacientes com pneumonia, PH, DPOC e AB [33.0% (0.5-74.5), 11.5% (0.8-52.3), 3.3% (0.9-
9.0) e 1.5% (0.3-6.8), respetivamente, Figura 23D1]. Curiosamente, comparando os pacientes
nao fumadores com os fumadores parece verificar-se uma inversao de resultados entre a
DPOC e a PH. A primeira patologia com uma neutrofilia nos ndao fumadores e a segunda nos
fumadores.

Nao se observaram diferencas estatisticamente significativas em nenhuma das percentagens

celulares estudadas no que diz respeito aos ex-fumadores (dados nao apresentados).
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Figura 23. Percentagem de linfocitos totais (A), razao CD4/CD8 (B), macroéfagos (C) e neutrofilos (D)
em pacientes ndao fumadores (A1, B1, C1, D1) e fumadores (A2, B2, C2, D2) nas patologias em

estudo.

Resultados expressos em mediana e intervalo interquartil (P<0.05).

Diferencas

significativamente estatisticas vs. (*) sarcoidose, ($) pneumonia, (&) pneumonite por hipersensibilidade
(PH) e (#) fibrose pulmonar idiopatica (FPI). AB: asma bronquica, DPOC: doenca pulmonar obstrutiva

cronica.
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4.4, Células B, NK e NKT no Lavado Broncoalveolar

Tradicionalmente, os linfocitos mais estudados e descritos nos LBA sdo os linfocitos T,
contudo neste liquido bioldgico também sao identificados linfécitos B, células NK e células
NKT. As populagoes acima referidas foram avaliadas apenas nos LBA processados entre 2016 e
2018 (n=118, Tabela 7).

Tabela 7. Populacées linfocitarias dos LBA nas patologias pulmonares estudadas. Dados apresentados
em mediana (percentis 25-70).

Saudavel  Sarcoidose FPI PH DPOC AB Pneumonia
(n=7) (n=22) (n=25) (n=11) (n=19) (n=15) (n=19)
Linfocitos 1.6 0.9 0.9 1.0 0.7 0.9 1.0
B (%) (0.9-1.6) (0.6-1.5) (0.5-2.3) (0.2-2.2) (0.4-1.2) (0.4-2.7) (0.7-2.0)
Linfocitos 1.9 1.0 2.0 2.0 2.7 1.3 3.1
NK (%) (0.8-4.5) (0.7-1.8) (0.8-4.5) (0.4-2.8) (1.7-3.5) (1.0-2.2) (1.0-4.9)
Linfocitos 2.6 2.2 3.5 3.7 6.7 5.5 3.0

NKT (%) (1.9-6.1)  (1.6-3.6)  (2.45.7) (3.1-12.0) (4.3-9.6) (3.7-8.7)  (1.2-6.9)

FPI: fibrose pulmonar idiopatica; AB: asma bronquica; DPOC: doenca pulmonar obstrutiva cronica; PH:
pneumonite por hipersensibilidade.

No caso dos linfocitos B ndo se observaram diferencas estatisticamente significativas entre os
grupos em estudo (Tabela 7, Figura 24A).

Relativamente aos linfocitos NK, a percentagem mais baixa foi observada no grupo da
sarcoidose, sendo esta diminuicao estatisticamente significativa em relacao ao grupo da FPI,
DPOC e pneumonia (Tabela 7, Figura 24B).

A percentagem de linfécitos NKT apresentou-se significativamente elevada na DPOC e na AB
em comparacdo com a FPI, pneumonia e sarcoidose. A DPOC também apresentou um aumento
quando comparada com os individuos saudaveis e a PH quando comparada com a sarcoidose
(Tabela 7, Figura 24C).
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Figura 24. Percentagem de linfécitos B (A), NK (B) e NKT (C) nas patologias em estudo. Resultados
expressos em mediana e intervalo interquartil (P<0.05). Diferencas significativamente estatisticas vs. (*)
sarcoidose, (#) doenca pulmonar obstrutiva cronica (DPOC) e ($) asma bronquica (AB). FPI: fibrose
pulmonar idiopatica, PH: pneumonite por hipersensibilidade.

5. Discussao

0 aumento do nimero de pedidos de analise de LBA por citometria de fluxo ao longo dos anos
(Figura 7) reflete a crescente valorizacdo da referida técnica no que diz respeito ao
diagnéstico diferencial de patologias pulmonares.

Os valores de referéncia utilizados durante toda a analise de resultados foram os definidos
pela ATS para individuos adultos saudaveis e nao fumadores (10). Dentro dos LBA estudados
foi possivel definir um grupo no qual os individuos ndo apresentavam qualquer patologia
pulmonar, com idades compreendidas entre os 37 e os 82 anos e somente 1 paciente fumador
e 2 ex-fumadores. Assim, tendo em conta que o grupo de individuos saudaveis ¢ utilizado ao
longo do estudo como um hipotético controlo, é pertinente verificar se os LBA deste grupo se
enquadram nos valores de referéncia da ATS. Na maioria dos individuos considerados
saudaveis, as populacoes estudadas encontram-se dentro do considerado normal pela ATS
(Figura 10). Além disso, pela comparacdo com o estudo de Heron M. et al (24) é possivel
verificar um elevado grau de semelhanca com o grupo de individuos saudaveis definido no
presente estudo (Tabela 6).

Numa abordagem geral, quando a percentagem de cada populacao celular é comparada entre
as patologias estudadas é percetivel um aumento de linfocitos na sarcoidose, na PH,
pneumonia e AB (Figura 9A). Na sarcoidose, os linfocitos T CD4* sdo a subpopulacédo
linfocitaria que mais contribui para este aumento, sendo representada pelo aumento da razao
CD4/CD8. No caso da PH, pneumonia e AB o aumento de linfocitos nao se deve ao aumento
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dos linfocitos T (Figura 9B e 9C). A quantificacdo celular foi efetuada de modo relativo,
justificando o facto de que quando os linfocitos estdo aumentados, os macrofagos estao
diminuidos e vice-versa, uma vez que estas células sao as mais representativas (Figura 9A e
Figura 9D).

Na pneumonia e na PH foi verificada uma percentagem de neutrofilos aumentada (Figura 9E).
0 aumento destas células é expectavel em pacientes com pneumonia, devido a sua funcédo
bioldgica no combate a infecoes (29, 30). A migracdo e ativacdo neutrofilica também se
verifica em pacientes com desordens pulmonares fibroticas, sendo normalmente mais elevada
em pacientes com maior agressividade e pior progndstico, como € o caso da PH cronica (31).
Apesar de neste estudo a fase da PH nao ter sido avaliada, a idade dos pacientes sugere que a
doenca provavelmente tem alguns anos de evolucado, o que nos leva a supor que a PH podera
estar numa fase crénica, justificando assim o aumento dos neutroéfilos observado neste grupo.
Por outro lado, a ativacdo continuada dos neutrofilos pode ser consequéncia, e nao
necessariamente a causa, do dano tecidular associado a doenca (31).

Além da analise comparativa do perfil celular entre patologias, é importante caracterizar os
LBA dentro de cada patologia.

Na sarcoidose, 66 dos 72 pacientes estudados demonstraram linfocitos acima de 15% no LBA,
de forma concordante com o descrito na literatura (12-14). A razao CD4/CD8 estava
aumentada na maioria dos pacientes, o que esta descrito como tendo elevada especificidade
para o diagnostico desta patologia (12). No entanto, os valores de razao CD4/CD8 normais ou
baixos verificados em alguns pacientes podem ter varias explicacbes, tais como: a baixa
sensibilidade deste parametro (12), o estadio imunologico da doenca e os habitos tabagicos
do paciente (32). A alveolite linfocitaria é o primeiro estadio de evolucdo no envolvimento
pulmonar, caracterizando-se pelo aumento de linfocitos T CD4* (32). Com a evolucdo da
doenca a razao CD4/CD8 tende a diminuir, verificando-se que individuos com menor razao
CD4/CD8 desenvolvem lesdoes permanentes com maior frequéncia (estadio de fibrose) (32).
Além disso, a alveolite € menos pronunciada em fumadores e por isso estes doentes
apresentam uma razao CD4/CD8 mais reduzida (32).

A utilidade clinica da razao CD4/CD8 é questionada por alguns autores, baseando-se na
observacao de que esta razao pode ser variavel. Kantrow et al. observaram que somente 42%
dos 86 pacientes com sarcoidose comprovada por biopsia demonstraram razao CD4/CD8>4, e
que 12% demonstravam uma razao com valores abaixo de 1 (33). Recentemente, tém sido
investigados novos marcadores celulares na sarcoidose, nomeadamente a expressao da
integrina aEB7 (CD103) pelos linfocitos T CD4* no LBA, verificado-se a auséncia/diminuicao da
expressao desta molécula (34). Kolopp-Sarda et al. definram que a razédo
CD103*CD4*/CD4*<0.45 é um possivel marcador de diagndstico para a sarcoidose, mesmo em
casos onde a razao CD4/CD8 apresenta valores inferiores a 3.5 (35).

Apesar dos neutrofilos e eosindfilos se apresentarem normais na sarcoidose (13), estas células
podem estar elevadas em estadios avancados da doenca (36), o que foi observado em 33.3% e

em 15.3% dos individuos em estudo, respetivamente (Figura 11).
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Na FPI seria de esperar que nao se verificassem casos de linfocitose (16), contudo metade dos
casos apresentaram linfocitos acima de 15% e dentro destes alguns dos pacientes
apresentaram linfocitos acima de 30%, o que em contexto clinico direciona o estudo para
outro tipo de doencas fibrdticas, como a PH. Deste modo, é possivel concluir que o padrao
celular dos LBA estudados demonstra inespecificidade para o diagnéstico de FPI, tal como
descrito noutros estudos (16). Na razao CD4/CD8 e na percentagem de neutrofilos e
eosinofilos verificou-se uma distribuicao heterogénea (Figura 13).

A maioria dos pacientes com PH apresentaram niveis elevados de linfocitos no LBA (> a 15%,
Figura 15). Nesta patologia esta descrito que mais de 80% dos pacientes apresentam linfocitos
acima de 20%, no entanto este valor pode apresentar-se normal ou até mesmo reduzido numa
fase cronica da doenca (18). Além disso, foi possivel verificar percentagens de linfdcitos
acentuadamente reduzidas nos fumadores em relacao aos nao fumadores (Figura 16). Dos 9
LBA com percentagem de linfécitos baixa ou normal, 5 sdo provenientes de individuos
fumadores, sendo os habitos tabagicos uma possivel razdo para a diminuicdo dos linfocitos.
Dentro dos linfocitos T € expectavel uma diminuicdo da razdao CD4/CD8 (18), porém esta
reducao verificou-se em menos de metade dos casos. As alteracées na proporcao entre
linfocitos T CD4* e T CD8* podem depender do tempo decorrido entre a exposicdo ao
antigénio e a realizacao do LBA (17, 18), o que reflete a variabilidade deste parametro (18).
Os LBA onde a razao CD4/CD8 esta aumentada, tal como ja foi referido podem corresponder a
pacientes assintomaticos mas expostos continuamente aos antigénios causadores de
hipersensibilidade (p.e. tratadores de pombos, agricultores) (10).

Na DPOC foi observada uma diminuicdo acentuada na percentagem de linfocitos em pacientes
fumadores em relacao aos ndo fumadores, seguindo os ex-fumadores a mesma tendéncia. Em
aproximadamente metade dos casos, verificou-se uma percentagem de linfocitos e uma razao
CD4/CD8 baixas (Figura 17). Tendo em conta que a maioria dos individuos nesta patologia sao
fumadores (14/40) ou ex-fumadores (18/40), os resultados refletem que a distribuicao celular
do LBA sofre mais influéncia dos habitos tabagicos do que da propria DPOC. Em consonancia
com os resultados suprarreferidos, um estudo demonstrou o aumento dos linfocitos T CD8* em
fumadores mais velhos que desenvolveram DPOC (37).

Ao contrario do que era esperado, na maioria dos casos de AB nao se verificou o aumento dos
linfocitos T CD4* nem da percentagem de eosinofilos. Além disso, ndo se constataram
diferencas em funcao dos habitos tabagicos. Os pacientes deveriam ser subdivididos em asma
alérgica e asma nao alérgica, devido a diferente resposta imunologica associada e de forma a
minimizar a heterogeneidade do grupo, fator que pode justificar a auséncia de um padrao
definido nestes resultados.

Ao contrario do observado nas outras patologias, na pneumonia as alteracdes mais notorias
sdo o aumento de neutrdéfilos e de linfocitos em mais de metade dos casos (Figura 21), o que
ja foi explicado pela etiologia da doenca. Nas amostras em estudo, 9 dos 15 casos de infecao
bacteriana apresentaram neutrofilia no LBA e 4 dos 5 casos de infecdo virica apresentaram

linfocitose (dados ndao apresentados).
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Neste trabalho, além das alteracdes na celularidade do LBA associadas as patologias, também
se estudaram outros fatores como a idade, sexo e habitos tabagicos.

Segundo alguns estudos, a razao CD4/CD8 aumenta com a idade em individuos saudaveis,
provavelmente devido a acumulacdo de células de memodria na superficie das mucosas (26,
38). Nestes resultados nao se verificaram alteracoes significativas no padrao celular do LBA
em funcao da idade (dados nao apresentados). Contudo, tendo em conta que a maioria dos
individuos incluidos neste estudo se encontra acima dos 50 anos, seria interessante aumentar
o grupo de individuos com menor idade para podermos estudar de que forma este fator
influencia a distribuicao celular no LBA.

Quanto a influéncia do sexo na distribuicdo das populacdes celulares do LBA, existem estudos
que demonstram que niveis elevados de estrogénio aumentam a inflamacédo das vias aéreas
mediada pelas células Th2 e niveis elevados de testosterona diminuem (27, 39). No sexo
feminino a resposta mediada por IL-17 e IFN-y esta aumentada, tal como a funcdo das células
dendriticas e macrofagos (27, 40). No presente trabalho nao foi possivel definir se existe ou
nao influéncia do sexo dos pacientes no padrao celular devido ao facto da grande maioria dos
LBA serem provenientes de individuos doentes, sobrepondo-se assim as alteracdes causadas
pela doenca as relacionadas com o sexo do paciente. No caso da sarcoidose e da AB verificou-
se uma maior incidéncia no sexo feminino, estando esta associacdo amplamente descrita na
literatura (39-42). A maioria dos pacientes com DPOC sao homens, o que nao se justifica pela
fisiopatologia da doenca mas sim pela prevaléncia do tabagismo em individuos do sexo
masculino, apresentando-se este como o maior fator de risco para a DPOC (19, 23).

0 padrao celular do LBA nas diferentes patologias depende dos habitos tabagicos (Figura 23).
A percentagem de macrofagos é mais elevada nos fumadores, verificando-se inversamente
uma diminuicdo nos linfdcitos. Estes resultados sao corroborados por varios estudos (24, 43,
44). Os macrofagos tém um papel fulcral na defesa contra particulas estranhas, tais como as
que existem no fumo do cigarro, assim é expectavel o aumento desta populacdo celular nos
pulmdes dos fumadores (24).

As alteracoes nos linfocitos T e a reducao da atividade das células NK em fumadores suportam
a ideia de que o fumo do cigarro tem um efeito supressor na resposta imunologica pulmonar
(43). Esta imunossupressao pode levar a uma maior predisposicao dos fumadores para o
desenvolvimento de doencas infeciosas e neoplasicas. Por outro lado, a diminuicao dos
linfocitos T provocada pelo tabaco pode ser responsavel pelo facto da menor prevaléncia de
sarcoidose e PH nos fumadores (43). Estes resultados reforcam a ideia de que os habitos
tabagicos do paciente devem ser considerados para a interpretacdo dos resultados do LBA. A
impossibilidade de estudar o grupo de ex-fumadores prende-se com o facto de que se trata de
um grupo extremamente heterogéneo, do qual nao se sabe o tempo que decorreu desde a
cessacao tabagica, durante quantos anos foram fumadores e qual o grau de dependéncia.

Uma vez que as células B, NK e NKT tém sido pouco estudadas nestas situacoes patologicas, &
importante verificar se existem alteracdes nestas populagcdes linfocitarias e se estas

alteracées podem estar associadas a alguma patologia. Com base nos resultados verifica-se
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um aumento de células NK na FPI, DPOC e pneumonia (Figura 24). Nos primeiros dias de
infecao (p.e. pneumonia), ou nas primeiras horas de inflamacao (p.e. FPI), as células NK sao
recrutadas em elevado numero do sangue periférico para o pulmao, tornando-se ativas e
secretando citocinas, particularmente IFN-y (45). Apesar da principal via efetora na
patogénese da FPI ser a das citocinas do tipo Th2, recentemente foi descrita uma deplecao
das células NK do sangue periférico, o que pode sugerir o seu recrutamento pelo pulmao e
possivel envolvimento nesta patologia (45).

O aumento das células NK na pneumonia pode estar relacionado com a sua capacidade
citotoxica e de producao de citocinas pro-inflamatorias, tendo um papel importante no
combate a infecbes tanto bacterianas como virais (46). Em pacientes com DPOC, o
recrutamento excessivo destas células pode estar relacionado com infecdes bacterianas e
virais reincidentes nestes pacientes (47). Outro estudo demonstrou que o valor de linfocitos
NK em pacientes com DPOC nao normaliza, mesmo apos deixarem de fumar, indicando que
esta populacao celular pode desempenhar um papel importante na progressdo continua da
doenca, independentemente do tabagismo (23).

A percentagem de linfocitos NKT demonstrou-se aumentada nas doencas obstrutivas, AB e
DPOC, em relacao as restantes (Figura 24). Alguns estudos demonstram uma percentagem
aumentada de células T CD8*, NK e NKT na expetoracdo de pacientes com DPOC sendo que,
dentro destas, as NK e NKT sao significativamente mais citotoxicas nestes pacientes,
verificando-se nimeros reduzidos destas células no sangue periférico (48). No entanto, nao é
plenamente compreendido se o aumento destas células se deve a patologia ou aos habitos
tabagicos do paciente, fator relevante nesta patologia. Um outro estudo propde que o
aumento das células NK no LBA esta associado com a DPOC, enquanto que o aumento de
células NKT esta relacionado com os habitos tabagicos (23). A AB trata-se de uma doenca com
multiplos fendtipos inflamatdrios e clinicos, apresentando como caracteristica comum a
hiperresponsividade das vias aéreas a estimulos nao especificos. Tem sido proposto que esta
resposta necessita da acdo das células NKT (49). Apesar das células NKT e Th2 possuirem
semelhancas fenotipicas (p.e. expressdo de CD4 e producdo de citocinas Th2), estas
apresentam atividade complementar, efetuando a producao de citocinas Th2 sob diferentes
estimulos e possuindo diferente sensibilidade a corticosteroides e responsividade a diferentes
antigénios (49). Desta forma, propde-se que os linfocitos Th2 e NKT atuam na inducao
asmatica, mas que diferentes formas de AB resultam de um diferente balanco entre estas
células pelo facto de estas possuirem diferentes funcoes (49).

Resumindo, estes resultados realcam o papel importante do LBA no estudo de pacientes com
sarcoidose, demonstrando um padrao caracteristico com linfocitos e razao CD4/CD8 elevados.
No caso da PH o LBA também pode ser Gtil quando associado a um bom historial clinico, visto
gue € necessario ter em conta fatores como a frequéncia de exposicao e o tempo decorrido
desde a exposicao ao antigénio. Das doencas do intersticio pulmonar estudadas, a Unica onde
se verificou um padrao indefinido foi a FPl. Quanto as doencas obstrutivas, a possivel

utilidade clinica do LBA evidenciou-se pelo aumento das células NKT, sendo que na DPOC
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ainda se verificou o aumento das células NK. Ainda dentro deste grupo e especificamente na
DPOC, os habitos tabagicos sdo um fator com grande influéncia nos resultados. Apesar das
alteracdes devidas ao tabaco serem mais notdrias nesta patologia, este fator afeta os
resultados da analise do LBA de um modo geral, devendo os mesmos ser interpretados tendo
em conta esta influéncia. Por Ultimo, apesar da etiologia da pneumonia ser completamente
diferente das outras doencas estudadas, o LBA demonstrou-se Util pela identificacdao de

neutrofilia, linfocitose e aumento de células NK.

6. Conclusao e Perspetivas Futuras

Este estudo vem reforcar a hipotese de que as alteracdes dos perfis celulares encontrados no
LBA refletem transformacgodes patoldgicas no parénquima pulmonar. Apds revisao bibliografica
foi possivel verificar que os resultados obtidos estdao de acordo com o descrito. Ainda assim, o
numero de individuos em cada grupo deve ser aumentado de modo a reforcgar os resultados e
retirar conclusdes mais solidas.

O crescente interesse na descoberta de novos marcadores celulares com maior precisao para
diagnostico de certas patologias pulmonares motivou a investigacao neste sentido, tanto pela
pesquisa bibliografica como pela identificacdo de novas populacoes celulares por CMF e
estudo da sua relevancia clinica. Os resultados desta analise sugerem que pode ser
importante acrescentar o estudo da expressdao de CD103 pelos linfocitos T CD4* do LBA, sendo
que uma razao CD103*CD4'/CD4* reduzida é um bom marcador de diagnostico para a
sarcoidose, mesmo em casos onde a razao CD4/CD8 apresenta valores inferiores a 3.5 (34,
35). Além disso, no presente estudo identificaram-se células NKT (CD3*CD56'CD16%) e,
comparando os resultados com a literatura, é percetivel que estas células podem ter
importancia na patogénese das doencas obstrutivas estudadas (23, 48, 49). Deste modo,
apesar do seu significado clinico ainda ndo estar bem definido, é importante incluir esta
populacédo celular nos resultados da analise do LBA de forma a possibilitar a identificagao de
padrdes indicativos e Uteis no diagndstico diferencial.

Ao longo da elaboracao do presente estudo as varias fases e abordagens foram apresentadas
sob a forma de pdster em eventos cientificos. O poster intitulado: “Flow Cytometric Cell
Pattern of Bronchoalveolar Lavage in Pulmonar Diseases: Smokers versus Non-Smokers” foi
apresentado na 112 Reuniao Cientifica da Sociedade Portuguesa de Medicina Laboratorial (5-6
de abril, Coimbra), tendo o abstract sido aceite para publicacao na revista Clinical Chemistry
and Laboratory Medicine, com fator de impacto de 3.556; o poster intitulado:
“Bronchoalveolar Lavage in the Diagnosis of Pulmonary Diseases: Flow Cytometry Findings. A
2-Year Study” foi apresentado no XVI Congresso da Sociedade Ibérica de Citometria (9-11 de
maio, Salamanca). Estes e outros trabalhos realizados podem ser consultados em anexo.

Com a realizacdo deste estudo tornou-se percetivel que existe um conjunto de fatores que
podem influenciar os resultados da analise do LBA e a sua interpretacao, no entanto alguns

deles atualmente nado sao tidos em conta. O volume e a quantidade de amostras que chegam
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ao laboratoério devem ser registados, referindo a literatura que quanto maior o volume
recuperado melhor é a traducdo dos fenomenos existentes no pulmao (10, 50). Além deste
motivo, o registo do volume recuperado pode ser til para normalizar o valor da contagem de
células nucleadas, tornando-o mais indicativo. Amostras com um reduzido nimero de células,
um nUmero excessivo de células epiteliais (> 5%) e artefactos que dificultem a identificacao
celular ndo sao adequadas para analise (10, 51).

Futuramente devem ser reunidos esforcos de forma a desenvolver novas diretrizes para o
estabelecimento de critérios de representatividade e de exclusao de amostras. Outro aspeto
crucial é a uniformizacdo dos valores de referéncia para LBA de individuos saudaveis ndo
fumadores e fumadores.

Concluindo, a atualizacdo dos protocolos vigentes no CHUCB torna-se imprescindivel para
melhorar a abordagem analitica deste tipo de liquido biolégico tendo em vista a identificacdo
de novas populagoes celulares com interesse clinico e o registo de alguns pormenores que
podem influenciar os resultados e a sua interpretacado. Esta atualizacdo tornara a analise do

LBA mais completa e (til para o clinico nas decisoes de diagnostico.

IV - Trabalho Desenvolvido no Estagio

1. Procedimento Analitico

O laboratorio garante rigor nas 3 fases que antecedem o envio do resultado analitico ao
clinico: fase pré-analitica, analitica e pods-analitica (Figura 25). A colheita dos produtos
biologicos é efetuada de acordo com o estipulado pelo manual de colheitas e todo o processo
analitico rege-se pelo manual de seguranca bioldgica da instituicdo, que tem como objetivo
diminuir os riscos associados a exposicao a materiais bioldgicos e agentes infeciosos. Este
manual contempla as nocdes basicas de seguranca num laboratoério: praticas de risco e sua
eviccdo, procedimentos caso ocorra algum incidente e regras de tratamento de residuos
perigosos.

Toda a documentacao e regulamentacao € disponibilizada para qualquer pessoa autorizada na

intranet do hospital (http://intranet.chcbeira.pt). Este sistema intranet engloba todos os

computadores e equipamentos de processamento de amostras. Estes equipamentos estao
ligados ao software Modulab, permitindo o acesso a todas as informacOes acerca das

amostras.
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Fase Pré-Analitica Fase Analitica Fase P6s-Analitica
Prescricao Rececao de Verificacio da
da Analise Amostra Qualidade e da
l ! / Identificacéo da Resultados
Colheita do Distribui¢do Manual Amostra I
Produto Biolégico ou Automaética | / Validaééo de
Processamento Resultados

Manual de Seguranca Biologica

Figura 25. Fases do processo analitico.

2. Controlo de Qualidade

O SPC participa em Programas de Avaliacao Externa de Qualidade (AEQ) e de Controlo de
Qualidade Interno (CQl).

Os programas de AEQ consistem na rececao de uma amostra externa para ser processada
como uma amostra de rotina. Dependendo do programa de AEQ, estes podem ter diferentes
periodicidades. Os resultados sdo enviados para a entidade responsavel até ao prazo
estabelecido pela mesma. Esta entidade recebe resultados de varios laboratérios, analisa os
resultados interlaboratorias, compara-os e regista possiveis erros. A partir desta analise é
efetuado um relatorio, posteriormente reencaminhado para todos os laboratorios
participantes. A AEQ serve para o laboratoério avaliar a sua metodologia e tomar medidas
corretivas se necessario. Existem varios programas de avaliacdo de qualidade externa com os
quais o SPC tem protocolo: United Kingdom National External Quality Assessment - NEQAS,
Instituto Nacional de Salde Dr. Ricardo Jorge - INSA, Sociedade Espanhola de Medicina de
Laboratério - SEQCM-, Sociedade Espanhola de Doencas Infeciosas e Microbiologia Clinica entre
outros.

0 CQl permite a verificacdo da qualidade dos procedimentos internos, técnicas, material
utilizado e equipamentos e consiste na realizagdo de um controlo diario fornecido pela casa
comercial, processado antes de qualquer amostra dos utentes. Na maioria das provas é
efetuado mais do que um nivel de controlo, o mesmo controlo podera ser utilizado para uma
ou mais provas. Cada controlo ¢ acompanhado da média e desvio padrao aceitavel e, caso o
valor do controlo esteja fora do desvio padrao, sao aplicadas as diferentes regras do CQl,
descritas no procedimento operativo interno. As regras de rejeicdao aplicadas sao a de 1
resultado fora dos 3 desvios padrao e de 2 resultados consecutivos fora dos 2 desvios padrao.
As regras de adverténcia aplicadas sao a de 1 resultado fora dos 2 desvios padrao e de 4
resultados consecutivos entre 1 e 2 desvios padrao. A violacdo de uma regra de rejeicao
obriga uma acao corretiva, tal como proceder a calibracdo do equipamento, verificar a
estabilidade do controlo ou do reagente. A violacdo de uma regra de adverténcia sugere uma
acao preventiva, tal como ponderar calibracao, intervencao técnica ou mudanca de reagente.

Nalguns parametros, por exemplo ides séricos, apos obter um minimo de 20 resultados para
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cada nivel de controlo, serao calculados a média e o desvio padrao do laboratorio, diminuindo
o intervalo de aceitacao dos controlos. Todos os controlos sao transferidos de forma
automatica ou manual para o software Modulab, permitindo a sua consulta e analise.

A calibracdo é efetuada para estabelecer uma relacdo entre os valores medidos (p.e.
absorvancia) e os resultados correspondentes (p.e. concentracdo de um analito). Este
processo podera envolver a definicao completa de uma nova curva de calibracdo ou apenas a
atualizacdo de parametros da curva de calibracao ja existente. A calibracdo é recomendada
quando ha mudanca de reagente ou lote, em intervalos de tempo regulares, como acao

preventiva e devido ao controlo estar fora do intervalo de confianca.

3. Produtos Biolégicos e Distribuicao

Aquando do pedido de analises pelo clinico é gerado um codigo de barras Unico que contém
toda a informacdo acerca do doente, assim como as analises requeridas e a data de colheita.
Este codigo de barras é colocado no respetivo contentor de colheita, sendo que nenhum
contentor € colhido sem a correta identificacdo do doente, que deve ser verificada nas varias
fases de processamento de amostra. Os produtos bioldgicos sdao recebidos no SPC e
posteriormente distribuidos para as seccoes onde vao ser analisados (Figura 26).

O sistema pré-analitico do SPC é gerido pelo Cobas® p612 (Roche Diagnostics), este esta
programado de modo a que as amostras sejam recebidas (registo da hora da entrada do
contentor no laboratorio) e separadas para suportes diferentes consoante os testes que
constam no pedido (Figura 27). Em funcdo dos pedidos para cada utente, o sistema pré-
analitico realiza aliquotas de forma automatica a partir do tubo primario, desta forma a
amostra é rentabilizada permitindo o doseamento de diferentes parametros simultaneamente
e em equipamentos diferentes, assim como efetuar uma aliquota da amostra para congelar
antes desta ser manipulada. Apos todos os testes serem efetuados, as amostras sdao entao
reintroduzidas no aparelho e arquivadas, sendo-lhe atribuida uma posicdo no arquivo
permitindo o rastreamento da amostra. O cobas® p612 esta associado a um software (cobas®
infinity) que permite rastrear amostras, controlando assim de forma mais eficiente o fluxo de

amostras. Os tubos pediatricos sao processados manualmente.
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Figura 26. Produtos biolégicos analisados no servico de patologia clinica (SPC) e critérios de rejeicdo
de amostra. Principais produtos bioldgicos recebidos em cada seccdao do SPC e tipos de
contentores/tubos. A cor da tampa de cada tipo de tubo da indicacdo do anticoagulante presente
(caixas de texto verdes). Os produtos bioldgicos para a seccdao de microbiologia sdo recebidos e
distribuidos manualmente, enquanto que os produtos biolégicos para as seccoes de imunoquimica e
hematologia sdo recebidos e distribuidos automaticamente pelo aparelho cobas® pé612 (Roche
Diagnostics).
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Figura 27. Cobas® p612. Representacao dos 3 principais constituintes do aparelho: zona de entrada de
amostras, aliquotador e zona de saida de amostras. Adaptada de (52).

4. Validacao de Resultados

A validacao de resultados compreende a validacdo analitica e a validagdo biopatologica. A
validacdo analitica baseia-se em procedimentos definidos pelo laboratorio e pressupde a
verificacdo do bom funcionamento do equipamento, qualidade dos reagentes e a analise dos
resultados do controlo da qualidade interno. A validacdo biopatoldgica, por sua vez, deve
verificar a compatibilidade dos resultados com o histérico do doente (quando possivel), tendo
sempre em consideracdo o seu estado clinico atual e/ou terapéutica. Assim, o histérico do
doente constitui um dado fundamental para a correta interpretacdo dos seus resultados e
estudo posterior. Este procedimento verifica a concordancia e compatibilidade dos

resultados.

5. Laboratério de Microbiologia

O Laboratério de Microbiologia tem como principal objetivo o diagnéstico e orientacdo no
tratamento de doencas infeciosas. A rapidez e assertividade de resposta sao imperativas para
impedir a disseminacdo da doenca e permitir que o paciente receba a terapéutica adequada.
Além da componente bacteriologica, este laboratorio também efetua estudos micoldgicos e

parasitologicos.

5.1. Analise Microscopica

A observacdo microscopica é um procedimento crucial no laboratério clinico, além de ser
importante para a validacao da amostra, direciona o estudo que deve ser feito para isolar e

identificar os microrganismos de interesse.
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Existem dois métodos diretos utilizados na preparacao de amostras microbioldgicas:

< Exame a Fresco: observacdo direta da amostra ao microscopio, preservando a forma
natural dos microrganismos. E frequentemente utilizada para analisar o sedimento urinario e
a presenca de fungos ou parasitas (diluicio com agua ou com um corante de contraste).

% Exame pos-coloracao: possibilita a fixacao e coloracao dos microrganismos presentes,
para posterior observacdao microscopica. A maioria das observacdes microscépicas é feita pds-
coloracao, sendo que os microrganismos e as restantes células sao facilmente identificadas

pelo uso de corantes.

5.1.1. Coloracao de Gram

A coloracdo de Gram é o método de coloracdo mais importante utilizado no laboratério de
microbiologia, indispensavel para o diagnostico e identificacdo de diversos microrganismos.
Esta coloracao classifica os microrganismos com base nas suas caracteristicas morfologicas
(tamanho e forma) e tintoriais (coloracao) (53). Estas caracteristicas e respetiva classificacao
estao representadas na Figura 28.
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Figura 28. Bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (A) e morfologia das bactérias (B). As Gram-
positivas (esquerda) tém uma camada espessa de peptidoglicano (representado a purpura). As Gram-
negativas (direita) tem uma camada fina de peptidoglicano (representado pela linha negra) e uma
membrana externa. As estruturas em parénteses nao sao comuns a todas as bactérias. E ainda possivel
observar as diferentes morfologias que as bactérias podem apresentar: esférica (coco), bastonete
(bacilo), oval (cocobacilo), virgula (vibridao), ondulada (espirilo) ou espiral (espiroqueta). Algumas
bactérias formam ainda agregados podendo dispor-se em pares (diplococo), cachos (estafilococo) ou
cadeias (estreptococo). Adaptada de (53)

As bactérias Gram-positivas quando tratadas por um corante basico de pararosanilina (violeta
de cristal, p.e.), e seguidamente pelo iodo (lugol), fixam o corante de tal modo que este nao
é removido pelo diferenciador alcool-acetona, corando de purpura (53). Este facto deve-se a
parede destas bactérias ser constituida por uma camada espessa de peptidoglicano

suficientemente porosa para permitir a passagem de metabolitos para a membrana
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plasmatica (53). As bactérias Gram-negativas apresentam uma fina camada de peptidoglicano
na constituicdo da sua parede celular, perdendo a cor quando é aplicado o diferenciador
alcool-acetona (53). Para que se possam ver mais facilmente quando observadas ao
microscopio, aplica-se um corante de contraste, geralmente vermelho (safranina) (53).

Algumas bactérias nao podem ser classificadas pela coloracdo de Gram por possuirem uma
capsula exterior cerosa, incluindo as micobactérias e os micoplasmas, que nao possuem

peptidoglicano (53).

5.1.2. Coloracdo Alcool-Acido Resistente (Ziehl-Neelsen)

Alguns microrganismos possuem a particularidade da sua parede celular ser constituida por
acidos gordos de cadeia longa (acido micdlico), que conferem impermeabilidade ao violeta de
cristal e a outros corantes basicos (53). No entanto, a exposicdo a altas temperaturas permite
a entrada de corantes primarios, deixando de ser possivel a sua remocao (53). Na presenca do
solvente alcool-acido, estes microrganismos mantém a cor pUrpura, denominando-se assim de
coloracao alcool-acido-resistente (53). As restantes bactérias, descoradas pelo solvente, sao
novamente coradas por um corante de contraste, o azul-de-metileno (53). O principal grupo

de bactérias diferenciado por esta coloracao é o Mycobacterium spp. (53).

5.2. Meios de Cultura

Os meios de cultura (Tabela 8) fornecem os nutrientes necessarios para o crescimento de
diversos microrganismos. Sendo que cada microrganismo tem exigéncias metabolicas
especificas, estes meios podem ser divididos em trés categorias:

% Nao seletivos: favorecem o crescimento da maioria dos microrganismos;

< Seletivos: permitem o crescimento de microrganismos especificos, inibindo os
restantes;

< Diferenciais: permitem que as colonias exibam determinadas caracteristicas,
diferenciando os microrganismos que crescem nesse meio.

Tabela 8. Meios de cultura utilizados no laboratério de microbiologia do Centro Hospitalar
Universitario da Cova da Beira. MRSA: S. aureus resistente a meticilina

Meio Categoria Principais caracteristicas Utilidade Ref.
Gelose Diferencial  Sangue de carneiro (5%) Crescimento de microrganismos
sangue nao Mistura de peptonas nao fastidiosos (Streptococci,

seletivo altamente nutritiva Listeria spp. entre outros)
Diferenciacado do tipo de
hemdlise (54)
Isolamento de colonias
Gelose Seletivo Acido nalidixico e colimicina Crescimento de Gram-positivas
sangue CNA (inibidores de Gram-
negativas)
Gelose Diferencial  Cristal violeta e sais biliares Crescimento de Gram-negativas
MacConkey seletivo (inibidores de Gram- Detecdo de Enterobacteriaceae
positivas) spp.
Diferenciacdo entre bactérias (54)
fermentadoras e nao

fermentadoras da lactose
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Meio Categoria Principais caracteristicas Utilidade
Gelose Diferencial  Sorbitol Identificacao e isolamento de
MacConkey colonias de Escherichia coli
com sorbitol 0157:H7
Gelose Diferencial  Fator X (hemina) Crescimento de microrganismos
Chocolate nao Fator V (dinucledtido de fastidiosos (Neisseria,
PolyviteX™ seletivo nicotinamida e adenina) Haemophilus spp. e S.
pneumoniae)
Isolamento de colonias
Gelose Seletivo Vancomicina, colistina, Isolamento de Neisseria
Chocolate anfotericina e trimetoprim gonorrhoeae e Neisseria
PolyviteX™ meningitidis
VCAT3
Gelose Seletivo Bacitricina Isolamento de Haemophilus spp.
Chocolate
Haemophilus
Gelose SS Diferencial  Cristal violeta e sais biliares Isolamento de Salmonella e
e seletivo (inibidores de Gram-  Shigella spp.
positivas) Diferenciacdo entre bactérias
fermentadoras e nao
fermentadoras da
lactose/redutoras e nao
redutoras de tiossulfato
Gelose Seletivo Sangue de carneiro Isolamento de Campylobacter
Campylosel Agentes redutores spp. intestinal (C. jejuni, C. coli)
Antibioticos e antifiingicos
especificos
Gelose Diferencial  Cefsulodina, Irgasan, Isolamento de Yersinia spp.
Yersinia e seletivo Novobiocina (CIN)
Manitol e vermelho neutro
Cristal violeta, colato,
desoxicolato (inibidores de
Gram-positivas)
Gelose Seletivo Plasma de cavalo Isolamento de  Helicobacter
Pylori PolyviteX™ pylori
Antibioticos especificos
Gelose Diferencial  Manitol Isolamento de Staphylococcus
Manitol e seletivo Elevado teor em cloreto de spp.
Salgado sodio (inibe outras Diferenciacdao entre bactérias
bactérias) fermentadoras e nao
fermentadoras de manitol
Gelose Nao Concentracao em ides Antibiogramas por difusao em
Mieller- seletivo bivalentes ajustada discos
Hinton Baixa  concentracdo de Crescimento de bactérias nao
timina-timidina fastidiosas
Gelose Diferencial Granadaene Isolamento de Streptococcus do
Granada e seletivo Metotrexano grupo B (S. agalactiae)
Gelose Diferencial Hexosaminidase Crescimento de leveduras
Candida e seletivo Antibioticos especificos ldentificacao de Candida
(inibicao do crescimento albicans
bacteriano)
Gelose Seletivo Gentamicina Isolamento de leveduras e fungos
Sabouraud Cloranfenicol
Niveis elevados de peptonas
e dextrose
pH ligeiramente acido
Gelose Seletivo Semelhante ao Sabouraud Crescimento de dermatdfitos
Sabouraud Adicao de actidiona (Microsporum, Tricophyton e
para (cicloheximida) Epidermophyton spp.)
dermatofitos
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Meio Categoria Principais caracteristicas Utilidade
Meio  para Diferencial Cefoxitina Detecao de MRSA
pesquisa de e seletivo Outros antibidticos
MRSA
Caldo de Nao Azoto, vitaminas, hidratos Diferenciacdo de Clostridium (55)
Carne seletivo de carbono spp.
(liquido) Baixa concentracdo de Determinacdao da  atividade
dextrose proteolitica de anaerdbios

Particulas de carne
Cloreto de sodio

Todd-Hewitt  Seletivo Gentamicina, Acido Isolamento de Streptococcus do (56)
(liquido) Nalidixico, Peptonas e grupoB

Dextrose
Meio liquido Seletivo Azoto, carbono, vitaminas e Crescimento de Salmonella spp. (57)
de aminoacidos
Tetrationato Tiossulfato de sodio e

tetrationato
Sais biliares e carbonato de

calcio
Meio de Seletivo Glicerol, fécula de batata, Isolamento de micobactérias (54)
Lownstein sais, ovos e verde malaquita

(semi-solido)

A seguinte Figura exemplifica alguns dos meios de cultura utilizados no laboratério de

microbiologia do CHUCB e a respetiva aparéncia das colonias.

A Gelose Sangue Gelose MacConkey B Gelose Granada Gelose Candida Gelose MRSA

a-Hemolise | B-Hemolise Colonias | Colonias Nao Colénias de | Outras . tropicalis Presenca de | Sem
Hemolise Parcial | Hemolise Total Fermentadoras = Fermentadoras S. agalactiae | bactérias C. lusitaniae MRSA | resisténcia
de Lactose (lac+)  de Lactose (lac-) C. kefyr

Cc Gelose Sangue Gelose Sangue CNA

Figura 29. Meios de cultura utilizados no laboratério de microbiologia. Gelose Sangue e Gelose
MacConkey (A). Representacao da aparéncia de colénias a-hemoliticas (coloracao esverdeada em volta
da coldnia, S.pneumoniae p.e.) e B-hemoliticas (transparéncia/coloracado clara em volta das colonias,
S.pyogenes, p.e.) em Gelose Sangue (esquerda) e de coldnias fermentadoras (cor-de-rosa) e nao
fermentadoras de lactose (bege/incolor) em Gelose MacConkey (direita). Meios seletivos e diferenciais
(B). Representacao das colonias de S. agalactiae (laranja) em meio Granada (esquerda), as outras
bactérias nao apresentam cor. Representacdo das colénias de C. albicans (azul) e de outras espécies
deste género (cor-de-rosa) em Gelose Candida (centro). Meio cromogénico (direita) para identificacao
rapida de S. aureus resistente a meticilina (MRSA) através da coloracao rosa das coldnias, na auséncia
de resisténcia estas ndo apresentam cor. Gelose Sangue e Gelose Sangue CNA (C). Sementeira em
Gelose Sangue (esquerda) e sementeira em Gelose Sangue CNA (direita) do mesmo produto bioldgico
(urina). Em Gelose Sangue, o Proteus spp. (Gram-negativo) apresenta na maioria das vezes um “véu”
resultante da sua mobilidade (circulo) podendo dificultar o isolamento de outras bactérias presentes. A
Gelose Sangue CNA é importante nestes casos, pois sO permite o crescimento de bactérias Gram-
positivas, facilitando assim o seu isolamento.
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Além dos meios descritos na Tabela 8, chegam ao laboratério garrafas de hemocultura. Estas
garrafas sao desenhadas especificamente para incubacao no sistema de detecao microbiana
BACT/ALERT® 3D. Podem conter dois tipos de meio, um para cultura em anaerobiose e outro
para aerobiose. Estes meios sdao baseados num liquido triptico de soja suplementado com
aminoacidos complexos, hidratos de carbono e 0,035% de polissulfato pentosano de sodio
(anticoagulante), de modo a garantir o crescimento e a producdo o6tima de CO, (58). Estas
garrafas contém um indicador da producdo de CO, na sua base, separado do meio por uma
membrana semipermeavel. Além destes constituintes, contém resinas em suspensao que
permitem fixar os antibioticos presentes na amostra (pacientes a efetuar terapéutica

antimicrobiana) inativando-os (58).

5.3. Condi¢bes de cultura

Os microrganismos atingem condicdes 6timas de crescimento quando se encontram reunidas
as condicdes nutricionais fornecidas pelo meio de cultura e as condicdes fisicas a que sao
expostos (temperatura, atmosfera e pH). Alguns microrganismos crescem otimamente a
valores de pH aproximadamente neutros (neutrofilos), a valores de pH inferiores a 5.5
(acidofilos) e a valores de pH superiores a 8 (alcalifilicos) (53). A temperatura de incubacao
que possibilita o crescimento mais rapido é chamada de temperatura 6tima, sendo especifica
para cada tipo de bactéria. As bactérias psicrotofilas conseguem crescer a temperaturas
baixas (entre os 0 e os 15 °C), as mesofilas crescem entre 20 e 40 °C (maioria dos
microrganismos) e as termofilas crescem a temperaturas altas (entre os 40 e os 60 °C,
Campylobacter p.e.) (53). A necessidade ou ndo de atmosfera especifica, nomeadamente rica
em O, ou CO, permite classificar as bactérias em (a) aerobias obrigatdrias: 21% de O, e
pequena quantidade de CO, (0.03%); (b) anaerdbias obrigatorias: ndo crescem na presenca de
oxigénio livre, esta atmosfera pode ser obtida através de geradores de anaerobiose com 5 a
10% de H, e CO,, 80 a 90% de azoto e 0% de O,; (c) anaerdbias facultativas: crescem na
presenca ou auséncia de oxigénio livre e (d) microaerofilas: concentracbes menores de
oxigénio livre (5 a 10%) e mais elevadas de CO, (8 a 10%) (53). Para criar estas atmosferas o
laboratério utiliza saquetas de papel que absorvem determinados gases e produzem outros,
devendo ser adequadas ao objetivo de utilizacdao. A incubacao ocorre em sacos ou jarras

devidamente selados.

5.4. Produtos Biolégicos

Urina

A colheita é efetuada em frascos especificos fornecidos pelo laboratoério, apos lavagem
cuidadosa dos genitais externos com solucao neutra e nunca com antissépticos. O jato inicial
e final sao desprezados e o jato intermédio é recolhido num frasco estéril, de forma a

eliminar contaminantes da uretra. A colheita pode também ser efetuada utilizando um saco
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coletor (mais comum para criangas) ou por puncao supra-pubica, sendo este Ultimo o método
mais fidedigno em que qualquer bactéria encontrada é significativa. No doente algaliado a
colheita é feita com agulha e seringa a partir da prépria sonda, apos a sua desinfecdo. O
envio da urina para o laboratéorio deve ser feito o mais rapido possivel e esta deve ser
conservada no frigorifico (4 °C) para reduzir a multiplicacao bacteriana.

1. Urocultura: Elemento fundamental para diagnostico laboratorial de infecoes
urinarias, a urina é semeada utilizando uma ansa calibrada de 1 pL, de forma a permitir a
contagem do nimero de coldnias por mL em Gelose Sangue, Gelose MacConkey (18 a 24 h, 35
°C) e Gelose Candida, no caso de suspeita de candidiase (24 a 48 h, 30 °C). Assim, no caso da
contagem ser inferior a 10* Unidades Formadoras de Coldnias/mL é considerado que estamos
perante uma contaminacdo, ente 10* e 10°> Unidades Formadoras de Colonias/mL ¢é
considerado um resultado duvidoso e quando a contagem ¢ superior a 10°> Unidades
Formadoras de Colonias/mL estamos perante a presenca de um agente causador de infecdo
urinaria. A urocultura é o método de referéncia para detecdo de bacteridria, no entanto, o
resultado sé é obtido 24 ou 48 h apés incubacao.

2, Exame citolagico: Este exame pode ser realizado de forma automatica, através do
aparelho SediMAX (A. Menarini Diagnostics, Italia, no caso do CHUCB) ou manualmente,
através de analise microscopica. O exame citologico consiste na avaliacdo da presenca de
elementos figurados (leucocitos, eritrocitos e células epiteliais) na urina e, em caso
afirmativo, se a contagem é significativa. Além disso é avaliada a presenca de cilindros
(hialinos, hematicos, granulosos ou serosos), a presenca de cristais (oxalato de calcio, acido
Urico, fosfato amonio-magnesiano) e a presenca de bactérias ou leveduras. O SediMAX utiliza
imagem digital e um mddulo de avaliacdo de imagem automatico para detetar, contar e
classificar elementos presentes na urina, reportando resultados quantitativos (59). A analise é
realizada numa cuvette especificamente desenhada para o aparelho, para a qual este pipeta
200 pL de urina, sendo de seguida centrifugada a 260 g durante 10 s de forma a formar o
sedimento (59). O microscopio automatico através da camara digital integrada recolhe até 15
imagens de diferentes zonas da cuvette com uma ampliacao proxima de 400 vezes (59).

3. Testes rapidos para detecdo de antigénios urinarios para diagnostico de infecao
por Legionella pneumophila e Streptococcus pneumoniae: Cada teste possui uma linha
revestida com anticorpos anti- L. pneumophila ou anti- S. pneumoniae, respetivamente
conjugados com particulas de latex coloridas (linha de teste), e uma linha revestida com

anticorpos anti-IgG (linha de controlo).

Fezes

As fezes sao recolhidas num contentor especifico e enviadas de imediato ao laboratorio para
pesquisa de antigénios bacterianos, virais, cultura bacteriana ou exame parasitoldgico,
consoante a requisicao do médico.

1. Coprocultura: A sementeira é realizada por quadrantes nos seguintes meios: Gelose
MacConkey, Gelose SS, Gelose E. coli (0:157) em criancas com idade inferior ou igual a 5 anos
(24 h, 35 °C), Gelose Yersinia (24 h, 30 °C), Gelose Campylosel (48 h, 42 °C, em atmosfera de
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microaerofilia). Coloca-se também amostra em meio liquido de tetrationato e lugol (6 h, 35
°C), sendo depois semeado em Gelose SS (24 h, 35 °C).

2. Testes rapidos parasitologicos

< Mini Parasep® SF: concentrador de amostra para posterior analise microscopica da
presenca de larvas ou ovos de helmintas e cistos ou oocistos de protozoarios. O Mini Parasep®
SF torna-se vantajoso pelo facto de nao necessitar de adicao de solventes e pela elevada
nitidez da amostra quando observada ao microscopio (60).

<> Rapid-VIDITEST Crypto-Giardia: imunoensaio de fluxo lateral para detecao
qualitativa de antigénios de Cryptosporidium e de Giardia lamblia (61). A amostra reage com
as particulas revestidas com anticorpos anti-Cryptosporidium e/ou com anticorpos anti-
Giardia previamente fixados nas respetivas linhas de teste (61). De seguida, a mistura
ascende na membrana por acao capilar, sendo que a linha de controlo serve como verificacao
de que foi adicionado volume suficiente, o fluxo foi adequado e como controlo interno dos

reagentes (61).

3. Testes rapidos para detecao virica
<> CerTest Rotavirus+Adenovirus: O principio basico da técnica esta representado na
Figura 30.

Figura 30. Representacdo da cassete de teste. Membrana de nitrocelulose fixada previamente com
anticorpos monoclonais de rato anti-Rotavirus (Tira A) e anti-Adenovirus (Tira B) na linha de teste.
Ambas as tiras contém anticorpos policlonais de coelho anti-proteina especifica na linha de controlo.
Além disso, as linhas de teste e de controlo estdo conjugadas com latex de poliestireno vermelho e de
poliestireno verde, respetivamente, formando assim dois complexos conjugados coloridos. Adaptada de
(62).

<> RIDA®QUICK Norovirus: método simples e sensivel para detetar antigénios dos
genogrupos de Norovirus | e Il em amostras de fezes e assim servindo como auxilio no
diagnédstico de gastroenterite (63). Este teste utiliza anticorpos anti-Norovirus biotinilados ou
marcados a ouro e sempre que uma amostra seja positiva para Norovirus estes anticorpos
formam imunocomplexos que passam pela membrana (63). A estreptavidina existente na linha
de teste liga os imunocomplexos afluentes através da biotina acoplada ao anticorpo anti-
Norovirus, aparecendo uma coloracdao vermelha/roxa na linha de teste (63). Na linha de
controlo ligam-se os anticorpos sem complexo, marcados a ouro. Nas amostras negativas, a
ligacdao de imunocomplexos marcados a ouro nao se realiza na linha de teste, mas apenas na
linha de controlo, servindo esta para validar o teste (63).

4. Testes rapidos para detecdo bacteriana

< CerTest Clostridium difficile Toxina A+B: teste imunocromatografico qualitativo

para detecao diferencial das toxinas do C. difficile (A e B). As linhas de teste consistem numa
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membrana de nitrocelulose pré-revestida com anticorpos monoclonais de rato anti-toxina A e
B, respetivamente (64). A linha de controlo esta revestida com anticorpos policlonais de
coelho anti-proteina especifica de ligacao (64). Se a amostra for positiva os antigénios reagem
com o complexo de conjugados coloridos (anticorpos monoclonais anti-toxina (A ou B) +
microesferas de poliestireno vermelhas) (64).

<> Pylori-Strip: membrana de nitrocelulose revestida com anticorpos monoclonais anti-
Helicobacter pylori conjugados com microesferas de latex na linha de teste (65). A amostra
fecal deve ser diluida em tampao de diluicao (fornecido pelo teste) (65).

5. Teste rapido para pesquisa de sangue oculto nas fezes: imunoensaio cromatografico
para detecao de hemorragias causadas por varias doencas do trato gastrointestinal, tais como
cancro do coldn, ulceras, polipos, colites, diverticulites e fissuras (66). Os resultados deste
teste nao sao afetados pela dieta do paciente. A membrana, previamente revestida com
anticorpos anti-hemoglobina na regiao da linha de teste, permite que a amostra reaja com o
coloide revestido de ouro que contém os anticorpos anti-hemoglobina (66). A mistura migra
ascendentemente na membrana cromatografica por acdo capilar de forma a reagir com os
anticorpos e formar a linha colorida, indicando um resultado positivo (66). Este teste contém
ainda uma linha de controlo de procedimento que aparece sempre que é adicionado o volume
apropriado de amostra e sempre que a reacao com a membrana ocorre, ou seja, se esta nao

aparecer o teste nao é valido (66).

Hemoculturas e Catéter

A colheita é efetuada por puncéo venosa para frascos apropriados, sendo que a pele e a zona
do frasco onde se injeta a amostra devem ser desinfetadas com etanol 70% (solucao
antissética). A colheita de deve ser de 10 mL para cada garrafa, no caso de ser uma colheita
pediatrica deve-se colher entre 1-3 mL, de modo a eliminar falsos negativos. Sao colhidas 4
garrafas de hemocultura (2 de cada braco), 2 para aerobiose e 2 para anaerobiose. A
incubacao € feita a 35/37 °C durante 5 a 7 dias, no caso de suspeita de endocardite ou
brucelose incubam durante 28 dias no aparelho BACT/ALERT® 3D (BioMérieux, Portugal, no
caso do CHUCB). Quando a hemocultura fica positive é repicada apds desinfecdo da tampa e
semeada nos meios de cultura solidos, simultaneamente preparando-se um esfregaco para
coloracdo de Gram. A sementeira € efetuada por quadrantes em Gelose Sangue (em
atmosfera de CO,) e Gelose MacConkey (24 a 48 h, 35 °C), no caso das hemoculturas aerébias
e pediatricas, e em Gelose Sangue (48 h, 35 °C, em atmosfera de anaerobiose), Gelose
Chocolate PVX (24 a 48 h, 35 °C em atmosfera de CO,), no caso das hemoculturas anaerdébias.
O catéter deve vir sempre acompanhado da hemocultura concomitante, caso contrario deve
ser rejeitado. A sementeira é realizada por rolamento da ponta do catéter em Gelose Sangue
(técnica de Maki, 24 h, 35 °C, em atmosfera de CO,).

O BACT/ALERT® 3D é um sistema que, através da alteracao da cor do indicador presente no
fundo da garrafa de hemocultura, deteta a presenca de bactérias e leveduras no sangue (58).
Além desta detecdo, este sistema funciona como incubadora (35 a 37 + 0.5 °C) e como

agitador (60 rpm) (58). As garrafas de hemocultura sao introduzidas nos pocos do aparelho,
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sendo que cada poco contém um detetor colorimétrico (58). O CO, produzido pelos
microrganismos presentes no meio difunde-se através da membrana semipermeavel adjacente
ao indicador e, apos atravessar essa membrana, reage com a agua formando ides de
hidrogénio (58). Assim, quando a concentracao de ides hidrogénio aumenta, o indicador que
normalmente apresenta cor azul ou verde escura no seu estado alcalino, altera a cor para
verde claro ou amarelo (58). A luz vermelha, emitida por um diodo, é refletida pelo fundo da
garrafa para o fotodiodo, produzindo um sinal com voltagem proporcional a intensidade da
luz refletida e consequentemente, a concentracao de CO, no meio (58).

Soro

O laboratorio de microbiologia efetua trés tipos de testes serologicos.

X Teste de Rosa Bengala: A brucelose trata-se de uma infecdo sistémica com um
espetro clinico muito heterogéneo, sendo causada por um cocobacilo Gram-negativo do
género Brucella spp. (67). O teste de Rosa Bengala é um teste de screening com elevada
sensibilidade para detecao de Brucella spp. por aglutinacao (67). Neste teste, o soro do
paciente é colocado em contacto com o antigénio Rosa Bengala e no caso de a amostra
possuir anticorpos especificos para Brucella spp., desenvolve-se uma reacado de aglutinacdo
visivel a olho nu em intensidade variavel (67). Os casos positivos devem ser confirmados com
técnicas mais especificas (67). Assim, concomitantemente a este teste realiza-se o teste de
Widal-Wright, mais especifico, mas menos sensivel.

<> Teste de Widal-Wright: A reacdo de Widal trata-se de um teste seroldgico presuntivo,
consistindo na aglutinagcdo de anticorpos na presenca de antigénios do tipo O (somatico) e H
(flagelar), sendo que o primeiro é uma IgM que aparece no caso de infecao recente (febre
aguda) e o segundo € uma IgG que aparece mais tarde, permanecendo positivo durante mais
tempo (68). Este teste nao é sé utilizado para detecdo de brucelose, mas também para
detecao de febre tiféide (Salmonella spp.) (68). Em casos de infecdao por Salmonella spp., a
aglutinacdo ocorre na presenca dos antigénios O e H e em casos de infecao por Brucella spp.,
a aglutinacdo apenas ocorre com o antigénio O (68). E efetuada uma titulacio de modo a
verificar a concentracdo de soro a partir da qual ha aglutinacdo (68). Ou seja, a iguais
volumes de suspensao de antigénio sao adicionadas varias diluicoes do soro do paciente (68).
Nos casos positivos, o soro do doente deve ser titulado e os resultados devem referir até que
diluicao se mantem a positividade. Assim, os possiveis resultados sdao 1:20, 1:40, 1:80 ou sem
aglutinacao (68).

- VDRL e RPR: A sifilis é diagnosticada, na maioria dos casos, com base em testes
serologicos. Os dois tipos de teste utilizados sdo os biologicamente nao especificos (nao
treponémicos) e os especificos (treponémicos) (53). Os nao treponémicos sao utilizados como
testes de screening e quando positivos sdo confirmados por testes treponémicos (53). Os
testes ndo treponémicos doseam a IgG e a IgM desenvolvidas contra os lipidos libertados pelas
células danificadas durante a fase inicial da doenca, (53). O antigénio utilizado para estes
testes € a cardiolipina, sendo os dois testes mais comuns o VDRL, em inglés Venereal Disease

Research Laboratory e o RPR, em inglés Rapid Plasma Reagin (53). Ambos medem a floculacao
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do antigénio cardiolipina pelo soro do paciente (53). Somente o VDRL é utilizado para efetuar
esta analise em liquido cefalorraquidiano (neurosifilis) (53). A sensibilidade destes testes esta
entre 70 e 85% para doenca primaria, 100% para doenca secundaria e entre 70 a 75 % para

sifilis avancada, com especificidade entre 98 e 99% (53).

Aparelho respiratorio

A expetoracao ou secrecao bronquica devem ser colhidas apés higienizacao oral de forma a
diminuir a contaminacdo pela flora orofaringea. A primeira amostra da manha é a mais
concentrada, no caso da pesquisa de M. tuberculosis devem ser colhidas 3 amostras em dias
consecutivos.

X Expetoracdes e Secre¢ées Bronquicas: O primeiro passo consiste na verificacao do
aspeto macroscopico, e na realizacdo de um esfregaco para coloracao de Gram e Ziehl-
Neelsen, de forma a verificar se a qualidade da amostra e a presenca de bacilos alcool-acido
resistentes (BAAR), respetivamente. A sementeira é realizada por quadrantes em Gelose
Sangue (em atmosfera de CO,), Gelose Chocolate Haemophilus, e Gelose MacConkey (no caso
dos doentes de internamento), 24 a 48 h a 35 °C. Separa-se aliquota para analise no setor de
micobactérias, quando solicitado.

<> Aspirados Bronquicos e LBA: A cultura bacteriana para o aspirado é efetuada nas
mesmas condicdes que para as expetoracées. Do LBA chegam 3 a 4 fracoes da amostra ao
laboratorio: a primeira, correspondente a fracao bronquica, é utilizada para cultura de BAAR;
a partir da segunda é efetuado o exame cultural e microscopico; a terceira é analisada por
citometria de fluxo (seccdo de hematologia). A sementeira é realizada para contagem com
uma ansa calibrada de 10 pL em Gelose Chocolate PVX (em atmosfera de CO,, 24 a 48 h, 35
°C). O volume minimo aceitavel para exame direto e cultural é de aproximadamente 5 mL,
apos centrifugacdo, prepara-se uma lamina para Gram e outra para Ziehl-Neelsen a partir do
sedimento por citocentrifugacdo. Uma colonia equivale a 102 Unidades Formadoras de
Coldnias/mL, no caso da contagem ser superior a 10°> Unidades Formadoras de Coldnias/mL

estamos perante a presenca de um agente causador de infecao respiratoria.

Produtos em zaragatoa

X Pesquisa de Streptococcus agalactiae em gravidas: As duas zaragatoas (retal e
vaginal) sdo colocadas em meio liquido Todd-Hewitt (24 h, 35 °C). Apos incubacdo, o meio
liquido é repicado para Gelose Granada (coloca-se uma lamela sobre a sementeira),
incubando durante 24 h, a 35 °C, em atmosfera de anaerobiose.

<> Pesquisa de Acinetobacter baumanii em exsudado retal: A sementeira é realizada
por quadrantes em Gelose MacConkey e caldo de carne (24 h, 35 °C). No caso de a cultura ser

negativa, o caldo de carne deve ser passado para Gelose MacConkey (24 h, 35 °C).

Outros liquidos biologicos
Quando o produto é recebido deve-se registar se foi colhido para garrafa de hemocultura ou
para outro contentor assético. Sempre que chegue quantidade suficiente, ou que o produto

seja demasiado fluido, este deve ser centrifugado de forma a ser concentrado. Efetua-se
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esfregaco para coloracao de Gram e Ziehl-Neelsen e, se pedido, separa-se aliquota para
exame cultural de BAAR.

<> Sinovial/Articular: A sementeira é realizada por quadrantes em Gelose Sangue (em
atmosfera de CO,), Gelose MacConkey, Gelose Chocolate PVX (em atmosfera de CO;) e em
garrafa de hemocultura pediatrica, no caso de se conseguir recolher um volume entre 1 e 3
mL, se nao for possivel é semeado em Caldo de Carne (24 a 48 h, 35 °C).

< Pleural e Ascitico: A sementeira é realizada por quadrantes em Gelose Sangue (em
atmosfera de CO,), Gelose MacConkey, Gelose Chocolate Haemophilus, e em garrafa de
hemocultura pediatrica, no caso de se conseguir recolher um volume entre 1 e 3 mL, se nao
for possivel é semeado em Caldo de Carne (24 a 48 h, 35 °C).

X Cefalorraquidiano (LCR): A colheita é efetuada por puncao lombar e a amostra deve
ser enviada de imediato ao laboratério, tendo em especial atencdo que este produto nao deve
ser refrigerado. A sua refrigeracdo pode levar a perda da viabilidade de alguns
microrganismos. O exame citoldgico é efetuado em camara de contagem Nageotte. Apos
centrifugacdo, a sementeira é realizada em Gelose Sangue (em atmosfera de CO,), Gelose
Chocolate PVX (em atmosfera de CO,), Gelose MacConkey (24 a 48 h, 35 °C), Gelose
Sabouraud (48 h, 30 °C) e em garrafa de hemocultura pediatrica, no caso de se conseguir
recolher um volume entre 1 e 3 mL, se nado for possivel é semeado em caldo de carne (24 a 48
h, 35 °C). Este produto é também semeado em meio Lowenstein (3/4 gotas) para cultura de
BAAR. E ainda efetuada a pesquisa de antigénios capsulares no caso de suspeita de meningite
bacteriana, por testes de aglutinacao.

Pus

A pele em volta da ferida deve ser lavada com agua destilada ou soro fisiologico e o produto
deve ser colhido, quando possivel, por aspiracao com agulha e seringa. Deve-se evitar o uso
de zaragatoas e a contaminacdo da flora circundante da pele. O produto é geralmente
recebido em meio de portagerm, que mantém viabilidade das bactérias por 24 h e apresenta
um indicador que se torna azul em casos de contaminacao por oxigénio. Nestes casos nao é
justificavel efetuar cultura em anaerobiose. Antes de semear, deve-se desinfetar a tampa
com etanol 70%, e semear por quadrantes em Gelose Sangue (uma em atmosfera de CO; e
outra em atmosfera de anaerobiose - 48 h), Gelose MacConkey e Caldo de Carne (24 a 48 h,
35 °C) e ainda esfregaco para coloracao de Gram. Este produto também pode ser recebido em
zaragatoa, geralmente duas, uma seca e outra em meio de transporte.A zaragatoa seca é
colocada em Caldo de Carne e a zaragatoa em meio de transporte é semeada em Gelose

Sangue (em atmosfera de CO,) e Gelose MacConkey (24 a 48 h, 35 °C).

Esperma

A sementeira é realizada para contagem com uma ansa calibrada de 10 pL em Gelose Sangue
(em atmosfera de CO,), Gelose MacConkey (24 a 48 h, 35 °C), Gelose Chocolate VCAT (em
atmosfera de CO,, 48 h, 35 °C) e Gelose Candida (24 a 48 h, 30 °C). Efetua-se uma aliquota de

100 pL para pesquisa de Chlamydia trachomatis e pipeta-se 200 pyL para meio de transporte
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para pesquisa de Ureaplasma urealyticum e Mycoplasma hominis. Prepara-se um esfregaco
para coloracao de Gram e outro para exame a fresco, onde se efetua a contagem celular,

leucocitaria e avalia a presenca de Trichomonas vaginalis.

Exsudado Vaginal/Uretral

A amostra deve ser transportada de imediato e em caso de demora deve ser conservada a 35
°C. A partir da zaragatoa em meio de Stuart a sementeira é efetuada por quadrantes em
Gelose Sangue e Gelose Chocolate VCAT (em atmosfera de CO,, 48 h, 35 °C) e Gelose Candida
(24 a 48 h, 30 °C). A zaragatoa em meio de Stuart deve permanecer a 35 °C durante pelo
menos 30 minutos antes de se efetuar a pesquisa de Trichomonas vaginalis. Pressiona-se a
zaragatoa contra uma lamina, observando-se ao microscopio numa ampliacao de 400 vezes
para avaliar o numero de células epiteliais e polimorfonucleares e efetuar a pesquisa de
Trichomonas vaginalis. Consoante pedido, pode ser necessario efetuar um teste rapido para
Clamydia trachomatis e Neisseria gonorrhoeae por PCR em tempo real ou efetuar a pesquisa

de Ureaplasma urealyticum e Mycoplasma hominis.

Exsudado Orofaringeo, Ocular, Auricular e Nasal

A colheita é efetuada com zaragatoa de dacron ou alginato de calcio nos locais com pus.

< Orofaringeo: Pesquisa de Streptococcus B-hemoliticos do grupo A. A zaragatoa é
colocada em Caldo de Carne (24 h, 35° C) e de seguida em Gelose Sangue (48 h, 35 °C).

<> Nasal: Pesquisa de Staphylococcus aureus Meticilina-Resistente (MRSA). A sementeira
é realizada por quadrantes em meio cromogénico MRSA (24 h, 35 °C), e a zaragatoa é
colocada no meio Todd-Hewitt, que apo6s 24 h de incubacdo a 35°C é passado para o meio
cromogénico MRSA (24 h, 35 °C). Pode ser pedida uma analise rapida por PCR em tempo real.
X Ocular e Auricular: Recolhido em 2 zaragatoas; a primeira é semeada por quadrantes
em Gelose Sangue (em atmosfera de CO,, 24 a 48 h, 35 °C), Saboraud (24 h, 30 °C), Gelose
Chocolate Haemophilus e em Caldo de Carne (24 a 48 h, 35 °C); a segunda é utilizada para
realizar o esfregaco coloracdo de Gram. No caso do exsudado ocular, em recém-nascidos
semeia-se também em Gelose Chocolate VCAT (em atmosfera de CO,, 24 a 48 h, 35 °C). O
exsudado auricular é também semeado em Gelose MacConkey (24 a 48 h, 35 °C).

Biopsias

A amostra é reduzida em pequenas fracdes com a utilizacdo de bisturi, sendo semeada por
quadrantes em Gelose Sangue (em atmosfera de CO,), Gelose MacConkey e Caldo de Carne
(24 a 48 h, 35 °C). Efetua-se esfregaco para coloracao de Gram e de Ziehl-Neelsen. Para
pesquisa de H. pylori semeia-se 2 placas de Gelose pylori (em atmosfera de microaerofilia, a
35 °C), que incubam durante 14 dias, sendo que a atmosfera deve ser mudada ao 3°, 7° e 9°

dia de incubacao.

Unhas, Cabelos, Pelos e Raspado de Pele
Efetua-se o exame micoldgico para pesquisa de dermatofilos e a sementeira é realizada em
Gelose para dermatofilos e Gelose Sabouraud (30°C, durante 28 dias). As placas devem ser

observadas a cada 7 dias para verificar se ha crescimento.
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A Figura 31 resume o processamento dos produtos bioldgicos recebidos no laboratério de

microbiologia.
Produto Cultura Testes Analise Real-Time Analise
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Figura 31. Principais produtos biologicos analisados no laboratério de microbiologia. (*) Quando
pedido; (**) Suspeita de candidiase; (***) urina do primeiro jato; (****) Nao é teste rapido, mas sim teste
colorimétrico (48 horas). Na Figura ndo constam os seguintes testes: serologia, exames micologicos,
pesquisa de S. agalactiae em gravidas e A. baumanii em exsudado retal. MRSA: S.aureus resistente a

meticilina.
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5.5. Detecdo de Genes de Resisténcia a Antibiéticos

Na seccao de microbiologia, os testes qualitativos de diagnodstico in vitro que utilizam analise
por reacao em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real sao realizados através do sistema
de instrumentos GeneXpert®. Neste sistema a preparacao da amostra, a extracao e
amplificacdo de acidos nucleicos e a detecdao da sequéncia-alvo ocorrem de forma
automatizada (69). E necessaria a utilizacdo de cartuchos descartaveis (Figura 32), de
utilizacao Unica, que contém os reagentes da PCR e onde decorre todo o processo (69). Cada
teste inclui um controlo de processamento de amostra e um controlo de verificacao de sonda,
funcionando como controlos de qualidade (69). O controlo de processamento de amostra
contém esporos de Bacillus globigii (esfera seca) para verificar o processamento adequado da
amostra e se ocorreu a lise da bactéria, caso esteja presente (69). Adicionalmente, este
controlo deteta a inibicdo do ensaio associada a amostra, assegura que as condicoes de
temperatura e tempo sao adequadas para a reacao de amplificacao e que os reagentes da PCR
estao funcionais (69). O controlo de processamento de amostra deve ser positivo em amostras
negativas e pode ser negativo ou positivo em amostras positivas (69). Por sua vez, o controlo
de verificacao de sonda (controlo interno) consiste na medicao do sinal de fluorescéncia das
sondas para monitorizar a reidratacao da esfera, o enchimento do tubo de reacao, a

integridade da sonda e a estabilidade do corante (69).

-

Processamento
da amostra

Passagem para
o cartucho

Figura 32. Cartucho e sistema GeneXpert®. O processamento € efetuado de acordo com o tipo de
amostra, geralmente é concentrada por centrifugacao e misturada com o reagente presente no kit (15
minutos de atuacao). De seguida é pipetada para o cartucho, que é inserido no sistema. Este sistema
esta associado a um computador e software pré-carregado para a execucao de testes e visualizacao dos
resultados. Fotografias retiradas de (69).

5.5.1. Detecao de M. tuberculosis e Resisténcia a Rifampicina

O tratamento da tuberculose envolve a administracdo de varios farmacos, no entanto as
estirpes de M. tuberculosis podem adquirir resisténcia a um ou mais farmacos tornando a cura
muito mais dificil de alcancar (70). A detecao molecular da M. tuberculosis e das mutacoes
do gene rpoB associadas a resisténcia a rifampicina acelera o diagnostico (70). O ensaio Xpert
MTB/RIF é um teste concebido para: (a) detecdo do acido desoxirribunocleico (DNA) do
complexo M. tuberculosis em amostras de expetoracao ou em sedimentos concentrados
destas, positivas ou negativas para esfregaco de BAAR; (b) detecao de mutacdes do gene

rpoB, associadas a resisténcia a rifampicina, através da amplificacdo deste gene pelos
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primers que contém a regiao core com 81 pares de bases (70). As sondas tém a capacidade de
diferenciar entre a sequéncia conservada do wild-type e mutacdes na regidao core que estao

associadas com a resisténcia a rifampicina (70).

5.5.2. Detecdo de Gram-negativos nao Suscetiveis a Carbapenemos

A disseminacdo global de espécies de Enterobacteriaceae produtoras de carbapenemases,
Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter spp. € um problema de salde publica grave (71).
Estas bactérias sao normalmente resistentes a todos os agentes p-lactamicos e
frequentemente co-resistentes a diversas classes de antibioticos, verificando-se uma grande
limitacdo nas opcdes de tratamento (71). O ensaio Xpert Carba-R é um teste concebido para a
detecao e diferenciacao rapida das sequéncias dos genes blaxpc (carbapenemase Klebsiella
pneumoniae), blayy (Nova Deli metalo-B-lactamase), blayy (Verona metalo-B-lactamase
codificada por integroes), blaoxa4s (Oxacilinase de classe D) e blawe.s (imipenemase)
associados a nao suscetibilidade a carbapenemos em bactérias Gram-negativas obtidas a
partir de amostras de zaragatoas retais em doentes em risco de colonizacao intestinal com

bactérias nao suscetiveis a carbapenemos (71).

5.5.3. Detecdo de S. aureus Resistente a Meticilina

A aquisicdo e propagacao de plasmideos codificadores de B-lactamases comprometem a
eficacia da penicilina no tratamento de infecdes por S. aureus (72). Assim, a meticilina
(penicilina semissintética) tornou-se o farmaco de eleicao para o tratamento deste tipo de
infecdo (72). No entanto, a resisténcia é conferida quando esta bactéria adquire um complexo
de gene mec que contém o gene mecA ou mecC denominado cassete cromossomica
estafilococica (72). O ensaio Xpert MRSA inclui reagentes para a detecdo de MRSA
diretamente a partir de zaragatoas nasais em pacientes com risco de colonizacao nasal (72).
Os iniciadores e as sondas detetam sequéncias exclusivas de resisténcia a meticilina/oxacilina
(genes mecA e mecC) e SCCmec, que é inserida no cromossoma do S. aureus no local attB
(72).

5.5.4. Detecao de C. trachomatis e N. gonorrhoeae

Ao contrario dos testes anteriormente referidos, este teste deteta a presenca de bactérias e
ndo a sua resisténcia a antibioticos. Serve para diagndstico rapido de doencas sexualmente
transmissiveis (clamidia e gonorreia)(73). O ensaio Xpert CT/NG é um teste para detecao e
diferenciacdo de DNA gendémico de C. trachomatis (bactéria Gram-negativa causadora da
clamidia) e/ou de N. gonorrhoeae (diplococo Gram-negativo causador da gonorreia). Pode ser
utilizado para testar as seguintes amostras de individuos assintomaticos e sintomaticos: urina

do jato inicial, zaragatoa endocervical e zaragatoa vaginal colhida por pacientes (73). E

detetado um alvo para C. trachomatis e sao detetados dois alvos diferentes para N.
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gonorrhoeae, neste Ultimo caso, ambos tém de ser positivos para o ensaio indicar um

resultado positivo para N. gonorrhoeae (73).

5.6. Testes de Identificacao e de Sensibilidade aos Antibiéticos

5.6.1.Testes Manuais

<> Oxidase (53): Este teste serve para determinar a presenca da enzima intracelular
Citocromo C Oxidase em bactérias. O transporte de eletrées que ocorre nas principais vias
metabolicas da maioria das Pseudomonas spp. é catalisado por esta enzima, permitindo assim
diferenciar bacilos Gram-negativos oxidase positivos (Pseudomonas spp.) dos oxidase
negativos.

X Catalase (53): Consiste na detecao da presenca de catalase, tendo como objetivo a
distincdo de cocos Gram-positivos. A catalase € uma enzima intracelular que decompéde o
perdxido de hidrogénio (H,0;) em H,0 e O,. A efervescéncia verificada na realizacao do teste,
deve-se a libertacao de O, resultante da hidrolise de H,0,.

< Coagulase (53): Verifica a capacidade de um microrganismo formar um coagulo na
presenca de plasma, por acdao da enzima coagulase. Um teste de coagulase positivo € um
critério de diagndstico presuntivo para S. aureus, distinguindo Staphylococcus coagulase
positivos de Staphylococcus coagulase negativos, sendo que na presenca de coagulase o
fibrinogénio presente no plasma causa agregacao da bactéria.

<> Urease (53): Deteta a presenca da enzima urease que, quando presente, hidrolisa a
ureia e a amonia, aumentando o pH do meio e sendo facilmente detetada por um indicador.
Este teste ajuda na identificacdo de certas espécies de Enterobactereaceaes (ex: Proteus
spp.-).

<> Fator X e V (53): Teste diferenciador de Haemophilus spp.. Sao utilizados 3 discos, o
primeiro contém fator X (hemina), o segundo contém fator V (dinucledtido adenina
nicotinamida), e o terceiro contém os dois fatores. Consoante a necessidade diferencial da
presenca dos fatores para crescer, consegue-se fazer uma identificacdo presuntiva da espécie
de Haemophilus spp. presente.

X Optoquina (74): Utiliza-se um disco de optoquina em meio Gelose Sangue, para
diagnostico presumivel de S. pneumoniae. Normalmente, os pneumococos sdo sensiveis a
optoquina, enquanto que os estreptococos, especialmente os estreptococos a-hemoliticos,
nao o sao. Assim, mede-se o halo de inibicao tendo em conta que uma zona de inibicao maior
que 12 mm permite a identificacao presuntiva de S. pneumoniae (Figura 33). Um exemplo de
um microrganismo resistente é o S. pyogenes.

X Difusdo em disco (75): Neste teste utiliza-se uma suspensao bacteriana padronizada
que é semeada em meio solido apropriado ao método utilizado (gelose Miieller-Hinton, p.e.).
Os discos com antibidtico sao colocados na sementeira e apds incubacdao sdao medidos os
tamanhos dos halos de inibicao de crescimento, obtendo-se um resultado qualitativo que

pode ser classificado como: sensivel, intermédio ou resistente.
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< Gradiente de difusdo (Etest) (75): Este teste é quantitativo e baseia-se numa tira
com um gradiente de concentracao de antibiotico pré-definido. Esta tira € inoculada em meio
solido, havendo imediata difusao do antibiotico para o meio. Apds incubacdo, é possivel

visualizar uma inibicdo eliptica em volta da tira, a qual nos permite quantificar a

.....

Teste da optoquina Teste de Gradiente de Difusao

Inibigao
Eliptica

Figura 33. Teste da optoquina e teste de gradiente de difusdao (Etest). No teste da optoquina
(esquerda) observa-se um halo de inibicdo, indicando sensibilidade a este antibiotico. O teste de difusao
em disco segue o mesmo principio que este Ultimo. No teste de gradiente de difusao (direita), além da
observacao do halo de inibicdo eliptico, a tira tem o valor da concentracdo que delimita este halo - a

5.6.2. Testes Automaticos

Na grande maioria dos casos, a identificacao e o teste de sensibilidade aos antibioticos do
microrganismo isolado sao realizados de forma automatizada (Figura 34). Para isso, neste
laboratorio é utilizado o sistema Vitek® 2 Compact (BioMérieux). Este sistema inclui um
conjunto de cartas de identificacdo com varios pocos onde ocorrem reacdes bioquimicas que,
consoante o consumo ou nao do substrato pelo microrganismo, apresentam uma cor diferente
(76). Este codigo de cores € entao interpretado pelo aparelho e comparado com a base de
dados, de forma a identificar qual o microrganismo com maior correspondéncia, apresentando
um resultado probabilistico em percentagem (76).

Os principais mecanismos de resisténcia aos antibioticos sdo a inativacdo enzimatica, a
alteracao da permeabilidade da membrana, o efluxo ativo do antibidtico e a alteracao do alvo
do antibiotico (53). Esta resisténcia resulta de mutacdes cromossdmicas e/ou transferéncia de
genes de resisténcia por elementos genéticos moveis através de diferentes processos, como
por exemplo conjuncao, transformacao e transducao (53). Para o antibiograma, sao utilizadas
outras cartas que permitem avaliar o padrao de sensibilidade das bactérias perante diferentes
concentracbes de diferentes antibidticos (presentes nos pocos), classificando-as como
resistentes, intermédias e sensiveis (76). A interpretacdo de resultados é feita através de
bases de dados padronizadas por organizacbes especializadas (European Committee on

Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST), p.e.).

61



Revisdo e Atualizacd@o da Imunofenotipagem do Lavado Broncoalveolar no Centro Hospitalar
Universitdrio da Cova da Beira

Bactéria isolada Solugéo
salina

Figura 34. Testes automaticos de identificacdo e de suscetibilidade a antibidticos. Apos isolamento
da bactéria a estudar, algumas coldnias sao recolhidas e ressuspendidas em solucao salina (1) até atingir
a densidade dtica especifica da carta a utilizar (2). De seguida, o tubo da carta é inserido no tubo da
ressuspensao bacteriana (3), os codigos das cartas sao lidos (4), identificando-as no software associado
ao aparelho Vitek® 2 Compact, no qual sdo inseridas (5). Apos aspiracao do conteldo da suspensao para
a carta, o tubo é cortado e a carta é selada (5), sendo depois colocada na zona onde ocorrem as reagoes
colorimétricas (identificacao) ou a turvacao (teste de suscetibilidade a antibioticos) (6). Fotografia do
aparelho e das cartas retiradas de (76).

5.7. Principais Microrganismos ldentificados

0 nosso organismo é colonizado por milhares de microrganismos, que em condicées normais
ndo provocam doenca e sdo essenciais a sobrevivéncia, interferindo no metabolismo do
hospedeiro e na defesa contra potenciais microrganismos patogénicos (1). Esta populacédo é
numerosa e diversificada, coloniza a pele, mucosas, aparelho respiratorio, intestinal,
reprodutor e urinario (1). O conhecimento da flora comensal humana é muito importante na
analise dos produtos biologicos que chegam ao laboratdrio, para que se possam eliminar falsos
positivos (1). No entanto, existem regides do corpo que sao estéreis e onde a presenca de
qualquer microrganismo € de extrema importancia, devendo ser alvo de estudo (1). Assim,
podemos classificar os microrganismos como patogénicos oportunistas, que causam infecao
caso haja alteragbes da flora, ou como patogénicos obrigatdrios, cuja presenca origina
sempre danos no hospedeiro (1). Existe uma grande variedade de microrganismos com
capacidade de causar doencas em humanos. Neste subcapitulo serdo descritos os agentes
infeciosos identificados com mais frequéncia no laboratério de microbiologia.

Cocos Gram-negativos

Neste grupo incluem-se os diplococos Gram-negativos do género Neisseria spp (53). Sao
microrganismos de crescimento dificil e oxidase positivos (53). Os mais frequentes e que
causam infecao apenas no Homem sao a N. gonorrhoeae, agente causador da gonorreia, e a

N. meningitidis, um dos agentes causadores da meningite bacteriana aguda (53).

Bacilos Gram-negativos
Familia de Enterobacteriaceaes (Fermentadores): Microrganismos constituintes da flora
intestinal comensal, sendo os mais frequentemente isolados no laboratorio (53). As

Enterobacteriaceaes estao associadas a infecdes gastrointestinais, urinarias e respiratorias,
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atuando como patogénicos oportunistas (53). Sao exemplos de microrganismos pertencentes a
esta familia: Escherichia coli, Klebsiella spp., Proteus spp., Shigella spp., Salmonella spp.,
Yersinia spp., Citrobacter koserii, Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae, Serratia
liquefaciens, Providencia spp., Morganella morganni (53). Todos os microrganismos
pertencentes a esta familia sdo: Gram-negativos, anaerobios facultativos, oxidase negativos e
fermentadores da glicose (53).

Nao Fermentadores: Estas bactérias diferenciam-se das Enterobacteriaceaes pelo facto de
nao fermentarem a glicose e serem oxidase positivas (53). Nesta familia incluem-se os
géneros Pseudomonas spp., Acinetobacter spp. e Stenotrophomonas spp., nao fazem parte da
flora saproéfita habitual humana, mas apresentam alta prevaléncia em meio hospitalar
(Acinetobacter spp. principalmente), colonizando frequentemente a pele e o aparelho
respiratorio dos doentes hospitalizados (53). A Pseudomonas aeroginosa é a espécie
encontrada com mais frequéncia nas amostras clinicas, seguida da Acinetobacter baumanii
(53).

Cocos Gram-positivos

Estafilococos: Os principais géneros pertencentes a esta familia sdo: Staphylococcus spp. e
Gemella spp., diferenciando-se das outras familias de cocos Gram-positivos por serem
catalase positivos (53). Os mais estudados em laboratdrio sdo os pertencentes ao género
Staphylococcus (53). Estes microrganismos sdo geralmente comensais ou patogénicos
oportunistas, sendo que a maioria das espécies sao anaerobias facultativas, catalase positivas
e apresentam-se frequentemente como cocos em forma de cacho (53). A espécie mais
encontrada é o S. aureus que, sendo coagulase positivo, produz esta enzima e distingue-se
assim dos demais estafilococos que sao coagulase negativos (53). O estafilococo coagulase
negativo mais frequentemente encontrado é o S. epidermidis e, na maioria dos casos,
apresenta-se como um contaminante (53).

Estreptococos: Os microrganismos desta familia dispdem-se normalmente aos pares ou em
cadeia, sdo aerdébios ou anaerdbios facultativos e catalase negativa (53). Os géneros que
fazem parte desta familia sdo: Streptococcus spp. e Lactococcus spp. (53). Destes
microrganismos, os mais encontrados em infecdes humanas sao os Streptococcus spp.,
nomeadamente: S. pyogenes (ou estreptococos do grupo A de Lancefield), S. agalactiae (ou
estreptococos do grupo B de Lancefield), S. pneumoniae e S. viridans (53). O S. pyogenes (B-
hemolitico) é um patogénico que causa amigdalite bacteriana em criancas entre os 5 e os 10
anos de idade (53). O despiste de S. agalactiae (y- ou B-hemolitico) é importante no 3°
trimestre de gravidez para previnir a infecao neonatal que pode ocasionar quadros graves de
septicémia e meningite (53). O S. pneumoniae (a-hemolitico), € a principal causa de
pneumonia da comunidade e frequente causa de meningite, otite e sinusite, contudo o
microrganismo pode ser colonizador sem provocar danos nas vias respiratorias superiores (53).
O S. viridans, (y- ou a-hemolitico), considera-se em geral patogénico oportunista de baixa

viruléncia frequentemente envolvidos em endocardite bacteriana (53).
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Enterococos: O género pertencente a esta familia mais comumente identificado em infecoes
humanas é o Enterococcus spp. (53). As espécies mais frequentemente isoladas sao E.faecalis

e E.faecium, anaerdbios facultativos e catalase negativa (53).

Bacilos Gram-positivos

Os microrganismos mais frequentemente isolados pertencem aos géneros: Listeria spp. e
Corynebacterium spp. (53). Este ultimo é anaerobio facultativo, fermentador de glicose e
outros hidratos de carbono e, na sua maioria catalase positivo (53). Estas bactérias
encontram-se amplamente distribuidas na natureza (solo e agua) e fazem parte da flora da
pele e mucosas do homem (53). O isolamento de bactérias deste género a partir de produtos
biologicos é geralmente considerado como contaminante (53). No entanto, no contexto
clinico (imunodepressao p.e.) e/ou o seu repetido isolamento podem sugerir a sua implicacao

na etiologia do processo infecioso (53).

Fungos
Além dos microrganismos anteriormente mencionados o SPC efetua pesquisa de leveduras,
sendo o género Candida spp., mais especificamente Candida albicans, o mais frequentemente

identificado.

6. Laboratério de Imunoquimica

O Laboratorio de Imunoquimica engloba as areas da bioquimica e da imunologia clinica. Tem
como principal objetivo a orientacao do clinico para o diagnéstico, tratamento, monitorizacao
ou prevencao de patologias associadas a alteracoes do sistema imunitario e dos seus

componentes a nivel molecular, assim como de parametros bioquimicos.

6.1. Quimica Analitica

6.1.1. Aparelhos utilizados

Neste laboratorio sdo avaliados varios metabolitos de modo automatico, através dos aparelhos
cobas® série 6000 (Roche Diagnostics) e architect i2000SR (Abbott Core Laboratory). Estas
analises bioquimicas e imunoensaios sdo comumente efetuadas em amostras de soro, urina,
LCR e outros liquidos biolégicos, tais como plasma, sangue total e liquidos serosos.

O analisador cobas® 6000 (Figura 35) € um sistema integrado totalmente automatizado que
possui trés modulos analiticos: 1 modulo ¢ 501 (quimica) e 2 modulos e 600 (imunologia) (52).
O moédulo ¢ 501 tem duas unidades de medicao: a fotométrica, onde se inclui a
imunoturbidimetria, e a de determinacdo de elétrodos seletivos de iGes através de
potenciometria indireta (52). Este modulo realiza cerca de 1000 testes/hora, sendo que a
unidade de elétrodos seletivos de ides pode processar até 200 amostras/hora (52). O modulo
e 601 utiliza a técnica analitica de eletroquimioluminescéncia e realiza até 170 testes/hora

(52). Entre o primeiro médulo e 601 e o modulo ¢ 501 existe um moédulo de segundo rotor que
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encaminha as racks da unidade core para os modulos e 601 e vice-versa, atuando também
como unidade intermédia para repeticao automatica (52). Além dos mddulos anteriormente

referidos, o laboratorio tem um maddulo e 411 com o mesmo principio de funcionamento que o

e 601, mas para uma menor carga de trabalho, efetua até 86 testes/hora.

Modulo ¢ 501 Modulo de Modulo e 601 Modulo e 601
Unidade ESI 2° Rotor Eletroquimioluminescéncia

- Potassio, Sodio, Cloreto
Unidade Fotométrica

- Colorimetria

- Imunoturbidimetria

Figura 35. Cobas® 6000. Representacao dos diferentes moédulos e unidades. 1 - Monitor; 2 - Teclado; 3
- PC; 4 - Entrada/saida de amostras; 5 - Entrada de reagentes. Adaptada de (52).

O analisador architect i2000SR (Figura 36) tem um funcionamento semelhante ao mddulo e
601 do cobas® 6000, efetuando até 200 exames/hora (77).

6.1.2. Técnicas e Parametros Analisados

A fotometria consiste na mistura de um reagente liquido com a amostra numa cuvette de
reacao, produzindo diferente intensidade de cor consoante a concentracdo do analito em
estudo (52). A luz da lampada do fotometro passa através do conteldo da cuvete de reacao e
entra no fotometro, incidindo numa grelha de difracdo que separa a luz nos comprimentos de
onda que a constituem (52). As diferentes fracoes sao entao refletidas para uma matriz fixa
de 12 fotodiodos, em que cada fotodiodo deteta luz de comprimento de onda diferente (52).
Assim, os diferentes comprimentos de onda e os tempos a que a absorvancia é lida permitem
calcular a concentracao do analito (52). A imunoturbidimetria também utiliza o fotometro, a
intensidade da luz diminui devido a dispersao, reflexao e absorcao que sofre ao atingir os
imunocomplexos presentes na amostra (52). Assim, quanto maior for a concentracao do
analito de interesse, maior a formacao de imunocomplexos, maior turbidez e,
consequentemente, menor intensidade luminosa recebida pelo detetor (52).

A potenciometria indireta, utilizada para a determinacdo dos iGes séricos e urinarios, baseia-
se na medicao da forca eletromotriz de células galvanicas, sendo que o potencial de um dos
componentes do par eletrolitico vem em resposta as concentracdes das espécies ionicas
eletroativas presentes na solucdao (52). Neste sentido, as condi¢Oes analiticas devem ser
controladas para que a forca eletromotriz da célula galvanica dependa apenas de uma Unica
espécie idnica, a espécie em estudo (52). Desta forma, € efetuada a medicao do potencial de
um elétrodo indicador em relacdo a um elétrodo de referéncia (52). Este potencial depende

das atividades das espécies ionicas que entram nas reacdes oxidacdo-reducao
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correspondentes (52). O elétrodo indicador utilizado é um elétrodo seletivos de ides,
constituido por uma membrana de vidro com permeabilidade seletiva para os ides a analisar
(52).

Na eletroquimioluminescéncia sao utilizados dois anticorpos monoclonais especificos do
antigénio, um anticorpo monoclonal marcado com ruténio e um anticorpo monoclonal
biotinilado, estes ligam-se ao antigénio presente na amostra e reagem entre si formando um
complexo em sanduiche (52). Apos a incorporacdo de microparticulas revestidas por
estreptavidina, o complexo formado liga-se a fase sdlida, constituida por essas
microparticulas, pela interacdo da biotina e da estreptavidina (52). A mistura da reacdo é
entdo aspirada para a célula de leitura, onde as microparticulas sao fixadas magneticamente
a superficie do elétrodo (52). A aplicacdo de uma corrente elétrica ao elétrodo induz uma
emissao de luz quimioluminescente que é medida por um fotomultiplicador, a luz medida é
diretamente proporcional a quantidade de analito presente na amostra (52).

A quimioluminescéncia (Figura 36) utilizada pelo architect i2000SR corresponde a emissao de
luz quando um eletrdao passa do estado excitado para um nivel energético inferior (78). A
excitacdo € causada por uma reacdo quimica que envolve a oxidacdo de um composto
organico por um agente oxidante (78). O imunoensaio de microparticulas por
quimioluminescéncia ocorre em dois passos (78). No primeiro passo, a amostra e as
microparticulas paramagnéticas, revestidas de anticorpos contra o analito que se pretende
determinar, sao incubadas, ocorrendo a ligacao de anticorpos com o analito, seguindo-se de
um passo de lavagem (78). No segundo passo, o anticorpo anti-analito acoplado a uma
molécula quimioluminescente em contacto com o reagente ativador (catalisador + oxidante)
inicia a reacao de quimioluminescéncia. A concentracdo de analito detetada é diretamente

proporcional ao sinal quimioluminescente detetado em unidades de luz relativas (URLs) (78).

~| Outras
moléculas . Catalisador
* ’ * Anticorpo anti-analito ®
I ; Y + molécula —3 Oxidante
‘ Anticorpo ‘ quimioluminescente
anti-analito ’
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Microesfera

Figura 36. Analisador architect i2000SR e técnica de quimioluminescéncia. Fotografia do aparelho
retirada de (77).

Na Tabela 9 estao representados os parametros analisados através das técnicas anteriormente
referidas.
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Tabela 9. Parametros analisados, aparelhos, técnicas de analise e produtos biolégicos.

Técnica Aparelho Produto Parametros

(M6dulo) Biologico

Acido Urico, albumina, amilase, bilirrubina direta,
bilirrubina total, calcio, creatinina cinase, colesterol HDL,
Soro/Plasma LDL e total, creatinina, fosfatase alcalina, ferro, fosforo,

F cobas® GGT, GPT, GOT, glicose, LDH, lipase, magnésio, proteinas
6000 totais, triglicerideos, ureia, lipoproteina a, ECA
(c 501) Urina Glicose, ureia, creatinina, acido Urico, amilase, magnésio,
calcio, fosforo
LCR Glicose

Proteinas do complemento C3 e C4, Imunoglobulina A, M e
G, proteina C reativa, transferrina, amicacina, cadeias k e

cobas® Soro/Plasma Y, fator reumatoide, aft-antitripsina, haptoglobina,
IT 6000 antiestreptolisina O, recetor soluvel de transferrina, B2-
(c 501) microglobulina
Urina Proteinas totais, microalbumina
LCR Proteinas totais, microalbumina, imunoglobulina G
cobas® Urina
Pl 6000 Soro/Plasma  Cloreto, sodio, potassio
(c 501)
Ferritina, AcHBs, AgHBs, AcHBc, HIV, HCV, TSH,
cobas® triiodotironina e trioxina livres, folatos, vitamina B12 e D,
6000 Soro/Plasma  paratormona intacta, marcadores tumorais (PSA total e
EQL (e 601) livre, CA-125, 15.3,19.9 e 72.4, CEA, a-fetoproteina),
tiroglobulina, AcHBs IgG
cobas® Soro/Plasma  Hormona anti-Mulleriana, procalcitonina e proBNP
e 411
Marcadores cardiacos (CK-MB, mioglobina, troponina,
homocisteina), cortisol, estrogénio, FSH, virus da hepatite
Soro/Plasma A B e C (HCV,I antigénio e anticorpo), HIV, virus
QL architect Urina linfotropico da célula T humana, LH, progesterona,
i2000SR LCR prolactina, SHBG, testosterona, Treponema pallidum,

virus Epstein-Barr, toxoplasma, rubéola, citomegalovirus,
anti-tiroglobulina, anti-peroxidase, teste de avidez IgG
para toxoplasma, rubéola e citomegalovirus

GGT: gamaglutamiltransferase, GPT: transaminase glutamica pirGvica, GOT: transaminase glutamica
oxaloacética, LDH: lactato desidrogenase, HDL: lipoproteina de alta densidade, LDL: lipoproteina de
baixa densidade, ECA: enzima conversora de angiotensina, Ag/AcHBs: anticorpo e antigénio s da
hepatite B, AcHBc: anticorpo s da hepatite B, HIV: virus da imunodeficiéncia humana, HCV: virus da
hepatite C, TSH: hormona estimuladora de tiroglobulinas, PSA: antigénio especifico da préstata, SHBG:
globulina de ligacao a hormonas sexuais, HIV: virus da imunodeficiéncia humana, FSH: hormona foliculo-
estimulante, LH: hormona luteinizante, IgG: imunoglobulina G, PI: potenciometria indireta, EQL:
eletroquimioluminescéncia, IT: imunoturbidimetria, F: fotometria; QL: quimioluminescéncia.

6.2. Testes imunologicos

No laboratorio de imunoquimica sdao efetuados testes imunologicos automaticos para varios
alergénios alimentares e ambientais, assim como para doencas inflamatdrias intestinais. Para
esse efeito o aparelho utilizado é o aparelho ImmunoCAP 250 (Phadia Laboratory Systems,
Figura 37A). Podem ser utilizadas amostras de soro, plasma, sangue venoso ou capilar (79,
80). Os testes realizados sao de varias categorias, incluindo polen de gramineas, arbustos e
arvores, microrganismos, acaros, gatos, caes e outros animais com pelo, insetos e os seus
venenos, alergénios alimentares, entre outros (79, 80). Em doentes que sofram de asma
extrinseca, febre dos fenos ou eczema atopico, os sintomas desenvolvem-se imediatamente

apos a exposicdo aos alergénios especificos (79, 80). Este tipo de alergia imediata (Figura
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36B) é funcao de um tipo especial de anticorpos presentes no soro, pertencentes a classe E
das imunoglobulinas (IgE) (79, 80).
" IgE
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Figura 37. Aparelho ImmunoCAP250 (A) e reacao alérgica atopica (B). No primeiro contacto com o
alergénio os linfocitos B em circulacao sdo ativados (plasmocitos), passando a produzir IgE especifica
para esse alergénio. Esta IgE liga-se aos seus recetores especificos presentes na superficie dos
mastocitos. Assim, quando ocorre nova exposicao ao alergénio, este liga-se a IgE na superficie do
mastocito, causando a sua desgranulacdo e consequente libertacdo de mediadores pré-inflamatérios,
como a histamina. Fotografia do aparelho retirada de (79).

Os componentes alergénicos sdo proteinas que se agrupam em familias com base na
semelhanca estrutural (79). Alguns componentes alergénicos sdo especificos e outros
apresentam reatividade cruzada (79). A concentracdo de IgE total no soro estd ainda
relacionada com a idade (79). A fase solida das canetas de teste consiste num derivado de
celulose fechado numa capsula, com um polimero hidrofilo muito ramificado ao qual os
alergénios a testar estdo ligados de forma irreversivel, enquanto mantém a respetiva
estrutura nativa (79, 80). O teste da IgE total é concebido como imunoensaio em sanduiche
para determinacao do grau de atopia com resultados semi-quantitativos ou qualitativos (79).
Os resultados do sao apresentados como Phadia Arbitrary Units/L (PAU/L) que indicam o grau
de sensibilizacao (79). Expressam-se como positivo ou negativo, sendo que um resultado
positivo indica que o doente é atopico, enquanto um resultado negativo indica que o doente é
nao atopico, ou seja, nao sensibilizado aos alergénios (79). A sensibilidade do teste é de 93%
e a especificidade é de 89% (79).

Para determinar a concentracdao de anticorpos IgE especificos dos alergénios, a amostra é
testada com o ImmunoCAP IgE especifica adequado (79). O ImmunoCAP IgE especifica (Figura
38) é composto por mais de 650 alergénios, por mais de 90 componentes alergénicos e pelo
Phadiatop, sendo este Ultimo uma mistura dos alergénios mais comuns (screening) (80). A
medicdo dos anticorpos IgE especificos permite a avaliacdo objetiva da respetiva
sensibilizacao (80). Niveis baixos de IgE especifica indicam uma probabilidade reduzida de
alergia, enquanto niveis elevados de IgE especifica para determinado alergénio revelam boa
correlacdo com este quadro clinico (80). Este teste quantitativo permite detetar a
sensibilizacdao do paciente, mesmo antes de surgirem quaisquer sintomas, ajuda a
acompanhar a evolucao da alergia e a explicar a carga de alergénios, orientando para o

tratamento (80). O intervalo de medicdo é entre 0,1 a 100 kUA/L de IgE especifica, com um
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coeficiente de variacao de intra-ensaio de 20%, comparavel com imunoensaios da quimica de
rotina (80). O valor de cut-off € 0.35 kUA/L, a sensibilidade do teste esta entre 84 e 95% e a
especificidade entre 85 e 94% (80).
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Figura 38. Testes de IgE total e especifica. No teste da IgE total, o anti-IgE encontra-se acoplado por
ligacdo covalente a fase solida, reagindo com a IgE total da amostra de soro do doente. Apos lavagem,
sdo adicionados anticorpos anti-IgE marcados por uma enzima para formarem um complexo. Apos
incubacao, o anti-IgE nao ligado é lavado e o complexo ligado é incubado com o substrato. Apos
paragem da reacdo, mede-se a fluorescéncia do eluido. A fluorescéncia é diretamente proporcional a
concentracao de IgE total na amostra de soro. No caso do teste da IgE especifica, o alergénio encontra-
se acoplado por ligacdo covalente a fase sélida, reagindo com a IgE especifica da amostra. Apos a
lavagem da IgE nao especifica, sdo adicionados anti-IgE (rosa) marcados por uma enzima para formarem
um complexo. Apos incubacdo, o anti-IgE nao ligado marcado por uma enzima é lavado e o complexo
ligado é incubado com o substrato. Apos paragem da reacdo, mede-se a fluorescéncia do eluido. A
fluorescéncia é diretamente proporcional a presenca de IgE especifico na amostra.

No laboratério de imunoquimica, o sistema EliA (Figura 39) é exclusivamente utilizado para
realizar o teste da calprotectina que, em contraste com outros testes EliA, ndo é um teste
para pesquisar anticorpos mas sim para determinar a quantidade desta proteina nas fezes do
doente.

A inflamacéo intestinal é caracterizada por um aumento da atividade neutrofilica e pela
perda da funcao da barreira da parede intestinal, permitindo a migracao dos neutrofilos para
o lumen intestinal (81). O nivel de calprotectina fecal correlaciona-se diretamente com o
numero de neutréfilos no limen intestinal, pois esta é a principal proteina solivel presente
no citoplasma destas células (81). Quase 98% dos doentes com doencas inflamatorias
intestinais como a doenca de Crohn ou a colite ulcerosa tém um nivel mais elevado de
calprotectina fecal (82). A especificidade do teste é de aproximadamente 90% (82). O nivel de
calprotectina nas fezes é aproximadamente 6 vezes maior do que no soro (81). Este teste
também pode ser utilizado para avaliar a eficacia da terapéutica e a cicatrizacdo da mucosa

intestinal (81).
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Figura 39. Teste EliA Calprotectina. (A) A extracdo da calprotectina é efetuada através do kit de
extracdo fornecido no teste, que inclui os tubos que contém uma aplicacdo com ranhuras para a recolha
da quantidade adequada de fezes e o tampao de extracdo. Assim, apds recolha (1), homogeneizacao,
incubacao (2) e centrifugacao (3) o sobrenadante é utilizado para o teste (4). (B) Os pocos de teste sao
revestidos com um anticorpo monoclonal anti-calprotectina, ao qual se liga a calprotectina extraida da
amostra de fezes do doente. Apods lavagem dos componentes ndo ligados, sao adicionados anticorpos
anti-calprotectina marcados com uma enzima. Apos a incubagdo, o conjugado nao ligado é lavado e
eliminado e o complexo fixado € incubado com a solucdo de desenvolvimento (substrato). Apds a
paragem da reacao, procede-se a leitura da fluorescéncia. Quanto mais elevado for o valor da resposta,
maior a concentracao de calprotectina especifica presente na amostra.

6.3. Virologia

6.3.1. Virus Respiratoérios

A pesquisa de virus respiratorios por PCR em tempo real é efetuada através do ensaio para
infecdes respiratorias da Allplex™. Visto que se tratam de infecdes sazonais, consoante a
estacdo do ano pesquisam-se diferentes virus. O painel 1 engloba o virus influenza Ae B e o
virus sincicial respiratorio A e B, o painel 2 engloba o adenovirus, enterovirus, virus
parainfluenza 1, 2, 3 e 4 e 0 metapneumovirus.

0 aparelho MagNA Pure Compact (Roche, Figura 40) é utilizado para extrair e purificar acidos
nucleicos de forma automatizada. Numa primeira fase é efetuada a disrupcao celular e a
destruicdo proteica através do tampao de lise e da proteinase K, respetivamente (83). O
acido ribonucleico (RNA) liga-se a superficie das particulas magnéticas de vidro, enquanto que
o DNA é removido por digestdao com DNase (83). De seguida o complexo RNA-particula é
separado magneticamente e fixado na coluna (83). Apos varios passos de lavagem, através dos
quais os restos celulares sao removidos, o RNA é separado das particulas magnéticas que

estao fixadas a coluna e é eluido a alta temperatura (83).
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Figura 40. Aparelho MagNA Pure Compact. Adaptada de (83).
O diagnostico através da PCR em tempo real é baseado na amplificacdo de regides especificas

do genoma do agente patogénico. Cada ciclo da PCR consiste em tem trés fases: (a)
desnaturacdo - através do aumento da temperatura; (b) annealing - a temperatura é
diminuida para poder ocorrer a ligacao dos primers; (c) extensado - através de uma polimerase
que inicia a extensdao dos primers a partir da terminacao 3’ (78). Apds estes passos, 0s
produtos desta extensdo sdo dissociados do RNA alvo através do aumento da temperatura
(78). No final de cada ciclo, os produtos sao teoricamente duplicados (78). Todo o
procedimento é realizado no termociclador C1000™, programado com um protocolo
especifico (temperatura, tempo e nimero de repeticoes) em funcdao do que se pretende
estudar (Figura 41) (84).

N

e ——
Figura 41. Sistema CFX96™ com termociclador C1000™. (A) Fotografia do aparelho. (B) Sistema de

detecao e exemplo de protocolo. Adaptada de (84).

Na PCR em tempo real os produtos amplificados sao detetados através de marcadores
fluorescentes (84). Normalmente estes marcadores estao ligados as sondas de
oligonucleodtidos, por sua vez ligadas ao produto amplificado (84). A intensidade de
fluorescéncia é monitorizada durante a corrida, o que permite a detecdo e quantificacdo da

acumulacao de produto a qualquer momento (84).
6.3.2. Virus da Imunodeficiéncia Humana e da Hepatite C

Neste laboratério, é utilizado o analisador Cobas® 4800 (Figura 42) para amplificacao e

detecdo de acidos nucleicos por PCR em tempo real. Inclui o aparelho cobas® x 480, onde é
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efetuada a preparacao das amostras, e o analisador cobas® z 480, onde sao efetuadas a

amplificacao e detecao (85).

Figura 42. Analisador Cobas® 4800. Cobas® x 480 a direita e cobas® z 480 a esquerda (84).

O Teste COBAS® TagMan® é um teste de amplificacao de acidos nucleicos in vitro, utilizado
para a quantificacdo dos genétipos 1 a 6 do RNA do virus da hepatite C (HCV) em soro ou
plasma e para a quantificacdo de RNA do virus da imunodeficiéncia humana (HIV) tipo 1
(plasma) (86). Um nimero conhecido de moléculas de RNA do Padrdao de Quantificacao é
introduzido em cada amostra juntamente com o reagente de lise (86). O teste baseia-se em
trés processos principais: (a) preparacao da amostra para isolar o RNA alvo; (b) transcricao
reversa automatizada do RNA alvo para produzir DNA complementar (cDNA); (c) amplificacao
por PCR do cDNA alvo utilizando iniciadores especificos complementares para o HCV ou HIV-1,
e detecao simultanea por sondas de detecdo oligonucleotidicas marcadas com corante
fluorescente, que permitem a quantificacdo do produto-alvo amplificado (amplicon) (86).
Durante a PCR, a sonda hibridiza-se a uma sequéncia alvo e é clivada (86). Este processo é
repetido durante um ndmero designado de ciclos, sendo a intensidade da emissao dos
corantes sinalizadores individuais aumentada eficazmente com cada ciclo, permitindo a
identificacao independente do RNA alvo e do RNA do Padrao de Quantificacao (86). A
intensidade dos sinais esta relacionada com a quantidade de material iniciador no principio da
PCR (86). Quanto mais elevado for o titulo do HCV ou do HIV-1 de uma amostra, mais cedo
surge a fluorescéncia do corante sinalizador da sonda acima do nivel de fluorescéncia da linha
de base (86). O aparecimento do sinal fluorescente especifico é referido como um valor de
limite essencial (Ct) (86). Um valor mais elevado de Ct indica um titulo mais baixo do RNA
alvo inicial e, inversamente, o aumento do titulo estd correlacionado com a reducao do Ct
para o RNA alvo (Figura 43) (86).
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Figura 43. Curvas de crescimento do alvo para uma série de diluicées de amostra. A medida que a
concentracdo do virus aumenta, as curvas de crescimento desviam-se para ciclos anteriores.
Consequentemente, a curva de crescimento mais a esquerda corresponde ao nivel de titulo viral mais
elevado (Ct mais baixo), enquanto que a curva de crescimento mais a direita corresponde ao nivel de
titulo viral mais baixo (Ct mais alto). Adaptada de (86).

6.4. Pesquisa de Coxiella burnetii e Rickettsia conorii

A Coxiella burnetii é uma bactéria cocobacilar Gram-negativa intracelular, causadora da
febre Q em humanos e animais domésticos (78). Completa o seu ciclo de desenvolvimento
dentro dos fagossomas de células fagocitarias, como os macrofagos (78). A Rickettsia conorii
€ um bacilo Gram-negativo intracelular bifasico, que se desenvolve estritamente nas células
eucarioticas atuando como parasita obrigatorio (78). Esta bactéria provoca a febre botonosa
mediterranea (78). Estes dois microrganismos sao geralmente diagnosticados por ensaios de
imunofluorescéncia indireta, com o objetivo de detetar anticorpos I1gG e IgM (87). Esta
técnica baseia-se na reacao de anticorpos especificos presentes na amostra com os antigénios
que revestem os pocos da lamina, sendo que as ligacdes ndao especificas sao eliminadas por
lavagem (87). Posteriormente, adiciona-se uma globina anti-humana marcada com
fluoresceina, que identifica o imunocomplexo, permitindo a sua observacao através do
microscopio de fluorescéncia (87). Um resultado é positivo quando se observa uma

fluorescéncia verde brilhante no organelo ou tecido em estudo (Figura 44) (87).

C. burnetii

R. conorii

Figura 44. Resultados de microscopia de fluorescéncia. Nos pacientes com febre Q crdnica os titulos
anti-fase | superam os anti-fase Il. Nos casos de infecdo por R. conorii sé existe um resultado positivo
possivel. Adaptada de (87).
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6.5. Uranalise

A analise de urina tipo Il engloba o exame microscopico do sedimento urinario e o exame
fisico e quimico da urina. O exame microscopico do sedimento urinario normalmente é
efetuado de forma automatica, no equipamento SediMAX (A. Menarini Diagnostics), cujo
funcionamento foi explicado anteriormente (seccao de microbiologia). Neste exame
microscopico do sedimento urinario (Figura 45), como ja foi referido, é possivel detetar e
identificar elementos figurados presentes na amostra de urina, nomeadamente: leucdcitos,

eritracitos, cilindros, células epiteliais, bactérias, leveduras, parasitas e cristais (78).
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Figura 45. Sedimento urinario. Principais elementos do sedimento urinario de acordo com o pH da
urina (88).

O exame fisico e quimico da urina avalia o valor do pH, leucdcitos, nitritos, proteinas,
glucose, corpos cetonicos, urobilinogénio, bilirrubina, sangue, densidade, cor e o aspeto (78).
Esta determinacao é feita através do uso de tiras de teste, geralmente de forma automatica
no equipamento AUTION MAX™ (Arkray), pelo método da refletofotometria (Figura 46) (89).
Neste método, a luz emitida por uma ldmpada com diodos de emissao de luz, com
comprimento de onda e angulo definidos, incide na superficie das tiras de teste, que contém
quadrados de celulose absorventes e impregnados com substancias quimicas (78). As reacoes
quimicas que ocorrem entre a urina e as substancias quimicas da tira produzem uma alteracao
da cor dos quadrados (78). A luz proveniente das tiras, captada pelo fotodetetor, é refletida e
diminui de forma proporcional a intensidade da cor produzida (78). Apos conversao da luz
detetada para valores de refletancia, estes sdo comparados com os intervalos de referéncia
definidos para cada parametro e transmitidos de modo semiquantitativo (78). A cor da urina é

avaliada com um algoritmo especifico contra o branco da tira de teste (78).
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Figura 46. Sistema para uranalise. Principio de refletofotometria, onde as diferentes intensidades de
luz detetadas sao convertidas em valores de refletancia e comparados com os intervalos de referéncia.
Fotografia do aparelho retirada de (89).

6.6. Eletroforese de Proteinas

A eletroforese é uma técnica que permite a separacdao dos componentes de uma solucao
heterogénea em funcao das suas propriedades fisico-quimicas, quando colocados num suporte
adequado, neste caso gel de agarose (78). As propriedades anfotéricas do analito sao
igualmente importantes, visto que este se pode comportar como um acido ou base, consoante
o pH do meio (78). Assim, quando sujeitas a um campo elétrico as proteinas podem migrar do
anodo para o catodo ou vice-versa, consoante a sua carga e pH do meio (78). O equipamento
ASSIST (Sebia), onde é realizada a pipetagem automatica das amostras para o pente, e
HYDRASYS Focusing (Sebia), onde ocorre a migracao e a coloracdo, sao utilizados para

realizacao dos proteinogramas e das imunofixacdes neste laboratorio (Figura 47).

A

Pipetagem B
Automatica

Zona de Coloragao

Zona de Migragao
Figura 47. Aparelhos utilizados para efetuar proteinograma e imunofixacdo. (A) ASSIST e (B)
HYDRASIS Focusing. Adaptada de (90).

6.6.1. Proteinograma

A eletroforese em gel de agarose permite separar fracoes proteicas, sendo posteriormente
coradas pelo negro de amido e medidas por densitometria (78). A partir desta medicdo é
construido um perfil eletroforético, separando cinco fracdes, por ordem decrescente de

mobilidade, como se pode verificar na Figura 48 (78).
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Figura 48. Perfil eletroforético do proteinograma. A esquerda perfil normal e a direita perfil tipico de
uma gamapatia monoclonal. Adaptada de (78).
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Por densitometria determina-se a percentagem de cada fracdo, através da concentracado de
proteinas totais, previamente analisada, é calculada a concentracao das proteinas de cada
fracdo. As proteinas mais representativas em cada fracao sao as seguintes: (a) fracdo das a1-
globulinas - at-antitripsina, a1-glicoproteina acida, a1-fetoproteina e a-lipoproteina; (b)
fracao das a2-globulinas - a2-macroglobulina, haptoglobina e ceruloplasmina; fracao das B-
globulinas - transferrina, ferritina, proteinas do complemento C3 e C4 e B-lipoproteina;
fracao das y-globulinas - imunoglobulinas (78). Esta analise deve ser feita em soro e nunca em
plasma, visto que no plasma existem proteinas da coagulacdo (como o fibrinogénio) que
alteraram o perfil eletroforético. O proteinograma indica o aumento ou diminuicao de cada
fracaio e a presenca de picos monoclonais, por sua vez a imunofixacdo permite a

caracterizacao destes picos e das respetivas cadeias.

6.6.2. Imunofixacao

A imunofixacdo combina as técnicas de eletroforese e imunoprecipitacdo, permitindo detetar
e identificar as imunoglobulinas monoclonais (marcadores de gamapatias), detetadas na
eletroforese das proteinas séricas (78). Existem varios géis de imunofixacao neste laboratorio,

sendo que a sua escolha é baseada no algoritmo representado na Figura 49.

Soro Urina 24 horas
Proteinograma

]—Pico monoclonal?—l I—Proteinas totais: 150 mg/24h—|

Sim Nao Superior Inferior
Imunofixacao sérica Gel pentavalente  Painel alargado Proteina Bence-Jones
screening

Figura 49. Algoritmo de escolha do procedimento e gel de imunofixacao.

6.6.2.1. Imunofixacdo Sérica

Apds separacao das proteinas por eletroforese, é efetuada a aplicacdo de anti-soros
monoespecificos e um fixador, diretamente sobre o gel, ao nivel das pistas de migracao, que

se difundem sobre este (78). O fixador precipita todas as proteinas e os anti-soros de
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especificidades diferentes - anti-cadeias pesadas y (IgG), a (IgA) e p (IgM) e anti-cadeias leves
kK e A (livres e ligadas em conjunto) - precipitam os antigénios correspondentes, formando
complexos antigénio-anticorpo (78). A coloracao das proteinas imunoprecipitadas € feita com
violeta acido, permitindo comparar a posicao das bandas imunoprecipitadas com as bandas
anomalas. Para identificar de forma precisa a natureza das bandas monoclonais deve ser
utilizado, paralelamente, um anti-soro poliespecifico de forma a produzir um padrdao de
referéncia eletroforético de proteinas (anti-soro de referéncia) (Figura 50A).

As imunofixacdes permitem estudar quatro doentes em simultaneo, a cada um é aplicado 6-
antisoros ja referidos. Nos casos em que o proteinograma ndo apresenta alteracoes é
efetuada uma imunofixagdo com um anti-soro pentavalente (todos os anti-soros num so,

Figura 50B), como forma de screening e confirmacao de que nao ha picos monoclonais.

A HYDRAGEL IF 2/4 sebia BHVDRAGEL IF Penta 6/12 sebia
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Figura 50. Gel para imunofixagao sérica (A) e gel pentavalente (B).

6.6.2.2. Imunofixacao Urinaria
No caso da urina, € necessario ter em atencdo o resultado das proteinas totais urinarias

(efetuado previamente no cobas® 6000). Assim, existem 2 géis diferentes que se utilizam
consoante a proteindria (cut-off de 150 mg/24 h), quando é superior utiliza-se o gel de perfil
urinario (painel alargado (Figura 51), quando é inferior utiliza-se o gel para a proteina de
Bence-Jones (Figura 52). Para a analise do perfil urinario, o procedimento é semelhante ao
anterior, sendo que o pente, o gel e os anti-soros sdo adequados a analise. Esta analise é
efetuada para identificar as proteinas urinarias, de forma a ajudar na identificacdo da lesao

renal e na identificacao de componentes monoclonais na urina.

HYDRAGEL URINE PROFIL(E) 2/4 sebia
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Figura 51. Gel para perfil urinario (painel alargado).
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A proteina de Bence-Jones corresponde as cadeias leves livres, sendo que nas discrasias
plasmocitarias, esta proteina € produzida em excesso por um Unico clone de plasmocitos
neoplasicos (78). Trata-se de uma proteina de baixo peso molecular com um periodo de
semivida curto, de 2 a 6 horas, sendo rapidamente filtrada pelo glomérulo e posteriormente
reabsorvida pelos tUbulos proximais, pelo que o seu aparecimento na urina s6 acontece
quando é produzida em grandes quantidades, excedendo a capacidade de metabolizacdo do
rim (78). A detecdo da proteina de Bence-Jones tem um mau progndstico, podendo estar
associada ao mieloma multiplo (78). A pesquisa desta proteina pode ser realizada em soro ou
urina 24 horas, sendo que no caso do soro a amostra deve ser diluida porque a concentracao
da IgG € muito superior as restantes imunoglobulinas. O gel é semelhante ao de imunofixacdo
sérica, sendo que neste caso o anti-soro anti-cadeias pesadas (IgG, IgA e IgM) agrupa-as e
existem 2 anti soros anti-cadeias leves kK e A, um para cadeias livres e outro para cadeiras
ligadas (Figura 52).

HYDRAGEL 2 IF/ BJ (HR) sebia
REF;GAM;K L Kf Lf REF;GAM;K L Kf Lf

a 1l

Figura 52. Gel para pesquisa de Bence-Jones. Neste gel podem ser realizados 2 testes em simultaneo,
através da utilizacao de 6 anti-soros diferentes.

6.7. Testes Rapidos

6.7.1. Teste de Screening Para Drogas de Abuso

Este teste (SureStep™) é um imunoensaio por cromatografia de fluxo lateral para detecao
qualitativa de drogas e dos seus metabolitos na urina. Tem como fundamento o principio da
ligacao competitiva (Figura 53), sendo que as drogas presentes na urina competem com o
respetivo conjugado por locais de ligacdo ao anticorpo especifico para as mesmas (91). Se a
droga estiver presente na urina abaixo do respetivo cut-off, nao satura os locais de ligacao do
seu anticorpo especifico e, assim, o conjugado consegue ligar-se aparecendo uma linha
colorida na regiao de teste (91). Pelo contrario se a concentracdo da droga for superior ao
valor de cut-off, consegue saturar os locais de ligacao, impedindo assim o aparecimento da
linha colorida (91). Para ser valido, o teste tem de apresentar uma linha colorida na regiao de
controlo. Cada teste possui particulas de anticorpo especificas para a droga a testar e os
respetivos conjugados. Neste laboratorio sao testadas as seguintes drogas: anfetaminas,

benzodiazepinas, cocaina, canabis e morfina.
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6.7.2. Teste para Detecao da Gonadotrofina Coriénica Humana
O VISITEC® PREGNANCY é um teste imunocromatografico qualitativo (92). A medida que a

amostra (soro ou urina) flui através da membrana, o conjugado coloidal dourado anti-
gonadotrofina coriénica humana (hCG) forma um complexo com a hCG da amostra (Figura 53)
(92). Por acédo capilar este complexo segue até a linha de teste, onde se liga ao anti-hCG
monoclonal ai presente, formando-se uma linha cor-de-rosa que confirma um resultado
positivo (92). A auséncia desta linha representa um resultado negativo. Para ser valido, o
teste tem de apresentar uma linha colorida na regidao de controlo (92). Este teste possui
sensibilidade de 99,6% (concentracdes a partir de 10 mU/mL) e especificidade de 99,9% (92).

Detecao de drogas

de abuso/ farmacos Detecao de hCG

Resultado Negativo

|
3 G
/Ag* ‘ * 4 T
®

Conjugado
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T| 1% . *
@ @
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Figura 53. Testes imunocromatograficos realizados no laboratério de imunoquimica. Ac: anticorpo
monoclonal anti-analito; Ag: antigénio/analito. 1 - Ligacdo conjugado-Ac causando o aparecimento da
linha de teste (resultado negativo); 2 - Ligacdo do Ag ao Ac, ndo aparece a linha de teste (resultado
positivo); 3 - Sem Ag, nao aparece a linha de teste (resultado negativo); 4 - Ag e conjugado em
circulacdo; 5 - Ligacdo Ag + conjugado + Ac, aparecimento da linha de teste (resultado positivo); 6 -
Ligacao Ag + conjugado.

7. Laboratério de Hematologia

O Laboratério de hematologia tem como objetivo o diagnostico e prognostico de patologias
hemato-oncologicas, anemias, hemoglobinopatias, alteracdes quantitativas e qualitativas das
plaquetas, alteracdes congénitas e adquiridas da coagulacdo, doenca tromboembdlica e

doenca hemorragica, entre outras.

7.1. Hemograma

A hematopoiese corresponde ao processo de formacdo das células sanguineas e tem inicio
com a producao de células estaminais pluripotentes na medula déssea (93). Estas células dao
origem a células progenitoras que, apos divisdo e diferenciacao, formam eritrocitos,
granuldcitos (neutrofilos, eosinofilos e basofilos), mondcitos, plaquetas e linfocitos (93). O
hemograma é um exame que avalia as células sanguineas de um paciente, é constituido pela
contagem dos leucdcitos (total e diferencial), eritrocitos, hemoglobina (Hb), hematocrito,

indices hematimétricos, e contagem de plaquetas e reticulocitos (93).
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7.1.1. Técnica e Fundamento

O hemograma é efetuado de forma automatica em aparelhos que necessitam de pequenas
quantidades de sangue. A tecnologia utilizada consiste na medicao da dispersao de luz,
emitida por um laser de hélio-néon, através de 2 detetores 6ticos que permitem a sua leitura
em 5 angulos distintos (94). Desta forma, sao fornecidos 7 parametros de medicao celular que
valorizam a analise diferencial, eritrocitos nucleados e reticuldcitos: volume (tamanho
celular, impedancia), condutividade (relacdo nlcleo/citoplasma, densidade nuclear e
composicao quimica, em frequéncia de ondas radio) e 5 angulos de dispersdao de luz (94).
Estes angulos consistem na perda de luz axial (tamanho) dispersao de luz de baixo angulo
(estrutura nuclear), dispersdao de luz de angulo médio, dispersao de luz de angulo médio-
baixo, dispersao de luz de angulo médio-alto, estes trés ultimos dao indicacdo da
complexidade celular e granularidade (94). Os dados sdo apresentados em graficos de duas,
trés dimensdes e de superficie, permitindo assim a discriminacdo e classificacdo das
populacées (94).

A contagem dos eritrécitos nucleados é feita num canal especifico com correcdo automatica
da contagem de leucocitos (94). Uma aliquota da amostra de sangue é diluida e tratada com
um reagente de lise que remove seletivamente os eritrocitos normais, mantendo os
nucleados, leucdcitos e plaquetas (94). O detetor principal para este parametro é o de perda
de luz axial, pois fornece a medida de luz absorvida pelas células a medida que elas passam
através da célula de fluxo e permite a separacdo destas células de possiveis interferentes
(94). Funciona como indicador de tamanho celular, influenciado pela transparéncia celular
(94). Os eritrocitos nucleados e os leucocitos apresentam valores de perda de luz axial
diferentes (94). A contagem completa do sangue avalia os 3 principais componentes:
leucocitos, eritrocitos e plaquetas, dando a contagem e a medicao do volume, bem como
medicao da hemoglobina, utilizando a informacao das contagens do tamanho celular para
corrigir erros de coincidéncia (94). A contagem diferencial do sangue permite a
diferenciacdo entre os diferentes tipos de leucdcitos por tamanho e morfologia celular (94). A
contagem de reticuldcitos é importante para avaliar a producdo de eritrécitos, sendo
fundamental para o diagnostico de anemia ou mesmo para monitorizar o seu tratamento (94).
Sendo assim, determina-se o nUmero e a percentagem de reticuldcitos, a fracdo de
reticulocitos imaturos, o volume reticulocitario médio, bem como outros parametros
adicionais relacionados com a maturacdo dos reticuldocitos (94). A identificacdo dos
reticuldcitos é feita com base na precipitacdo de RNA residual, utilizando o corante novo azul
de metileno (94). A amostra é encaminhada para a célula de fluxo onde é analisado o
tamanho, forma e a morfologia celular (94).

Neste laboratorio é utilizado o aparelho Unicel DxH 800 (Beckman Coulter, Figura 54), com

velocidade de processamento superior a 100 amostras/hora (94).
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7.2. Analise Microscépica

A analise morfologica ao microscopio é uma componente essencial em hematologia,
permitindo efetuar contagens manuais de forma a confirmar as contagens obtidas
automaticamente, o que é especialmente Util para descartar falsas trombocitopenias por
agregacao plaquetar, entre outros artefactos que podem ocorrer nos aparelhos de contagem
automatica. Além disso, em conjunto com técnicas de coloracdo adequadas permite
identificar caracteristicas celulares especificas de certas patologias. As amostras utilizadas
sao sangue periférico (esfregaco), medula ossea (esfregaco) e outros liquidos biologicos

(citocentrifugacao).

7.2.1. Esfregaco Sanguineo

Para a realizacdo do esfregaco sanguineo (Figura 55) coloca-se uma gota de sangue
diretamente sobre uma lamina de vidro e espalha-se em camada fina pela sua superficie,
utilizando a borda de uma lamina histologica ao longo de outra lamina, com o objetivo de

produzir uma monocamada de células, para observacao microscopica apos coloracao (78).

A B C D

y

6450

Figura 55. Técnica de esfregaco sanguineo. A: Gota de sangue na extremidade da lamina; B: inclina-se
a lamina que promovera o esfregaco a 45 graus e recua-se; (C, D) promove-se a extensdo. O esfregaco
ideal deve ter bordas laterais livres e um fim em forma de semicirculo.
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7.2.2. Coloracao de May-Grunwald/Giemsa

Este método consiste na coloracdo das células por meio de dois corantes contendo eosina e
derivados do azul-de-metileno, aplicados sucessivamente (78). O corante de May-Grunwald é
uma mistura de eosina (acida, cora estruturas basicas - acidofilas, eosindfilas) e azul-de-
metileno (basico, cora estruturas acidas - basofilas), que quimicamente se transforma em
eosinato de azul-de-metileno (78). O corante Giemsa é uma mistura de azur Il (mistura
equimolar de azur 1 e azul de metileno) e eosinato de azur Il (corante formado pela
combinacao equimolar de azur 1, azul de metileno e eosina amarelada) (78). Estes dois
corantes sao utilizados através de um método de coloracdo mais demorado, em que, apods
fixacao e coloracao pelo May Grunwald, se processa uma segunda coloracao com solucao de
Giemsa, obtendo-se um resultado final mais detalhado (78). A coloracao May-

Grunwald/Giemsa é utilizada principalmente para corar esfregacos de sangue periférico e

Linfécitoe -«
Monacito

Neutréfilo

Eosindfilo  Baséfilo

Figura 56. Coloracdo de May-Grunwald/Giemsa em sangue periférico (A) e em medula 6ssea (B). (A)
Circulo vermelho a evidenciar a presenca de eritrécitos em gota. Representacao dos diferentes tipos de
leucocitos visualizados no sangue periférico (linfocito a esquerda e mondcito a direita). (B) Grumo
medular.

7.2.3. Coloracao de Perls

A coloracéo de Perls (Figura 57) serve para avaliar os depositos de ferro medular constituindo
método de referéncia, permite avaliar as alteracdes na distribuicao (p.e. sobrecargas de ferro
ou falta do mesmo) assim como as alteracdes na utilizacao do ferro pelos eritroblastos (78).
Apos reacao com o azul de prussia, o ferro idnico (Fe3*) do grupo heme reage em solucao de
acido cloridrico com o hexacianoferrato (Il) de potassio, precipitando sob a forma de sal
complexo insolGvel nos eritrocitos e noutras células, localizando esta forma de ferro livre
celular. As células da linhagem eritroide imaturas e maduras, que contém ferro livre, sao
chamadas sideroblastos e siderocitos, respetivamente (78). Algumas das causas do seu

aparecimento sdo anemias sideroblasticas, envenenamento por chumbo e alcoolismo (78).
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Figura 57. Coloracdo de Perls (medula éssea). Grumo medular visto ao microscopio (esquerda,
ampliacao 400x). Célula com aglomerados de ferro (direita).

7.2.4. Coloracao da Fosfatase Alcalina

A coloracao da fosfatase alcalina (Figura 58) nos leucocitos é utilizada para a determinacao
citoquimica de uma leucemia mieloide cronica por comparacdo com outras doencas
mieloproliferativas, como a mielofibrose e a policitemia vera, ou processos inflamatorios
(reacao leucemoide) (78). A fosfatase alcalina catalisa a hidrolise dos estéres fosforicos em
meio alcalino (78). O naftoL-1 é agregado a um sal de diazonio, formando um corante azoico
castanho que precipita somente na localizacdo das células com atividade de fosfatase alcalina

(78). E importante utilizar uma ldmina de controlo positivo.

Figura 58. Coloracado de fosfatase alcalina (medula 6ssea). Célula com atividade de fosfatase alcalina
evidenciada pelo circulo vermelho.

7.2.5. Teste de Falciformacao

A anemia falciforme é uma doenca hemolitica hereditaria (autossomica recessiva) que se
manifesta clinicamente em individuos homozigdticos para a mutacdo na posicao 6 da
extremidade N-terminal do cromossoma 11, substituindo o acido glutamico por valina e dando
origem a producdo de uma hemoglobina anoémala denominada HbS (96). A HbS, em condicoes
de hipoxia, polimeriza e precipita no eritrocito conferindo-lhe formato de foice e contribui
em processos inflamatorios, vaso-oclusao, aumento de coagulacdo e lesao tecidular (96). O
hemograma ¢ o primeiro passo do diagnostico laboratorial, com volume corpuscular médio e
concentracdo de hemoglobina corpuscular média baixos devido a diminuicao nos niveis de
hemoglobina em razdo da fagocitacdo eritrocitaria das células falciformes (96). O teste de
falciformacéo consiste em colocar os eritrocitos sob baixa concentracao de oxigénio, tomando
a forma caracteristica de foice, por meio da solucdo de metabissulfito de sodio a 2% (96).

Apds adicdo de metabissulfito ao sangue, a lamina e a lamela sdo vedadas por meio de
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parafina, verificando-se ao microscépio se a amostra apresenta eritrocitos em forma de foice
apos 1 hora de incubacao a 37 °C. No caso de o resultado ser negativo, a lamina deve ser

visualizada de novo ap6s 24 horas.

7.3. Hemoglobina glicada, A; e Fetal

Os distirbios genéticos da hemoglobina sao divididos em dois grupos principais: talassémias
(deficiéncia num determinado tipo de cadeia) e estruturais (produzida hemoglobina anormal).
Neste laboratoério sao medidos trés parametros: hemoglobina glicada (HbAc), HbA, (a282,
normalmente 1 a 3% no adulto) e hemoglobina fetal (HbF, a2Y2, 60 a 90% no recém-nascido e
<1% apoés 1 ano) (93). Durante os 90 dias da vida do eritrocito, a hemoglobina vai
incorporando glicose, em funcao da sua concentracao no sangue (93), se as taxas de glicose
estiverem altas durante esse periodo, havera um aumento da HbA,c (93). Assim, este teste da-
nos informacdo sobre a média da concentracdo de glicose neste periodo. A determinacao da
HbA:c, além de servir como método de diagnostico, deve ser realizada rotineiramente em
doentes com diabetes mellitus, de forma a avaliar o controlo glicémico e quantificar o risco
de complicacbes (93). Para determinacdo da HbAc, € utilizado o método de referéncia da
federacao internacional para quimica clinica, no qual a hemoglobina é clivada pela enzima
endoproteinase Glu-C, e, seguidamente os hexapeptideos N-terminais glicados e nao-glicados
obtidos sao separados (93). A B-talassemia é uma doenca onde ha deficiéncia na producéo da
cadeia B da hemoglobina, em pacientes com esta doenca podem-se verificar niveis elevados
de HbA; e HbF (93).

A técnica utilizada para a separagdo e quantificacdo da hemoglobina é a cromatografia
liquida de alta eficiéncia com troca ionica (97). O processo pode-se dividir em trés fases:
hemdlise, separacdao e detecdo (97). As moléculas de hemoglobina sao separadas pela
interacdo com a matriz carregada negativamente, através da carga positiva da hemoglobina,
a amostra de sangue total é hemolisada pela solucdo de lavagem e o hemolisado é injetado na
coluna (97). As moléculas de hemoglobina ligam-se a matriz hidrofobica (fase estacionaria
nao polar) e sdo eluidas com tampao fosfato inorganico com diferentes forcas idnicas (97).
Estas diferentes forcas idnicas vao fazer com que as diferentes fracoes de hemoglobina sejam
eluidas a tempos diferentes, sendo assim separadas e detetadas por método colorimétrico a
420 e 500 nm (97). Os resultados sao apresentados em forma de cromatograma, compostos
por picos, tempos de retencao e percentagem das diferentes fracoes (97). O aparelho
utilizado, neste laboratorio, para efetuar esta medicdo é o ADAMS™ A1c HA-8180V (ARKRAY,
Figura 59).
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Figura 59. Aparelho ADAMS™ A1c HA-8180V e respetivos resultados. No grafico de cima esta
representada uma fracdo HbA; normal e no grafico abaixo uma fracao HbA; elevada, sendo este grafico
caracteristico de pacientes com B-talassemia. Fotografia do aparelho retirada de (98).

7.4. Velocidade de Sedimentacao

A velocidade de Sedimentacdo mede a taxa de precipitacdo dos eritrocitos num dado
intervalo de tempo (1 hora) (78). E um teste comumente utilizado para medicdo nao
especifica da inflamacéo, é frequentemente o primeiro indicador de doenca, quando outros
indicadores estdo normais (78). Neste laboratorio, € medida em tubos S-Sedivette®
(anticoagulante citrato de sodio) no aparelho Sediplus® S 2000 (sarstedt, Figura 60). Durante
a medicdo, o prato de medicdo sobe e desce, medindo o nivel de sangue através de
diferencas de intensidade de luz entre o sedimento eritrocitario e o sobrenadante, recebidas

num detetor posterior ao tubo, efetua medicao aos 0 minutos, 30 minutos e 1 hora.

i

Figura 60. Sediplus® S 2000 (sarstedt). Tubos S-Sedivette® e prato movel para efetuar medicoes (99).

7.5. Coagulacao

O sistema hemostatico tem como base o equilibrio entre mecanismos coagulantes e
anticoagulantes, aliado a um sistema de fibrindlise. Os cinco principais componentes
envolvidos sao: plaquetas, fatores de coagulacao, inibidores de coagulacao, fibrinolise e vasos

sanguineos.
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7.5.1. Plaquetas

A principal funcao das plaquetas € a formacdo de um tampao mecanico durante a resposta
hemostatica normal a lesao vascular (Figura 61) (93). As glicoproteinas do revestimento da
superficie das plaquetas sdo importantes nas reacdes de adesao e agregacao, sendo estes os
eventos iniciais que levam a formacao do tampao plaquetar durante o processo de hemostasia
(93). A adesao ao colagénio é facilitada pela glicoproteina la (93). As glicoproteinas Ib e
IIb/Illa séao importantes na ligacao das plaquetas ao fator de von Willebrand e em seguida ao
endotélio vascular (93). As plaquetas possuem dois tipos de granulos, os densos, que contém
calcio, 5-hidroxitriptamina, adenosina difosfato, adenosina trifosfato e serotonina, e os
especificos a, que contém um antagonista da heparina, fator de crescimento derivado de

plaquetas, B-tromboglobulina, fibrinogénio, fator de von Willebrand entre outros (93).
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Figura 61. Hemostase primaria. As plaquetas aderem a zona de dano endotelial, onde se agregam e
ativam. Ocorre a libertacao de potenciais vasoconstritores presentes nos granulos destas células.

0 exame utilizado neste laboratério € o PFA-200 (analisador de funcao plaquetar, Figura 62),
englobando os testes de agregacao plaquetar e os testes de tempo de hemorragia (100). A
pressdo negativa constante aspira a amostra de sangue periférico com anticoagulante citrato,
desde o reservatorio para onde a amostra foi pipetada, através dos capilares e da abertura da
membrana do cartucho, onde as plaquetas estao sujeitas a tensdes de corte elevadas (100). O
sangue que circula pelo capilar contacta com uma abertura central da membrana revestida
por agonistas plaquetares: colagénio e adenosina difosfato ou colagénio e adrenalina,
consoante o cartucho utilizado (100). A presenca destes estimulos bioquimicos e as taxas de
cisalhamento elevadas resultam na adesao, ativacao e agregacao plaquetar e na formacao de
um tampao estavel na abertura, diminuindo assim gradualmente o fluxo sanguineo, parando-o
aquando a oclusao completa (100). Considera-se normal o tempo de oclusao até 200 segundos
(100).

Membrana com

colagénio/epinefrina
ou com

colagénio/ADP

€ Plaqueta
- Capilar

Figura 62. Aparelho PFA-200. Representacao dos cartuchos de teste e respetiva localizacdao no
aparelho. Fotografia do aparelho retirada de (101).
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7.5.2. Cascata da Coagulacao

O processo de coagulacdo envolve a ativacdo sequencial de varias proteinas (fatores de
coagulagdo), culminando na formacao de trombina, que converte o fibrinogénio sollvel do
plasma em fibrina (93). A fibrina infiltra os agregados de plaquetas e converte os tampoes
primarios e instaveis em tampdes hemostaticos firmes, definitivos e estaveis (93). E
importante que o efeito da trombina seja limitado ao local de lesdao, ocorrendo inativacao
direta da trombina e de outros fatores serina-proteases pela antitrombina (93). Esta
molécula combina-se com proteinas serina-proteases por meio de ligacdes peptidicas
formando complexos estaveis de alto peso molecular (93). A heparina potencializa muito a
sua acao. A trombina liga-se no recetor trombomodulina da superficie da célula endotelial
(93). O complexo resultante ativa a serina-protease proteina C, dependente da vitamina K,
capaz de destruir os fatores V e VIl ativados, impedindo assim mais geracao de trombina (93).
A acéo da proteina C é amplificada por outra proteina dependente da vitamina K, a proteina
S, que liga a proteina C na superficie da plaqueta (93). Além disso, a proteina C ativada
aumenta a fibrindlise, que consiste na dissolucdo de coagulos de fibrina pela ativacdo do
plasminogénio em plasmina (93).

Os testes de funcdo hemostatica incluem o tempo de trombina, tempo de protrombina,
tempo de tromboplastina parcial ativada e doseamentos especificos de fatores de
coagulacdo e do fator de von Willebrand. O aparelho utilizado para efetuar estas medicoes
neste laboratorio € o ACL TOP (Instrumentation Laboratory, Figura 63). Para isso, utiliza trés
técnicas diferentes: coagulométrica (turbidimetria), cromogénica (absorvancia) e
imunoldgica. Para os testes de coagulacao o sangue em citrato de sodio é centrifugado (3000
rpm, 10 minutos), de forma a obter plasma. Os principais testes efetuados estao

representados na Tabela 10.
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Figura 63. Aparelho ACL TOP e hemostase secundaria. Cascata da coagulacdo: via extrinseca,
intrinseca, comum e fatores de coagulacdo intervenientes nas diferentes vias. TP: tempo de
protrombina; TTPa: tempo de tromboplastina parcial ativada. Fotografia do aparelho retirada de (102).
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O principio da detecdo coagulométrica é utilizado para medir a quantidade de tempo
necessaria para ocorrer coagulacao plasmatica (102). A detecdo do coagulo é baseada no
principio de que a luz ao passar por um meio onde o fibrinogénio é convertido em fibrina é
absorvida pelos filamentos de fibrina (102). A luz (671 nm) é transmitida através da amostra
para um fotodetetor que esta posicionado a 180° da fonte incidente, sendo que a absorcao de
luz aumenta com o aumento da formacao do coagulo de fibrina (102). Consequentemente, a
transmitancia através da amostra diminui continuamente e é medida pelo fotodetetor (102).
O sinal output elétrico enviado pelo fotodetetor altera-se de acordo com a luz detetada,
sendo processado via software através de uma série de algoritmos para determinacdo do
ponto de formacao de coagulo (102).

No caso da medicao cromogénica, esta pode ser direta, sendo que o analito de interesse atua
diretamente num substrato sintético especifico, ou indireta, onde o analito de interesse
reage com uma quantidade fixa de enzima para formar complexos inativos (102). Neste
Ultimo, sob condicbes de teste otimizadas, a atividade enzimatica residual é medida
utilizando um substrato sintético especifico (102). Os resultados sao monitorizados a 405 nm
pela libertacdo continua de pNA do substrato sintético (102). Os canais cromogénicos utilizam
o principio colorimétrico para medicao de absorvancias na cuvette através de um sensor 6tico
que lé a luz (405 nm) que atravessa a cuvette (102). A luz é absorvida pela solucao na cuvette
de forma diretamente proporcional a concentracdo de pNA (102). Por fim, a quantidade de
luz que atinge o fotodetetor é convertida num sinal elétrico que é proporcional a atividade
enzimatica (102).

A medicdo imunologica traduz a concentracdo fisica do analito e ndo a sua atividade,
medindo alteracdes na densidade dtica (102). Apesar de similar ao método turbidimétrico, o
método imunoloégico tem como fundamento a formacao de complexos antigénio-anticorpo que
interferem com a transmissao de luz (405 ou 671 nm, dependendo do teste e da formulacao
do reagente) (102). Um sensor 6tico mede a luz que passa pela cuvette, esta é absorvida pela
solucdo numa proporcao direta as quantidades de complexos antigénio-anticorpo (102). A
quantidade de luz que atinge o fotodetetor é convertida em sinal elétrico que é direta ou

inversamente proporcional a concentracao do analito (102).
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Tabela 10. Testes efetuados, respetiva funcdo e patologias/alteracées associadas. Na Tabela nao

constam os fatores de coagulacao.

Teste Funcao Patologias/Alteracées Associadas
PT - Via extrinseca da - Deficiéncia de fatores VII, X, V, Il
coagulacao - Insuficiéncia Hepatica
- Controlo da terapia - Hipovitaminose K
anticoagulante oral Doenca hemorragica do recém-nascido e
prematuridade
- Sindrome de ma absorcao
Presenca de inibidores (heparina e terapia
anticoagulante oral, pela sensibilidade ao fator VII)
APTT - Via intrinseca da - Deficiéncia de fatores Xll, XI, X, IX,V, Il e fibrinogénio
coagulacao - Doencas hepaticas
- Monitorizacao da terapia - Hipovitaminose K
anticoagulante com - Presenca de inibidores (heparina)
heparina
T - Deficiéncia ou anomalia de fibrinogénio ou inibicao da
trombina por heparina
- Coagulacao intravascular disseminada
D-D - Detecao dos produtos de - Situacoes de coagulacao intravascular disseminada
degradacao da acao da (CID)
plasmina sobre os coagulos - Fibrindlise primaria
de fibrina
Proteina C - Inibidor fisiologico da - Trombose venosa recorrente
coagulacao - Hepatopatias
- Terapia anticoagulante oral
- CID
Proteina S - Cofator da proteina C - Insuficiéncias hepaticas
ativada aumentando os - Sindromes nefrdticas
seus efeitos - 3° trimestre de gravidez
anticoagulantes e - Recém-nascidos
profibrinoliticos - Terapéutica anticoagulante oral (TAO)
-Doencas trombembolicas
Anti-Lupico - Interfere com as provas Indicados em doentes que tenham um TTPA
de coagulacado em que prolongado sem causa conhecida.
participam os fosfolipidos, - Doentes com AL tém maior probabilidade de sofrer
tais como o TTPA. manifestacoes tromboticas e abortos de repeticao
AT - Principal inibidor - Paciente com trombofilia
fisiologico da coagulacao - Estados pré-operatorios
- Essencial para que a -CID
terapia anti-coagulante - Sindromes nefréticos
com a heparina seja - Hepatopatias
eficiente - Terapia com Heparina
FVW Ag - Promove a adesao das Doenca de von Willbrand (doenca hemorragica
plaguetas ao endotélio hereditaria autossomica dominante)
lesado
- Responsavel pelo

transporte do fator VIiI
PT: tempo de protrombina; APTT: Tempo de tromboplastina ativada; TT: tempo de trombina; D-D: D-
dimeros; AT: antitrombina.

7.6. Trombofilia

Existe uma associacao entre mutacdes do Fator Il (G20210A) e do Fator V Leiden (G1691A) e o
aumento do risco de trombose venosa (103). A mutacao do Fator Il refere-se a transicao de
guanina para adenina no nucleétido 20210 na regido 3' nao transcrita do gene e esta associada
a niveis plasmaticos de protrombina aumentados (103). O Fator V Leiden (G1691A) refere-se a
transicdo de guanina para adenina na posicdo do nucledtido 1691 do gene do Fator V,
resultando na substituicdo do aminoacido arginina por glutamina na proteina do Fator V,
causando resisténcia a clivagem pela Proteina C ativada (103). Neste laboratorio é utilizado
um sistema de PCR em tempo real automatizado (GeneXpert®, funcionamento explicado na
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seccao de microbiologia) para detecao destas mutacdes, sendo utilizado sangue periférico em
K3-EDTA ou citrato de sodio.

7.7. Citometria de Fluxo

A CMF é uma técnica multiparamétrica que avalia as propriedades intrinsecas e a expressao
de proteinas em particulas biolégicas numa suspensao (104). Apesar das diferentes
aplicacbes, esta técnica tem como base trés passos principais: preparacao da amostra, a
aquisicao e a analise de dados (104). Sendo que o painel de anticorpos utilizado em cada
analise deve ser ajustado a suspeita clinica que se quer estudar. Assim, a amostra, que
contém as células a estudar (antigénios especificos), sdo adicionados anticorpos monoclonais
especificos para esses antigénios, marcados com fluorocromos (104). Os componentes basicos

do citometro de fluxo estdo representados na Figura 64.

Fluorocromo

Flltros Detetado
APC
(651/660 nm)
PerCP-Cy5.5
670LP (489/679 nm)
PE
585/42 (493/574 nm)
> m FITC
/ (495/519 nm)

Fonte Luminosa Lentes e Prismas \ssc

> *éé/l FSC

Fluxo Celular

Figura 64. Aparelho FACSCalibur™ (Becton Dickinson) e principais componentes. Fonte de iluminacao
(lasers), sistema de fluidos (fluxo célula-a-célula) e os fotodetetores (refracdo frontal - FSC, refracdo
lateral - SSC e canais fluorescentes). O FSC da indicacao do tamanho celular, sendo que quando a célula
tem dimensodes reduzidas é detetada mais luz e quando a célula é maior acontece o inverso. O FSC, por
sua vez, da indicacao da complexidade interna, sendo que quanto menos complexidade menos refracao
ocorre e vice-versa. Os fluorocromos presentes nos anticorpos que se ligaram aos antigénios das células
absorvem a radiacao proveniente do laser, e de seguida emitem radiacao em comprimentos de onda
especificos. FITC: isotiacianato de fluoresceina; PE: picoeritrina; PerCP-Cy5.5: proteina peridinina-
clorofila; APC: aloficocianina.

Laser de Argénio
(488 nm)

Laser de Diodo
(633 nm)

Os sinais luminosos amplificados e convertidos em pulsos elétricos pelos detetores sdao entao
medidos e sofrem uma conversao analdgica-digital (104). Os sinais digitalizados sao
processados por analisadores sendo possivel a sua acumulacao em sinais em tempo real, sob a
forma de histogramas mono ou biparamétricos, que sdo visualizados no monitor do
computador (104). Na analise de dados é utilizada uma janela onde as células com
caracteristicas semelhantes sdao agrupadas, permitindo o isolamento e analise dessa
populacao celular (104). O computador elabora graficos e histogramas, divididos em regices
de parametros de fluorescéncia denominadas FL1, FL2, FL3, etc., que possibilitam a analise
de populacdes celulares diferentes dentro de uma mesma amostra, através da marcacdo com

fluorocromos distintos (104).
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Uma das varias aplicacoes da CMF sao os estudos hematoldgicos, servindo como meio de
diagnostico, seguimento e monitorizacdao de doenca residual minima. A imunofenotipagem é
atualmente uma ferramenta indispensavel para o diagnostico hematopatoldgico, consistindo
no estudo do perfil leucocitario, permite identificar diferentes populacdes linfocitarias,

dando informacao sobre a sua percentagem relativa e caracteristicas.

Estudo de Populac¢des Linfocitarias

Este estudo, realizado em sangue periférico, permite saber o niUmero absoluto de linfocitos T
CD4* e CD8+, B e células NK. Nesta analise sao utilizados tubos trucount™, que possuem um
numero especifico de esferas, permitindo ao software extrapolar automaticamente o nimero
absoluto de células presentes na amostra. E til no seguimento de doentes portadores do

virus da imunodeficiéncia humana, virus este que tem tropismo para os linfocitos T CD4* (78).

Estudo de Doencas Linfoproliferativas

As doencas linfoproliferativas, tal como o nome indica, consistem na proliferacao anormal dos
linfocitos, estando mais comumente associadas aos linfocitos B (78). Esta analise foca-se no
estudo da percentagem relativa e caracteristicas dos linfocitos B e T e é efetuada quando a
suspeita clinica (mieloma multiplo, leucemia, p.e.) ou os resultados do hemograma
(linfocitose) o justificam. As amostras mais frequentemente analisadas sao sangue periférico,

adenopatias, medula dssea, entre outras.

Estudo de Gamapatias Monoclonais

As gamapatias monoclonais estdo associadas a proliferacdo monoclonal de plasmocitos e
caracterizam-se pela existéncia de uma imunoglobulina clonal no soro/urina (78). Nestes
casos a amostra mais utilizada é a medula dssea, sendo que o painel de anticorpos
monoclonais utilizado permite estudar os plasmocitos e as suas caracteristicas, sendo de
grande importancia o estudo da proporcdo de cadeias leves kappa e lambda, de forma a

identificar populacdes de plasmocitos monoclonais.

Estudo da Hemoglobinuria Paroxistica Noturna

Trata-se de uma doenca adquirida, clonal e rara das células estaminais da medula 6ssea na
qual ha deficiéncia na sintese da ancora de glicosil-fosfatidil-inositol, uma estrutura que liga
varias proteinas de superficie na membrana celular (93). Resulta de mutacées num gene do
cromossoma X que tém como resultado a perda das proteinas ligadas (CD55 e CD59) a
superficie celular de todas as células derivadas da célula estaminal anormal, o que torna os
eritrocitos sensiveis a lise por complemento, resultando em hemolise intravascular crénica
(93). Nesta analise, efetuada em sangue periférico, pesquisa-se a perda total ou parcial
destas proteinas. Também ocorre perda de CD55 e CD59 em leucdcitos, sendo que o estudo é
também efetuado nestas células. Esta Ultima abordagem permite a detecao da perda destas

proteinas mesmo em periodos de crise hemolitica (destruicao eritrocitaria).
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Controlo de Desleucocitacao

Neste laboratorio sdo recebidos concentrados plaquetares provenientes do servico de sangue,
para se verificar se a remocao leucocitaria foi devidamente efetuada. Para isso sao utilizados
tubos trucount™, que como ja foi referido permitem obter valores de contagem absoluta,
iodeto de propideo e RNAse. O iodeto de propideo intercala as bases do DNA, marcando
somente os leucdcitos, sendo que as plaquetas ndo possuem este acido nucleico. Ao emitir
fluorescéncia em FL2, o iodeto de propideo é detetavel por CMF, permitindo quantificar os

leucdcitos presentes na amostra.

V - Conclusao e Balanco Final da

Aprendizagem

A realizacdo deste estagio foi um importante e determinante complemento de toda a
formacado adquirida ao longo do mestrado em bioquimica, apresentando-se como uma
ferramenta Unica de aperfeicoamento das técnicas e dos procedimentos teoricos aprendidos.
A experiéncia adquirida foi bastante rica e ampla, fruto das boas condicdes de trabalho e da
oportunidade de contactar com uma consideravel diversidade de metodologias e com
profissionais experientes. A principal limitacdo foi a adaptacao inicial a cada seccdo, o que
devido a disponibilidade, recetividade e capacidade pedagodgica dos varios colaboradores do
servico foi rapidamente ultrapassado.

Este estagio sensibilizou-me para a responsabilidade que o SPC tem em assegurar a qualidade
de todo o processo analitico, sempre com espirito critico. O balanco que faco de todo o
estagio é muito positivo, pois constituiu uma fase de grande crescimento para a minha
formacao quer pessoal, quer profissional, pelo que considero ter superado os desafios através
de um questionamento sistematico do meu trabalho, numa postura autocritica e de
autoformacao.

Em suma, considero ter atingido os objetivos propostos para este estagio, através do
desenvolvimento de competéncias profissionais proporcionado pelo contacto com as areas

mais importantes de um laboratorio de patologia clinica.
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Anexos: Publicacées e

Comunicacdes

Abstracts aceites para publicacdo em revista internacional:

Feijo M, Monteiro A, Amantegui P, Reis C, Correia S, Valente M, Faria M. Flow
Cytometric Cell Pattern of Bronchoalveolar Lavage in Pulmonary Diseases: Smokers

versus Non-Smokers. Clinical Chemistry and Laboratory Medicine. 2019. F1:3.556

“Over the years, flow cytometric analysis of bronchoalveolar lavage (BAL) has become
an essential procedure in differential diagnosis of pulmonary diseases (PD). In healthy
subjects, BAL’s cell pattern is notoriously different between smokers and non-
smokers. The present study aims to understand if and how smoking habits influence
the BAL’s cell pattern of patients with PD. Between 2014 and 2018, our institution
performed 285 BAL, which cell surface antigen expression of total lymphocytes, CD4+
and CD8+ T cells and macrophages was characterized by flow cytometry. The study
population includes 148 men and 137 woman, with age comprised between 17 and 87
years and mean age of 61 years, 179 non-smokers, 60 ex-smokers and 46 smokers.
This population includes cases of pulmonary nodule (PN), pneumonia, idiopathic
pulmonary fibrosis (IPF), sarcoidosis, bronchial asthma (BA) and chronic obstructive
pulmonary disease (COPD). Statistically significant differences (P<0.05) between the
tested groups were obtained by Kruskal-Wallis test followed by Mann-Whitney test,
utilizing IBM SPSS Statics (version 25) software. Across all study groups, smokers
showed an increased macrophages’ frequency in comparison to non-smokers, being
statistically significant in pneumonia and BA. Relatively to CD4/CD8 ratio, no
significant differences between smokers and non-smokers were found, except in the
case of PN, significantly lower ratio in smokers, and in IPF, significantly higher ratio
in smokers. Inversely to macrophages’ results, total lymphocytes’ frequency in
smokers was decreased in comparison to non-smokers, being statistically significant in
COPD and BA. Comparing the cell pattern of smokers and non-smokers with PD to the
one of healthy smokers and non-smokers separately, it is easily understandable that
the abnormal values observed in smokers are not only a PD outcome but also a
cigarette smoke-related consequence. In conclusion, our results lead to the possibility
that an apparently pathological value can be due to the subject's smoking habits and
not due to a disease. Thereby, although preliminary, this study highlights the
importance of considering the patient's smoking habits when interpreting the BAL

cytometric analysis results in differential diagnosis of PD.”
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Reis C, Teixeira R, Krasteva E, Feijo M, Correia S, Faria M. Analysis of Vitamin D
levels in 2018: A Retrospective Study. Clinical Chemistry and Laboratory Medicine.
2019. FI:3.556

“25-hydroxycholecalciferol (Vitamin D) is an liposoluble hormone that plays a key role
in the regulation of several organs and tissues. The importance of vitamin D together
with its increasingly reported lower levels becomes a global concern. In laboratorial
routine, exact measurements of Vitamin D and methodological standardization are
essential to avoid quantification errors and to assure results reproducibility. Thereby,
the evaluation and critical analysis of these results are extremely important. The
present work aims to analyze all of Vitamin D measurements performed in our
institution, over the last year. During 2018, 3100 patients’ serum samples were
analyzed through a chemiluminescent microparticle immunoassay realized in Cobas®
6000 equipment (Roche). Study population ages are comprised between 1 and 101
years, with the average age of 62 years, being that 62,3 % were females. Vitamin D
levels, gender, age, month of analysis and specialty which requires the analysis were
defined as study variables. Statistically significant differences between groups were
analyzed by Kruskal-Wallis, Mann Whitney and Pearson’s correlation tests, utilizing
IBM SPSS Statistics (version 25) software. This retrospective analysis demonstrated
that the majority of the studied population presented deficient (< 20 ng/mL, 56,8 %)
or insuficient (21-29 ng/mL, 30,7 %) vitamin D levels, being that only 12,5 %
presented sufficient levels. A negative correlation (p < 0,001) between age and
vitamin D was demonstrated, since vitamin D levels decrease with age. Even more,
this result was shown to be gender-independent. Despite of Vitamin D measurement,
requirements were essentially from consultation (83,5%), statistically significant (p <
0,001) lowest levels of vitamin D were observed in internment patients. Medical
(38,9%), rheumatology (12,3 %), and diabetology (9,5%) were the specialties that
more frequently required vitamin D measurements. The month when the
measurement was performed significantly influences the vitamin D levels (p < 0,001),
being the highest levels observed in September and lowest in December. In
conclusion, vitamin D low levels were observed in almost every one of the study
subjects, being that even on the months with higher sun exposition this deficit was

observed.”
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Conclusio
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Servico de Formacao do SPC
Formadora:
¢ Sindromes Mieloproliferativas (17/04/19, 1 hora).
¢ (Citometria de Fluxo: Fundamentos e Aplicacdes (26/04/19, 1 hora).
Formanda:
e Liquidos Seroso. Analise laboratorial do liquido pleural (24/10/2018, meia hora).
e Pseudotrombocitopenia por EDTA - Utilidade do Thromboexact (08/11/2018, 2 horas).
e Novos Biomarcadores de LRA (14/11/2018, meia hora).
e Analise Laboratorial dos Liquidos Ascitico e Pericardico (04/12/2018, 1 hora).
e Gasimetrias: Casos Clinicos (17/12/2018, 1 hora).
e Coloracoes em Hematologia (14/02/2019, 1 hora).
e A epidemiologia de Enterobacteriaceae resistentes a carbapenemos. Impacto e
evolucao (20/03/2019, 1 hora).
e Biomarcadores de Insuficiéncia Cardiaca de Rotina (27/03/2019, 1 hora).
e Deficiéncia em vitamina D e o laboratério clinico (03/04/2019, 1 hora).
e Diagnostico e Tratamento de Amigdalite Aguda na ldade Pediatrica (24/04/2019, 1

hora).
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