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RESUMO

O presente relatorio visa descrever os principais acontecimentos e aprendizagens resultantes
do estagio curricular do Mestrado de Andlises Clinicas da Faculdade de Farmacia da
Universidade de Coimbra, decorrido no Servico de Patologia do Centro Hospitalar e

Universitario de Coimbra, durante o periodo de cerca de cinco meses.

O estagio privilegiou a passagem por quatro setores principais: Bioquimica, Microbiologia,
Imunologia e Hematologia. Em cada um foi possivel perceber a importancia do controlo da
fase pré-analitica, analitica e pos-analitica na gestao da qualidade dos resultados obtidos. Assim,
é feita a caracterizacao laboratorial, dos equipamentos e metodologias que o constituem
associadas a integragao tedrica que os fundamenta, evidenciando as tarefas realizadas nas

valéncias da Imunologia e Hematologia.

Palavras-chave: Analises Clinicas, CHUC, Patologia Clinica, Imunologia, Hematologia.

ABSTRACT

The present report aims to describe the main events that occurred during the curricular
internship featured in the ambit of Clinical Analysis Master’s Degree of Coimbra University
Pharmacy College, that took place in the Pathology Service belonging to the Coimbra Hospital

and University Center.

The internship lasted about five months and privileged a passage over four main sectors:
Biochemistry, Microbiology, Immunology and Haematology. In each one it was possible to
understand the importance of monitoring each phase implied in a good laboratory result, that
covers the pre-analytical, analytical and post-analytical phase. In that way, it is needed a
previous full comprehensive review of the laboratory working, its equipments, methodologies

associated with theoretical ground basis that justifies the procedures performed.

Keywords: Clinical Analysis, CHUC, Clinical Pathology, Immunology, Haematology.
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SARS-CoV-2 — Coronavirus da sindrome respiratoria aguda grave 2, do inglés Severe acute respiratory
syndrome coronavirus 2

SAF — Sindrome Antifosfolipidico

SCT — Tempo de Coagulagao com Silica, do inglés Silica clotting time

SLEDAI — Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index

SLS — Lauril sulfato de sédio, do inglés Sodium lauryl sulfate

SPC-CHUC - Servigo de Patologia Clinica do Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra
sRNA — Acido ribonucleico de baixo peso molecular, do inglés small regulatory Ribonucleic acid
ssDNA — Acido desoxirribonucleico de cadeia simples

SSj — Sindrome de Sjogren

TP — Tempo de Protrombina

TSA — Teste de Suscetibilidade aos Antibioticos

TTPa — Tempo de Tromboplastina Parcialmente Ativada

UKNEQAS — United Kingdom External Quality Assessment Service

UV — Ultravioleta

VCM - Volume Corpuscular Médio

VS — Velocidade de Sedimentagao

WDF — White cell differential channel

WNR — White cell nucleated channel

WPC — White cell precursor channel






I. INTRODUCAO

A avaliagao correta e completa de individuos que manifestem sinais e sintomas de uma
determinada doenca passa por diversas consideragoes até ao diagnostico definitivo, estando
nelas incluida a anamnese, o exame fisico e requisicio de exames complementares ao
diagnostico. As andlises clinicas constituem uma ferramenta auxiliar do diagnostico de elevado
valor uma vez que permitem a confirmagao/exclusio de uma suspeita clinica, auxiliam na
selecdo, otimizagao e monitorizagao do tratamento, permitindo também a detegiao precoce

de doencgas, mesmo na auséncia de sinais clinicos.

A escolha do Mestrado em Andlises Clinicas surge na sequéncia do interesse
manifestado pela vertente clinica aliado a aplicagao pratica dos conhecimentos adquiridos
durante a licenciatura em bioquimica. No segundo ano do presente ciclo de estudos, é
realizado um estagio curricular em ambiente laboratorial onde é possivel integrar uma equipa
multidisciplinar de modo a aplicar os conhecimentos adquiridos durante o primeiro ano do
referido curso, possibilitando ainda a aprendizagem técnico-operacional tanto pela integragao

na rotina laboratorial, como pela validagao analitica dos resultados.

As atividades laboratoriais descritas no presente relatério foram desenvolvidas no
Servigo de Patologia Clinica do Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra, efetuadas no
periodo de cinco meses e orientadas pela Dra. Alice Augusta Lopes Mendes, Farmacéutica
especialista em Analises Clinicas, e pela Professora Doutora Teresa Carmo Pimenta Dinis Silva,

professora na Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra.

Devido a setorizagao laboratorial do referido servigo, foi possivel estagiar por um
periodo de cerca de um més em cada uma das principais valéncias do dominio das analises
clinicas: Setores de Hematologia, Bioquimica, Microbiologia e Imunologia. Por considerar
interessante aprofundar os meus conhecimentos nas areas da Hematologia e Imunologia, o
presente relatorio inclui uma abordagem pormenorizada das referidas valéncias, sendo que as
restantes sao apresentadas de uma forma mais sucinta. Assim, esta dividido em quatro partes
principais, iniciando-se com a caracteriza¢ao do laboratério, seguida da apresentacao das trés
fases analiticas que caracterizam o processo analitico, enfatizando a importancia da gestao da
qualidade na rotina laboratorial e concluindo com a apresentagao das quatro valéncias.
Naquelas sobre as quais incidiu o estudo, é feita a descricio das metodologias utilizadas,
informacao indispensavel a qualquer especialista em Analises Clinicas, apresentando as bases

tedricas que sustentam os procedimentos ao nivel pratico, espelhados em casos clinicos.



2. CARACTERIZAGCAO DO LABORATORIO DE ESTAGIO

Tendo em vista a rentabilizagao de recursos e centralizagao de servigos, o atual
Servigo de Patologia Clinica do Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra (SPC-CHUC)
é resultado da fusao, iniciada no ano de 2014, dos Servigos de Patologia Clinica de trés
hospitais: Hospitais da Universidade de Coimbra (HUC), Hospital dos Covoes (HG) e Hospital
Pediatrico (HP). O diretor do servico é o Doutor Fernando Manuel Ribeiro Rodrigues,
Patologista Clinico, que conta com a colaboragdo de uma vasta equipa multidisciplinar
constituida por médicos patologistas clinicos, farmacéuticos, técnicos superiores de salde,
técnicos superiores de andlises clinicas e salde publica, assistentes administrativos e auxiliares

de agdo meédica.

O espago fisico do servigo esta dividido por diferentes setores, entre os quais uma
central de colheitas, salas de servigo administrativo, salas de lavagem e limpeza de material,
balcao central de rececao de amostras e pelos setores de Microbiologia, Bioquimica (rotina e
urgéncia), Hematologia (rotina e urgéncia), Imunologia, Serologia, Hormonologia e Genética

Humana associados as respetivas salas de validagao de resultados analiticos.

Associado a unificagdo e centralizagao de servicos, verifica-se um elevado fluxo de
amostras rececionadas diariamente no SPC-CHUC, sendo a maioria de enfermarias, central
de colheitas, Hospital Pediatrico, Hospital dos Covoes, Maternidades Bissaya Barreto e Daniel
de Matos. Para além da analise de amostras internas, o servico recebe amostras vindas de
outros hospitais, como do Centro Hospitalar Tondela Viseu, Unidade Local de Saude de
Castelo Branco, Centro Hospitalar do Baixo Vouga e de outros laboratorios da regiao Centro,
que por serem servicos de menores dimensoes, tém um fluxo reduzido de amostras para
avaliagdo de parametros muito particulares, nao justificando o investimento em
autoanalisadores ou reagentes especificos. Da mesma forma, o SPC-CHUC solicita a analise
de parametros cuja avaliagio nao seja justificada a nivel interno a entidades exteriores,
nomeadamente ao Instituto Nacional Doutor Ricardo Jorge (INSA), ao Instituto de Higiene e
Medicina Tropical (IHMT) ou outros laboratérios (Laboratorio de Andlises Clinicas Dr.

Joaquim Chaves, por exemplo).

Sabendo que em média sao analisadas diariamente amostras de 1500 doentes, das quais
cerca de um terco é colhida ou recebida na central especializada do SPC-CHUC, surgiu a
necessidade de implementar um sistema automatizado do tipo corelab (de modo a reduzir o
tempo de resposta na apresentagao de resultados e também no nimero de amostras colhidas

por doente) permitindo uma otimizacao e simplificacao do processo analitico.
2



Para além dos progressos tecnologicos em termos de equipamentos e software, realga-
se a existéncia de um sistema informatico de Gestao de Laboratorios de Andlises Clinicas,
Clinidata XXI (MaxData) que permite acompanhar o processamento da amostra, desde a sua
requisicao pelo clinico até a obtengao do resultado. As vantagens associadas a este sistema
em rede siao inUmeras salientando a rapidez e a facil acessibilidade a informagao relativa ao
estado de processamento das amostras, resultados obtidos nos diferentes setores, a
possibilidade de acesso ao histérico do utente e ainda a comunicagao direta dos pedidos a
muitos dos autoanalizadores dispersos pelos setores do servigo. Esta é uma grande vantagem,
no sentido em que, obtido o resultado da determinagao, este é langcado diretamente no
sistema informatico, evitando erros grosseiros por parte da equipa técnica no registo de

resultados, associado a uma franca rentabilizagao de recursos e tempo.

2.1. Fase Pré-analitica

Tanto na central de colheitas como nas enfermarias hospitalares, existem um conjunto
de requisitos técnicos a ter em conta, de modo a garantir a integridade da amostra até ao
momento do seu processamento. E nesta fase que ocorrem a grande maioria dos erros

grosseiros que afetam os resultados analiticos.

Num contexto de ambulatério, € importante que, apds a inscricao do utente pelo
administrativo, se identifiquem eventuais condigoes especiais técnicas para a execugao da
colheita (condigao fisica do utente, ou outro tipo de condigao especial como por exemplo os
reclusos). Seguidamente, o individuo é encaminhado para a sala de espera, onde aguarda pela
sua vez. A ordem de colheitas é feita mediante um sistema de prioridade com marcagao,
privilegiando primeiramente doentes em consulta de oncologia, transplantados e diabéticos.
Na rececao de cada doente na sala de colheitas, o técnico especialista em analises clinicas
prepara o material necessario para efetuar a colheita, confirmando a identificagao do doente
e se fez preparagao prévia requerida para algumas andlises (jejum, dieta especifica, entre
outros). Caso o utente se faga acompanhar com amostras colhidas pelo proprio, é importante
questionar se a colheita foi executada de acordo com as informagoes indicadas pela ficha
fornecida pelo clinico no momento da consulta. Se o utente cumpriu todos os requisitos, o
técnico procede a identificagio dos tubos ou porta-amostras, com as respetivas etiquetas
cujos codigos de barra conferem informagao acerca do nome do doente, o tipo de tubo ou
contentor, bem como o setor ou setores nos quais a analise do material biolégico vai ser

efetuada.



Em ambiente de internamento hospitalar € comum que o doente tenha veias
puncionadas para administragao de soros ou farmacos. Caso seja necessdria a colheita de
sangue para analise, o procedimento deve ser interrompido e a colheita devera ser realizada
no membro oposto, de modo a evitar hemodiluicoes, que falseiam, principalmente, as

concentragoes dos parametros bioquimicos.

No momento da colheita deve ter-se em conta algumas variaveis como a brevidade da
aplicagdo do garrote, o volume de sangue a colher, bem como a ordem dos tubos.
Primeiramente a aplicagdo do garrote nao deve exceder | minuto, para que nao falseie os
parametros relacionados com a lise celular (nomeadamente potassio e lactato desidrogenase)
e provoque a diminuicao drastica do fluxo sanguineo. O volume de sangue a colher é
especialmente importante na colheita de amostras que tém de ser acondicionadas em tubo
com anticoagulante, uma vez que a relagao anticoagulante/amostra deve ser respeitada para
que nao haja nem diluigao excessiva da amostra (caso do anticoagulante em excesso) nem
anticoagulante insuficiente que levaria a coagulagao ainda que parcial da amostra. Por fim a
colheita deve seguir uma ordem para evitar contaminagao cruzada dos aditivos. Assim
primeiramente efetua-se a colheita para analise microbiologica (hemoculturas), seguindo-se os
tubos com citrato de sodio, tubos com gel, e por fim tubos com EDTA K3, mencionados na

Tabela 1.

Tabela | — Tubos utilizados no CHUC na colheita de sangue (marca S-MONOVETTE®).
Cor da tampa Composicao Amostra obtida Setores

Citrato de sodio a 3,2% Plasma (ap6s centrifugagao) Hematologia (Provas da coagulagdo)
Gel ativador da coagulagao Soro (apds centrifugagao) Bioquimica, Imunologia, Hormonologia

EDTA K3 Sangue total Hematologia (Hemograma, VS),
Bioquimica (HbAIc)

Realizada a colheita é importante a homogeneizagao dos tubos, principalmente os que
contém anticoagulantes. Por fim, as amostras devem ser encaminhadas para o laboratério com

a maior brevidade possivel.

2.2, Fase analitica

Os assistentes técnicos no balcao de triagem situado no corelab conferem as amostras
quanto a validade e integridade das mesmas, verificam os pedidos solicitados e identificam as
amostras que entram na cadeia de automagao e as que sao diretamente distribuidas pelos

respetivos setores. Assim, as amostras rececionadas podem ser totalmente processadas na



cadeia, ser totalmente processadas fora da cadeia e parcialmente processadas na cadeia com

aliquotagem para processamento fora da cadeia.

A grande maioria dos setores, a exce¢ao do setor da microbiologia, recebe pedidos de
determinagoes analiticas que sao efetuados em autoanalisadores de quimica clinica, Alinity c,
nos sistemas de imunoensaio, Alinity i e na cadeia de hematologia, Sysmex XN-9000, situados
no corelab. Por este motivo, apos a triagem, as amostras sao colocadas no Bulk Input Module
(BIM) ou no Input Output Module (IOM), médulos de entrada das amostras, associado ao
Accelerator a3600, equipamento que procede a condugao das amostras até a centrifuga (2
excecao dos tubos destinados ao hemograma) e, posteriormente, a sua distribuicao, mediante
a leitura de codigo de barras, pelos diferentes autoanalisadores consoante os parametros a
analisar. Depois de realizada a analise, as amostras ou sao conduzidas pela cadeia até ao sistema
de refrigeragao onde ficam armazenadas ou sao encaminhadas para o médulo do Accelerator
p540 para proceder a separagao de aliquotas do tubo primario, necessarias para os diferentes

setores.

2.2.1. Setor de Bioquimica

Devido ao elevado numero de amostras recebidas para pesquisa de parametros
bioquimicos, € um setor que se encontra altamente automatizado, de modo a responder com
eficacia e rapidez a todos os pedidos. Na Tabela 2 encontram-se os principais equipamentos

da quimica clinica.

Tabela 2 — Equipamentos automatizados presentes no setor da Bioquimica.

Equipamento Metodologia/Descrigao
Alinity ¢, Abbott Espetrofotometria, turbidimetria e potenciometria
Alinity i, Abbott Quimioluminescéncia

Variant Il Turbo, Bio- = Cromatografia Liquida de Alta Precisao (HPLC)
AutionMAX Ax-4820 | Espectrofotometria de reflectancia — Andlise de sumaria de urina
SediMAX Ax-4830 Microscopio acoplado a cdmara que captura imagens de |5 campos — Analise do sedimento

urinario
2.2.2. Setor de Microbiologia

O setor da Microbiologia esta subdividido em Bacteriologia, Micobactérias,
Parasitologia e Micologia. Apesar de ser o setor com maior nimero de técnicas manuais, e
por isso menor automatizagao, ao longo dos anos houve um investimento continuo em
instrumentacao que aumente a fiabilidade e rapidez na identificagdo de microorganismos. A

Tabela 3 apresenta os equipamentos presentes no setor, associados as respetivas fungoes.



Tabela 3 - Equipamentos automatizados presentes no setor da Microbiologia.

Equipamento

Bact/Alert 3D, BioMérieux

Accelerate Pheno™,
Accerelate Diagnostics™

VITEK MS, BioMérieux

GeneXpert® XVI, Cepheid

VITEK 2, BioMérieux

Principio
Sensor colorimétrico que identifica
diminui¢des do pH

Hibridizagao in situ fluorescente
(FISH)

Espetrometria de Massa: Matrix
Assisted Laser Desorption lonization
Time of Flight Mass Spectrometry
(MALDI-TOF)

PCR qualitativo em tempo real
(gPCR)

Funcio

Detecao de crescimento microbiano

Detecdo, identificagao, quantificagio do agente
patogénico e testes de suscetibilidade aos

Identificagao microbiana

Identificacago KPC, SARS-CoV-2, Clostridium
difficile, entre outros

Identificagao microbiana e testes de suscetibilidade aos antibiéticos

2.2.3. Setor de Hematologia

O setor da Hematologia esta subdividido em varias areas consoante a especificidade

das anadlises: hemograma, hemostase, citologia, citometria de fluxo, biologia molecular e

citogenética, tendo estagiado em apenas algumas delas, descritas no capitulo 4. Na Tabela 4

encontram-se referidos os equipamentos existentes no setor.

Tabela 4 - Equipamentos automatizados existentes no setor da Hematologia.

Equipamento

Sysmex XN-9000, Sysmex Corporation

ACL TOP 700

VES-MATIC CUBE 30, Diesse Diagnostica Senese

ROTEM sigma, Werfen

Tecnologia associada

Impedancia eletrénica, Citometria de fluxo com fluorescéncia

Turbidimetria, espectrofotometria, imunoensaio turbidimétrico

Técnica de Westergren modificada

Tromboelastometria rotacional

2.2.4. Setor de Imunologia

Ja o setor da Imunologia é caracterizado pelos subsetores da Imunologia Geral e

Autoimunidade. Tal como nos restantes setores, possui tecnologia que garante a agilizagao

no tempo de resposta necessaria em ambiente hospitalar. Assim, encontram-se enunciados

na Tabela 5 os principais equipamentos deste setor.



Tabela 5 — Equipamentos automatizados presentes no setor da Imunologia.
Equipamento Tecnologia associada

IF Sprinter, Euroimmun Preparagao de laminas por Imunofluorescéncia Indireta (IFl) —
Detegido de autoanticorpos

EUROPattern, Euroimmun Microscopia de imunofluorescéncia associada ao computador
- Microscopio acoplado a cdmara de captagdo de imagens.

Analyzer |, Euroimmun Imunoensaio (ELISA)

Mago 4, DiaMedix Preparagio de laminas por Imunofluorescéncia Indireta/
EUROBIot One, Euroimmun Immunoblotting

Bio-Flash, Werfen Quimioluminescéncia

Wallac Wizard 1470 Automatic Gamma Counter, Contador de radiagio gama

ImmunoCap 250, Phadia Imunoensaio fluoroenzimatico (FEIA)

BN ProSpec, Siemens Nefelometria

Optilite Turbidimetria

Alinity i, Abbott Quimioluminescéncia

Hidrasys 2, Sebia Eletroforese de proteinas urinarias e imunofixagao em gel de

agarose de proteinas séricas e urinarias
Capillarys 2 Flex Piercing, Sebia Eletroforese capilar — proteinograma sérico

2.3. Gestdo da qualidade

E importante que a prestacio de qualquer servico esteja associada a um sistema de
garantia da qualidade, validade e rigor. As andlises clinicas nao sao excegao, uma vez que dos
seus resultados dependem agoes do corpo clinico decisivos para o bem-estar do doente.
Assim, controlo de qualidade entende-se como o conjunto de procedimentos a realizar de
forma a detetar erros e monitorizar a reprodutibilidade e exatidao dos resultados ao longo
do tempo. Estes erros poderao resultar de diversas situagoes, das quais condigoes adversas
no ambiente de trabalho, alteragoes no desempenho do operador ou até mesmo alteragoes

alheias a0 manipulador da técnica >

A fiabilidade dos relatérios e resultados apresentados é assegurada pelo responsavel
do controlo de qualidade (CQ) do laboratério, cuja responsabilidade é a de envidar esforgos
continuos no sentido de garantir que todos os procedimentos e atividades sejam regidas por
protocolos pré-estabelecidos, baseados no Manual de Boas Praticas Laboratoriais de Patologia
Clinica ou Anadlises Clinicas (MBPL), de forma a garantir a prestagao de servico de exceléncia

com resultados fidedignos e robustos.

O controlo da qualidade interno (CQI) consiste na avaliagao dos parametros analiticos
numa amostra controlo, cuja concentragio é conhecida. Cada controlo é usualmente
adquirido no comércio e é utilizado de modo a monitorizar a performance dos instrumentos

laboratoriais, entre os quais os analisadores e reagentes, avaliando a reprodutibilidade dos



resultados. A excecao de metodologias que exijam a execu¢ao de mais do que um controlo
diario ou mesmo outras que nao requeiram analise diaria devido ao numero reduzido de

requisicoes por dia, o CQI ¢, por norma, o primeiro ensaio diario a ser realizado.

Apos ser conhecido o valor do controlo de CQI, este é analisado mediante a carta de
Levey-Jennings, sendo que, se o valor obtido se encontrar fora do intervalo de valores
esperados, amostras desconhecidas apresentarao também determinagoes incorretas. Assim,
o procedimento é avaliado de forma a detetar a falha e depois de implementadas as respetivas
medidas corretivas, que podem incluir uma nova calibragao do método, utilizagdo de novo
controlo ou novo reagente, o controlo é novamente analisado até que a concentragao do
pardmetro coincida com a gama de valores expectaveis. Pode assim concluir-se que o CQI
validou o método, o equipamento e os reagentes utilizados, garantindo a fiabilidade dos

resultados das amostras seguintes *.

Para além da execucao do CQI, é importante que cada laboratério se envolva na
participagao periodica em programas de controlo de qualidade externo (CQE), de modo a
avaliar a exatidao dos resultados obtidos, pelo método e equipamento instituidos, respeitante
ao parametro que esta a ser avaliado. Assim, laboratérios de referéncia enviam uma amostra
desconhecida para que seja efetuada a pesquisa quantitativa de um determinado parametro.
Amostras idénticas sao enviadas para outros laboratérios que participam no programa de
CQE. Finalmente, é emitido um relatério apresentando o valor obtido pelo laboratorio e o
valor real determinado pela média de resultados interlaboratoriais, podendo estabelecer
comparagoes com os laboratérios pares, isto €, laboratorios nacionais e internacionais que
utilizam o mesmo equipamento e a mesma metodologia **. A anilise do relatério obtido é
importante na medida em que garante a seguranca e fiabilidade dos resultados obtidos,
permitindo também a detecao de falhas técnicas, nomeadamente no equipamento, que
poderiam nao ser detetadas pelo CQIl. O SPC-CHUC participa em diversos programas de
controlo externo da qualidade, dos quais EQAS, UKNEQAS, RIQAS e do INSA, tendo uma

participagao usualmente mensal na avaliagio dos parametros mais analisados.

2.4. Fase Pos-analitica

A validagao dos resultados é efetuada por uma equipa de médicos Patologistas Clinicos,
Técnicos Superiores de Saude ou Farmacéuticos especialistas em Andlises Clinicas, cuja
responsabilidade é caracterizada pela integracao fisiopatologica dos resultados obtidos nos

diversos setores e de acordo com informagao clinica fornecida. Destaca-se que, apesar de se



processarem amostras, estas pertencem a um individuo com diversos sistemas

interrelacionados e que, por isso, deve ser avaliado segundo uma visao holistica.

3. IMUNOLOGIA

Como mencionado previamente, o Setor de Imunologia do Servico de Patologia do
CHUC esta dividido em 2 subsetores, Autoimunidade e Imunologia Geral. No presente
relatério, apresento de uma forma mais aprofundada, os conhecimentos adquiridos no setor
da Autoimunidade, uma vez que nunca tinha contactado com a area, suscitando em mim um
interesse especial, tanto do ponto de vista pratico, relacionado com trabalho laboratorial,

como teodrico, relativo ao estudo das doengas autoimunes e o que as caracteriza.

Autoimunidade

3.1. Reac¢dao autoimune

O Sistema imunolégico é constituido por um conjunto de moléculas, células, 6rgaos e
sistemas distintos e amplamente distribuidos, cuja fungao é a de identificar e debelar potenciais

ameagas a seguranca e integridade do organismo.

Uma resposta autoimune caracteriza-se por um ataque do sistema imunoldgico ao
proprio hospedeiro (self), revelando uma perturbagao evidente dos mecanismos associados a
tolerancia. Tolerancia ao self inicia-se durante o desenvolvimento fetal com a eliminagao de
células altamente auto-reativas e caracteriza-se pela auséncia de resposta do sistema

imunolégico a autoantigénios (AAg) 2.

Nas reagoes autoimunes desencadeiam-se respostas humorais, que compreendem a
producao de anticorpos (autoanticorpos, AAc), bem como respostas mediadas por células,
resultando na lise de células especificas, mecanismos estes semelhantes aos verificados
aquando de um combate a ataques externos (non-self). Pode concluir-se que a ocorréncia de
respostas autoimunes deve-se a perda de tolerancia ao self associada a incapacidade do sistema

imunitario distinguir as particulas self das non-self *.

As doengas autoimunes (DAI) incluem mais de 80 doengas cronicas que, apesar de
distintas, partilham um mesmo principio: ativagao constante de mecanismos imunologicos que

alteram a integridade de células e 6rgaos do individuo.



3.2. Autoanticorpos: em que consistem e como se da a sua sintese

Os autoanticorpos sao imunoglobulinas secretadas pelos plasmocitos e sao marcadores
da ativagao dos linfocitos B auto-reativos desencadeada por AAg. Os linfocitos B auto-reativos
promovem a apresentagao de AAg aos linfécitos T, estimulam a produgao de citocinas pro-

inflamatérias e quimiocinas °.

O dano tecidular verificado em individuos que apresentam DAI esta intimamente
relacionado com a produgao de AAc. Esses autoanticorpos reagem contra antigénios da
superficie celular ou recetores de membrana, formando imunocomplexos que, ao
depositarem-se no tecido, levam a ativagao do sistema de complemento e a mecanismos pro-
inflamatérios e apoptéticos % Quanto maior a especificidade antigénica do autoanticorpo e

titulo presentes na amostra do doente, maior é a sua relevincia no imunodiagnéstico °.

Na tentativa de explicar a multiplicidade e a complexidade de respostas autoimunes
associadas a produgao de autoanticorpos, foram elaborados diversos modelos hipotéticos de
cascatas de reagoes. O esquema que se segue, apresentado na Figura |, compila os conceitos

comuns a esses modelos.
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Figura 1 — Modelo hipotético de cascatas de reagdes que influenciam o desenvolvimento e perpetuagio de doengas

autoimunes. A suscetibilidade ao desenvolvimento de DAI pode ser herdada, adquirida ou ambas. Mutagées ao nivel de genes

de defesa e genes de resposta imune associados a fatores externos geram uma resposta do sistema imunoldgico que resulta

na perda de tolerancia ao self, levando a producio de citocinas pro-inflamatoérias, autoanticorpos e linfocitos T auto-reativos,

resultando em dano celular. A imunorregulagdo em individuos com DAI parece ser ineficaz em deblar as reagdes autoimunes.

Adaptado de 7.

CTLA4, Proteina 4 associada ao Linfécito T citotoxico; FcR, Regido do fragmento cristalizavel; HLA-DR, Antigénio leucocitario humano —

DR; IL-10, Interleucina 10; TLR7, Toll-like receptor 7; TNF, Fator de necrose tumoral; Treg, Linfocitos T reguladores; UV, Ultra-violeta.



3.3. Objetivo do imunodiagnéstico

Individuos saudaveis podem produzir autoanticorpos, sendo que com elevada
frequéncia, nunca chegam a ser agente causal de doenga uma vez que tém afinidade reduzida
para os autoantigénios. Sabe-se, no entanto, que em muitas doengas autoimunes (Lupus
Eritematoso Sistémico, Artrite Reumatoide, Esclerose Sistémica, Sindroma de Sjogren, entre
outras), titulos elevados de autoanticorpos sao detetados muito antes do aparecimento de
sinais clinicos e que, atualmente, o melhor indicador de doenga autoimune continua a ser o
anticorpo. Associado a historia familiar, a estudos genéticos complementares e a andlises
hematologicas e bioquimicas, a detegao precoce da presenga de autoanticorpos especificos
possibilitam uma intervengao atempada e vigilancia atenta da evolugao do estado clinico do

individuo %,

3.4. Tipos de doencgas autoimunes

As patologias associadas a produgao de anticorpos auto-reativos podem ser divididas
em dois grupos: doencas autoimunes especificas de 6rgiao e doengas autoimunes sistémicas
(DAIS). Os AAc que reagem com antigénios especificos de um o6rgao ou tecido estao
intimamente ligados a doengas autoimunes 6rgao-especificas, diferente do que se verifica em
individuos com DAIS, onde os AAc reagem com antigénios celulares ubiquos *. As Tabelas 6

e 7 apresentam alguns exemplos de patologias associadas a cada grupo de DAI.

Tabela 6 — Exemplos de doencgas autoimunes especificas de orgdo associadas ao autoantigénio que as caracteriza 7.

Doencas autoimunes especificas de 6rgao

OrgiolCélulas Patologia(s) Autoantigénio/Localizacdao
Glandulas adrenais Doenca de Addison Citocromo P450
Eritrocitos Anemia hemolitica autoimune Proteinas de membrana dos eritrécitos
Trombocitopenia autoimune
Plaquetas Proteinas plaquetares (GP lIb/llla)
idiopatica
Estomago Anemia perniciosa Células parietais gastricas (H*/ATPase, fator intrinseco)

Transglutaminase

Intestino delgado Doenga celiaca Gliadinas
Endomisio
o Tiroidite de Hashimoto Antigénios das células da tiroide (Tiroglobulina)
Tiroide Doenca de Graves Recetor da tirotrofina
Musculo Miastenia gravis Recetores de acetilcolina
Células B-pancreaticas (acido glutimico descarboxilase,
Pancreas (llhéus de Langerhans) Diabetes tipo |
insulina)
Figado Hepatite autoimune Antigénios do hepatécito (Citocromo P450 2D6)
Ductos biliares Colangite biliar primaria Complexo enzimatico do piruvato desidrogenase

Coragao Doenca reumatica cardiaca Antigénios do miocardio



Tabela 7 — Exemplos de doengas autoimunes sistémicas associadas ao autoantigénio que as caracteriza 7.

Doencas autoimunes sistémicas (DAIS)

Patologia Localizacdo do autoantigénio
Espondilite anquilosante Vertebras
Esclerose multipla Cérebro e matéria branca
Artrite reumatoide Tecido conjuntivo
Lupus eritematoso sistémico DNA, proteinas nucleares, eritrocitos e membranas plaquetares
Esclerodermia Ndcleo celular, coragao, pulmdes, trato gastrointestinal, rins
Sindrome de Sjogren Glandulas salivares, figado, rins e tirdide

3.5. Metodologias utilizadas na detecao de autoanticorpos

A detecao de autoanticorpos é feita recorrendo a diversas metodologias que serao

explicadas em seguida.

3.5.1. Imunofluorescéncia indireta - IFI

Imunofluorescéncia indireta (IFl) refere-se a metodologia na qual, células de cultura
contendo antigénios especificos fixadas numa lamina, de modo a garantir que o antigénio-alvo
nao é removido durante o procedimento, sao permeabilizadas de forma a permitir a entrada
do eventual autoanticorpo presente na amostra de soro. A lamina é incubada com amostra
de soro previamente diluida, e caso contenha autoanticorpos, dar-se-a a formagao do
complexo antigénio-anticorpo (imunocomplexo). O excedente de autoanticorpo nao ligado é
removido durante o processo de lavagem da lamina. Em seguida, a formagao do
imunocomplexo € revelada pela adigao de um segundo anticorpo, anti-imunoglobulina humana
conjugado com um fluoroforo (isotiocianato de fluoresceina - FITC). A fluorescéncia emitida
por este composto apresenta colora¢ao verde, quando sobre ele incide radiagao ultravioleta,
e pode ser observada num microscoépio de fluorescéncia »°, permitindo assim identificar, para

além da presenca do antigénio a localizacio celular do mesmo *,

3.5.2. Imunoensaios enzimaticos - EIA

Os imunoensaios enzimaticos (EIA) sio metodologias que utilizam as propriedades
cataliticas de enzimas para detetar e quantificar reagoes de ligagao antigénio-anticorpo. Nos
imunoensaios enzimaticos nao competitivos utilizados no setor da autoimunidade, um
antigénio especifico esta covalentemente ligado a superficie de uma fase solida (pogos de
microfibra ou esferas de poliestireno), ao qual é adicionada a amostra de soro que podera
conter o anticorpo em estudo. Depois da lavagem para remover os anticorpos inespecificos
que nao se ligaram ao antigénio adiciona-se um anticorpo anti-imunoglobulina humana

marcado com uma enzima. Ao adicionar o substrato dar-se-a a reagao enzimatica, na qual o
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sinal emitido pelo produto de reagao é proporcional a concentragao de anticorpo presente
no soro do doente. A diversidade de metodologias EIA esta relacionada com as caracteristicas

fisico-quimicas deste produto de reacio >

3.5.2.1. Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay - ELISA

O ensaio de imunoabsor¢ao enzimatica (enzyme-linked immunosorbent assay - ELISA) é
uma metodologia concebida para detetar anticorpos (caso especifico das doengas autoimunes)
pela mudanca de cor originada por uma reagao enzimatica do tipo indireto, que ocorre em
placas com micropogos revestidos com o antigénio e aos quais € adicionada a amostra diluida.
Apos incubagao para promover a formagao do imunocomplexo seguem-se varias lavagens para
remover anticorpos nao complexados. Posteriormente é adicionado um segundo anticorpo
(anti-imunoglobulina  humana) marcado enzimaticamente (p.ex.: fosfatase alcalina) que
reconhece diretamente apenas os anticorpos em analise ligados aos antigénios que revestem
a fase solida. Seguidamente é adicionado o substrato enzimatico do conjugado, que gera um
sinal colorimétrico (azul). Por fim é adicionada uma solugao acida de forma a parar a reagao e
que origina uma mudanca de cor de azul para amarelo, que absorve a 450 nm. A medicao da
densidade otica é realizada através de um leitor de microplacas convencional, sendo que a

absorvancia é diretamente proporcional a concentragao de anticorpo na amostra >'.

3.5.2.2. Imunoensaio fluoroenzimatico - FEIA

Este € um método imunoenzimatico que quantifica anticorpos presentes na amostra
através de uma reagao enzimatica da qual resulta um produto fluorescente. O autoanalisador
ImmunoCap 250° utiliza uma fase solida de poliestireno a qual se encontram ligados os
antigénios. Ao adicionar a amostra, os anticorpos especificos ligam-se ao antigénio, formando
o complexo antigénio-anticorpo. Apds lavagem, os anticorpos inespecificos sao removidos e
posteriormente € adicionado um anticorpo anti-imunoglobulina humana marcado com a
enzima [3-galactosidase. Por fim, apos a remocao de todas as anti-imunoglobulinas nao ligadas
ao complexo, € adicionado o substrato enzimatico fluorogénico (4- metilumbeliferil-B-D-
galactosideo) que é convertido em umbeliferona, composto altamente fluorescente. A
concentragao do anticorpo no soro é proporcional a intensidade de fluorescéncia lida pelo

fluorimentro ',

3.5.3. Radioimunoensaio - RIA

Os radioimunoensaios (RIA) s3ao metodologias mundialmente utilizadas nos

laboratérios de analises clinicas. Esta preconiza que, as amostras em estudo sejam incubadas
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com o antigénio alvo marcado com Caso a amostra contenha o anticorpo especifico de

antigénio marcado com o radioisotopo, dar-se-a a formagao de um complexo, com a sua

posterior precipitacio pela adicio de uma solucio salina de sulfato de aménia '*",

De modo a determinar a quantidade de anticorpos ligados aos antigénios marcados é
utilizado um contador de radiagao gama. A radiagao gama emitida pelos radioisotopos ligados
a amostra é detetada e convertida em corrente elétrica. Este sinal elétrico é amplificado e
convertido em pulsos voltaicos, cujas intensidades estao diretamente relacionadas com a

energia de radiagdo e nimero de radioisétopos ligados 2 amostra "

3.5.4. Quimioluminescéncia - CLIA

Atualmente os imunoensaios de quimioluminescencia (CLIA) substituiram muitas das
reagoes por RIA no laboratério de imunologia, uma vez que tém sensibilidade equiparavel, e

tém a vantagem da facilidade, seguranga e menor custo .

A quimioluminescéncia é o processo em que, de uma reagao quimica resulta um
produto que emite luz. Geralmente, as reagoes de quimioluminescéncia sao de oxidagao-
redugio, sendo com mais frequéncia de oxidagio ''. Esta metodologia é baseada no principio
do imunoensaio indireto onde antigénios recombinantes que revestem uma fase solida de
microparticulas paramagnéticas sao incubados com a amostra a ser analisada. Apos a
magnetizagao e sucessivas lavagens das microesferas, é adicionado a cuvete um anticorpo IgG,
anti-imunoglobulina humana conjugada com isoluminol. Caso se tenha formado previamente
o complexo antigénio-anticorpo, o conjugado ira ligar-se ao complexo formado produzindo
luminescéncia quando os reagentes “Trigger” sao adicionados a cuvete. Estes reagentes
geralmente sao constituidos por uma solugao alcalina contendo um oxidante (peroxido de
hidrogénio, por exemplo) e um catalisador enzimatico ou metalico, de forma a promover a
oxidagao do derivado de isoluminol. Da reagao resulta um intermediario excitado que,
regressando ao estado fundamental emite luz azul a 425 nm. O sinal luminoso é diretamente

proporcional a concentragao de analito na amostra e o valor dado em Unidades Relativas de

Luz (RLU- Relative Light Units) *'"'.

3.5.5. Immunoblotting

Immunoblotting caracteriza-se por ser uma metodologia utilizada para o screening de
anticorpos especificos presentes numa dada amostra contra diferentes antigénios, na qual tiras

de nitrocelulose contém antigénios recombinantes altamente purificados.



Em cada tira comercial podem estar presentes mais de dez antigénios diferentes e as
amostras a analisar sao incubadas com as membranas de nitrocelulose. Se a amostra contiver
anticorpo especifico para algum dos antigénios fixados, ira formar-se um imunocomplexo no
local da tira exclusivo desse mesmo antigénio. Posteriormente, todos os anticorpos que nao
reagiram com os antigénios fixados sao removidos através de sucessivas lavagens. Em seguida
as membranas de nitrocelulose sao incubadas com a anti-imunoglobulina humana ligada a uma
enzima (fosfatase alcalina), que ird reconhecer o imunocomplexo formado previamente.
Seguidamente procede-se a lavagem das tiras de modo a remover todo o conjugado nao ligado
ao imunocomplexo, adicionando-lhe em seguida, o substrato enzimatico BCIP/NBT (5-Bromo-
4-cloro-3-indolil fosfato p-toluidina sal/cloreto de tetrazolio-nitroazul). Onde estiver formado
o imunocomplexo formar-se-a uma banda azul escura/cinzenta resultante da reagao
enzimatica. A intensidade da cor da banda é proporcional a concentracao de anticorpos

presentes na amostra '’

3.6. Ferramentas auxiliares de diagndstico

Por norma, quando é colocada a hipétese de um individuo possuir uma doenga
autoimune e nao tem historico de estudo realizado nesse sentido, o SPC-CHUC efetua a
pesquisa preliminar de Anticorpos Antinucleares e Citoplasmaticos (ANA) e de Anticorpos
anti-Antigénios Nucleares Extraiveis (ENA), associados a outros parametros que o clinico,

mediante a avaliagao do individuo, considere relevantes.

Quando as suspeitas recaem sobre doengas autoimunes especificas de um orgao, os
parametros bioquimicos e hematologicos, associados a outros exames complementares de
diagnostico, poderao orientar a pesquisa de autoanticorpos especificos, uma vez que os
antigénios que lhes correspondem, apresentam propriedades fisiologicas e anatomicas
caracteristicas . No Anexo |, encontram-se as orientagdes do SPC-CHUC na pesquisa de

conjuntos de autoanticorpos especificos que caracterizam determinadas patologias.

3.6.1. Anticorpos Antinucleares e Citoplasmaticos

Quando se trata de DAIS, como os sinais clinicos nao se manifestam num local definido
contrariamente ao que se verifica com doengas autoimunes especificas de um orgao, a
abordagem diagnostica tem que ser diferente. Os Anticorpos Antinucleares e Citoplasmaticos
(ANA) caracterizam-se por ser um grupo de autoanticorpos que se ligam a antigénios
presentes no nucleo, aparelho mitético e citoplasma das células. Conserva-se a sigla ANA uma

vez que anteriormente apenas se analisavam os Anticorpos Anti-Nucleares .



A presencga de autoanticorpos especificos de antigénios intracelulares é caracteristica
de diversas doencas autoimunes sistémicas e a sua analise é usualmente requerida, como parte
integrante da primeira etapa do diagnostico diferencial. Apesar da elevada frequéncia de ANA
em sujeitos com DAIS, sabe-se que também poderao ser identificados em individuos com
doengas autoimunes orgao-especificas, bem como em algumas infe¢oes, carcinomas,
associados ao aumento da idade e até em individuos saudaveis '°. Deste modo, é fundamental
aliar os resultados obtidos a histéria clinica individual e familiar bem como a outros parametros

analiticos relevantes, de modo a poder ter relevancia clinica no ambito das DAI.

Muitos destes autoanticorpos tém sido caracterizados como biomarcadores de
previsao, podendo ser detetados antes das manifestagoes clinicas da doenga, e/ou de
prognostico, isto €, na avaliagao do curso e possivel desfecho da patologia. Assim, ao detetar-
se a presenga de AAc, mesmo sabendo que se podem manifestar em individuos saudaveis que
nunca desenvolverao nenhuma patologia associada, é fundamental informar o corpo clinico do

achado de modo a alertar para a possibilidade de desenvolvimento de uma DAI ",

3.6.1.2. Como se deteta a presenca de ANA?

Foi estipulado pelo American College of Rheumatology que a metodologia gold standard
para pesquisa de ANA ¢ a IFl, uma vez que numa primeira abordagem, alguns imunoensaios
(ELISA e EIA) e ensaios em multiplex estariam associados a uma elevada percentagem de falsos
negativos. Por outro lado, preconizou-se que a linha celular gold standard na identificagao
destes autoanticorpos € a de células do carcinoma da laringe tipo 2 (HEp-2) privilegiadas pelo
numero elevado de células em todas as fases do ciclo celular, com morfologias celulares ideais,
das quais se destaca a presenca de muitos nucléolos e de nucleos de grandes dimensoes.
Apresentam também elevada proliferagao celular e expressio de centenas de antigénios
relevantes no dominio das DAI 7. A detecio de ANA em células HEp-2 por IFl apresenta
um largo espetro uma vez que é capaz de detetar entre 100-150 antigénios celulares em

diferentes estadios do ciclo celular *?'.

A diluigao standard utilizada no screening de ANA ¢, segundo as recomendagoes, |:80
'8, No entanto, sabe-se que titulos correspondente a diluicdes de 1:80 podem ser considerados
como borderline uma vez que a maioria das amostras que apresentam estes valores nao
apresentam, nem de futuro manifestardo, evidéncias clinicas sugestivas de DAI **. Assim,
preconizou-se que para screening de ANA, as amostras seriam diluidas numa razao de |:160,
excetuando-se soros de criangas com idade igual ou inferior a 5 anos de idade, cujo fator de
diluigao permanece de 1:80.
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Na avaliagao e detegao de ANA por IFI/HEp-2 é importante ter em conta trés aspetos:

I. Presencga/auséncia de autoanticorpos na amostra
2. Titulo de anticorpo

3. Padrio de imunofluorescéncia "%,

A detecao da presenca de autoanticorpos na amostra € revelada pelo sinal de
fluorescéncia verde emitido aquando da irradiagao da lamina com luz UV. Em amostras
negativas verifica-se a presenga de células nao marcadas com fluoréforo, apresentando
auséncia ou fraco titulo de fluorescéncia, sem distingao evidente de estruturas celulares (entre
nucleo e organelos citoplasmaticos), com padroes semelhantes ao controlo negativo. Em
amostras positivas, para além da avaliagao qualitativa revelada pela presenca marcada de

fluorescéncia, é importante avaliar o titulo do anticorpo e o padrao de imunofluorescéncia.

O titulo de anticorpo representa a apreciagao semi-quantitativa da concentragao de
anticorpo no soro, avaliada pela intensidade de fluorescéncia observada. Sabendo que é
possivel detetar alguns autoanticorpos em individuos saudaveis, € importante ter em conta o
titulo de anticorpos uma vez que nestes, € inferior, quando comparado com o de doentes com
DAIS. Esta definido que amostras com titulos inferiores a 1:160 sao consideradas negativas.
Por outro lado, sao consideradas positivas as amostras cujo titulo seja igual ou superior a |60,
podendo variar entre 320, 640, 1280 e superior a 1280, sendo que quanto maior o titulo,
maior a intensidade de fluorescéncia e, por conseguinte, maior a concentragao de

autoanticorpo na amostra.

Por fim, o padrao de imunofluorescéncia é considerado o fator discriminatério uma
vez que indica as caracteristicas do(s) anticorpo(s) com forte probabilidade de constar(em) na
amostra, pois revela a localizagdo dos antigénios intracelulares com os quais complexa,
sugerindo ainda o follow-up acompanhado de associagoes seroldgicas confirmatorias de forma
a detalhar e comprovar suspeitas de um diagnostico especifico '*'*%°. A Figura 2 apresenta

alguns exemplos de padroes de fluorescéncia observados durante o estagio.

A elaboragao de algoritmos de decisao baseados na andlise dos padroes de
fluorescéncia auxilia na escolha dos testes monoespecificos confirmatoérios de autoanticorpos
a realizar através de imunoensaios (ELISA, immunoblotting e CLIA) com especificidade para

2

autoantigénios intracelulares especificos ». Como verificado na Figura 2, a cada um dos

diferentes padroes corresponde um codigo anti-cell (AC-X, em que X corresponde um
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numero). Estes codigos possibilitam um acesso rapido e facil aos padroes de referéncia do
International Consensus on Antinuclear antibody Pattern (ICAP), aliados a uma importante

uniformizacao mundial da nhomenclatura.

Figura 2 — Exemplos de padrdes de fluorescéncia obtidos por IFI/HEp-2. A: Fibras do fuso mitético (AC-25); B: Centromero (AC-3) e
Citoplasmatico Reticular/AMA tipo mitocondrial (AC-21); C: Citoplasmatico Anéis e Bastonetes (AC-23). Fonte: SPC-CHUC

3.6.2. Antigénios Nucleares Extraiveis

A maioria dos antigénios descritos como fundamentais no diagnostico de doengas
autoimunes estao localizados no nucleo, entre os quais os Antigénios Nucleares Extraiveis
(ENA) **. Os ENA sdo um grupo constituido por mais de 100 antigénios de ribonucleohistonas

e proteinas nucleares nao-histonas isoladas por extragio salina %

. Por conseguinte, os
Anticorpos anti-antigénios Nucleares Extraiveis (anti-ENA) pertencem ao subgrupo de
autoanticorpos ANA que nao complexam com a cromatina e que se ligam a proteinas
nucleares 7. Assim, a presenca de anti-ENA estd intimamente relacionada com diferentes
padroes de imunofluorescéncia de ANA associados a DAI. Alguns ENA apresentam elevada
especificidade para determinada patologia (p. ex.: Scl-70 e esclerose sistémica) ou associados
a fendtipos caracteristicos de um grupo de doengas, enquanto que outros podem encontrar-
se num espetro alargado de doengas %%’

A nomenclatura dos ENA depende do primeiro grupo de autores que o descreveu e
podera estar relacionada com a fun¢ao do antigénio (RNP: Ribonucleoproteina), com o nome
do doente que forneceu a amostra de soro de referéncia (Sm: Smith, La: Lane, Ro: Robert, Jo:
John) ou da patologia detetada no soro do doente dador (SSA: Sindroma de Sjogren A, SSB:
Sindroma de Sjogren B, Scl-70: Escleroderma). A analise detalhada dos ENA é fundamental
uma vez que contribui de forma determinante para a distingao entre os diferentes tipos de
DAI reuméticas *. A detecdo de ENA é de especial importincia no diagndstico de doencas
caracterizadas por anticorpos especificos, sendo que os mais comuns associados a DAI estao
enunciados na Tabela 8.

Na rotina laboratorial, a aplicagio de metodologias como ELISA, CLIA, microarrays na

identificacao de anticorpos anti-ENA é cada vez mais frequente, uma vez que siao ensaios



sensiveis, que permitem a detegdo simultinea de diferentes AAc presentes em volumes
reduzidos de amostra, tornando rentavel a dete¢ao automatizada de anticorpos.

Os anticorpos anti-ENA podem fornecer informagdoes acerca da natureza dos
antigénios pelo tipo de agrupamento (cluster) que formam entre si. A grande maioria dos
doentes com titulos positivos para o anticorpo anti-Sm também apresentam anticorpos anti-
RNP, sendo que o inverso nem sempre acontece, uma vez que este & o anticorpo
caracteristico da Doenga Mista do Tecido Conjuntivo e o anti-Sm é altamente especifico de
individuos com LES. A associagao entre SSA/Ro60, SSA/Ro52 e SSB/La também é frequente,

principalmente em quadros patolégicos tipicos de Sindroma de Sjogren .

Tabela 8 — Caracterizagao dos ENA mais prevalentes e relevantes no diagnostico de DAIS 2526:28,

CARACTERIZAGAO DO CARACTERISTICAS RELEVANTES DO .
ANTICORPO , PATOLOGIAS PREVALENCIA
ANTIGENIO AAC

» Associado ao desenvolvimento de nefrite

15-25% (T
Anti-Sm Proteinas do core e alteragdes no SNC, pulmdes e LES . (
s especificidade)
miocardio.
» Dois subtipos diferentes: LED 5-20%
1) Ro52 (nuclear) — associado a LECS 40-70%

Ribonucleoproteinas de

52-kD e 60-kD que Esclerose sistémica e Miosites. LES 35.70%

Anti-SSA/Ro contém acidos nucleicos 2) - Ro60 (citoplasmtico). LEN 80-90%
. e » Pode ndo ser detetado por IFI-HEp2.
ricos em uridina  Pod ifest ancia de anti
ode manifestar-se na auséncia de anti- ssj 70-100%
SSB/La.
; LED 5-10%
Fosfoproteina (48 kD) » Menos comum que o anti-SSA/Ro.
Anti-SSB/La  associada com diversos » Raramente encontrado na auséncia de LECS 40-60%
tipos de SRNA anti-SSA/Ro. LES 45%
SSj 40-90%
. ) , . DMTC 90-100%
Anti-RNP Ribonucleoproteinas » Caracteristico de DMTC.
LES 20-30%
PM 20-30%
PM + fibrose
i aveis 2 60-70%
Anti-Jo-70 Histidil-tRNA sintetase ’ ASS(?CIa‘dO a respostas desfavoraveis a pulmonar
terapéutica.
DM 5-10%
LES 0-5%
ES 50-70%
Anti-Scl-70  DNA topoisomerase | » Especifico de ES.
ES difusa 77%

DM, Dermatomiosite; DMTC, Doenga Mista do Tecido Conjuntivo; ES, Esclerose Sistémica; LECS, Lupus Eritematoso Cutineo
Subagudo; LED, Lupus Eritematoso Discoide; LEN, Lupus Eritematoso Neonatal; LES, Lupus Eritematoso Sistémico; kD, Quilodalton;
PM, Polimiosite; sSRNA, Acido ribonucleico de baixo peso molecular; SSj, Sindroma de Sjogren.

3.7. Algoritmo de identificacao

Em situagoes de forte suspeita de doenga autoimune, é realizada a pesquisa de
Anticorpos Antinucleares e Citoplasmaticos (ANA) e do conjunto dos sete Anticorpos anti-
antigénios Nucleares Extraiveis (ENA) associados a patologias recorrentes, como ferramentas
de orientagao no diagnodstico. As Tabelas 9, 10 e || apresentam a correspondéncia dos

diferentes padroes nucleares, citoplasmaticos e mitoticos, visualizados ao microscopio de
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fluorescéncia, com a respetiva correspondéncia de AAg que os caracterizam, e cujas imagens
caracteristicas se encontram no Anexo 2. Em seguida é programada a pesquisa dos AAc
especificos correspondentes ao padrao de fluorescéncia identificado pelo SPC-CHUC por

diferentes metodologias.

Os padroes nucleares sao caracterizados em nucleos de células HEp-2 em interfase
fluorescentes, independentemente da positividade/negatividade das restantes células em
mitose, e estdo representados na Tabela 9. Os padroes citoplasmaticos apresentados na
Tabela 10, sao caracterizados a partir do conteludo citoplasmatico de células HEp-2
fluorescentes, independentemente da positividade/negatividade das restantes células em
mitose. A nomenclatura esta associada a reatividade (caracteristicas da fluorescéncia)

observadas no citoplasma, bem como a estrutura/organelo citoplasmatico identificado.

Por fim, sao classificadas de padroes mitoticos (Tabela | 1), células HEp-2 fluorescentes
com caracteristicas muito particulares de eventos que decorrem durante a mitose. Tomemos
como exemplo o padrao esperado observar em AC-24: os centrossomas sao identificados
como dois pontos fluorescentes localizados em polos opostos de uma célula usualmente em

metafase 2.
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Tabela 9 — Algoritmo de detecio de antigénios especificos associados aos padrdes de fluorescéncia nucleares e as
patologias prevalentes 2°. Fonte: SPC-CHUC.

PADRAO DE FLUORESCENCIA ANTIGENIO METODO DE DETECAO PATOLOGIAS ASSOCIADAS
DO AUTOANTICORPO

Nuclear homogéneo (AC-1)

Mosqueado (AC-2, 4, 5)

Nuclear mosqueado fino denso (AC-2)

Nuclear mosqueado fino (AC-4)

Nuclear mosqueado grosseiro (AC-5)

Nuclear granular (AC-29)

Centrémero (AC-3)

Pontos nucleares (AC-6, 7)

Multiplos pontos nucleares (AC-6)

Raros pontos nucleares (AC-7)

Nucleolar (AC-8, 9, 10)

Nucleolar homogéneo (AC-8)

Nucleolar aglomerado (AC-9)
Nucleolar ponteado (AC-10)

Membrana nuclear (AC-1 1, 12)

Membrana nuclear linear (AC-11)
Membrana nuclear ponteada (AC-12)
Pleomoérficos (AC-13, 14)

Pleomorfico tipo PCNA (AC-13)
Pleomorfico tipo CENP-F (AC-14)

dsDNA

Histonas

Nucleossomas

DFS70

SS-A/Ro (Ro60), SS-
B/La
Mi-2, Ku

RNP, Sm

DNA
topoisomerase |
(ScL-70)
Proteinas do

centromero
(CENP-A/B (C))

Sp100

p80-coilina, SMN

PM/Scl-75, PM/Scl-
100, Th/To

Fibrilarina
RNA polimerase llI,
NOR-90

Proteinas da lamina

Proteinas do poro
nuclear (gp210)

PCNA
CENP-F

FEIA, IFI (substrato:
Crithidia luciliae), RIA
ELISA

Immunoblotting

CLIA e
Immunoblotting
CLIA e
Immunoblotting
Immunoblotting
CLIA e
Immunoblotting

IFl e Immunoblotting

IFl / Immunoblotting

Immunoblotting

Immunoblotting

IFI

Immunoblotting

IFl e Immunoblotting

IFI

LES, Lupus induzido por
farmacos, artrite idiopatica
juvenil

Raro em LES, SSj, ES

SSj, LES, DM, ES/PM em
sobreposicao

DMTC, LES, ES

ES (cutdnea e outras formas
mais agressivas da doenga)

ES (cutinea), CBP, Sindroma
de CREST

CBP, DAISR, PM/DM
SSj, LES, ES, PM, Individuos
assintomaticos

ES, ES/PM em sobreposigao

ES

ES, SSj

LES, SSj, artrite seronegativa

CBP

LES

Cancro
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Tabela 10 — Algoritmo de detegio de antigénios especificos associados aos padrdes citoplasmaticos e correlagio com as
patologias prevalentes 2. Fonte: SPC-CHUC.

PADRAO DE FLUORESCENCIA

METODO DE
DETEGAO DO

ANTIGENIO

AUTOANTICORPO

PATOLOGIAS ASSOCIADAS

Filamentoso (AC-15, 16, 17)

Citoplasmatico filamentoso linear
(AC-15)

Citoplasmatico filamentoso
fibrillar (AC-16)

Citoplasmatico filamentoso
segmentar (AC-17)

Mosqueado (AC-18, 19, 20)

Citoplasmatico granular (AC-18)

Citoplasmatico granular fino
denso (AC-19)

Citoplasmatico granular fino
(AC-20)

Citoplasmatico Reticular/AMA
tipo mitocondrial (AC-21)

Citoplasmatico polar tipo Golgi
(AC-22)

Citoplasmatico Anéis e
Bastonetes (AC-23)

22

Actina

IFI

Vimentina

Tropomiosina

Proteinas lisossomais
(GW182, Su/Ago2,
Ge-I)

Proteinas ribossomais
(PL-7, PL-12,
proteinas P

Immunoblotting

ribossomais)

Jo-1 (histidil-tRNA
sintetase)

Proteinas
mitocondriais (PDC-
E2/M2, BCOADC-E2,
OGDC-E2, Ela da
PDC, E3BP/proteina
X)

Proteinas do

IFI, ELISA, FEIA,
Immunoblotting

complexo de Golgi
(Giantina/macrogolgin

a, golgina 95, golgina-

160, golgina-97, IFI
golgina-245)

IMPDH2 (nematina)

DMTC, hepatite cronica, cirrose
hepatica, miastenia gravis, doenca de
Crohn, CBP, hemodiilise
prolongada, rara noutras DAISR
além das DMTC

Doengas infeciosas ou inflamatorias,
hemodialise prolongada, doenga
hepatica alcoodlica, DAISR, psoriase,
controlos saudaveis

Miastenia gravis, doenga de Crohn,
colite ulcerosa

CBP, DAISR, Doengas Neuroldgicas
Autoimunes

PM/DM, LES, LES juvenil, LES
neuropsiquiatrico

Sindroma anti-sintetase, PM/DM, ES,
Efusdo pleural idiopatica

CBP, ES, raro noutras DAIS

Raro em SSj, LES, AR, DMTC, ataxia
cerebelar idiopatica, degeneragao
paraneoplasica cerebelar, infegoes
viricas.

Virus da Hepatite C pos terapeutica
com ribavirina, LES, doenca de
Hashimoto.



Tabela I | — Algoritmo de detegio de antigénios especificos associados aos padrdes mitéticos e correlagio com as
patologias prevalentes 2°. Fonte: SPC-CHUC.

PADRAO DE FLUORESCENCIA ANTIGENIO METODO DE PATOLOGIAS ASSOCIADAS
DETECAO DO

AUTOANTICORPO

Raro em ES, Fenomeno de

Pericentrina, nineina, Cep250, Raynaud, infecdes (viricas e

Centrossoma (AC-24) Cepl 10, enolase

Mycoplasma)
Fibras do fuso mitotico .
(AC-25) HsEg5 Raro em SSj, LES e outras DAIS
NuMA-like (AC-26) Centrofilina SSj, LES e outras DAIS
IFI
Ponte intercelular tipo Aurora cinase B, CENP-E, MSA- Raro em ES, Fenémeno de
midbody (AC-27) 2, KIF-14, MKLP-I Raynaud e carcinomas.

Raro em lupus eritmatoso
discoide, leucemia linfocitica
cronica, SSj e polimialgia
reumatica.

Evelope cromossomico

(AC-28) Histona H3 modificada, MCA-|

Quando a detegao de ANA é positiva, a pesquisa de ENA, esquematizada na Figura 3,
segue como forma de confirmagao do diagnostico, sendo que o perfil de ENA é crucial na

avaliagio das proteinas dentro do nucleo reconhecidas pelas técnicas de IFl *°.

ENA 7 (SSA/Ro60, SSB/La, RNP, Sm, Scl-
70, Jol, SSA/Ro52)

(CLIA)

Pesquisa parimetrizada de SSA/Ro60,
55A/Ro52, 55B/La, RNP, Sm

(CLIA)
| +

Resultado quantitativo
do anticorpo especifico

Sch-70, Jo-1,

(Imnmnoblotﬁng)

Figura 3 — Algoritmo de identificagdo de Antigénios Nucleares Extraiveis no SPC-CHUC (-, negativo; +, positivo)
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3.8. Caso Clinico |

Uma jovem de 24 anos com histoérico de poliartralgias (sem qualquer especificidade na
historia clinica) apresentava sintomatologia febril, e na sequéncia de uma consulta médica na
especialidade de Reumatologia em agosto de 2018, é solicitada a pesquisa de Anticorpos

Antinucleares e Citoplasmaticos (ANA).

Sabendo que a doente nunca tinha sido estudada neste contexto, a par do pedido de
pesquisa de ANA feito pelo clinico, é efetuada a determinagao de anticorpos anti-ENA,

obtendo-se os seguintes resultados:

Tabela 12 - Resultado obtido para a pesquisa de ENA.

Parametros Resultado

ENA-7 (SSA/Ro60, SSB/La, RNP, Sm, Negativo

Scl-70. Jol, SSA/Ro52) Figura 4 - Padrao de fluorescéncia obtido por IFI/HEp-
2. Realce para a intensidade de fluorescéncia das células
em mitose. Fonte: SPC-CHUC (agosto de 2018).

Da andlise feita e mediante o padrao obtido pela Figura 4, pode concluir-se que existem
autoanticorpos presentes na amostra da doente, manifestados pela presenca de fluorescéncia.
Pode referir-se ainda que, os AAc presentes na amostra nao fazem parte do conjunto ENA-7
que se revelou negativo (Tabelal2). Para além da detecao de autoanticorpo é importante
proceder a sua quantificagao revelada pelo titulo de anticorpo, que se mostrou ser na ordem

de 1280.

Por fim, no que diz respeito ao padrio de imunofluorescéncia, pode verificar-se que
as células em interfase apresentam fluorescéncia homogénea e regular por todo nucleoplasma
e que as células em mitose: apresentam cromatina intensamente corada de modo hialino
homogéneo, caracteristicas correspondentes ao padrao de fluorescéncia AC-I, nuclear

homogéneo.

Mediante o algoritmo de identificagdo de anticorpos antinucleares apresentado na
Tabela 9, foi efetuada a pesquisa de anti-dsDNA, anti-histonas e anti-nucleossomas e cujos

resultados sao apresentados na Tabela |3.
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Tabela I3 - Resultados obtidos para a pesquisa de anti-dsDNA,

anti-histonas e anti-nucleossomas.

Parametro Resultado Interpretacdo

Negativo: <10 IU/mL
Anti-dsDNA (FEIA) 23 IU/mL 10 < Duvidoso < 15 IU/mL

Positivo: >15 IU/mL

Anti-Histonas Negativo

Anti-Nucleossomas Positivo Forte

Figura 5 — Imunofluorescéncia de anticorpo anti-
dsDNA detetado por IFl em substrato de Crithidia
luciliae. Fonte: SPC-CHUC, agosto de 2018.

Anti- dsDNA (RIA) 61,97 IU/mL Positivo: >7,0 IlU/mL

Obtido o resultado de anti-dsDNA pelo método de FEIA, procedeu-se a sua pesquisa
recorrendo as metodologias de RIA e IFl, sendo que nesta ultima, utilizado como substrato o
protozoario Crithidia luciliae e cujo o resultado esta representado na Figura 5. A andlise da
Figura 5 revela uma intensidade de fluorescéncia elevada do cinetoplasto do protozoario, com
a indicagao de titulo “Positivo Forte (++++)” indicando assim uma positividade marcada para

a presenca do anticorpo anti-dsDNA na amostra.

Pode observar-se que a pesquisa do autoanticorpo anti-dsDNA se mostrou positiva
em todas as metodologias utilizadas para a sua detegao e quantificagao. Mediante a anadlise
destes resultados, em conjugagao com evidencias clinicas manifestadas pela doente (as quais

nao nos foi possivel ter acesso), o corpo clinico chegou a um diagnostico final.

Informagao de diagnostico clinico: Lupus Eritematoso Sistémico (LES)

Tabela 14 - Resultados obtidos da determinagao de anti-dsDNA (RIA)

Data Resultado Interpretacao

02/08/2018 61,97 IU/mL

17/09/2018 6,60 IU/mL
Positivo: >7,0 lU/mL

26/10/2018 7,76 IU/mL

Figura 6 - Padrio de fluorescéncia
04/09/2020 5,26 IU/mL obtido por IFI/HEp-2. Fonte: SPC-
CHUC, setembro 2020.

A doente continuou a ser seguida em consultas de Reumatologia no CHUC com
avaliacao periddica dos anticorpos anti-dsDNA durante 3 meses. Passados cerca de 2 anos
apos o ultimo follow-up da doente no setor da Autoimunidade, em setembro de 2020 foram
novamente solicitadas, a pesquisa de ANA e determinagao de anti-dsDNA. (Figura 6 e Tabela

14),
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Verifica-se que os niveis de anti-dsDNA diminuiram de 7,76 |lU/mL para 5,26 1U/mL,
(possivelmente devido a terapéutica instituida) contrariamente ao observado no padrao de
fluorescéncia apresentado na Figura 5, que apesar de se manter AC-l, em comparagao com a
Figura 4, pode constatar-se que o titulo é superior ao manifestado em 2018, sendo superior a
1280. Para compreender os resultados obtidos e o diagnéstico apresentado, é feita uma
elucidagao geral sobre a patologia associada ao esclarecimento dos diversos parametros

imunolégicos determinados, realgando a sua relevancia clinica.

3.8.1. Lupus Eritematoso Sistémico — Caracterizacao patolégica

O Lupus Eritematoso Sistémico (LES) é das doengas autoimunes sistémicas com maior
incidéncia na populagao. Com amplo espetro de sinais e sintomas, alguns deles apresentados
na Tabela |5, os doentes afetados por esta patologia poderao experimentar desde dores
ligeiras nas articulagoes e lesdes em algumas regides da pele até ao envolvimento

. L. , ~ e .27 . . . .
potencialmente fatal de mdltiplos orgaos vitais “. Afeta maioritariamente jovens entre os 20 e
os 40 anos de idade, em que a probabilidade de uma mulher contrair a doenga € 9 a 15 vezes

superior a de um homem °,

Tabela 15 - Critérios de classificagao de Luspus Eritematoso Sistémico 27.

CRITERIOS * DEFINICAO

ERITEMA MALAR Eritema nas eminéncias malares.

ERITEMA DISCOIDE
FOTOSSENSIBILIDADE

ULCERAS ORAIS

ARTRITE

SEROSITE

DOENGA RENAL

DOENGA NEUROLOGICA

DOENGA HEMATOLOGICA

DOENGA IMUNOLOGICA

PESQUISA DE ANA
POSITIVA

Manchas eritematosas com escama queratotica; cicatriz atréfica pode ocorrer em lesGes mais antigas
Eritema na pele devido a reagdo atipica aos raios solares.

Ulceragao oral ou nasofaringea, usualmente indolor.

Artrite nao erosiva envolvendo duas ou mais articulagoes periféricas, caracterizada por sensibilidade,

edema ou efusdo.
Pleurite: 1) historia de dor toracica pleuritica ou 2) atrito ouvido por um clinico ou 3) evidéncia de efusiao

pleural ou Pericardite: |) revelada por eletrocardiograma ou 2) evidéncia de efusio pericardica.
Proteindria persistente ou >0,5 g/dia ou >3+ se a determinagdo nio for realizada ou Cilindros de
eritrocitos, de hemoglobina, hialino-granulosos ou mistos.

a) Convulsées: na auséncia de farmacos ou distlrbios metabdlicos conhecidos ou b) Psicose: na auséncia
de drogas ou distirbios metabélicos conhecidos.

a) Anemia hemolitica com reticulécitos ou b) Leucopenia <4000/mm? ou c) Linfopenia <1500/mm? ou d)

Trombocitopenia <100 000/mm? na auséncia de formacos.

a) Anticorpo Anti-dsDNA: Titulos elevados de anticorpo contra o DNA ou b) Anticorpo Anti-Sm:
Presenca de anticorpo contra o antigénio Sm nuclear ou c) Presenga de anticorpos antifosfolipidicos: 1)
elevadas concentrages de anticorpos anti-cardiolipina IgG ou IgM, 2) Pesquisa positiva de anticoagolante

lupico, 3) Falso positivo na pesquisa serologica de Treponema pallidum.

Titulos elevados de anticorpos antinucleares e citoplasmaticos detetados por imunofluorescéncia
ou por metodologia equivalente, na auséncia de farmacos associados a sindromas ltpicos induzidos por

farmacos.

*A presenca de quatro ou mais critérios é requerida para a classificagdo e diagnéstico de LES.
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Quando ha uma forte suspeita de que o doente apresenta um quadro clinico de LES, o
screening de ANA é a melhor abordagem preliminar *'. A maioria dos padrdes de fluorescéncia
intimamente ligados a doencga sao os nucleares e alguns citoplasmaticos e mitoticos, revelados
nas tabelas 3, 4 e 5, sendo que o AC-| é o padrao mais caracteristico desta patologia. Deste
modo, a detecao dos AAc especificos associados aos padroes de fluorescéncia auxilia no

diagnéstico clinico de LES 7.

3.8.2. Anti-dsDNA

Os anticorpos que se ligam ao DNA (anti-DNA) sao um subgrupo de ANA, e podem-
se apresentar como anti-ssDNA, autoanticorpos com maior afinidade na formagao de
imunocomplexos com DNA de cadeia simples (ssDNA) ou com anti-dsDNA, autoanticorpos
que complexam com cadeia dupla de DNA (dsDNA) . Os Anticorpos anti-DNA foram os
primeiros autoanticorpos registados em doentes com LES, em 1957. Estudos realizados nos
ultimos 50 anos, desde a descoberta destes anticorpos em doentes lupicos, comprovaram a

sua relevancia na compreensao da fisiopatologia da doenga *’.

Os principais epitopos do dsDNA sao constituidos por porgoes da cadeia de ribose-
fosfato do DNA e a formagao de complexos com anti-dsDNA pode dar-se em circulagao ou
in situ. Por norma, no local da deposigao do imunocomplexo verifica-se a ativagao do
complemento levando a uma resposta inflamatoria associada a sinais de lesao tecidular tipicos

da doenca ©.

Sabe-se que cerca de 60-83% dos doentes com LES apresentam anti-dsDNA e que 99%
dos doentes com LES apresentarao o referido autoanticorpo nalgum estadio da patologia. Por
outro lado, é raro encontrar-se anti-dsDNA em doentes com outras DAl ou em individuos
saudaveis *”’. Em alguns casos, a andlise dos ANA e a identificacio sérica de anti-dsDNA
apresentam sinais de positividade varios anos antes da manifestagio clinica da doenca **'.
Assim, pode dizer-se que o anticorpo anti-dsDNA é um marcador fundamental no diagnostico

de doentes com LES, tendo sido incluido pelo American College of Rheumatology como critério

de classificacdo da doenca *.

Em termos praticos é solicitada a pesquisa de anticorpos anti-dsDNA sempre que, da
andlise dos ANA se verificar padrao de fluorescéncia do tipo AC-I (vulgarmente denominado
de homogéneo) ou quando da observagao se confirmar a presenga de titulos positivos de

células em mitose.
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Na identificagdo e quantificagao de anti-dsDNA sao comumente utilizadas trés
metodologias distintas, ELISA, CLIFT (Imunofluorescéncia indireta em Crithidia lucilae) e RIA
(ensaio Farr). Das trés metodologias mencionadas, a que apresenta maior especificidade e que,
com maior seguranga, Pprevé potenciais exacerbagoes da doenga, especialmente
glomerulonetrite, sao os radioimunoensaios. Estes medem a quantidade de imunocomplexo

|I25

anti-dsDNA marcado com que precipita mediante elevadas concentragoes salinas,

garantindo que os anticorpos com elevada afinidade sao detetados.

Por outro lado, a metodologia CLIFT utiliza IFl como meio de detecao anti-dsDNA
pela sua capacidade de ligagao ao cinetoplasto da Crithidia lucilae, protozoario com genoma
dsDNA circular. A uma lamina com C. lucilae fixado é adicionada a amostra de soro em analise,
a qual posteriormente se adiciona antiglobulina humana marcada com FITC. A detecao de
anti-dsDNA é observada ao microscopio de fluorescéncia e, em casos de positividade, é
observado o padrao de fluorescéncia do cinetoplasto do protozoario. A maior vantagem deste
método reside na especificidade, uma vez que deteta exclusivamente anti-dsDNA pois nao

possui ssDNA nem tio pouco outros antigénios nucleolares *

, NO entanto apenas oferece
uma avaliagao semi-quantitativa, nao sendo a metodologia ideal para avaliar a progressao da

doenca *2.

Por fim metodologias ELISA sao relativamente simples de executar, no entanto sao
menos seletivas quando comparadas a RIA e CLIFT, uma vez que detetam nao so6 IgG de
elevada afinidade, mas também de baixa afinidade. Os diferentes kits de ELISA disponiveis no
mercado apresentam diferengas na sensibilidade e especificidade no diagnostico de LES. Assim,
as recomendacgoes internacionais na analise de ANA preconizam a determinagao de IgG anti-
dsDNA de elevada especificidade na detecao da doenga, usando as metodologias de RIA e

CLIFT 7,

No setor da Autoimunidade do Servigo de Patologia Clinica do CHUC esta definido
que a determinagao de anticorpos anti-dsDNA, aquando da suspeita de LES, é feita recorrendo
ao método FEIA. Caso a amostra revele valores borderline, ou seja, positivo, é repetida a

determinagao, na mesma amostra, por RIA e CLIFT.

O acompanhamento de doentes com esta patologia é sempre feito recorrendo a esta
tltima metodologia, sendo o CHUC o unico hospital em Portugal a utilizar RIA como
metodologia na determinagao de anti-dsDNA. A metodologia CLIFT ¢é utilizada, geralmente,
quando o padrao de fluorescéncia observado por IFI/HEp2 corresponde a AC-| com elevado

titulo de fluorescéncia e acompanhado de células em mitose, também estas com elevada
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intensidade de fluorescéncia. Por norma, amostras de doentes com LES submetidos a
tratamento farmacoldgico deixam progressivamente de apresentar pesquisa positiva por
CLIFT, nio sendo por isso, uma metodologia fidvel no follow-up da patologia. E usual, associado
a pesquisa de anti-dsDNA, se verificar a requisicdo da determinagao de anticorpos anti-
histonas, de modo a perceber se o quadro sugestivo de LES podera dever-se ao efeito de

farmacos.

A andlise de anti-dsDNA é fundamental nao s6 como parametro complementar ao
diagnostico de LES mas também como componente imprescindivel no prognostico da
patologia. Assim, o follow-up do doente faz-se acompanhar de avaliagoes das variagoes, tanto

dos niveis, como da avidez dos anticorpos anti-dsDNA °,

A andlise periddica (a cada 4-6 semanas) de amostras de doentes com LES pode
informar acerca da atividade da doenca . O conceito de “atividade da doenca” esta
relacionado com a exacerbagao da patologia. Por norma, o aumento dos niveis de anti-dsDNA
precede a manifestagao clinica da exacerbagao, mantendo titulos elevados durante o periodo
de elevada atividade da doenca ®”. Sabe-se que os anticorpos anti-dsDNA para além de
complexarem com o dsDNA, podem estar envolvidos em reagdes cruzadas com outros
antigénios nao especificos, como o sulfato de heparano, lamina, colagénio do tipo IV e actina,
cuja localizagao tipica € em células renais. Pensa-se que estas reagoes induzem a lesao do
tecido renal, manifestando-se comumente como nefrite lpica, patologia refrataria responsavel
por cerca de 75% das mortes por LES “**, A atividade da doenca pode ser avaliada de acordo
com o indice SLEDAI (Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index) que atualmente
preconiza que o titulo de anti-dsDNA é um elemento parametrizado na escala de atividade da

doenca 7.

A realizagao de ensaios clinicos, que visem a diminuicao da produgao de anticorpos
anti-dsDNA, com terapias anti-linfécitos B tém ganho algum destaque ao longo dos ultimos
anos. O rituximab (RTX) é um anticorpo monoclonal quimérico, utilizado no tratamento de
linfomas e de outras patologias autoimunes, como a artrite reumatoide, que se liga ao antigénio
alvo dos linfécitos B CD20, induzindo a morte celular das células B. O RTX demonstrou ter
resultados promissores no tratamento de doentes com nefrite lUpica associada a LES,
melhorando na fungao cognitiva, psicose e convulsoes associadas a diminui¢ao dos titulos de

anti-dsDNA, refletidos na diminuicio do score de SLEDAI ¥,
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3.8.3. Anti-Histonas, Anti-Nucleossomas e Anti-Sm

Tal como verificado na identificagao de anti-dsDNA, os anticorpos anti-histonas sao
comummente identificados em padroes de fluorescéncia AC-1 (nuclear homogéneo) por
IFI/HEp2 principalmente nas células em mitose, revelados pela elevada intensidade de
imunofluorescéncia °. Os anticorpos anti-histonas sio definidos como o grupo de AAc que
reagem com histonas, detetados usualmente recorrendo a técnicas de ELISA. Sabe-se que
cerca de 50-80% dos doentes com LES manifestam IgG e IgM anti-histonas detetados por
immunoblotting ou ELISA **, sendo uma caracteristica particularmente importante em doentes
com lupus induzido por firmacos (p. ex.: hidralazina e procainamida). Geralmente estes
doentes manifestam sintomas ligeiros tipicos da patologia, que desaparecem com a suspensao

da terapéutica 7.

No que diz respeito aos AAc anti-nucleossomas sabe-se que tém um valor diagnostico
fundamental em doentes que manifestam diversos sinais de LES e que, no entanto, apresentam
autoanticorpos anti-dsDNA negativos. A reatividade dos AAc anti-nucleossomas nestes
doentes é, em média, entre 44 e 100% °. Por outro lado, os anticorpos ENA anti-Sm sio de
especial importancia no diagnostico clinico da doenga, uma vez que, tal como se verifica com
o anticorpo anti-dsDNA, estio associados a gravidade e presenga de doenga renal,

especialmente em descendestes de Afro-Americanos **.

4. HEMATOLOGIA

A Hematologia ¢ a ciéncia que se dedica ao estudo do sangue: o plasma e as células
sanguineas, isto &, os eritrocitos, os leucocitos e as plaquetas. A determinagao do nimero das
diferentes populagoes de células e a avaliagao da sua morfologia, sao alguns dos parametros
relevantes na previsao e diagnostico de doengas hematoldgicas ou patologias que afetam as

células sanguineas *, explorados durante o periodo de estagio.

4.1. Hemograma

O sangue periférico de individuos saudaveis é constituido por células totalmente
diferenciadas que siao laboratorialmente contadas em hemocitometros automatizados. O
hemograma é uma analise de rotina constituida pelo eritrograma, hematécrito, determinagao
da concentracao de hemoglobina plasmatica, leucograma e plaquetograma. cujo objetivo é
identificar, qualitativa e quantitativamente, as diversas populagoes de estruturas que circulam

no sangue periférico. Para tal sao utilizadas amostras de sangue total colhidas em tubos com
30



anticoagulante, EDTA K;, composto que permite manter a integridade das células, impedindo

a formagio do coégulo sanguineo *.

4.1.1. Leucograma

O leucograma é um exame integrado no hemograma que se dedica a contagem
diferencial de leucécitos. Estes constituem uma populagao de células hematologicas destinadas
a protecio do hospedeiro de infecdes e dano celular *. Assim, valores anormais de leucécitos
no sangue periférico podem estar relacionados com eventos patologicos, como infegoes,
respostas imunoldgicas, carcinomas ou em sequéncia de imunossupressao causada por
farmacos, mas também associados a fatores fisiologicos, dos quais intensa atividade fisica e
gravidez. As distintas etiologias estao intimamente relacionadas com as populagdes de
leucocitos envolvidas, sendo que a alteragao abrupta do nimero total de leucécitos esta
comumente associada a variacdo de um tipo de leucocitos. Por esta razio é importante
associar a contagem total a contagem diferencial de leucocitos, também apelidada de formula
leucocitaria, de modo a distinguir de entre a populagao total, quais sao neutrofilos, eosindfilos,

linfocitos, mondcitos e basofilos 3.

Tabela 16 — Parimetros avaliados no leucograma, significado e respetiva relevancia clinica 3:3637:38,

PARAMETRO CONCEITO ASSOCIADO RELEVANCIA CLIiNICA

Leucécitos » Numero total de leucécitos por microlitro Identificar condi¢bes associadas a leucocitose (T
de sangue. leucécitos) ou leucopenia (Vleucdcitos).
Neutrdfilos = »Contagem do niumero absoluto de neutrdfilos Fagocitose, Degradagao tecidular
e percentagem relativa do nimero total de
leucécitos. T terapia com fatores de crescimento, infegdes,
doengas mieloproliferativas, stress.
Monocitos | »Contagem do nimero absoluto de monécitos Fagocitose e resposta imune adaptativa
e percentagem relativa do nimero total de
leucocitos. T em doengas mieloproliferativas e infegSes severas.
Linfocitos »Contagem do niimero absoluto de linfocitos e Resposta imunitaria adaptativa
percentagem relativa do nimero total de
Contagem leucdcitos. T na mononucleose infeciosa, infe¢des virais,
diferencial de leucemias linfociticas, doengas imunes.
leucocitos
Eosindfilos | »Contagem do nimero absoluto de eosinofilos Reagoes de hipersensibilidade
e percentagem relativa do nimero total de
leucocitos. T em infegGes por protozoarios, reagdes alérgicas,
leucemia mieloide cronica, dermatite, linfoma de
Hodgkin.
Basofilos »Contagem do nimero absoluto de basdfilos e Reagbes de hipersensibilidade

percentagem relativa do numero total de
leucécitos.

T, aumento; {, diminuigio do nimero

T em leucemia basofilica aguda, doengas
mieloproliferativas, reagdes alérgicas, hipotiroidismo
e inflamagao.
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4.1.2. Eritrograma

O eritrogama, a semelhanga do leucograma, é caracterizado pela contagem do niimero
de eritrocritos, células totalmente diferenciadas e as mais abundantes do sangue periférico.
No decorrer dos processos maturativos da linha celular hematopoiética eritroide, ocorre a

extrusio nuclear e perda de organelos celulares *.

Associado a contagem numérica dos eritrocitos esta patente no eritrograma a avaliagao
do seu tamanho, bem como do seu conteudo em hemoglobina, proteina constituida por
quatro grupos heme ligados a quatro cadeias globinicas, capazes de transportar quatro
moléculas de oxigénio. A hemoglobina &, portanto, essencial ao cumprimento da principal
funcao do eritrocito: transporte de oxigénio dos pulmoes para os tecidos periféricos,
acompanhado do transporte reverso de dioxido de carbono para ser eliminado pelo sistema

respiratério ***. A Tabela 16 apresenta os parimetros avaliados no eritrograma.

Tabela 17 — Parametros avaliados no eritrograma, significado e respetiva relevancia clinica 37:40:41,

PARAMETRO CONCEITOS ASSOCIADOS RELEVANCIA CLiNICA

Eritrocitos » NUmero total de eritrocitos por | Identificar condicdes patoldgicas associadas  a
microlitro de sangue. poliglobulia ou diminuigdo do nimero de eritrocitos.

Hemoglobina » Concentragao de hemoglobina,

em g/dL.
Identificar a presenca de anemia.
Hematocrito »  Volume  ocupado  pelos
eritrocitos no volume de sangue
total, em percentagem.
Volume » Volume médio dos eritrocitos, = Classificagio das anemias:
Corpuscular Médio = em fentolitros (fL).
(VCM) » Microcitica (VVCM) e Hipécromica (! HCM e
CHCM) — Anemias ferropénicas, talassémias, anemias
inflamatoérias crénicas, anemia sideroblastica (alguns
casos).
» Macrocitica (TVCM) — Anemias megaloblasticas
(défice de vitamina Bi2 ou folato), hepatopatia,
mielodisplasia, anemia aplasica.
» Normocitica (= VCM) e Normocroémica (= HCM e
Hemoglobina » Concentracio de hemoglobina, CHCM): Muitas das anemias hemoliticas, anemias
indices Corpuscular Média = em picogramas (pg). hemorragicas, anemia das doengas cronicas, doenga

renal, deficiéncias mistas, falha na medula 6ssea (pos
quimioterapia, infiltragdo neoplasica, entre outros).

. (HCM)
eritrocitarios

média de

Concentragio  de
Hemoglobina
Corpuscular Média
(CHCM)

Coeficiente de
variagao de
eritrocitos (RDW)

»Concentragio
hemoglobina em cada eritrocito,
expresso em g/dL.

» Distribuicdo do tamanho dos
eritrocitos, em fentolitros (fL).

» Indice de anisocitose.

T, aumento do nimero; ¥, diminuigio do niumero; =, resultado dentro dos valores de referéncia.
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Apesar de nao incluidos na andlise de rotina, a contagem de Reticulécitos (RET),
Eritroblastos (NRBC) e Eritroblastos/100 leucocitos poderao ser parametros relevantes em
alguns quadros clinicos. Os reticulocitos sao células precursoras dos eritrocitos, possuindo
RNA, mitocondrias e ribossomas e sao fortes indicadores de sintese eritrocitaria, avaliando a
capacidade de resposta da medula &ssea perante anemia. Sao consideradas anemias
hiperproliferativas quando o nimero de reticulécitos aumenta (p. ex.: anemias hemoliticas) e
anemias hipoproliferativas, quando a contagem de reticuldcitos diminui (p.ex.: supressao da
eritropoietina, deficiéncia de ferro, vitamina B, e acido folico). A contagem de eritroblastos e

a sua presenca no sangue periférico podera indicar patologia ao nivel da medula éssea *'.

E importante realgar que os indices eritrocitarios e os reticulocitos sao de extrema
relevancia clinica pois auxiliam na diferenciacao das causas de anemia e orientam os pedidos

de exames complementares para o estudo do disturbio *.

4.1.3. Plaquetograma

As plaquetas sao constituintes do sangue cuja principal fungao é a de manter a
integridade do compartimento vascular aquando da lesao, aderindo a superficie de vasos
sanguineos danificados, formando agregados plaquetares e estimulando mecanismos
relacionados com a formagio do coagulo *. A plaquetas, nio sio consideradas células uma
vez que sao constituidas por fragmentos citoplasmaticos resultantes da desintegragao dos
megacariocitos, libertados na corrente sanguinea *’. A Tabela 17 apresenta os principais

parametros avaliados no plaquetograma.

Tabela 18 — Parametros avaliados no plaquetograma, associados a respetiva relevancia clinica 4243:44,

PARAMETRO CONCEITO RELEVANCIA CLiNICA

Plaquetas » Numero total de plaquetas por microlitro de sangue. Identificar condigbes patoldgicas
associadas a trombocitose (T
plaquetas), trombocitopenia (¥
plaquetas).

Volume Plaquetar Médio » Volume médio ocupado por cada plaqueta, em fentolitros

(L)

» Plaquetas mais imaturas: geralmente mais volumosas sao
hemostaticamente mais ativas e funcionais do que as = Marcador da atividade funcional e

menos volumosas. da ativagdo plaquetares.

Plaquetocrito » Volume ocupado pelas plaquetas no volume de sangue
total, em percentagem.

» Relaciona os dois pardmetros acima mencionados.

Coeficiente de Variagio de Plaquetas  » indice de variagio do tamanho das plaquetas, em Indice de anisocitose plaquetaria.
fentolitros (fL).

T, aumento; ¥, diminui¢do do nimero
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4.2. Metodologias associadas a contagem das células do sangue

Apesar do elevado niumero de hemocitometros fabricados por diferentes marcas e
com distintos graus de sofisticagao e complexidade, a maioria assenta em duas metodologias
no que diz respeito a contagem e avaliagdo do tamanho celular: a impedancia elétrica e
dispersao otica. A contagem de eritrocitos e plaquetas é realizada segundo o método de

impedancia elétrica e a contagem de leucécitos através da metodologia de dispersao otica.

4.2.1. Impedancia Elétrica com Focagem Hidrodinamica

O principio da impedancia elétrica, inicialmente desenvolvido por Coulter em 1950,
baseia-se na medicao da alteragao da corrente elétrica provocada pela passagem de células
por uma abertura sinalizada com dois elétrodos. As células suspensas numa solugao condutora
da corrente elétrica, atravessam uma abertura, passando para uma camara de contagem onde
estao posicionados dois elétrodos, entre os quais é aplicada corrente elétrica de baixa
frequéncia. A impedancia elétrica ocorre, quando as células atravessam a abertura e alteram a
passagem de corrente entre os elétrodos, originando pulsos elétricos. O niumero de pulsos
esta intimamente relacionado com o nimero de células contadas e a amplitude do pulso com

o volume da célula.

A focagem hidrodinamica evita erros relacionados com baixas contagens de células e
elevadas amplitudes dos pulsos, associados a passagem de varias células em simultaneo,
utilizando um fluido que reveste a amostra, que permite a separagao e orientagao das células

na sua passagem pelo eixo central da abertura *.

O detetor do hemocitometro da Sysmex XN estd programado para identificar como
plaquetas, estruturas que megam entre 2 e 30 fL, e eritrocitos, estruturas cujo didmetro varie
entre 40 e 250 fL. Uma vez que nao tem em conta o conteldo, plaquetas gigantes poderao
ser contadas como eritrocitos, assim como microcitos poderao ser falsamente contados como

plaquetas *.

4.2.2. Dispersio Otica

A metodologia associada a dispersao otica requer a utilizagao de um laser que,
selecionado um comprimento de onda, origina um feixe de radiagao monocromatico. Quando
a célula atravessa a zona de deteciao e interrompe a passagem de radiagao, verifica-se a
dispersao da luz, que é detetada e convertida em sinal elétrico por fotodetetores. A

identificagdo da radiagao ao nivel do detetor frontal (forward scatter) relaciona-se com a
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difragdo da luz e com o volume da célula, sendo que ao nivel do detetor lateral (side scatter),

a refragio e reflexdo da radiagio indicam o grau da complexidade e granularidade celulares *.

As contagens, diferencial e total de leucécitos sao realizadas segundo esta metodologia,
associada a detegao de ligagao de marcadores fluorescentes. A luz emitida pelo laser permite
excitar os diversos fluorocromos ligados permitindo a detegao dos diferentes antigénios
celulares de interesse ®. O hemocitometro possui na sua constituicio diferentes canais
especializados na contagem de populagoes especificas dos elementos figurados do sangue. No
canal WDF (White cell differential channel), um agente litico é adicionado a amostra, de modo
a provocar a lise dos eritrocitos e a permeabilizar a membrana plasmatica dos leucécitos
permitindo que o fluoréforo se ligue a0 DNA e RNA celulares. Assim, para além da informagao
relativa a complexidade obtida pelo detetor ao nivel do side scatter, é possivel diferenciar e
separar as populagcoes de neutrodfilos, mondcitos, linfocitos, eosindfilos, e granulécitos
imaturos, com base no seu conteddo em acidos nucleicos, evidenciado pela radiagao
fluorescente. Ja no canal WNR (White cell nucleated channel), para além da marcagao dos
nucleos e organelos leucocitarios, é possivel a ligagdo de um fluorocromo aos precursores
dos eritrécitos, nao destruidos pelo agente litico de eritrocitos, permitindo a diferenciagao e
contagem total de leucocitos, basofilos e eritroblastos. O canal WPC (White cell precursor
channel), é usado, quando na contagem diferencial de leucocitos é emitido um alerta para a
possivel presenca de blastos ou linfécitos anormais. O canal PLT-F (Fluorescent platelet channel),
é utilizado especificamente quando surgem alertas quanto a identificagdo das plaquetas e
eritrocitos contados por impedancia, sendo uma metodologia fidedigna na identificacao de
plaquetas uma vez que utiliza um fluorocromo que se liga aos acidos nucleicos presentes nos
organelos das plaquetas. Por fim, o canal RET a semelhanca dos anteriores, utiliza um
fluorocromo que marca o RNA residual presente nos reticulécitos. Concluindo, os sinais
emitidos pela intensidade de fluorescéncia, associados ao forward e side scatter permitem a

identificacdo das diversas populagdes contabilizadas nos diferentes canais **.

4.2.3. Espetrofotometria

De modo a determinar a concentragao de hemoglobina (Hb), é adicionado a amostra
uma solugao contendo lauril sulfato de sodio (SLS) de forma a destruir a integridade da
membrana dos eritrocitos e a libertar a Hb. Este composto promove uma alteragao da
conformagao da Hb, com a exposicao e posterior oxidagao do grupo heme. O SLS liga-se a
meta-hemoglobina formada, originando um composto estavel, cuja absorvancia pode ser

medida a 555 nm, e posteriormente convertida em concentragio (g/dL) °.
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4.3. Velocidade de sedimentacao

Por definicao, a velocidade de sedimentagao (VS) mede o espago ocupado, em
milimetros, pelos eritrocitos que depositaram, durante uma hora. O aumento da velocidade
de sedimentagao esta relacionado com o aumento da concentragao plasmatica de proteinas
de fase aguda em individuos com lesao tecidular, inflamagao crénica e neoplasias. No entanto,
a VS nao pode ser considerado uma prova especifica na detegao de doengas inflamatoérias, uma
vez que podera estar elevada noutras condigoes como anemia, gravidez e em individuos
idosos. Assim, devido a reduzida sensibilidade e especificidade do parametro, nao é
aconselhado a determinagao da VS na suspeita de quadros inflamatérios, sendo a proteina C

reativa, um parimetro mais fiavel ',

O pedido de avaliagao da VS é comum tendo em vista a monitorizagao de patologias
como artrite reumatoide, e algumas neoplasias '. Assim, o SPC-CHUC determina a VS
recorrendo no sistema automatico VES-MATIC CUBE 30, que deteta, através de um sensor
optoelétrico, a alteragio na opacidade de uma coluna de sangue a medida que a
hemossedimentagao ocorre. Durante o procedimento, as amostras sao sujeitas a movimentos
de rotagao, sendo feita a primeira leitura otica logo apés o movimento de rotagao e uma
segunda leitura apds 20 minutos de sedimentagao. O valor obtido ao fim dos 20 minutos é
comparavel com os valores de Westergren (técnica de referéncia) ao fim de | hora, dai os

resultados serem apresentados em milimetros por hora (mm/h) **,

4.4. Esfregaco do sangue periférico

Para além da informagao obtida pelo hemograma, no que diz respeito a contagem e
caracterizagao dos das células do sangue, a observagao microscopica do esfregago do sangue
periférico é fundamental na obten¢ao de um quadro hematologico completo do individuo em

45 ~ . . . ~ o ~ i
estudo ™. As razoes e vantagens associadas a visualizagao do esfregago periférico sao mdltiplas,
destacando a avaliagdo do niimero de células, confirmar a contagem diferencial de leucécitos
fornecidas pelo hemocitémetro e identificar anomalias morfologicas das células, em particular

dos eritrocitos .

Diariamente sao realizados cerca de 1500 hemogramas no SPC-CHUC, pelo que seria
utopico a realizagao de todos os esfregacos sanguineos. Assim, o software associado a cadeia
de automagao Sysmex XN identifica um conjunto de parametros a ter em conta pela emissao
de alertas, que sao sinalizados como flags. A detecao de células displasicas, blastos e citopenias
marcadas sao alguns dos cenarios mais frequentes do aparecimento de flags. Esta

automatizagao informatica nao dispensa a avaliagio rigorosa e critica dos parametros
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preconizados no hemograma, sendo pedido pelo clinico a realizagao do esfregagco de sangue

quando analitica e clinicamente sugestivo.

Terminado o hemograma, o equipamento transfere a amostra para outro moédulo para
efetuar a preparacao e coloragao pela técnica de May—Griinwald—Giemsa. Por fim, a lamina
obtida é encaminhada para uma unidade que procede a digitalizagao automatica de imagens do
sangue periférico. Associado a este sistema esta o software Cellavision® que baseado nas
imagens provenientes da digitalizagdo automatica, procede a identificagdo, mediante as
caracteristicas morfologicas, das células e estruturas das diversas linhas celulares
hematolégicas ***. Essa primeira identificagdo é sem ddvida um grande apoio na validagio
biopatoldgica do resultado, no entanto, nao € infalivel. Algumas das células ou estruturas nao
sao identificadas, e outras por vezes sao classificadas incorretamente. Por isso, o olhar critico
do especialista na andlise da morfologia e distribuicao das estruturas continua a ser

indispensavel .

Para além do sistema estar sujeito a falhas quanto a classificagao, essa identificagao é
realizada apenas numa zona de monocamada celular do esfregaco, nao avaliando o restante da
lamina. E certo que uma boa avaliagio passa pela observacio das estruturas nessa regiio, onde
nao se visualizam sobreposigoes e, por conseguinte, as caracteristicas morfologicas sao
diferenciadas. No entanto, sabe-se que agregados celulares ou estruturas de maiores
dimensoes usualmente situam-se na periferia do esfregago sanguineo e por vezes, nao sao
detetadas ***’. Assim, em situagdes duvidosas, em que a contagem observada no hemograma
nao é sobreponivel com a contagem efetuada pelo software da leitura do esfregaco, a

confirmagao manual é crucial.

O sangue periférico de individuos saudaveis é predominantemente constituido por
células totalmente diferenciadas. No entanto, sob condi¢oes atipicas, a medula ossea liberta
células imaturas na corrente sanguinea, maioritariamente, em doentes com doengas
hematologicas proliferativas, fator a considerar aquando da analise do esfregaco de sangue

periférico '.
4.4.1. Série Leucocitaria

Na observacao do esfregaco de sangue periférico, a avaliagao dos leucocitos
observados deve preconizar a andlise de alteragoes morfoldgicas indicativas de reatividade
(especifico dos linfocitos), o grau de segmentacao dos neutrdfilos e possiveis desvios a

esquerda na diferenciagao da linha mieloide (neutréfilos em banda), presenga de blastos e a
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presenca de células displasicas . Para tal, saber identificar as caracteristicas dos leucécitos
encontrados tipicamente em individuos saudaveis é fundamental. Assim, em seguida, sao

apresentadas as subcategorias leucocitarias.

Polimorfonucleares

Os leucocitos podem ser classificados quanto ao aspeto do nicleo e do citoplasma,
caracteristicas essas evidenciadas na Figura 7. Sao denominados de polimorfonucleares os
leucocitos que apresentem multiplos l6bulos nucleares. Granulécitos sao leucocitos cujo
citoplasma é constituido por muitos granulos sendo que a presenca de granulos e nimero de
lobulos caracteristicos dos eosindfilos, basofilos e neutrdfilos sao tragos especificos de

maturidade celular *

Os neutrodfilos sao o subtipo de leucocitos mais abundantes no sangue periférico,
possuindo um diametro caracteristico de 12-16 pum, aproximadamente o dobro do tamanho
dos eritrocitos. Uma das caracteristicas que os define é a segmentagao do nucleo, possuindo
em média entre 2-5 [6bulos de cromatina condensada separados por filamentos estreitos.
Outra particularidade inerente aos neutrofilos reside no elevado nimero de granulos
citoplasmaticos, os granulos primarios que sao azurofilos e raros, e os granulos secundarios,
presentes em larga escala e que conferem a coloragao cor-de-rosa ao citoplasma. A Figura 8

apresenta algumas alteragdes morfolégicas respeitantes a esta populagio leucocitaria **.

No que diz respeito aos eosindfilos, o seu tamanho é equiparavel ao dos neutrdfilos,
sendo que o nucleo é tipicamente bilobado. No que diz respeito aos granulos citoplasmaticos,
os eosinodfilos apresentam um elevado numero de granulos eosinofilicos (avermelhados) que

preenchem quase todo o citoplasma celular.

Contrariamente ao que se verifica com os neutrdfilos, os basoéfilos sao os leucocitos
menos abundantes no sangue periférico, no entanto possuem uma morfologia que facilita a sua

identificacao, uma vez que os granulos basofilicos (roxos) muito densos ocupam grande parte

41;48

da arquitetura celular

Figura 7 — Leucécitos Polimorfonucleares e Mononucleares. A: Morfologia caracteristica de neutrodfilos; B: Morfologia
caracteristica de Eosindfilos; C: Morfologia caracteristica de Basofilos; D: Morfologia caracteristica de Mondcitos; E:
Morfologia caracteristica de Linfocitos. Fonte: SPC-CHUC.
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Mononucleares

Os monocitos e linfocitos sao considerados leucocitos mononucleares, constituidos
por nlcleos mono-lobados, podendo conter também um numero reduzido de pequenos
granulos citoplasmaticos *. No que diz respeito as dimensdes dos mondcitos verifica-se que
sao tendencialmente maiores que os neutrofilos, com bordos citoplasmaticos irregulares
observados no esfregaco sanguineo. A forma do nucleo assemelha-se a uma ferradura, com a
cromatina menos condensada que a dos restantes leucocitos maduros. O citoplasma é azul-
acinzentado e contém pequenos granulos da cor violeta. Quando o sangue é colhido para
tubos com EDTA, observa-se a formagao de multiplos vacuolos citoplasmaticos que auxiliam

na distingio dos restantes leucocitos **,

No que diz respeito aos linfocitos, sabe-se que o seu diametro de linfécitos maduros
varia entre 7-20 um, dependendo da proporgao de citoplasma presente. Linfocitos de
pequenas dimensoes estao em termos funcionais na fase G, do ciclo celular, sendo que o
nucleo é aproximadamente do tamanho de um eritrocito e ocupa cerca de 90% do volume
celular. A cromatina encontra-se condensada e corada de roxo escuro. Ja o citoplasma
apresenta-se com alguns granulos azurofilos. Quando, em resposta a ligagdo de um antigénio,
estes linfocitos de pequenas dimensoes entram na fase G| do ciclo celular, alterando a sua
morfologia *¥. A Figura 9 apresenta algumas alteracdes morfoldgicas respeitantes a esta

populacao leucocitaria.

=

» Neutrofilos hipersegmentados: neutrofilos com 6 ou mais I6bulos nucleares
Condigbes clinicas: Infegdes croénicas, défice de vitamina BI2 e/ou de acido félico, sindromas mielodisplasicos,
hipersegmentacao hereditaria e infe¢des prolongadas.

‘

;i .
l » Neutrofilos hiposegmentados: Nicleo em forma de banda
Condigbes clinicas:

leucemia mieloide aguda, terapia com fatores de

' D

azulado, maioritariamente localizada perto da membrana celular
Condigbes clinicas: Sepsis, Intoxicagdo por drogas, queimaduras sindromas mielodisplasicos, gravidez, terapia
com fatores de crescimento.

: crescimento, infegdes, stress
» Corpos de Dohle: estrutura constituida por inclusdes citoplasmaticas, com aspeto arredondado e

Figura 8 — Alteragdes morfolégicas dos neutrdfilos 38. Esfregago de sangue periférico: SPC-CHUC.
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- » Linfocitos ativados: Linfocitos B: Nucleo oval, dentado ou alongado, com didmetro entre 16-30 pum.
Linfocitos T: Nucléolos podem ser visualizados, citoplasma abundante e de cor azul clara, coloragio mais
escura na periferia. Podera conter alguns granulos e/ou vacuolos, encontrando-se frequentemente adjacente a

eritrocitos.
Condigdes clinicas: Mononucleose infeciosa e outras infe¢Ses virais (toxoplasmose, hepatite e infe¢des por
citomegalovirus)

i —
T
|
'o‘ d » Manchas de Gumprecht
"L

Figura 9 — Alteragées morfoldgicas dos linfocitos 37:38. Esfregaco de sangue periférico: SPC-CHUC.

4.4.2. Série Eritrocitaria

Os eritrocitos observados no esfregaco de sangue periférico tém aspeto arredondado
com uma zona central descorada, que ocupa cerca de um terco do seu didmetro total ¥,
didmetro este que varia, em média, entre os 6,8 e os 7,5 um *’. A avaliagio da série vermelha
é feita tendo em conta o tamanho, a cor, a forma, homogeneidade na distribuigao das hemacias
e pesquisa de inclusdes eritrocitarias **. A maioria das alteragdes morfoldgicas dos eritrocitos

observadas em esfregacos de sangue periférico estao associadas a variagoes biopatoldgicas,

algumas das quais, observadas durante o periodo de estagio e mencionadas em seguida.

Tamanho e cor

A anisocitose é caracterizada pela variagao inespecifica do tamanho dos eritrocitos e
pode ser detetada na observagao do esfregaco de sangue periférico conjugada com os valores
obtidos no eritrograma respeitantes ao RDW *. A macrocitose é o termo designado para
eritrocitos com volume superior a 8,2 um e quando o VCM é superior a 100 fL **’. Por outro
lado, a microcitose é caracterizada por eritrécitos com volume inferior a 6,2 um e quando o

VCM ¢ inferior a 80 fL 337,

J& a anisocromia caracteriza-se pela variagio da coloragio das hemdcias . Dentro
desta mesma variabilidade, podem caracterizar-se como hipocrémicos, os eritrocitos que
manifestem uma diminuicado da sua coloragao, revelada pelo aumento da zona central
descorada, ocupando uma area superior a um ter¢co do didmetro total. Esta usualmente
associada a microcitose e a anomalias na produgao de hemoglobina sendo que hipocromia

severa &, geralmente refletida, na diminuicio nos valores de CHCM %

O termo “hipercromia” raramente é utilizado para descrever o aspeto dos eritrocitos

observados no esfregaco sanguineo. A grande maioria dos macrécitos visualizados, por serem
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mais espessos que os restantes eritrocitos, apresentam uma maior cromia sem manifestarem,
no entanto, alteragoes relativas ao CHCM. Contrariamente, em condi¢des clinicas de
esferocitose hereditaria, os esferdcitos apresentam uma coloragao mais intensa e o CHCM
aumentado, o que indica que a hipercromia esta relacionada, sobretudo com alteragao da

forma *.

Por outro lado, o dimorfismo é caracterizado pela presenca de duas populagoes
distintas de eritrécitos. Pode ocorrer um individuo diagnosticado com anemia sideropénica,
ao qual foi instituida terapéutica, em doentes com anemia megaloblastica que, em resposta ao
tratamento, podem sofrer uma anemia por défice de ferro e apods transfusoes de sangue a
utentes com anemia microcitica e hipocrémica *. A Figura 10 apresenta algumas alteracdes

do tamanho e cor dos eritrocitos.

9 g » Macrocitose
Fisiolégica: recém-nascidos, gravidas e individuos idosos
Patolégica: Sintese ineficaz de acidos nucleicos (défice de vitamina B2, acido félico ou toma de farmacos inibidores
da sintese do DNA), leucemia mieloide crénica, mieloma mdltiplo e sindromas mielodisplasicos, intoxicagdes
S0, com arsénio, com etanol.

» Microcitose
Hereditdria: hemoglobinopatias, anemia sideroblastica congénita
Adquirida: deficiéncia de ferro, anemia da doenga croénica, sindromas mielodisplasicos, anemia sideroblastica.

» Hipocromia
Associado a anemias provocadas pela diminuicio de sintese eficaz de hemoglobina (anemias ferropénicas.
hemoglobinopatias).

» Dimorfismo

Figura 10 — Alteragées do tamanho e cor dos eritrécitos 346, Esfregaco de sangue periférico: SPC-CHUC. (Imagens
correspondentes a Macrocitose e Microcitose foram ambas observadas pela objetiva de 50x e estdo apresentadas a escala.)
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Forma

A manutencao da integridade da membrana é fundamental para que o eritrécito possa
cumprir a sua fungao na troca de metabolitos garantindo também, em conjugagao com o
citoesqueleto, resisténcia e flexibilidade necessarias a sua sobrevivéncia na corrente sanguinea
. O termo “poiquilocitose” refere-se ao aumento da proporgio de eritrécitos com
modificagcoes ao nivel do seu formato caracteristico em disco biconcavo. O reconhecimento
das distintas formas eritrocitarias auxilia na identificagao da possivel etiologia associada, sendo
que podera ser de origem intrinseca ou extrinseca. Por um lado, deformacoes devidas a
hemoglobinopatias, malformagoes enzimaticas ou ao nivel da membrana do eritrocito sao

conotadas como de origem intrinseca. Por outo lado, de origem extrinseca estao incluidos os

efeitos de forcas mecanicas anémalas, firmacos, quimicos ou toxinas .

Na avaliagao da poiquilocitose é fundamental localizar e avaliar quais as anomalias
predominantes, e garantir a sua distribuicao pelo esfregago sanguineo de modo a descartar a
possibilidade de serem artefactos ®. As Figuras || e 12 apresentam alguns exemplos na
alteragao da forma dos eritrocitos, da sua distribuigao no esfregago sanguineo, bem como de

algumas inclusoes eritrocitarias.

_I
Q =

» Ponteado Basofilo: Inclusées densas e azuladas constituidos maioritariamente por agregados irregulares
ribossomais ou mitocondriais.

' e Condigdes clinicas: Alteragao na biossintese da hemoglobina, intoxicagdo por chumbo, talassemias, anemia
megaloblastica.
I \,

© 9 %0
vh)“f)@ .’/ 00 . Corpos de Howell-Jolly: Inclusées roxas (1-2/ célula) de fragmentos nucleares (DNA).
®. {,O;a Condicées clinicas: Anemia megaloblastica, anemias hemoliticas, hipoesplenismo, alcoolismo, anemia falciforme.

S

o

.00 OQ‘ 4

» Eritrocito parasitado com Plasmodium falciparum.

Aglutinacdo: Agregados aleatérios de eritrocitos.
Condigbes clinicas: Exposigao a diferentes anticorpos, anemia hemolitica autoimune, pneumonia atipica, infegoes
por Staphylococcus sp., tripanossomiase, doenga das aglutininas a frio.

Rouleaux: Quatro ou mais eritrécitos empilhados.
Condigbes clinicas: Hiperprotenémia, mieloma mdltiplo, macroglobulinémia, aumento do fibrinogénio (infegoes,
gravidez).

Figura |1 - InclusGes e distribui¢des eritrocitarias 38. Esfregaco de sangue periférico: SPC-CHUC.
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» Dacriocitos: Eritrocito em forma de lagrima/péra

Condigbes clinicas: Hematopoiese extramedular (mielofibrose, anemia mieloftisica), anemia megaloblastica,
talassémias, hiperesplenismo.

|
)© [+ A

. (s) -OOC)O » Eliptocitos: Eritrécito oval (pode ser em forma de bastio, lapis ou charuto); hemoglobina estd concentrada

o (51 nas extremidades opostas.
0 ’ oo Condigdes clinicas: Eliptocitose hereditaria, anemia ferropénica, anemia megaloblastica, anemia sideroblastica,
o &
o O‘ o talassemias, anemia deseritropoieticacongénita.

\. ,i

» Esquizdcitos: Fragmento ou forma irregular eritrocitaria, resultante da lesio da membrana.
Condigées clinicas: Anemias hemoliticas microangiopaticas, anemias hemoliticas traumaticas.
» Equindcitos: Eritrocitos com prolongamentos membranares (espiculas)

Condigbes clinicas: Insuficiencia renal, défice do piruvato desidrogenase, desidratagao severa, queimaduras.

» Células em alvo: Também denominado de codocito, com uma area central e periférica preenchida por
hemoglobina

Condigdes clinicas Hemoglobinopatias, talassemias, doenga hepatica, anemia ferropénica.

» Drepandcitos: Célula alongada com proje¢des terminais em forma de foice, devido & presenca de
polimeros anormais de hemoglobina.
Condigbes clinicas: Hemoglobinopatias (anemia falsiforme, S-B-talassémia)

» Esferocitos: Eritrocitos esféricos sem a palidez central caracteristica dos eritrocitos no esfregago de
sangue.

Condigdes clinicas: Esferocitose hereditaria, anemias autoimunes hemoliticas, queimaduras severas,

| hiperesplenismo.

Figura 12 — AlteragSes na forma dos eritrocitos 38. Esfregago de sangue periférico: SPC-CHUC.

4.4.3. Série Plaquetar

As plaquetas observadas no esfregago sanguineo apresentam contornos irregulares,

com granulos finos azurofilos. O didmetro médio destas estruturas varia entre | e 3 um,

podendo chegar até aos 5 um *2. No que diz respeito a avaliagdo das plaquetas no esfregaco
de sangue periférico, € importante avaliar o seu nUmero e tamanho, a formagao de agregados
e a distribuigio dos granulos *. E fundamental realgar que a contagem de plaquetas obtida pelo
hemocitometro podera ser errénea em alguns quadros de trombocitopenia, devido a

pseudotrombocitopenia *. Na Figura 13 encontram-se alteracdes na distribuicio das plaquetas

no esfregago sanguineo.
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1% Agregados plaquetares
: Condigbes clinicas: Doenga de von Willebrand (tipo 2B)
Condig¢bes ndo-clinicas: Pseudotrombocitopenia.

Satelitismo plaquetario — Adesio plaquetaria a neutréfilos segmentados.
Condig¢bes nao-clinicas: Amostras colhidas em tubos de EDTA.

Figura 13 — Alteragbes na distribuigdo das plaquetas !46. Esfregago de sangue periférico: SPC-CHUC.

4.5. Hemostase

A hemostase é um processo homeostatico pelo qual o organismo mantém a fluidez do
sangue que circula no sistema vascular, prevenindo perdas aquando de lesdes nos vasos
sanguineos, pela formagao do coagulo. Os processos hemostaticos incluem, para além da
formacao do coagulo, a sua dissolugao e reparagao da porcao do endotélio lesada, mantendo

um equilibrio entre dois fenémenos antagdnicos: hemorragicos e trombéticos °.

Os eventos altamente regulados envolvidos na hemostase promovem a agao integrada
de plaquetas, células endoteliais vasculares e fatores de coagulagao no local do dano vascular,
culminando na formagao do coagulo. A sequéncia de reagdes de reparagao € iniciada pela
vasoconstricao na zona do dano, de modo a reduzir o aporte sanguineo na area. De seguida
da-se a adesao e agregagao das plaquetas, pela exposicao do fator de von Willebrand
subendotelial e de colagénio na area lesada. Posteriormente da-se a formagao da fibrina, uma
vez que a lesao endotelial ativa nesse local o fator tecidular, proteina que promove uma cascata
de reagoes, esquematizadas na Figura 14, que resultam na formagao de uma rede de fibrina,
composto altamente ativador e agregador plaquetar. Por fim, os agregados plaquetares e a
fibrina polimerizada formam uma estrutura sélida permanente, cuja finalidade é a prevengao
de futuras hemorragias. Em seguida, sao ativados mecanismos contrarreguladores de modo
controlar a formagao do coagulo e a reparar o endotélio destruido, desencadeando processos

fibrinoliticos associados a destruicio do coagulo *°.
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COAGULAGAO IN VIVO

Lesdo endotelial
Exposicao do fator tecidular (TF)

‘ : ;
i e - .
i ' ~{\Va) <--
(i 4 : (xa) :
@—® >.G
: ! Protrombina* Trorﬁbina
: L

Fibrinogénio ——— Fibrina

Figura 14 - Esquema ilustrativo das reagdes da formagiao do coagulo in vivo. As Linhas pontilhadas estao associadas a
mecanismos de feedback positivo. Fatores marcados com um asterisco (*) sio dependentes de vitamina K. Adaptado de °.

4.6. Metodologias associadas as provas da coagulacao

Os métodos através dos quais se executam os testes associados aos fenédmenos da
coagulagao sao diversos. O SPC-CHUC possui ao seu dispor o autoanalisador ACL TOP 700,
equipamento totalmente automatizado concebido para a andlise de multiplos parametros,
tendo por base trés metodologias principais: o método coagulimétrico, o método

cromogénico e o método imunoldgico, explanados em seguida *'.

4.6.1. Método Coagulimétrico

Ensaios baseados no método coagulimétrico sao frequentemente utilizados na avaliagao
de individuos cuja suspeita recaia sobre patologias associadas a hemostase e para monitorizar
as terapéuticas com anticoagulantes. O principio coagulimétrico baseia-se na medi¢ao do
tempo de coagulagao, isto €, o tempo necessario para detetar a formagao de fibrina,
determinado pela turbidez da amostra a 671 nm. A radiagao dispersa é convertida em sinais
elétricos, que se traduzem no tempo de coagulagao. A maioria dos parametros analisados no
subsetor da coagulagao sao determinados mediante esta metodologia, incluindo provas de
rotina do screening da coagulagao, pesquisa de fatores das diferentes vias da cascata de

coagulagio e controlo da terapéutica com os novos anticoagulantes *'*%
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4.6.2. Método Cromogénico

A metodologia associada as reagoes cromogénicas baseia-se no principio de detecao
do analito pela sua reagao com um cromogénio. O produto da reagao € um composto corado
(cromodforo) e é detetado espetrofotometricamente a 405 nm, sendo a densidade otica
proporcional a concentragao do analito na amostra. Os parametros avaliados segundo esta

metodologia no SPC-CHUC sao o fator Xa, a proteina C, a antitrombina e o plasminogénio

51552

4.6.3. Método Imunolégico

O ensaio imunoturbidimétrico é utilizado no laboratério do SPC-HUC para pesquisar D-
dimeros, fator plaquetar 4, fator de von Willebrand e a atividade do fator de von Willebrand.
As particulas de latex revestidas com um anticorpo monoclonal especifico do analito a
pesquisar sao incubadas com o plasma do doente. Na presenga do analito, as particulas de
latex aglutinam, traduzindo-se na diminuigao da radiagao transmitida causada pelos agregados,
a 405 nm ou a 671 nm. A diminuicao da turbidez, ou seja, da radiagao que alcanga o detetor,
é registada pelo instrumento, sendo que a diferenga entre o sinal inicial, anterior a aglutinagao,

e o final, apés a aglutinagio, é proporcional a concentragio do analito ****.

4.7. Testes de screening da coagulacao mais requisitados na rotina

E comum dividir as doencas relacionadas com a hemostase em patologias associadas a
eventos hemorragicos ou a eventos tromboticos. Desta forma é inicialmente requerida a
realizagao de provas de screening da coagulagao, que se baseiam nas vias classicas (intrinseca e

extrinseca) da coagulagio apresentadas na Figura 15 *.

COAGULAGAO NO LABORATORIO

Via Intrinseca
Superficie carregada negativamente
(p. ex.: esferas de silica)

l Via Extrinseca
Xil ) —— (X11a) Fator tecidular
N4 :
| ™
Gl (R
( XI)——(Xla) .
- A P V“j
@ [ <
% P YTE)
{ I\@—’ IXaj — <—‘\v||§
N b ek
Villa ‘
S Va)
{ XQ\.’/
D——C
Protrombina* Trarabira
A Fibrinogénio ——— Fibrina
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Figura 15 — Esquema ilustrativo das reagdes da formagdo do coagulo no laboratério. As Linhas pontilhadas estdo associadas
a mecanismos de feedback positivo. Fatores marcados com um asterisco (*) sdo dependentes de vitamina K. Adaptado de 0.



4.7.1. Tempo de Protrombina

O Tempo de Protrombina (TP) mede o tempo (em segundos) de formagao do coagulo
de fibrina numa amostra a qual, primeiramente é adicionada tromboplastina e, seguidamente,
cloreto de cilcio. O inicio da contagem do tempo da-se no momento da adigao do cloreto de

calcio e termina com a detecio da formacio das moléculas de fibrina insolGveis >°.

O TP é uma das provas de hemostase mais requisitadas, a par com o TTPa, e avalia a
acao dos fatores da coagulacao das Vias Extrinseca e Comum. Tempos alongados do TP podem
refletir diversas alteragoes, sendo que as mais comuns sao défice ou inibidores de fatores da
coagulagio e alteracdes da funcio hepatica. E também sensivel a fatores dependentes da
Vitamina K (Fator Il (Protrombina), Fator VII, Fator IX e Fator X) e por isso, também ¢é utilizada
na monitorizagao das terapéuticas com fairmacos antagonistas da Vitamina K, pelo calculo e

andlise do INR (International Normalized Ratio) **.

Uma vez que a tromboplastina fornecida pelas casas comerciais apresenta variagoes
entre marcas e lotes que se reflete no tempo de coagulagao, foi preconizado que cada
tromboplastina fosse aferida relativamente a uma tromboplastina padrao, de modo a evitar a
variabilidade associada a medigao do TP e que se utilizasse uma razao em vez de um nimero
absoluto para a obtengao de resultados reprodutiveis, comparaveis entre laboratoérios. Assim,
cada lote de tromboplastina tem associado um valor numérico ISI (International Sensitivity

Index) e a razio foi denominada de INR ****;

INR = (TP aoente /., st

controlo)

4.7.2. Tempo de Tromboplastina Parcialmente Ativada (TTPa)

A uma amostra de plasma citratado sao adicionados ativadores da via intrinseca, silica
e fosfolipidos, de modo a iniciar a fase de contacto. Em seguida, apds a ativagao, adiciona-se
cloreto de célcio de modo a despoletar uma sequéncia de reagoes que levam a formagao de
trombina, culminando na formagao final do coagulo. A semelhanca da medicio do TP, o TTPa
regista o intervalo de tempo (em segundos) que dista desde o momento da adigao do cloreto

de célcio até a detegdo da formagao do codgulo .

O TTPa avalia a agao dos fatores da coagulagao das vias intrinseca e comum sendo

sensivel as caréncias de fatores destas vias, homeadamente os Fatores Il, V, VI, IX, X, XI, XII

>, Existem quatro etiologias principais a considerar quando o TTPa estd

e Fibrinogénio
elevado: défice de um destes fatores, inibidores de fatores, presenca de inibidor do tipo lupus
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e a toma de farmacos anticoagulantes (p.ex.: heparina). A predominancia do défice de fatores
ocorre ao nivel dos fatores FVIII e FIX, que originam os quadros patolégicos correspondentes
a hemofilia A ou B, respetivamente. Ja os inibidores de fatores sao anticorpos com elevada
afinidade para fatores da coagulagao, frequentemente encontrados em individuos hemofilicos,
idosos ou em poés-parto, estando altamente associados a hemorragias severas e equimoses

extensas °’.

4.7.3. Prova complementar: Inibidores do tipo lupus

Os inibidores do tipo lupus (ITL) sao um conjunto de imunoglobulinas que se ligam a
fosfolipidos. Também denominado de anticoagulante lUpico, uma vez que designava o
anticorpo inibidor da coagulagao sanguinea no plasma de doentes com LES, por aumentar os
tempos de coagulagao revelados pelo TTPa, uma vez que se liga aos fosfolipidos adicionados
no inicio desta mesma prova. No entanto, contrariamente ao observado, verifica-se que a
presenca de inibidores do tipo lupus in vivo esta associada a eventos trombdticos e risco

aumentado de trombose arterial e tromboembolismo venoso.

Estes anticorpos podem surgir como resultado de doengas inflamatérias ou como fruto
de doengas autoimunes (LES ou Sindrome Antifosfolipidico) ou da toma de alguns farmacos,
estando frequentemente associados a abortos de repeticao. O painel de provas usadas para a
identificacao de inibidores do tipo lupus no SPC-CHUC incluem o TTPa, Tempo de coagulagao
com Veneno de vibora de Russell Diluido (dRVVT), e o Tempo de Coagulagio com Silica
(SCT) ***”. Segundo as guidelines para a detegao dos ITL, preconiza-se que a analise seja feita
em sangue venoso colhido para tubo com citrato de sodio na proporgao |:9, sujeito a dupla
centrifugacdo e que, sejam realizadas duas provas baseadas em diferentes metodologias
(dRVVT e SCT). Cada prova deve contemplar um teste de screening e um teste confirmatorio
%, O teste de screening utiliza reagentes cuja constituicio é caracterizada por uma baixa
concentragao de fosfolipidos e mede o tempo (em segundos) que uma amostra de plasma
demora a coagular e que, devido a presenca de ITL, prolonga o tempo acima dos limites de
referéncia. Por outro lado, o teste confirmatério envolve a adi¢cao de excesso de fosfolipidos,
de modo a reduzir ou corrigir o efeito do inibidor, resultando na diminuigao/corre¢ao do
tempo de coagulagao prolongado. Se a razao entre o resultado obtido no teste de screening e
o resultado obtido no teste confirmatoério, se revelar superior a 1,2, entao pode dizer-se que
a amostra contém |TL, bastando o racio de uma das metodologias para conferir positividade.
No entanto o resultado so6 é clinicamente sugestivo se a positividade se mantiver 12 semanas

apos o primeiro resultado positivo .
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A detegao do inibidor do tipo lupus é especialmente importante em condi¢oes pré-
operatorias. Geralmente um TTPa aumentado, por estar altamente associado a elevado risco
hemorragico, leva ao cancelamento da intervengao cirurgica. A presenga de ITL é o Unico
motivo pelo qual, se pode prosseguir com o procedimento uma vez que, apesar de originar
TTPa prolongado, esta associado a condigdes fisiologicas trombéticas, e, por conseguinte, nao

representa risco hemorragico durante a cirurgia.

Testes de mistura

Os estudos de mistura sao efetuados na avaliagio da hemostase de modo a determinar
se o prolongamento do TP ou do TTPa é devido a deficiéncia de fatores ou devido a presenga
de inibidores de fatores. Mistura, na proporgao |:1, de plasma do doente com plasma normal
seguido da medigao do tempo de coagulagao. Se, apos os testes de mistura, o TP ou TTPa se
mantiverem elevados e nao tiver havido corregao, conclui-se que a amostra do doente contem
inibidores dos fatores presentes no plasma normal, mantendo o prolongamento dos tempos
de coagulagao. Por outro lado, se for observada a corre¢ao dos tempos de coagulagoes, pode
concluir-se que se trata de défice de fatores da coagulagao que foram corrigidos pelo plasma
normal, exceto quando se trata de inibidores tardios, como é o caso do inibidor do fator VIl
'. A detecio do inibidor tardio do fator VIII, no SPC-CHUC ¢é feita pela determinagio do
tempo de coagulagao apods incubagao a 37°C durante 2 horas, de uma mistura de plasma do
doente com plasma normal (mistura |), na propor¢ao I:l. Sob as mesma condi¢oes de
temperatura, sao incubadas isoladamente as amostras de plasma do doente e plasma normal,
sendo combinadas (mistura 2) no termino das 2 horas e feita a leitura do tempo de coagulacao.
Se o TTPa continuar prolongado em ambas as misturas | e 2 é devido a presenca de um
inibidor de fator de agao imediata. Se por outro lado, apenas a mistura | revelar TTPa

prolongado, indica a presenca do inibidor tardio da coagulagao.

4.7.4. Fibrinogénio

O Fibrinogénio, ou Fator | da cascata de coagulagao, é uma glicoproteina fibrosa
presente no plasma sanguineo, essencial para a formagio da fibrina ®. Como evidenciado na
Figura 13, a conversao de fibrinogénio em fibrina requer a presenga de trombina. Deste modo,
o método de Clauss é a metodologia utilizada na determinagao quantitativa e qualitativa do
fibrinogénio plasmatico, medindo o tempo (em segundos) desde a adigao de trombina em
excesso até a de formagao da fibrina. Assim, o fibrinogénio é um importante marcador na

avaliagao do risco trombdtico e da gravidade das patologias relacionadas, uma vez que tempos
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reduzidos refletem elevada atividade de fibrinogénio associado a um maior risco de formagao

de coagulo .

Baixas concentragoes de fibrinogénio funcional sao detetadas em doentes com
coagulagao intravascular disseminada, doenga hepatica, hemorragias pos-operatorias ou pos-
traumaticas e em condigoes de afibrinogenemia (auséncia de fibrinogénio), hipofibrinogenémia
(concentragoes reduzidas de fibrinogénio funcional) ou disfibrinogenémia (fibrinogénio

5% Por outro lado, como proteina de fase aguda, elevadas concentragoes

disfuncional)
plasmaticas de fibrinogénio podem ser observadas em condigoes inflamatérias agudas ou

cronicas.

4.7.5. Testes de fibrinodlise: D-Dimeros

Os D-Dimeros caracterizam-se por serem o produto final da degradagao da fibrina
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mediada pela plasmina e, por conseguinte, todos os episodios tromboticos sao

acompanhados pela libertagao de D-dimeros. Elevados niveis de D-dimeros indicam que houve

No entanto, a

formagao de fibrina que, posteriormente, foi lisada pela plasmina
determinagao dos D-dimeros € clinicamente relavante quando utilizado como parametro de
valor preditivo negativo, isto é, na exclusao da ocorréncia de eventos trombodticos. Deste
modo, uma prova de D-dimeros negativa é altamente sugestiva de auséncia de quadros

tromboembélicos emergentes associados nomeadamente, a tromboembolias pulmonares *.
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4.8. Caso Clinico 2

Um utente de 62 anos, em seguimento clinico em consultas de hemato-oncologia, a 8

de setembro de 2020 dirigiu-se ao SPC-CHUC para a realizagao de andlises e cujos resultados

foram os seguintes:

Hemograma:

Tabela 19 - Resultados laboratoriais do hemograma com esquema interpretativo.

Parametro Resultado Intervalo de Referéncia Interpretacdo
Leucécitos 14,89 x 103/uL 4,0 - 10,0 x 103/uL T
Neutrofilos 9,54 x 103/uL 2,0-7,0x 103/uL 1
Linfocitos 1,98 x 103/uL 1,0 — 3,0 x 103/uL =
Mondcitos 0,93 x 103/uL 0,2 - 1,0 x 103/uL =
Eosinofilos 1,20 x 103/uL 0,0 -0,5x 103/pL 1
Basofilos 1,24 x 103/uL 0,0-0,1 x 103/uL 1
Eritrécitos 3,79 x 10¢/uL Homem: 4,5 — 5,5 x 106/uL \

Mulher: 3,8 — 4,8 x 108/uL
Hb 10,8 x 108/uL Homem: 13,0 — 17,5 x 10¢/uL \
Mulher: 12,0 — 16,0 x 106/uL
Hematocrit 34,0 % Homem: 40,0 — 50,0 % N3
o Mulher: 36,0 — 46,0 %

VCM 89,7 fL 80,0-100,0 fL =
HCM 28,5 pg 27,0 - 32,0 pg =
CHCM 31,8 g/dL 32,0 - 35,0 g/dL =
RDW 21,7 fL 11,6 - 14,0 fL T
Plaquetas 107 x 103/uL 160 — 370 x 103/uL \

T, acima dos valores de referéncia; |, abaixo dos valores de referéncia; =, dentro dos valores de referéncia.
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Esfregaco de sangue periférico:

\ 1
I
-
2 )
|
E 2 < //
i
Figura 16 - Esfregaco do sangue periférico do utente. I- Figura 17 — Células encontradas no esfregaco de sangue do
Dacriécito, 2-Eliptécito, 3-Plaqueta, 4-Linfocito (Observagio da doente, pelo software CellaVision. |-Baséfilo, 2 e 4 — Neutréfilo
lamina ao microscopio otico na objetiva de x50, SPC-CHUC). displasico  (hipersegmentado), 3-Eosindfilo, 5 — Blasto, 6-

Eritroblasto ortocromatico, 7- Metamielécito. (Fonte: SPC-CHUC).

Relatério do esfregaco de sangue periférico: Basofilia, eosinofilia e presenca de raros
precursores mieloides. Presenca de 4,6% (9 em 195) de células compativeis com imaturidade.
Anisopoiquilocitose com presenga de dacriécitos e eliptocitos.

Informagdo adicional: Provas bioquimicas com alteragdes apenas na enzima Lactato
desidrogenase com valores na ordem dos 688 U/L (valores de referéncia < 248 U/L); instituida

terapéutica adicional com eritropoietina.

Informacao de diagnostico clinico: Mielofibrose secundaria a Trombocitémia Essencial (em
seguimento e fazer terapéutica com Ruxolitinib).

A Mielofibrose é uma doenca neoplasica mieloproliferativa caracterizada pela
proliferacao desregulada de megacariocitos, precursores mieloides e eritroides, acompanhada
pela transformacao fibroblastica da matriz da medula 6ssea, como resultado da proliferagao
de fibroblastos. Devido ao comprometimento da arquitetura medular, a hematopoiese é

%! Neste caso, o quadro mielofibrético resultou

maioritariamente extramedular esplénica
de uma outra doenca, Trombocitémia essencial. Esta é caracterizada por ser uma patologia
clonal hematopoiética na qual se verifica um aumento persistente no nimero de plaquetas
plasmaticas, podendo progredir, de facto, para quadros mielofibréticos uma vez que os

megacariocitos sintetizam fatores de crescimento que estimulam a proliferacao de
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fibroblastos. Devido a proliferagao desregulada de megacariécitos, precursores eritroides e
mieloides, é comumente instituida terapéutica que regule a hiperproducao celular. O ruxolitinib
pode causar anemia e trombocitopenia, condigoes que poderao ser atenuadas pela alteragao

na dose prescrita e pela prescri¢io de eritropoietina e androgénios “**.

No que diz respeito a serie branca, verifica-se pelo hemograma, apresentado na Tabela
I8, a presenga marcada de leucocitose com preponderancia neutrofilica, eosinofilica e
basofilica, comprovadas pela observagao do esfregaco de sangue periférico. Inclusivamente,
um estudo publicado em setembro de 2019 apresenta uma relagio estatisticamente
significativa entre doentes com mielofibrose e basofilia persistente, com risco subsequente
agravado de desenvolver leucemia mieloide aguda *. Observou-se ainda, como evidenciado na
Figura 16, multiplos neutrofilos displasicos e alguns precursores mieloides (Imagem 7 da Figura

|6) caracteristicos da patologia.

No que diz respeito a série vermelha, pelos dados do hemograma, verifica-se que
devido aos niveis baixos de hemoglobina, eritrdcitos, e hematocrito, o doente encontra-se
com uma anemia. Pelos valores de VCM, HCM e CHCM constata-se que a anemia €
normocitica normocrémica. Ja os valores de RDW aumentados revelam a presenga de
anisocitose, comprovada pela observagao do esfregago sanguineo, revelado na Figura 17. Pode
visualizar-se ainda poiquilocitose marcada com presencga de dacridcitos (quanto mais grave a
fibrose, mais dacriocitos podem aparecer no esfregagco de sangue) e eliptocitos, deformagoes
caracteristicas da hematopoiese na medula 6ssea fibrética e/ou no bago . Por fim, a existéncia
de células imaturas da linha eritroide (Imagem 6 da Figura 16) comprova a dificuldade da

medula 6ssea produzir estruturas maduras devido ao elevado estado fibrotico.

A semelhanca do observado na linha eritroide, verifica-se que, no que concerne 3 série
plaquetar o doente se encontra com uma trombocitopenia (plaquetas <160 x 10°/uL). Esta
condigao é tipica em estadios avangados da patologia devido a hiperproliferagao de fibroblastos
que dificultam a maturagao celular. De realgar que as alteragoes ao nivel da LDH, marcador

sérico de turnover celular, comprovam mieloproliferagao clonal ®'.
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5. BIOQUIMICA

A quimica clinica estd intimamente relacionada com a avaliagdo de parametros
bioquimicos para o estudo da fisiologia e fisiopatologia humana. Estima-se que um tergo das
analises hospitalares sejam para determinagoes de pardmetros bioquimicos. Assim, devido ao
elevado nimero de amostras torna-se crucial a aquisicio de equipamento cada vez mais
automatizado de forma a padronizar os resultados e a responder de forma rapida e eficiente.
Alinity ¢ € um sistema compacto para quimica clinica que maximiza a produtividade de ensaios
fotométricos e potenciométricos. O tipo de reagao pelo qual o analito é detetado podera ser
através de reagoes enzimaticas ou quimicas, dependendo do parametro a ser determinado. As
amostras analisadas com maior frequéncia sao o soro e a urina, pela relativa facilidade de
colheita, aliada a elevada pandplia de analitos associados a diversas fungdes ou reagoes
fisiologicas. Em meio hospitalar poderao surgir outros fluidos biologicos dos quais liquidos
cefalorraquideo, sinovial, pleural, ascitico e liquido de dialise, usualmente para determinagoes

de glucose e proteina.

A analise sumaria da urina é uma avaliagao importante no diagnostico e follow-up de
patologias renais e infecdes do trato urinario. E caracterizada pelo exame fisico-quimico da
urina e pela andlise do seu sedimento. Na avaliagao fisico-quimica da urina, como o nome
indica, sao analisados parametros fisicos (cor, densidade e turvagao) e quimicos (pH,
urobilinogénio, hemoglobina, nitritos, glucose, proteinas, bilirrubina, corpos cetonicos e
esterase de leucécitos). Por sua vez, a analise microscopica do sedimento urindrio permite a
visualizagao e deteciao de células ou estruturas glicoproteicas como eritrocitos, leucocitos,
células epiteliais, cilindros hialinos, cilindros hialino-granulosos, bactérias, leveduras, muco e
cristais (oxalato de calcio, fosfato, urato, trifosfato). Por sua vez, como mencionado, nas
amostras € possivel avaliar diversos analitos, sendo que os principais estao evidenciados na

Tabela 20.
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Tabela 20 - Principais determinagdes bioquimicas efetuadas em amostras de soro associados a respetiva correlagio

fisiopatologica.
Parimetro
Azoto ureico
Creatinina
Acido drico
Sédio
Potassio

Cloro

ALT

AST

v-GT

ALP

Bilirrubina
Proteinas totais
Albumina
Cilcio
Magnésio
Fosforo

Glucose
Hemoglobina
glicada
Colesterol total
Colesterol HDL
Colesterol LDL

Triacilglicerois
Creatina cinase

Lactato
desidrogenase

Reacdo

Enzimatica (urease/glutamato

Enzimatica (Creatinase, Sarcosina
oxidase e Peroxidase)

Enzimatica (Uricase/peroxidase)
Quimica
Quimica
Quimica
Enzimatica (Substratos: a-cetoglutarato,

L-alanina; enzima: lactato
desidrogenase)

Enzimatica

Enzimatica (Substrato: L-gama-glutamil-
3-carboxi-4-nitroanilida)

Enzimatico (Substrato: Para-nitrofenil
fosfato)

Quimica (Sal de diazénio)
Quimica (Método do biureto)
Quimica (Verde de bromocresol)
Quimica (Arsenazo lll)
Enzimatica (Isocitrato desidrogenase)

Quimica (Fosfomolibdato)

Enzimatica (hexocinase/G-6-fosfato
deseidrogenase)

Enzimatica
Enzimatica
Enzimatica
Enzimatica (Glicerol fosfato oxidase)

Enzimatica (Substrato: N-acetil-L-
cisteina)

Enzimatica (Substrato: Lactato)

Método

Fotometria

Potenciometria
indireta

Fotometria

HPLC

Fotometria

Funcio biopatologica
associada

Fungao Renal

Equilibrio Hidro-eletrolitico
Equilibrio Hidro-eletrolitico

Citdlise
Colestase Funcio
Hepatica
Excrecao
Sintese

Metabolismo ésseo

Metabolismo dos Hidratos de

Carbono

Perfil lipidico em associagdo com

risco cardiovascular

Destruicao celular

Proteina C Reativa - Imunoturbidimetria Inflamagao e/ou infe¢ao

6. MICROBIOLOGIA

Os produtos biologicos analisados com maior frequéncia no setor da microbiologia
sao: urina, fezes, sangue, expetoragao, aspirado e lavado bronquico, zaragatoa da orofaringe,
exsudato e aspirado de ferida, pus de abcesso, biopsia, exsudato vaginal, liquidos
cefalorraquidiano, sinovial, peritoneal e pleural. Também é comum a analise microbioldgica de
objetos que estejam em contacto com fluidos e tecidos corporais, analisando-se proteses,
lentes de contacto e pontas de cateter. No presente relatorio apenas se encontram resumidas

as areas da bacteriologia, micobactérias e parasitologia.
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Em bacteriologia, a primeira etapa aquando da recegao da amostra passa pela sua
sementeira em meios de crescimento referenciados e realizagao de esfregaco para coloragao
de Gram. Os meios de cultura escolhidos, o tipo de inoculagio da amostra, bem como as
condigoes associadas a atmosfera e temperatura estao intimamente relacionadas com a
amostra e os microrganismos potencialmente patogénicos que se pretende identificar. Passado
o periodo de incubagao, 18-24h para a maioria das amostras, procede-se a observagao das
primoculturas. E importante relembrar que, durante esta avaliagio se deve ter em mente que
algumas amostras bioldgicas tém uma microbiota associada ou que podera ter ocorrido
contaminacao da amostra durante a colheita. Observadas as culturas, em associacdo com a
anadlise do esfregaco corado pela coloragao de Gram, é possivel obter uma orientagao para a

identificacao do microrganismo.

A identificagao final do microrganismo, possivel apds crescimento de colonias puras e
isoladas, é feita por espetrometria de massa MALDI-TOF. Esta metodologia permite a
identificagao do microrganismo que compoe a cultura pura pois as proteinas que o constituem
sao ionizadas e aceleradas por meio de uma carga elétrica, onde o tempo de voo das moléculas
é detetado e reproduzido num espetro. Este é comparado com multiplos espetros de uma
base de dados de referéncia, resultando na sua identificagao. Por fim, para a identificagao da
terapéutica a instituir é realizado o teste de suscetibilidade aos antibioticos (TSA) e a sua
interpretagao segundo as normas do EUCAST (European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing). O resultado deste ensaio indica a que antimicrobianos é resistente e aos
quais é suscetivel, sendo que neste Ultimo é associado o valor da menor concentragao de

farmaco necessaria para inibir o seu crescimento (concentragao minima inibitoria).

Na area das micobactérias, as amostras preferencialmente estudadas sao as do trato
respiratério. Sabendo que estas amostras tém microbiota associada, recorre-se a processos
de descontaminacio e concentracao, de modo a identificar os bacilos acido-alcool resistentes.
A sua identificacao é feita pela observagao ao microscédpio ético de laminas coradas pela
coloragao de Kinyoun e pela observagao, em meio de cultura, do crescimento de colonias com
morfologia muito tipica. Por fim, as micobactérias poderao ser identificadas por técnicas de

analise molecular.

No que concerne a pesquisa de parasitas, as amostras mais analisadas sao fezes,
sangue e urina. O exame parasitologico das fezes inclui os exames macroscopico e
microscopico da amostra. No primeiro, observa-se o aspeto das fezes: consisténcia, presenga

de sangue, muco ou até de vermes parasitarios. O exame microscopico € realizado apos
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tratamento prévio da amostra, de modo a filtrar e extrair artefactos e recuperar elementos
parasitarios que estejam presentes. Do sedimento obtido, é feita a sua observagao a fresco
entre lamina e lamela, utilizando as objetivas de 10x na pesquisa de larvas e ovos, e a objetiva
de 40x, na identificagao de quistos ou trofozoitos. A analise de amostras de sangue privilegia
a analise de laminas coradas do esfregago de sangue e da gota espessa. A observagao da lamina
com as objetivas de 50x e 100x é feita de modo a detetar e avaliar a morfologia dos parasitas

encontrados.
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7. CONCLUSAO

O estagio realizado ao longo de cinco meses no Servigo de Patologia Clinica do Centro
Hospitalar e Universitario de Coimbra foi fundamental no meu processo de formagao
profissional e pessoal. No que diz respeito a primeira vertente, o estagio foi importantissimo
no sentido de conferir uma excelente oportunidade didria de aplicagao de conhecimentos
obtidos ao longo da minha formagao académica, especialmente, da componente teorica
apreendida durante o primeiro ano do presente ciclo de estudos. O desafio de integrar uma
equipa hospitalar de profissionais de salide altamente competentes e eximios no seu trabalho
foi excelente, uma vez que me permitiu absorver o conhecimento, teérico e pratico
transmitido, sentindo também o incentivo a autonomia e investigagao, pela procura das bases
cientificas que fundamentam os procedimentos e metodologias aplicadas. Posso dizer que a
exigéncia e o rigor sio uma maxima neste laboratorio, valores que contribuiram para uma
evolugao no sentido de responsabilidade, destreza pratica, mas acima de tudo, uma vontade

enorme de aprender de forma a poder ser Util a entidade que me acolhe.

Em condigoes adversas como as verificadas neste ano letivo com o aparecimento da
pandemia, apos o regresso ao estagio, foi requerida uma capacidade de adaptagao a condigoes
diversas, aplicando as normas estipuladas pela Direcao Geral de Saude, tendo contribuido para
o meu crescimento pessoal. Por outro lado, a elaboracao do presente relatorio, aliada a todas
as restantes condigoes atipicas exigiram da minha parte uma elevada capacidade de organizagao
e disciplina, valéncias que anteriormente nao possuia. Assim, o estagio permitiu adquirir, para
além da importante experiencia pratica laboratorial, soft skills que me serao muito uteis na

integragao do mercado de trabalho.

Por fim, aquilo que considero que captou instantaneamente a minha atengao foi a
extensa automatizagao laboratorial, inerente principalmente, a ambientes hospitalares onde se
verifica um elevadissimo fluxo de amostras e a exigéncia de tempos de resposta reduzidos. No
entanto, fruto de diversas conversas com profissionais de diversos setores, pude perceber que
todos partilham da mesma opiniao: o aumento da automatizagao, apenas aliviou a carga de
trabalho que anteriormente era mais manual, agudizando a necessidade de uma constante
supervisao do controlo da qualidade e producao. Percebi que, apesar de ser tecnologia de
topo, lhe estao inerentes falhas e que sera sempre necessaria a avaliagao rigorosa e critica por

parte do analista clinico.
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Anexo | - Orientagdo para o estudo e diagndstico, n
cordialmente cedido pelo setor da Imunologia ©2020,
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e Counamn

ESTUDO E MONITORIZACA

Parametro

o SPC-CHUC, de doengas autoimunes. (Material
SPC-CHUC)

O DE DOENCAS AUTOIMUNES

Metodologia/Equipamento

DOENCAS AUTOIMUNES DO TECIDO CONJUNTIVO

Identificacdo de anticorpos dirigidos aos
antigénios:

- DFS70, S5-A, 55-B, Ro-52, 5cl-70, Jo-1, CENP B,
PCNA, dsDNA, !l histonas, p inaP
ribossomal, AMA M2, RNP/Sm e Sm

Immunoblotting (EUROblotOne®)

ESCLEROSE SISTEMICA

Identificagdo de anticorpos dirigidos aos
antigénios:

- 5cl-70, CENP A, CENP B, RP11, RP155, fibrilarina,
NOR90, Th/To, PM-Scl-100, PM-Scl-75, Ku, PDGFR e
Ro- 52

Immunoblotting (EUROblotOne®)

Anticorpos Anti-Citoplasma de Neutréfilo (ANCAs)

IFI{IF Sprinter®)
Substrato: Neutrdfilos fixados com etanol e formalina

Avaliagdo do padrdo de imunofluorescéncia: Peri nuclear (P), Citoplasmatica (C) ou peri nuclear atipica (x);
- Confirmagdo do padrdo x-ANCA - identificagdo definitiva em neutrdfilos fixados

com metanol

icorpos Anti-Mieloperoxidase (MPO)

Anticorpos Anti-Proteinase 3 (PR3)

FEIA (Immunocap 250%)

Anticorpos Anti-Membrana Basal Glomerular

CLIA (Bioflash®) / Immunoblotting (EUROblotOne®)

AUTOANTICORPOS NA ANEMIA PERNICIOSA

Anticorpos Anti-Células Parietais Gastricas

IFI (IF Sprinter®)
Substrato: Cortes de estémago, rim e figado derato e
cortes de estdmago de macaco (Confirmatdrio)

Anticorpos Anti-Fator Intrinseco

AUTOANTICORPOS

ELISA (Analyzer I*)

NA DIABETES MELLITUS

Anticorpos Anti-Células dos llhéus de Langherans
(1ca)

Anticorpos Anti-Descarboxilase do Acido-Glutimico
(GADES)

Anticorpos Anti-Proteina Tirosina Fosfatase (1A2)

CLIA (MAGLUMI 800%)

Anticorpos Anti-Insulina

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

AUTOANTICORPOS NA DOENGA DE ADDISON

Anticorpos Anti-Supra-Renal

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

Anticorpos Anti-21 Hidroxilase

AUTOANTICOR

Técnica manual + ELISA (Mago 4%)

POS NAS MIOSITES

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

AUTOANTICORPOS NAS

Immunoblotting (EUROblotOne”)

DERMATOSES AUTOIMUNES

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

IF1 (IF Sprinter®)
Substrato: Mosaico dermatolégico

Anticorpos Anti-D gleina 1/Anti-D gleina 3

Anticorpos Anti-BP180 / Anti-B230

ELISA (Analyzer I%)

Laboratério de Autoimunidade

SPC-CHUC

Ano de 2020
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68

DOENGA HEPATICA AUTOIMUNE

PESQUISA E IDENTIFICAGAO DE AUTOANTICORPOS ASSOCIADOS A HEPATITE AUTOIMUNE

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

IF1 (IF Sprinter®)
Substrato: Cortes de mucosa gdstrica, rim, figado de
rato e células de cultura da aorta de rato (VSM)

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

IFI {IF Sprinter®)

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

Immunoblotting (EUROblotOne®)

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

ELISA (Analyzer I¥)
Immunoblotting (EUROblotOne®)

PESQUISA E IDENTIFICACAO DE AUTOANTICORPOS ASSOCIADOS A COLANGITES

Anticorpos Anti Mitocondriais

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

Anticorpos Anti-Piruvato Desidrogenase (IgG)- M2

ELISA (Analyzer I*) / FEIA (Immunocap 250%)

Identificagdo de anticorpos dirigidos aos
antigénios:

- AMA-M2, M2-3E, Sp 100, PML, Gp 210, LKM-1, LC-
1, SLA/LP, 55-A, Ro-52, SCL-70, CENP A, CENPB e

PGDH

Immunoblotting (EUROblotOne®)

AUTOANTICORPOS NO SINDROME ANTIFOSFOLIPIDO

Anticorpos Anti-Cardiolipinas (1gG, IgM)

Anticorpos Anti-B2-Glicopoteina | (IgG, IgM)

&

CLIA (Bioflash®) - Screening

ELISA (Mago 4®) - Amostras positivas por CLIA

AUTOANTICORPOS DA DOENGA CELIACA

Anticorpos Anti-Transglutaminase Tecidual (IgA e
IgG)
Anticorpos Anti-Gliadina Deaminada (IgA e IgG)

FEIA (Immunocap 250%)

Anticorpos Anti-Endomisio (IgA e IgG)

AUTOANTICORPOS N

IFI {(Mago 4%)

Substrato: Cortes de figado de primata

A ARTRITE REUMATOIDE

Anticorpos Anti Peptideo Citrulinado Ciclico (CCP)

FEIA (Immunocap 250%)

AUTOANTICORPOS NA DOENGA INFLAMATORIA INTESTINAL

Anticorpos Anti-Saccharomyces cerevisae (ASCA)
(1gA e 1gG)

ELISA (Mago 4%)

Anticorpos Anti x-ANCA

IFI (Mago 4%)
Substrato: Neutrofilos fixados em metanol

Laboratério de Autoimunidade

SPC-CHUC

Ano de 2020



AUTOANTICORPOS NA MIASTENIA GRAVIS

Anticorpos Anti Musculo Estriado

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

Anticorpos Anti Receptor da Acetilcolina
Anticorpos Anti-MuSK

Técnica manual + RIA (Wallac Wizard 1470* Automatic

Gamma Counter)

AUTOANTICORPOS NAS POLINEUROPATIAS AUTOIMUNES

Identificagdo de anticorpos IgM e IgG dirigidos aos
antigénios Gangliosideos:
-GQ1lb, GT1b, GD1b, GD1a, GM3, GM2, GM1)

Immunoblotting (EUROblotOne®)

AUTOANTICORPOS NOS SINDROMES PARANEOPLASICOS

Identificagdo de anticorpos IgG dirigidos aos
seguintes antigénios Neuronais:

- Hu, Yo, Ri, PNMA2/Ta, CV2.1, Anfifisina,
recoverin, SOX1, Titina, GAD6S5, Zic4, Tr

Immunoblotting (EUROblotOne®)

Laboratério de Autoimunidade

SPC-CHUC

Ano de 2020
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Nuclear Patterns
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Anexo 2 - Padroes de fluorescéncia correspondentes aos ANA.
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