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RESUMO

O presente relatorio pretende descrever as atividades realizadas durante o decurso do
estagio curricular do Mestrado em Andlises Clinicas da FFUC, realizado principalmente no
Servigo de Patologia Clinica do Centro Hospitalar do Baixo Vouga (CHBYV). Inicialmente é
apresentada uma abordagem geral do local de estagio, relativamente a sua organizagao, areas
analiticas e tecnologia disponivel, seguida pelo aprofundamento das se¢oes da Hematologia e
da Imunologia, enfatizando a sua estruturagao, os procedimentos de garantia de qualidade, os
principios de funcionamento dos equipamentos e o fundamento dos pardmetros analiticos
avaliados. As restantes dareas analiticas sio descritas brevemente no contexto da sua
importancia no laboratorio e da sua incorporagao no plano de estagio. Este relatério fornece
também um breve comentario das atividades realizadas nos Servigos de Imunohemoterapia do

CHBV.

ABSTRACT

The following report describes the activities performed during the course of the internship
of the curricular program of the Master’s Degree in Clinical Analysis of FFUP, held mainly in
the Clinical Pathology Services of Centro Hospitalar do Baixo Vouga (CHBV). Initially it
presents an overall approach of the facilities, regarding its organization, analytical areas and
available equipment, followed by the detailed description of the Hematology and Immunology
sectors, emphasizing its structure, quality assurance procedures, operating principles of the
analyzers and the fundamentals of the evaluated analytical parameters. The remaining analytical
sectors are briefly described in terms of their importance in the clinical laboratory and its
integration in the internship. This report also presents a brief commentary on the activities

performed on the Immunohematology Services of CHBV.
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INTRODUCAO

Atualmente, os laboratérios de Analises Clinicas representam um elemento fundamental a
nivel dos servicos de salde. A sua contribuicio na medicina assenta essencialmente na
avaliagaio de numerosos marcadores clinicos como complemento ao diagnostico e a
monitorizagao da doenga. Na avaliagao destes parametros os laboratorios de Analises Clinicas
recorrem a diversos métodos analiticos, distribuidos por varias areas disciplinares,
nomeadamente a Quimica Clinica, a Imunologia, a Hematologia, a Microbiologia, a
Endocrinologia, a Biologia Molecular, entre outras. E da responsabilidade do profissional de
salde nao s6 o fornecimento da informagao clinica requisitada mas também a garantia da
qualidade dos servigos prestados e a detengao do conhecimento relativo aos fundamentos
metodoldgicos na interpretacao critica da informagao gerada a nivel laboratorial.

Enquanto etapa vital do Mestrado em Analises Clinicas da FFUC, o estagio no Laboratoério
de Anidlises Clinicas estabelece o contato inicial com a realidade associada a rotina em
laboratorio e permite a aquisicio de competéncias tedricas e praticas relativas as técnicas
analiticas e equipamentos utilizados, bem como a aplicagao dos fundamentos tedricos
lecionados nas diferentes disciplinas ao longo do Mestrado e a sua consolidagao com a
atividade profissional. O estagio descrito neste relatério decorreu no Servico de Patologia
Clinica do Centro Hospitalar do Baixo Vouga (CHBYV) e englobou as valéncias da Quimica
Clinica/lmunoquimica, da Imunologia, da Hematologia e da Microbiologia. Dentro das areas
laboratoriais mencionadas, as se¢oes da Hematologia e da Imunologia encontram-se descritas
em maior detalhe relativamente a sua estruturagao e aos ensaios realizados nestes setores.
Em conjunto com os setores da Quimica Clinica/lmunoquimica e da Microbiologia, o presente
relatério inclui ainda uma breve descricao das atividades desenvolvidas durante o decurso do

estagio nos Servigos de Imunohemoterapia do CHBV.

CARATERIZACAO DO LABORATORIO DE ESTAGIO

O CHBV é um Centro Hospitalar constituido pela fusao de trés Unidades: o Hospital
Infante D. Pedro (Hospital Distrital de Aveiro), o Hospital Distrital de Agueda e o Hospital
Visconde de Salreu de Estarreja. O Servico de Patologia Clinica encontra-se localizado no
Hospital Infante D. Pedro (Sede Social do CHBYV), situado na Avenida Artur Ravara, 3814-501
Aveiro. O Servigo de Patologia Clinica encontra-se sob a responsabilidade do Dr. EImano
Ramalheira, Médico Especialista e Diretor do Servigo de Patologia Clinica, sendo as tarefas da

rotina laboratorial asseguradas por uma equipa constituida por Médicos Especialistas em
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Patologia Clinica, Técnicos Superiores de Saude, Técnicos de Analises Clinicas e Saude Publica
e Técnicos Auxiliares de Laboratorio.

A nivel estrutural, o Servico de Patologia Clinica é principalmente constituido pelos
laboratérios em si, os quais sao compostos por duas divisdes: uma divisao de grande area
reservada as segoes da Quimica Clinica/lmunoquimica, da Imunologia e da Hematologia, em
conjunto com o espago destinado a recegao e triagem das amostras; e uma divisao reservada
a secao da Microbiologia, que se encontra isolada das restantes segoes. Para além do espago
laboratorial, o Servico de Patologia Clinica é também constituido pelo gabinete do Diretor do
Servigo, um gabinete médico, uma sala reservada aos funcionarios do laboratorio, uma sala de
lavagem, um armazém e um espago para o armazenamento de reagentes.

As amostras recebidas no Servigo de Patologia Clinica provém principalmente da Sala de
Colheitas ou a partir de determinados Servicos a nivel do Hospital. A por¢ao restante das
amostras é proveniente das outras Unidades Hospitalares do CHBYV, dado que a frequéncia
reduzida da determinagao dos parametros analiticos nao justifica que os laboratorios destes
hospitais possuam os equipamentos ou os reagentes necessarios para efetuar os ensaios. Apos
a entrada no sistema informatico por leitura dos cédigos de barras, as amostras recebidas sao
devidamente separadas e distribuidas pelas diferentes se¢oes, uma vez que cada uma trabalha
quase exclusivamente com as suas proprias amostras. A maior parte das amostras recebidas
esta destinada aos ensaios da Quimica Clinica, seguidos pelos ensaios da Hematologia, da

Microbiologia e, por fim, da Imunologia/Endocrinologia (Figura | e Tabela I).

I/E M Tabela | - Numero de doentes e andlises totais e por area laboratorial

29 5% relativas aos anos de 2012, 2013 e 2014 (QC: Quimica Clinica; H:

H Hematologia; I/E: Imunologia/Endocrinologia; M: Microbiologia).
16%,

917283

1011423 1002453

189089 212317 205428

—QC 23772 26604 25339
0,
7% 53397 | 63254 | 68627
Figura | — Distribuicdo das analises, por area 1183541 1313598 1301847
laboratorial, requisitadas no ano de 2014
144594 161829 161930

(QC: Quimica Clinica; H: Hematologia; I/E:
Imunologia/Endocrinologia; M:
Microbiologia).

O Servico de Patologia Clinica encontra-se devidamente equipado com um conjunto de
diversos analisadores destinados a execugao automatizada dos ensaios requisitados na rotina
(Tabela 2). Devido a elevada exigéncia na gestao de trabalho, associada com o niimero de

amostras recebidas e de andlises requisitadas, a secao da Quimica Clinica/lmunoquimica é a
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que apresenta o maior grau de automagao, sendo constituida por um sistema de automagao
laboratorial (Siemens ADVIA Labcell®), acoplado aos auto-analisadores ADVIA® 1800 e ADVIA
Centaur® XP, que permite a gestio automatizada das amostras principalmente a nivel da sua
descapsulagao, distribuicao pelos equipamentos e organizagao de acordo com o estado de

finalizagao dos ensaios ou da ocorréncia de possiveis problemas durante o processo.

Tabela 2 - Auto-analisadores, e respetivos parametros avaliados, do Servico de Patologia Clinica.

Auto-Analisador | Parametros avaliados

Secdo da Quimica Clinica/lmunoquimica

Siemens ADVIA® 1800

Parametros da Quimica Clinica; Drogas de abuso e farmacos;
Proteinas especificas; lonograma.

Siemens ADVIA Centaur® XP

Marcadores endocrinos, tumorais, cardiacos, da anemia e da
infeciologia.

Siemens Immulite® 2000

Rastreios pré-natais; Marcadores endécrinos e virais.

Siemens RAPIDLab® 1200

Gases sanguineos, eletrélitos, metabolitos e parametros da co
-oximetria.

Secdo da Imunologia

Siemens BN ProSpec®

Proteinas especificas.

Sebia MINICAP®

Perfis eletroforéticos; Imunotipagem de bandas monoclonais.

Pharmacia Diagnostics UNICAP® | 00E

Autoanticorpos especificos; Anticorpos IgE especificos.

Secdo da Hematologia

Horiba ABX Pentra® DX Nexus

Hemograma com diferencial leucocitario e contagem de reticuldcitos.

Siemens BCS®

Provas da hemostase e coagulagao sanguinea.

Bio-Rad D-10®

Hemoglobinas especificas.

Sarstedt Sediplus® S2000

Velocidade de sedimentagao.

Beckman Coulter Cytomics® FC500

Classificagao das populagées linfocitarias.

Secdo da Microbiologia

ARKRAY Aution Max® AX-4280

Analise sumaria de urina tipo Il.

bioMérieux BacT/ALERT® 3D

Detegao de crescimento bacteriano em hemoculturas.

bioMérieux Mini API®

Analise de galerias de identificacao e de TSA.

bioMérieux Vitek® 2

Identificagdo de microrganismos e TSA.

Thermo Scientific VersaTREK® Detecao d9 crescimentq microbiano no isolamento e TSA para
Mycobacterium tuberculosis.

Abbott m24sp®

QIAGEN EZ1© Advanced

Abbott m2000rt®

Cepheid SmartCycler®

Extragao e purificagio de DNA/RNA viral e bacteriano.

Determinagio quantitativa de cargas virais de HIV, HBV e HCV.
Pesquisa de DNA/RNA viral ou bacteriano.

O Sistema de Informagao Laboratorial (LIS) empregado no Servigo de Patologia Clinica é o
software Apollo (versao 2.0), o qual estabelece ligagao com o SONHO, o sistema de gestao da
informagao a nivel hospitalar. O sistema Apollo é responsavel pelo processamento dos dados
analiticos gerados a nivel laboratorial através da sua comunicagdo com os auto-analisadores
do laboratério e permite a intervengao dos funcionarios a nivel das diversas tarefas de rotina,
nomeadamente a entrada de amostras no sistema, a elaboracao de listas de trabalho com os
ensaios a efetuar, a obtencao de listas com os ensaios pendentes e a visualizagao dos resultados
obtidos para posterior validagao, repeticao ou rejeigao. Este sistema possibilita ainda o acesso
rapido e simplificado ao historial dos parametros avaliados no Hospital para cada doente,

atuando deste modo como uma extensa base de dados disponivel ao operador para consulta.
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ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

I. HEMATOLOGIA
A. Descricdao da Secao

A Hematologia é a se¢ao do laboratorio responsavel pelo estudo e avaliagao clinica das
células sanguineas, dos mecanismos de hemostase e coagulagao, das hemoglobinas especificas
e da velocidade de sedimentacao. A nivel estrutural, esta secao apresenta uma area destinada
ao estudo dos hemogramas, a qual dispoe de dois contadores de células, uma bancada para a
realizagao das provas da coagulagao, que dispoe também dois analisadores para esta finalidade,
uma bancada com os microscopios oticos e os equipamentos utilizados para a determinagao
de hemoglobinas especificas e da velocidade de sedimentacao e uma bancada utilizada na
preparagao manual de esfregagos de sangue periférico e de medula 6ssea, bem como a sua
coloragao. A secao da Hematologia apresenta ainda um espago reservado ao citometro de
fluxo utilizado no estudo das populagoes linfocitarias.

As amostras avaliadas nesta segao sao de sangue total, colhido com um anticoagulante na
proporgao especifica do ensaio a realizar, com excegao das amostras destinadas as provas da
hemostase, as quais sao previamente centrifugadas de modo a obter a fragao de plasma. A
centrifugacao € essencial para estes ensaios pois elimina a interferéncia das células suspensas
no plasma, em particular as plaquetas. Os anticoagulantes contidos nas amostras incluem o
EDTA (sal tripotassico), utilizado para a maior parte dos ensaios, e o citrato de sodio, utilizado
para as provas da hemostase (proporgao de |:10) e para a determinagao velocidade de
sedimentagao (proporgao de |:5). Os dois anticoagulantes atuam por ligagao com os ices de
célcio (Ca®") impedindo a sua disponibilidade para a ativagio da cascata da coagulagdo (1). A
utilizagio do EDTA permite a formagio de complexos mais estiveis com o Ca* e é
particularmente vantajosa nos hemogramas e na observagao de esfregagcos de sangue
periférico pois esta associada a menores alteragoes morfoldgicas das células nas concentragoes

utilizadas (1,6 mg de EDTA/mL de sangue).

A.l. Controlo de Qualidade

Na segao da Hematologia o CQI é realizado diariamente antes de iniciar qualquer processo
analitico. Para os dois contadores de células sao ensaiados 3 niveis de controlo (normal,
patoldgico baixo e patoldgico alto). Os reticulocitos sao determinados com um nivel de
controlo e em apenas um dos analisadores, visto que as determinagoes sao alternadas entre

os dois aparelhos diariamente.

Pedro Madail Marques e Silva | 4



| Relatério de Estagio — Mestrado em Analises Clinicas

Para as provas da coagulagao sao analisados dois niveis de controlo (normal e patologico)
para apenas um dos analisadores, visto que a utilizagao dos aparelhos ¢ alternada diariamente.
Para as determinagoes da Proteina C, Proteina S e Anti-trombina os controlos sao avaliados
quando estes ensaios sao realizados (uma vez por semana). Para a determinagao da Hb A, sao
ensaiados dois niveis de controlo (normal e patologico), a semelhanga da Hb A, e da Hb F,
realizados apenas quando estas provas sao requisitadas. Para os equipamentos das provas da
coagulagao e da determinagao das hemoglobinas os controlos sao também realizados apos a
mudanga de reagentes. Para os ensaios da citometria de fluxo o controlo consiste numa
suspensao celular avaliada em conjunto com as amostras dos doentes (2 vezes por semana).

O CQE ¢ realizado mensalmente ao abrigo do Randox International Quality Assessment
Scheme (RIQAS) para a avaliagao das determinagoes dos parametros dos hemogramas, das
provas de coagulagao e das hemoglobinas especificas. O CQE é também realizado de acordo
com o Programa Nacional de Avaliagao Externa da Qualidade (PNAEQ) do INSA, para a
avaliacao dos parametros dos hemogramas com contagem de reticulocitos (realizada de 3 em
3 meses) e das provas de coagulagao (realizada de 2 em 2 meses).

De modo diminuir a ocorréncia de interferéncias nos resultados obtidos deve também ser
avaliada a qualidade das amostras que chegam a secao, nomeadamente a nivel do seu volume,
visto que o anticoagulante deve estar presente em determinada propor¢ao para assegurar a
sua eficacia e evitar a indugao de alteragoes celulares, e da presenga de coagulos, responsaveis
pela alteracao de muitos dos parametros determinados, em particular nas contagens de células
e nas provas da hemostase. Deve ainda ser assegurada a homogeneizacio adequada das
amostras, particularmente antes da determinagdo de hemogramas, velocidade de
sedimentagao e da preparagao dos esfregacos, de modo a conferir a distribuicao homogénea

das células suspensas nas amostras.

B. Hemograma

O hemograma é o ensaio mais importante e mais requisitado na se¢ao da Hematologia e
consiste no estudo qualitativo e quantitativo das células sanguineas. Os parametros analisados
durante a realizagao do hemograma englobam essencialmente a contagem das principais células
sanguineas (eritrocitos, leucdcitos e plaquetas), a quantificagado da hemoglobina, a
determinagao do hematocrito e dos indices eritrocitarios (VGM, HGM, CHCM e RDW), o
diferencial leucocitario e a contagem de reticulocitos.

Embora o hemograma nao seja um teste definitivo, a sua execugao é extremamente Util na

avaliagdo de patologias associadas as células do sangue, devendo os valores anormais ser
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posteriormente estudados através de testes adicionais, adaptados aos resultados obtidos. Para
além deste aspeto, nenhum dos parametros no hemograma deve ser avaliado isoladamente
mas sim no seu conjunto, obtendo assim uma interpretagao mais completa dos resultados
obtidos. Os valores de referéncia utilizados na interpretagao de hemogramas na segao da

Hematologia encontram-se disponiveis no Anexo A.

B.l. Horiba Medical ABX Pentra® DX Nexus

O ABX Pentra® é o equipamento utilizado para a contagem das células sanguineas, com
diferencial leucocitario e contagem de reticulécitos. Para o seu funcionamento este analisador
recorre principalmente ao principio da impedancia elétrica, que permite tanto a contagem das
células como a determinagao do volume celular.

Uma vez aspiradas pelo equipamento, as amostras sao diluidas em solugao eletrolitica
(fluido condutor de corrente elétrica) e distribuidas pelas multiplas camaras de contagem. As
camaras apresentam uma micro-abertura calibrada onde é aplicado um campo elétrico entre
dois elétrodos posicionados de cada lado. A passagem das células sanguineas pela abertura cria
uma resisténcia (impedancia) no campo elétrico entre os dois elétrodos. Quanto maior for o
volume da célula que passa pela micro-abertura, maior é a resisténcia ao campo elétrico e,
consequentemente, maior € a altura e a duragao do pulso elétrico gerado. Estes pulsos sao
posteriormente amplificados e a informagao processada de modo a produzir, através dos
coeficientes de calibragao, os valores numéricos finais para as células quantificadas.

A diferenciacao entre os diferentes tipos de células é assegurada pela distribuicao das
amostras nas diferentes camaras de contagem, em conjunto com a adigao de reagentes
especificos. As camaras de contagem disponiveis neste sistema sao a RBC/PLT, para contagem
de eritrocitos e plaquetas, a WBC/HGB, para a contagem de leucocitos e determinagao da
hemoglobina, a BASO, para a contagem de basofilos e a LMNE/RET, para o diferencial

leucocitario e determinagao de reticulocitos.

B.2. Estudo dos Eritrocitos

B.2.1. Contagem de Eritrocitos

Os eritrocitos sao as células sanguineas responsaveis pelo transporte do oxigénio, ligado a
hemoglobina, para os varios tecidos do corpo e, a partir destes, do didxido de carbono para
os pulmoes. Apresentam forma de disco biconcavo, e sio despromovidos de nucleo,
mitocondrias e ribossomas, o que lhes permite armazenar uma quantidade superior de
hemoglobina. Sao também células com enorme plasticidade, que lhes permite uma maior

mobilidade na circulagao sanguinea (2).
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Nos equipamentos utilizados, a contagem dos eritrocitos € realizada exclusivamente através
medicao da impedancia elétrica, sendo os resultados expressos por nimero de células por
litro (n x 10'%/L). A aplicagdo de valores limite para o volume celular (entre 30 a 300 fL)
permite a diferenciagao entre os eritrocitos e as plaquetas, determinadas na mesma camara
de contagem.

A diminuigao significativa do numero de eritrécitos (anemia) esta muitas vezes associada a
deficiéncia na sintese da hemoglobina, e as suas causas subjacentes, mas pode também resultar
da sintese diminuida a nivel da medula ssea (lesao por agao de farmacos, substancias toxicas
e neoplasias ou estimulagao diminuida por défice de EPO na insuficiéncia renal crénica) ou do
aumento da sua destruicao/perda (doengas hemoliticas e hemorragias) (2,3). Os valores
aumentados para a contagem de eritrécitos podem resultar da estimulagao da eritropoiese
como mecanismo de compensacao face a condigoes de hipoxia (insuficiéncia
cardiaca/pulmonar e altitudes elevadas), mas pode também resultar de uma disfungao medular
com aumento da sua produgao (policitemia vera), da administragao de EPO ou da ocorréncia

de desidratacao, por deplegao do volume de plasma (2,3).

B.2.2. Hemoglobina

A hemoglobina é a proteina dos eritrocitos especializada para o transporte de O, e CO,
entre os pulmoes e os diferentes tecidos do organismo. A sua sintese é dependente da EPO
e ocorre principalmente a nivel mitocondrial através da formagao das moléculas de heme,
constituidas pela protoporfirina e pelo ferro no estado ferroso (Fe’*), importante para a
ligagdo com os gases a serem transportados. Cada molécula de heme é combinada com uma
das quatro cadeias de globina que compoem a hemoglobina. A principal hemoglobina nas
criangas e dos adultos é a Hb A, formada por um par de cadeias o e um par de cadeias f3,
embora a Hb A; e a Hb F estejam também presentes em pequenas quantidades (3).

No equipamento utilizado a hemoglobina é quantificada na mesma camara de contagem dos
leucocitos totais (WBC/HGB) apés a adicao de um reagente (isento de cianeto) responsavel
pela lise membranar dos eritrocitos, que permite a libertagao do conteido em hemoglobina
para o espago extracelular, e pela oxidagio do grupo heme da hemoglobina libertada. A
concentragao dos complexos resultantes da reagao é proporcional a absorvancia medida no
comprimento de onda de 550 nm e é expressa em gramas por decilitro (g/dL).

A diminuicao significativa dos niveis de hemoglobina esta associada por definigao as anemias,
sendo a sua etiologia variavel de acordo com a fase da sintese que se encontra alterada. O
desenvolvimento de anemia esta normalmente associado a deficiéncia/indisponibilidade de

determinados nutrientes essenciais a eritropoiese, nomeadamente o ferro (anemia ferropénica
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e anemia sideroblastica) e o acido folico e a vitamina Bl2 (anemia megaloblastica), mas pode
também estar associada a um défice na produgao EPO pelo tecido renal endocrino (anemia
das doengas croénicas) ou as deficiéncias congénitas na sintese de cadeias de globinas
(talassemias) (2,3). Por associagao, as condigdes mencionadas anteriormente para a diminuicao
e o aumento da contagem de eritrocitos podem resultar também na perda ou elevagao dos

niveis de hemoglobina, respetivamente.

B.2.3. Hematoécrito

O hematocrito corresponde a proporc¢ao do volume total de eritrécitos em relagao ao
volume total sangue. No equipamento utilizado este parametro € calculado a partir dos valores
obtidos para o VGM e para a contagem de eritroécitos, de acordo com a formula:

Ht (%) = N eritrocitos x VGM

Deste modo, os valores obtidos sao variaveis de acordo com os fatores que influenciam
tanto a concentragao de eritrocitos no sangue como o seu volume médio. Um hematocrito
baixo pode estar associado a perda de eritrécitos (hemorragia ou hemolise) ou a eritropoiese
ineficaz, que resulta na diminuigao de eritrocitos produzidos e/ou do seu volume celular (3).
Um valor alto pode dever-se a eritrocitose ou a diminuicio do volume de plasma

(desidratagao) (1,4).

B.2.4. Volume Globular Médio

O VGM é a medida do tamanho médio dos

VGM

eritrocitos presentes na amostra. No equipamento

Microcitose
9S0}10040B A

utilizado este parametro é calculado a partir dos

histogramas relativos a distribuigao dos eritrocitos

RDW
contados entre 30 e 300 fL (Figura 2) e é expresso  Figura 2 - Histograma dos eritrécitos

em fentolitros (fL). Tanto o valor do VGM como o deslocamento do histograma permitem
caraterizar a distribuigao dos eritrocitos em normocitose (volume médio normal), microcitose
(volume médio baixo) e em macrocitose (volume médio alto). As variagoes significativas do
VGM sao uma indicagao da eritropoiese ineficaz e sao particularmente uteis na classificagao

de anemias (Tabela 4).
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Tabela 4 - Classificacdo das anemias segundo os valores do VGM e da HGM e respetivas
associacdes com algumas condi¢des patologicas (3).

Anemia microcitica, Anemia normocitica, Anemia macrocitica
hipocromica normocrémica

VGM <76 fL,HGM <27 pg | VGM = 76-96 fL; HGM = 27-32 pg | VGM > 96 fL

o Deficiéncia de ferro o Anemias hemoliticas o Anemia megaloblastica (deficiéncia
o Talassemias o Anemia da doenga cronica de vitamina B12 e folato)

o Anemia da doenga cronica | o Anemia pos-hemorragica aguda | o Anemias nao megaloblasticas

o Intoxicagao por chumbo o Nefropatias (alcoolismo, hepatopatias,
o Anemia sideroblastica o Deficiéncias mistas mielodisplasias, anemia aplastica,
o Insuficiéncia da medula ossea etc.)

B.2.5. Hemoglobina Globular Média
A HGM é uma medida que define a distribuicado média da hemoglobina pelo niumero total
de eritrocitos na amostra. Os seus valores sao calculados automaticamente pelo equipamento

através da seguinte formula:

Hb
HGM = 10
(rg9) NQ eritrocitos x

Este parametro permite a classificagio geral da populagio eritrocitaria segundo a
distribuicao média da hemoglobina e, consequentemente, segundo a saturagao da coloragao
das células. Deste modo surge a classificagao de normocromia (HGM normal), hipocromia
(HGM baixa) e hipercromia (HGM elevada). Embora as variagoes significativas da HGM
estejam associadas a anemia, tanto o seu valor como o da CHCM nao fornecem informagoes
adicionais relativamente a determinagao do VGM para a classificagao de casos de anemia (2).
Nas anemias microciticas os seus valores encontram-se normalmente diminuidos, enquanto

nas anemias macrociticas a HGM encontra-se elevada (2).

B.2.6. Concentracdao de Hemoglobina Corpuscular Média
A CHCM é um parametro que fornece a indicagao da propor¢ao média de hemoglobina
dentro de cada eritrocito. O seu valor é calculado automaticamente pelo equipamento através

da seguinte formula:
Hb

A semelhanca da HGM, os valores baixos de CHCM estao associados a hipocromia,
normalmente observada nas anemias microciticas. Os valores significativamente elevados da

CHCM podem estar associados a anemia falciforme ou a esferocitose hereditaria (2). Nas
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anemias macrociticas os seus valores sao normais devido ao aumento da HGM em paralelo

com o aumento do VGM (2).

B.2.7. Distribuicao do volume dos eritrocitos

A distribuicao do volume dos eritrécitos (RDW) corresponde a amplitude da variagao do
volume celular dos eritrocitos. O RDW é calculado automaticamente pelo equipamento
através da base da curva de distribuicao dos eritrécitos (Figura 2) e é expresso em
percentagem. Um valor elevado de RDW pode ser observado quando a base do histograma
se encontra aumentada e esta associado a variacao elevada do volume eritrocitario
(anisocitose), normalmente observado nos diferentes tipos de anemia (3). Os valores mais
baixos de RDW estao associados a uma distribuicao mais uniforme de volume entre os

eritrocitos e nao fornecem informacao clinicamente relevante.

B.3. Contagem de Leucdcitos

B.3.1. Contagem de Leucocitos Totais

A contagem dos leucocitos totais é realizada na camara WBC/HGB através da medigao da
impedancia elétrica e da adicdo de um reagente responsavel pela lise dos eritrocitos,
permitindo deste modo a diferenciagao com estas células. A aplicagao de um valor limite para
o volume celular permite a diferenciagao dos leucécitos com as plaquetas e com os eritrécitos
lisados. Os resultados obtidos para os leucocitos totais e para os seus diferentes tipos sao
expressos por numero de células por litro (n x 10°/L).

De um modo geral, os leucocitos encontram-se aumentados na resposta a processos
infeciosos e inflamatorios, mas este aumento pode também estar associado a disfungao da
medula o6ssea (doengas mieloproliferativas), a reagoes resultantes da administragao de
determinados firmacos e de desordens de natureza imunoldgica (alergias e doengas
autoimunes) (2,5). Com a estimulagao anormal da medula éssea pode verificar-se o aumento
dos precursores mieloides/linfoides nas contagens automaticas de células e na observagao de
esfregagos de sangue periférico (desvio esquerdo). Os leucocitos totais também se encontram
aumentados nas anemias hemoliticas e pds-hemorragicas (3).

A contagem de leucdcitos encontra-se diminuida com a perda da fungao da medula ossea,
que podera estar associada a determinadas infegoes virais, doengas congénitas (sindromes
mielodisplasicos), neoplasias (leucemias), doengas autoimunes e administragao de firmacos
(radioterapia e quimioterapia) (2,3). A diminuicao dos leucdcitos totais pode também estar
associada a sua destruicao a um ritmo superior a que sao produzidos (infe¢oes severas,

doengas autoimunes, esplenomegalia e agao de determinados farmacos) (2).
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B.3.2. Diferencial Leucocitario

O diferencial leucocitario consiste na classificagao de uma populagao de leucocitos nos seus
diferentes tipos de células. No equipamento utilizado, esta classificagao é feita com base em
duas carateristicas: o volume e a complexidade celular. A semelhanca das restantes contagens,
o volume celular e o nimero de células sao obtidos a partir da medigao da impedancia elétrica.
Para a determinagao da complexidade celular é adicionado um reagente responsavel pela lise
dos eritrocitos, estabilizagao dos leucocitos nas suas formas nativas e pela sua coloragao
citoquimica diferencial. A intensidade da coloragao citoquimica é proporcional a composi¢ao
em granulos e de nucleos nas células (complexidade celular) e é medida através da leitura da

absorvancia.

O conjunto dos dados obtidos permite a f—t_,
distribuicao das células na matriz LMNE (Figura 3) é .'.-.‘;
segundo o seu volume celular (eixo dos XX) e a sua § ‘;.:;f.::
complexidade celular (eixo dos YY), sendo a =, i

classificacao atribuida com base nas regioes da matriz.

As contagens nas camaras LMNE e BASO sao

comparadas com a contagem de leucocitos totais de

forma a produzir a diferenciagao completa em nimeros ' ' VOLUME

absolutos e em percentagens. Figura 3 - Matriz LMNE

B.3.2.1. Neutroéfilos

Os neutrdfilos (Figura 4) sao os leucocitos que, em conjunto com os eosindfilos e os
basofilos, formam o grupo dos granulocitos. Sao células com nucleo denso caracteristico, com
dois a cinco lobulos, e citoplasma palido com contorno irregular e granulos finos azulados
(azurdfilos) (1,4). A sua principal fungao é de defesa contra infe¢oes bacterianas através da
fagocitose e da libertagao de substancias citotoxicas (3). Em doengas infeciosas e inflamatorias,
bem como reagao a determinados farmacos, demonstram granulagoes citoplasmaticas
grosseiras (granulagoes toxicas) em esfregacos de sangue periférico ().

Uma vez que os neutrofilos representam a maior porgao dos leucdcitos, a sua contagem
elevada (neutrofilia) e diminuida (neutropenia) esta muitas vezes associada as causas
mencionadas anteriormente para as alteragoes dos leucocitos totais. Nos casos em que ocorre
uma elevagao extrema do numero de leucécitos em conjunto com o aumento significativo dos

neutrofilos imaturos verifica-se a ocorréncia de uma reacao leucemodide, normalmente
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associada a infecao (particularmente em criangas) e hemolise
severa (2,3). A reagao leucoeritroblastica consiste numa reagao
leucemoide com presenga de precursores eritroides e esta
associada principalmente com invasaio medular (fibrose e

neoplasias), podendo ocorrer nas hemorragias e condigoes

hemoliticas em casos mais raros (2,3). e 4 - Neutrofilo (4)
igura 4 — Neutrofilo (4).

B.3.2.2. Linfocitos

Os linfécitos sao divididos em trés grupos diferentes,
dependendo da sua fungao. Os linfécitos T sao os mais
predominantes (cerca de 70%), maturam no timo e sao . NG
importantes na eliminagdo de antigénios estranhos ao

organismo (imunidade celular) (3). Os linfécitos B sofrem

maturagao na medula Ossea e sao importantes na resposta O

humoral contra agentes estranhos através da sua maturagao em Figura 5 - Linfécitos (1).
plasmécitos e da producio de imunoglobulinas. Os linfécitos NK  (natural killer) sao
semelhantes aos linfocitos T citotdxicos e sao importantes na destrui¢cao celular de virus e

células neoplasicas.

A nivel microscopico, os diferentes tipos de linfocitos sao
indestinguiveis uns dos outros. A maioria destas células apresenta

baixo volume celular, com um rebordo fino de citoplasma, e

contém ocasionalmente na sua composi¢ao granulos azurofilos

pequenos e escassos (Figura 5). Os nlcleos sao normalmente

if h ~ . Figura 6 - Linfécito
uniformes em tamanho € sao compostos por cromatina Atipico (4).

homogénea com alguma aglomeragao na periferia celular. Alguns dos linfocitos circulantes
apresentam dimensoes superiores, com citoplasma azul palido mais abundante e granulos
azurdfilos mais predominantes. Os plasmocitos estao normalmente presentes na médula ossea
e sao raros no sangue periférico. A sua presenga no sangue periférico pode estar associada a
infe¢coes severas ou mieloma multiplo (1,4).

O aumento da contagem de linfocitos (linfocitose) é mais frequente em lactentes e em
criangas jovens e esta associada a infegoes que produzem reagao neutrofila em adultos. As
infecoes virais sao as mais comuns, particularmente as infegoes pelo EBV (mononucleose
infeciosa) e pelo CMV (1,5). Nestas infe¢oes verifica-se a presenga de numerosos linfocitos
atipicos (Figura 6), caraterizados por nucleos ligeiramente maiores e irregulares, com

cromatina menos uniforme, e citoplasma muito abundante e basofilo na periferia, que tende a
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espalhar-se em torno dos eritrocitos nos esfregagos de sangue periférico (I). A ocorréncia
dos linfocitos atipicos pode também estar associada a administracdo de determinados
farmacos. Para além de infegoes, niveis elevados de linfocitos também sao encontrados em
leucemias linfoides cronicas, leucemias linfoblasticas agudas e em alguns linfomas (5). A
deficiéncia em linfocitos (linfopenia) pode ocorrer em insuficiéncias graves da medula éssea,
no tratamento com glucocorticoides ou outros imunossupressores, em linfomas (linfoma de
Hodgkin avangado), em sindromes de imunodeficiéncia (infecao pelo HIV) e apos irradiagao

sistémica (3).

B.3.2.3. Monécitos

Os mondocitos (Figura 7) sao, em média, os leucocitos com
maior volume celular presentes no sangue periférico. Estas células
apresentam nucleos grandes, centrais, ovais ou endentados, e com

cromatina aglomerada. O citoplasma é abundante, com cor

azulada, e contém pequenos vaculolos. Os granulos citoplasmaticos

estao também normalmente presentes (l,4). A principal funcao

destas células ¢ a defesa contra microrganismos e outras particulas  Figura 7 — Monécito (I).
estranhas, sendo o mecanismo mais utilizado a fagocitose (3). Nos tecidos estas células
transformam-se em macrofagos, um dos principais fagécitos do organismo.

O aumento da contagem de monodcitos (monocitose) esta associado a determinadas
doencas infeciosas e inflamatorias croénicas, incluindo doencas autoimunes do tecido
conjuntivo, e a neutropenia crénica (3). A monocitose pode também estar associada a
leucemia mieloide aguda, leucemia mielomonocitica cronica e a outras neoplasias malignas
(1,5). Os niveis baixos de mondcitos (monopenia) podem resultar da agao imunossupressora
dos glucocorticoides, de agentes quimioterapicos, certos tipos de leucemia e sindromes

mielodisplasicos (2).

B.3.2.4. Eosino6filos

Os eosindfilos (Figura 8) sao morfologicamente semelhantes aos
neutrofilos mas apresentam granulos citoplasmaticos maiores
(maior intensidade na coloragao citoquimica), que demonstram

coloragao vermelho-alaranjada intensa devido a sua afinidade para

corantes acidos como a eosina, e tém normalmente trés ou menos

l6bulos nucleares. A sua principal funcdo consiste na regulagio das ' '8ura 8 - Eosindfilo (4).

respostas alérgicas e na sua agao citotoxica contra parasitas (3,4).
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O aumento significativo na contagem de eosindfilos (eosinofilia) esta principalmente
associado a ocorréncia de infecoes parasitarias e de reagoes alérgicas (incluindo
hipersensibilidade a farmacos), mas pode também resultar de determinadas doengas
autoimunes, leucemia mieloide aguda/croénica e sindrome hipereosinofilica (eosinofilia crénica
idiopatica) (4,5). A diminuicao do nimero de eosindfilos (eosinopenia) ocorre por agao

imunossupressora prolongada dos glucocorticoides (1,2).

B.3.2.5. Basofilos

Os basofilos (Figura 9) sao os leucocitos presentes em menor

quantidade no sangue periférico. O seu citoplasma apresenta

numerosos granulos grosseiros, com cor azulada devido a sua
afinidade com corantes basicos, que cobrem o nlcleo

multissegmentado da célula (3,4). A principal fungao dos basdfilos e

dos seus equivalentes a nivel dos tecidos (mastocitos) consiste na  Figura 9 - Basofilo (4).
regulacao das reagoes alérgicas e inflamatorias através da sua desgranulagao, com libertagao

de histamina e heparina, principalmente (3).

De modo a aumentar a sensibilidade na

determinagao dos basofilos, a sua contagem é
realizada na camara BASO com a adicao de um

reagente responsavel pela lise das membranas

=

dos restantes leucocitos. Apos adicao do

i . Figura 10 — Histograma dos baséfilos (A:
reagente, a contagem ¢ feita com base na  picleos dos leucécitos lisados; B: Baséfilos)

impedancia elétrica com limiares estabelecidos para o volume celular (Figura 10). Os limiares
permitem a diferenciagao dos basofilos com os nucleos dos leucocitos lisados, os quais sao
também contados nesta camara para o calculo da percentagem de basofilos na amostra.

O aumento significativo da contagem de basofilos (basofilia) € muito raro e esta associado
a doencgas mieloproliferativas, em particular a leucemia mieloide croénica (3,4). Apesar do seu
papel nas reagoes alérgicas, nao se verifica uma correlagao entre a sua ocorréncia e o aumento

do numero destas células (4).

B.4. Contagem de Plaquetas

As plaquetas sao os elementos de menor volume no sangue. Sao produzidas na medula
ossea por fragmentagao do citoplasma dos megacariocitos, um precursor hematopoiético que
atinge volume celulares elevados através da replicagio do DNA sem ocorréncia de divisao

nuclear ou citoplasmatica (3). Estruturalmente apresentam varios tipos de granulos
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citoplasmaticos (densos, o e lisossomaticos), responsaveis pelo armazenamento de diversas
proteinas e outros compostos importantes na vasoconstri¢ao, amplificagio da agregacao
plaquetaria, estimulagao da cascata de coagulagao e cicatrizagao das lesoes vasculares (3).

A contagem das plaquetas € realizada na mesma camara dos eritrocitos através do principio
da impedancia elétrica, sendo a diferenciagao realizada com base num valor limite para o
volume celular, que varia em fun¢iao da populagao de microcitos presentes na amostra (25 fL
como padrao). Os resultados obtidos sao expressos por numero de células por litro (n x
|0°/L). Este sistema permite ainda a obtengio de um histograma com a distribuigio das

plaquetas segundo o seu volume celular entre 2 fL e o valor limite (Figura I 1).

FLT A
SR I 20 aljL2 10 20 L2 10 20 30
Figura |11 — Histogramas relativos a distribuicao de plaquetas segundo o seu volume celular (A),

na presenca de microécitos acima do limiar de volume celular (B) e na presenca de agregados
plaquetarios distribuidos acima do limiar aplicado (C).

A contagem de plaquetas diminuida (trombocitopenia) esta associada ao aumento de risco
de sangramento anormal e prolongado. A principal causa da trombocitopenia é a diminuigao
da producao de plaquetas resultante de insuficiéncia da medula 6ssea (farmacos, infegoes virais
e, menos frequentemente, leucemias) (2,6). A trombocitopenia pode também resultar do
aumento do consumo/destruicao de plaquetas por processos autoimunes (purpura
trombocitopénica idiopatica), determinados fairmacos ou infe¢oes (sindrome hemolitico-
urémico por E. coli), purpura pos-transfusional, coagulagao intravascular disseminada, purpura
trombocitopénica trombdtica e esplenomegalia (2,6). Nos casos de trombocitopenia é
importante a preparagao de um esfregago de sangue periférico para distinguir uma verdadeira
trombocitopenia com o consumo de plaquetas por formagao de agregados plaquetarios, os
quais podem ser evidenciados pelos histogramas produzidos pelo equipamento (Figura I1).

O aumento da contagem de plaquetas (trombocitose) esta associado ao aumento do risco
de formagao de trombos no interior dos vasos sanguineos, podendo levar a obstrugao do
fluxo do sangue (trombose isquémica). A trombocitose resulta do aumento da produgao de
plaquetas na medula 6ssea e pode ser de origem primaria, como na disfungao da medula 6ssea
observada na trombocitémia essencial e em outras doengas mieloproliferativas, ou de origem
secundaria (trombocitose reativa), que pode estar associada a hemorragia, infegao, inflamagao,

cirurgia, trauma, esplenectomia, diminui¢ao da fungao do bago, entre outras causas (7).
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B.5. Contagem de Reticulocitos

Os reticulocitos sao as formas imaturas dos eritrocitos formadas na medula 6ssea durante
o processo de maturagao eritropoética. A sua produgao € estimulada pela eritropoietina,
sintetizada pelo tecido renal, e é essencial para a reposicao fisiologica dos eritrocitos a partir

dos seus precursores mieloides.

Os reticuldcitos sao células anucleadas com RNA ribossémico
citoplasmatico e capacidade de sintese da hemoglobina. Embora sl
normalmente presentes na medula Ossea, estas células podem
também circular em pequena quantidade no sangue. Nos
esfregacos de sangue periférico sao distinguidos dos eritrocitos

pela presenca de granulagoes basofilas citoplasmaticas tipicas (RNA

ribossomico) através da coloragao supravital com o azul ) .

Figura 12 — Reticulécitos na
brilhante de Cresil ou com o azul-de-metileno novo (Figura 12) coloracio supravital (4).
(4). Em média apresentam volume celular ligeiramente superior ao dos eritrocitos, podendo
evidenciar macrocitose e aumento do RDW quando aumentados na circulagao sanguinea. Em
coloragoes do tipo Romanowsky, a presenca de reticulocitos permite a observagao de varias
coloragoes a nivel das células (policromasia) (3).

No equipamento utilizado, a contagem de reticulécitos € iniciada na camara LMNE/RET
onde ¢é adicionado um reagente constituido por um corante fluorescente capaz de atravessar
as membranas celulares e fixar as moléculas de acido ribonucleico. A amostra é transferida
posteriormente para o sistema otico do equipamento, por onde ha emissio de um laser. A
classificagao das células é feita com base na quantidade de acido ribonucleico presente no seu
citoplasma, que é proporcional a dispersao da luz do laser e a emissao da fluorescéncia a
determinado comprimento de onda. A semelhanca dos restantes elementos da amostra, a
contagem das células e a determinagao do volume celular é realizada por medigao da

impedancia elétrica.

A matriz dos reticulocitos (Figura |3) é gerada a partir

dos dados relativos a impedancia elétrica (eixo dos XX)

e a emissao de fluorescéncia (eixo dos YY). As células

maduras sem RNA (eritrécitos) demonstram pouco ou

nenhum sinal fluorescente, ficando localizadas na secao

Fluorescéncia emitida (RNA)

inferior da matriz. Os reticulocitos diferenciam-se pela

emissao de fluorescéncia acima dos limites estabelecidos

e

[
>

pelo equipamento. No topo da matriz encontram-se

Impedancia elétrica (VCM)
situadas as células mais imaturas e com maior  Figura I3 — Matriz dos reticulécitos
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quantidade de RNA (maior fluorescéncia emitida), que podem incluir os precursores
eritroides nucleados. Os resultados da contagem de reticulécitos sao fornecidos em
percentagem relativamente ao numero de eritrécitos maduros.

O numero de reticulécitos no sangue periférico é indicador da capacidade da medula 6ssea
tanto na reposigao fisiologica continua dos niveis de eritrécitos como na compensagao da sua
perda resultante de determinadas condigoes fisiologicas. Deste modo, a diminuigao do niUmero
de reticuldcitos (reticulocitopenia) esta associada a diminuigao na eficacia da eritropoiese e
pode resultar de aplasia medular, anemias por deficiéncia em nutrientes essenciais a
eritropoiese e anemia das doencas cronicas (deficiéncia em eritropoietina) (2,3). O aumento
da contagem de reticuldcitos (reticulocitose) verifica-se quando a eritropoiese é eficaz na
resposta a diversas condigoes patologicas, incluindo anemias hemoliticas, anemia pos-
hemorragica, inicio das anemias por deficiéncia em nutrientes essenciais a eritropoiese e
infiltracao da medula 6ssea (2,3). A reticulocitose é também observada durante a gravidez e

no recém-nascido.

B.6. Esfregaco de sangue periférico

Na secao da Hematologia, as técnicas manuais realizadas mais frequentemente na rotina
resumem-se a preparagao de esfregacos de sangue periférico, os quais sao posteriormente
corados pela técnica de Wright (Anexo C). Para além destas preparagoes, é também realizada
a preparagao de esfregacos de medula éssea, sendo a sua coloragao executada pela técnica de
May-Griinwald Giemsa (Anexo D) e de Perls (Anexo E). A preparagao de um esfregaco de
sangue periférico € realizada sempre que requisitada pelo clinico ou em situagdes em que os
resultados fornecidos pelos contadores de células sejam questionaveis ou incompativeis com
a informacao clinica disponivel. De um modo geral, a observagao de um esfregagco de sangue
periférico consiste na avaliagio dos trés grandes grupos de células sanguineas (eritrocitos,
leucocitos e plaquetas) em termos qualitativos e quantitativos.

O estudo dos eritrdcitos incide principalmente na sua classificagao qualitativa, incluindo as
variagoes de volume (macrocitose, microcitose e anisocitose), cor (hipocromia, policromasia)
e a presenca de células com morfologia anormal (poiquilocitos) ou de inclusoes eritrocitarias.
A observagao do volume e cor dos eritrocitos permite avaliar os indices eritrocitarios
calculados pelos analisadores e é particularmente util no estudo das anemias. A presenca de
células morfologicamente anormais ou de inclusoes eritrocitarias pode ser sugestiva de

determinadas patologias associadas a estas alteragoes celulares.
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O estudo das plaquetas consiste na avaliagao de alteragoes
morfologicas e numéricas e é particularmente util nos casos em que é
necessario distinguir entre uma verdadeira trombocitopenia e a

presenca de agregados plaquetarios (Figura 14).

Para além do estudo morfoldgico, a observagao dos leucocitos

incide na sua avaliagao quantitativa, realizada nas situagoes em que os

Figura 14 — Agregados
contadores de células sao incapazes de determinar corretamente o plaquetarios (4).
diferencial leucocitario. Nestes casos é feita a contagem manual de 100 leucocitos presentes
no esfregago, é calculada a percentagem de cada tipo de célula e é obtida a sua contagem
absoluta a partir do valor de leucécitos totais fornecido pelo auto-analisador e das
percentagens calculadas através da contagem manual.

Ocasionalmente, os equipamentos poderao acusar a presenca de leucocitos imaturos,
devendo a sua presenca ser confirmada e referida no relatério de resultados, em conjunto
com a sua identificacao possivel. Inclusivamente, a presenca de precursores eritroides podera
ser um elemento interferente na determinagao do diferencial leucocitario, em particular dos
linfocitos. Nestes casos deve ser efetuada a correcao do valor total e diferencial destas células
através da contagem de 100 leucocitos, em simultaneo com a contagem de eritroblastos. A
proporg¢ao de leucocitos em funcao de eritroblastos permite a corregao do valor de leucécitos
totais fornecido pelo equipamento, que corresponde na realidade ao total de células nucleadas.

O diferencial leucocitario é calculado a partir do valor total corrigido e das percentagens para

cada tipo de célula obtidas através da contagem manual dos leucécitos.

C. Determinacao das Popula¢des Linfocitarias

A imunofenotipagem engloba o conjunto de técnicas que permitem a caraterizagao de
populagoes celulares através da utilizagao de anticorpos monoclonais na detegao de proteinas
expressas especificamente por diferentes tipos de células (1). A técnica normalmente utilizada
para esta finalidade ¢ a citometria de fluxo, cuja principal aplicagao na area da hematologia é a
classificagao das populagoes leucocitarias, e dos seus precursores hematopoiéticos, no
diagndstico e monitorizagao de leucemias agudas e cronicas.

Na secao de Hematologia, a citometria de fluxo é utilizada exclusivamente na avaliagao da
progressao da infecao pelo HIV, e na monitorizagio do seu tratamento, através da
determinagao qualitativa e quantitativa dos diferentes linfocitos no sangue periférico, em

particular dos linfocitos T de ajuda (CD4+) e os linfocitos T citotoxicos (CD8+).
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C.l. Beckman Coulter Cytomics® FC500

O Cytomics FC500° permite a classificagio dos diferentes tipos de linfécitos através da
informagao obtida por dois métodos: a detecao da luz dispersada pela passagem das células
em suspensao alinhadas uma a uma num fluxo laminar, e a detecao da fluorescéncia emitida
por fluorocromos conjugados com anticorpos monoclonais especificos para diferentes
marcadores celulares.

O sistema o6tico do equipamento é constituido por um laser de argon azul, emitido a um
comprimento de onda especifico (488 nm), que sofre dois tipos de dispersao ao atravessar as
células em suspensao na camara de fluxo: a dispersao frontal (FS) e a dispersao lateral (SS). A
FS e a SS fornecem a informacao relativa ao volume e a complexidade das particulas,
respetivamente, permitindo a classificagao das células com base na sua distribuicao numa
matriz com regioes pré-programadas a partir de valores limite para a FS e a SS (Figura 15). A
luz dispersa é captada por dois detetores diferentes que convertem o sinal luminoso em sinal
elétrico: o detetor frontal para a FS e o detetor lateral (a 90° do feixe emitido) para a SS.

Para a classificagao dos linfocitos nos seus diferentes subtipos, o equipamento recorre a
captacao da fluorescéncia emitida por fluorocromos ligados a anticorpos monoclonais
especificos para marcadores celulares dos linfocitos (Tabela 5). Os varios marcadores celulares
estudados sao identificados através da utilizagdo de quatro fluorocromos diferentes. A
fluorescéncia emitida é captada a 90° do feixe luminoso emitido e os sinais dos fluorocromos
diferenciados por um sistema de filtros que refletem a luz a comprimentos de onda especificos
para os detetores indicados. Cada amostra é ensaiada em duplicado com diferentes
combinagoes anticorpos conjugados com os quatro fluorocromos utilizados, de modo a

permitir a pesquisa de todos os marcadores celulares (Tabela 5).

Tabela 5 — Marcadores celulares e valores de referéncia utilizados na determinacao das
populacoes linfocitarias.

Valores de referéncia
Células determinadas Marcadores celulares

(%) (Células/uL)
Linfécitos T CD3+ 55-84 690-2540
Linfécitos T de ajuda (CD4) CD3+ CD8+ 13-41 190-1140
Linfocitos T citotoxicos (CD8) CD3+ CD4+ 31-60 410-1590
Células NK CDI6+ CD56+ 5-27 90-590
Linfécitos B CDI9+ 6-25 90-660
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Figura |15 — Matrizes obtidas por citometria de fluxo na contagem de (A) linfocitos totais,
recorrendo a valores limite estabelecidos para a FS e a SS, (B) linfocitos T, recorrendo a valores
limite para a SS e o final de fluorescéncia relativo ao CD3 e (C) linfocitos T de ajuda e (D)
citotoéxicos, recorrendo a valores limite para os sinais de fluorescéncia para o CD4 e o CD8.

C.2. Avaliacao dos Linfocitos T na infecao pelo HIV

Durante a infecao aguda pelo HIV o virus replica-se a uma taxa elevada, persistindo a nivel
dos 6rgaos linfoides apesar da indugao da proliferacao de linfocitos T de ajuda e linfocitos T
citotoxicos. Como resultado, verifica-se o aumento inicial da contagem de linfocitos T
associada a persisténcia do virus e a inducao do sistema imunologico.

Na fase crénica e assintomatica da doenca, embora o sistema imunitario esteja
continuamente a ser estimulado face a exposi¢ao repetitiva aos antigénios virais, a presencga
de um ambiente de citoquinas alterado induz a expressao de ativadores da morte celular
programada dos linfocitos T como mecanismo de defesa a infegao viral (8). Consequentemente
verifica-se a diminuigao gradual das contagens de linfocitos T com progressao para o estado
de imunodeficiéncia cronico e estabelecimento da SIDA na fase tardia da infecao.

Na terapia antirretroviral de elevada eficacia (HAART), a replicagao viral é suprimida,
resultando na diminuicao da inducdo do sistema imunitario e no aumento da sobrevivéncia
dos linfocitos T (8). Deste modo, a contagem dos linfocitos T, associada a determinagao da
carga viral do HIV pelos métodos de biologia molecular, é util na monitorizagao da infegao

pelo virus e na avaliagao periodica da eficacia da terapéutica.

D. Coagulagcao Sanguinea

A heméstase engloba os processos envolvidos na manuteng¢ao do sangue no estado fluido
e confinado ao sistema vascular, sendo particularmente importante nas lesdes vasculares
através da paragem rapida da hemorragia, limitagao da resposta hemostatica ao local da lesao
e paragem do processo quando este ja nao é necessario. De um modo geral, a hemostase
pode ser resumida no equilibrio entre fatores anticoagulantes e fatores pro-coagulantes,

estando as patologicas da hemostase associadas ao desequilibrio no sentido dos fatores
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anticoagulantes (tendéncia hemorragica) ou dos fatores pro-coagulantes (tendéncia
trombotica). Os principais componentes envolvidos na hemostase sao as plaquetas, os fatores
da coagulacao, os inibidores da coagulagao, os componentes do mecanismo fibrinolitico e os
vasos sanguineos. Na secao da Hematologia, a avaliagao das disfungoes da hemostase incidem
na contagem das plaquetas nos hemogramas, e a sua observagao nos esfregacos de sangue
periférico, e nas provas que avaliam a cascata da coagulacao.

De um modo geral, a cascata de coagulagao consiste na sequéncia de reagdes enzimaticas
que resultam na formacao do coagulo de fibrina (hemostase secundaria) responsavel pela
estabilizacao dos agregados plaquetarios formados durante a hemostase primaria. Embora a
este processo seja muito complexo, in vitro a cascata da coagulagcao pode ser iniciada pela
adi¢ao, em conjunto com fosfolipidos e Ca**, do fator tecidular ou de uma superficie de
contacto (originalmente o caulino), que provocam a ativagao da via extrinseca e da via
intrinseca, respetivamente (1). Posteriormente, ocorre a ativagao sucessiva de fatores da
coagulagao, que culmina numa via comum da cascata e na geragao da trombina a partir da
protrombina. A trombina é responsavel pela conversao do fibrinogénio soluvel em moléculas
de fibrina que insolubilizam com a sua polimerizagao nos agregados de plaquetas. Todo este
processo é controlado principalmente pelos inibidores da cascata de coagulagao, que atuam
através da inibicao/degradacao dos fatores da coagulagao, e o pelo sistema fibrinolitico, através
da degradagao da fibrina (3).

Na secao da Hematologia as provas da coagulagao consistem na determinagao dos tempos
de coagulacao, que avaliam a eficacia da via extrinseca e da via intrinseca, e na quantificagao
do fibrinogénio, de produtos de degradagao da fibrina e de inibidores da cascata da coagulagao.
Os valores de referéncia utilizados na interpretagao dos resultados encontram-se disponiveis
no Anexo F. Os valores para a Proteina C, Proteina S e Anti-trombina encontram-se expressos

em percentagem em relagao a calibragao com plasma humano de referéncia para estes ensaios.

D.l. Siemens BCS®

O BCS® é o analisador responsavel pela realizagio das provas da coagulagdo na segio da
Hematologia. Este equipamento permite a automatizagao de todos os passos envolvidos para
cada ensaio especifico, incluindo a pipetagem das amostras e dos reagentes para rotores
proprios que contém as cuvetes onde se processam as reagoes, incubagao das misturas de
reagao a 37°C e de acordo com o ensaio a realizar e a leitura dos resultados por turbidimetria
ou fotometria, dependendo do método.

O equipamento efetua as determinagoes através de trés principios diferentes. Nas reagoes

que envolvem a determinagao de tempos de coagulagao, o aparelho mede o tempo que
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decorre até a formagao do coagulo de fibrina, o qual é detetado através do aumento da
turvagao, que por sua vez é quantificado pela diminuicao da luz emitida através da mistura de
reagao até um detetor (fotometro). Este método é aplicado a determinagao do TP, do TPPa
e do Fibrinogénio Clauss.

Os métodos cromogénicos consistem na adigao de substratos que reagem especificamente
com os analitos em estudo de modo a formarem produtos corados. A formagao destes
produtos resulta no aumento da absorvancia a determinado comprimento de onda (405 nm),
o qual ¢ lido e correlacionado com as curvas de calibracao de modo a extrapolar a quantidade
do analito na amostra. Estes métodos sao utilizados na determinacao da Proteina C e da AT.

Os métodos imunoturbidimétricos recorrem a reagentes com anticorpos monoclonais
especificos aos analitos em estudo e ligados a particulas de latex. As ligagoes especificas
antigénio-anticorpo formadas originam agregados que conferem o aumento da turvagao da
mistura de reacao, a qual é quantificada pelo método turbidimétrico semelhante ao descrito

anteriormente. Estes métodos sao aplicados na determinagao dos D-dimeros e da Proteina S.

D.2. Tempo de Protrombina

O ensaio do TP consiste na medi¢ao do tempo de formagao do coagulo de fibrina apds a
adicao de concentragoes otimas de cilcio (CaCl,) e de tromboplastina (fator tecidular e
fosfolipidos). O TP avalia a eficacia global da via extrinseca da coagulagao e esta dependente
dos fatores Il (protrombina), V, VIl e X e da concentragao de fibrinogénio no plasma (I). Uma
vez que a aplicacao de tromboplastinas de diferentes sensibilidades esta associada a uma grande
variabilidade nos resultados obtidos entre laboratérios, o TP € normalmente interpretado em

conjunto com o calculo do INR:

TP (doente) )ISI
TP (controlo)

INR = (
No calculo do INR, o TP controlo corresponde ao valor médio calculado para uma
populagao nao sujeita a terapia com anticoagulantes orais. O ISI é um valor associado a
tromboplastina utilizada e é obtido através da calibragao do reagente com a tromboplastina
de referéncia internacional. A utilizagdo do INR permite a uniformizagao dos resultados para
o TP entre qualquer laboratério no mundo, independentemente dos reagentes utilizados para
a sua determinacao.
A principal utilidade da determinagao do TP e do INR incide na monitorizagao da terapia
com anticoagulantes orais (antagonistas da vitamina K), uma vez que se verifica o

prolongamento do tempo de coagulagio com a toma destes farmacos (1). Os valores do TP

encontram-se também aumentados na doenca hepatica e deficiéncia em vitamina K (diminuicao
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da sintese dos fatores da coagulagao), coagulagao intravascular disseminada e deficiéncia
congénita ou adquirida dos fatores Il, V, VIl e X. O aumento isolado do TP implica uma
deficiéncia s6 do fator VI, visto que nas deficiéncias dos restantes fatores também se verifica

o aumento da TTPa (1,9).

D.3. Tempo de Tromboplastina Parcial ativado

O TTPa é determinado através da medi¢cao do tempo de formagao do codagulo de fibrina
apos a ativagao da cascata da coagulagao por adicao de um ativador de superficie (acido
elagico), fosfolipidos (tromboplastina parcial) e calcio (CaCl,). Este teste € indicador da eficacia
global da via intrinseca da coagulagao, uma vez que esta é ativada na auséncia do fator tecidular
e por uma superficie de contacto, e esta dependente dos fatores Il, V, VI, IX e X e da
concentragao de fibrinogénio no plasma ().

A determinacao do TTPa é util na monitorizagao de doentes sujeitos a terapia com heparina
classica (nao fracionada), visto que se verifica o aumento dos valores com a sua administragao
(1). Os valores aumentados para o TTPa estao também associados a coagulagao intravascular
disseminada, doenga hepatica, presenca de anticoagulantes circundantes (imunoglobulinas) e
deficiéncia em fatores da coagulagao para além do fator VII (1,9). Os seus valores podem estar
moderadamente elevados em doentes sujeitos a terapia com anticoagulantes orais e na
deficiéncia em vitamina K. A determinacdo do TTPa é também util na pesquisa do
anticoagulante lupico, um autoanticorpo com agao pro-trombética no organismo que é

responsavel pela inibicao da coagulagao in vitro (1,9).

D.4. Fibrinogénio

A determinagao do fibrinogénio pode ser efetuada por dois métodos diferentes. O
fibrinogénio derivado corresponde a uma estimativa fornecida pelo equipamento
relativamente a concentragao de fibrinogénio calculada a partir do TP. Este método tem menor
exatidao na presenga de determinadas condigoes patoldgicas e em doentes com tempos de
coagulagao prolongados, sendo utilizado o método de Clauss modificado para estes casos. O
método de Clauss modificado permite a determinagao do fibrinogénio através da medigao do
tempo de coagulagao corrigido por adicao de trombina em excesso, de modo a garantir que
o tempo de coagulagao seja independente da sua presenga na amostra, e da diluicao do plasma,
para evitar a interferéncia de potenciais inibidores da coagulagao presentes (produtos de
degradagao da fibrina e heparina).

As concentragbes baixas de fibrinogénio estao associadas as deficiéncias congénitas e

adquiridas, a terapia com fibrinoliticos e a presenga de produtos de degradagao do fibrinogénio
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(). As causas mais comuns das deficiéncias adquiridas incluem o consumo aumentado do
fibrinogénio (coagulagao intravascular disseminada) e a diminuicao da sua sintese nas doengas
hepaticas agudas e cronicas (2). Os valores elevados de fibrinogénio sao geralmente resultado
do seu papel como proteina de fase aguda, podendo o seu aumento ser transitorio (infegoes,
trauma, cirurgias e enfarte do miocardio) ou persistente (neoplasias e doengas inflamatorias
croénicas). As concentragoes elevadas de fibrinogénio observam-se também com o aumento

da idade e sao consideradas um fator de risco de doenca cardiovascular.

D.5. D-dimeros

A ativagao do sistema fibrinolitico é uma resposta hemostatica fisiologica a lesao vascular e
ocorre em paralelo com a ativagao da cascata da coagulagao. Embora este sistema envolva a
interagao entre diversos componentes, tanto ativadores como inibidores, a fibrindlise esta
principalmente centrada na agao da plasmina (3). A plasmina € uma enzima plasmatica ativada
por protedlise a partir do seu precursor inativo, o plasminogénio, e é responsavel pela
clivagem da fibrina em varios fragmentos de degradagao, sendo os de menores dimensoes
designados como dominios D e E. Os D-dimeros correspondem aos menores fragmentos
obtidos apos a degradagao da fibrina nos quais foi conservada a ligagao transversal que ocorre
entre os dominios D da estrutura do coagulo (2).

Para a determinagao dos D-dimeros é utilizado o método imunoturbidimétrico. Neste
ensaio o reagente adicionado é composto por particulas de polistireno revestidas com
anticorpos monoclonais especificos para os D-dimeros. A formagao de imunocomplexos entre
os anticorpos e o analito é facilitada pela ocorréncia em duplicado dos epitopos antigénicos
(conferida pela simetria estrutural da molécula a nivel das ligagoes transversais), o que implica
que apenas seja hecessario um anticorpo para que ocorra agregagao. A extensao da formagao
de imunocomplexos é determinada através do aumento da turvagao e é diretamente
proporcional a concentragao de D-dimeros na amostra.

A concentraciao de D-dimeros é considerada um indicador da atividade da coagulacao e da
fibrindlise, verificando-se o seu aumento em condi¢des associadas com a ativacao da cascata,
incluindo tromboembolismo venoso, coagulagdo intravascular disseminada, enfarte do
miocardio, neoplasias malignas, intervengoes cirurgicas e trauma (1,2). A determinagao dos D-
dimeros é particularmente util na exclusao de fenémenos tromboembélicos, embora nao seja

considerado um teste especifico para estes casos (1).
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D.6. Proteina C e Proteina S

A Proteina C e a Proteina S sao proteinas plasmaticas produzidas pelo figado, através de
mecanismos dependentes da vitamina K, que atuam a nivel da inibicao da cascata da coagulagao.
A PC é sintetizada como zimogénio, sendo convertida na sua forma ativa por agao da trombina
por um processo catalisado pela trombomodulina do endotélio vascular. Na presenca de Ca*,
a PS forma um complexo com a PC, que se liga posteriormente a superficies fosfolipidicas e
inibe a cascata da coagulagao por degradagao dos fatores Va e Vllla (3,10).

No ensaio utilizado, a PC é determinada na sua forma ativa através de um método
cromogénico. Por este método, a PC é inicialmente ativada por um ativador especifico de
veneno da serpente Agkistrodon contortrix. A proteina ativada é quantificada por adicao de um
substrato cromogénico (acido piroglutaminico-prolina-arginina-metoxi-nitroanilida), que induz
o aumento da absorvancia a 405 nm, proporcional a quantidade de PC ativada na amostra.

A quantificagao da PC ¢ utilizada no rastreio de deficiéncias hereditarias e adquiridas desta
proteina, as quais estao associadas a risco aumentado de tromboembolismo. As deficiéncias
congénitas podem resultar em doenga heterozigotica, caraterizada pela incidéncia de
tromboses venosas dependente da idade, ou em doenga homozigdtica, associada a
manifestacoes tromboticas graves apds o nascimento. As deficiéncias adquiridas estio
associadas a deficiéncia em vitamina K (absor¢ao diminuida e terapia com anticoagulantes
orais), coagulacao intravascular disseminada, septicémia, doenga hepatica, doenca das células
falciformes e periodo pos-operatoério (1,10).

Para a determinagao da PS o método utilizado é baseado no principio imunoturbidimétrico,
que quantifica a fragao livre da proteina na amostra. Ao dosear apenas a fragao livre sao
eliminadas as interferéncias associadas as variagoes na proteina de transporte da PS (C4bBP).
O método consiste na adicao de particulas de polistireno revestidas com dois tipos de
anticorpos monoclonais especificos para a PS. O grau de formagao de imunocomplexos entre
o reagente e a PS é diretamente proporcional a concentragao de PS livre na amostra, e é
detetado pelo aumento da turvagao da amostra.

A semelhanca da PC, a determinacio da PS é utilizada no rastreio de deficiéncias congénitas
ou adquiridas, as quais estao associadas a risco aumentado de tromboembolismo venoso. As
deficiéncias homozigoticas sao as mais raras e estao associadas a purpura fulminante em
recém-nascidos. As deficiéncias adquiridas sao mais comuns do que as congénitas e estao
principalmente associadas a diminuigao da producao da PS na doenga hepatica e na terapia
com anticoagulantes orais (1,2). As deficiéncias adquiridas podem também estar presentes na
sindrome nefrética, gravidez, toma de contracetivos orais, infegoes virais e coagulagao

intravascular disseminada (2).
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D.7. Anti-trombina

A AT é o principal inibidor fisiologico da trombina e dos fatores 1Xa, Xa e Xla, através da
formacao irreversivel de complexos inativos com estas enzimas por um processo fortemente
catalisado pela heparina (3,1 1).

A determinagao da AT é realizada pelo método cromogénico. No ensaio utilizado, a AT da
amostra reage com a trombina adicionada em excesso e na presenga da heparina para catalisar
a reagao. A fragao da trombina do reagente que nao foi inativada pela AT da amostra é
determinada através da adigao de um substrato cromogénico, o Tosilglicil-L-prolil-L-arginil-5-
amino-2-acido nitrobenzdico-isopropilamido. O produto corado formado é medido por
leitura do aumento da absorvancia a 408 nm e é proporcional a concentragao de trombina
nao inativada apds a reagao anterior, que por sua vez permite o calculo da concentragao da
AT presente na amostra.

A determinagao da AT é utilizada no rastreio de deficiéncias hereditarias e adquiridas desta
proteina, as quais estdo associadas a risco aumentado de trombose venosa. As deficiéncias
adquiridas sao mais comuns e ocorrem principalmente no consumo aumentado da AT
(processos trombéticos, cirurgias e doenga intravascular disseminada), na diminui¢ao da sua
sintese apos lesao hepatica (hepatite, intoxicagao por farmacos e alcoolismo), na sindrome

nefrotica e na toma de contracetivos orais (2,11).

E. Velocidade de Sedimentacio

A velocidade de sedimentagao (VS) é um parametro que permite caraterizar a velocidade
a que os eritrocitos sedimentam no plasma sanguineo e é realizado através da medigao da
altura do sedimento eritrocitario, em relagao a do plasma, apos a incubagao das amostras,
previamente homogeneizadas, durante uma hora a temperatura ambiente e numa superficie

estavel.

E.l. Sarstedt Sediplus® $S2000

O Sediplus® S2000 é o equipamento utilizado na determinagio automatizada da VS. Este
analisador recorre ao método de Westergren modificado através da utilizagao de tubos de
colheita com formato alterado em relagao ao método classico. Apdés a homogeneizagao
adequada das amostras, os tubos sao colocados no equipamento, que os mantém estabilizados
numa superficie plana, na posi¢ao vertical e a temperatura ambiente. O nivel do sedimento
eritrocitario € lido no inicio do ensaio e apds 30 e 60 minutos, através do movimento de um

sensor otico (infravermelhos) ao longo dos tubos. A leitura dos resultados é realizada
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manualmente nos casos em que o equipamento € incapaz de efetuar uma leitura adequada
(interferéncia das etiquetas dos tubos na leitura otica), recorrendo a um suporte com uma
graduagao especifica para os tubos utilizados. Quando o volume da amostra é reduzido sao
utilizados tubos graduados de Westergren, que requerem menor quantidade de amostra, sendo

o ensaio realizado manualmente nas condi¢oes adequadas.

E.2. Interpretacao da Velocidade de Sedimentacao

A VS é principalmente afetada pela extensao da formagao de rouleaux eritrocitario, que
sedimenta mais facilmente do que as células isoladas (1). O aumento da formagao de rouleaux
esta principalmente associado com a elevacao da concentragao plasmatica das proteinas de
fase aguda, em particular o fibrinogénio e as imunoglobulinas (2). O aumento destas proteinas
é responsavel pela diminuicao das forgas de repulsao entre os eritrocitos, conferidas pelas
cargas negativas das membranas eritrocitarias. Ao contrario destas proteinas, o aumento da
concentragao plasmatica da albumina resulta na diminuicao da VS ().

A determinagao da VS é um ensaio muito inespecifico, uma vez que o seu aumento pode
estar associado a diversas doencas inflamatodrias sistémicas, incluindo doencas autoimunes
como a artrite reumatoide e o lUpus eritematoso sistémico, nas quais se verifica um aumento
das proteinas de fase aguda (1,2). A principal utilidade da avaliagio da VS consiste na
monitorizagao da progressao de doengas inflamatérias e do seu tratamento.

Para além das doencas inflamatodrias, a VS encontra-se aumentada na tuberculose, bem
como em outras doengas de natureza infeciosa, no linfoma de Hodgkin, no mieloma multiplo
e em diversas neoplasias (1,2). Na auséncia de inflamagao, a VS é também influenciada pela
concentragao de eritrécitos no plasma, encontrando-se diminuida em concentragoes altas
(eritrocitose) e aumentada em concentragoes baixas (anemias graves) (1). Fisiologicamente, as
elevagoes da VS podem ser observadas na gravidez e com o aumento da idade. Os limites de
referéncia utilizados na segao da Hematologia para a interpretagao da VS apos uma hora sao

I5 e 20 mm para o sexo masculino e feminino, respetivamente.

F. Determinacao de Hemoglobinas Especificas

A hemoglobina humana é formada por dois pares de cadeias proteicas, cada uma delas
ligada a um grupo heme. No inicio da fase embrionaria, as principais cadeias de globina da fase
adulta nao sao expressas, sendo produzidas as hemoglobinas transitorias Gower | ({€,),
Portland (,y,) e, posteriormente, a Gower 2 (a,¢,), apds a ativagao da expressao da a-globina.

No feto, a forma predominante é a Hb F (a,y,), mantendo-se até cerca de 3-6 meses apos o
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nascimento, altura em que a expressao da y-globina é substituida pela &-globina e
posteriormente pela 3-globina, para a sintese da Hb A, (a,3,) e da Hb A (a,f,), respetivamente
(3)- Nas criangas e nos adultos a principal hemoglobina produzida é a Hb A, sendo a Hb A; e
a Hb F expressas em quantidades muito baixas (cerca de 2-3,3% e 0,2-1,0%, respetivamente).
Esta proporgao é normalmente atingida aos 6-12 meses de idade (3).

A determinagao de hemoglobinas especificas é (til nos casos em que se suspeita de uma
hemoglobinopatia, que pode estar associada a sintese das cadeias de globina a uma extensao
inferior a que sao necessarias (talassemias) ou a expressao de variantes estruturais da Hb A
como resultado de mutagoes nos genes das globinas. Por outro lado, a determinagao mais
requisitada na secao da Hematologia é da Hb A, utilizada na monitorizacao de doentes com
diabetes. Para além deste ensaio é também realizada a determinacao da Hb A, e da Hb F, para
o rastreio de [B-talassémia, e da Hb S, para o rastreio de anemia falciforme. Os valores de

referéncia utilizados encontram-se disponiveis no Anexo G.

F.l. Bio-Rad D-10°

O D-10° é o equipamento utilizado na separagio e quantificagio de hemoglobinas
especificas. Para a separagao das hemoglobinas nas suas diferentes fragdes, o sistema recorre
a HPLC por troca ionica, apos a lise dos eritrocitos para libertar o conteitdo em hemoglobina
intracelular. O analisador é composto por uma coluna cromatografica revestida internamente
por uma resina carregada negativamente que atua como fase estaciondria na separagao
cromatografica (troca cationica). A carga negativa da coluna permite que, ao ser injetada a

amostra, previamente diluida pelo equipamento, as moléculas carregadas positivamente fiquem

retidas, sendo a interagao mais forte quanto maior for [ 5.
a carga positiva.

Ao aplicar um gradiente crescente de solugao salina,

1 4

criado por duas solugcdes tampio de diferentes | %]

concentragoes, as moléculas retidas perdem a sua !

interacao com a coluna e sio eluidas em funcao da sua 003
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Hb F

afinidade eluidas posteriormente com o aumento da
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concentracao da solugao salina. A detecao das

fracdes isoladas das hemoglobinas é realizada  Figura 16 — Cromatograma das fraces
de hemoglobinas separadas (tempo de

através da leitura da absorvancia a 215 nm pelo retencdo vs. leitura da absorvancia)
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fotometro do equipamento (Figura 16). Os resultados sao expressos em percentagem

relativamente ao total de hemoglobina quantificada (Anexo G).

F.2. Hemoglobina A,.

A Hb A,. (hemoglobina glicada) é uma variante estrutural da Hb A formada através de uma
reagao nao enzimatica na qual a glucose se liga aos residuos de valina N-terminais das f3-
globinas. Uma vez que a formagao da Hb A,. é irreversivel, a sua concentragao correlaciona-
se com a concentragao plasmatica de glucose no sangue e, devido ao tempo de semi-vida longo
dos eritrocitos (cerca de 120 dias), permite a sua avaliagdio a longo prazo (12). Na
interpretacgao de resultados é importante a valorizagao da ocorréncia de patologias associadas
com a diminui¢ao do tempo de semi-vida dos eritrécitos (anemias) visto que os valores da Hb
A\|. serao mais baixos nestes casos.

A determinagao da Hb A,. € uma mais-valia tanto no diagnéstico como na monitorizagao
da concentragao plasmatica da glucose em doentes diabéticos. Ao contrario das medigoes
isoladas da glucose plasmaitica, a quantificagio Hb A,  fornece informagdes relativas ao
controlo da glicémia e a eficacia do tratamento da diabetes dentro de um longo periodo de
tempo antes do ensaio (cerca de 6-8 semanas), e é independente de fatores como a ingestao
de alimentos, a pratica de exercicio fisico ou mesmo das flutuagoes dos niveis de glucose que
ocorrem durante o dia (12). A Hb A,. é também um bom parametro na avaliagio das
complicagoes da diabetes visto que a sua formacao reflete o processo de glicosilagio das

proteinas associado aos efeitos nefastos a nivel vascular do excesso de glucose no organismo

(13).

F.3. Hemoglobina A, e Hemoglobina F

Em condigoes normais, a Hb A, (0,0,) e a Hb F (a,y,) sao expressas em quantidades muito
reduzidas nos adultos e em criangas apos os 6-12 meses. O aumento da produgao destas
hemoglobinas é normalmente detetado nas [-talassemias e estd associado a um mecanismo
destinado a evitar a acumulagao de cadeias a resultante do défice na sintese das [3-globinas
necessarias a produgao da Hb A (3). Nas a-talassemias o défice na sintese das a-globinas afeta
também a producao da Hb A, e da Hb F, resultando na diminui¢ao destas hemoglobinas. Deste
modo, a determinagao da Hb A, e da Hb F é exclusivamente util na avaliagao das -talassemias.

Devido a sua elevada heterogeneidade, a quantificagao da Hb A, e da Hb F nao permite a
caraterizagao das f-talassémias, normalmente classificadas em menor (trago B-talassémico),
intermédia e maior, de acordo com a severidade da doenga e os defeitos genéticos primarios
envolvidos. As manifestagoes clinicas sao extremamente variaveis, podendo demonstrar

Pedro Madail Marques e Silva | 29



| Relatério de Estagio — Mestrado em Analises Clinicas

anemia ligeira assintomatica a anemia hemolitica severa dependente das transfusoes, e surgem
como resultado da produgao inadequada da hemoglobina (anemia microcitica hipocrémica) e
da acumulagao desequilibrada das a-globinas (eritropoiese ineficaz com hemdlise e aumento
do numero de reticuldcitos e eritroblastos) (3). O aumento mais significativo da Hb F é
normalmente observado nas formas mais graves de }-talassémia, visto que a sintese das cadeias
y favorece a eliminagao do excesso de a-globinas, embora esteja dependente da capacidade
do organismo em sintetizar estas cadeias (3). Nas formas mais ligeiras de -talassémia, os niveis

de Hb F estao normalmente dentro dos limites de referéncia ou ligeiramente aumentados.

F.4. Hemoglobina S

A Hb S é a variante estrutural resultante de mutagoes nos genes das globinas mais comum.
A sua producao esta associada a ocorréncia de mutagoes que provocam a substituicao do
acido glutamico pela valina na posigao 6 das B-globinas (3). A Hb S apresenta baixa solubilidade
na presenga de baixas pressoes de oxigénio, podendo polimerizar no interior dos eritrocitos
e originar alteragoes morfologicas que tornam estas células mais rigidas e distorcidas (forma
de foice). A formagao de polimeros resulta ainda em alteragées da membrana celular, na

produgao de substancias oxidantes e adesao anormal dos eritrocitos ao endotélio vascular (1).

A detegiao da presenga da Hb S esta associada as
sindromes falciformes, que ocorrem em dois genodtipos -
diferentes. A doenga homozigdtica (genodtipo Hb SS) é :
designada por anemia falciforme e resulta em anemia | '+
moderada resultante tanto da hemolise como da

afinidade diminuida da Hb S para o oxigénio. O principal

aspeto clinico da anemia falciforme surge através da == -

Figura 17 — Esfregaco de sangue
periférico de um doente com

resulta em crises agudas com eventual lesdo dos 6rgios anemia falciforme (3).

oclusao vascular pelas células em foice (drepandcitos) e

afetados. Na anemia falciforme a Hb A nao é detetavel e a Hb F é variavel (5-15%) de acordo
com a severidade da doenga (quantidades maiores sao detetadas em doenga menos severa)
(3). Em doentes com anemia falciforme os esfregagos sanguineos demonstram essencialmente
a presencga de eritrécitos em forma de foice, células em alvo e policromasia (Figura 17).

A doenca heterozigotica (genotipo Hb AS), designada por trago falciforme, é benigna e nao
demonstra anormalidades hematologicas, embora em condigoes de baixa pressao de oxigénio
(altitudes elevadas) se verifique a deformagao dos eritrocitos em drepandcitos, com o
desenvolvimento das complicagdes associadas (1,3). No trago de células falciformes a Hb S
varia entre 25 a 45% da hemoglobina total (3).
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V. IMUNOLOGIA
A. Descricdao da Secao

A Imunologia é a secao do laboratoério destinada principalmente a dois tipos de ensaio: a
analise de proteinas no soro e na urina por eletroforese e por doseamentos especificos; e o
estudo de autoanticorpos e anticorpos IgE especificos na avaliagao de doengas autoimunes e
reagoes alérgicas, respetivamente. A nivel estrutural, esta segao dispoe principalmente de uma
bancada com os auto-analisadores responsaveis pela eletroforese de proteinas e pela sua
quantificagao no soro e na urina. Esta drea esta também reservada a interpretagao e corregao
dos perfis eletroforéticos, a interpretacao e validagao dos resultados obtidos em toda a se¢ao
e a preparagao das amostras de urina destinadas aos ensaios eletroforéticos. A secao da
Imunologia apresenta ainda uma area com o auto-analisador responsavel pela quantificagao
dos autoanticorpos e anticorpos IgE especificos e uma bancada destinada a preparagao manual
das laminas para os ensaios da imunofluorescéncia, as quais sao observadas num microscopio
de fluorescéncia localizado num compartimento isolado do resto da segao.

Para a maior parte dos ensaios realizados a amostra utilizada é o soro, obtido por colheita
de sangue em tubos sem anticoagulante. Estes tubos contém pequenas esferas, que fornecem
uma elevada superficie de contacto para a ativagao da coagulagao, e um gel de éster poliacrilico
que, dada a sua densidade, forma uma camada estavel de separagao entre o coagulo e o soro
durante a centrifugacao, permitindo desta forma a presenga de uma barreira para o transporte
e conservacao das amostras. Para além de amostras de soro, sao também utilizadas amostras
de urina de 24h, destinadas aos ensaios eletroforéticos e aos doseamentos especificos de
proteinas. Dada a menor periodicidade na realizagdo de alguns ensaios, nomeadamente a
pesquisa de autoanticorpos por imunofluorescéncia, o doseamento de autoanticorpos e
anticorpos IgE especificos e a eletroforese de proteinas da urina, as amostras desta se¢ao sao

frequentemente conservadas por refrigeragao a 3°C até ao momento em que sao utilizadas.

A.l. Controlo de Qualidade

Na secao da Imunologia o CQI é realizado apenas para os equipamentos destinados a
quantificagao de proteinas especificas e a quantificagao de autoanticorpos e de anticorpos IgE
especificos. No primeiro caso, os controlos sao normalmente realizados apds a mudanga de
um reagente do equipamento ou nhas situagoes em que os resultados obtidos pelos ensaios
sejam questionaveis. No aparelho destinado a quantificagao de anticorpos, o CQI é realizado
sempre em paralelo com os ensaios, estando a validagao dos resultados obtidos dependente

da aceitagao dos resultados dos controlos. Para os dois tipos de ensaio realizados neste
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analisador (autoimunidade e alergologia) é ensaiado um controlo de curva de calibragao,
através de sucessivas diluigoes da solugao controlo e da comparagao dos resultados obtidos
para cada diluicdo com a informagao armazenada no equipamento relativamente a curva de
calibragao. De modo a assegurar melhor qualidade dos ensaios da autoimunidade, os quais
estao associados a maior numero de interferentes, é ainda realizado um controlo positivo
adicional para os anticorpos antinucleares. Para as técnicas manuais destinadas a pesquisa de
autoanticorpos por imunofluorescéncia o CQI é realizado através de soros controlo (positivo
e negativo) para os autoanticorpos pesquisados em cada ensaio especifico. O CQE é realizado
ao abrigo do RIQAS para a avaliagdo do auto-analisador utilizado nos doseamentos de
proteinas especificas, sendo os ensaios realizados de 2 em 2 semanas.

Para a garantia da qualidade dos resultados obtidos é ainda importante a avaliagao das
amostras recebidas nesta secao. As amostras turvas, lipémicas, ictéricas, hemolisadas,
indevidamente coaguladas ou com coagulos em suspensao podem interferir com os métodos
utilizados e originar resultados incorretos ou dificultar a sua interpretagao, particularmente
na visualizacdo dos perfis eletroforéticos e na observagao microscopica das laminas de

imunofluorescéncia.

B. Eletroforese de Proteinas

A eletroforese de proteinas € um método

Albumina
que permite a Sseparagao de proteinas de

acordo com a sua migragao em meio liquido, ao .
Haptoglobina Imunoglobulinas

-macroglobulina  Proteina C Reativa
Ceruloplasmina

qual é aplicado um campo elétrico. A
mobilidade das proteinas no meio esta
dependente da sua carga e peso molecular, que

por sua vez sao influenciados pela sua

composicdo qualitativa e quantitativa em .
P d q al-antitripsina Transferrina

aminoacidos proteicos (14,15). A aplicagdo de a-fetoproteina 3
ol-glicoproteina acida C4

um campo elétrico permite que estas
Figura 18 — FracGes obtidas por separacao
macromoléculas sejam separadas em cinco eletroforética e principais proteinas (15).
fragoes principais (albumina, al, 02, e y), de acordo com a sua migragdo no meio desde o
polo negativo até ao polo positivo (Figura 18). Deste modo, as proteinas com maior
mobilidade, como a albumina, sao as de menor peso molecular e as mais eletronegativas.

Na secao da Imunologia, a separagao das proteinas € realizada através da técnica da

eletroforese capilar que, ao contrario dos métodos classicos, recorre a um meio composto
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apenas por solugao tampao alcalina e nao utiliza um material poroso para auxiliar a separagao.
Comparativamente aos ensaios tradicionais, esta técnica permite trabalhar com voltagens
superiores, que reduzem o tempo necessario para cada ensaio e melhoram a resolugao da
separagao (14), aumentando a eficacia da separagao da fragao P nas bandas Bl e 2.

Sendo um ensaio semi-quantitativo, a eletroforese por si s6 nao permite a quantificagao
absoluta das fragoes obtidas, sendo necessaria a concentragdo de proteinas totais
(determinada na se¢ao da Quimica Clinica/lmunoquimica) para efetuar este calculo. Estes
ensaios também nao permitem efetuar a avaliagdo de proteinas especificas, visto que cada
fragao, com excegao da fragcao da albumina, apresenta um conjunto extenso de
macromoléculas. Por outro lado, o conhecimento dos principais componentes de cada fragao
é valioso pois facilita a interpretagao analitica das variagoes associadas a cada fragao e auxilia
a identificacido de padroes eletroforéticos caracteristicos de algumas patologias. A nivel
laboratorial a interpretagao dos perfis eletroforéticos em amostras de soro € particularmente
atil na avaliagao de padroes anormais observados nas reagoes de fase aguda, gamapatias
monoclonais, doengas hepaticas e na insuficiéncia renal, embora as alteragoes do perfil
eletroforético possam ser observadas em outras circunstancias (deficiéncia de ferro, doencgas
hemoliticas e patologias autoimunes). Os valores de referéncia utilizados para a avaliagao das

fragoes eletroforéticas encontram-se disponiveis no Anexo H.

B.l. Sebia MINICAP®

O MINICAP® é o equipamento utilizado para a separagio das proteinas do soro e da urina
através do principio da eletroforese capilar. Este sistema permite também a caraterizagao de
bandas monoclonais através da técnica de imunosubtragao. A separagao eletroforética é
realizada em tubos capilares de silica, com diametro interno de 100 pym, utilizando como meio
uma solugao tampao alcalina (pH=9,9). O procedimento ¢ iniciado pela diluicao automatica da
amostra com solugao tampao, a qual pode ser ajustada em funcao da concentragao de
proteinas totais. A amostra diluida é posteriormente injetada no terminal anodico do capilar.
A aplicagao de uma voltagem elevada permite a separagao das proteinas nas suas diferentes
fragoes, as quais sao detetadas no terminal catédico por leitura da absorvancia a 200 nm. No
final da analise, os sinais captados para cada fragao sao processados de modo a produzir o
perfil eletroforético e a calcular a quantidade relativa (percentual) de cada uma das fragoes
individuais, a qual é convertida automaticamente na sua respetiva concentragao recorrendo a
concentragao de proteinas totais. O equipamento permite também a corregao e o ajuste dos

limites de cada fragao pelo operador, caso estes sejam necessarios.
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B.2. Albumina

A albumina (69 kDa) € a proteina mais abundante no plasma, correspondendo a cerca de
60% das proteinas totais (15). E sintetizada exclusivamente no figado e é importante para a
manutengao da pressao oncotica e para o transporte de diversas substancias na corrente
sanguinea. A diminui¢ao da albumina (hipoalbuminémia) é muito inespecifica e pode estar
associada a diminuicao da sua sintese (doenca hepatica), ao aumento do seu catabolismo
(infegoes bacterianas graves, neoplasias malignas, insuficiéncia cardiaca congestiva e doengas
inflamatorias e infeciosas graves), a perda de proteinas (sindrome nefrotica, enteropatias e
queimaduras) e a desnutrigao (16,17,18). As deficiéncias congénitas sao extremamente raras
e demonstram a auséncia da fragao da albumina (17). O aumento da albumina esta
principalmente associado a casos de desidratagao, dado o papel das proteinas como
indicadoras do estado de hidratagao do organismo. Embora nao esteja relacionada com
condigoes patoldgicas, a expressao da albumina em individuos com mutagoes genéticas ou a
tomar determinados farmacos, como a varfarina, pode resultar na expressao da proteina em
duas formas com mobilidades eletroforéticas distintas, sendo observados dois picos para esta
fracao (bis-albuminémia) (17). A presenca de uma pequena banda junto a esta fragao pode ser
conferida por elementos interferentes na amostra, nomeadamente lipoproteinas e pigmentos

biliares.

B.3. Fracao al

A fragao al é principalmente constituida pela al-antitripsina, que corresponde a 90% das
proteinas desta fracao (15). O aumento desta fracio estd principalmente associado a
ocorréncia de processos inflamatoérios, devido a composicao desta fragao em proteinas de fase
aguda, embora o seu aumento possa também ocorrer por agao dos estrogénios (gravidez e
toma de contracetivos) (17,18). A diminuicao da fragao al é principalmente observada nas
deficiéncias da ol-antitripsina, as quais apresentam etiologia genética e estao associadas a

doenga hepatica e pulmonar (16,17).

B.4. Fracao a2

A fragao a2 é principalmente constituida pela haptoglobina e pela a2-macroglobulina. A a2-
macroglobulina é uma das proteinas plasmaticas com maior peso molecular (720 kDa) e atua
como inibidor das proteases. Na sindrome nefrotica, a retencao desta proteina no plasma,
devido ao seu elevado peso molecular e a sua sintese aumentada, levam a elevagao da fragao
a2, enquanto as outras fragoes diminuem devido a perda de proteinas na urina (17). A a2-

macroglobulina encontra-se também aumentada em recém-nascidos, idosos, diabéticos e em
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doentes com niveis de estrogénios aumentados (17). A semelhanca da fracio anterior, o
aumento da fracao a2 pode ser também observado nos processos inflamatorios, devido a
composicao desta fracao em proteinas de fase aguda, em particular a haptoglobina, embora
esta proteina sofra apenas aumentos tardios nestas condigoes (16).

A diminuicao da fragao a2 esta principalmente associada a diminui¢do da concentragao
plasmatica da haptoglobina, que por sua vez resulta principalmente da ocorréncia de hemolise
intravascular (15). A diminuicao da fragao a2 pode também ser observada na desnutrigao
proteica, nas enteropatias com perda de proteinas e nas doengas hepaticas severas (18). A
colheita e manuseamento inadequado das amostras, com resultante hemdlise in vitro, podem
ser evidenciados através do aparecimento de uma banda nesta fragao, correspondente aos
complexos hemoglobina-haptoglobina, em conjunto com uma banda na fragao §3,

correspondente a hemoglobina livre.

B.5. Fracao

A fragao 3 é principalmente constituida pela transferrina e pelo fator C3 do complemento.
A transferrina é uma proteina com elevada mobilidade eletroforética dentro desta fragao e
representa a maior porgao da fragao 1. Esta proteina é o principal transportador do ferro no
plasma e encontra-se principalmente aumentada nas anemias provocadas por deficiéncia deste
nutriente, embora a sua saturagao com ferro seja inferior. A transferrina aumenta também
por acao dos estrogénios (16) e, ao contrario das proteinas de fase aguda, encontra-se
diminuida nos processos inflamatorios. A sua concentragao plasmatica encontra-se também
diminuida nas doengas hepaticas, nas condigoes com perda de proteinas e, mais raramente, na
desnutricio e nas deficiéncias congénitas desta proteina, as quais estao associadas a
acumulagdo de ferro e a anemia hipocromica severa resistente a terapéutica com
suplementagao de ferro (17). As variantes genéticas da transferrina estao associadas a
ocorréncia desta proteina em formas com mobilidades eletroforéticas distintas, evidenciadas
pela observagao de duas bandas discretas nos perfis eletroforéticos (17).

O fator C3 do complemento apresenta menor mobilidade eletroforética dentro das
proteinas da fracio P e corresponde a maior porcio da fragio P2. A semelhanca da
haptoglobina, as suas concentragoes plasmaticas aumentam tardiamente nas reagoes de fase
aguda (16). A diminuicao do C3 pode estar associada a sua deficiéncia primaria ou a deficiéncia
secundaria ao seu consumo por ativagao das vias do complemento. O fator C4 encontra-se
presente em menor quantidade na fragao [ e a sua presenga € apenas evidente com o aumento

da sua concentragao plasmatica nas fases tardias das reagoes de fase aguda.
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As condigoes associadas com o aumento do colesterol plasmatico, nomeadamente
hipercolesterolémia, ictericia obstrutiva, hipotiroidismo, sindrome nefrotica e alguns casos de
diabetes mellitus, resultam no aumento das B-lipoproteinas, cuja migragao € variavel no perfil
eletroforético e pode induzir o aparecimento de uma banda na fragao 3 (15,17). O aumento
da fragao 2 pode também dever-se a presenca de fibrinogénio nao esgotado durante a

formacao do codagulo para a obtencao das amostras de soro.

B.6. Fracaoy

A fragao y é constituida pelas imunoglobulinas, ou anticorpos, produzidos pelos plasmécitos
em resposta a exposicao a antigénios ou devido a neoplasias malignas destas células.
Dependendo da estrutura das suas cadeias pesadas, as imunoglobulinas podem ser classificadas,
por ordem decrescente da sua concentragao plasmatica, em IgG, IgA, IgM, IgD e IgE. A IgG é
a Unica imunoglobulina que migra em toda a fragao y e representa cerca de 73% das
imunoglobulinas normais (15). As IgA e IgM apresentam migragao variavel entre a fragao f e a
fracao y e representam cerca de 19% e 5% das imunoglobulinas normais, respetivamente (15).

O aumento da fragao y pode ser do tipo policlonal ou monoclonal. As bandas policlonais
demonstram um aumento difuso da fracao y (Figura 19A) e representam uma resposta
imunoldégica normal a exposicao a antigénios, sendo caraterizadas pela produgao de
imunoglobulinas por varios clones de plasmocitos. Os aumentos monoclonais estao associados
a uma banda estreita e homogénea na fragao y (Figura 19B), que representa a produgao de
uma classe especifica de imunoglobulina (paraproteina) por clones idénticos de plasmécitos.
Estas bandas estao associadas as gamapatias monoclonais, caraterizadas pela produgao
exacerbada da paraproteina, a custa da produgao de outras proteinas plasmaticas, que é
responsavel pelos danos organicos verificados nestas patologias. A gamapatia monoclonal mais
frequente é o mieloma multiplo, embora as bandas monoclonais possam também ser detetadas
nas gamapatias monoclonais de significado indeterminado (MGUS), na macroglobulinemia de
Waldenstrom e nos plasmocitomas (16), sendo necessario o estudo clinico posterior destes
casos de modo a efetuar o diagndstico adequado. Devido a mobilidade eletroforética da IgA e
da IgM, as gamapatias monoclonais com paraproteinas destas classes, em particular a

macroglobulinemia de Waldenstrom, podem demonstrar uma banda monoclonal na fragao p.
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Figura 19 — Perfis eletroforéticos correspondentes a (A) aumento policlonal e (B) aumento
monoclonal da fracdo y.

A diminuicao da fragao y é observada na hipogamaglobulinemia, associada as deficiéncias
congénitas e secundarias das imunoglobulinas. Este padrao pode ser observado nos casos de
mieloma multiplo por cadeias leves livres nos quais, devido a perda das cadeias leves pela urina,
o pico monoclonal s6 pode ser detetado por eletroforese urinaria (16).

Devido a migracao da proteina C reativa na fragao y, as elevagoes desta proteina nas
reagoes de fase aguda resultam no aparecimento de uma banda a nivel desta fragao. Nas
doengas hepaticas, em particular na cirrose hepdtica, o aumento das IgA resulta no

aparecimento de uma jungao carateristica entre a fragao B2 e a fragao y (ponte -y).

B.7. Eletroforese de proteinas na urina

A eletroforese de proteinas na urina € um processo semelhante ao descrito anteriormente,
embora as amostras sejam previamente sujeitas a um procedimento manual para a sua filtragao
por didlise, destinada a concentrar as proteinas na amostra e a remover elementos
interferentes (Anexo l). Em condi¢oes normais, a filtragao glomerular e a reabsorgao tubular
impedem a perda de proteinas na urina, resultando em bandas muito ligeiras ou praticamente
inexistentes para cada fragao dos perfis eletroforéticos. Na insuficiéncia renal, a faléncia destes
mecanismos resulta na perda de proteinas na urina (proteinuria), demonstrada através do

aumento das fragoes obtidas por eletroforese.

A principal aplicagao da eletroforese de amostras
de urina é a detegao da presenga de cadeias leves livres
das imunoglobulinas (proteina de Bence-Jones),

demonstrada pelo aparecimento de uma banda

monoclonal na fragao y (Figura 20). Em condigoes ‘ ‘

normais, as cadeias leves livres podem ser filtradas nos : e

glomérulos e reabsorvidas nos tubulos renais, ao Figura 20 - Banda monoclonal em

contrario das imunoglobulinas completas, que nao eletroforese de urina (17).
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conseguem passar a barreira de filtragao glomerular intacta. Com o aumento da concentragao
sérica de cadeias leves livres, resultantes da sua produgiao exacerbada, a capacidade de
reabsorgao renal é excedida, verificando-se a sua excregao na urina (16). Eventualmente, o
excesso de cadeias leves livres resulta também na sua deposicao a nivel tubular, com
subsequente lesao renal e perda de outras proteinas na urina, demonstrada pelo aumento das
restantes fracoes eletroforéticas.

A detegao da proteina de Bence-Jones € um importante indicador de uma gamapatia por
cadeias leves, e pode ser utilizada tanto para fins diagnosticos como para a monitorizagao da
doenga. Na secao da Imunologia, a detegao de uma banda monoclonal, tanto em amostras de
urina como amostras de soro, € sempre complementada com a sua caraterizagdo por
imunosubtracao e, em alguns casos, com a quantificacio nefelométrica das cadeias das

imunoglobulinas e da f2-microglobulina urinaria.

B.8. Imunosubtracao

A imunosubtracao é o método utilizado para a caraterizagao de bandas monoclonais em
amostras de soro e de urina. Este ensaio é também particularmente util para a confirmagao
dos casos sugestivos de uma gamapatia monoclonal em que o perfil eletroforético nao permite
a identificacao clara de uma banda monoclonal. A nivel metodologico, a imunosubtragao
consiste na incubagao de varias aliquotas da amostra, diluida em solugiao tampao, com
diferentes anticorpos especificos para cada uma das diferentes cadeias pesadas das IgG, IgA e
IgM e para as cadeias leves kK e A. Na presenga das cadeias especificas para os anticorpos
adicionados, verifica-se a formagao de imunocomplexos que alteram a mobilidade

eletroforética das imunoglobulinas, resultando na eliminagao da banda monoclonal (Figura 21).

SPE lgG IgA
Igh K A
Figura 21 — Imunosubtracdo de uma gamapatia monoclonal 1gG-k (SPE: eletroforese das

proteinas do soro) (17).
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Deste modo, a caraterizagdo de uma banda monoclonal através do ensaio de
imunosubtragao permite a identificagao da paraproteina produzida em excesso nas gamapatias
monoclonais e auxilia o diagnostico de patologias como o mieloma mdltiplo (principalmente
associado a paraproteina do tipo 1gG), a macroglobulinemia de Waldenstrom (principalmente
associada a paraproteina do tipo IgM) e as gamapatias por cadeias pesadas e cadeias leves livres

(16,17).

C. Doseamento de Proteinas Especificas

As proteinas plasmaticas correspondem a um conjunto extenso de diferentes proteinas que
circulam no plasma sanguineo. Estas macromoléculas sao principalmente sintetizadas e
catabolizadas a nivel hepatico e sao libertadas para a corrente sanguinea através dos sinusoides
e das veias centrais do figado. As proteinas plasmaticas desempenham diversas fungoes no
organismo, nomeadamente a manutengao da pressao oncotica, o transporte de hormonas,
vitaminas, metais e farmacos, a defesa contra agentes invasores, a ativagao da coagulagao e da
fibrindlise e a manutengao do pH sanguineo (16). A quantificagao de proteinas especificas é
importante em patologia clinica uma vez que as carateristicas inerentes a cada uma destas
macromoléculas permitem a sua aplicagdo como marcadores de diagndstico e monitorizagao
para determinadas patologias. Na se¢ao da Imunologia, para além das proteinas plasmaticas,
sao também quantificadas as cadeias leves das imunoglobulinas e a B2-microglobulina em
amostras de urina. Os valores de referéncia utilizados nos doseamentos de proteinas

especificas encontram-se disponiveis nos Anexos | e K.

C.l. Siemens BN ProSpec®

O BN ProSpec®é o equipamento utilizado no doseamento de proteinas especificas no soro
e na urina, recorrendo ao principio da imunonefelometria. Os ensaios sao realizados através
da incubagao das amostras, previamente diluidas pelo equipamento, a 37°C, com os anticorpos
especificos para os analitos em estudo. A quantidade de imunocomplexos formados é
proporcional a concentragao de analito na amostra e é determinada ao incidir um feixe
luminoso nas cuvetes de reagao. A quantidade de luz dispersa pelos imunocomplexos é
proporcional a concentragao de analito na amostra e é determinada através da captagao da
luz pelos detetores do equipamento (posicionados a 30-90° relativamente a fonte do feixe
luminoso) e pela correlagao do sinal obtido com as calibragoes armazenadas para cada
parametro. Para as proteinas associadas a concentragoes muito baixas nas amostras utilizadas,

nomeadamente a cistatina C, o fator reumatoide e a 2-microglobulina, a sensibilidade do
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método é melhorada recorrendo a reagentes com particulas de latex revestidas com os
anticorpos especificos para o analito em estudo, que permitem um acréscimo na quantidade
de luz dispersa pelos imunocomplexos formados e aumentam o sinal captado pelo

equipamento.

C.2. al-Antitripsina

A AAT (52 kDa) é uma glicoproteina produzida a nivel hepatico e um importante inibidor
das proteases pertencente a familia das serpinas, uma familia de proteinas que reagem com
enzimas proteoliticas que apresentam grupos serina nos seus locais ativos. A AAT é uma
proteina de fase aguda, verificando-se o seu aumento nos processos inflamatorios. A
concentragao plasmatica de AAT aumenta também por acao dos estrogénios (16).

A quantificagao da AAT é particularmente Util no rastreio de deficiéncias congénitas desta
proteina. A AAT é expressa por dois alelos co-dominantes, que podem ser alelos M,
associados a expressao normal da proteina, ou alelos mutados S e Z, estando este Ultimo
associado a menor produgao da proteina (15,17). Os individuos com o gendtipo ZZ
demonstram o grau mais severo de deficiéncia em AAT, a qual estd associada ao
desenvolvimento de doenga pulmonar (DPOC e enfisema pulmonar) e, em menor frequéncia,
doenga hepatica (15).

O desenvolvimento de doenga pulmonar esta associado com a fungao da AAT na inibigao
da elastase libertada pelos leucocitos polimorfonucleares durante os processos inflamatorios,
impedindo desta forma a degradagao do tecido elastico (elastina) presente a nivel das
ramificagoes traqueobronquicas e do endotélio vascular (16). As patologias pulmonares sao
mais comuns nos adultos e sao agravadas por fatores ambientais como o fumo do tabaco e a
poluicao atmosférica. O desenvolvimento de doenga hepdtica esta relacionado com a
acumulagao e polimerizagao das formas mutantes e instaveis da proteina nos hepatocitos, com
subsequente inducao de lesao celular (19). A sua ocorréncia é superior em criangas e incluem

colestase, cirrose e carcinoma hepatocelular neonatal (16).

C.3. B2-Microglobulina

A B2M é uma proteina de baixo peso molecular (11,8 kDa) que constitui a subunidade 3
das moléculas de MHC-| presentes na superficie celular de todas as células nucleadas (20). As
moléculas de MHC-| sao importantes na resposta imunitaria as infe¢oes virais através da
apresentagao de antigénios intracelulares as células citotoxicas do sistema imunitario, que por
sua vez respondem com a destruicao da célula apresentadora. A B2M é libertada em pequenas

quantidades para a circulagao sanguinea a uma taxa constante, sendo filtrada livremente nos

Pedro Madail Marques e Silva | 40



| Relatério de Estagio — Mestrado em Analises Clinicas

glomérulos renais e reabsorvida pelas células tubulares proximais. Em individuos saudaveis, a
concentragao de B2M é mantida a valores baixos no plasma e praticamente inexistentes na
urina (20). A elevacao da concentragao plasmatica da B2M pode resultar tanto da sua
libertagao aumentada por morte celular e agao do sistema imunitario (infe¢oes e doencgas
autoimunes), como da diminui¢ao da sua excregao a nivel renal.

A B2M é um marcador sensivel da taxa de filtracao glomerular (TFG), devido a elevada
correlagao entre o aumento da sua concentragao plasmatica e a diminuigao da capacidade de
excregao renal. Na auséncia de disfungao glomerular, a quantificagao desta proteina na urina
permite avaliar a fungao tubular renal pois a sua concentragao urindria é dependente da
capacidade de reabsorgao tubular, sendo um parametro util na monitorizagao de doenca
tubulointersticial renal. Uma vez que a sua concentragao plasmatica esta dependente de outros
fatores para além da sua excrecao renal, a avaliagao da TFG a partir desta proteina deve ser
realizada em conjunto com a restante informacao clinica. Como marcador tumoral, a
quantificagao da B2M no plasma e na urina é Gtil na monitorizagao de gamapatias monoclonais
malignas (em particular o mieloma multiplo) e de neoplasias linfocitarias, devido ao

agravamento da fung¢ao renal associada com a progressao destas patologias.

C.4. Cistatina C

A cistatina C é uma proteina nao glicosilada de baixo peso molecular (13 kDa) e um
importante inibidor das proteases da cisteina. E sintetizada por todas as células nucleadas e
libertada em pequenas quantidades para a circulagio sanguinea a uma taxa constante,
independentemente do sexo, idade ou massa muscular (20). A quantificagao da cistatina C no
soro é utilizada na avaliagao da fungao renal, uma vez que esta proteina é filtrada livremente
nos glomérulos e o aumento da sua concentragao sérica esta quase exclusivamente associado
com a diminuigao da sua excrecao renal e da TFG. Relativamente a creatinina, a concentragao
de cistatina C no soro nao ¢é afetada por fatores como a alimentagao ou a massa muscular e
os seus valores sofrem aumentos mais sensiveis em fases mais precoces do decaimento da
TFG, enquanto as variagoes da creatinina so se tornam evidentes quando a TFG ¢ inferior a

cerca de 50% do valor normal.

C.5. Haptoglobina

A HPT é uma glicoproteina (100 kDa) sintetizada pelos hepatdcitos e em pequena
quantidade pelas células do sistema reticuloendotelial. Estruturalmente, é constituida por um
par de cadeias o e cadeias } com capacidade de estabelecer a ligagao com as subunidades

proteicas da hemoglobina. Ao contrario das restantes proteinas de fase aguda, a HPT sofre
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apenas ligeiros aumentos nas fases tardias dos processos inflamatoérios (17). A HPT encontra-
se também aumentada por agao dos glucocorticoides e dos AINEs (16).

A HPT é principalmente util na avaliagdo de anemia hemolitica intravascular. Nestas
condigoes a HPT atua através da sua ligacao irreversivel com a Hb libertada pelos eritrécitos
lisados, levando a formagao de complexos que sao captados e degradados pelo sistema
reticuloendotelial. Este mecanismo evita a perda do ferro da Hb na urina e permite a sua
reutilizagao, em conjunto com os restantes componentes desta proteina. Na anemia
hemolitica intravascular a concentragao plasmatica de HPT diminui como resultado da sua
degradagao pelo sistema reticuloendotelial, em conjunto com a Hb, e da incapacidade do
organismo na sua reposi¢ao por sintese hepatica (17). As concentragoes plasmaticas da HPT
encontram-se também diminuidas nas doengas hepatocelulares crénicas, devido a diminuigao
da sua sintese e ao metabolismo alterado dos estrogénios, que tém uma agao inibitéria na
sintese da HPT (16). A deficiéncia em HPT pode ainda ser de origem genética e esta associada
a diferentes gendtipos para os dois alelos co-dominantes que codificam a proteina. O gendtipo
HpO0-0 esta associado a forma da doenga mais grave e é caraterizado por uma produgao muito

baixa ou praticamente nula de HPT (16).

C.6. Fatores C3 e C4 do Sistema Complemento

O sistema complemento € um componente integrante do sistema imunitario na defesa nao
especifica contra antigénios (sistema imunitario inato). Este sistema engloba um conjunto de
proteinas que reagem entre si, com as membranas celulares e com os complexos antigénio-
anticorpo de modo a promover a eliminagao de agentes estranhos ao organismo e a modular
as respostas inflamatorias. Os fatores do complemento sao principalmente produzidos pelo
figado, mas também em quantidades baixas pelos monocitos e outros tipos de células.

O sistema complemento € ativado principalmente por duas vias distintas: a via classica, por
acao dos complexos antigénio-anticorpo; e a via alternativa, por exposigao a polissacarideos
antigénicos e agao de proteases celulares (17). O fator do complemento C3 é uma proteina
chave das duas vias, enquanto o C4 esta envolvido exclusivamente na via classica. Devido ao
papel importante dos fatores do complemento como reguladores dos processos inflamatorios,
as concentragoes aumentadas de C3 e C4 no soro sao normalmente observadas nas reagoes
de fase aguda, embora estas elevagoes ocorram em fases mais tardias destas condigoes (17).

As deficiéncias em C3 e C4 podem ser de origem genética ou secundaria a diversas
patologias. A deficiéncia primaria em C3 resulta principalmente na ocorréncia de infegoes
recorrentes e persistentes, enquanto a deficiéncia primaria em C4 resulta principalmente no

desenvolvimento de patologias caraterizadas pela formagao de imunocomplexos (LES,
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vasculite e glomerulonefrite) (16,21). As deficiéncias secundarias de C3 e C4 ocorrem
principalmente como resultado do seu consumo na ativagao das vias do complemento. O
consumo aumentado em C3 e C4 pode ser observado com a ocorréncia de processos
infeciosos severos e na presenca elevada de imunocomplexos, observada em patologias como
LES e glomerulonefrite membranoproliferativa (16,21). As concentragoes diminuidas de C3
podem ocorrer particularmente na glomerulonefrite aguda e na glomerulonefrite
membranoproliferativa, enquanto os niveis diminuidos de C4 estao associados ao angioedema
hereditario e a anemia hemolitica autoimune (16,21). A deficiéncia em fatores do
complemento pode também estar associada a diminui¢ao da sua producao, em particular nos

casos de deficiéncias nutricionais e nas lesdes hepaticas.

C.7. Imunoglobulinas

As imunoglobulinas, ou anticorpos, sao proteinas

utilizadas pelas células do sistema imunitario para o RegisoL %, Wiy
. , variavel _> v (L 4 "
reconhecimento de moléculas estranhas ao \ I, Ay 4 4
: o Regido L\ A} (5 4
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estrutural, sao compostas por uma ou mais unidades T
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basicas (Figura 22) constituidas por um par idéntico

de cadeias pesadas e um par idéntico de cadeias leves,

sintetizadas de forma independente. Cada uma das Figura 22 — Estrutura da unidade
cadeias apresenta uma regiao constante e uma regiao basica de uma imunoglobulina (21).

variavel. A regiao variavel é a fragao envolvida no reconhecimento e ligagao a antigénios e
apresenta sequéncias terminais altamente polimérficas, que conferem a sua especificidade na
ligagao a antigénios. As regioes constantes das cadeias pesadas sao os locais efetores que
interagem com diversos recetores celulares e com os fatores do complemento. Estas regices
variam entre as diferentes classes de imunoglobulinas, conferindo a sua classificagao em IgM,
IgG, IgA, IgE e IgD, conforme as cadeias pesadas sejam do tipo , y, a, € ou §, respetivamente.
Nas cadeias leves, a estrutura das regioes constantes leva a sua classificagao em k e A. Cada

imunoglobulina é constituida apenas por um tipo de cadeia leve, as quais ocorrem, em

condigoes normais, na proporgao de k: A = 2:1.

C.7.1. Quantificacdo de IgG, IgA e IgM
Ao contrario da maioria das proteinas plasmaticas, as imunoglobulinas sao produzidas pelos
plasmécitos e constituem a resposta imunologica humoral a exposicao antigénica. Cada
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conjunto de clones idénticos de plasmécitos produz imunoglobulinas dirigidas a apenas um
antigénio especifico. A reagao primaria apos o contato inicial com o antigénio € a formagao de
anticorpos da classe IgM, que ocorre na forma de pentimero, corresponde a menos
especializada de todas as imunoglobulinas e € um potente ativador do sistema complemento
(15,16). Posteriormente, a produgao ¢é deslocada no sentido do aumento de IgG e IgA por um
processo designado por switching de classe. A IgG é particularmente importante no combate
a infegoes bacterianas, enquanto a IgA pode ocorrer na forma de dimero e atua principalmente
através da protecao das mucosas e fluidos corporais (15,16).

A determinagao quantitativa das imunoglobulinas pode fornecer informagoes importantes
relativamente ao estado da resposta imunitaria humoral. A diminui¢ao da concentragao sérica
das imunoglobulinas ocorre nas imunodeficiéncias primarias e nas imunodeficiéncias
secundarias, as quais podem estar associadas a infe¢oes croénicas (infecao pelo HIV), neoplasias
malignas (leucemias, linfomas e gamapatias monoclonais), desnutricao e administragao de
farmacos imunossupressores (glucocorticoides e agentes quimioterapicos) (16,21). O
aumento das imunoglobulinas ocorre devido a sua proliferagao policlonal e oligoclonal,
observada nas doencgas hepaticas (hepatite e cirrose hepatica), infecoes agudas e cronicas,
doengas autoimunes e infe¢oes intrauterinas (16,21). A proliferagio monoclonal pode ser
observada no mieloma multiplo, MGUS, plasmocitomas, macroglobulinemia de Waldenstrom

e doenca das cadeias pesadas (16).

C.7.2. Quantificacao de cadeias leves

Em condigoes normais, as concentragoes séricas das cadeias leves das imunoglobulinas
podem ser determinadas a partir das concentragoes das moléculas intactas das
imunoglobulinas. Os desvios a esta relagao verificam-se com a ocorréncia de cadeias leves e
cadeias pesadas livres presentes no soro. Independentemente destes casos, as concentragoes
elevadas e diminuidas das cadeias leves estao associadas a proliferagao (policlonal ou
monoclonal) e as insuficiéncias imunolégicas, respetivamente. Enquanto a proliferagao
policlonal demonstra o aumento das cadeias k e das cadeias A na propor¢ao aproximada de
2:1, a proliferagio monoclonal de imunoglobulinas ou de cadeias leves exibe o aumento de
apenas um tipo de cadeias, com alteracao do quociente k/A. Um valor de /A fora dos limites
de referéncia é portanto um indicador da presenga de uma gamapatia monoclonal.

Conforme referido anteriormente, a presenca de cadeias leves livres na urina reflete o
aumento da sua concentragao no soro, que por sua vez é sugestivo da sua produgao
monoclonal pelos plasmocitos. O excesso de cadeias leves livres ultrapassa a capacidade de

reabsorgao tubular e verifica-se o aumento da sua concentragao na urina (proteina de Bence-
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Jones). Assim, a dete¢ao de cadeias leves na urina € um importante indicador da presenga de
gamapatias monoclonais por cadeias leves, e pode ser utilizada tanto para fins diagnosticos
como para a monitorizagao da doenca. Estes doseamentos sao muitas vezes complementados
com a quantificagao da B2-microglobulina, dado a sua utilidade na monitorizagao da progressao

de gamapatias monoclonais.

D. Imunoalergologia

As reagoes de hipersensibilidade alérgica sio respostas de natureza imunoldgica que
ocorrem de forma exacerbada e nao controlada a exposicao a determinados antigénios
especificos (alergénios), em doses toleradas por individuos normais. Estas reagoes podem ser
classificadas, de acordo com os mecanismos envolvidos, em reagdes alérgicas mediadas por
IgE, que podem ser atopicas ou nao atopicas, e nao mediadas por IgE (mediadas por IgG ou
células T, entre outros mecanismos) (22). As reagoes atopicas correspondem a tendéncia
pessoal ou familiar ao desenvolvimento de reagoes alérgicas mediadas por IgE com a
sintomatologia tipica (asma, rinite e eczema), embora também sejam vulgarmente utilizadas
para definir qualquer reacao alérgica mediada por IgE. As reacoes nao atdpicas sao
relativamente comuns e podem resultar da ocorréncia de estimulos como picadas de insetos,
infecoes por helmintas e reagoes adversas a farmacos (22).

Na avaliacao laboratorial de reagoes alérgicas o primeiro passo muitas vezes consiste na
quantificagao dos anticorpos IgE totais, uma vez que permite identificar as reagoes alérgicas
mediadas por esta imunoglobulina. A concentracao sérica de IgE esta dependente da idade do
individuo e o seu aumento esta associado a produgao pelos linfécitos B, quando estimulados
pelas células apresentadoras de antigénio que capturam os alergénios. As IgE libertadas sao
especificas para o alergénio ao qual houve exposicao e sao responsaveis pela sensibilizagao
dos mastocitos e dos eosindfilos, através da sua ligagao aos recetores membranares FCeRI de
alta afinidade (21). A sensibilizagao destas células resulta na sua desgranulagao e libertagao de
proteinas, em particular a histamina, responsaveis pelos sintomas normalmente observados
nas reagoes alérgicas (vasodilatagao, edema e sensibilizagao dos nervos sensoriais) (21). Na
presenca de uma reagao alérgica mediada por IgE, o préoximo passo a nivel laboratorial consiste
na identificagdo dos alergénios envolvidos, através da quantificagao de anticorpos IgE
especificos. Na segao da Imunologia sao apenas realizados os ensaios de determinagao de
anticorpos IgE especificos, estando os doseamentos da IgE total reservados a segao da Quimica

Clinica/lmunoquimica.
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D.l. Phadia UniCAP® 100

O UniCAP® é o equipamento utilizado na quantificagio de autoanticorpos e de anticorpos
IgE especificos, utilizados na avaliagio de doengas autoimunes e de doencgas alérgicas,
respetivamente. De modo a realizar estas determinagdes, este sistema recorre ao principio
dos ensaios imunoenzimaticos (EIA) associados com a utilizagao de um substrato fluorescente,
combinando desta forma a especificidade dos ensaios imunologicos com a sensibilidade de um

ensaio fluoroenzimatico (Figura 23).
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Figura 23 — Representacdo do ensaio imunoenzimatico associado com a aplicacdo de um
substrato responsavel pelo desenvolvimento de fluorescéncia.

As amostras de soro sao inicialmente incubadas a 37°C em capsulas (fase sélida) revestidas
no interior com antigénios especificos para os anticorpos alvo em estudo. Caso estes
anticorpos estejam presentes na amostra havera formacao de ligagdes com os antigénios da
fase solida, sendo os anticorpos em excesso removidos posteriormente por lavagem das
capsulas. No passo seguinte do método, as capsulas sao incubadas a 37°C com anticorpos anti-
imunoglobulina humana conjugados com uma enzima, que se ligam aos complexos antigénio-
anticorpo previamente formados. As capsulas sio novamente lavadas para remover o excesso
do segundo reagente e é adicionado um substrato que emite fluorescéncia a determinado
comprimento de onda apds a reagao com a enzima dos anticorpos conjugados. A
concentragao do analito em estudo é proporcional a intensidade da fluorescéncia emitida e é
obtida através da sua extrapolagao a partir das curvas de calibragao armazenadas no

equipamento.

D.2. Anticorpos IgE especificos

Na imunoalergologia, o principal interesse clinico incide na identificagao ou na diferenciagao
da fonte da reagao alérgica. A quantificagao dos anticorpos IgE dirigidos para determinado
alergénio permite ir ao encontro deste objetivo uma vez o seu aumento da sua concentragao
sérica correlaciona-se com o desenvolvimento de uma reagao alérgica resultante da exposigao
a essa fonte alergénica. A identificacao do alergénio ou dos alergénios envolvidos é

extremamente importante uma vez que permite o aconselhamento adequado de modo a evitar
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a exposi¢cao a determinadas substincias (evicgao alergénica) e para o estabelecimento do
tratamento farmacologico e da imunoterapia.

Nos ensaios realizados na se¢ao da Imunologia, a quantificagao de anticorpos IgE especificos
é realizada recorrendo as capsulas ImmunoCAP®, obtidas através da extracio dos
componentes de diversas fontes alergénicas ou da producao de alergénios recombinantes apos
extracio de material genético das fontes alergénicas. As cipsulas ImmunoCAP® utilizadas
nestes ensaios, € a sua respetiva composi¢ao, encontram-se descritas no Anexo L.
Dependendo da sua composigao, a identificacao da fonte da reagao alérgica pode ser realizada
a varios niveis: as capsulas Phadiatop®e Phadiatop Infant®apresentam uma composi¢io extensa
de alergénios alimentares e inalantes e sao utilizadas para a pesquisa de IgE especifica a
alergénios de varios grupos; os painéis Multi-Rast (painéis de alergénios alimentares, animais,
de ervas daninhas e gramineas) permitem o rastreio mais restrito de alergénios dentro de um
determinado grupo; as capsulas com alergénios de uma Unica fonte permitem a identificagao
da origem especifica da reagao alérgica; e a alergologia molecular permite a identificagao das
moléculas especificas envolvidas no desencadeamento da resposta alérgica.

Os resultados acima de 0,35 KUA/L sao indicadores da ocorréncia de sensibilizacao ao
alergénio ou conjunto de alergénios testados. No entanto, estes resultados devem ser
avaliados em conjunto com a restante informagao clinica disponivel. Na auséncia de
sintomatologia pode ser excluida uma reagao alérgica aos componentes avaliados no ensaio,
embora deva ser realizado o seguimento clinico do doente, dado o risco de desenvolvimento
de uma reacao alérgica no futuro. Na presencga de sintomatologia, é confirmada a ocorréncia
de uma reagao alérgica mediada por IgE especifica aos componentes testados, devendo ser

estabelecidas as medidas adequadas de tratamento e seguimento do doente.

E. Autoimunidade

A autoimunidade engloba um conjunto extenso de patologias cuja patogenicidade assenta
na ativagdo da resposta imunologica celular contra estruturas do proprio organismo,
designadas por autoantigénios. A sua etiologia € muito complexa e esta principalmente
associada com a ocorréncia de varios fatores genéticos e ambientais, nomeadamente fatores
hormonais, dietéticos, terapéuticos, infeciosos e a exposigao a toxicos, e da sua influéncia na
eficacia dos mecanismos de auto-tolerancia do sistema imunitario responsaveis pela eliminagao
e inativacao de células auto-reativas, as quais sao formadas durante a resposta fisiologica a
exposi¢ao a antigénios (23). Embora as doengas autoimunes sejam relativamente incomuns, a

sua natureza cronica confere-lhes uma prevaléncia de aproximadamente 5-8% da populagao
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mundial (23). A sua classificagao pode ser realizada principalmente em doengas limitadas a um
orgao, que incluem algumas patologias que afetam os orgaos enddcrinos (Tiroidites
Autoimunes), e em doengas sistémicas, como as patologias que afetam o tecido conjuntivo e
as articulagoes (Lupus Eritematoso Sistémico e Artrite Reumatoide).

A carateristica comum destas patologias € a ocorréncia de autoanticorpos no soro, os quais
podem ser naturais ou patogénicos. Os autoanticorpos naturais estao presentes em baixas
concentragdoes no soro e sao principalmente do tipo IgM. A sua presenca contribui
provavelmente para a prevengao da ativacao de vias de sinalizagao da autoimunidade, através
da eliminacdo de células senescentes e de autoantigénios (23,24). Os autoanticorpos
patogénicos estao presentes em elevadas concentragdes no soro e sao principalmente do tipo
IgG. Estes autoanticorpos induzem danos no organismo através da sua ligagao aos tecidos,
ativagao da cascata do complemento ou da inducio da destruicio de células (Doenga
Hemolitica Autoimune). Estas imunoglobulinas podem também modular a atividade dos
recetores a superficie das células, bloqueando a sua fungao (Miastenia Gravis) ou induzindo a
sua estimulagio (Doenga de Graves), e podem ainda formar imunocomplexos com
autoantigénios ou fatores do complemento e depositar nos vasos e articulagoes, com indugao

de resposta inflamatéria (LES e Artrite Reumatoide) (23,24).

E.l. Determinacdao de Autoanticorpos

A ocorréncia de autoanticorpos em todas as doengas autoimunes contribui para a sua
aplicagio como marcadores auxiliares ao diagnostico e monitorizagao destas patologias. Os
autoanticorpos podem também ser detetados antes do aparecimento dos sintomas clinicos,
proporcionando um bom marcador preditivo para o desenvolvimento das doengas
autoimunes, particularmente quando mais do que um autoanticorpo é detetado (24). A
principal limitacao da sua utilizagao assenta na dificuldade em obter resultados sensiveis e
especificos para o diagndstico de uma determinada doenga autoimune. A maior parte dos
autoanticorpos sao inespecificos para apenas uma patologia e nem sempre sao detetados nas
principais doengas a que estao associados. A sua ocorréncia em titulos baixos pode também
verificar-se em condigoes fisiologicas e ao mesmo tempo nao permite excluir a presenga de
uma patologia autoimune. Para além destes aspetos, muitos dos autoantigénios sao ainda
desconhecidos, especialmente considerando que qualquer molécula no organismo se pode
comportar como autoantigénio.

Na secao da Imunologia, o estudo de autoanticorpos pode ser realizado por método
qualitativo/semi-quantitativo, através dos ensaios de imunofluorescéncia indireta (descritos no

Anexo M), ou por método quantitativo, através dos ensaios imunoenzimaticos previamente
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descritos para o doseamento de anticorpos IgE especificos. Os ensaios de IFl permitem o
rastreio mais completo de autoanticorpos, uma vez que detetam qualquer componente que
reaja com os autoantigénios presentes nos substratos. A interpretacao dos resultados é feita
com base na intensidade e nos padroes de fluorescéncia visualizados a partir de uma
determinada diluicao limite da amostra, que depende principalmente do ensaio realizado. Os
resultados positivos sao posteriormente avaliados semi-quantitativamente através da
realizacao de uma série de diluicoes de |:2 da amostra até uma diluicao maxima de 1:1024. Os
EIA sao utilizados na quantificagao de autoanticorpos especificos, permitindo a sua
identificacao definitiva. No entanto, estes ensaios abrangem um conjunto mais restrito de
autoanticorpos, sendo os resultados negativos insuficientes para excluir a presenga de um
determinado grupo de autoanticorpos. Os valores de referéncia utilizados para os dois tipos

de ensaio encontram-se disponiveis no Anexo N.

E.2. Anticorpos Antinucleares

Os ANA sao autoanticorpos especificos para os componentes do nucleo celular, incluindo
DNA, RNA e diversas proteinas e ribonucleoproteinas. Estes autoanticorpos sao
frequentemente utilizados como marcador sensivel para o diagnéstico e monitorizagao de
Lupus Eritematoso Sistémico (LES), devido a sua elevada ocorréncia no soro em doentes com
esta patologia (25). Por outro lado, sao também muito inespecificos e estao associados a
diversas doengas do tecido conjuntivo e articulagoes, incluindo Esclerodermia, Sindrome de
Sjogren, Polimiosite-Dermatomiosite, Doenga Mista do Tecido Conjuntivo (DMTC),
Sindrome de CREST e Artrite Reumatoide (AR) (25). Estes autoanticorpos estao também
associados a queimaduras graves e infegoes virais e podem ainda ser detetados em individuos
saudaveis, particularmente na populagao idosa (25).

Nos ensaios de IFl recorrendo as células HEp-2, os padroes de fluorescéncia associados
aos ANA sao varidveis de acordo com os autoanticorpos envolvidos e os seus autoantigénios
alvo. A visualizagao destes padroes ¢ facilitada pelas carateristicas do substrato utilizado
(Anexo M) e a sua interpretagao permite obter uma indicagao dos autoantigénios alvo
envolvidos, que por sua vez estao associados a determinadas patologias. No entanto, estas
correlagdes nao sao exatas e nao podem ser realizadas no sentido da identificagao de
autoanticorpos ou de patologias autoimunes especificas. A identificagao de autoanticorpos
especificos deve ser realizada recorrendo aos EIA destinados a sua quantificagao. A
interpretagao dos padroes de fluorescéncia é também particularmente complicada nos casos
em que ha ocorréncia mista de autoanticorpos, verificando-se a sobreposicao dos padroes.

Nestes casos, a distingao entre os padroes pode ser auxiliada com a preparagao de varias
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diluigoes da amostra, que permitem a sua discriminagao com base nas diferengas de

intensidade de fluorescéncia entre padroes diferentes.

E.2.1. Principais padroes em células HEp-2 (25)

Nuclear Homogéneo

Descricao: Marcagao uniforme e completa do nucleo das células em
interfase (Figura 24); Marcagao pronunciada da cromatina condensada
nas varias fases da divisao mitotica, sem marcagao citoplasmatica.

Principais Antigénios: dsDNA e Histonas.

Patologias associadas: LES, AR, Lupus induzido por farmacos, Figura 24 - Padrio

Artrite juvenil crénica e Esclerodermia. Nuclear Homogéneo.

Nuclear Mosqueado Grosseiro

Descricao: Particulas de densidade e tamanho variavel nos nucleos
das células em interfase (Figura 25); Células em mitose nao apresentam

marcacao da cromatina condensada, mas a associacao com outros ANA

pode converter este padrao em nuclear homogéneo.
Figura 25 — Padrao
Nuclear Mosqueado

Patologias associadas: LES, DMTC e Esclerodermia. Grosseiro.

Principais Antigénios: Sm e Ul-snRNP.

Nuclear Mosqueado Fino

Descricao: Particulas finas ou discretas com distribuicao uniforme
nos nucleos das células em interfase (Figura 26); Células em mitose nao

apresentam marcagao da cromatina condensada, mas a associagao com

outros ANA pode converter este padrao em nuclear homogéneo.
. e . . Figura 26 — Padrio
Principais Antigénios: SSA (Ro) e SSB (La). Nuclear Mosqueado
Patologias associadas: LES, Sindrome de Sjogren, Esclerodermia, Fino.

Miosite e DMTC.

Nucleolar
Descricdao: Marcagao fluorescente nucleolar de padrao variavel

(homogéneo, mosqueado ou grumoso) com marcagao negativa ou muito

fraca do nucleoplasma e do citoplasma (Figura 27); Marcagao muito

variavel da cromatina condensada e do citoplasma das células em  Figura 27 - Padrio
Nucleolar

mitose. (Homogéneo).

Pedro Madail Marques e Silva | 50



| Relatério de Estagio — Mestrado em Analises Clinicas
Principais Antigénios: Diversas proteinas e ribonucleoproteinas nucleares.
Patologias associadas: Principalmente Esclerodermia, LES e Sindrome de Raynaud, para

além de outras patologias do tecido conjuntivo.

Centrémero

Descricao: Diversas particulas fluorescentes discretas distribuidas
pelo nucleo das células em interfase (Figura 28); Distribuicao
caracteristica do mosqueado de acordo com a posi¢ao da cromatina

condensada nas diferentes fases mitoticas.

Principais Antigénios: Proteinas constituintes do cinetocoro, em

particular a CENP-B e a CENP-A. Figura 28 - Padrdo
Centrémero.

Patologias associadas: Sindrome de CREST.

Citoplasmaticos

Embora as células HEp-2 sejam principalmente utilizadas na
pesquisa de ANA, a sua composicdio em autoantigénios
citoplasmaticos permite também a detecao de autoanticorpos
especificos para estes componentes. Um dos principais grupos de

autoanticorpos detetados sao os anticorpos antimitocondriais, que

demonstram marcagao fluorescente granular filamentosa Figura 29 - Anticorpos
Antimitocondriais em

carateristica em torno do nucleo e ao longo do citoplasma (Figura células HEp-2.

29) e estao principalmente associados a cirrose biliar primaria. Os

anticorpos anti-actina (anticorpos anti-musculo liso mais frequentes)
podem também ser detetados com alguma frequéncia, demonstrando
marcagao fluorescente com fibras citoplasmaticas finas (Figura 30), e
estao principalmente associados a hepatite autoimune. A pesquisa

destes dois grupos de autoanticorpos € realizada recorrendo

principalmente ao tecido triplo, devido a maior sensibilidade do . .
Figura 30 — Anticorpos

ensaio na sua detegao. Anti-actina em células
HEp-2.
E.2.2. Doseamento de Anticorpos Antinucleares especificos
Na avaliagao de anticorpos antinucleares, apenas os ensaios de quantificagao permitem a
identificacao definitiva de autoanticorpos especificos presentes na amostra. A presenca de
determinado autoanticorpo permite obter uma indicagao das patologias associadas, embora

esta correlagao seja, na maior parte dos casos, muito inespecifica. Na se¢ao da Imunologia, os
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autoantigénios nucleares disponiveis nos ensaios de quantificagao incluem seis antigénios
nucleares extraiveis (ENA) e a proteina CENP-B (Tabela 6). Em doentes sem informacao
prévia relativamente a estes ensaios € inicialmente realizado um rastreio com o conjunto dos
sete autoantigénios. Para os resultados positivos sao posteriormente realizados ensaios para
cada autoantigénio especifico, de modo a obter a identificacdo definitiva. Os resultados
negativos nos rastreios nao permitem excluir a presenca de ANA na amostra, visto que estes
ensaios recorrem a conjunto restrito de autoantigénios especificos. Neste aspeto, os ensaios
de IFl sao mais vantajosos pois permitem a dete¢ao de autoanticorpos indisponiveis para

quantificagao, ou mesmo autoanticorpos desconhecidos.

Tabela 6 — Autoantigénios especificos quantificados na secdo Imunologia e as principais
patologias associadas (25).

Antigénio | Descricdo Patologias associadas
Polipeptideos do complexo Sm-snRNA envolvido | Elevada especificidade para

sm no processamento do mRNA LES

UI-RNP Ribonucleoproteina do complexo Sm-snRNA DMTC

SSA (Ro) Ribonucleoproteinas de fungao desconhecida

Sindrome de Sjogren

Ribonucleoproteina envolvida na terminagao da
SSB (La) LES
transcrigdo da RNA polimerase |lI

S Produto ativo da degradagao da topoisomerase Esclerose sistémica,
cl-
tipo | LES, Fenomeno de Raynaud
Polimiosite,
Jo-1 Local ativo da histidil-tRNA sintetase
Dermatomiosite
CENP-B Proteina constituinte dos cinetocoros Sindrome de CREST

E.3. Anticorpos anti-dsDNA

Os anticorpos anti-dsDNA sao autoanticorpos especificos para os nucledtidos
emparelhados do DNA de dupla cadeia. A sua detegao no soro é altamente especifica de LES,
uma vez que estes autoanticorpos ocorrem quase exclusivamente nesta patologia, e apresenta
uma sensibilidade acima de 70% para doentes com doenga ativa (25).
Os niveis de anticorpos anti-dsDNA apresentam também correlagao
com a atividade da doenca, sendo utilizados na monitorizagao da sua
progressao.

Nos ensaios de IFl recorrendo ao protozodario monoflagelado

Crithidia luciliae, a presenga de anticorpos anti-dsDNA é evidenciada

pela marcacao fluorescente do cinetoplasto (Figura 31), associada ou

Figura 31 - Marcacdo

nao com marcacgao fluorescente do nucleo. No caso de ocorrer fluorescente de
cinetoplastos de
Crithidia luciliae (25).

exclusivamente marcagao fluorescente nuclear, a amostra podera
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conter ANA, embora a diluigao limite para este ensaio seja muito baixa quando comparada
com a diluigao utilizada na pesquisa de ANA, o que implica que amostras com estes resultados
poderao demonstrar intensidade de fluorescéncia pouco significativa em células HEp-2.
Devido a menor especificidade das células HEp-2 na detegao de anticorpos anti-dsDNA,
associada a ocorréncia simultanea de outros autoantigénios nestas células e a presenca de
menor densidade de dsDNA, a conjugacao deste ensaio com a pesquisa de anticorpos anti-
dsDNA recorrendo ao substrato Crithidia luciliae é vantajosa no rastreio e monitorizagao de
doentes com LES. Na se¢ao da Imunologia, € também realizada a quantificacao de anticorpos
anti-dsDNA pelos EIA, embora a especificidade destes ensaios seja inferior devido a presenga

de ssDNA nos reagentes, resultante da degradacao do dsDNA.

E.4. Anticorpos anti-Citoplasma dos Neutrofilos

Os ANCA sao autoanticorpos especificos para as granulagoes citoplasmaticas dos
neutrofilos, as quais armazenam diversas proteinas importantes para o funcionamento destas
células, nomeadamente enzimas proteoliticas, moléculas de adesao, recetores e proteinas
antimicrobianas. Dentro destas proteinas, os alvos atualmente descritos para os ANCA
incluem a mieloperoxidase (MPO), a serina protease 3 (PR3), a lactoferrina, a elastase, a
catepsina G e a proteina cationica 57 (26). A pesquisa de ANCA ¢é utilizada como auxiliar no
diagnostico e monitorizagao das vasculites autoimunes, em particular da Granulomatose de
Wegener, que esta principalmente associada a anticorpos anti-PR3, e da Glomerulonefrite
Rapidamente Progressiva (GNRP) e Poliarterite Nodosa, que estao principalmente associadas
a anticorpos anti-MPO (26).

Os ANCA podem ser classificados principalmente em dois grupos, de acordo com os
padroes observados por IFl em neutréfilos humanos fixados com diferentes solugoes. Os c-
ANCA demonstram marcagao fluorescente granular citoplasmatica em células fixadas com
etanol (Figura 32) e com formalina e estao principalmente associados ao antigénio PR3. Os p-
ANCA demonstram marcagao fluorescente granular nuclear/perinuclear em células fixadas
com etanol (Figura 32) e citoplasmatica em células fixadas com formalina, e estao
principalmente associados ao antigénio MPO. Na secao da Imunologia, a pesquisa de ANCA
pode ser complementada com os doseamentos dos anticorpos anti-PR3 e anti-MPO. No
entanto, uma vez que os c-ANCA e os p-ANCA nao estao associados exclusivamente aos
antigénios PR3 e MPO, respetivamente, os resultados negativos nos doseamentos nao

invalidam a presenga de ANCA na amostra.
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Figura 32 — Neutréfilos humanos fixados com etanol demonstrando (A) padroes de fluorescéncia
citoplasmaticos (c-ANCA) e (B) perinucleares (p-ANCA).

Em alguns casos sao produzidos padroes pouco caracteristicos (atipicos) de c-ANCA ou p-
ANCA em células fixadas com etanol, que podem ou nao permanecer positivos em neutrofilos
fixados com formalina. Os p-ANCA atipicos associados a antigénios sensiveis a fixagao com
formalina resultam na auséncia de marcagao fluorescente nestas condi¢coes, mas podem
demonstrar positividade com a execug¢ao de um ensaio adicional em células fixadas com
metanol. Estes padroes sao muitas vezes designados por x-ANCA e estao normalmente
associados a doencgas inflamatorias intestinais, como a colite ulcerosa (26).

A presenca de ANA na amostra resulta na marcagao fluorescente nuclear/perinuclear dos
neutrofilos fixados com etanol, sendo estes padroes diferenciados dos p-ANCA por
visualizagao da marcagao fluorescente dos nucleos dos eosindfilos igualmente fixados nos
pogos das laminas. A distingao entre ANA e p-ANCA pode também ser evidenciada em
neutrofilos fixados com formalina, visto que os p-ANCA desenvolvem um padrao
citoplasmatico enquanto os ANA mantém o padrao nuclear, embora a intensidade de
fluorescéncia seja muito mais baixa devido a sensibilidade dos antigénios nucleares a formalina.
Na presenca simultanea de ANA e p-ANCA a interpretagao dos resultados é mais complicada,

sendo necessario recorrer as células HEp-2 para confirmar a presenca de ANA (Tabela 7).

Tabela 7 - Classificacdo de autoanticorpos recorrendo a neutréfilos humanos, fixados com etanol
e formalina, e a células HEp-2 (26).

Tipo de Anticorpo Fixacdo com Etanol Fixacdo com Formalina HEp-2
c-ANCA Citoplasmatico Granular/citoplasmatico Negativo
p-ANCA Nuclear/perinuclear Granular/citoplasmatico Negativo
ANCA Atipico Citoplasmatico/perinuclear Citoplasmatico/nenhum Negativo
ANA Nuclear/perinuclear Reduzido/nenhum Nuclear
p-ANCA+ANA Nuclear/perinuclear Citoplasmatico/reduzido Nuclear
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E.5. Anticorpos anti-Membrana Basal Glomerular

Os AMBG sao autoanticorpos especificos para os dominios globulares NC1 presentes nas
extremidades C-terminais das cadeias o do colagénio tipo IV, um componente das membranas
basais dos tecidos dos rins, pulmoes, cristalino, coclea, cérebro e testiculos (26).

Os AMBG estao associados ao desenvolvimento de
glomerulonefrite rapidamente progressiva, associada ou nao a
hemorragia pulmonar (Sindrome de Goodpasture) (26). A
determinagao do seus titulos no soro é util na monitorizagao da
doenca devido a elevada correlagio com a sua severidade e
progressao. Aproximadamente 31% dos doentes com AMBG sao

também positivos para p-ANCA (a maioria especificos para a MPO),

embora a influéncia da presenca simultinea de AMBG e p-ANCA

Figura 33 — Marcacdo
para a progressao da doenga seja desconhecida (26). Os AMBG fluorescente por AMBG.

estao também associados a glomerulopatias apos transplante renal (26). A pesquisa de AMBG
por IFl recorrendo a tecido renal de macaco demonstra um padrao de fluorescéncia

caracteristico com marcagao fluorescente dos glomérulos renais (Figura 33).

E.6. Anticorpos Antimitocondriais

Os AMA sao autoanticorpos especificos para diversas enzimas e componentes
mitocondriais. Os anticorpos anti-M2 sao os mais frequentes e os mais clinicamente
relevantes, e sao especificos para as subunidades do complexo piruvato desidrogenase, um
complexo enzimatico localizado na membrana interna mitocondrial importante para o
metabolismo energético (26). Os AMA, em particular os anti-M2, estao principalmente
associados a cirrose biliar primaria (CBP) e sao Uteis no seu diagnéstico precoce, uma vez que
podem ser detetados em individuos assintomaticos que vém posteriormente a desenvolver a
doenga (26). Os AMA podem também ocorrer raramente em outras patologias, em particular
na presenca de anticorpos nao M2, incluindo LES, lupus induzido por firmacos, doenca
hepatica cronica, sifilis, anemia hemolitica autoimune, hepatite induzida por firmacos e
sindrome de anticorpos anti-fosfolipidicos (26). Os individuos saudaveis que nao chegam a
desenvolver patologia podem também demonstrar a presenga destes autoanticorpos.

Nos ensaios de IFl com tecido triplo, a presenga de AMA ¢ evidenciada pela observagao de
marcagao fluorescente granular do citoplasma das células hepaticas, dos tubulos proximais e
distais renais e das células parietais e principais gastricas (Figura 45). A variabilidade na
intensidade e nas zonas marcadas entre amostras podera dever-se a ocorréncia de diferentes

tipos de AMA, embora estas diferengas nao permitam a sua classificagao (26). Conforme
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mencionado anteriormente, os AMA podem também ser detetados em células HEp-2, através
da observacao de um padrao mosqueado citoplasmatico grosseiro tipico, embora o tecido

triplo seja mais sensivel e mais especifico para a pesquisa destes autoanticorpos.

E.7. Anticorpos Anti-Musculo Liso

Os ASMA sao autoanticorpos especificos para diversos autoantigénios presentes nos
filamentos do musculo liso e musculo estriado, dentro dos quais o mais frequente e mais
clinicamente relevante é a actina, uma molécula importante para a estrutura do citoesqueleto
e para os processos de contracao e relaxamento muscular. Os ASMA estao principalmente
associados a hepatite autoimune do tipo | e a cirrose biliar primaria, particularmente quando
detetados em titulos elevados no soro (diluigoes de 1:40 e acima) (26). Os titulos mais baixos
de ASMA estao normalmente associados a outras patologias, incluindo hepatite B e C cronica,
esteatose nao alcodlica, cirrose hepatica alcodlica e outras doengas inflamatérias autoimunes,
e em individuos saudaveis (26).

Nos ensaios de IFl, recorrendo ao tecido triplo, a detecao de ASMA é realizada através da
observagao da marcacao fluorescente da muscularis mucosae no tecido gastrico, das células de
musculo liso que rodeiam os capilares dos glomérulos renais (células mesangiais) e das células
de musculo liso das arteriolas hepaticas (Figura 34). A presenca de anticorpos anti-actina é
particularmente evidenciada pela marcagao fluorescente homogénea das fibras de actina
interglandulares no tecido gastrico e das fibrilhas intracelulares das zonas tubulares e
peritubulares do tecido renal (padrao espiculado tipico) (Figura 34).

Conforme mencionado anteriormente, os anticorpos ASMA podem também ser detetados
nas células HEp-2 por observagao da marcagao fluorescente das fibras que constituem o
citoesqueleto celular, embora a sua pesquisa em tecido triplo seja mais especifica devido a
necessidade na observagao de um conjunto de varios padroes de fluorescéncia em simultaneo

para a identificagao destes autoanticorpos.

Figura 34 — Anticorpos anti-Musculo Liso em tecido triplo: (A) Marcacdo das fibras de actina e da
muscularis mucosae do tecido gastrico; (B) Marcacdao das células de musculo liso das arteriolas
hepaticas; (C) Marcacdo das células mesangiais renais; (D) Marcacao das fibrilhas intracelulares
tubulares e peritubulares do rim.
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E.8. Anticorpos anti-Fracao Microssomal de Figado e Rim

Os anticorpos anti-LKM sao autoanticorpos especificos para as proteinas do citocromo
P450, uma superfamilia extensa e diversificada de hemeproteinas (citocromos), responsaveis
pelos processos metabdlicos envolvidos na destoxificagao e eliminagao de xenobioticos (26).
Os anticorpos anti-LKM do tipo | sio os mais frequentes e estao principalmente associados a
hepatite autoimune do tipo 2 (80-95% dos casos), podendo também ser detetados em alguns
casos de hepatite C e hepatite associada a sindrome poliglandular autoimune (PGAS) (26). Os
anticorpos anti-LKM-2 e anti-LKM-3 sao mais raros e estao associados a hepatite induzida por
farmacos e a hepatite autoimune do tipo 2, hepatite C e hepatite D, respetivamente (26).

Nos ensaios de IFl com tecido triplo, a detecao dos anticorpos anti-LKM ¢é realizada através
da observagao da marcagao fluorescente homogénea dos hepatdcitos e dos tubulos renais
proximais, com marcagao fraca ou ausente a nivel dos tubulos renais distais (Figura 45). Este
aspeto permite que estes anticorpos sejam facilmente diferenciados dos AMA, que marcam

tanto os tubulos renais proximais como os distais.

E.9. Anticorpos anti-Célula Parietal Gastrica

Os APCA sio autoanticorpos especificos para as subunidades o e B das H'/K* ATPases, as
bombas de protoes das membranas intracelulares e apicais das células parietais gastricas
responsaveis pela acidificagao do suco gastrico. Os APCA estao principalmente associados a
gastrite autoimune (gastrite atrofica crénica) e a anemia perniciosa, mas podem também ser
detetados em varias doengas endocrinas, incluindo diabetes mellitus tipo I, hipotiroidismo e
doenga de Addison, e em titulos baixos em individuos saudaveis (26).

Na IFI com tecido triplo, a dete¢ao de APCA é realizada através da observagao da marcagao
fluorescente granular fina exclusiva as células parietais gastricas (Figura 45), que permite a sua
diferenciacao com os AMA, que também marcam o tecido renal e hepatico. Neste ensaio, é
particularmente importante a exclusao dos anticorpos heterdfilos, visto que estes podem
mimetizar o padrao dos APCA. No substrato utilizado, os anticorpos heterofilos podem ser
detetados por observagao da marcagao carateristica da “bordadura em escova” do interior
dos tubulos renais (Figura 40). Para excluir a ocorréncia de anticorpos heterofilos em conjunto
com APCA, os resultados positivos devem ser confirmados com a titulagao dos anticorpos da
amostra. Na presenca de APCA, a fluorescéncia das células parietais permanecera dominante
com o aumento das dilui¢des, enquanto a marcagao associada aos anticorpos heterofilos sera

consideravelmente mais fraca.
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E.10. Anticorpos Anti-Endomisio

Os AAE sao autoanticorpos especificos para a camada de tecido conjuntivo que envolve as
fibras do musculo liso e estriado (endomisio), composta por colagénio e reticulina, em
conjunto com o autoantigénio alvo, a transglutaminase tecidual (tTG) (26). A tTG é uma
enzima importante na cicatrizagao de feridas e na estabilizagao tanto da matriz extracelular
como do espago intracelular, através da formagao de ligagoes cruzadas entre proteinas
estruturais. A tTG é uma enzima inespecifica e estd presente em outros tipos de tecido,
nomeadamente no tecido gastrico, intestinal, hepatico e cardiaco (26).

Os AAE da classe IgA sao altamente especificos de doenca celiaca e dermatite herpetiforme
(26), sendo a sua pesquisa por IFl realizada recorrendo a anticorpos conjugados especificos
para as cadeias pesadas o das IgA. Por outro lado, a doenga celiaca ocorre frequentemente
em conjunto com a deficiéncia seletiva de IgA, devendo ser considerada a pesquisa de AAE da
classe IgG para estes casos, embora a sensibilidade do ensaio seja menor. Em criangas com
doenga moderada a sensibilidade do teste é muito inferior e pode resultar em falsos negativos,
sendo aconselhada a utilizagao de outros marcadores para estes casos.

Nos ensaios de IFl recorrendo ao tecido esofagico de macaco,
a presengca de AAE ¢ evidenciada niao sé pela marcagao
fluorescente da muscularis mucosae mas também por observacao
de um padrao hexagonal em “colmeia” caracteristico em torno das
fibras de musculo liso (Figura 35). Na titulagao dos autoanticorpos
para as amostras positivas, deve ser avaliada a diminuicao da

fluorescéncia entre as diferentes diluicoes de modo a detetar a

possivel presenca dos ASMA, que também marcam o tecido

Figura 35 — Marcacdo
muscular liso e podem interferir com os resultados deste ensaio. fluorescente
carateristica de AEE

E.l 1. Fator Reumatoéide e Anticorpos anti-Peptideos Citrulinados Ciclicos

O FR é um autoanticorpo especifico para as fragoes Fc das imunoglobulinas humanas da
classe IgG e ocorre predominantemente na forma de IgM, para além de IgG e IgA (27). O FR
€ um marcador sensivel para o diagnostico e monitorizagao da Artrite Reumatoide, uma vez
que é detetado em cerca de 70-90% dos casos e as suas concentragoes séricas correlacionam-
se com a severidade da doenga (27). A principal desvantagem da sua determinagao incide na
falta de especificidade para a AR, podendo ser detetado com alguma frequéncia em outras
doengas do tecido conjuntivo (LES, DMTC e Esclerodermia), em outros tipos de patologias
(hepatite, endocardite e infegoes virais/parasitarias) e nos individuos saudaveis, sendo a sua

ocorréncia mais frequente com o aumento da idade (27).
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Os anticorpos anti-CCP sao autoanticorpos especificos para os residuos de citrulina
presentes em diversas proteinas no organismo (28). A citrulina € um aminoacido neutro
formado por um processo enzimatico de modificagao pds-tradugao que consiste na remogao
do grupo imina dos residuos de arginina proteicos. O método de doseamento dos anticorpos
anti-CCP utilizado na secao de Imunologia é um método de segunda geragao e apresenta
sensibilidade equiparavel ao ensaio do FR para o diagnéstico da AR, para além de ser um
método mais especifico para esta finalidade. A semelhanca do FR, os anticorpos anti-CCP sio
também uteis na monitorizagao da doenga, visto que a sua concentragao sérica se correlaciona
com sua a severidade (27,28). No diagndstico da AR, a determinagao dos anticorpos anti-CCP
deve ser valorizada em conjunto com o doseamento do FR, particularmente nos casos em que
os anticorpos anti-CCP sao negativos e o FR é positivo, devendo ter sempre em consideragao

a menor especificidade do FR.

Ill. OUTRAS SECOES

Conforme mencionado anteriormente, o estagio realizado no Servigo de Patologia Clinica
incluiu também a se¢ao da Quimica Clinica/lmunoquimica e a segao da Microbiologia. A segao
da Quimica Clinica/lmunoquimica engloba os ensaios bioquimicos e imunologicos destinados
a determinagao de numerosos marcadores utilizados no diagnostico e monitorizagao de
diversas patologias, nomeadamente hepaticas, renais, cardiacas, tumorais e enddcrinas. A
semelhanga da Hematologia e da Imunologia, esta segao apresenta um grau de automatizagao
elevado, sendo o estagio principalmente direcionado no sentido dos fundamentos tedricos
dos ensaios, nos principios de funcionamento dos equipamentos, na sua manutengao,
calibragao e controlo interno e externo da qualidade, e da interpretagao dos resultados
obtidos no contexto clinico e metodoldgico.

A secao da Microbiologia esta principalmente reservada ao isolamento de agentes
patogénicos a partir de diversos produtos bioldgicos, a sua identificagao e avaliagao da sua
suscetibilidade a antibioterapia, dentro do contexto clinico. Esta segao esta também destinada
a analise de urina tipo Il e dos sedimentos urindrios e a realizagao dos testes serologicos e dos
ensaios da Biologia Molecular, utilizados no diagnéstico e monitorizagao de doencas infeciosas.
Ao contrario das restantes se¢oes, trata-se de uma area com uma componente pratica muito
predominante. O estagio nesta segao foi principalmente direcionado para os procedimentos
de inoculagao dos produtos biologicos em meio de cultura e para as fases envolvidas na
identificacao bacteriana, nomeadamente a interpretacgao de resultados obtidos do crescimento

bacteriano nos meios de cultura, a realizacao das coloracdes de Gram e Ziehl-Neelsen e a
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interpretagao das preparagoes coradas através da sua observagao ao microscopio otico, e a
execugao das provas de identificagdo manuais (catalase, oxidase, coagulase, antigénios de
Lancefield e galerias APl) e automatizadas. O estagio realizado nesta segao incidiu também na
anadlise de urina tipo Il e de sedimentos urinarios e ainda nos fundamentos teoricos, execugao

e interpretacao de ensaios seroldgicos.

IV. SERVICO DE IMUNOHEMOTERAPIA

O Servigo de Imunohemoterapia é completamente independente relativamente ao Servigo
da Patologia Clinica e esta principalmente destinado a realizagao das provas de compatibilidade
no contexto das transfusoes de hemocomponentes realizadas a nivel do Hospital. Este Servigo
encontra-se sob a responsabilidade da Dr.* Lucia Borges, Médica Especialista e Diretora do
Servico de Imunohemoterapia, sendo as tarefas da rotina asseguradas por uma equipa
constituida por Técnicos de Analises Clinicas e Saude Publica e Técnicos Auxiliares de
Laboratorio.

A nivel estrutural, o Servio de Imunohemoterapia é principalmente constituido pelo
laboratério em si, que engloba uma divisao destinada aos estudos de compatibilidade e uma
segunda divisao destinada as determinagoes de marcadores séricos da Virologia, para além dos
gabinetes médicos e uma sala reservada aos funcionarios. Os auto-analisadores utilizados no
Servigo de Imunohemoterapia encontram-se descritos na Tabela 8, em conjunto com as suas
aplicagoes.

Para além do sistema Apollo, este Servigo recorre a Aplicagao de Sistema de Informagao
de Sangue (ASIS), que permite a gestao dos registos relativos as provas de compatibilidade.
Devido ao curto periodo de tempo decorrido no Servigo de Imunohemoterapia, o estagio foi
focado apenas em alguns aspetos gerais da Imunohematologia, no fundamento dos ensaios

realizados e na organizagao do Servigo para a execugao das tarefas de rotina.

Tabela 8 — Auto-analisadores, e respetivos parametros avaliados, do Servico de
Imunohemoterapia.

Auto-analisador Parametros avaliados

Immucor Gamma Galileo Echo® Determinagao do grupo sanguineo ABO e Rh (D); Fenotipagem
eritrocitaria; Pesquisa de Anticorpos Irregulares (PAI).

Grifols WADiana® Compact Determinagao do grupo sanguineo ABO e Rh (D); Fenotipagem

Analyser eritrocitaria; Pesquisa de Anticorpos Irregulares (PAl); Prova de
compatibilidade eritrocitaria; Teste antiglobulina direto (TAD).

Siemens ADVIA Centaur® XP Marcadores séricos nas hepatites virais e do HIV.

bioMérieux Mini VIDAS® Ensaios de confirmacao dos resultados do Centaur® XP.

Fujirebio Auto-LIA® Ensaios de confirmagio dos resultados do Centaur® XP e do Mini
VIDAS®.
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CONCLUSAO

Apos a finalizagao de mais uma etapa, considero que a realizagao do estagio descrito neste
relatério, em conjunto com o restante plano de estudos do Mestrado, uma mais-valia para a
aquisicao de competéncias tedricas e praticas dentro da area das analises clinicas. O contato
tanto com a rotina laboratorial como os profissionais de saude responsaveis pelos servicos
contribuiu para um melhor entendimento da realidade associada ao laboratério clinico, assim
como a aquisicao de experiéncia profissional dentro desta area e de conhecimentos
fundamentais a nivel dos principios dos métodos analiticos, dos equipamentos utilizados nos
ensaios, da interpretacio de dados laboratoriais e dos procedimentos empregados para
garantir a qualidade dos servigos prestados.

Como Farmacéutico valorizo tudo o que aprendi com o decorrer deste curso pois os
topicos lecionados contribuiram para a reconciliagio das competéncias adquiridas com a
minha formagao prévia e para a sua adaptagao a area das analises clinicas. O estagio em
particular permitiu o contato inicial com um mundo completamente diferente do que eu ja
tinha experienciado dentro das areas de atividade farmacéutica e provou ser uma
oportunidade para aplicar e rever alguns dos conhecimentos que me foram facultados no
passado. Uma vez que planeio seguir a carreira farmacéutica em analises clinicas, considero
tudo o que aprendi durante este percurso um aspeto positivo a nivel da minha formagao e

espero que um dia os conhecimentos adquiridos sejam aplicados na minha vida profissional.
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ANEXOS

ANEXO A. Valores de referéncia para os parametros dos hemogramas.

Sexo Idade Valores de referéncia (x10'%/L)
<8 Dias 4,0-6,0
8 Dias-3 Meses 3,248
L. 3 Meses-6 Anos 4,1-5,5
Eritrocitos T3 Ao 1054
Masculino 4,5-6,5
>12 Anos
Feminino 3,9-59
Valores de referéncia (g/dL)
<8 Dias 13,5-19,5
8 Dias-3 Meses 9,5-13,5
3 Meses-6 Anos 10,5-13,5
Hemoglobina 6-10 Anos 11,0-13,5
10-12 Anos 12,0-14,0
Masculino 13,0-18,0
>12 Anos
Feminino 11,5-16,5
Valores de referéncia (%)
<8 Dias 44-64
8 Dias-3 Meses 32-44
Hematécrito 3 Meses-12 Anos 37-45
Masculino 41-55
>12 Anos
Feminino 37-47
Valores de referéncia (fL)
<3 Meses 85-105
3 Meses-12 Meses 70-86
VGM 12 Meses-6 Anos 73-86
6 Anos-12 Anos 77-91
>12 Anos 76-96
Valores de referéncia (pg)
<3 Meses 24-34
HGM 3 Meses-12 Meses 23-31
12 Meses-12 Anos 24-30
>12 Anos 27-32
Valores de referéncia (g/dL)
CHCM 32-36
Valores de referéncia (%)
RDW 11-15,8
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Valores de referéncia (x10°/L)
<8 Dias 10,0-26,0
8 Dias-12 Meses 6,0-18,0
Leucadcitos
12 Meses-12 Anos 4,5-13,5
>[2 Anos 4,1-11,1
<| Dia 5,0-13,0
| Dia-3 Dias 1,5-7,0
Neutrofilos
3 Dias-6 Anos 2,0-6,0
>6 Anos 2,0-7,5
<| Dia 0,1-2,5
. | Dia-3 Dias 0,2-2,0
Eosinofilos
3 Dias-6 Anos 0,3-0,8
>6 Anos 0,04-0,4
<6 Anos <0,
Basofilos
>6 Anos <0,4
<| Dia 3,5-8,5
L. | Dia-3 Dias 2,0-5,0
Linfocitos
3 Dias-6 Anos 5,5-8,5
>6 Anos 1,5-4,0
<| Dia 0,5-1,5
. | Dia-3 Dias 0,3-1,1
Monécitos
3 Dias-6 Anos 0,7-1,5
>6 Anos 0,2-0,8
Valores de referéncia (10°/L)
Plaquetas 150-500

ANEXO B. Esfregaco de Sangue Periférico

A preparagao de um esfregaco de sangue periférico consiste no espalhamento de uma
camada fina de sangue, devidamente homogeneizada, ao longo de uma lamina de vidro.
Idealmente, a camada obtida deve ser regular e nao apresentar falhas ou estrias, com a
extremidade em franja e com as margens paralelas aos bordos da lamina. A preparagao
adequada de um esfregaco é essencial para obter o espalhamento homogéneo das células ao

longo da lamina e garantir a qualidade dos resultados obtidos.

Procedimento para a preparacao do esfregaco:

| — Identificar a lamina de acordo com a identificagao presente no tubo da amostra;
2 — Homogeneizar a amostra por agitagao suave;
3 — Transferir uma gota de sangue, com auxilio de um capilar, para uma das extremidades

de uma lamina limpa e sem irregularidades;
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4 — Posicionar de imediato do bordo do espalhador
(lamela), devidamente limpo e sem irregularidades, na
lamina e deslizar até ao contacto do bordo com a gota;

5 — Apos o espalhamento da gota por capilaridade ao
longo do bordo do espalhador, assegurar um angulo
de cerca de 35° entre a lamina e o espalhador e, com

um movimento firme e regular, estender a camada de

sangue por arrastamento (Figura 36);

6 — Deixar secar durante o periodo de tempo  Figura 36 - Preparacio de um

esfregaco de sangue periférico
adequado. gas guep

A espessura da camada pode ser regulada
variando a pressaio e a velocidade do

espalhamento e alterando o angulo ao qual o

espalhador é posicionado. Nas amostras de
doentes com anemia, a espessura correta & ,,hx : 3
assegurada recorrendo a um dngulo mais |5 %% 07 (y
elevado. Apos secagem e coloragao, os ||, l‘- )
Q' 3 a N ‘
esfregacos preparados sio observados ao |[@ %0 0 o) 020006, | 10,9080, ©
1870, 5 A ° ) o/ o
microscopio com a objetiva de imersao de 50x.
L . X Area muito espessa Boa area para Area muito fina
Inicialmente deve ser avaliada a qualidade tanto para observagdo do observagio do para observacéo do
esfregaco esfregago esfregaco

da preparagao do esfregagco como da sua
Figura 37 — Zonas de um esfregaco de

coloragao, visto que s6 um esfregaco bem sangue periférico.

preparado permite obter as conclusoes corretas relativamente a amostra. Posteriormente

deve ser escolhida a area ideal para a observagao tendo em conta a distribuicao e sobreposigao

das células (Figura 37). A visualizagao inicial dos esfregagos podera também ser util na detegao

de determinados elementos interferentes, incluindo eritrocitos aglutinados (aglutininas a frio)

e agregados plaquetarios (pseudo-trombocitopenia).

ANEXO C. Coloracao de Wright

A coloragao de Wright consiste na modificagao da técnica classica de Romanowsky e é
utilizada em rotina na segao de Hematologia para a coloragao dos esfregacos de sangue
periférico. O corante utilizado neste procedimento (corante de Wright) é composto pelo

azul-de-metileno e pela eosina diluidos em metanol, que atua como fixador das células.
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O azul-de-metileno é um corante com pH basico e possui afinidade para as estruturas acidas
das células, nomeadamente as granulagoes dos basdfilos e o citoplasma dos linfocitos e
monocitos. A eosina é um corante com pH acido e possui afinidade para as estruturas basicas
das células, incluindo as granulagoes dos eosindfilos e o citoplasma dos eritrécitos. As
estruturas com propriedades neutras, incluindo os nlcleos dos leucécitos, as granulagoes dos
neutrofilos e as estruturas das plaquetas, apresentam afinidade para os dois corantes e por
isso demonstram coloragao arroxeada ou violacea. Assim, a aplicagao de dois corantes com
propriedades de pH distintas demonstra elevada utilidade na visualizagdo das estruturas
celulares durante a observacio microscopica dos esfregacos, particularmente a nivel da

diferenciagao entre os diferentes tipos de leucocitos.

Procedimento para a Coloracio de Wright:

| — Cobrir completamente a lamina do esfregago com o corante de Wright e deixar atuar
durante 5 minutos;

2 — Cobrir a lamina do esfregago com solugao tampao sem retirar o corante de Wright e
deixar atuar durante 10 minutos;

3 — Lavar a lamina com agua corrente e deixar secar.

ANEXO D. Coloracao de May-Griinwald-Giemsa

A semelhanca da técnica de Wright, a coloragio de May-Griinwald-Giemsa é baseada nos
métodos de coloragao classicos de Romanowsky. Deste modo, os corantes de May-Griinwald
e Giemsa sao essencialmente compostos por uma mistura de eosina (corante acido) e azul-
de-metileno (corante basico), diluidos em metanol (fixador), e fornecem resultados
semelhantes relativamente a coloragao de Wright na observagao microscopica dos esfregagos.
Embora seja normalmente utilizada em esfregagos de sangue periférico, a técnica de May-
Grinwald-Giemsa é principalmente utilizada na segao da Hematologia para a coloragao de

esfregacos de medula dssea.

Procedimento para a Coloracao de May-Griinwald-Giemsa:

| — Colocar os esfregagos numa tina com metanol e deixar durante 10 minutos (20 minutos
para esfregacos de medula 6ssea);

2 — Transferir os esfregagos para uma tina com corante May-Griinwald diluido e deixar
atuar durante |0 minutos;

3 — Transferir os esfregacos para uma tina com corante Giemsa diluido e deixar atuar

durante 20 minutos;
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4 — Lavar com agua corrente e deixar secar;

5 — Montagem das laminas com lamelas e auxilio de uma resina para a colagem.

ANEXO E. Coloracao de Perls

Na secao da Hematologia, a coloragao de Perls é utilizada em _
esfregacos de medula ossea para a observagao microscopica de ’
depédsitos de ferro e dos granulos de ferritina nos sideroblastos. A
visualizagao destes depositos € proporcionada pelo ferrocianeto Q
de potassio da Solugao de Perls, que reage com os catioes férricos *
para formar o ferrocianeto de ferro observado nas preparagoes -

como granulos de coloragao azulada. Esta coloragao é

particularmente importante no auxilio ao diagnostico de
, . T . . L. Figura 38 — Sideroblastos
sindromes mielodisplasicas, em particular a anemia refrataria com em anel (4).

sideroblastos em anel (Figura 38).

Procedimento para a Coloracio de Perls:

| — Ligar o banho-maria a 56°C;

2 — Preparar a Solucdo de Perls antes de cada coloragao (mistura de partes iguais de
ferrocianeto de potassio e HCI 0,2 N)

3 — Fixar os esfregagos em metanol durante 10 minutos e deixar secar;

4 — Colocar os esfregagos numa tina com Solugao de Perls e tapar;

5 — Colocar a tina no banho-maria e deixar atuar durante 5 minutos com o banho desligado;

6 — Lavar as laminas com agua destilada e secar com papel absorvente;

7 — Cobrir as laminas com safranina diluida (corante de contraste) e deixar atuar durante
20 minutos;

8 — Lavar com agua destilada e deixar secar;

9 — Montagem das laminas com lamelas e auxilio de uma resina para a colagem.
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ANEXO F. Valores de referéncia para as provas da coagulacao.

Parametro Valores de referéncia Unidades
Tempo de Protrombina 10-12 Segundos
Tem'po dfe Tromboplastina 23.32 Somrides
Parcial ativada
Fibrinogénio 180-350 mg/dL
D-dimeros <500 ng/mL
Proteina C 70-140 %

, M: 67,5-139 o
Proteina S E 60,1-113,6 %
Anti-trombina 87-126 %

ANEXO G. Valores de referéncia para as hemoglobinas especificas.

Parametro Valores de referéncia (%)
Hemoglobina A /. 4-6
Hemoglobina A; 1,3-3,7

Hemoglobina F <

ANEXO H. Valores de referéncia e principais proteinas das fracdes obtidas

por separacdo eletroforética de amostras de soro.

Fracoes e e Principais proteinas
¢ no soro (%) pais p
Albumina 55,8 - 66,1 Albumina
ol -antitripsina
Fracdo al 29-49 ol -glicoproteina acida
a-fetoproteina
Haptoglobina
Fracdo a2 7,1 -11,8 02-macroglobulina
Ceruloplasmina
- Transferrina
Fracao Bl 47 -72 c4
Fracao B2 3,2-6,5 C3
Fraca I1.1-188 Imunoglobulinas
racaoy ’ ’ Proteina C Reativa
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Para o calculo da concentragao de cada fragao € utilizada a concentragao de proteinas totais
obtida nos ensaios da segao da Quimica Clinica/lmunoquimica. Os valores de referéncias para

as proteinas totais no soro e na urina sao 5,7-8,2 g/dL e <149 mg/24h, respetivamente.

ANEXO I. Eletroforese em amostras de urina.

Para a eletroforese em amostras de urina de 24h o procedimento é semelhante ao utilizado
para as amostras de soro. A principal diferenca é a preparagao prévia das amostras através da
sua filtracao por dialise, visando a eliminagao de compostos interferentes e a concentragao
das proteinas na amostra. Os sistemas de dialise utilizados consistem em tubos de 20 mL com
uma membrana de polietersulfona (PES) de porosidade especifica, que permite a retencao de
macromoléculas de peso molecular acima de 10 kDa durante a centrifugagao dos tubos. Deste
modo, as proteinas da amostra sao retidas e concentradas na membrana de dialise enquanto

os compostos de peso molecular mais baixo sao filtrados por centrifugacao.

Procedimento para a preparaciao de amostras de urina para eletroforese:

| — Centrifugar a amostra a 4000 g durante 10 minutos:
2 — Fazer a pré-diluicao do sobrenadante conforme a concentragao de proteinas totais (PT)

determinada na se¢ao da Quimica Clinica/lmunoquimica (Tabela 9);

Tabela 9 - Diluicdes realizadas na preparacao de amostras de urina para eletroforese.

<l gL Nao 2 mL 18 mL

| <PT<3 Nao 0,5 mL 19,5 mL

Diluir em solugiao
>3 g/l 0,5 mL 19,5 mL
tampao até 3 g/L

3 — Transferir o volume de sobrenadante (V,..,,) para o dispositivo de dialise, de acordo
com a concentragao de proteinas totais (Tabela 9), e adicionar o volume correspondente de
solugao tampao (Vieiucio ampio) até obter um volume final de 20 mL;

4 — Homogeneizar a urina diluida por inversao do dispositivo de didlise;

5 — Centrifugar a amostra a 4400 g durante 40 minutos;

6 — Rejeitar o filtrado apos a centrifugagao;
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7 — Completar o volume de 0,5 mL, visualizado na graduagao

da cavidade inferior do sistema de didlise (Figura 39), com solugao

o o /
tampao, tendo o cuidado de recolher qualquer porgao da amostra L . — -

que possa ter permanecido na zona plana superior do sistema de
didlise;

8 — Ressuspender a amostra na solu¢ao tampao e transferir a

___________________________

sua totalidade para um microtubo de 1,5 mL;

Figura 39 — Sistema de
dialise para amostras
de urina.

9 — Alterar o modo do funcionamento do equipamento para o
programa adaptado a amostras de urina e realizar a eletroforese

da amostra concentrada.

ANEXO ). Valores de referéncia nos doseamentos de proteinas especificas.

Parametro Valores de referéncia Unidades
al-antitripsina 90-200 mg/dL
B2M (Soro) 1090-2530

ng/mL
B2M (Urina) <300
Cistatina C 0,5-1,0 mg/dL
Haptoglobina 30-200 mg/dL
C3 90-180 mg/dL
C4 10-40 mg/dL
Cadeias k (Soro) 200-440

- mg/dL

Cadeias A (Soro) 90-210
Cadeias k (Urina) <7,

mg/L
Cadeias A (Urina) <3,9

ANEXO K. Valores de referéncia das imunoglobulinas.

Imunoglobulinas | Sexo/ldade Valores de referéncia (mg/dL)
M/F: <I Ano 400-1760
M/F: 1-10 Anos 350-1620
IgG
M/F: 10-30 Anos 650-1620
MI/F: >30 Anos 650-1690
M: <3 Meses 6-66
M: 3 Meses-1 Ano 30-183
IgM
M: [-30 Anos 30-265
M: >30 Anos 37-258
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F: <3 Meses 6-66
F: 3 Meses-1 Ano 34-206
F: 1-30 Anos 34-348
F: >30 Anos 39-338
M: <10 Anos 17-318
IgA M: >10 Anos 57-543
F: <10 Anos 25-290
F: >10 Anos 57-543

ANEXO L. Anticorpos IgE especificos quantificados por EIA.

Testes para IgE especificos:

Descricao:

Conjunto de alergénios inalantes para o rastreio de IgE

w % | Phadiatop® ) )
A=) especificas de varios grupos.

]

s .G e -
b K . Conjunto de alergénios inalantes e alimentares para o
& £ | Phadiatop Infant® ] ]

o rastreio de IgE especificas de varios grupos.
. _ . Componentes do trigo, leite, clara de ovo, bacalhau,
Painel de alergénios alimentares B
amendoim e grao de soja.
Componentes de erva de santiago/tasneira (Ambrosia
. . elatior), artemisia verdadeira (Artemisia vulgaris),
Painel de alergénios de Ervas ] .
. corrijo/tanchagem (Plantago lanceolata), pé de ganso

7 Daninhas

< (Chenopodium dlbum) e soda/barrilha espinhosa (Salsola
L i

= kali).

=

2 Componentes de panasco (Dactylis glomerata), sargago
0 . o

T Painel de alergénios de )

£ bravo (Festuca elatior), azevém (Lolium perenne), rabo-de-
s Gramineas

gato (Phleum pratense) e erva de febra (Poa pratensis)

Epitélios e proteinas de animais

Componentes da caspa de gato (Felis domesticus) e caspa

de cao (Canis familiaris).

Po6 de casa

Diversos componentes presentes na poeira das casas, em

particular alergénios de animais (acaros e baratas).

IgE especificas a um alergénio

Leite de Vaca

Conjunto de diversos componentes do leite.

Clara do Ovo

Conjunto de diversos componentes da clara do ovo.

Gema do Ovo

Conjunto de diversos componentes da gema do ovo.

Dermatophagoides pteronyssinus

Dermatophagoides farinae

Componentes extraidos a partir de acaros das casas.

Lepydoglyfus destructor

Componentes extraidos a partir de acaros dos armazéns.

Oliveira

Componentes do poélen de oliveira (Olea europaea).

Latex

Secregoes naturais de Hevea brasiliensis nao sujeitas a

tratamento com amonia.
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Albumina do ovo Proteina de 44 kDa purificada a partir da clara do ovo.

Mucéide do ovo Proteina de 28 kDa purificada a partir da clara do ovo.

Presente na forma do derivado amoxiciloil, ligado in vivo a

Alergologia
Molecular

Amoxicilina aminoacidos (determinante antigénico); Avalia a potencial

reatividade cruzada com outras penicilinas.

ANEXO M. Imunofluorescéncia indireta.

A imunofluorescéncia indireta é a metodologia utilizada na pesquisa e titulagao de
autoanticorpos em amostras de soro para o diagnostico e monitorizagao de doengas
autoimunes. A técnica utilizada consiste essencialmente na incubacao de amostras diluidas de
soro em pogos com material celular/tecidular (substrato) adsorvido, com adigao posterior de
um anticorpo anti-imunoglobulina humana conjugado com um composto fluorescente (FITC).
Caso a amostra apresente os autoanticorpos a serem pesquisados, estes irao ligar-se
especificamente aos autoantigénios presentes no substrato e nao serao removidos durante a
lavagem com solugao tampao. Os anticorpos conjugados ligam-se as imunoglobulinas que
permaneceram nos pogos, permitindo o desenvolvimento de marcagao fluorescente dos
substratos, observada ao microscépio de fluorescéncia.

No contexto da avaliagao de doengas autoimunes, os autoanticorpos mais frequentemente
detetados sao do tipo IgG. A utilizagao de anticorpos conjugados especificos para as cadeias
pesadas y permite deste modo eliminar a detegao de anticorpos de outras classes e diminuir
a obtencao de resultados menos relevantes. Na se¢ao da Imunologia todos os ensaios de IFI
sao realizados recorrendo a anticorpos conjugados anti-IgG, com exce¢ao da pesquisa de

anticorpos anti-endomisio que ¢ especifica para autoanticorpos do tipo IgA.

Procedimento para os ensaios de Imunofluorescéncia Indireta:

| — Permitir que as laminas com substrato e os reagentes atinjam a temperatura ambiente;

2 — Caso necessario, preparar a solu¢ao tampao de PBS a partir da solugao concentrada —
diluir 25 mL de solugao PBS concentrada em 975 mL de agua desionizada, adicionar 2-3
gotas de solugao de azul de Evans 1% (melhora o contraste na visualizagao dos resultados)
e misturar;

3 — Diluir adequadamente as amostras de soro em solugao PBS diluida, de acordo com o
grupos de autoanticorpos a pesquisar ou as titulagoes a serem realizadas;

4 — Transferir uma gota (20-25 pL) dos controlos positivos e negativos e das amostras

diluidas para os pogos preé-definidos;
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5 — Incubar as laminas a temperatura ambiente e ao abrigo da luz, durante 30 minutos,
numa camara com atmosfera humida (o substrato nao pode secar durante o
procedimento);

6 — Lavar as laminas com auxilio de uma pipeta e solugao de PBS diluida, evitando direcionar
a ponta da pipeta para os pogos de modo a prevenir danos no substrato, e colocar numa
tina com a solugao tampao diluida durante 5 minutos, com agitagao;

7 — Remover o excesso de solugao tampao e adicionar imediatamente uma gota de solugao
de anticorpo conjugado com FITC a cada um dos pogos;

8 — Incubar novamente as laminas a temperatura ambiente e ao abrigo da luz, durante 30
minutos, numa camara com atmosfera himida;

9 — Lavar as laminas pelo processo descrito anteriormente, repetindo o processo de
lavagem na tina duas vezes, renovando a solugao tampao de PBS a cada lavagem;

|0 — Remover o excesso de solugao tampao e realizar de imediato a montagem das laminas
por adicao de uma gota de meio de montagem (0,09% de azida de so6dio) a cada dois
pogos e emprego de uma lamela a cobrir a totalidade dos pogos, evitando a formagao de
bolhas de ar;

I I — Deixar as laminas estabilizar por refrigeragao (4°C) e posteriormente a temperatura
ambiente;

|2 — Observar a marcagao fluorescente do substrato ao microscopio de fluorescéncia, com

as objetivas de 10x e de 40x.

Na interpretagao dos resultados, a detegao de um determinado
tipo de autoanticorpo € realizada através da observagao de
intensidade de fluorescéncia significativa acima da diluigao limite
estabelecida (Anexo N), em conjunto com os padroes especificos a
cada ensaio. A presenca de elementos interferentes na amostra,

nomeadamente lipémia, ictericia e hemolise, pode dificultar a

interpretagao dos resultados através do desenvolvimento de
Figura 40 — Anticorpos
heteréfilos em tecido
renal de rato (26).

fluorescéncia de fundo ou alteragao da produgao de fluorescéncia
pelos anticorpos conjugados. A visualizagao adequada dos resultados
pode também ser dificultada pela presenga de anticorpos heterofilos (Figura 40). Os
anticorpos heterofilos sao anticorpos humanos que podem ligar-se a determinados antigénios
de tecidos animais produzindo falsos positivos por mimetizagao de padroes de fluorescéncia

clinicamente relevantes. Estes anticorpos variam de acordo com os diferentes tecidos e
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espécies animais utilizadas e sao normalmente detetados em tecidos de rato, devido a menor

homologia com os tecidos humanos.

Substratos Utilizados:

1) Células HEp-2

A linha celular HEp-2 é o substrato utilizado na pesquisa e titulagao de anticorpos
antinucleares, embora a sua estrutura celular permita também a detegao de autoanticorpos
especificos para componentes citoplasmaticos. Embora inicialmente consideradas como
células de carcinoma da laringe humano, as células HEp-2 resultam de uma contaminagao com
células Hela (células do cancro cervical humano). Este substrato é atualmente aplicado como
substituto do tecido triplo de rato, inicialmente aplicado na avaliagaio de ANA, e apresenta as
seguintes vantagens relativamente a estes tecidos:

a) Distribuicio uniforme e de niveis elevados de

Profase Metafase

autoantigénios — maior sensibilidade na identificagao de varios
padroes de fluorescéncia clinicamente relevantes;
b) Células de origem humana — maior especificidade ao
método, associada a semelhanga em autoantigénios; Anafase Telofase
c) Nucleos de grandes dimensoes — maior detalhe nos

padroes de fluorescéncia complexos;

d) Disposicao das células em monocamada — melhor

Figura 41 — Padrao nuclear

visibilidade de todos os nucleos; homogéneo nas diferentes

e) Células em virias fases da divisdo mitdtica — visualizagdo fases da mitose (26).
de padroes de fluorescéncia adicionais devido a variabilidade na marcagao da cromatina
condensada e do citoplasma das células em divisao (Figura 41).

Devido a sua elevada sensibilidade, este substrato é essencialmente utilizado no rastreio de
um conjunto de diversos anticorpos antinucleares. Embora a inespecificidade das células HEp-
2 nao permita a sua utilizagao para a identificagao de autoanticorpos especificos, a informagao

obtida nestes ensaios pode ser um passo inicial importante neste sentido.

2) Crithidia luciliae

O protozoario monoflagelado Crithidia luciliae (Figura 42) é o substrato utilizado para a
pesquisa de anticorpos anti-dsDNA. Estruturalmente, este microrganismo unicelular é
caraterizado por uma mitocondria de grandes dimensoes que possui no seu interior uma
massa condensada de dsDNA (cinetoplasto). A aplicagao deste substrato permite a detegao

sensivel e especifica de anticorpos anti-dsDNA devido a elevada condensagao do dsDNA e a
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auséncia de ssDNA, histonas ou outros autoantigénios nucleares na sua composi¢ao. O ensaio
de IF com este substrato é normalmente utilizado para complementar os resultados da

pesquisa de ANA, devido a inespecificidade das células HEp-2 no diagnoéstico de LES.

Corpo basal

N

Flagelo

Cinetoplasto

Ntcleo

Figura 42 — Estrutura celular do protozoario Crithidia luciliae.

3) Neutréfilos humanos

Os neutrdfilos humanos sao utilizados na pesquisa de anticorpos anti-citoplasma dos
neutrofilos, que sao especificos para as proteinas presentes nas granulagoes destas células.
Conforme o método utilizado na fixagao deste substrato, a disposicio dos granulos
citoplasmaticos ¢é alterada, permitindo deste modo auxiliar a identificagao diferencial dos dois
grupos principais destes autoanticorpos (c-ANCA e p-ANCA). Na fixacao com etanol, as
proteinas dos granulos fortemente catidnicas migram para a membrana nuclear (carregada
negativamente), enquanto as proteinas fracamente cationicas ou neutras permanecem no
citoplasma. Nestas condigoes, os autoanticorpos especificos para proteinas carregadas
positivamente levam ao desenvolvimento de padrdes perinucleares/nucleares (p-ANCA),
enquanto os especificos para proteinas carregadas negativamente levam ao desenvolvimento
de padroes citoplasmaticos (c-ANCA) (Figura 43). Nas laminas fixadas com formalina, o
reagente induz a formagao de ligagdes cruzadas entre os autoantigénios e outras proteinas do
citoplasma, impedindo a sua migragao para a membrana nuclear. Como resultado, os padroes

observados nestas laminas sao exclusivamente citoplasmaticos (Figura 43).

A *1* B C Proteinas
g d T catiénicas
Q@ <‘,~\/3 - (ex: MPO)
Q (f//Y\ /)7,1’\' D ( //"\\/,\ Proteinas
3 :J\ et neutras
) (ex: PR3)

Figura 43 — Disposicdo das granulacdes dos neutroéfilos na fixagio com formalina (A) e em etanol
(B - p-ANCA; C - c-ANCA).

A principal vantagem da utilizagao deste substrato incide no facto de ser uma linha celular
humana que, ao apresentar a composi¢ao ideal em autoantigénios de interesse clinico, confere
maior sensibilidade ao método. Este substrato permite ainda a detecao de anticorpos
antinucleares, que sao diferenciados dos p-ANCA que demonstram marcagao nuclear através

da avaliagio dos eosindfilos também presentes a nivel do substrato. Devido a sua
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especificidade para as granulagoes dos neutrofilos, os p-ANCA nao marcam a zona
nuclear/perinuclear dos eosindfilos, enquanto os ANA reagem com os autoantigénios

nucleares presentes em todos os tipos de células presentes no substrato.

4) Tecido triplo

O tecido triplo € um conjunto de se¢des de tecido

Cortex Renal

gastrico, hepatico e renal (cortex e medula) de rato
(Figura 44) e ¢é utilizado na pesquisa de anticorpos
antimitocondriais, anti-musculo liso, anti-célula parietal
gastrica e anti-fragdo microssomal de figado/rim. A
aplicacao dos trés tecidos no mesmo poc¢o € vantajosa

pois permite a observacao de diferentes padroes de

fluorescéncia para cada tecido em simultianeo, que em : Estomago

combinacao auxiliam a identificagdo especifica dos Figura 44 - Tecido triplo (26).
autoanticorpos avaliados. Deste modo, a validagao da presenga de um grupo de
autoanticorpos deve obedecer a determinados critérios relativamente aos padroes
observados para cada tecido, o que torna a interpretagao dos resultados mais completa e

método mais especifico (Figura 45).

Figura 45 — Padroes de fluorescéncia em tecido triplo: (A) e (B) Anticorpos Antimitocondriais
em tecido hepatico e renal, respetivamente; (C) Anticorpos anti-LKM em tecido hepatico e
renal; (D) Anticorpos anti-Célula Parietal Gastrica em tecido gastrico (26).

A principal desvantagem da utilizagao deste substrato ¢ a discrepancia na composi¢cao em
autoantigénios entre estes tecidos e os tecidos humanos, o que torna este ensaio menos
sensivel e resulta na observagao de padroes com fluorescéncia menos intensa e de falsos
negativos. A diferenga na composi¢cao de antigénios reflete-se também na ocorréncia dos
anticorpos heterofilos, os quais podem dificultar a validagao da presenga de autoanticorpos

clinicamente relevantes.
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Este substrato permite também a detecao dos anticorpos antinucleares, através da
marcagao fluorescente dos nulcleos dos diferentes tipos de tecido, embora as carateristicas
das células HEp-2 previamente discutidas tornem esse substrato mais sensivel e especifico para

esta finalidade.

5) Tecido esofagico de macaco

O tecido esofagico de macaco é o substrato
Anticorpo conjugado

utilizado na pesquisa de anticorpos anti-endomisio. - especifico para IgG
humana
Este tecido apresenta a vantagem de ser mais WS |
. Epitopos b

semelhante aos tecidos humanos, em termos de | ‘ff. lgG

especirticos endégena
. o~ .. de IgG 3

estruturas e de composicdo em autoantigénios, |, N de macaco

umana

permitindo maior especificidade na detecao de

autoanticorpos. No entanto, as imunoglobulinas ] L ]
Figura 46 — Aplicacdo de anti-Ig
presentes nos compartimentos vasculares e humana em tecido de macaco (26).
extravasculares do tecido apresentam também elevada homologia com as imunoglobulinas
humanas e podem demonstrar reatividade cruzada com os anticorpos conjugados e resultar
no aumento da fluorescéncia de fundo. Para evitar este problema, sao utilizados anticorpos
purificados de elevada afinidade para a imunoglobulina humana, que aumentam a especificidade

da detecao de autoanticorpos humanos por ligacdo a epitopos especificos a estas

imunoglobulinas (Figura 46).

6) Tecido renal de macaco

O tecido renal de macaco € o substrato utilizado na pesquisa de anticorpos anti-membrana
basal glomerular. Devido a sua natureza, este tecido apresenta as mesmas vantagens e
desvantagens relativamente ao substrato mencionado anteriormente, sendo utilizado em
conjunto com anticorpos conjugados de elevada afinidade para imunoglobulinas humanas para
maior especificidade na detegao dos autoanticorpos. Uma vez que os autoantigénios de
interesse se encontram relativamente inacessiveis devido a conformagao proteica, o substrato
€ previamente incubado com uma solugao de ureia, durante 30 minutos em atmosfera humida,

permitindo deste modo aumentar a sensibilidade do método.
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ANEXO N. Autoanticorpos avaliados e respetivos valores de referéncia

utilizados nos ensaios de IFl e na quantificacao de autoanticorpos especificos.

Autoanticorpo determinado

Diluicdo de referéncia

em IFI

Valores de referéncia nos

ElA/Ensaios Nefelométricos

Ac’s Antinucleares

1:160
(1:80 para < |5 anos)

Ac’s anti-Sm

< 10 Ul/mL

Ac’s anti-Ul-snRNP

(Equivoco: 5,0-10 Ul/mL)

Ac’s anti-SSA

Ac’s anti-SSB

< 10 Ul/mL

Ac’s anti-Scl70

(Equivoco: 7,0-10 Ul/mL)

AcC’s anti-Jo-I

Ac’s anti-Centrémero

Ac’s anti-CCP

< |5 Ul/mL
Ac’s anti-dsDNA 1:10
(Equivoco: 10-15 Ul/mL)
Ac’s anti-Citoplasma dos e
Neutrofilos .
< 3,0 Ul/mL
Ac’s anti-PR3 ——
(Equivoco: 2,0-3,0 Ul/mL)
< 5,0 Ul/mL
Ac’s anti-MPO ——
(Equivoco: 3,5-5,0 Ul/mL)
Ac’s Antimitocondriais 1:20 ---
Ac’s anti-Musculo Liso 1:40 ---
Ac’s anti-Célula Parietal Gastrica 1:20 ---
Ac’s anti-LKM 1:20 ---
Ac’s Anti-Endomisio (IgA) I:5 ---
Ac’s anti-Membrana Basal 5
Glomerular '
Fator Reumatoide - < 30 Ul/mL
< 10 Ul/mL

(Equivoco: 7,0-10 Ul/mL)
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