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RESUMO

O presente Relatério de Estagio é parte integrante do plano de estudos do Mestrado em Analises
Clinicas da Faculdade de Farmacia da Universidade de Lisboa e € apresentado em duas partes.
Da primeira fazem parte os relatorios relativos aos estagios profissionais nas valéncias de
Hematologia (Laboratorio de Analises Clinicas Ampath, Africa do Sul), Imunologia (Instituto
Portugués de Oncologia de Lisboa) e Microbiologia (Laboratério Médico Dr.2 Quintino Rogado,

Sacavém).

Os relatérios de estagio das diferentes valéncias tém como objectivo fazer uma apresentacao dos
locais onde decorreram e descrever a actividade desenvolvida, destacando nomeadamente 0s
parametros efectuados, o tipo de amostra, 0s equipamentos utilizados, o fundamento dos
métodos, o controlo de qualidade e os aspectos mais relevantes no que diz respeito a experiéncia
desenvolvida e ao enquadramento dos conhecimentos adquiridos no contexto geral do

Laboratdrio e da sua aplicacéo a Clinica.

Na segunda parte é apresentada uma revisao actualizada do tema “Importancia das cadeias leves

livres no diagndstico, progndstico e monitorizagdo das discrasias plasmocitarias”.

Nos Ultimos anos ressurgiu e alargou-se o interesse pelas CLL (cadeias leves livres). O
entendimento dos mecanismos de regulacdo e o desenvolvimento de novos testes que permitiram
a sua quantificacdo, abriram as portas a novas abordagens, aumentando a sua importancia no

estudo das discrasias plasmocitarias.

No contexto do diagndstico, o doseamento de CLL no soro, juntamente com a electroforese das
proteinas e a imunofixacdo constituem um protocolo com excelentes niveis de sensibilidade e
especificidade permitindo para a maioria das situacfes prescindir dos testes na urina de 24 horas.
Estudos recentes mostram também que as CLL no momento do diagnéstico sdo um factor de
risco independente sugerindo a sua determinacdo para avaliagdo de prognostico. Na
monitorizacdo e avaliacdo da remissdo sdo também definidas as situacdes e os protocolos que

recomendam a sua utilizacéo.



ABSTRACT

The present Internship Report is part of the program of the Master in Clinical Pathology of the
School of Pharmacy, University of Lisbon. The Internship Report is divided in two parts. In the
first part, | describe the professional internships in Hematology (Ampath Clinical Laboratory,
South Africa), Immunology (Portuguese Institute of Oncology of Lisbon) and Microbiology
(Medical Laboratory Dr. Quintino Rogado, Sacavém).

The internship reports on the different areas present the laboratories where the internships took
place as well as describe my activities in those laboratories, highlighting the tests performed,
type of sample, the equipment used, the methods principles, the quality controls and the most

relevant aspects of the acquired experience, both from a technical and a clinical point of view.

On the second part of this Internship Report, | conduct an updated review of the “Importance of

free light chains in the diagnosis, prognosis and response assessment of plasma cell disorders”.

Over the last years, the interest in FLC (free light chains) has been resurfaced and widened. The
learning about regulation mechanisms as well as the development of new tests for quantifying
the FLC opened the door to new approaches, increasing its importance in the study of plasma
cell disorders.

On the context of diagnosis, the measurement of serum FLC in combination with protein
electrophoresis and immunofixation is a protocol with high levels of sensibility and specificity,
allowing in most of the cases to replace 24-hour urine tests. Recent studies also show that the
FLC at the time of diagnosis is an independent risk factor suggesting its inclusion on the
evaluation of prognosis. The cases and protocols that recommend the use of FLC in response

assessment are also defined.



1* PARTE




RELATORIO DE ESTAGIO EM HEMATOLOGIA

RELATORIO DE ESTAGIO EM HEMATOLOGIA

OBJECTIVO

O Estagio profissional na valéncia de Hematologia é parte integrante do plano de estudos do
Mestrado em Anélises Clinicas da Faculdade de Farmacia da Universidade de Lisboa. O estagio
decorreu no Departamento de Hematologia do Laboratorio de Analises Clinicas Ampath em
Pretoria, Africa do Sul, sob a orientacdo da Dr.2 Doreen Swartz, no periodo compreendido entre
Junho de 2009 e Junho de 2010.

O presente relatorio tem como objectivo fazer uma apresentacdo do local de estagio e descrever a
minha actividade no referido laboratorio, destacando nomeadamente os parametros efectuados, o
tipo de amostra, os equipamentos utilizados, o fundamento dos métodos, o controlo de qualidade
e 0s aspectos mais relevantes no que diz respeito a experiéncia adquirida, quer do ponto de vista

técnico quer do ponto de vista da sua aplicacdo a clinica.

INTRODUCAO

O Laboratdrio de Analises Clinicas Ampath é uma instituicdo privada prestadora de cuidados de
salde na area das analises clinicas com uma capacidade de resposta multidisciplinar actuando em
diversas areas: Bioquimica, Endocrinologia, Hematologia, Imunologia, Serologia,
Microbiologia, Virologia e Biologia Molecular.

As suas mais de 150 instalaces, distribuidas pelas nove provincias da Africa do Sul, incluindo
laboratdrios regionais e postos de colheita, disponibilizam mais de 2000 pardmetros analiticos,
garantindo uma cobertura de 24 horas, sete dias por semana. O Ampath encontra-se acreditado
pelo South African National Accreditation System de acordo com a I1SO 15189:2007 e serve

cerca de 40% dos utilizadores do sector privado de sadde da Africa do Sul.
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O Departamento de Hematologia do Laboratério Ampath em Pretéria onde realizei 0 meu

estagio encontra-se actualmente organizado em seis sectores:

Triagem — triagem das amostras e execucdo do parametro velocidade de sedimentacéo.
Hemograma — contagem de células, plaquetas e reticuldcitos; seleccdo e execucdo de
esfregacos do sangue periférico.

Microscopia — observacdo de esfregagos do sangue periférico e pesquisa de
hematozoarios.

Estudo da Hemostase — avaliacdo de sindromes trombdticos e hemorragicos e
monitorizacao da terapéutica anticoagulante.

Imuno-hematologia — fenotipagem eritrocitéria e testes de Coombs.

Testes especificos — estudo de hemoglobinopatias e outras patologias associadas ao
eritrocito (prova de falciformacdo experimental; resisténcia osmotica; deteccdo da

glucose-6-fosfato desidrogenase; titulacao de aglutininas frias).

O plano de Estégio para a VValéncia de Hematologia foi o seguinte:

a)
b)

c)

d)

9)

h)

Identificacdo do tipo de produto bioldgico necessario a execucao de cada parametro.
Conhecimento das condicBes exigidas para a obtencdo dos diferentes produtos
bioldgicos, de acordo com os requisitos técnicos.

Conhecimento das condi¢Oes de separacdo e armazenamento dos diferentes produtos
bioldgicos, de acordo com os requisitos de manipulacao.

Execucdo dos parametros de Hematologia béasica.

Execucdo de metodologias relacionadas com a detecgcdo de hemoglobinopatias.

Execucdo de metodologias relacionadas com o diagndstico e a monitorizagdo de doengas
hemato-oncolégicas.

Execucdo de metodologias relacionadas com o diagnostico e a monitorizagdo de
patologias tromboticas e hemorragicas.

Manuseamento, tratamento e interpretacdo dos resultados das amostras de controlo de

qualidade interno e de avaliagéo externa da qualidade.

10
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1. SECTOR DA TRIAGEM

1.1 Triagem das amostras

Nesta seccdo € dada entrada das amostras destinadas & Hematologia no sistema informético do
laboratério (Meditech) através do codigo de barras colocado no tubo de amostra durante a
colheita. Primeiro confirma-se que o nome escrito no codigo de barras coincide com o nome no
sistema informético e depois procede-se a distribuicdo das amostras para os diferentes sectores

consoante a natureza dos testes requisitados.

1.2 Velocidade de sedimentacao

Os técnicos da triagem sdo responsaveis pela execugdo deste parametro.

Amostra

Sangue total colhido em tubo com EDTA.

Fundamento

A velocidade de sedimentacdo (VS) avalia a queda espontanea dos globulos vermelhos em
suspensdo no plasma. Os GV devido a sua forma de disco bicdncavo tém tendéncia a acamarem-
se — forca de coesdo. Por outro lado, tém uma densidade elevada e cargas eléctricas negativas,
comparativamente ao plasma que é menos denso e cujos constituintes tém cargas eléctricas
positivas — contra-corrente plasmatica. Quanto maior o nimero de GV maior a contra-corrente

plasmatica e portanto, menor a velocidade de sedimentagéo.

Etapas da VS:
1. Periodo inicial de agregacdo com formacé&o de roleaux (= 10 minutos).

2. Periodo de sedimentacdo rapida com queda dos roleaux a velocidade constante (=~ 40
minutos).
3. Periodo final de sedimentacdo com empilhamento dos glébulos no fundo do tubo (= 10

minutos).

11
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Técnica
Método de Wintrobe:

1.

2
3.
4

Homogeneizar a amostra (tubo do hemogarma).
Com uma pipeta Pasteur encher o tubo de vidro até a marca 0 mm.
Colocar o tubo no suporte.

Leitura a altura (em mm) da coluna de plasma, isenta de GV, ao fim de 60 minutos.

Factores que afectam a VS

Globulares

Aumento da formacéo de rouleaux provoca aumento da VS

A velocidade de sedimentacdo de uma particula é directamente proporcional ao seu peso
e inversamente proporcional a sua area, os roleaux tém uma relacdo peso/area maior que
os eritrocitos isolados, e portanto, sedimentam mais rapidamente. Assim, todos o0s

factores que facilitem a formacao de roleaux aumentam a VS.

Numero de glébulos vermelhos:
- aumento do n.° de GV provoca diminuigdo da VS
- diminuigdo do n.° de GV provoca aumento da VS

Tamanho dos glébulos vermelhos:
- presenca de microcitos aumenta a VS

- presenca de macrécitos diminui a VS

Forma dos glébulos vermelhos:

- Formas anormais provocam diminuigéo da VS

Plasmaticos

Aumento da viscosidade do sangue provoca diminuicdo da VS
Aumento do fibrinogénio provoca aumento da VS

Aumento das proteinas o, e y globulinas determina aumento da VS

12
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Mecénicos
e Altura e didmetro do tubo
e Posicdo do tubo (vertical)
o Vibracdes
e Enchimento do tubo (sem bolhas de ar)
e Temperatura baixa — | VS
e Tempo de espera (0s GV tornam-se esféricos)

e Anticoagulante (relacdo anticoagulante/sangue)

O aumento da VS esta associado a diferentes patologias, designadamente - infeccbes agudas e
cronicas (ex. tuberculose e sifilis); inflamagdes agudas (ex. apendicite); doencas reumatismais;

leucemias e sindromes neoplasicos; mielomas e plasmocitomas e anemias.

No entanto, existem situagGes fisiologicas que também sdo acompanhadas de um aumento da
VS, tais como:

e sexo feminino

e idade

e gravidez (a partir do 3° més)

e periodo menstrual

Uma diminuicdo patoldgica da VS ocorre nas poliglobulias; casos de hipofibrinogenémia e
anomalias na forma dos GV (ex. esferocitose e drepanocitose).

A VS é um parametro inespecifico, mas é economico e de facil execucdo. Valores baixos
indicam-nos baixa probabilidade de doenca neoplasica ou inflamatéria. A sua normalizacdo é
indicio de melhoria de um processo agudo. Mantém-se assim um exame de utilidade indiscutivel

e dos mais requisitados na rotina laboratorial.

13
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Controlo de qualidade interno

O controlo de qualidade interno é efectuado diariamente com dois controlos comerciais — normal
e patoldgico e em dias alternados é realizado um controlo de reprodutibilidade com uma amostra
aleatoria: os resultados ndo devem diferir mais de 20% para leituras abaixo de 20mm/h e néo
devem diferir mais de 10% para leituras acima de 21mm/h. Se os resultados estiverem entre 1 e 9

estes podem diferir mais ou menos 1mm/h.

14
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2. SECTOR DOS HEMOGRAMAS

2.1 Hemograma

Amostra
Sangue total colhido em tubo com EDTA.

O EDTA actua por quelagdo do calcio impedindo assim a coagulacdo do sangue. As vantagens
deste anticoagulante sdo as seguintes:

e assegura a conservacao das células a 4°C/24h

e conserva a morfologia dos leucdécitos e eritrocitos até 2 horas ap6s a colheita

e permite na maioria dos casos a correcta contagem de plaguetas

Equipamento
ADVIA 2120 acoplado com Autoslide (Siemens).

O ADVIA 2120 é um analisador hematoldgico automatico capaz de processar 120 hemogramas
ou 74 hemogramas com contagem de reticulécitos por hora. O sistema apresenta trés modos de
aspiracdo da amostra: manual com o tubo aberto, manual com o tubo fechado e automatico,
requerendo todos o mesmo volume de amostra (157ul). O Autoslide permite a extensdo e

coloracdo da lamina a partir do tubo no qual é feito o hemograma.

Fundamento
A amostra é aspirada sob vacuo e apds passar através de um filtro de forma a remover fibrina e
pequenos coagulos atinge a valvula de divisdo da amostra (shear valve). Nesta fase a amostra é
separada em aliquotas dependendo do(s) teste(s) requerido(s). Os protocolos disponiveis séo
cinco:

e Contagem celular

e Contagem celular e diferencial

e Contagem celular, diferencial e contagem de reticuldcitos

e Contagem de reticulécitos
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e Contagem celular e contagem de reticuldcitos

A medida que a amostra atinge a shear valve passa por um detector de condutividade, a amostra
conduz corrente e € esta alteracdo na condutancia que informa o sistema que a amostra atingiu a
valvula. O sistema ao receber este sinal cessa a aspiracdo e a valvula roda para a posi¢do de
dispensar. Na zona da shear valve encontram-se diferentes valvulas que abrem dependendo do
protocolo escolhido. A abertura destas valvulas permite que sejam retiradas as aliquotas de
amostra necessarias. As aliquotas de amostra sdo entdo diluidas com os reagentes apropriados
dispensados sob pressdo e transportadas para as cadmaras de reaccdo respectivas. Ap6s um
periodo de incubacdo para que as reac¢des ocorram, aliquotas da mistura de reac¢do séo retiradas
das camaras e feitas passar sob pressao através de um citémetro de fluxo (flow cell) para serem
analisadas (excepto na determinacdo da hemoglobina). A coluna de amostra é rodeada por um
fluido (reagente sheat) que passa pela flow cell a uma pressd@o menor e € utilizado para estabilizar
a posicdo e o tamanho do fluxo de amostra. A medida que cada célula passa individualmente
pelo fluxo de luz é detectada a sua dispersdo e absorcdo que sdo depois utilizadas para

determinar, dependendo do método, o seu tamanho, densidade e coloracéo.

Contagem de leucdcitos

O ADVIA 2120 executa duas contagens de leucocitos diferentes de forma a obter o diferencial.

Método da peroxidase
O método da peroxidase é o método primario para obter o diferencial. O método utiliza trés
reagentes para corar a mieloperoxidase intra-celular:

1. 12ul de amostra sdo diluidos com o reagente Perox 1. Este reagente contem surfactantes
(sodio dodecil sulfato e Brij-35) que associados ao calor na cAmara de reac¢do lisam 0s
eritrocitos. A temperatura na camara de reac¢cdo € monitorizada e deve ser de 70°C+/-2.

2. Os reagentes Perox 2 e 3 sdo entdo adicionados a camara de reacgdo. O 4-cloro-1-naftol
no Perox 2 actua como substrato permitindo que o perdéxido de hidrogénio do Perox 3

forme um precipitado negro nos granulos dos leucocitos com peroxidase activa.
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3. A amostra passa atraves da flow cell num fluxo de células individuais onde a dispersao e
a absorcdo da luz é determinada para cada celula. A dispersdo da luz determina o
tamanho da célula e a absorcéo o nivel de coloracao.

4. Os sinais sdo analisados e tratados pelo software e apresentados sob a forma de
histograma.

5. S&8o determinados valores para o numero de leucdcitos, neutrofilos, mondcitos,
eosindfilos e Large Unstained Cells (LUC). Os linfdcitos e os basofilos aparecem
agrupados e por isso é necessario um método adicional para determinar a contagem de

baséfilos.

A grande limitacdo do método da peroxidase é o de ser dependente da presenca de
mieloperoxidase para que a reacgdo ocorra. A deficiéncia em mieloperoxidase tem uma
incidéncia na populacdo de cerca de 1/500 e faz com que os neutréfilos ndo sejam corados

aparecendo no histograma na zona dos LUC.

Método basdfilo
O método basofilo € o método primario para obter a contagem total de leucocitos. O método

utiliza a resisténcia dos basofilos a lise por um &cido para os diferenciar dos outros leucécitos.

1. 12ul de amostra sdo diluidos com o reagente Baso. Este reagente contém &cido ftélico e
surfactantes, que em conjunto com a temperatura elevada na camara de reac¢do (33°C +/-
1) provocam a lise dos eritrocitos e das plaquetas e do citoplasma de todos os leucdcitos
excepto dos basofilos.

2. Os leucocitos passam pela flow cell onde o tamanho das células e a sua complexidade €
detectada e registada no histograma.

3. Este método determina valores para a contagem total de leucdécitos, basoéfilos, células
polimorfonucleares, células mononucleadas e blastos.

4. A contagem de basofilos é subtraida da contagem de linfdcitos + basofilos obtida no

método da peroxidase de forma a completar o diferencial.
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Contagem de eritrocitos e plaquetas

Os eritrocitos e as plaquetas sdo determinados em simultaneo através de um método que se
baseia na teoria de Mie sobre a dispersdo da luz das esferas. A amostra (2ul) é diluida num
reagente que contem sodio dodecil sulfato (SDS) e gluteraldeido, que provoca a esferificacao dos
eritrocitos e das plaquetas. A esferificacdo isovolumétrica das células elimina a forma enquanto

factor de variabilidade. As células sdo posteriormente analisadas no citometro de fluxo.

Parametros para o glébulo vermelho

Hemoglobina
A determinacdo da hemoglobina é efectuada por um método colorimétrico:
1. Os eritrocitos sdo lisados de forma a libertar a hemoglobina.
2. O ido ferro da hemoglobina é oxidado do estado ferroso para o estado férrico, o qual
depois se combina com o cianeto do reagente formando o produto de reac¢éo.

3. As leituras Opticas sdo obtidas a 546nm.

indices eritrocitarios
a) Volume globular médio
O VGM (fl) corresponde ao tamanho médio do glébulo vermelho e calcula-se directamente a

partir do histograma dos glébulos vermelhos.

Quando o0 VGM esta aumentado, os eritrocitos sdo em média maiores e fala-se em macrocitose e

quando esta diminuido, os eritrécitos sdo em média menores e fala-se em microcitose.

b) Hemoglobina Globular Média
A HGM ¢ a quantidade de hemoglobina por glébulo vermelho. E obtida a partir da seguinte

formula;

HGM (pg) = (HB/GV) X 10
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c) Concentracdo da Hemoglobina Globular Média
A CHGM ¢ a razdo entre a concentracdo de HB e o hematdcrito. E obtida a partir da seguinte

formula:

CHGM (g/dl) = (HB/HCT) X 100

HGM e CHGM traduzem conceitos de normocromia e hipocromia, referindo-se ao contetdo dos
eritrocitos em hemoglobina. Nao existe hipercromia pois em condi¢Ges normais o eritrocito tem
toda a hemoglobina que pode conter. Casos de HGM aumentada devem-se, em geral, a
macrocitose. A CHGM s6 raramente esta aumentada, por exemplo em situacdes em que hd um
certo grau de desidratacdo do eritrécito, como na esferocitose hereditéria.

d) Dispersdo eritrocitaria
O estudo da distribuicdo dos globulos vermelhos detecta anomalias eritrocitéarias relacionadas
com anisocitose, que significa presenca de células de diferentes tamanhos. E obtido a partir da

seguinte formula:

RDW (%) = 100 X (SD do histograma dos GV /VGM)

O RDW tem aplicacdo na classificacdo de anemias sendo, em geral, alto em anemias carenciais

(ferro, vitamina B12 e acido fdlico) e normal nas anemias hipoproliferativas.

e) Hematocrito
O hematocrito é a razdo entre os glébulos vermelhos e o0 plasma e é expresso como uma

percentagem do volume total de sangue. E obtido a partir da seguinte formula:

HCT = (GV X VGM) / 10
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Validacgao

Os hemogramas séo analisados tendo em consideragéo varios factores:
® SEXO
e idade
e histdrico dos resultados

e outros parametros relevantes (exs. VS, ferro, ferritina, transferrina, enzimas hepéticos)

Se necessario sdo repetidos e/ou é efectuado um esfregaco para observacido microscopica.

Controlo de qualidade interno

O controlo de qualidade interno dos hemogramas é efectuado duas vezes por dia com trés
controlos comerciais — baixo, normal e alto. Na mesma altura é efectuado também um controlo
de reprodutibilidade com uma amostra aleatoria para os valores de leucocitos, eritrocitos,

hemoglobina, VGM e plaquetas.

2.2 Contagem de reticulodcitos

Amostra
Sangue total colhido em tubo com EDTA.

Fundamento

Os reticuldcitos sdo a forma imatura na qual os eritrécitos sdo libertados para a circulacdo a
partir da medula 6ssea. Nao tém ndcleo mas ainda contém mitocdndrias, ribossomas e elementos
do complexo de Golgi suficientes para completar o citoesqueleto e os 20% remanescentes da
sintese de hemoglobina. A maturacdo final em eritrocitos ocorre entre 24-48 horas apos a
libertacdo. A taxa de libertagdo de reticuldcitos para a circulagdo geralmente € igual a taxa de

destruicdo de eritrocitos velhos pelo bago e pelo figado.

Os reticuldcitos ndo podem ser distinguidos dos eritrocitos maduros em esfregagos de sangue

corados pelos corantes Romanovski, mas quando o sangue € incubado com o corante bésico, azul
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brilhante de cresil, forma-se um precipitado reticular de cor azul nos reticuldcitos devido a

interaccdo do corante com 0 RNA ribossomal.

Em caso de anemia pode ser um exame de extrema utilidade para distinguir as situacdes em que
hé& deficiente producdo da medula (anemia arregenerativa) das que resultam de perdas ou
destruicdo dos glébulos a periferia (anemia regenerativa). No primeiro caso ha poucos ou
nenhuns reticuldcitos, no segundo estdo aumentados porque a medula responde acelerando a

eritropoise e langando eritrocitos jovens em circulacéo.

Técnica
Técnica automética no ADVIA 2120

1. O reagente autoRetic contem um surfactante que provoca a esferificacdo isovolumétrica
das células.

2. O RNA dos reticuldcitos é corado com o corante oxazina 750.

3. A mistura de reac¢do passa através do laser onde a sua dispersdo é usada para determinar

o tamanho da célula e a absorcao para determinar o contetdo em RNA.

Através desta técnica para além do valor absoluto e percentagem de reticuldcitos é também
reportada a concentracdo média de hemoglobina nos reticulécitos (CHr), a qual pode funcionar

como um indicador precoce de anemia ferropénica sensivel e especifico.

Técnica manual

Quando o valor de reticuldcitos obtido pela técnica automéatica no ADVIA 2120 € superior a 5%
o resultado é sempre confirmado por uma contagem manual.
Num tubo de hemdlise juntar:

1. 2 gotas de corante azul brilhante de cresil + 2 gotas de sangue.

2. Homogeneizar.

3. Deixar em contacto — 37°C/15 minutos.

4. Colocar uma gota numa lamina e fazer o esfregaco.

5

Deixar secar.
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Observar com objectiva de imersdo, restringindo o campo do microscopio (sector da
microscopia).

Contar o n.° de reticulécitos (N)/1000 GV.

Resultado - N.° Reticuldcitos em % = N / 1000 (GV + Ret.) X 100.

Controlo de qualidade interno

O controlo de qualidade interno dos reticulécitos é efectuado duas vezes por dia com trés

controlos comerciais — baixo, normal e alto.

2.3 Execucao de esfregacos do sangue periférico

Os esfregacos do sangue periférico sao efectuados e corados de forma automatica pelo Autoslide

acoplado ao ADVIA 2120 ou manualmente.

Técnica manual

Execucdo do esfregaco

1. Misturar o sangue invertendo o tubo suavemente. Retirar a rolha.

2. Retirar um pouco de sangue do tubo com a pipeta Pasteur e colocar uma pequena gota de
sangue sobre uma lamina.

3. Com uma mao, segurar a lamina nos cantos opostos a extremidade que contem o sangue.
Com a outra mao segurar outra lamina ou lamela, que ira servir para espalhar o sangue, e
colocar sobre a primeira de modo a fazerem um angulo de cerca de 30°. Este angulo é
mantido durante a execucdo do esfregaco.

4. Puxar a lamina/lamela superior para trds até contactar com a gota de sangue. O sangue
vai-se distribuir ao longo do bordo desta lamina.

5. Executar o esfregago deslocando a lamina/lamela superior suave mas rapidamente ao
longo de cerca de 4 cm da lamina inferior.

6. Secar o esfregaco ao ar.

Coloracéo

Em ambos os métodos, manual e automatico, € efectuada a coloracdo May-Grunwald-Giemsa.
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Accdo dos corantes

Eosina — Corante &cido. Cora componentes celulares basicos designados por eosinofilos ou
acidofilos, de alaranjado.

Azul-de-metileno — Corante béasico. Cora componentes celulares acidos designados por
basofilos, de azul arroxeado.

Azur de metileno — Cora granulacdes designadas por granulacdes azurdfilas, de vermelho.
Células policromatofilas — Coram de acinzentado por terem proporcGes idénticas de
componentes &cidos e basicos.

Granulacdes neutrofilas — Coram pela accdo combinada da eosina e azul de metileno de rosa

acizentado.
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3. SECTOR DA MICROSCOPIA

3.1 Observacdo de esfregacos do sangue periférico

O cérebro humano treinado e atento tem capacidades que ultrapassam as de qualquer méquina,

em intuicdo e capacidade de julgar, pelo que, mesmo nos servigcos com bons equipamentos

automaticos, muitas sdo as situacdes que exigem observacao microscopica do esfregaco.

Na observacdo ao microscopio do esfregaco corado sdo procurados aspectos que justifiquem ou

complementem a informacdo fornecida pelo hemograma. Pesquisam-se alteracdes qualitativas ou

quantitativas dos glébulos brancos, glébulos vermelhos ou plaquetas, sendo referidas no boletim

de analise as indicacGes que se julgarem pertinentes do ponto de vista clinico.

Exemplos de informacdes obtidas na observacéo do esfregaco do sangue periférico que podem

ser indicadas no boletim de andlise:

e Estudo das plaquetas. Presenca de agregacdo; anisocitose e alteracBes da granulacdo

plaquetaria.

e Estudo da série leucocitaria. Pesquisa de células atipicas; desvios de maturacéo;

alteracfes morfoldgicas; presenca de blastos ou outras formas jovens.

e Estudo da série eritrocitaria:

Anisocitose — diferentes tamanhos.

Anisocromia — células normocrémicas coexistindo com hipocrémicas.
Policromatofilia — células mais azuladas e maiores que um eritrocito maduro. A cor
azulada deve-se ao facto de possuirem menos Hb que um eritrocito maduro e de ainda
terem restos de RNA no citoplasma.

Poiquilocitose — diferentes formas, sem predominio de uma em particular.

Formas anormais predominantes: diandcitos; dacriécitos; esferdcitos; eliptocitos;
acantdcitos; equindcitos; esquisocitos; etc.

Inclusdes eritrocitérias:

= Ponteado basofilo — pequenas estruturas azul-escuras semelhantes a pontos,
espalhadas de modo uniforme por toda a area hemoglobinizada do eritrocito. O

ponteado resulta da precipitacdo de ribossomas e RNA durante a coloracéo.
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= Anéis de Cabot — estruturas em anel ou em forma de oito que coram de vermelho-
arroxeado. Resultam de restos de membrana nuclear ou de um fuso mitotico.

= Corpos de Howell-Jolly — pequenas inclus6es arredondadas de cor avermelhada,
consideravelmente maiores do que o ponteado basofilo. Normalmente encontra-se um
por eritrocito e desviado a um dos lados da célula. Correspondem a restos nucleares

(ex. membrana nuclear).

3.2 Pesquisa de Plasmodio

Amostra

Sangue total colhido em tubo com EDTA. Colheita feita, de preferéncia, em pico febril.

Fundamento

O plasmodio, agente da maléria ou paludismo, é um protozoario parasita do sangue. Existem
muitas espécies de plasmodios, mas habitualmente apenas quatro parasitam o homem:
falciparum, vivax, ovale e malariae. O vector biolégico € o mosquito Anopheles. O parasita vai

modificando o seu habitat conforme a etapa do ciclo evolutivo.

O ciclo assexuado (esquizogonia) inicia-se quando uma fémea do mosquito Anopheles
(hospedeiro definitivo) pica 0 homem e inocula esporozoitos infectantes, que entram nos vasos
sanguineos da pele. Os esporozoitos migram através do sangue e invadem as células do figado.
Tornam-se criptozoitos, reproduzindo-se por divisdo assexuada e produzindo grande quantidade
de merozoitos. Este é o ciclo exoeritrocitico, que se completa em uma a duas semanas. Os
merozoitos saiem das células hepaticas e invadem os eritrocitos na circulacdo sanguinea.
Penetrando nos eritrocitos tornam-se trofozoitos (também conhecidos como formas em anel) que
amadurecem através do estagio de esquizonte em 36 a 72 horas. Cada esquizonte produz 6 a 24
novos merozoitos. O tempo e 0 numero de novos merozoitos produzidos permitem diferenciar a
espécie de plasmddio. Quando o esquizonte estd maduro o eritrocito sofre hemdlise, libertando
0S merozoitos, que por sua vez invadem novos eritrocitos. O ciclo de invaséo da hemacia, a

esquizogonia e a ruptura da celula, repetem-se indefinidamente. Este é o ciclo eritrocitico: o
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merozoito invade o eritrécito — trofozoito — esquizonte — ruptura da heméacia — libertacéo de

merozoitos.

Mais tarde, na infeccdo, alguns merozoitos evoluem para microgametocitos (células sexuais
masculinas) ou macrogametocitos (células sexuais femininas). O ciclo sexuado (esporogonia)
comeca quando os gametocitos sdo ingeridos por um mosquito Anopheles ao sugar o sangue de

uma pessoa infectada.

A pesquisa de plasmadio é feita por trés métodos diferentes em simultaneo:
1. Observacdo do esfregaco do sangue periférico
2. Pesquisa de antigénios por ensaio imunocromatografico
3. Quantitative Buffy Coat (QBC)

Observacao do esfregaco do sangue periférico

A identificacdo do plasmddio no esfregaco de sangue periférico baseia-se na fase eritrocitaria do
parasita. A observacdo do esfregaco do sangue periférico € o método de elei¢do para observar a
morfologia dos parasitas e das heméacias, 0 que é muito importante para a identificacdo da

espécie e também para a determinacdo da percentagem de hemacias parasitadas.

Técnica
1. Fazer um esfregaco do sangue periférico.
2. Coloracao de May-Grunwald-Giemsa.

3. Observar ao microscopio com objectiva de imerséo.

Plasmodium falciparum

e Hemacia parasitada igual as ndo parasitadas

e No S.P. encontra-se com maior frequéncia os trofozoitos (poliparasitismo) e o0s
gametdcitos

e Ciclo esquisogonico de 36 a 48 horas

e Esquizonte com 8 a 16 merozoitos
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Plasmodium malariae

e Hemacia parasitada mantem o didmetro
¢ Invadem as hemécias maduras
¢ Ciclo esquisogbnico de 72 horas

e Esquizonte com 6 a 8 merozoitos

Plasmodium vivax

e Hemacia parasitada superior as ndo parasitadas
¢ Invade preferencialmente os reticuldcitos

e Poliparasitismo raro

e Ciclo esquisogbnico de 48 horas

e Esquizonte com 16 merozoitos

Plasmodium ovale

e As hemacias parasitadas aumentam de tamanho, contornos irregulares por vezes oval de
bordos dentados

e Poliparasitismo raro

e Ciclo esquisogbnico de 48 horas

e Esquizonte com 6 a 12 merozoitos

Resultado
e Positivo: Observacdo de trofozoitos, esquizontes ou gametdcitos no sangue periférico.

¢ Resultado em % do numero de hemacias parasitadas.

Pesquisa de antigénios

O ICT Malaria Pf/Pv é um teste imunocromatogréafico rapido para a deteccdo em sangue total do
antigenio circulante do Plasmodium falciparum e de um antigénio comum as quatro espécies de
plasmodio que parasitam o homem. O dispositivo inclui dois anticorpos imobilizados na tira do
teste, um anticorpo (area de teste 1) é especifico para a proteina do Plasmodium falciparum

HRP2 (proteina 2 rica em histidina), o outro anticorpo (area de teste 2) é especifico para um
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antigenio pan-malarico presente nas quatro espécies de Plasmodium humanos. Uma amostra de
sangue total (5ul) é aplicada na janela da amostra, a qual esta impregnada com um anticorpo
marcado com ouro coloidal dirigido aos dois tipos de antigénios. Quando uma amostra €
positiva, 0s antigénios ligam-se a estes anticorpos na janela da amostra e 0os imunocomplexos
formados migram ao longo da tira de teste onde sdo capturados pelos anticorpos imobilizados.
Quando ocorre a captura forma-se uma linha rosa na area de teste 1 e/ou 2. Pelo contrario,
quando uma amostra é negativa estas linhas ndo se formam. O dispositivo tem também um
controlo interno (area C) com um anticorpo dirigido ao anticorpo da fase mével para indicar que

o teste foi efectuado correctamente.

Duas limitagbes deste ensaio sdo o de ndo permitir diferenciar infeccOes causadas por
Plasmodium vivax, Plasmodium malariae e Plasmodium ovale e o facto de ap0s terapéutica anti-

malarica com eliminacdo do parasita o teste ainda detectar o antigénio PfFHRP2 por vérios dias.

Quantitative Buffy Coat

O Quantitative Buffy Coat (QBC) ¢ um método qualitativo rapido que consiste na concentracdo
dos parasitas e na sua posterior observacdo por fluorescéncia. O objectivo da utilizacdo desta
técnica € o de aumentar a sensibilidade da microscopia Optica nos casos em que a parasitémia é

muito baixa.

A amostra de sangue é introduzida num capilar que contém anticoagulantes e esta revestido com
o0 corante laranja de acridina com afinidade para os &cidos nucleicos dos parasitas. No interior do
capilar € introduzido um flutuador de plastico que expande as camadas celulares. Com uma
microcentrifuga especialmente concebida, os capilares sdo centrifugados com a consequente
separacdo das células coradas por gradiente de densidade. As camadas celulares separadas e
expandidas séo claramente identificaveis no capilar centrifugado, as heméacias permanecem na
zona inferior e por cima fica a camada leucoplaquetaria ou buffy coat (granulécitos,
linfécitos/monacitos e plaquetas). As hemécias parasitadas sdo menos densas do que as nao
parasitadas concentrando-se na parte superior da camada de hemacias, embora os parasitas

também possam ser observados na camada leucoplaquetaria. Utilizando um suporte préprio os
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capilares sdo observados ao microscépio de fluorescéncia na interface hemaécias-granuldcitos e

granulécitos-linfécitos/monacitos.
As limitacBes desta técnica sdo o facto de ser um método qualitativo, requerer normalmente a

posterior observacdo do esfregaco de sangue periférico para identificacdo da espécie e o de poder

ndo detectar niveis de parasitémia muito baixos.
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4. SECTOR DO ESTUDO DA HEMOSTASE

A hemostase € um processo complexo pelo qual o organismo assegura, em permanéncia, a
prevencdo das hemorragias espontaneas e a paragem das hemorragias resultantes da rotura da
continuidade vascular. A reconstituicdo da normalidade circulatoria exige a complementacédo da
hemostase pela fibrindlise que leva a destruicdo da fibrina e a reparacdo da integridade vascular.
Classicamente, considera-se na hemostase trés etapas:

1. Hemostase primaria

2. Coagulacédo — formacao de fibrina

3. Fibrindlise — destruicdo da fibrina e reparacdo da integridade vascular

A exploracdo da hemostase pode ter varios objectivos:
e Estudo dos sindromes hemorragicos
e Estudo dos sindromes trombaticos
o Despiste de uma anomalia da hemostase (exame pré-operatério)

e Monitorizacdo da terapéutica anticoagulante

4.1 Equipamentos e parametros

Equipamentos utilizados neste sector:
e STA-R Evolution (Stago)
e Tromboelastografo TEG 5000 (Haemonetics)
e Agregémetro plaquetario APACT- 4 (Labor)

STAR-R Evolution

O STA-R Evolution é um analisador automatico que efectua determinagdes quantitativas de um grande

namero de parametros através de ensaios de coagulometria, imunoturbidimétricos e colorimétricos.

Amostra
Plasma citratado. O citrato de sédio actua por quelacdo do calcio impedindo assim a coagulagéo

do sangue (mecanismo de accdo semelhante ao EDTA). Sangue total tornado incoagulavel pela
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adicdo de citrato de sodio (9 volumes de sangue: 1 volume de citrato) — permite a preservagédo

dos factores da coagulacdo V e VIII — e centrifugado a 3000 rpm durante 15 minutos.

Pardmetros

Tempo de Protrombina (TP)

O processo de coagulacdo é desencadeado mediante incubagdo do plasma com quantidades
Optimas de tromboplastina e célcio. Mede-se o tempo decorrido até a formagdo do coagulo de
fibrina. A medicéo do TP constitui um teste de rastreio rapido e sensivel para detectar transtornos
da coagulacdo no ambito do sistema extrinseco (factores 11, V, VII e X). Devido ao seu alto grau
de sensibilidade a estes factores é particularmente adequado para regulacdo e controlo da
terapéutica anticoagulante por via oral, diagnéstico de deficiéncias congénitas e adquiridas de
factores do sistema extrinseco e controlo da actividade da sintese hepatica em doencas do figado.

Para uniformizar o controlo de doentes a fazer anticoagulacdo oral, o Comité Internacional para
Estandardizacdo em Hematologia (ICSH) instituiu o INR ou RNI — Raz&o Normalizada
Internacional. O INR € a razdo entre o tempo da amostra (Ta) e o de um pasma normal (Tc)
elevada a um factor chamado indice de Sensibilidade Internacional (ISI). Este ISl é uma
caracteristica da tromboplastina utilizada como reagente e € indicado pelo fabricante. Resulta da

comparacéo da sua sensibilidade com a de uma tromboplastina padréo internacional.

INR = (Ta/Tc)"™!

Assim, andlises feitas em diversos laboratérios, com diversos reagentes, sdo comparaveis. Isto
ndo foi ainda totalmente conseguido, pois mesmo o INR apresenta variagdes, mas é, sem dlvida,

um grande progresso.

Tempo de Tromboplastina Parcial Activado (TTPA)

A incubacdo do plasma com quantidades optimas de fosfolipidos e um activador de superficie
leva a uma activacdo dos factores do sistema intrinseco da coagula¢do. Mediante a agregacao de
ibes de célcio é desencadeado o processo de coagulagdo. Mede-se o tempo decorrido até a

formacéo do coagulo de fibrina. A determinacdo do TTPA é um teste rapido para deteccdo de
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transtornos do sistema intrinseco da coagulacéo e que detecta de modo sensivel os factores VIl e
IX. Usado com plasmas deficitarios € um instrumento apropriado para a determinacdo de
factores singulares do sistema intrinseco e o diagnostico da hemofilia. Além disso pode ser
utilizado para o controlo da terapia heparinica. A medi¢do do TTPA esta indicada como teste de
rastreio de perturbacfes da coagulacdo especialmente antes de intervencdes cirdrgicas, afim de

poder submeter potenciais hemofilicos a um tratamento preventivo.

Fibrinogénio

A determinacdo do fibinogénio baseia-se no método de Clauss. O plasma citratado € coagulado
com uma quantidade em excesso de trombina. O tempo de coagulacdo depende entdo
consideravelmente do contetdo de fibrinogénio da amostra. Substancias inibidoras da trombina

(ex. heparina) ndo tém influéncia no resultado do teste.

Tempo de Trombina (TT)
Tempo de coagulagdo do plasma pela adicdo de trombina calcica. Explora a transformacéo de
fibrinogénio em fibrina. Sensivel a presenca de substancias inibidoras da formacao da fibrina.

D-Dimeros
Os D-Dimeros sdo determinados por um método imunoturbidimétrico. A determinacdo dos

produtos de degradacdo da fibrina pela plasmina é um teste indirecto para o estudo da fibrindlise.

Factores da coagulacdo VII, VIII e IX

Utilizacdo de um plasma que contém todos os factores excepto o que se quer dosear e que se
mistura com o plasma em estudo. A quantificacdo do factor faz-se através de um dos testes da
exploracdo semi-analitica (exs. factor VII — TP; factor VIII — TTPA). O resultado € dado em
percentagem relativamente ao normal. Se o plasma em estudo corrige o tempo de coagulacdo do

plasma deficiente indica que ndo é deficiente nesse factor.

Actividade anti-factor Xa
A actividade normal de uma molécula de factor Xa no plasma é o de clivar o seu substrato

natural, a protrombina, gerando trombina, a enzima responsavel pela formacdo do coagulo de
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fibrina (Fibrinogénio — Fibrina). Na presencga de heparina, ocorre uma competigdo entre este
mecanismo e 0 mecanismo inibitorio exercido pelo complexo heparina-antitrombina IlI,

responsavel pela accdo anticoagulante da heparina.

O teste aqui referido é utilizado no controlo da terapéutica com heparina de baixo peso molecular
e baseia-se neste principio: O factor Xa € adicionado a mistura de plasma e substrato
desencadeando duas reaccOes simultaneas - hidrélise do substrato pelo factor Xa e inibigdo do
factor Xa pelo complexo heparina-antitrombina Il1l. Ap6s o tempo necessario para que estas
reaccGes competitivas atinjam o equilibrio, a quantidade de produto cromogénico libertado é
inversamente proporcional a concentracdo de heparina presente na amostra permitindo assim a

sua avaliagéo.

Anti-trombina Ill, ProteinaC e S

Determinacdo dos inibidores da coagulacdo por imunoturbidimetria. O sangue circulante contém
inibidores bioquimicos que previnem a amplificacdo da cascata da coagulacdo em locais fora do
rolhdo plaquetério.

Resisténcia a proteina C activada

A resisténcia a proteina C activada é em mais de 90% dos casos devido a uma mutagcdo no gene
do factor V. A sua determinacdo baseia-se num pequeno prolongamento do tempo de coagulacao
na presenca de proteina C activada e calcio. O prolongamento do tempo de coagulacdo de um
plasma normal na presenca de proteina C activada resulta da capacidade desta proteina para
inactivar o factor Va do plasma testado. A coagulacdo do plasma em estudo é alcancada na
presenca de plasma deficiente em factor V e veneno de cobra. O veneno actua como activador do

factor X, eliminando a influéncia de todos os outros factores da coagulacéo.
Plasminogénio

Determinagdo do plasminogénio por um método colorimetrico. Exploragdo do sistema

fibrinolitico. Esta diminuido na doenca hepatica e tratamentos tromboliticos.
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Controlo de qualidade interno

O controlo de qualidade interno é efectuado com dois controlos comercias — normal e alto. No
caso dos testes processados diariamente: TP, TTPA, TT, fibrinogénio e D-dimeros o controlo é
efectuado duas vezes por dia. O controlo dos restantes testes é realizado apenas quando 0s

mesmos s&o processados.

Agregometro plaquetario APACT-4
O estudo da agregacdo plaquetaria é utilizado na avaliacdo da funcao das plaquetas por diferentes
vias de activacao plaquetaria in vitro. Este € um teste Gtil na investigacdo de varias patologias
como a doenga de von Willebrand, o sindrome de Bernard-Soulier, a trombastenia de
Glanzmann, entre outras. O método baseia-se na formacdo de agregados de plaquetas apos a sua
exposicdo a um indutor da agregacao:

e Difosfato de adenosina (ADP) 10uM/mi

e Acido araquidénico 1,5mM/ml

e Colagénio 10ug/ml

e Ristocetina 12,5 e 0,5mg/mi

A medida que as plaquetas se agregam ocorre uma diminuicio da absorvancia do plasma rico em
plaquetas. A taxa de diminuicdo é determinada por turbidimetria e depende da reactividade das
plaquetas ao agonista adicionado quando outras varidveis, tais como a temperatura, a contagem
de plaquetas e a velocidade de agitacdo estdo controladas. Os resultados sdo monitorizados e
registados numa curva de agregacao plaquetéria.

A causa mais frequente de alteracbes na funcdo plaquetaria é a ingestdo de medicamentos com
efeitos inibidores sobre as plaquetas, sendo o principal o acido acetilsalicilico. Varios outros
estados patoldgicos podem alterar a funcdo plaquetéria, tais como as doencas mieloproliferativas,

urémia e doengas auto-imunes.

Resultados
Uma agregacao entre 60 a 100% é considerada normal. A agregacdo apés adicao de ristocetina a

0,5mg/ml é normalmente inferior a 10%.
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Resposta a agregacao plaquetaria:

Acido Colagenio Ristocetina

araquidonico

Trombastenia Anormal Anormal Anormal Normal

Sindrome de Normal Normal Normal Anormal

Bernard-Soulier

Doenca de von Normal Normal Normal Anormal
Willebrand
Acido Normal Anormal Anormal Normal

acetilsalicilico

Tromboelastégrafo TEG 5000
O tromboelastograma € um teste para o estudo global da coagulacdo a partir de uma amostra de
sangue total incluindo:

e A formacao do coagulo (inclui os factores da coagulacdo)

e A cinética do coagulo (inclui os factores da coagulacéo)

e A estabilidade do coagulo (inclui plaquetas e fibrinogénio)

e Adissolucdo do coagulo (fibrindlise)

e A avaliacdo da funcdo plaquetéria

O tracado gerado em forma de diapaséo é a traducdo grafica da variacdo do estado fisico que
sofre 0 sangue ou plasma no curso da coagulacdo. S&o determinados quatro pardmetros no
tracado do TEG:
Tempo R = E o periodo de tempo apds o inicio do teste até & formacao inicial de fibrina. Esta
prolongado quando ha deficiéncia em factores, toma de anticoagulantes, hipofibrinogenémia
e trombocitopénia e reduzido em caso de hipercoagulabilidade.
Tempo K = Tempo necessario para atingir um certo nivel de resisténcia do coagulo. Esta
prolongado quando ha deficiéncia de factores e reduzido na hipercoagulabilidade.
Angulo a = Determina a formagdo e cross-linking da fibrina (codgulo estavel). Esta

aumentado quando ha hipercoagulabilidade e diminuido na hipofibrinogenémia.
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Amplitude méaxima = Determina a interaccdo da fibrina com as plaquetas e representa o

componente de resisténcia final do codgulo. Estd aumentado quando ha hipercoagulabilidade

e diminuido quando ha trombocitopénia o hipofibrinogenémia.

O indice de coagulacéo € o resultado final obtido através de um calculo matematico incluindo os

valores obtidos para os 4 parametros do tracado TEG. Interpretacdo do indice de coagulacéo:

-3a+ 3: Normal

< -3: Hipocoagulavel

+3: Baixo risco de hipercoagulabilidade

+ 4: Hipercoagulabilidade com tendéncia para trombose

+ 5: Risco elevado de trombose com necessidade de tratamento

4.2 Técnicas manuais

Factor XIII

O factor XIII activado estabiliza o coagulo de fibrina por um processo de transaminacdo. O

coagulo estabilizado é insoltvel em ureia, pelo contrario codgulos de plasma deficiente em factor

X111 sdo soltveis. Técnica:

1.

2
3
4.
5

Adicionar 200ul de plasma pobre em plagquetas a um tubo com tampa.

. Adicionar 200pl de cloreto de célcio.

Incubar o tubo durante 30 minutos a 37°C — formacéo do coagulo de fibrina.
Adicionar 3 ml de ureia e agitar.

Deixar o tubo overnight a temperatura ambiente e observar o coagulo no dia
seguinte.

Se o factor XIII estiver presente ainda sera observado o coagulo.

Produtos de degradacéo do fibrinogénio

Os produtos de degradacdo do fibrinogénio (PDF) sdo determinados por aglutinacdo directa em

latex. Os PDF estdo aumentados na trombose intravascular e na fibrinogenolise primaria.
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5. SECTOR DA IMUNO-HEMATOLOGIA

Deste grupo particular de andlises sdo determinados o0s seguintes parametros:
e Grupo sanguineo
e Teste de Coombs Directo

e Teste de Coombs Indirecto

5.1 Grupo sanguineo

O grupo sanguineo é determinado para o sistema ABO e Rh.

Sistema ABO

Existem antigénios — A, B e O - presentes na superficie dos eritrocitos contra os quais sao
produzidos anticorpos. Os antigénios A e B sdo relativamente fortes e, do ponto de vista
seroldgico, comportam-se como genes dominantes, enquanto o antigénio O nédo é detectado por
Soros comerciais e, portanto, comporta-se serologicamente como um gene recessivo. O grupo
sanguineo O é detectado pela auséncia de reac¢do para os antigénios A ou B, de modo que o tipo
O implica a presenca de antigénio O em ambos 0s cromossomas em lugar apenas de um. Esta
situacdo resulta em quatro grupos fenotipicos — A, B, AB e O — visto que A e B sdo dominantes
em relacdo a O. Quando os eritrocitos do individuo possuem antigénio A ou B, o soro contém o
anticorpo contra o antigénio ausente. O antigénio O € tdo fraco que, para finalidades préticas, ele
é considerado ndo-antigénico. Portanto, um individuo AA ou AO tera anticorpo anti-B no soro;
um individuo OO tera anticorpo anti-A e anti-B, e assim por diante. Ainda ndo esta totalmente
esclarecida a razdo pela qual o organismo é estimulado a produzir anticorpo contra antigénio A
ou B ausentes, contudo, aparentemente existem antigénios semelhantes as substancias ABO na

natureza que, de algum modo, produzem sensibilizagédo natural.

Sistema Rh

Dos antigénios Rh o D é sem divida alguma, o mais antigénico, quando esta presente em pelo
menos um cromossoma o individuo é Rh positivo. O antigénio D comporta-se serologicamente
como um gene dominante e os individuos D-positivos podem ser homozig6ticos ou

heterozigoticos, enquanto a auséncia de reactividade D comporta-se serologicamente como gene
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recessivo. Apenas 20 % da populacdo sdo Rh negativos. Os antigénios Rh carecem de anticorpos
naturais correspondentes no soro. Quando aparecem anticorpos anti Rh estes sdo do tipo imune e
resultam da exposi¢do de um individuo Rh negativo aos antigénios Rh presentes nos eritrocitos
provenientes de outro individuo. Este processo pode ocorrer durante a gravidez ou em

transfusoes.

Na determinacdo do grupo sanguineo para o sistema ABO ¢ efectuada a prova directa e a prova

reversa. A Unica excepcao sao os bebés com idade inferior a 6 meses em que a prova reversa nao

é realizada uma vez que ainda ndo possuem os seus anticorpos completamente desenvolvidos.

Grupo Eritrdcitos
sanguineo Anti-B Anti-AB Células A Células B
O - - - + +
AB + + + - -
+ - + - +
B - + + + -

Método automético
A determinacdo automatica do grupo sanguineo é feita no aparelho Autovue Innova (Ortho
Clinical Diagnostics) onde sdo utilizadas cassetes com seis colunas contendo reagentes
diferentes:

1. Anti-A

2. Anti-B

3. Anti-D

4. Controlo

5. Células A

6. Células B

O sistema utiliza tecnologia de aglutinacdo em coluna com microesferas de vidro e reagente.

Ap0s a adicdo dos eritrocitos ou soro a coluna e subsequente centrifugacdo da cassete, 0s
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eritrécitos aglutinados sdo retidos nas microesferas de vidro e 0s ndo aglutinados sdo depositados

no fundo da coluna.

Considera-se a aglutinacdo de globulos vermelhos um resultado positivo e uma indicacdo da
presenca do antigénio correspondente — formacdo de uma banda no topo da coluna. Considera-se
a auséncia de aglutinacdo de globulos vermelhos um resultado negativo e uma indicacdo de que
ndo foi demonstrada a presenca do antigénio correspondente — formacdo de um aglomerado
homogéneo no fundo da coluna.

Método em tubo
O método em tubo é realizado quando a amostra é insuficiente para ser processada no aparelho

ou para confirmacéo dos resultados.

O teste baseia-se no principio da aglutinagdo directa. Os antigénios sanguineos A, B, e D
presentes a superficie dos eritrdcitos, reagem com os anticorpos anti-A, anti-B, anti-AB ou anti-
D presentes nos reagentes e os anticorpos Anti-A e Anti-B presentes no soro reagem com 0S

antigenios presentes nas células reagentes, provocando uma aglutina¢do macroscoépica.

Existem 8 possibilidades diferentes para o grupo sanguineo:

B/- - + -
B/+ - + +
AB/- + + -
AB/+ + + +
Ol- - - -
O/+ - - +
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5.2 Teste de Coombs Directo

Fundamento

O teste de Coombs directo permite por em evidéncia os anticorpos fixados sobre glébulos
vermelhos de um individuo. O soro de Coombs consiste num soro que contem anticorpos
antiglobulina humana, este € adicionado a uma preparacdo de eritrdcitos apos a sua lavagem, de
forma a remover proteinas séricas inespecificas. Se o0s eritrocitos estiverem recobertos de
anticorpos, o reagente de Coombs ird ataca-los e produzir a aglutinacdo dos eritrocitos, formando

agregados.

As principais indicag6es para a prova de Coombs directa incluem:
e diagnostico da doenca hemolitica do recém-nascido
e diagnostico de anemia hemolitica em adultos (ex. anemia hemolitica autoimune adquirida
idiopética ou secundaria)

e pesquisa de reaccBes transfusionais hemoliticas

Método

O teste de Coombs directo € realizado utilizando as cassetes do sistema Ortho Biovue de forma
automatica no aparelho Autovue ou manualmente usando uma centrifuga especialmente
concebida para o efeito. As colunas das cassetes contém um soro poliespecifico com anticorpos
anti-1gG e anticorpos contra o grupo C3d do complemento. Um teste de Coombs directo positivo

indica que os eritrocitos estdo cobertos in vivo com imunoglobulinas e/ou complemento.

Técnica manual

1. Diluir 10 pl de sangue total em 190 pl de soro fisiolégico.
2. Adicionar 10 pl da diluicdo a microcoluna.

3. Centrifugar durante 5 minutos (centrifuga do Sistema Ortho BioVue).
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5.3 Teste de Coombs Indirecto

Fundamento

O teste de Coombs indirecto permite por em evidéncia anticorpos num soro em estudo. O soro de
Coombs permite revelar indirectamente por aglutinacdo dos glébulos vermelhos que os
transportam, os anticorpos anti-globulos vermelhos presentes mas ndo aglutinantes. Numa
primeira fase eritrocitos de composicdo antigénica conhecida sdo expostos a soro contendo
anticorpos desconhecidos. Se o anticorpo se combinar com os eritrocitos — 0 que sera detectado
numa segunda fase — isso prova a presenca de anticorpos circulantes dirigidos contra um ou mais
antigenios existentes sobre o eritrocito. A segunda fase consiste em adicionar soro de Coombs
aos eritrocitos apds terem sido lavados para remover proteinas ou anticorpos inespecificos ndo
fixados. Se o anticorpo especifico tiver recoberto a superficie dos eritrécitos, o soro de Coombs
ird ataca-lo e provocar a aglutinagdo das células. A segunda fase consiste entdo numa prova de

Coombs directa efectuada nos produtos da primeira fase.

Uma indicagdo importante para a prova de Coombs indirecto ocorre na gravidez. Actualmente,
esta bem documentado o facto dos eritrdcitos fetais atravessarem a placenta e passarem para a
corrente sanguinea da mde. Assim, a mde Rh-negativo pode produzir anticorpos anti-Rh
dirigidos contra o antigénio Rh do feto. Numa segunda gravidez a mae com anticorpos anti-Rh
IgG pode transmiti-los ao feto e dar origem a doenca hereditaria do recém-nascido também
designada por eritroblastose fetal. A prova de Coombs é (til na deteccdo destes anticorpos anti-D

na gravida.

Método

O teste de Coombs indirecto é realizado utilizando as cassetes do sistema Ortho Biovue de forma
automatica no aparelho Autovue ou manualmente usando um bloco de aquecimento e centrifuga
especialmente concebidos para o efeito. As colunas das cassetes contém um soro poliespecifico
com anticorpos anti-1gG e anticorpos contra o grupo C3d do complemento. Um teste de Coombs
indirecto positivo indica a presenca de anticorpos irregulares no soro, sendo nestes casos
necessario proceder a sua identificacdo utilizando um painel de células com varios antigenios e

posterior titulag&o.
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Técnica manual

1.

Adicionar 50ul de soro fisiologico a microcoluna.

2. Adicionar 10ul de células O™ a microcoluna.
3. Adicionar 40ul de soro a microcoluna.

4.
5

Incubar 10 minutos a 37°C (bloco de aquecimento do Sistema Ortho BioVue).

Centrifugar durante 5 minutos (centrifuga do Sistema Ortho BioVue).

5.4 Controlo de qualidade interno

Todos os reagentes, anticorpos e células, sdo testados diariamente antes do processamento das

amostras pondo em evidéncia as suas reaccdes numa placa de microtitulacdo. As cassetes para

determinacédo dos testes de Coombs sdo também testadas com células O e células sensibilizadas

com IgG.
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6. SECTOR DOS TESTES ESPECIFICOS

6.1 Prova de Falciformacédo Experimental

Amostra

Sangue total colhido em heparinato de litio.

A heparina actua por aumento da velocidade de accdo do inibidor natural da coagulagédo — a
antitrombina I1l. A sua actividade anticoagulante deve-se a uma sequéncia de pentassacaridos
com elevada afinidade para a antitrombina Ill, formando-se um complexo entre estas duas

moléculas. Tem a vantagem de ndo alterar a morfologia dos globulos vermelhos.

Fundamento

As hemacias falciformes aparecem no sangue periférico numa patologia hereditaria designada
por anemia falciforme ou drepanocitose. Esta patologia resulta de uma mutacdo genética numa
das bases do coddo do DNA — a adenina — do tripleto GAG que codifica para o acido glutdmico.
A base € substituida por um uracilo, originando o tripleto GUG que codifica para a valina. Isto
passa-se na cadeia . Como consequéncia surge uma hemoglobina anormal denominada
hemoglobina S que é soltvel quando oxigenada. Quando desoxigenada ocorre a sua cristalizacao
sob a forma de fibras longas que vao de um lado ao outro do GV adquirindo o glébulo a forma

de foice designada por drepandcito ou célula falciforme.

Por tratamento do sangue com um redutor — metabissulfito de sédio — provoca-se a formacéo de

células falciformes que se observam ao microscopio em tempos variaveis.

Técnica
1. Num tubo de hemdlise misturar 50ul de sangue e 100ul de metabussulfito de sodio
(solucao extemporanea).
2. Numa lamina de microscépio colocar uma gota da mistura e cobrir com uma lamela e
selar os bordos com meio de montagem ou verniz das unhas.

3. Colocar a lamina em camara himida e incubar na estufa a 37°C durante 1 hora.
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4. Observar ao microscopio o eventual aparecimento de celulas falciformes com objectiva
de 40x.

5. Em caso negativo voltar a colocar na estufa, um resultado negativo s6 deve ser reportado
ao fim de 12 horas de incubacao.

6.2 Resisténcia Osmotica

Amostra

Sangue total colhido em heparinato de litio.

Fundamento

Demonstrar o comportamento dos glébulos vermelhos em diferentes solugfes hipotonicas de
cloreto de sddio. Produz-se uma hemdlise quando o teor de electrdlitos se encontra abaixo de um
certo limiar. Quando se colocam eritrocitos numa solucéo isotonica de cloreto de sodio, ndo ha
troca de &gua entre os eritrocitos e 0 meio que os rodeia. Contudo, se os eritrécitos forem
introduzidos numa solucdo hipoténica de cloreto de sodio, a diferenca de osmolaridade entre o
interior dos eritrécitos e o exterior, leva a que a agua circundante entre para o interior dos
eritrocitos. Os globulos vermelhos vao aumentar de volume podendo chegar a ruptura —
hemolise. A prova da resisténcia osmotica fornece informacdo acerca da mudanca de forma
(relacdo superficie/volume) do eritrdcito, a partir da sua forma normal de disco bicdncavo.

Técnica
1. Diluir a solucdo stock tamponada de NaCL a pH 7,4 (equivalente osmético de uma
solucdo a 10% de NaCL) 1/10.
2. A partir da solugédo 1 preparar solucGes de concentrages de NaCL em %: 0,90 — 0,75 —
0,65-0,60-0,55-0,50-0,45-0,40-0,35-0,30 - 0,20 — 0,10, segundo 0 esquema:
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ml de NaCL a 1% ml de H,O Conc. do NaCl em %
9,0 1,0 0,90
7,5 2,5 0,75
6,5 35 0,65
6,0 4,0 0,60
5,5 4,5 0,55
5,0 50 0,50
4,5 5,5 0,45
4,0 6,0 0,40
3,5 6,5 0,35
3,0 7,0 0,30
2,0 8,0 0,20
1,0 9,0 0,10

3. A 4 ml de cada uma das solugdes preparadas em 2, juntar 40 pul de sangue e
homogeneizar por invers&o.

4. Deixar os tubos a temperatura ambiente 30 minutos.
Ressuspender as células e centrifugar 5 minutos a 2500 rpm.

6. Ler no espectrofotdmetro a 540 nm a hemdlise produzida, utilizando o tubo 0,9 como
branco (0% de hemdlise).

7. A absorvancia lida no tubo 0,1 corresponde a 100% de hemdlise.

8. Calcular a % de hemolise.

9. Tragar um gréfico pondo em ordenadas a % de hemdlise e em abcissas a % de NaCl.

Tragar igualmente uma curva normal.

Resultado

A fragilidade globular média refere-se a 50% de hemolise.
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Aumento da fragilidade osmdtica - Os esferocitos devido a menor relacdo superficie/volume
conseguem absorver menos agua do que os eritrécitos normais e hemolisam em soluges menos

hipotdnicas (resisténcia osmatica diminuida). Exemplo: Esferocitose.

Diminuicao da fragilidade osmética - Os diandcitos (Target-cells) e as células falciformes devido
a maior relacdo superficie/volume conseguem absorver mais dgua do que os eritrocitos normais e
hemolisam em solu¢cBes mais hipotdnicas (resisténcia osmética aumentada). Exemplo:

Talassémia e drepanocitose.

6.3 Deteccdo de glucose-6-fosfato desidrogenase

Fundamento

A deficiéncia em glucose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) é uma doenga hereditaria recessiva
ligada ao sexo uma vez que o gene responsavel estd localizado no cromossoma X. A G6PD
desempenha um papel de importancia fundamental no metabolismo eritrocitario, tanto na
obtencdo de energia a partir da glicose quanto na sua protec¢do contra agentes oxidantes. Uma
deficiéncia nesta enzima, seja porque a producdo € insuficiente ou porque a enzima produzida

ndo é funcional, desencadeia uma anemia hemolitica devido a acumulacéo de peroxidos toxicos.

A maioria das pessoas com esta deficiéncia ndo apresenta sintomas, enquanto outras sé
desenvolvem sintomas de anemia na presenga de um agente oxidante, os quais desaparecem
quando a causa é removida. S6 em casos raros esta patologia se manifesta como uma anemia
cronica. Os agentes oxidantes envolvidos no aparecimento da anemia hemolitica podem ser
medicamentos (antimalaricos, analgésicos, antibacterianos), infecgdes (virus respiratdrio,

hepatite, mononucleose infecciosa) ou a ingestéo de favas.

O método de deteccao da G6PD utilizado no laboratério baseia-se num teste rapido que detecta a
formacdo de NADPH pela G6PD através da emissdo de fluorescéncia sob luz ultravioleta. A
reaccao que ocorre € a seguinte:

G6PD
Glucose-6-fosfato + NADP ——  6-fosfogluconato + NADPH

(Auséncia de fluorescéncia) (Fluorescéncia)
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Amostra
e Sangue total colhido em tubo com EDTA
e Controlo normal: sangue total colhido em tubo com EDTA de um individuo normal

e Controlo negativo: uma gota do reagente substrato

Técnica
1. Marcar um papel de filtro Whatman n.° 1 da seguinte forma:
AMOSTRA CONTROLO

0 Minutos
5 Minutos
10 Minutos

Gota de reagente

2. Fazer em paralelo a amostra e o controlo normal.

3. Num tubo de hemolise adicionar 100ul do reagente com o substrato da reaccéo (glucose-
6-fosfato, NADP e um agente litico), juntar 5ul de amostra e homogeneizar bem.

4. Transferir uma gota para o papel de filtro na zona dos 0 minutos.

5. Colocar o tubo no banho a 37°C e registar o tempo.

6. Transferir novamente uma gota ao fim de 5 e 10 minutos para os locais respectivos no
papel de filtro.

7. Deixar secar o papel de filtro durante 10-15 minutos.

8. Observar as manchas secas sob luz ultravioleta.

Resultado
Um resultado é normal quando se observa fluorescéncia moderada ou forte apds 5 minutos e uma
fluorescéncia forte apos 10 minutos. Uma deficiéncia em G6PD é detectada quando ndo se

observa fluorescéncia ou esta é fraca aos 5 e 10 minutos.
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Limitacdes

Esta € uma técnica qualitativa, é recomendado que uma amostra positiva seja testada por um
método quantitativo. Um resultado pode ser falsamente negativo quando existe anemia pois ha
poucos eritrocitos na amostra apesar da G6PD ser normal. Pelo contréario o teste pode dar um
resultado normal e haver deficiéncia da enzima nos casos em que ha reticulocitose pois 0s
reticulocitos contém niveis mais elevados da enzima mesmo em individuos com deficiéncia

enzimatica.

6.4 Titulacao de aglutininas frias

Fundamento
A anemia hemolitica autoimune a aglutininas frias € uma patologia adquirida rara em que 0s
anticorpos envolvidos sdo chamados de aglutininas frias, por apresentarem a maxima actividade

a baixas temperaturas (0-10°C) e provocarem a aglutinacdo dos eritrdcitos.

A maioria das pessoas possui aglutininas frias, no entanto estes autoanticorpos naturais existem
em titulos baixos (<1:64 a 4°C) e ndo tém actividade a temperaturas mais elevadas. As
aglutininas patoldgicas ocorrem em titulos superiores a 1:1000 — 100,000 e podem reagir a 28-
31°C e por vezes até a 37°C.

As aglutininas frias, normalmente da classe IgM, combinam-se com o antigénio na superficie dos
eritrécitos, formando um imunocomplexo que activa o complemento e provoca a sua hemdlise.
Os antigénios na superficie dos eritrdcitos com os quais reagem sdo os antigénios | e i, a maioria
dos adultos possui 0 antigénio | e os bebés o antigénio i. Quando a taxa de destruicdo excede a

capacidade de recuperacdo da medula 6ssea instala-se uma anemia.

A anemia das aglutininas frias pode ser idiopatica com sintomas e sinais ap0s exposi¢ao ao frio
ou 0 que é mais frequente surge associada a outras patologias - infeccdo por Mycoplasma
pneumoniae, mononucleose infecciosa ou doencas linfoproliferativas. E mais frequente nas

pessoas idosas que possuindo uma temperatura corporal mais baixa sdo mais susceptiveis.
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Amostra

Uma amostra de soro e uma amostra de sangue total colhido em tubo com EDTA. Para

determinar a especificidade do autoanticorpo (I ou i) incluir também um sangue total de adulto e

um sangue total de bebé ambos do grupo sanguineo O.

Técnica

1.

o~

10.
11.
12.

Preparar uma suspensdo de células a 3% das 3 amostras de sangue total EDTA da
seguinte forma: Lavar os eritrdcitos por 3 vezes com soro fisioldgico e juntar 90ul de
células com 3000ul de soro fisiologico.

Marcar 1 série de tubos de plastico (11 tubos) para cada uma das amostras.

Adicionar 100ul de soro fisioldgico a todos os tubos.

Adicionar 100ul de soro da amostra no primeiro tubo de cada série e agitar no vortex.
Diluicdes seriadas sdo feitas a partir do primeiro tubo transferindo 100ul da solugéo para
0 tubo seguinte. Apds cada diluicdo agitar no vortex.

N&o € adicionado soro ao tubo 11 que funciona como controlo negativo.

Adicionar 100ul da suspensdo de células da amostra, adulto e bebé a todos os tubos
respectivamente.

Agitar os tubos no vortex e deixar os tubos em repouso 1 hora a temperatura ambiente.
Ler os resultados da aglutinacdo macroscopicamente e registar.

Incubar os tubos no frigorifico a 2-8°C overnight (aproximadamente 12 horas).

Ler os resultados da aglutinacdo na manha seguinte e registar.

Quando esta presente aglutinacdo até ao tubo 6 e superior colocar os tubos no banho a
37°C durante 1 hora para ver se a aglutinacdo desaparece. Ler os resultados e registar.

Resultado

Normal < 1:64 (aglutinagéo até ao tubo 5).

Positivo > 1:64. Quando o resultado ¢ positivo reportar o titulo: tubo 1 - titulo 1:2; tubo 2 - titulo

1:4...até tubo 10 - titulo 1:1024 (se aglutinacdo positiva reportar como >1:1024).

Tubo 11: Deve ser negativo nas 3 amostras.
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AVALIACAO EXTERNA DA QUALIDADE

A avaliacdo externa da qualidade também denominada avaliagdo de proficiéncia, avaliacdo do
desempenho ou controlo de qualidade externo, consiste na avaliacdo do desempenho do
Laboratorio de Hematologia atraves da analise dos resultados obtidos/emitidos nos exames de

material de controlo, realizados da forma e nas condic¢des habituais de funcionamento.

Na prética, a avaliacdo externa da qualidade consiste num sistema em que amostras de contetdo
conhecido mas nao revelado (amostras ficticias), sdo introduzidas no laboratério por uma
entidade externa de referéncia para serem examinadas exactamente da mesma forma que sdo
examinadas na pratica habitual do laboratorio as amostras semelhantes dos doentes/utentes. Os
resultados obtidos sdo depois comparados com o0s resultados esperados e estatisticamente

tratados pela entidade organizadora.

Este Laboratério de Hematologia participa nos seguintes programas de avaliacdo externa da
qualidade:

¢ National Thistle Quality Assurance Scheme

e United Kingdom National External Quality Assessment Service (NEQAS)

e Australian Quality Assurance Scheme

Periodicamente os resultados sdo avaliados e discutidos em reunides de Servico com 0s
responsaveis e todos os colaboradores envolvidos, sendo estes resultados os parametros
fundamentais para avaliacdo do desempenho e do funcionamento dos servicos e considerados

como referéncias nas auditorias internas e externas do Laboratério.
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CONCLUSAO

O Estagio no Departamento de Hematologia do Laboratorio de Analises Clinicas Ampath na
Africa do Sul foi para mim um desafio e uma experiéncia muito enriquecedora tanto a nivel
profissional como pessoal. Durante a minha permanéncia pude constatar que o laboratdrio,
acreditado de acordo com a ISO 15189:2007, processa diariamente um elevado namero de

amostras, possuindo grande capacidade técnica, organizacao e rigor.

No periodo em que decorreu o estagio trabalhei em todos os sectores do Laboratorio, tendo tido a
possibilidade de efectuar todas a técnicas interpretar e validar resultados. Algumas técnicas de
Hematologia béasica ja tinha tido oportunidade de realizar na minha actividade anterior, no
entanto, pude também contactar com técnicas novas e mais elaboradas, sobretudo na area da

coagulacéo.

O protocolo de integracdo de novos colaboradores neste Laboratério inclui um periodo de
formacéo e prética em cada sec¢do, sendo realizados testes escritos (Competency Test) de forma
a consolidar e demonstrar que os conhecimentos foram bem apreendidos, nomeadamente no que
se refere ao tipo de amostra, fundamento dos métodos, equipamento utilizado, controlo de

qualidade e interpretacdo dos resultados.

Para além destes testes o Laboratorio tem também uma componente de formacdo continua
importante. Periodicamente sdo realizados testes relativos as diferentes areas de forma a que os
conhecimentos adquiridos sejam revistos e actualizados. Mensalmente é também feita a
apresentacdo de um tema previamente definido. Durante o estagio tive oportunidade de
apresentar um trabalho sobre “Aumento do CHGM nas contagens automadticas — causas e

protocolos de avaliagdo e correc¢ao” (em anexo).

Por tudo isto considero que o plano de Estagio referido na introducdo foi cumprido e que 0s
objectivos do estagio contidos no Regulamento dos estagios profissionalizantes do Mestrado em
Anadlises Clinicas (Artigo 2°) foram atingidos, nomeadamente a integracdo no meio profissional e

0 contacto com os outros profissionais de saude, a aplicacdo dos conhecimentos adquiridos num
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contexto de trabalho, a capacidade de trabalho multidisciplinar e em equipa e o contacto com 0s

doentes aplicando principios éticos e deontolégicos.
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ANEXOS

Increased Mean Corpuscular Hemoglobin Concentration

Presented by: Rita Campos
Date: 23 /10 /2009

MCHC = Mean Corpuscular Hemoglobin Concentration

1. Definition

This is the percentage of haemoglobin in 100 ml of red blood cells, as opposed to the
percentage of haemoglobin in 100 ml of whole blood, giving the concentration of haemoglobin in
the cells.

2. Calculation formula

MCHC (g/dl) = HBG (g/dl) HCT (%)

3. Normal range

31 - 37 g/d|

4. Possible causes of a high MCHC (> 37 g/dI)

4.1 Lipemic samples

4.2 Presence of spherocytes, roleaux formation and auto-agglutination
4.3 Technical errors

4.4 WBC above 100x10°%!

4.1 Lipemic samples

If the sample is lipemic the ADVIA instrument will show the flag CHCMCE. This flag is
triggered if there is 1,9 g/dl difference between the calculated MCHC and the measured
CHCM (mean of RBC hemoglobin concentration histogram). This can occur with lipemic
samples with the CHCM giving the correct result as it is not influenced by the colorimetric
HGB assay.

54



RELATORIO DE ESTAGIO EM HEMATOLOGIA

4.2 Spherocytes

Spherocytes are cells which are more spheroidal (i.e. less disc-like) than normal red cells but
maintain a regular outline. Loss of biconcavity and progression to a sphere is seen initially by
loss of “central pallor” and ultimately as a dense-staining cell which has a smaller diameter
than normal — the typical microspherocyte. The degree of spherocytosis may be slight or
marked and often contrasts sharply with the non-spherocytic reticulocytes that are usually
present. Spherocytosis may be hereditary or acquired but whatever the aetiology
microspherocytosis is due to loss of surface area (membrane) and usually results in
shortened red cell survival.

Sherocytes may be seen in:
» Hereditary spherocytosis

» Auto-immune haemolytic anemia

Hereditary spherocytosis

In the hereditary form the spherocytosis develops after reticulocyte stage and is associated
with abnormalities of membrane protein and lipid loss.

Laboratorial Diagnosis:

Haemoglobin N ¥

MCV N

MCHC 1

RDW T

Reticulocytes T

Spherocytes in the blood smear

LDH T

Indirect bilirrubin T

Osmotic fragility T

Electrophoresis of the membrane proteins — identify abnormal protein

Auto-immune haemolytic anemia

Acquired immune-mediated haemolytic anaemias are due to auto-antibodies to a patient’s
own red cell antigen. Auto-immune haemolytic anaemia (AIHA) may be idiopathic or
secondary, associated mainly with lymphoproliferative disorders and autoimmune diseases,
particularly systemic lupus erythematosus. AIHA may also follow atypical pneumonia
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(Mycoplasma pneumoniae) or infectious mononucleosis, other viral infections and some
drugs. The diagnosis of an AIHA requires evidence of anaemia, haemolysis and
demonstration of auto-antibodies attached to the patient’s red cells by a positive direct
coombs.

The auto-antibodies associated with AIHA can be separated into two broad categories
depending on how their interaction with antigen is affected by temperature, i.e. warm
antibodies, which are able to combine with their corresponding red cell antigen readily at
37°C, and cold antibodies, which cannot combine with antigen at 37°C but form an
increasingly stable combination with antigen as the temperature falls from 30-32°C to 2-4°C.
Cases of AIHA can similarly be separated into two broad categories according to the
temperature characteristics of the associated auto-antibodies — warm-type AIHA (80%) and
the less frequent cold-type AIHA (20%).

The commonest type of warm auto-antibody is an IgG immunoglobulin. Cold auto-antibodies
are nearly always IgM in type, in vivo, the majority do not cause haemolysis, although a
minority can cause chronic intravascular haemolysis, the intensity of which is
characteristically influenced by the ambient temperature.

Laboratorial Diagnosis:

Haemoglobin

MCHC T

Spherocytes in the blood smear
Roleaux formation and auto-agglutination — cold-type AIHA
RDW T1

Reticulocytes T

Erythroblasts T

LDH T

Indirect bilirrubin T

Haptoglobin

Osmotic fragility T

Direct coombs - positive

4.3 Technical errors

Examples:
» Inadequate calibration
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» EDTA in excess of 2 mg/ml of blood may result in a significant decrease in HCT and
increase in MCHC. Sample containers must contain the appropriate volume of blood.
(BS4851 recommends 1,5+0,25 mg of dipotassium EDTA per ml of blood)

Procedure on the FBC bench when the MCHC is above 37 g/dI

1. Take out the Haemoglobin, RBC, HCT, RDW and indices results from the computer
system.

2. Check the specimen on the other ADVIA instrument — If the MCHC corrects enter all
results from the check.

3. If the MCHC doesn’t correct ask person on diff bench to look for spherocytes / auto-
agglutination / roleaux formation — Make a slide and label with requisition number and
“‘RT” (room temperature) and also check if the specimen is lipemic — if lipemic the
plasma will be turbid, dense and unclear, in this case follow procedure below “Handling
lipaemic specimens”.

4. Check for cold haemagglutinins — Put the EDTA tube on the waterbath @ 37°C for 30
minutes and after this period immediately check the MCHC on the ADVIA instrument:
» If the MCHC corrects: Possible presence of cold haemagglutinins
> If the MCHC doesn’t correct: Possible presence of warm haemagglutinins or

hereditary spherocytosis.

5. Make another slide after the waterbath incubation, label with the requisition number and
“37°C” and give all the FBC analyser cards and slides properly identified to person on
Diff bench.

N.B.

If the WBC is above 100x10°%I the procedure above NOT to be followed and results to be
checked on the analyser and entered as is.

Handling lipaemic specimens

1. Centrifuge the EDTA tube at 3000 rpm for 3 minutes and examine the plasma
macroscopically, if lipemic the plasma will be turbid, dense and unclear.

2. Remove the lipemic plasma with an automatic pipette into a clean screw cup test tube.
Make sure that no red cells are removed at any stage. Close and mark with requisition
number and name.

3. The precise amount of plasma removed must be replaced with saline. Do not estimate.

4. If the “plasma” is still very turbid (usually with a MCHC above 40) re-spin the specimen
down, remove the “plasma” and replace with new saline.

5. Mix the specimen very well.
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6. Run on manual mode on the FBC analyser.
7. The MCHC should correct. If so enter the HB, RBC, HCT, RDW and indices from this
corrected count and the WBC, Differential and Platelet counts from the original card.

8. Enter the FBC comment: “Specimen is lipaemic — results may be unreliable” or canned
text “HLIP”.

9. Staple all FBC analyser result cards and give to Diff person.
10. If the MCHC did not correct, give all stapled FBC analyser result cards to Diff person.
Make sure there is no sherocytes/ auto-agglutination/ roleaux formation present.

Here is an example of results, which may be obtained in a lipaemic sample:

HB 21.7 falsely increased
RBC 4.93

HCT 44.2

MCV 89.6

MCH 44.0

MCHC  49.1

RDW 13.6

WBC 4.9 accept this count
PLT 250 accept this count

Results after the lipaemic plasma has been replaced:
HB 13.9 accept this count

RBC 4.64 accept this count

HCT 40.7 accept this count

MCV 87.7 accept this count

MCH 30.0 accept this count

MCHC  34.3 accept this count

RDW 13.7 accept this count

WBC 4.3

PLT 49

The HB will always be less once the plasma has been replaced

Questions
1. How is the MCHC calculated?
2. What are the possible causes for a high MCHC (> 37 g/dl)?
3. What are the most common causes for the presence of spherocytes?
4. What is necessary to check when the MCHC is above 37 g/dI?
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RELATORIO DE ESTAGIO EM IMUNOLOGIA

OBJECTIVO

O estégio profissional na valéncia de Imunologia é parte integrante do plano de estudos do
Mestrado em Anélises Clinicas da Faculdade de Farmacia da Universidade de Lisboa. O estagio
decorreu no Laboratério de Imunologia do Instituto Portugués de Oncologia de Lisboa,
Francisco Gentil sob a orientacdo da Dr.2 Maria Filomena Pereira Coimbra, Técnico Superior de
Saude Assistente Principal, no periodo compreendido entre 16 de Agosto de 2010 e 20 de
Setembro de 2010 (208 horas).

O presente relatorio tem como objectivo fazer uma apresentacdo do local de estagio e descrever a
minha actividade no referido laboratério, destacando nomeadamente os parametros efectuados, o
tipo de amostra, os equipamentos utilizados, o fundamento dos métodos, o controlo de qualidade
e 0s aspectos mais relevantes no que diz respeito a experiéncia adquirida, quer do ponto de vista

técnico quer do ponto de vista da sua aplicacdo a clinica.

INTRODUCAO

O Instituto Portugués de Oncologia de Lisboa, Francisco Gentil € a actual designacdo de uma
organizacdo com mais de oito décadas de tradi¢do no tratamento de doentes oncoldgicos e na
investigacdo e ensino da Oncologia. O Instituto dispde dos meios de diagnostico e terapéutica
adequados ao cumprimento da sua missdo, tanto nas areas laboratoriais e de medicina nuclear,

como nas terapéuticas cirurgicas, médicas e pela radiacéo.

O Servigo de Patologia Clinica do IPO engloba cinco laboratérios - hematologia, bioquimica,
imunologia, microbiologoia e virologia e trés areas de suporte - gestdo da qualidade, urgéncia e
central de colheitas. O Servigo executa cerca de 100.000 andlises/més, destas 62% sao
requisitadas a doentes em ambulatorio, 32% a doentes internados e 6 % em urgéncia. A producao

de anélises esta automatizada em cerca de 75%.
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A organizacdo do Laboratorio cumpre a norma NP EN 1SO 15189:2007 da prestacéo de servicos

de Patologia Clinica, nas valéncias de Hematologia, Bioquimica, Microbiologia, Virologia e

Imunologia, cobrindo todo o processo desde o processamento das requisicdes dos clinicos,

passando pela recepcdo do utente, validacdo biopatoldgica dos resultados e sua transmissao aos

Servicos Clinicos.

O Laboratério de Imunologia esta inserido no Servico de Patologia Clinica pelo que partilha

organizacdo e espacos de funcionalidade comuns, no entanto, desenvolve um conjunto de

actividades especificas que de acordo com a natureza dos parametros e tecnologias utilizadas se

organiza actualmente em quatro sectores:

 wnpoE

Imunoguimica — nefelometria, electroforese, imunofixacao e técnicas manuais.
Autoimunidade — imunofluorescéncia, microelisa e imunoblot.
Serologia — técnicas manuais, microelisa e nefelometria.

Marcadores tumorais — electroquimioluminiscéncia.

O plano de Estagio para a Valéncia de Imunologia foi o seguinte:

a)
b)

c)

d)

Identificacdo do tipo de produto bioldgico necessario a execucao de cada parametro.
Conhecimento das condi¢Oes de separacdo e armazenamento dos diferentes produtos
bioldgicos, de acordo com os requisitos de manipulacao.

Conhecimento e manipulacdo de reaccdes de precipitacdo, aglutinacdo, fixacdo do
complemento, nefelometria, imunoenzimaticas, imunofluorescéncia,
quimioluminiscéncia, imunodifusdo e imunofixacao.

Conhecimento e manipulacdo dos métodos imunoldgicos aplicados a avaliacdo das
patologias inflamatdrias, auto-imunes, alérgicas, virais, infecciosas e oncolégicas.
Manuseamento, tratamento e interpretacdo dos resultados das amostras de controlo de

qualidade interno e de avaliagdo externa da qualidade.
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1. SECTOR DA IMUNOQUIMICA

1.1 Nefelometria

Fundamento

A nefelometria € um método de imunoensaio que se baseia na capacidade dos complexos
antigénio-anticorpo em solugdo formarem agregados capazes de dispersar a luz incidente. A
intensidade da luz dispersa é directamente proporcional a quantidade de antigénio presente na
amostra, desde que a reaccdo se processe na zona de excesso de anticorpo do reagente, e

determinada por comparacgdo com dilui¢es de um padrao de concentracdo conhecida.

Equipamento
BN ProSpec (Siemens).

Amostras

Sdo processadas amostras de soro, urina, LCR e outros liquidos biolégicos.

Parametros
As proteinas determinadas neste Laboratério de Imunologia por nefelometria sdo as seguintes:
e Albumina
e Pré-albumina
e al-Antitripsina
e Haptoglobina
e Ceruloplasmina
e 0a2-Macroglobulina
e al-Microglobulina
e Proteinas do complemento C3 e C4
¢ Imunoglobulinas (G, A, M, E, D)

e Cadeias leves das imunoglobulinas (totais e livres)
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Todas estas proteinas séo sintetizadas no figado excepto as imunoglobulinas e as cadeias leves

livres que s@o produzidas pelos linfécitos B/plasmacitos da medula ssea.

Albumina

A albumina ¢é a proteina mais abundante no plasma (40-60%), sendo responsavel pela pressdo
oncética. A albumina tem uma semi-vida longa (15-19 dias) pelo que diminuicGes significativas
na concentracdo de albumina ocorrem lentamente caso a sintese seja subitamente reduzida. A
hipoalbuminémia é uma caracteristica da doenca hepéatica crénica em estado avancgado, no
entanto, também pode ocorrer na lesdo hepatica aguda severa. A membrana basal do glomeérulo
renal ndo permite normalmente a passagem de albumina, apenas uma pequena quantidade de
albumina (< 30mg/24h) pode ser encontrada na urina pelo que a albumindria € um marcador de

lesdo glomerular.

A albumina é determinada no soro, urina, LCR, liquido ascitico e liquido pleural. A concentracao
de albumina no LCR e a determinacdo do quociente albuminico LCR/soro sdo um componente
importante para a avaliacdo da integridade da barreira hemato-encefélica e da sintese intratecal
de imunoglobulinas. A albumina no liquido ascitico e pleural € determinada para diferenciar um

exsudado de transudado.

Pré-albumina

A pré-albumina é uma glicoproteina que tem como funcéo o transporte das hormonas tiroideias e
da proteina que transporta o retinol (rbp). O seu tempo de semi-vida € curto, aproximadamente 2
dias, sendo por isso considerada um bom marcador nutricional com uma sensibilidade mais
elevada do que a albumina e a transferrina. O doseamento da pré-albumina no soro é utilizado no

controlo do estado nutricional e da eficacia da nutricdo parental.

al- Antitripsina

A al-antitripsina ¢ uma glicoproteina que migra na regido al da electroforese do soro,
representando cerca de 90% desta fraccdo. E uma proteina de fase aguda com actividade anti-
proteasica. A sua principal fungéo é a de neutralizar as enzimas (elastase e colagenase) libertadas

pelos neutrofilos. A concentragdo plasmatica da al-antitripsina esta diminuida na deficiéncia
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congénita e em patologias associadas com grandes perdas de proteinas. A sua deficiéncia esta
associada a doenca pulmonar (enfisema) e hepatica (cirrose hepética juvenil). Valores
aumentados no soro s&o mais comuns uma vez que € uma proteina de fase aguda, aumentando

em situacGes inflamatorias ou de lesdo tecidular.

Haptoglobina

A haptoglobina ¢ uma glicoproteina que migra na regido o2 da electroforese do soro e tem como
funcéo o transporte da oxihemoglobina livre no plasma, impedindo a perda de hemoglobina e
ferro na urina. O complexo haptoglobina-hemoglobina é removido pelos macrofagos do sistema
reticuloendotelial, onde os componentes da hemoglobina sdo metabolizados em aminoacidos e

ferro.

ConcentracOes baixas de haptoglobina no soro ocorrem em situaces de hemolise intravascular
por consumo. A haptoglobina € uma proteina de fase aguda por isso encontra-se aumentada nos
estados inflamatorios, outras causas de aumento desta proteina sdo a gravidez e a toma de

anticoncepcionais orais, pois 0s estrogénios estimulam a sua sintese.

Ceruloplasmina

A Ceruloplasmina ¢ uma o2-glicopoteina que tem como funco o transporte do cobre. E uma
proteina de fase aguda positiva com propriedades antioxidantes, pelo que os seus valores estdo
aumentados em situagc6es inflamatdrias ou de lesdo tecidular. A gravidez e os anticoncepcionais
orais também aumentam a sua sintese. A sua concentracdo no soro é baixa na doenca de Wilson,
doenca congénita hereditaria com acumulacdo de cobre no tecido hepético, ndcleo lenticular da
base do crénio e periferia da cornea.

a2-Macroglobulina

A a2-macroglobulina é uma das maiores proteinas plasmaticas, segunda maior a seguir a IgM,
que tem como funcao a inibicao de proteases, embora de forma mais inespecifica do que a al-
antitripsina. A determinagdo da concentragdo no soro da a2-macroglobulina tem um interesse
clinico limitado. No sindrome nefrdtico em que ocorre perda de proteinas a a2-macroglobulina é

retida devido ao seu elevado peso molecular, ficando entdo aumentada no soro. Valores elevados
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também ocorrem na gravidez e na toma de anticoncepcionais orais. Concentrac6es baixas podem
ocorrer na pancreatite aguda por ligacdo as enzimas proteoliticas. Neste Laboratério de
Imunologia a a2-macroglobulina é apenas doseada na urina de 24 horas para deteccdo de uma

lesdo com hemorragia pos-renal.

al-microglobulina

A al-microglobulina é uma glicoproteina de baixo peso molecular que é filtrada pelo glomérulo
renal sendo posteriormente reabsorvida pelos tibulos proximais dos nefrénios. O aumento da
concentracdo urinaria desta proteina € um indicador sensivel de lesdo das células tubulares

renais.

Proteinas do complemento C3 e C4

O complemento tem um papel importante na resposta imunitaria. Este € constituido por varias
proteinas que circulam no plasma no estado inactivo. Sobre a influéncia de diversos factores
sofrem uma activagdo em cadeia. A activacdo do complemento permite a destruicdo de
antigénios particulares, quer directamente por ligagdo ao imunocomplexo, quer através da
activacdo da fagocitose e o inicio de fendmenos de recrutamento e de cooperacdo das células

inflamatorias.

A activacdo pode fazer-se pela via cléassica estimulada pelos complexos antigénio-anticorpo
(reconhecimento especifico do alvo) e pode também fazer-se pela via alterna, activada pelos
polissacaridos microbianos, na auséncia dos anticorpos (reconhecimento nao especifico do alvo).
As duas vias desencadeiam a clivagem do componente C3 e a formagdo de um complexo

terminal ou litico. O C3 situa-se num cruzamento e € 0 componente mais abundante no soro.

IgG, IgM —— Viacléssica (C1q,C1r, C1s,C4,C2) ——
C3 Complexo litico C5, C6, C7, C8, C9

Polissacaridos —— Via alterna (C3b, B, D,P...) ——

Figura 1. Via classica e via alterna do complemento (Caquet R. Guia prético de analises clinicas. 12 ed.
Lisboa: Climepsi; 2004).
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A via alterna constitui uma primeira linha de defesa, enfrentando directamente as bactérias,
sendo eficaz em alguns minutos, bem antes do aparecimento dos anticorpos. A via classica
permite aos anticorpos fixados sobre a membrana celular activar o complemento e desencadear a
citdlise e a fagocitose. A activacdo do complemento é controlada por vérios inibidores, entre os

quais se encontra o inibidor de C1.

As situacBes de diminuicdo do complemento sugerem a presenca de estimulacdo anomala deste
complexo com consumo excessivo dos factores. A hipocomplementémia ocorre em anemias
hemoliticas auto-imunes, glomerulonefrites (exs. pds- estreptocdcica, lapica), deéfices
hereditarios (ex. angioedema hereditario — défice do inibidor de C1). A hipercomplementémia
surge no seguimento de situagdes inflamatdrias do mesmo modo que o aumento da velocidade de

sedimentacdo e das proteinas de fase aguda.

Imunoglobulinas

As imunoglobulinas séo proteinas produzidas pelos linfdcitos B/plasmdcitos da medula éssea
como parte da resposta imune. Os plasmacitos sao os linfécitos B diferenciados ap6s a exposicao

a um antigénio estranho (ou ocasionalmente enddgeno).

As imunoglobulinas sdo proteinas que possuem a mesma estrutura basica - duas cadeias
peptidicas leves e duas cadeias peptidicas pesadas, que estdo ligadas entre si por pontes
bissulfidricas. As cadeias leves podem ser de dois tipos: kappa ou lambda. As cadeias pesadas
podem ser de cinco tipos: alfa, gama, delta, epsilon e mu. As imunoglobulinas sdo classificadas
de acordo com o tipo de cadeia pesada em cinco classes: IgA, IgG, IgD, IgE e IgM. A classe 1gG
tem caracterizadas quatro subclasses: 19gG1, 19gG2, 1gG3, 1gG4 que correspondem as quatro
cadeias pesadas gama 1, gama 2, gama 3 e gama 4 respectivamente. Para a classe IgA estdo
caracterizadas duas subclasses: 1gAl, IgA2, caracterizadas por cadeias pesadas alfa 1 e alfa 2

respectivamente.

Na molécula de imunoglobulina sdo referenciadas duas regides funcionais: a extremidade Fab,
ou variavel, é a regido que reconhece e que se liga ao antigénio e a extremidade Fc, constante,

que é responsavel pela interaccdo com outros componentes do sistema imune designadamente o
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complemento e as células CD4+. As varias classes de imunoglobulinas possuem estruturas
terciarias e fungdes diferentes (tabela 1). Os principais anticorpos do plasma sdo 1gG, IgA e IgM
(1gG +/- 80%).

Tabela 1 — Classes de imunoglobulinas (Caquet R. Guia pratico de analises clinicas. 12 ed.
Lisboa: Climepsi; 2004).

Imunoglobulina ‘ Estrutura Funcao ‘
IgG Monomero Neutraliza toxinas, activa o
complemento, antimicrobiano
IgA Dimero/monomero/trimero/forma | Antimicrobiano
secretoria
IgM Pentamero A primeira a ser produzida na

resposta imune primaria,
activa o complemento

IgD Mondmero Receptor de antigénio da
superficie celular

IgE Monomero Anti-alergénico, anti-
parasitario

As imunoglobulinas sdo detectadas na fraccdo gama da electroforese das proteinas do soro. A
electroforese pode mostrar nesta fraccdo deficiéncias, excessos ou a presenca de uma banda
monoclonal. A quantificacdo das imunoglobulinas por nefelometria impdem-se sempre que na

electroforese é referenciada qualquer alteracdo na fraccdo gama.

As imunoglobulinas podem estar aumentadas de forma néo especifica numa grande variedade de
infeccdes e nas doencas auto-imunes. Este aumento da sintese tem origem em varias linhagens
celulares, cada uma produzindo a sua imunoglobulina especifica. Diz-se entdo que a resposta é
policlonal e produz um aumento difuso da massa de proteina em toda a regido das gama
globulinas na electroforese. Em contraste, as células de um clone Unico produzem anticorpos
idénticos. A medida que as células se multiplicam, a producio de imunoglobulinas torna-se
suficientemente grande para que possa ser observada na electroforese como uma banda Unica

monoclonal.
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A presenca de um componente monoclonal pode corresponder a uma situacdo benigna ou
maligna. No mieloma multiplo, situacdo maligna caracterizada por dores e lesdes 0sseas e uma
infiltracdo plasmocitéaria da medula dssea, a electroforese de proteinas detecta a presenga de um
componente monoclonal, o doseamento de imunoglobulinas quantifica esse componente e avalia
a diminuicdo das restantes classes de imunoglobulinas. A imunofixacdo caracteriza a
imunoglobulina monoclonal. O componente monoclonal pode pertencer a qualquer uma das
classes de imunoglobulinas, contudo na maioria dos casos pertence a classe 1gG (cerca de 75%).
Em cerca de 95% dos casos de mieloma, as cadeias leves monoclonais sdo produzidas em maior
quantidade do que as cadeias pesadas. Em 15% dos casos somente sdo produzidas cadeias leves
(mieloma a cadeias leves). As cadeias leves livres sdo suficientemente pequenas para passar o

glomérulo e aparecer na urina, onde sdo designadas por proteinas de Bence Jones.

Nas formas benignas - gamapatia monoclonal de significado indeterminado (GMSI) a
concentracdo do componente monoclonal ndo esta tdo elevada como no mieloma e as outras
imunoglobulinas estdo normais ou pouco diminuidas. Na maioria dos casos nao ha proteindria de
Bence Jones (a sua presenca parece estar associada a situacdes de mau prognostico — evolugdo
posterior para malignidade). Por este facto estes doentes requerem acompanhamento cuidadoso e

regular.

As deficiéncias ou a auséncia de imunoglobulinas podem ocorrer como consequéncia de defeitos
genéticos  (imunodeficiéncias  congénitas) ou  adquiridos  (infeccBes, terapéutica

imunossupressora, doencas malignas).

Neste Laboratdrio de Imunologia s&o determinadas no soro as imunoglobulinas IgG, 1gA, IgM,
IgD e IgE e as quatro subclasses de 1gG. A 1gG, IgA e IgM sdo também doseadas no LCR para
avaliacdo da sintese intratecal de imunoglobulinas e a IgG é doseada na urina no estudo da

proteindria.

Cadeias leves das imunoglobulinas

As cadeias leves podem ser de dois tipos: kappa ou lambda. No homem s&o produzidas

aproximadamente duas vezes mais cadeias leves k do que cadeias A (2:1). Situagdes de
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hipergamaglobulinémia policlonal cursam com o aumento da concentracdo das cadeias leves, no
entanto, a razdo /A permanece normal nestas situacoes. O aumento da producao de
imunoglobulinas completas ou de cadeias leves livres monoclonais, altera a relagéo das cadeias
leves. Uma razdo /A significativamente alterada ¢ em regra geral devido a uma patologia
plasmoproliferativa (ou linfoproliferativa) que secreta cadeias leves em excesso e perturba o seu
balango normal. O doseamento das cadeias leves das imunoglobulinas totais e livres € efectuado

no soro.

1.2 Electroforese

Electroforese das proteinas séricas
Fundamento
A electroforese é uma técnica que permite a separacdo e quantificacao das fraccdes proteicas. A
electroforese das proteinas baseia-se nas propriedades eléctricas das fracgbes proteicas que Ihes
permite migrar diferentemente sob a accdo de um campo eléctrico, quando colocadas num
suporte proprio. As proteinas sdo portadoras de cargas eléctricas e devido a sua composicdo
(NH3" — R — COO") pela accio da corrente eléctrica aplicada em determinadas condigdes e dado
serem moléculas anfotéricas, adquirem assim, uma carga global negativa migrando do catodo
para 0 anodo cindindo-se em vérias fraccBes correspondentes a diferentes proteinas. As cargas
negativas decrescentes fazem-se pela seguinte ordem: albumina, alfa 1, alfa 2, beta e gama
globulinas. Observando a partir do ponto de aplicacdo do soro verifica-se que a albumina ¢ a
proteina que migra mais e que as gamaglobulinas pouco se deslocam. Isto explica-se pela
velocidade de migracdo de cada uma das fracches que depende do peso molecular e da
mobilidade electroforética das fraccBes. As proteinas com maior representatividade nas
diferentes fracgOes sdo as seguintes:

e Albumina

e Fracgdo al — al-antitripsina, al-glicoproteina acida, al1-fetoproteina e HDL.

e Frac¢do a2 — a2-macroglobulina, haptoglobina e ceruloplasmina.

e Fraccdo B — transferrina, ferritina, proteinas do complemento C3 e C4, LDL.

e Fraccdo y — imunoglobulinas e proteina C reactiva.
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Equipamento e reagentes

e Aplicador de amostras automatico — Hydraplus (Sebia)
o Aparelho de electroforeses semi-automatico — Hydrasis (Sebia)

¢ Densitometro/scanner acoplado com software Phoresis (Sebia)

A electroforese é realizada em gel de agarose. O tampao utilizado tem um pH alcalino (pH=9,2).
As proteinas adquirem carga negativa e por ac¢do do campo eléctrico migram para o0 anodo. A
seguir, uma solugdo corante de negro de amido vai fixar-se as frac¢des migradas. Por passagens
numa solucdo descorante o excesso de corante é removido. Ap6s a secagem do gel a

quantificacdo relativa em percentagem das frac¢Oes proteicas € feita por densitometria.

Electroforese das hemoglobinas

Fundamento

A electroforese das hemoglobinas permite detectar as principais hemoglobinopatias - patologias
genéticas da hemoglobina. As hemoglobinopatias incluem as anomalias qualitativas, as quais sao
identificadas através da deteccdo das variantes da hemoglobina (exs. HbS, HbC, HbE e HbD) e
as anomalias quantitativas (talassémias) que apresentam alteracfes quantitativas das

hemoglobinas normais.

O padréo electroforético de um adulto normal apresenta apenas as hemoglobinas HbA1 (posicao
anodica), HbA2 (posicdo catddica) e a HbF. A HbAL é a mais abundante e constitui a fraccdo
predominante (96-99%). A HbA2 representa uma pequena fracgdo (<3,5%), tal como a HbF
(<2%).

Equipamento e reagentes

A electroforese das hemoglobinas é efectuada no aparelho de electroforeses semi-automatico
Hydrasis (Sebia). A electroforese é realizada a partir do hemolisado dos eritrocitos em gel de
agarose e em meio alcalino (pH 8,5). A pH alcalino a hemoglobina apresenta carga negativa e
migra para o0 &nodo. A posterior coloragdo com negro de amido permite visualizar as fracgdes de
hemoglobina presentes na amostra, as quais sao identificadas por compara¢do com um padréo de
referéncia contendo HbA1, HbF, HbC e HbS.
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Interpretacéo
As anomalias qualitativas resultam de alteragBes estruturais na molécula de hemoglobina,

normalmente devido a uma mutacdo pontual que leva a substituicdo de um aminoécido por outro
nas cadeias globinicas. A variante mais comum € a HbS, a qual resulta da substituicdo do acido
glutamico pela valina na posi¢do 6 da cadeia . A HbS apresenta uma diminuicdo da sua

mobilidade electroforética, migrando numa posicao central entre as fraccbes Al e A2.

A HbC ¢ a segunda variante da hemoglobina mais comum. A substituicdo do &cido glutamico
pela lisina na posigdo 6 da cadeia P resulta numa molécula de hemoglobina carregada
positivamente, a sua mobilidade electroforética esta muito diminuida e a sua migracdo €
sobreposta com a HbA2. Quando a fraccdo da HbA2 é superior a 15% deve-se suspeitar da

presenca de HbC, pois valores altos de HbA2 ndo sdo compativeis com a vida.

A HDE resulta da substituicdo do acido glutdmico pela lisina na posi¢ao 26 da cadeia B ¢ a sua
migracdo é também sobreponivel com a HbA2 e HbC. Na electroforese em meio acido ndo se
separa da HbAl e HbA2 o que permite a sua diferenciacdo. A HbD resulta da substituicdo do
acido glutdmico pela glutamina na cadeia e possui uma mobilidade idéntica & HbS, mas ao
contrario da HbS, ndo se separa da HbAl e HbA2 em meio &cido, em alternativa pode ser

realizada uma prova de falciformacgéo experimental para fazer a distincéo.

As talassémias sdo um grupo heterogéneo de distlrbios genéticos caracterizados pela diminuicédo
da sintese de uma das cadeias de globina. Para compensar este défice existe um aumento da
sintese de outras cadeias para se formar o tetrimero. As B-talassémias caracterizam-se pela
diminui¢do da sintese de cadeias B afectando, consequentemente, a sintese da HbAl. A HbA2
esta aumentada podendo ocorrer o mesmo com a HbF. Nas a-talassémias had uma diminuicéo da
sintese de cadeias o. A hemoglobina de Bart (forma embrionaria) corresponde a um tetramero de

cadeias y e é incompativel com a vida. A hemoglobina H corresponde a um tetramero de cadeias

B.
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1.3 Imunofixacao

Imunofixacéo

A imunofixacdo € um teste para a deteccdo e identificacdo de proteinas monoclonais no soro e
urina. O principio da imunofixagdo baseia-se na visualizagdo de proteinas especificas através da
formacdo de complexos antigénio-anticorpo depois de efectuada a separacdo das proteinas por
electroforese. O teste permite a separacdo electroforética de proteinas num gel de agarose
tamponado. Apoés a electroforese, o antisoro monoespecifico (anti-1gG, anti-lIgM, anti-IgA, anti-
kappa e anti-lambda) é depositado directamente sobre a superficie do gel, ao longo do eixo de
migracdo electroforética, para que ocorra a formacdo do imunocomplexo. Os complexos de
antigénio-anticorpo resultantes sdo detidos na estrutura porosa do gel. Paralelamente deve
utilizar-se um anti-soro poliespecifico de forma a produzir um padrdo de referéncia
electroforético de proteinas. O gel é entdo processado para remover 0 excesso de proteinas
soluveis, seco e corado com um corante especifico para proteinas (violeta acido), para revelar as
bandas de imunoglobulinas e o padrdo de referéncia. A interpretacdo é feita através da

observacao visual das bandas coradas.

A imunofixacdo produzird bandas a partir de antisoros especificos para a identificacdo de
proteinas humanas IgG, IgA e IgM e/ou cadeias kappa (livres e ligadas), e/ou cadeias lambda
(livres e ligadas). Posteriormente e dependendo dos resultados iniciais podem ser testados 0s
antisoros anti-IgD e anti-IgE e anti-cadeias leves livres k € A . Uma amostra normal produzira
uma coloracdo de fundo leve e difusa sem formacdo de bandas severas ou produzira um fundo
limpido e sem coloracdo. Uma reaccdo policlonal produz um fundo de coloracdo difusa sem

formacdo de bandas severas.

Pesquisa de proteina de Bence Jones

A proteina de Bence Jones é sinénimo de cadeias leves livres. Nas discrasias plasmocitarias o
clone de plasmdcitos neoplasicos pode produzir cadeias leves livres em grande quantidade. Estas
proteinas de baixo peso molecular ttm uma semi-vida curta de 2-6 horas sendo rapidamente
filtradas pelo glomérulo renal e posteriormente reabsorvidas pelos tdbulos proximais dos
nefronios, s6 aparecendo na urina quando a sua quantidade estd muito aumentada de forma a

saturar os mecanismos de reabsorcéo.
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A pesquisa da proteina de Bence Jones € feita na urina e no soro (ex. mieloma multiplo a cadeias
leves). A metodologia é idéntica a imunofixacdo diferindo apenas nos antisoros aplicados. Os
antisoros utilizados sdo: antisoro trivalente anti-cadeias pesadas 1gG, IgA e IgM, anti-cadeias

leves k e A conjugadas e anti-cadeias leves livres k e A.

1.4 Estudo das proteinas urinérias

A excregdo fisiologica de proteinas é normalmente inferior a 0,159/24 horas e deve-se
essencialmente & presenga de albumina. Uma concentracdo superior indica normalmente um
processo patologico sendo necessario determinar o tipo de proteinas de forma a determinar a

causa da proteindria.

A proteindria glomerular é a forma mais comum. Dependendo da extensdo da lesdo glomerular,
as proteinas sao filtradas e aparecem na urina. Quando o peso molecular determina o tipo de
proteinas que surgem na urina esta é designada de proteinaria glomerular selectiva devendo-se
normalmente a presenca de albumina. Quando a lesdo se torna progressivamente mais grave a
selectividade da filtracdo diminui e proteinas de varios pesos moleculares passam através da
membrana glomerular, sendo este tipo de proteinuria designado por proteinaria glomerular nao
selectiva. A proteinaria glomerular surge em varias nefropatias tais como a nefropatia diabética,

amiloidose, LES, sindrome nefroético, etc.

A proteindria tubular é menos frequente e é caracterizada pelo aparecimento de proteinas de
baixo peso molecular na urina, devendo-se este facto a um defeito na sua reabsorcdo ao nivel dos
tibulos proximais. As proteinas tipicamente excretadas sdo a al-microglobulina, a f2-
microglobulina e a lisozima. A proteindria tubular aguda é reversivel e ocorre em distdrbios
metabolicos congénitos, infeccdes, administracdo de farmacos nefrotdxicos e pancreatite aguda.
A proteindria tubular crénica é normalmente irreversivel e ocorre na acidose tubular renal e no

sindrome de Fanconi.

Outra causa de proteinuria deve-se ao aumento da producdo de proteinas filtradas (baixo peso
molecular) e consequente incapacidade de reabsorcéo por se ter excedido o limiar de reabsorcéo

tubular (proteindria pré-renal). Surge em vérias patologias como as doencas linfoproliferativas
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(excregdo de f2-microglobulina), mieloma multiplo e outras discrasias plasmocitarias (excre¢ao

de cadeias leves livres), rabdomidlise (excrecdo de mioglobina), etc.

Algoritmo para o estudo da proteindria

| Proteinas totais

Razdo /A totais
Albumina

. ' | | |

Proteinas totais < 0.100 Proteinas totais > Prothgé t‘;tLa'S =

glL 0.100 g/L |0.100g
Razdo k/\ >1.0 e < 2.8 Razdo /) >1.0 e < 2.8 Razdo '</X2 ;1-0 ou >
L . Perfil proteindria*

Proteinuria Fisiologica Perfil proteindria* R

IF Bence Jones - Negativo IF Bence Jones - Negativo BB

* Perfil proteindria:

e Marcadores de lesdo glomerular: aloumina e 1gG
e Marcador de lesdo tubular: al-microglobulina

e Marcador de lesdo pos-renal: o2-macroglobulina
e Creatinuria e creatinémia

e Urinatipo Il

1.5 Estudo das proteinas do LCR

A maioria das proteinas do LCR (80%) provém do plasma por ultrafiltracdo e as restantes séo
sintetizadas de novo pelas células dos plexos cordides. As proteinas predominantes séo as de
baixo peso molecular tais como a pré-albumina, albumina, transferrina e imunoglobulinas da

classe I1gG.
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A elevacdo das proteinas no LCR, apesar de ser um parametro inespecifico, pode indicar uma
ruptura da barreira hemato-encefélica (BHE) ou a sintese intratecal de imunoglobulinas ou
ambas. A alteracdo da permeabilidade da BHE ocorre por exemplo na meningite, encefalite,
tumor cerebral e hemorragia intracraniana. A sintese intratecal de imunoglobulinas ocorre em

doencas do sistema nervosos central (SNC) como a esclerose multipla, neurosifilis, linfoma, etc.

Para verificar se os niveis elevados de imunoglobulina IgG, IgA ou IgM se devem a sua
producdo intratecal ou ao aumento dos niveis séricos, efectua-se 0 doseamento das
imunoglobulinas e da albumina por nefelometria no soro e no LCR e calcula-se a relacdo
imunoglobulina/albumina e o indice de imunoglobulina. Como a albumina ndo é produzida no
SNC, valores elevados de imunoglobulina e albumina indicam lesdo da BHE e a razdo entre
ambas serd semelhante a do LCR normal. Pelo contréario, se houver producéo intratecal a razdo

imunoglobulina/albumina estd aumentada.

Imunofixacéo do LCR

A demonstracao da sintese intratecal de imunoglobulinas é muito importante no diagnéstico das
doencas desmielinizantes do SNC, especialmente a esclerose multipla. A presenca de bandas
oligoclonais na imunofixacdo do LCR é observada em mais de 90% dos casos de esclerose
maultipla. Na maioria dos casos as imunoglobulinas sdo da classe 1gG, muito raramente séo da
classe IgA ou IgM. Estas bandas sdo formadas por imunoglobulinas sintetizadas por um ou
poucos clones de plasmdcitos em resposta a presenca continua de um antigénio Unico e altamente

especifico.

A imunofixacdo do LCR tem como objectivo a pesquisa de um perfil oligoclonal especifico das
imunoglobulinas. S&o analisados em paralelo 0 soro e o LCR do doente colhidos na mesma
altura de forma a comparar o perfil das imunoglobulinas. Inicialmente faz-se a separagéo
electroforética das proteinas em gel de agarose de alta resolugdo e posteriormente a

imunofixagdo das proteinas com antisoro anti-1gG (e eventualmente anti-IgA, anti-lgM).
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A imunofixacdo € mais especifica e mais sensivel na deteccdo da sintese intratecal de
imunoglobulinas do que a informacéo proporcionada pelos varios calculos determinados a partir
das concentragdes totais das imunoglobulinas e das proteinas do soro e do LCR. A observacao de
um perfil diferente de imunoglobulinas entre o soro e o LCR do mesmo doente ou a presenga de
bandas suplementares monoclonais ou oligoclonais no LCR, permite concluir que houve sintese

intratecal de imunoglobulinas.

1.6 Pesquisa de crioglobulinas

As crioglobulinas sdo paraproteinas presentes no soro que se caracterizam por precipitarem a
temperaturas inferiores a temperatura corporal. Podem ser complexos de imunoglobulinas

policlonais, em cerca de 50% dos casos sdo monoclonais, geralmente da classe IgM.

Técnica

1. Fazer a colheita de sangue para um tubo seco previamente aquecido a 37°C e deixar
coagular na estufa a 37°C.

2. Centrifugar o tubo e separar o soro para 2 tubos de vidro transparentes.

3. Tapar os tubos com parafilme.

4. Colocar um tubo a 4°C (tubo teste) e outro na estufa a 37°C (tubo controlo negativo).

5. Observacao diaria do tubo.

6. Resultado:

> Resultado positivo - formacdo de um reticulo macroscépico.

> Resultado negativo - auséncia de formacao do reticulo macroscépico ao fim de 7 dias.
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2. SECTOR DAAUTOIMUNIDADE

E um conceito aceite que o sistema imunitario tem a capacidade de distinguir o self do ndo self, e
gue s6 uma anomalia do sistema podia originar uma resposta auto-imune. De facto, a tolerancia
ao self € uma nocdo bem estabelecida. A teoria da deleccdo clonal considera que durante o
desenvolvimento de um linfdcito, ele circula e é exposto a antigénios ubiquitérios do self. Se o
linfocito tem a capacidade de reagir com o self estd programado para sofrer apoptose (morte

celular programada).

Gragas aos avancos da imunologia tem sido demonstrado que auto-anticorpos autoreactivos ndo
sdo necessariamente destrutivos mas pelo contrario sdo parte integrante do funcionamento do
sistema imunitario, envolvido na cura de lesGes, limpando os restos celulares, as células
envelhecidas, etc.. Estas respostas auto-reactivas “naturais” sao contudo transitorias na natureza
e predominantemente de isotipo IgM. Uma producdo incontrolada de auto-anticorpos podera

resultar numa doenga auto-imune.

2.1 Fundamento dos métodos

Imunofluorescéncia Indirecta (IFI)

Método utilizado para deteccdo e semi-quantificacdo de auto-anticorpos no soro. Trata-se de um
procedimento que utiliza anticorpos fluorescentes como marcadores para uma reaccao de ligacao
antigénio-anticorpo. Na amostra em estudo os auto-anticorpos eventualmente presentes fixam-se
aos antigénios do substrato. O anti-soro polivalente conjugado com fluoresceina adicionado ao
substrato fixa-se ao anticorpo ligado. Depois da lavagem para remover o conjugado em excesso,

0 substrato é observado ao microscépio de fluorescéncia.
A IFI ¢é a técnica com que se inicia a pesquisa da maior parte dos auto-anticorpos. Apresenta

como vantagens a facil execucdo, a elevada sensibilidade e a possibilidade de deteccdo

simultdnea de mais do que um auto-anticorpo. Apresenta no entanto importantes limitacGes
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metodolodgicas e de interpretacdo, € uma técnica subjectiva, dificil de padronizar e os resultados

sdo semi-quantitativos.

A escolha do substrato depende do tipo de anticorpo que se pretende pesquisar. Os substratos
utilizados séo os seguintes:

Células HEp-2

As celulas HEp-2 sdo células epiteliais humanas obtidas de carcinoma da laringe (human
epithelioma type 2 cells). Estas células sdo utilizadas na pesquisa dos anticorpos antinucleares
(ANA) e tém como vantagens o facto de possuirem um nuacleo grande, grandes e varios
nucléolos, grande diversidade de antigénios nucleares, elevada sensibilidade e especificidade e
varias células nos diferentes estadios de mitose permitindo a deteccdo de anticorpos dirigidos

contra antigénios que apenas sdo expressos durante o ciclo celular.

Os ANA constituem um vasto grupo de auto-anticorpos que reagem com diversos constituintes
do nucleo: dsDNA, histonas, nucleossoma, antigénios nucleares extraiveis (ENA) — Sm, RNP,
SSA/Ro, SSB/La, Jo-1 e Scl70, nucléolo, membrana nuclear e aparelho mitético (centrdmero,
centriolo e fuso mitético). O método tradicional para screening dos ANA no soro tem sido desde
h& muito o método de imunofluorescéncia indirecta, sendo as abordagens posteriores, no que

respeita a técnicas e caracterizacdo dos anticorpos, resultantes do padrdo de fluorescéncia obtido.

A identificacdo das especificidades dos ANA em doentes com doencas sistémicas de base auto-
imunitaria, tais como o llpus eritematoso sistémico (LES), esclerodermia, sindrome de Sjogren
(SS), polimiosite (PM), dermatomiosite (DM), doenga conectiva mista do tecido conjuntivo
(MCTD) artrite reumatéide (AR) e outras, tem grande importancia fisiopatoldgica e clinica. De
facto, algumas especificidades dos ANA contribuem para o diagnéstico e podem ser utilizadas
no estudo da evolugdo natural da doenca, na monitorizagdo terapéutica e ainda no

estabelecimento do prognostico.
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Tabela 2 — Padrbes nucleares comuns e correlagdo com a clinica (Biorad.

Autoimmune CD, education and training tools [CD-ROM]. 2009).

Padrédo nuclear

Caracteristicas

Correlacgao clinica

Homogéneo Fluorescéncia difusa e uniforme | LES, l0pus induzido por
dos nucleos em interfase, mitoses | farmacos, AR
positivas

Mosqueado Fluorescéncia granular fina ou | LES, MCTD, SS, PM,
grosseira dos nucleos em | esclerodermia
interfase, mitoses negativas

Centromero Numerosos pontos fluorescentes | CREST, cirrose biliar 12
(46), mitoses positivas

Nucleolar Coloracéo exclusiva dos | Esclerodermia, miosite, LES
nucléolos, mitoses positivas ou
negativas

Em muitas circunstancias sdo os perfis de tipos distintos de ANA que estdo associados a certas

doencas, sendo considerados marcadores para algumas delas. A titulo de exemplos, o anticorpo

contra 0 antigénio Smith (Sm) e o anticorpo anti-dsDNA tém uma forte associagdo com o LES,

enquanto que o0 ANA anti-centromero esta associado, frequentemente, a uma forma particular de

esclerodermia — CREST: sindrome com calcinose, fendmeno de Raynaud, disfuncdo esofégica,

esclerodactilia, telangiectasias.

Tabela 3 — Correlacdo de alguns ENA com a clinica (Biorad.
Autoimmune CD, education and training tools [CD-ROM]. 2009).

Anticorpo ‘ Correlagao clinica

Anti Sm LES

Anti RNP MCTD, LES, miosite, esclerodermia,
Anti SSA SS, LES, lupus neo-natal

Anti SSB SS, LES

Anti Jo-1 PM/DM

Anti SCI70 Esclerodermia
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Crithidia luciliae

Este substrato € utilizado na pesquisa de anticorpos anti-dsDNA. A Crithidia luciliae € um
parasita flagelado, ndo patogénico para o Homem, que possui uma mitocondria gigante que
contém uma massa de dsDNA circular muito condensada. Esta massa de DNA, conhecida como
0 cinetoplasto, parece ser livre de histonas ou de quaisquer outros antigénios nucleares de
mamiferos. A principal vantagem do teste de dsDNA usando a Crithidia luciliae é a sua grande

especificidade, devido a natureza do dsDNA circular no cinetoplasto.

Substrato triplo (rim, estdbmago e figado de roedores)

A imunofluorescéncia indirecta sobre cortes de tecidos de rim, estbmago e figado de roedores é o
método utilizado na pesquisa dos anticorpos anti-mitocondria (AMA), anticorpos anti-célula
parietal (APCA), anticorpos anti-musculo liso (ASMA) e anticorpos anti-microssomas hepaticos
e renais (anti-LKM). Os diferentes anticorpos sao identificados de acordo com o aspecto e

localizacdo da fluorescéncia ao nivel dos trés tecidos.

Células VSM47

As células VSMA47 sdo células musculares lisas (vascular smooth muscle) utilizadas na pesquisa

de anticorpos anti-filamentos de actina (F-actina), por exemplo no caso de um ASMA positivo.

Granulécitos

As preparacbes de granuldcitos humanos sdo utilizadas na pesquisa dos anticorpos anti-
citoplasma dos neutréfilos (ANCA). As preparacdes apresentam granulécitos fixados com etanol
e com formol para permitir a distincdo dos dois padrdes — CANCA (padrdo citoplasmatico,
antigénio PR3) e pANCA (padréo perinuclear, antigénio MPO). Em certas situacfes recorre-se a

granulécitos fixados pelo metanol para classificar o padrdo XANCA.

Estdmago de primata e suspensdo de factor intrinseco

Esta preparacdo é utilizada na pesquisa de anticorpos anti-factor intrinseco (FI) e anti-célula
parietal. As laminas contém seccOes de estdbmago de primata e gotas microscopicas de uma

suspensdo que contém FI.

79



RELATORIO DE ESTAGIO EM IMUNOLOGIA

Imunoensaios enzimaticos
MicroElisa
A metodologia de MicroElisa € utilizada para identificagdo e quantificacdo de autoanticorpos. A

técnica esta automatizada e é realizada no aparelho MAGO da Diamedix.

E um método imunoenzimatico em sandwich que detecta o anticorpo no soro. Utilizam-se
anticorpos monoclonais, quer para revestir as microplacas, que se unirdo ao anticorpo presente
na amostra, quer para detectar o anticorpo ligado nas microplacas sensibilizadas (reagente
conjugado: anticorpos monoclonais ligados a peroxidase). O excedente é eliminado por lavagem
da placa e a seguir adiciona-se o substrato que reagira com o complexo formado, originando uma
reaccao de cor azul, que depois passa a amarelo quando se junta a solucdo de paragem (acido). A
absorvancia (densidade 6ptica) das amostras e controlos é lida com um espectrofotometro

configurado com um comprimento de onda de 450 nm.

Este Laboratério de Imunologia dispde de ensaios de MicroElisa para a pesquisa de anticorpos
anti-dsDNA, anti-célula parietal, anti-antigénios mitocondriais M2 e antifosfolipidos (anti-p2-

glicoproteina I e anti-cardiolipina).

Imunoblot

A metodologia Imunaoblot é utilizada para identificacdo qualitativa de anticorpos. A técnica esta
automatizada e é realizada no aparelho EUROBIotMaster da Euroimmun. Os varios antigénios
estdo depositados numa membrana de nitrocelulose. Cada tira contém varios antigénios o que
permite, num unico teste, identificar varios anticorpos. O principio do método é semelhante ao
método ELISA. A tira € incubada com uma diluicdo do soro a analisar. Os anticorpos, se
presentes, ligam-se aos respectivos antigénios e as ligacGes ndo especificas sdo removidas pela
lavagem. A ligacdo é detectada por uma anti-globulina humana conjugada com uma enzima que
se liga ao anticorpo. Esta reaccdo é revelada pela adi¢cdo do substrato que apds reac¢do com a

enzima forma um composto corado.

Este Laboratorio de Imunologia dispbe de imunoblots para a pesquisa de ANA, anticorpos contra

antigénios hepaticos, auto-anticorpos associados a miosites, auto-anticorpos associados a
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esclerose sistémica e anticorpos anti-mieloperoxidase (MPO), anti-proteinase 3 (PR3) e anti-

membrana basal glomerular (GBM).

Doseamento do factor reumatoide

Os factores reumatoOides sdo auto-anticorpos dirigidos contra o fragmento Fc das
imunoglobulinas. S&o geralmente anticorpos da classe IgM. A sua pesquisa ¢ mais frequente na
confirmacdo de um diagnostico clinico de artrite reumatoide. Encontram-se em cerca de 80% dos
individuos com esta patologia apds um ano de evolucdo e o seu titulo correlaciona-se com a

severidade da doenca.

Neste Laboratério de Imunologia o factor reumat6ide € determinado por duas técnicas, uma
técnica mais especifica — Reac¢cdo de Waller-Rose, a qual sera referida no sector da serologia e
uma técnica mais sensivel — 0 RA Teste, sendo este doseamento efectuado por nefelometria no

aparelho BN ProSpec (Siemens).
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3. SECTOR DA SEROLOGIA

A serologia refere-se ao conjunto de técnicas imunoldgicas utilizadas na pesquisa de anticorpos e
antigenios no soro do doente. Estas técnicas sao particularmente Uteis no diagnostico de doencas

infecciosas ao detectar anticorpos produzidos especificamente em resposta ao agente infeccioso.

3.1 Serologia para Brucella

A brucelose, também conhecida como febre ondulante, febre mediterrénica, febre de malta ou
doneca de Bang é causada por uma bactéria intracelular facultativa do género Brucella,
transmitida ao homem pelo gado caprino, ovino, bovino e suino. E uma zoonose com
distribuicdo universal e vérias vias de transmissdo: contacto (maioria dos casos de doenca
profissional), inalacdo e ingestdo de produtos lacteos ndo pasteurizados, nomeadamente leite e
queijo fresco. A brucelose é muitas vezes assintomatica, a manifestacdo mais frequente é a febre

acompanhada de cefaleias, mialgias, artralgias, astenias, calafrios e suores.

Reconhecem-se seis espécies diferentes: B. melitensis, B. abortus, B. suis, B. canis, B. ovis e B.
neotomae, sendo as quatro primeiras responsaveis pela maioria dos casos de doenca humana. O
“diagnostico de certeza” da brucelose implica o isolamento da bactéria do sangue, medula dssea
ou outros tecidos. Na auséncia de confirmacdo bacteriol6gica um diagndstico presuntivo pode
ser feito pela pesquisa de anticorpos especificos no soro. O serodiagnostico classico das
infeccdes agudas por Brucella baseia-se na pesquisa e titulacdo dos anticorpos da classe M

(aglutinantes) e 1gG e IgA anti-antigénios polissacaridicos da parede celular.

Reaccao de Huddleson

A reacgdo de Huddleson é uma reaccdo de aglutinacdo directa, executada em placa, que utiliza
uma suspensdo antigénica de Brucella abortus. E um teste rapido, recomendado para pesquisar a
presenca de anticorpos anti-Brucella essencialmente da classe IgM mas também IgG, no soro dos
doentes com suspeita clinica de brucelose. Obtém-se resultados positivos entre 0 8° e 0 10° dia da

doenca (brucelose aguda). A reaccgdo é negativa em quase todos os casos de brucelose cronica e
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apresenta titulos de anticorpos baixos nas situacdes de infeccdo subaguda pelo que ndo serve

para rastreio. Em caso de positividade sao efectuadas dilui¢des seriadas da amostra.

Pesquisa de anticorpos totais anti-Brucella abortus (BrucellaCapt)

A pesquisa de anticorpos totais anti-Brucella pemite detectar anticorpos aglutinantes e também
0s ndo aglutinantes ou incompletos. Os anticorpos incompletos sdo da classe 1gG e IgA e surgem
de forma persistente em niveis séricos elevados na brucelose cronica, pelo que a sua pesquisa é

utilizada na deteccao das formas crénicas de brucelose.

Estes anticorpos reagem com o antigénio mas nao apresentam capacidade de aglutinacdo. Para
detectar a reaccdo € necessario adicionar um anticorpo anti-imunoglobulina humana de forma a
visualizar a aglutinacdo. E um método de imunocaptura e aglutinacio executado em microplacas
revestidas com imunoglobulina anti-humana, as quais se adiciona a amostra de soro e o antigénio
(suspensédo de Brucella abortus). O teste € positivo quando se observa aglutinacdo distribuida
pelas paredes do tubo e é negativo quando se observa um botdo de bactérias no centro do poco.

3.2 Serologia para Salmonella

Na maioria dos casos, a salmonelose é adquirida pela ingestdo de alimentos e de agua,
contaminados ou por contacto fecal-oral. As aves e 0s animais contaminados constituem o
principal reservatorio de Salmonella ndo typhi e transmitem a doenca ao homem. O reservatorio
de S. typhi é 0 homem, que é também o principal disseminador da febre tiféide, na fase aguda da

doenca ou no estado de portador assintomatico.

A nomenclatura dos diferentes serdtipos de Salmonella é bastante controversa, no entanto
continua a usar-se frequentemente o nome do ser6tipo como sendo 0 nome da espécie (ex. S.
paratyphi A). A definicdo do serétipo baseia-se na caracterizacdo dos antigénios O (parte
sacaridica do LPS, antigénio somatico) e antigénios H (flagelares).
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Reaccéo de Widal

O diagnostico laboratorial da febre tiféide (S. typhi) e paratiféide (S. paratyphi A e B) é feito,
frequentemente, pela reaccdo de Widal, a qual quantifica os anticorpos anti-O e anti-H, presentes
no soro do doente, por reaccdo de aglutinacdo directa em placa com suspensdes antigénicas de

Salmonella (paratyphi A O, paratyphi A H, paratyphi B O, paratyphiB H, Typhi O, Typhi H).

Uma elevacdo paralela e acentuada dos dois anticorpos O e H permite fazer o diagnostico. Nos
outros casos, € necessario ter em conta as caracteristicas de cada tipo de anticorpos. O anticorpo
anti-O aparece por volta do 8° dia, atinge o0 maximo pelo 12° dia apresentando niveis
medianamente elevados, depois decresce regularmente para desaparecer a meio do 2° més. O
antigénio H aparece pelo 12°-14° dias, atinge niveis mais elevados e persiste varios anos, por

vezes indefinidamente.

Actualmente existe alguma controvérsia quanto ao interesse clinico da reaccdo de Widal. Apenas
cerca de 65% dos individuos com febre tiféide acabam por atingir um titulo definitivamente
anormal. Podem ocorrer falso-positivos com reac¢Ges cruzadas com outras condigdes.

Resultados falso-negativos podem surgir no inicio da infeccdo ou devido a antibioterapia.

3.3 Serologia para Streptococcus pyogenes

O Streptococcus pyogenes € um estreptococcus beta-hemolitico que possui o antigénio A de
Lancefield. As infeccBes que provoca podem ser localizadas (exs. impetigo, erisipela, faringite) e
disseminadas (exs. escarlatina, febre puerperal, sépsis). Pode ainda originar doencas pos-
estreptocdcicas de mecanismo imunolédgico (exs. febre reumatica, glomerulonefrite) que se
manifestam vérias semanas ap0s a infeccdo priméaria. Os antigénios da bactéria sdo semelhantes
aos que se encontram em algumas articulagdes, microfibrilhas cardiacas e células renais. Assim,
0s anticorpos produzidos no decurso da infeccdo podem depositar-se nos tecidos, formando

complexos antigénio-anticorpo.
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Determinacéo do titulo de anticorpos anti-estreptolisina O (TASO)

O Streptococcus pyogenes produz varias proteinas, algumas com actividade enzimatica, entre as
quais a estreptolisina O. A estreptolisina O é uma proteina hemolitica no estado reduzido, mas
que é rapidamente inactivada na presenca do oxigénio (O = oxigénio labil). E responsavel pela
hemolise produzida nas zonas dos meios de cultura ndo expostas a oxigenio, nas colénias do
interior daqueles meios de cultura (meios de agar sangue). E uma proteina fortemente antigénica.
A deteccdo de anticorpos especificos antiestreptolisina O é uma prova serolégica muito usada
para detectar infec¢Oes anteriores por Streptococcus pyogenes. Valores elevados sdo encontrados
nas doencas imunes pos-estreptocécicas. O dosemento € efectuado por nefelometria no aparelho

BN ProSpec (Siemens).

3.4 Serologia para Treponema pallidum

A sifilis, infeccdo sexualmente transmissivel histérica, é devida a uma espiroqueta, Treponema
pallidum. A histdria natural desta infeccdo, na auséncia de diagndstico e de tratamento,
caracteriza-se classicamente por trés fases: uma infeccéo local primaria (cancro satélite), seguida
por uma fase secundaria em que predominam as manifestacdes sistémicas, que se podem

complicar afectando o sistema nervoso e cardiovascular na fase terciaria.

Apo6s um forte decréscimo da sifilis depois da 22 Guerra Mundial, devido principalmente a
introducdo da penicilina, actualmente assiste-se a um aumento da pandemia, facto que tem sido
relacionado com a infeccdo por VIH/SIDA. A sifilis pode ser transmitida ao feto, durante a fase
de gestacdo, especialmente a partir da 102 semana de gravidez (transmissao vertical). A crianga
pode apresentar sifilis congénita, ou porque contraiu a infeccdo através do sangue materno, via

placenta, ou porque aquela se processou ao atravessar o canal de parto.
O diagnostico da sifilis é feito maioritariamente por reaccdes seroldgicas, detectando-se no soro

dos doentes anticorpos que reagem in vitro com uma suspensdo coloidal de lipidos (métodos

ndo-treponémicos) ou com antigénios de Treponema pallidum (métodos treponémicos).
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Os métodos ndo treponémicos séo inespecificos e detectam anticorpos da classe IgG e IgM
contra lipidos da superficie celular de Treponema pallidum. O antigénio usado é constituido por
cardiolipina (extraido de tecido animal), lecitina e colesterol. Os testes mais usados sdo o VDRL
(Veneral Disease Research Laboratory) e o RPR (Rapid Plasma Reagin). Ambos medem a
floculacdo dos antigénios lipidicos com o soro dos doentes infectados. Estes métodos séo
baratos, de facil execucdo e interpretacdo. O RPR utiliza particulas de carvao activado com o0s
antigénios lipidicos adsorvidos e a reaccdo € visivel a olho na, ndo requer descomplementacéao
do soro e pode ser executado no plasma ao contrario do VDRL, que requer o uso de microscopia

e a descomplementacéo do soro.

Sdo testes que, em caso de infeccdo sifilitica ndo tratada, podem ser positivos a partir da 22 ou 32
semana pos-infeccdo. Os testes ndo-treponémicos séo utilizados na monitorizacdo da eficacia da
terapéutica com antibidticos e no diagnostico da neurosifilis. Ndo detectam precocemente a
sifilis e exibem falta de sensibilidade na sifilis tardia. Podem ocorrer resultados falso-positivos
com estes métodos, requerendo a confirmacdo dos resultados pelos métodos treponémicos. Tal
facto deve-se ao aparecimento de anticorpos antilipidicos, em resposta a doengas ndo-
treponémicas, agudas e cronicas, em que ocorre destruicdo tecidular (ex. doencas auto-imunes),

nas gravidas e nos idosos.

Os testes ndo-treponémicos podem ser usados quantitativamente, permitindo avaliar a mais alta
diluicdo do soro em que ocorre reac¢do positiva que, geralmente, vai decrescendo ao longo do
tratamento com antibidticos. Testes positivos podem tornar-se negativos 6 a 20 meses apds

tratamento eficaz.

Os métodos treponémicos utilizam como antigénio Treponema pallidum sendo por isso mais
especificos que os métodos ndo-treponémicos. Os testes mais usados sdo o FTA-ABS
(Fluorescent Treponemal Antibody Absortion), o TPHA (Treponema Pallidum Hemaglutination)
e a metodologia imunoenzimatica (ELISA).

O FTA-ABS utiliza, como antigénio, uma estirpe de Treponema pallidum morta. Nos soros

positivos, 0s anticorpos recobrem a estirpe antigénica, sendo a reaccdo visualizada com recurso a
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marcadores fluorescentes num microscopio de fluorescéncia. Este € o primeiro teste a tornar-se
positivo na sifilis priméria. Ele é, igualmente, um bom teste para diagnosticar a sifilis congénita,

se forem detectados IgM FTA no sangue do recém-nascido.

O TPHA utiliza uma suspenséo de eritrocitos de peru sensibilizados com Treponema pallidum. A
hemaglutinago ocorre com 0 soro sanguineo dos individuos com sifilis. E o método mais

utilizado, pois é de facil execucao, leitura e interpretacdo dos resultados.

Os testes treponémicos detectam mais precocemente a sifilis primaria e permanecem positivos na
sifilis tardia. Os testes treponémicos sdo pouco influenciados pela terapéutica. A especificidade
dos testes treponémicos é elevada, mas ocorrem, mesmo assim, resultados falso-positivos,
principalmente nos individuos com elevado teor de y-globulinas e nas doencas auto-imunes (ex.
LES).

De acordo com a literatura recente e as Ultimas guidelines publicadas este Laboratério de

Imunologia estabeleceu o seguinte protocolo para o diagnostico seroldgico da sifilis:

Teste de rastreio/diagndstico

Sdo recomendados os testes treponémicos — EIA (1gG e IgM) ou TPHA.

Os teste ndo treponémicos ndo se recomendam como testes de rastreio devido ao nimero elevado
de falsos negativos associados sobretudo a fendmenos de pré-zona.

Para o rastreio o Laborat6rio optou por um teste de MicroElisa (1gG e IgM) por ser sensivel na

infeccdo primaria e ser automatizado (MAGO da Diamedix).

Teste confirmatorio

Recomenda-se um teste treponémico diferente do utilizado no rastreio — TPHA.

O Laboratorio dispde tambem de um teste de MicroElisa para o doseamento de anticorpos anti-
IgM.
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Monitorizacao terapéutica

E recomendado um teste ndo treponémico semi-quantitativo. O Laboratério optou por fazer o
RPR.

Determina-se o titulo numa amostra colhida no dia em que é iniciado o tratamento e depois faz-
se 0 seguimento aos 1, 2, 3, 6 e 12 meses apos o inicio do tratamento. O titulo deve diminuir

duas dilui¢Bes nos primeiros 6 meses.

3.5 Serologia para Rickettsia conorii

As bactérias da familia Rickettsieae sdo bactérias Gram negativas, parasitas obrigatorios de
células eucariotas. Tém como hospedeiros naturais e vectores os artropodes. A Rickettsia conorii
provoca febre botonosa mediterranea que se caracteriza pelo aparecimento de febre, exantema e
mancha negra ou de inoculacdo na zona de picada da carraca. A técnica classica para o
diagnostico seroldgico consiste na imunofluorescéncia indirecta, mas pode ser substituida por
uma técnica imunoenzimatica com resultados bastante semelhantes em termos de sensibilidade e
especificidade. Pode demonstrar-se IgM especifica contra a Rickettsia conorii desde a primeira
semana da doenca. O laboratdrio utiliza uma técnica de MicroElisa (IgM e 1gG) automatizada no
aparelho MAGO da Diamedix.

3.6 Serologia para o virus Epstein-Barr

O virus Epstein-Barr (EBV) pertence a familia Herpesviridae e a subfamilia Gamaherpesvirinae.
As infecgdes por herpesvirus sdo caracterizadas por fendmenos de laténcia com capacidade de
reactivacdo. A infeccdo por EBV pode produzir um ciclo produtivo com lise da célula infectada
ou levar a imortalizacdo celular. In vivo o0 EBV pode infectar linfocitos B e células epiteliais da

orofaringe.
O EBV € um virus ubiquitario e com distribuicdo mundial. A principal via de transmissdo do
EBV é a saliva, embora a transfuséo sanguinea possa, mais raramente, constituir também meio

de transmissdo. O virus penetra no organismo humano através da cavidade oral, e replica-se no
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epitélio da orofaringe e nas glandulas salivares. Os linfécitos B infectados difundem-se, a partir
da orofaringe, quer pela via linfatica, quer pela sanguinea, atingindo locais distantes onde
formam focus de linfoproliferacdo. Apds a primo-infeccdo o virus permanece latente num

pequeno namero de linfécitos B, podendo ser reactivado e eliminado de forma intermitente.

A mononucleose infecciosa (MNI) corresponde a infeccdo priméaria pelo EBV. A MNI € uma
doenca linfoproliferativa, sistémica, de curta evolucdo e geralmente benigna. Caracteriza-se por
um aumento do volume dos ganglios linfaticos, hepatoesplenomegélia acompanhada de
amigdalite, cefaleias, nauseas, mal-estar, prostracdo e febre prolongada, mas moderada, com
picos nocturnos. Os linfocitos T respondem imunologicamente as células B infectadas,
especialmente atravées da activacao e da proliferacdo das células T supressoras (CD8), originando
uma linfocitose e o aparecimento de linfdcitos atipicos no sangue periférico (mais de 10%). O
EBV também tem sido associado ao Linfoma de Burkitt, ao carcinoma da nasofaringe e a

Tricoleucoplasia da lingua em individuos imunodeprimidos.

O diagnéstico laboratorial de uma infeccdo por EBV pode fazer-se, quer pela deteccdo do virus
ou de constituintes da particula virica, quer pelo estudo da resposta imunitaria. Existem, também,
marcadores ndo especificos que podem contribuir para o diagndstico da mononucleose

infecciosa.

O diagnostico da infeccdo priméria por EBV, ou MNI, pode, frequentemente, basear-se em
dados hematolodgicos, testes hepaticos e na pesquisa de anticorpos heterdfilos. Os anticorpos
heterdfilos humanos aparecem em cerca de 60 a 80% das MNI. Estes anticorpos, 1gM, reagem
com hemacias de mamiferos (ex. bovinos). Estes anticorpos atingem o seu teor maximo 2 a 3
semanas apds o seu aparecimento e desaparecem, normalmente, ao fim de 1 a 3 meses, embora
se tenha demonstrado que podem persistir durante um ano. E um teste especifico, mas apresenta
uma fraca sensibilidade. Cerca de 15% das MNI em jovens adultos e uma percentagem ainda

mais elevada em criancas, ndo apresentam anticorpos heterofilos.
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A deteccdo de anticorpos heterofilos associados a Mononucleose Infecciosa (MONOSPOT) €
efectuada por uma técnica de aglutinacdo directa em placa semi-quantitativa. Sdo utilizadas

particulas de latex revestidas com antigénios extraidos de hemacias bovinas.

3.7 Serologia para Echinococcus granulosos

O Echinococcus granulosus € um céstode cujo hospedeiro definitivo € o céo (ténia do c&o),
podendo ter como hospedeiro intermediario o Homem ou outros animais. No Homem é
responsavel pela hidatidose, patologia que resulta do desenvolvimento no organismo das formas
larvares deste parasita. Estas formas larvares evoluem para quistos (quisto hidatico) no tecido

onde se instalam (exs. hepatico, pulmonar).

Neste laboratério € utilizado um método de hemaglutinacdo indirecta para a pesquisa de
anticorpos anti-Echinoccocus granulosus. O reagente € constituido por eritrocitos de carneiro
sensibilizados com o antigénio do Echinococcus granulosus. A utilizacdo de eritrécitos nao
sensibilizados como reagente controlo assegura a especificidade da reaccdo e permite a
eliminacdo de interferéncias devido a presenca de aglutininas naturais (por ex. anticorpos
heterdfilos). Na presenca de anticorpos especificos os eritrdcitos aglutinados formam uma rede
que cobre o fundo do poc¢o. Na auséncia dos anticorpos, os eritrocitos livres sedimentam no

fundo e formam um botdo de cor intensa.

3.8 Deteccdo do antigénio galactomanano de Aspergillus

A aspergilose € uma micose oportunista com distribuicdo mundial causada por fungos
filamentosos do género Aspergillus. As formas invasivas de aspergilose constituem um sério
problema em individuos com aplasia secundaria induzida pela terapéutica em doencas
hematoldgicas malignas e cancro, em doentes imunossuprimidos apés transplante de 6rgdos, em
particular transplantados de medula 6ssea. O tratamento € tanto mais eficaz quanto mais
precocemente for iniciado, mas o diagnostico cultural de aspergilose invasiva é dificil de

estabelecer.

90



RELATORIO DE ESTAGIO EM IMUNOLOGIA

Ap0s o tratamento prévio das amostras de soro pelo calor em presenca de EDTA para dissociar
0s complexos imunes e precipitar as proteinas que possam interferir com o teste, a detec¢do do
antigénio galactomanano é um teste imunoenzimatico, os resultados sdo semi-quantitativos e séo
apresentados sob a forma de um indice a partir do qual € possivel estabelecer um resultado
qualitativo (positivo ou negativo). Contudo, o resultado ndo deve ser utilizado isoladamente e

sim em conjunto com os dados clinicos que suportem a interpretacéo

3.9 Titulacdo do factor reumatdide

Neste Laboratério de Imunologia o factor reumatoide é determinado por duas técnicas, uma
técnica mais sensivel referida anteriormente no sector da autoimunidade — RA Teste

(nefelometria) e outra técnica mais especifica — Reac¢do de Waller-Rose.

Reaccao de Waller-Rose

E utilizado um método de hemaglutinagdo indirecta em microplaca. A reacgdo utiliza uma
suspensdo de eritrocitos de carneiro sensibilizados com um antigénio IgG de carneiro. A
utilizacdo de eritrécitos ndo sensibilizados como reagente controlo assegura a especificidade da
reaccao e permite a eliminacdo de interferéncias devido a presenca de aglutininas naturais (por
ex. anticorpos heterofilos). Na presenca de anticorpos especificos os eritrocitos aglutinados
formam uma rede que cobre o fundo do poco. Na auséncia dos anticorpos, os eritrdcitos livres

sedimentam no fundo e formam um botdo de cor intensa.
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4. SECTOR DOS MARCADORES TUMORAIS

As células neoplésicas podem produzir ou induzir noutras células a formacgdo de substancias
caracteristicas, segundo o seu fenotipo maligno, as quais traduzem a actividade, metabolismo ou
diferenciacdo do tecido tumoral podendo ajudar no diagndstico ou no controlo evolutivo da
neoplasia. Tais substancias designam-se por marcadores imunobiol6gicos de tumores ou
simplesmente marcadores tumorais. Estes marcadores sdo pois a expressdo de fendmenos

colaterais da transformacéo neoplasica.

Idealmente um marcador tumoral deveria satisfazer os seguintes requisitos:
o especificidade — s6 deve ser produzido pelo tecido tumoral em questdo, com exclusédo de
qualquer outro tecido;
e sensibilidade — deve ser capaz de detectar a presenca de um tumor, mesmo nos estadios
mais precoces;
e interesse clinico — deve possuir interesse no diagnéstico, prognostico e na monitorizacao

terapéutica e deve possuir valores correlativos ao estadio da doenca.

No entanto, os marcadores de que se dispbe actualmente ndo satisfazem estas exigéncias em

todos 0s seus aspectos.

A monitorizacdo da terapéutica € a area na qual a maioria dos marcadores tumorais encontrou
um papel fundamental. A diminuicdo da concentracdo do marcador tumoral é uma indicacdo do
sucesso do tratamento, seja este cirurgia, quimioterapia, radioterapia ou uma combinacao destes.
A velocidade de diminui¢do da concentracdo do marcador deve estar de acordo com a prevista
tendo em conta a semi-vida do marcador. Uma diminuicdo mais lenta do que a esperada podera

indicar que o tumor néo foi totalmente eliminado.

Mesmo quando o tratamento teve sucesso € conveniente continuar a monitorizar o marcador
tumoral durante algum tempo apos os seus niveis terem estabilizado. Um aumento podera indicar
uma recorréncia. A deteccdo de concentracfes crescentes do marcador permite que uma segunda

linha de tratamento seja rapidamente implementada.
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Isoladamente, os marcadores tumorais raramente sdo usados para estabelecer um diagnostico,
poderdo alguns, num determinado contexto clinico, auxiliar no diagnostico. Para ter valor
progndstico, a concentragdo do marcador deve correlacionar-se com a massa do tumor. Por
exemplo, a HCG (gonadotrofina coriénica humana) e a AFP (alfa-fetoproteina) correlacionam-se

com a massa tumoral do cancro do testiculo.

Actualmente este Laboratorio de Imunologia faz apenas o doseamento sérico de trés marcadores
tumorais: NSE, Cyfra 21.1 e Ca 72.4. Outros marcadores tumorais sdo efectuados no Laboratorio

de Bioquimica.

4.1 Equipamento
COBAS 411 (Roche).

4.2 Fundamento

O COBAS 411 é um analisador automético de imunoensaio que avalia 0 imunocomplexo
formado por electroquimioluminiscéncia. Na electroquimioluminiscéncia a emissdo de luz é
obtida mediante uma reac¢do quimica (reaccdo de oxidacdo) gerada na superficie de um
eléctrodo quando é aplicada uma voltagem. O método utiliza dois anticorpos monoclonais
especificos do antigénio, um marcado com ruténio e um anticorpo biotinilado. No primeiro passo
os dois anticorpos monoclonais ligam-se ao antigénio presente na amostra formando um
complexo sandwich. A fase sélida é constituida por microparticulas de estreptavidina, as quais se
fixa 0 complexo sandwich através da interac¢do da biotina com a estreptavidina, que possuem
elevada afinidade. A mistura de reaccdo é entdo aspirada para a camara de leitura onde as
microparticulas sdo fixadas magnéticamente a superficie de um eléctrodo. A aplicagdo de uma
corrente eléctrica induz a emissdo de quimioluminiscéncia que é medida por um

fotomultiplicador.
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4.3 Parametros

Enolase especifica dos neurdnios (NSE)

A NSE é uma isoenzima da enolase que intervém na glicolise anaerdbia e estd presente no tecido
neuronal e nas células do sistema neuroenddcrino. As determinacdes de NSE sdo utilizadas na
monitorizacdo de doentes com carcinoma das pequenas células do pulméo e neuroblatomas. Em
resposta a terapéutica pode observar-se aumentos temporérios de NSE nas 24 a 72h apos a
administragdo do 1° ciclo de quimioterapia devido a cit6lise abundante de células tumorais. S&o
detectadas concentracdes aumentadas de NSE em doentes com doenca benigna do pulméo e do

cérebro.

Cyfra21.1

Designa-se por Cyfra 21.1 o conjunto de fragmentos sollveis de uma proteina do citoesqueleto
das células dos epitélios simples, a citoqueratina 19. O Cyfra 21.1 é um marcador de eleicdo do
carcinoma de células ndo pequenas do pulmao. Também é marcador do carcinoma da bexiga de
formas musculo invasivas. A sua principal indicacdo é na monitorizacdo da evolucéo destes dois
tumores. Valores ligeiramente elevados podem surgir na insuficiéncia renal e na doenca hepatica.
As doencas pulmonares benignas como a doencga obstrutiva crénica e doencas infecciosas

apresentam valores elevados.

Cav724

O Ca 72.4 é uma glicoproteina presente em adenocarcinomas, especialmente digestivos. O
interesse deste marcador reside mais na sua especificidade do que sensibilidade. E considerado
marcador do carcinoma gastrico e também do ovério. Sdo encontrados valores séricos
aumentados de Ca 72.4 em algumas situacdes benignas designadamente pancreatite, cirrose
hepatica, pneumopatias, doencas reumaticas, doencgas ginecoldgicas, quistos ovaricos, doencas

gastrointestinais e doengas da mama.
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CONTROLO DE QUALIDADE

De modo a monitorizar os ensaios no Laboratério de Imunologia e a garantir a precisdo e
exactiddo dos mesmos, sao empreendidos dois tipos de controlos:
e Controlo de qualidade interno

e Auvaliagdo externa da qualidade

Controlo de qualidade interno

O controlo de qualidade interno é feito através da anélise de materiais de referéncia,
designadamente controlos comercias, em simultdneo com as amostras a ensaiar de acordo com
periodicidades determinadas e que permite avaliar o desempenho dos ensaios. Sdo utilizados 0s
controlos recomendados pelo fornecedor. Estes produtos sdo fornecidos liofilizados ou prontos a

usar e sdo reconstituidos e conservados de acordo com o que vem referido na bula do produto.

Para avaliacdo e documentacdo do controlo de qualidade interno sdo criados graficos de Levey-
Jennings para os niveis de controlo de cada parametro. A visualizacdo destes graficos permite
determinar o comportamento do controlo e desta forma detectar erros sistematicos e aleatérios. A
aplicacdo das regras de Westgard ao comportamento do controlo de qualidade permite facilitar a

avaliacdo do processo analitico e orientar a aplicacdo de medidas correctivas.

Sempre que no processo de verificacdo do controlo os resultados ndo obedecerem aos critérios de
confianca devem ser tomadas as medidas correctivas adequadas para eliminar as causas do erro.
Antes de qualquer medida correctiva deve ser verificado o estado do controlo (aspecto e
validade) e repetido se necessario, para eliminar a hipdtese de um mau resultado devido a um
mau estado do controlo. Se o controlo ndo corrige apos esta verificagao repete-se a calibragdo do
aparelho para os parametros nao conformes e novamente o controlo. Se a anomalia se mantém

chama-se a assisténcia técnica.
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Avaliacao externa da qualidade

A avaliacdo externa da qualidade também denominada avaliacdo de proficiéncia, avaliacdo do
desempenho ou controlo de qualidade externo, consiste na avaliagio do desempenho do
Laboratério de Imunologia através da andlise dos resultados obtidos/emitidos nos exames de

material de controlo, realizados da forma e nas condicdes habituais de funcionamento.

Na prética, a avaliacdo externa da qualidade consiste num sistema em que amostras de contetdo
conhecido mas ndo revelado (amostras ficticias), sdo introduzidas no laboratério por uma
entidade externa de referéncia para serem examinadas exactamente da mesma forma que sao
examinadas na pratica habitual do laboratério as amostras semelhantes dos doentes/utentes. Os
resultados obtidos sdo depois comparados com o0s resultados esperados e estatisticamente

tratados pela entidade organizadora.

Este Laboratério de Imunologia participa nos seguintes programas de avaliacdo externa da

qualidade:

. Instituto Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge (INSA).

. United Kingdom National External Quality Assessment Service (NEQAS).

o United Kingdom Randox International Quality Assessment Scheme (RIQAS).

o Germany Society for Promotion of Quality Assurance in Medical Laboratories
(INSTAND).

Periodicamente os resultados sdo avaliados e discutidos em reunides de Servico com 0s
responsaveis e todos os colaboradores envolvidos, sendo estes resultados 0s parametros
fundamentais para avaliacdo do desempenho e do funcionamento dos servicos e considerados

como referéncias nas auditorias internas e externas do Laboratorio.
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CONCLUSAO

O Estégio no Laboratério de Imunologia do Instituto Portugués de Oncologia de Lisboa foi uma
experiéncia profissional muito enriquecedora. O IPO dirige a sua actividade para o tratamento de
doentes oncoldgicos permitindo o contacto com um elevado nimero de amostras patoldgicas, o

que facilita e valoriza a aprendizagem.

No periodo em que decorreu o estagio trabalhei em todos os sectores do laboratorio, tendo tido a
possibilidade de efectuar todas a técnicas, interpretar e validar resultados. Algumas técnicas de
Imunologia ja tinha tido oportunidade de realizar na minha actividade anterior, no entanto, pude
também contactar com técnicas novas e mais elaboradas, sobretudo no sector da Autoimunidade.

Para além da forte componente pratica que o estagio inclui adquiri também conhecimentos
tedricos sobre o diagndstico e monitorizagdo de doencas envolvendo o sistema imunitario
(neoplasias, doencas infecciosas, imunodeficiéncias, doengas autoimunes), capacidade de
seleccdo e interpretacdo dos procedimentos técnicos e capacidade de contextualizagdo dos

parametros laboratoriais nas situacdes clinicas mais comuns envolvendo o sistema imunitario.

Por tudo isto considero que o plano de Estagio referido na introducdo foi cumprido e que os
objectivos do estagio contidos no Regulamento dos estagios profissionalizantes do Mestrado em
Analises Clinicas (Artigo 2°) foram atingidos, nomeadamente a integracdo no meio profissional e
0 contacto com os outros profissionais de saude, a aplicacdo dos conhecimentos adquiridos num
contexto de trabalho, a capacidade de trabalho multidisciplinar e em equipa e 0 contacto com 0s

doentes aplicando principios éticos e deontoldgicos.
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RELATORIO DE ESTAGIO EM MICROBIOLOGIA

OBJECTIVO

O Estégio profissional na valéncia de Microbiologia é parte integrante do plano de estudos do
Mestrado em Anélises Clinicas da Faculdade de Farmacia da Universidade de Lisboa. O estagio
decorreu no Laboratério Médico Dr.2 Quintino Rogado em Sacavém sob a orientacdo da Dr.?
Maria Horténcia Pacheco Arruda Albergaria e Melo, Especialista em Analises Clinicas pela
Ordem dos Farmacéuticos e co-responsavel do Laboratorio, no periodo compreendido entre 21
de Setembro de 2010 a 29 de Outubro de 2010 (228 horas).

O presente relatorio tem como objectivo fazer uma apresentacdo do Laboratério onde decorreu o
estagio e descrever a minha actividade na seccdo de Microbiologia do referido laboratério,
destacando os aspectos mais relevantes no que diz respeito a experiéncia adquirida, quer do

ponto de vista técnico quer do ponto de vista da sua aplicacao a clinica.

INTRODUCAO

O Laboratério Médico Dr2. Quintino Rogado é uma instituicao privada prestadora de cuidados de
salde na area das analises clinicas com uma capacidade de resposta multidisciplinar actuando em
diversas areas: Hematologia, Microbiologia, Imunologia, Endocrinologia, Bioquimica e

Toxicologia.

Na prossecucdo dos seus objectivos de assisténcia a comunidade em que se insere, atendeu no
ano de 2010 30 000 doentes, 13 000 do sexo masculino e 17 000 do sexo feminino. Foram
executadas 450 170 analises distribuidas por:

o Bioquimica — 310 000

. Hematologia — 90 000

. Microbiologia — 34 000

. Endocrinologia — 16 000
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Toxicologia— 170

Considerando a Microbiologia nas suas quatro vertentes — bacteriologia, parasitologia, micologia

e virologia — este relatorio considera apenas o exercicio desenvolvido para as trés primeiras

disciplinas e no @mbito da actividade de um Laboratério de Analises Clinicas de rotina e apoio a

comunidade.

Na elaboracdo deste relatorio procurei fazer uma apresentacdo geral do meu trabalho neste

sector, referindo nomeadamente os produtos bioldgicos analisados, as normas de colheita e de

transporte, 0s microrganismos mais comuns, o exame directo, os meios de cultura, os testes de

identificacéo, o teste de sensibilidade aos antibioticos e o controlo de qualidade.

O plano de Estagio para a Valéncia de Microbiologia foi o seguinte:

a)

b)

Conhecimento das condicOes exigidas para a obtencdo dos diferentes produtos
bioldgicos: urina, exsudados (vaginal/uretral, nasal e orofaringeo, auricular, ocular,
abcessos e feridas), fezes, expectoracdo e outros fluidos bioldgicos.

Conhecimento das condicbes de transporte e conservacdo dos diferentes produtos
bioldgicos, de acordo com os requisitos de manipulacéo.

Conhecimento e manipulacdo das metodologias conducentes a identificacdo dos agentes
bacterianos incluindo seleccdo de meios de cultura, sementeira, isolamento, identificacéo,
exame macroscopico e microscopico, testes de sensibilidade aos antibidticos.
Identificagdo de fungos e leveduras atraves de exame directo e/ou cultural, testes de
sensibilidade aos antiflngicos.

Pesquisa de ovos, quistos e parasitas em diferentes produtos bioldgicos.

Manuseamento, tratamento e interpretacdo dos resultados das amostras de controlo de
qualidade interno e de avaliagéo externa da qualidade.
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1. EXAME MICROSCOPICO

1.1 Introducéao

O exame microscopico é a primeira etapa do estudo e identificacdo de um microrganismo. Nesta
fase é efectuado o estudo da morfologia, a qual pode por vezes ser mais caracteristica em meio
natural (produtos biologicos) do que em cultura laboratorial. Além disso, 0os microrganismos
podem ser acompanhados de elementos celulares cuja presenca pode facilitar o diagndstico. Em
casos de flora microbiana complexa, apenas o exame microscopico directo pode revelar a

predominancia de uma ou mais espécies.

O exame microscopico inclui:
o Exame a fresco

. Exame apds coloragédo

1.2 Exame a fresco

E realizado entre 1amina e lamela, utilizando a objectiva de 40x (com o condensador em baixo e
o diafragma ligeiramente fechado), a partir de meio de cultura liquido, s6lido ou ainda a partir de
amostras bioldgicas. O exame microscopico a fresco permite apreciar a presenca de elementos

celulares e microrganismos (bactérias, fungos e parasitas).

1.3 Exame apo6s coloracéo

Nas coloracdes sdo usados corantes que tingem as células aumentando o seu contraste, 0 que
permite melhor observacdo ao microscopio dptico. As técnicas sdo executadas sobre esfregacos
secos e fixados pelo calor - as formas vegetativas morrem, tornam-se permeaveis aos corantes e
aderem a lamina devido a precipitacdo do material proteico do citoplasma. O exame apos
coloracdo permite obter uma definicdo mais precisa da morfologia microbiana, diferenciar
algumas bactérias em resultado das suas diferentes afinidades por corantes e ainda evidenciar

detalhes da estrutura bacteriana.
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Os corantes sdo compostos organicos e tém afinidades especificas para cada tipo de material
celular. Os mais comuns sdo 0s corantes catiénicos que se combinam com constituintes celulares
carregados negativamente (ex. acidos nucleicos e polissacaridos acidicos). Como as superficies
das células sdo geralmente carregadas negativamente, estes corantes sdo inclusivamente bons

corantes gerais, ficando as células todas da mesma cor.

A observacdo microscopica € feita com a objectiva de imersdo (100x), usando 6leo de imerséo,

com o condensador em cima e o diafragma aberto.
Execucao de esfregacos
Antes da execucgdo de qualquer tipo de coloragdo, é necessaria a preparacdo de um esfregaco.

Embora de facil execucdo a preparacdo de um esfregaco requer alguns cuidados:

1. Preparacdo das laminas

Laminas perfeitamente limpas s&o essenciais para a execugdo de um esfregaco. Qualquer gordura
ou Oleo dos dedos deve ser removida por lavagem com agua e sabéo, seguida de passagem por
agua destilada e lavagem com alcool. Apos limpeza, as laminas secas devem ser guardadas até

utilizag&o.

2. Preparacéo do esfregaco

Um bom esfregaco é aquele que apds seco aparece como uma camada fina esbranquicada:
e Esfregaco a partir de amostras bioldgicas liquidas ou de culturas liquidas: colocar
directamente sobre a lamina limpa uma a duas ansas das células em suspenséo, retiradas

com ansa esterilizada e espalhadas em uma pequena area central.

e Esfregaco a partir de amostras biologicas solidas ou de cultura em meio sélido: os
microrganismos de uma cultura em meio sélido apresentam-se com superficie densa pelo
que ndo podem ser colocados directamente na lamina. Estas culturas devem ser diluidas
colocando uma pequena gota de agua destilada sobre a 1amina na qual as células vdo em
seguida ser suspensas. A transferéncia de células bacterianas de culturas em meio solido

requer a utilizacdo de ansa em fio recto esterilizada. Apenas a ponta da ansa deve tocar a
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cultura de modo a prevenir a passagem de demasiadas células. A suspensdo € obtida pelo

espalhar das células com movimento circular.
e Amostras espessas ou purulentas (ex. expectoracdo): utilizar a técnica de estiramento —
colocar uma porcdo de produto numa lamina e pressionando com outra lamina, fazer

deslizar as duas laminas ao longo uma da outra, varias vezes.

3. Fixacdo pelo calor

Se ndo for efectuada fixacdo as células bacterianas vao desaparecer com a execugdo da
coloracdo. Tal desaparecimento é evitado pela fixacéo pelo calor. Esta é efectuada pela passagem

do esfregaco seco ao ar, duas a trés vezes sobre a chama do bico de Busen.

Métodos de coloracéo

As coloracgdes de tipo diferencial requerem pelo menos trés reagentes quimicos que séo aplicados
sequencialmente a um esfregaco fixado pelo calor. O primeiro reagente é designado por corante
primario e ira corar todas as células. Com o fim de se estabelecer uma cor contrastante, utiliza-se
um segundo reagente designado por agente descorante. Conforme a composi¢do quimica dos
elementos celulares, o descorante pode ou nao remover o primeiro corante de toda a célula ou de
apenas certas estruturas celulares. O reagente final é designado por contrastante por apresentar
cor de contraste relativamente ao primeiro corante. Apds a descoloragéo se o primeiro corante foi
removido, 0s componentes celulares descorados irdo adquirir a cor do contrastante. Desta forma,

os tipos celulares e os seus elementos podem ser diferenciados com base na cor que retiverem.

e Coloracao de Gram

e Coloracao para detecgédo de acido alcool resisténcia — coloragdo de Ziehl-Neelsen

Coloracdo de Gram

A coloragdo de Gram foi descoberta por Gram em 1883 e o seu fundamento baseia-se na
diferenca de composicdo quimica e espessura das paredes bacterianas de que depende a

permeabilidade ao alcool e a acetona e, em consequéncia, a dissolugdo mais ou menos rapida de
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complexos corados formados no citoplasma. Esta coloracdo permite dividir as bactérias em dois

grandes grupos: as bactérias Gram (+) e as bactérias Gram (-).

As bactérias Gram (+), quando tratadas por um corante p-rosanilina trimetilmetano como o
cristal violeta, e seguidamente pelo iodo, por exemplo, o lugol, que é um mordente — substancia
que permite melhor penetracao do corante, fixam o corante de tal modo que este ndo é removido
pela solucdo de descoloragdo, o alcool-acetona. Como exemplos de bactérias Gram (+) temos 0s
Staphylococcus sp. e 0s Streptococcus sp..

As bactérias Gram (-), pelo contrario, sdo descoradas pela solucdo de alcool-acetona, porque o
complexo violeta/iodeto formado € dissolvido e extraido através da membrana externa. De forma
a que se possam observar melhor, s&0 novamente coradas por um corante de contraste,
geralmente vermelho-rosa (fucsina diluida ou safranina), que as distingue das bactérias Gram
(+), coradas de violeta. Como exemplos de bactérias Gram (-) temos as pertencentes as familias

Enterobacteriaceae e Pseudomonadaceae.

A preparacdo de esfregacos adequadamente corados requer que se retenha em mente as seguintes
precaucoes:

e A fase mais critica do processo € a descoloracdo a qual se baseia na facilidade com que o
complexo primeiro corante/mordente é libertado da célula. Uma descoloracdo muito
intensa ird resultar na perda do primeiro corante levando ao aparecimento de bactérias
Gram (+) como Gram (-). No entanto, uma fraca descoloracdo resultard numa ndo
libertacdo do complexo corante/mordente, de que resultard que bactérias Gram (-) surjam
como Gram (+). Sera necessario que cada um pratiqgue de modo a obter uma boa

descoloracéo.
e E necessario que os esfregagos sejam lavados em agua corrente entre cada aplicagio dos

reagentes, isso removera o0 excesso de corante preparando o esfregaco para a aplicacédo

seguinte.
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e As melhores coloragdes de Gram sdo efectuadas em esfregacos efectuados de culturas
frescas, isto € com idade ndo superior a 24 horas. Culturas mais velhas, sobretudo no caso
de células bacterianas Gram (+), levam a que 0s microrganismos percam a sua habilidade
de reter o primeiro corante surgindo assim microrganismos variaveis ao Gram, algumas

celulas Gram (+) e outras Gram (-).

Técnica

=

Preparar um esfregaco.

Secar ao ar e fixar ao calor.

Colocar sobre o esfregaco cristal violeta e deixar actuar durante 1 minuto.
Por cima do corante anterior colocar lugol e deixar actuar 1 minuto.
Retirar o corante e lavar com agua corrente.

Descorar com o alcool-acetona.

Lavar com agua corrente.

Colocar sobre o esfregaco fucsina e deixar actuar durante 1 minuto.

© 0o N o g bk~ w DN

Lavar com &gua corrente.

10. Deixar secar ao ar.

Coloracdo de Ziehl-Neelsen

A superficie das bactérias do género Mycobacterium € rica em acidos micoélicos (lipidos
complexos, ramificados, com cadeias longas). Estes lipidos tornam a membrana das
micobactérias pouco permeavel aos corantes usuais e além disso conferem-lhes a propriedade de

alcool-acido resisténcia.

Na coloracdo de Ziehl-Neelsen, o emprego de calor e de uma solucdo corante fenolada (fucsina
de Ziehl), permite corar o citoplasma das micobactérias (Ziehl-Neelsen — 1885). Uma vez
coradas, elas resistem bastante tempo a acgdo sucessiva de um &cido mineral forte e do alcool.
Todas as outras células, bacterianas ou ndo (ndo A&cido-alcool resistentes), perdem a sua
coloracdo pela fucsina, sendo posteriormente recoradas pelo azul de metileno. Os bacilos alcool-
acido resistentes, quando corados, apresentam-se como finos bacilos vermelhos, ligeiramente

encurvados, que se destacam nitidamente do fundo azul da lamina.
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Técnica
1. Cobrir o esfregaco com solugdo de fucsina e aquecer até a emissdo de vapores. Deixar
actuar durante 10 minutos.
Lavar com agua.
Cobrir com a solucéo descorante (alcool-acido) cerca de um minuto.
Lavar com agua.

Corar com azul de metileno durante 15-20 segundos.

o oA W N

Lavar e deixar secar.
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2. MEIOS DE CULTURA

2.1 Introducao

A maior parte das técnicas microbiologicas (conservacdo, isolamento, identificacdo ou
contagem), exigem a utilizacdo de meios de cultura, sendo a composicdo dos meios de cultura
funcdo dos conhecimentos sobre os principios de nutricdo microbiana. Os meios de cultura
devem conter, de uma forma utilizavel, os nutrientes necessarios ao crescimento dos
microrganismos, nomeadamente, macronutrientes (C, H, N, O, P, S, K, Mg, Na, etc.),
micronutrientes (Fe, Cu, Zn, etc.), e factores de crescimento (por ex. vitaminas e aminoacidos).
Para que se observe crescimento ha ainda que incubar os meios em condicGes adequadas de

tensdo de oxigénio, temperatura, etc..

Somente em casos excepcionais, se pode identificar um microrganismo pelas suas caracteristicas
morfoldgicas. E portanto essencial obté-lo em cultura em meio artificial e, na hipotese de
estarem presentes diversas espécies, separé-las ou isola-las em cultura pura, para se poderem

efectuar testes de identificagéo.

Os meios de cultura podem ser classificados em fun¢édo do seu tipo de utilizacdo:
e meios de isolamento
e meios de enriquecimento

e meios de transporte

Meios de isolamento
Os meios de isolamento permitem a obtencdo de culturas puras e podem ser de varios tipos:
1. Meios basais - permitem o crescimento de microrganismos pouco exigentes (ex. caldo

nutritivo, agua peptonada).

2. Meios selectivos - permitem o crescimento s6 de um tipo de microrganismo em
detrimento dos outros cujo crescimento € inibido. Torna-se util, no caso de uma
populacdo plurimicrobiana, porque permite favorecer a cultura preferencial de certos

microrganismos.
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3. Meios diferenciais - sdo utilizados quando se pretende diferenciar entre varios
microrganismos presentes no meio de cultura. Por exemplo, no caso da gelose de sangue,
dado que algumas bactérias produzem enzimas (hemolisinas) que vao lisar os glébulos
vermelhos enquanto outras ndo, dependendo do padrdo de hemdlise pode-se distinguir

entre bactérias hemoliticas e ndo hemoliticas.

4. Meios selectivos e diferenciais - alguns meios de cultura sdo simultaneamente selectivos
e diferencias. Sdo sobretudo utilizados em microbiologia clinica e na area da saude
publica, como por exemplo na determinacdo da qualidade da agua ou num surto de

intoxicacOes alimentares (ex. gelose MacConkey, gelose Chapman).

5. Meios enriquecidos - 0s ambientes naturais sdo geralmente habitados por populacGes de
varios tipos de microrganismos. Quando uma espécie tem especial interesse e é
nutricionalmente exigente, encontrando-se presente num determinado produto mas em
nimero muito baixo, é fundamental a utilizacdo de um meio muito rico nutricionalmente
e em que nenhum agente inibidor se encontre presente. Estes meios enriquecidos sao
meios basais adicionados de produtos biolégicos ricos em nutrientes como o soro, ovo ou

sangue (ex. gelose sangue, gelose chocolate).

Meios de enriquecimento
Sdo meios liquidos que favorecem o crescimento de determinadas espécies aumentando a sua
quantidade relativamente a outras, podendo conduzir depois a culturas puras por sobreposicao de

espécies (ex. caldo de selenito de sddio para enriquecimento de fezes em Salmonella).

Meios de transporte

Servem para o transporte de um determinado material bioldgico a partir do qual se prope isolar
um ou mais organismos. E entdo importante manter a viabilidade dos microrganismos nele
existentes sem que haja multiplicacdo dos mesmos e também a sua quantidade relativa no
produto biologico para que depois a inoculacdo dos meios origine resultados que reflictam a

proporcao relativa dos microrganismos nesse produto biologico (ex. meio de Amies).
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Os meios de cultura utilizados neste Laboratdrio séo os seguintes:

e Meio Lowenstein-Jensen (Biomérieux - Ref. 42 089)

e Caldo Selenito F (Biomérieux - Ref. 42 099)

e Gelose Columbia + 5% de sangue de carneiro (Biomérieux - Ref. 43 041)
e Caldo Todd Hewitt + Antibioticos (Biomérieux - Ref. 42 116)
e Gelose SS (Biomerieux - Ref. 43 091)

e Gelose Mac Conkey (Biomérieux - Ref. 43 141)

e Gelose Candida ID 2 (Biomérieux - Ref. 43 631)

e Gelose Chapman 2 (Biomérieux - Ref. 43 671)

e Gelose CPS ID 3 (Biomérieux - Ref.43 541)

e Gelose Chocolate Haemophilus 2 (Biomérieux - Ref. 43 681)
e Gelose Chocolate PolyViteX (Biomérieux - Ref. 43 101)

2.2 Meios de cultura

Meio Lowenstein-Jensen (LJ-T)

Objectivo
O meio Lowenstein-Jensen destina-se a cultura de Mycobacterium tuberculosis e outras

micobactérias.

Fundamento
Este meio, enriquecido com a presenca de ovo, de aspargina e de fécula, favorece o crescimento
das micobactérias.

Caldo Selenito F (SELENITO F-T)

Objectivo
Este meio destina-se ao enriquecimento de fezes em Salmonella.
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Fundamento

A sua composicdo favorece o crescimento de Salmonella no seio de uma flora polimicrobiana.
ApoGs a etapa de enriquecimento, o caldo Selenito deve ser repicado para meios destinados a
identificacdo destas bactérias. A subcultura para meio solido deve ocorrer entre as 6 e 12 horas,

pois esse € o0 prazo medio de inibicdo de outras estirpes, tal como o Proteus spp.

Gelose Columbia + 5% de sangue de carneiro (COS)

Obijectivo

A gelose Columbia descrita por Ellner et al. € um meio de isolamento que se destina a facilitar o
crescimento de microrganismos exigentes. Adicionada com sangue de carneiro, torna-se um
meio nutritivo muito rico adaptado ao crescimento da maioria das espécies bacterianas,

independentemente do metabolismo destas.

Fundamento
A gelose contém uma mistura de peptonas especialmente adaptada a cultura dos microrganismos
exigentes (ex. estreptococos, Listeria). A presenca de sangue de carneiro permite a expressao da
hemolise que é um critério de base para a orientagdo da identificacdo bacteriana:

e hemolise o - coloracdo esverdeada a volta da col6nia

e hemolise B - zona clara a volta da colénia ou por baixo da coldnia

Caldo Todd Hewitt + Antibidticos (TODD H-T)
Obijectivo
O caldo Todd Hewitt + Antibioticos é um caldo de enriquecimento selectivo destinado a

deteccdo dos estreptococos do grupo B na mulher gravida.

Fundamento

A sua composicdo favorece o crescimento dos estreptococos no seio de uma flora poli-
microbiana. Os antibidticos presentes no meio, acido nalidixico e colistina, inibem a maioria dos
microrganismos Gram (-) da flora de acompanhamento. Apos a etapa de enriquecimento, o caldo

deve ser repicado em meios destinados a detecgdo dos estreptococos.
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Gelose SS (SS)

Objectivo

A gelose SS é um meio de isolamento selectivo e de diferenciacdo destinado a pesquisa das
espécies de Salmonella e Shigella a partir de fezes. O meio permite evidenciar colénias que

fermentam a lactose e reduzem o tiosulfato (producdo de H2S).

Fundamento

Os microrganismos que fermentam a lactose originam coldnias rosa, 0s outros originam colonias
incolores. Os microrganismos que produzem H2S originam col6nias com centro negro. A
presenca de coldnias incolores ou ligeiramente coloridas com ou sem centro negro representa
uma forte presuncdo de Salmonella ou de Shigella. A inibicdo das bactérias Gram (+) obtém-se

pela mistura de sais biliares e de corantes.

Gelose Mac Conkey (MCK)

Objectivo

A gelose Mac Conkey com cristal violeta € um meio de isolamento selectivo e de diferenciacéo
para a pesquisa de bactérias Gram (-), a partir de colheitas de origens diversas.

Fundamento

A gelose Mac Conkey com cristal violeta permite evidenciar a fermentacdo da lactose pela
viragem do vermelho neutro. Os microrganismos que fermentam a lactose originam col6nias
rosas ou vermelhas, por vezes contornadas por um halo de sais biliares. Os microrganismos que
ndo fermentam a lactose, originam coldnias incolores ou ligeiramente bege. A selectividade em

relacdo as bactérias Gram (+) é proporcionada pelos sais biliares e o cristal violeta.
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Gelose Candida ID 2 (CAN 2)

Objectivo

A gelose Candida ID 2 é um meio que se destina ao isolamento selectivo das leveduras, a
identificacdo da espécie C. albicans e a diferenciacdo presuntiva de um conjunto de espécies que

agrupa C. tropicalis, C. lusitaniae e C. Kefyr.

Fundamento

A hidrdlise especifica de um substrato cromogénico de hexosaminidase na presenca de um
indutor da enzima leva a coloracdo azul das colonias de C. albicans. A eventual hidrdlise de um
segundo substrato permite diferenciar as culturas mistas e orientar a identificacdo para outras
espécies. As coldnias que hidrolizam este substrato sdo pigmentadas de rosa. A mistura de

antibidticos permite inibir o crescimento da maior parte das bacterias.

Gelose Chapman 2 (MSA2)
Obijectivo
A gelose Chapman 2 (meio gelose manitol salgado) é um meio que se destina ao isolamento

selectivo dos estafilococos.

Fundamento
Os microrganismos que fermentam o manitol originam coldnias amarelas. Esta caracteristica é
um critério de orientacdo para a identificacdo de Staphylococcus aureus. O teor elevado em

cloreto de s6dio do meio limita o desenvolvimento de outras bactérias.

Gelose CPS ID 3 (CPS3)
Objectivo
A gelose CPS ID 3 é um meio de isolamento e de identificacdo que se destina as uroculturas.
Permite efectuar:
e acontagem microbiana da amostra mediante um método de sementeira padronizado
e aidentificacdo dos seguintes grupos bacterianos:

- Escherichia coli
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- Enterococcus
- Klebsiella, Enterobacter, Serratia, Citrobacter (KESC)

- Proteus - Providencia - Morganella

Esta gelose € uma evolucédo da gelose CPS ID 2 (Biomérieux - Ref. 43 211) que permite uma
deteccdo espontanea da desaminase dos Proteus - Providencia - Morganella e um melhor

crescimento das bactérias Gram (+) e das leveduras.

Fundamento
A gelose CPS ID 3 € constituida por uma base nutritiva rica que associa diferentes peptonas e 2
substratos cromogénicos que permitem revelar a actividade enzimatica correspondente. A
revelacdo do indol é favorecida pela incorporacdo de triptofano na gelose. A concentracdo
elevada em agar evita a invasdo da gelose pelo Proteus. A identificacdo directa das bactérias
mais frequentemente isoladas nas infec¢des urinarias baseia-se no principio seguinte:
e E. coli : coloracdo espontanea (rosa a vermelho escuro) das estirpes produtoras de B-
glucuronidase
e Enterococcus: coloracdo espontanea turquesa das estirpes produtoras de B-glucosidase
o KESC: coloracdo espontanea verde a castanho-esverdeado das estirpes produtoras de B-
glucosidase
e Proteus - Providencia - Morganella: coloracdo espontanea castanho escuro a castanho

das estirpes produtoras de desaminase

Gelose Chocolate Haemophilus 2 (HAEM2)
Obijectivo
A gelose Chocolate Haemophilus 2 ¢ um meio selectivo para o isolamento das diferentes

espécies de Haemophilus a partir de colheitas polimicrobianas.

Fundamento
O isolamento de Haemophilus a partir de produtos patolégicos provenientes das vias
respiratorias ou genitais € frequentemente dificil devido a presenca de uma flora associada

importante. A gelose Chocolate Haemophilus 2 é composta por uma base nutritiva enriquecida
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em factores X (hemina) e V (NAD). A selectividade € obtida pela associacdo de antibioticos e de

antifangicos que permitem inibir a maioria das bactérias Gram (+) e das leveduras.

Gelose Chocolate PolyViteX (PVX)

Objectivo

Meio enriquecido, ndo selectivo obtido a partir da gelose Columbia, pelo aguecimento da mistura
com sangue a 80°C (hemdlise dos eritrocitos). Favorece o crescimento de Neisseria spp. e
Haemophilus spp.

Fundamento

Esta é composta por uma base nutritiva enriquecida em factores X (hemina) e V (NAD).
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3. TESTES DE IDENTIFICACAO

3.1 Introducéo

Ap0s o isolamento de um microrganismo, interessa proceder a sua caracterizacdo. A decisdo do
modo de processamento do exame cultural e valorizacdo clinica das estirpes isoladas baseia-se

na compreensdo da patogenia da infeccdo nos diferentes locais anatdmicos.

Os testes de identificacéo disponiveis neste Laboratorio séo os seguintes:

e Pesquisa de catalase

o Teste da oxidase (Biomérieux — Ref. 55 635)

o Slidex Staph Plus (Biomérieux — Ref. 73 115)
o Slidex Strepto A (Biomérieux — Ref. 58 815)

o Slidex Strepto B (Biomérieux — Ref. 58 816)

o Slidex Strepto D (Biomérieux — Ref. 58 817)

o Slidex pneumo-Kit (Biomérieux — Ref. 58 821)
e |ID indol TDA (Biomérieux — Ref. 56 541)

3.2 Testes de identificacao

Pesquisa de catalase

Objectivo

A pesquisa da enzima catalase em col6nias bacterianas isoladas em meio de cultura € utilizada na
identificacdo de cocos Gram (+), nomeadamente para fazer a distin¢do entre estafilococos e

estreptococos.

Fundamento
As bactérias que possuem a enzima catalase no seu sistema enzimatico tém a capacidade de
destruir peroxidos formados no decurso de reacgdes de oxidacdo, através da reaccao:
catalase
2 H,0, > 2H,0 + 0,
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Se apoOs contacto da colonia em estudo com o peroxido de hidrogénio (3%), ocorrer
efervescéncia (libertacdo de O2) — a pesquisa de catalase € positiva; se ndo ocorrer efervescéncia
(ndo ha libertacdo de O2) — a pesquisa de catalase é negativa.

Os estafilococos sdo catalase positivos enquanto que os estreptococos sao catalase negativos.

Limites e precaucoes

Culturas com mais de 24 horas podem dar falsos negativos. Devido a existéncia de catalase nos
eritrocitos, a prova deve ser interpretada com muito cuidado quando efectuada a partir de

colonias retiradas de meios contendo sangue (possibilidade de falso positivo).

Teste da oxidase

Objectivo

A enzima citocromo oxidase é produzida por varios microrganismos incluindo espécies de
Neisseria e Pseudomonas pelo que o teste da oxidase € muito utilizado na identificagcdo

presuntiva de culturas microbianas.

Fundamento
O teste da oxidase permite pesquisar a enzima citocromo oxidase que cataliza o ultimo passo da
cadeia respiratoria. As bactérias aerdbias estritas sdo oxidase positivas, enquanto que as bactérias

aerdbias anaerdbias facultativas sdo oxidase negativas.

citocromo oxidase

2 citocromo ¢ reduzido + 2H" + % O » 2 citocromo c¢ oxidado + H,O
O teste da oxidase é realizado recorrendo ao composto tetrametil-p-fenilenodiamina que na

presenca da citocromo oxidase € oxidado pelo citocromo ¢ a um composto de cor purpura

designado por azul de Wurster.
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citocromo oxidase

2 citocromo ¢ oxidado + > 2 citocromo ¢ reduzido +

tetrametil-p-fenilenodiamina tetrametil-p-fenilenodiamina oxidada

(azul de Wurster)

As coldnias com bactérias que contenham a actividade da enzima desenvolvem uma cor azul-

roxo escura em mais ou menos 10 segundos.

Limitacdo
N&o devem ser usadas ansas de metal pois os produtos de oxidacdo do metal, que se formam

aquando do aquecimento da ansa, podem provocar falsa reaccao positiva.

Slidex Staph Plus
Obijectivo
O Slidex Staph Plus é um teste rapido de aglutinacdo de particulas de latex para a identificacao

de Staphylococcus aureus a partir dos meios de isolamento.

Fundamento

Os estafilococos fazem parte das bactérias que se encontram com mais frequéncia em patologia
humana. As infeccbes mais frequentes sdo ligeiras e localizadas na pele e tecido celular
subcutaneo, onde o S. aureus provoca furdnculo, celulite, abcessos ou infeccBes de queimaduras
e de feridas, traumaticas ou cirargicas. Ocasionalmente, a partir destas infeccdes ou de locais da
pele ou mucosas colonizados pelo microrganismo, pode haver disseminacao directa para tecidos
vizinhos. Pode também ocorrer bacterémias, com possiveis localizagdes secundarias em qualquer
local, surgindo por vezes infecgdes graves, como endocardites, osteomielites, artrites,

pneumonias, pielonefrites, meningites ou septicemias.

O método que foi durante mais tempo utilizado para a identificacdo de Staphylococcus aureus foi
a deteccdo da coagulase. Este teste baseia-se na capacidade das estirpes de Staphylococcus
aureus produzirem esta enzima extracelular que coagula o plasma. Este teste permite diferenciar

Staphylococcus aureus das outras espécies de estafilococos, maioritariamente coagulase
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negativa. No entanto, este método necessita de 4 a 24 horas de incubacdo. Outros metodos mais
recentes (testes de aglutinacdo em lamina) baseiam-se na deteccdo do factor de afinidade do
fibrinogénio (clumping factor) e da proteina A. No entanto, estes testes demonstraram falta de
sensibilidade em relacdo a algumas estirpes resistentes a meticilina (MRSA). Efectivamente,
para algumas estirpes MRSA, a proteina A e o clumping factor podem ser expressas em baixa
quantidade. O Slidex Staph Plus permite detectar com uma grande sensibilidade estas estirpes,
gracas a utilizacdo de anticorpos monoclonais dirigidos a estruturas periféricas especificas de

Staphylococcus aureus.

O reagente Slidex Staph Plus engloba particulas de latex azul sensibilizadas com fibrinogénio
humano e anticorpos monoclonais. Permite, portanto, a detec¢cdo simultanea:

e do factor de afinidade para o fibrinogénio (clumping factor)

e da proteina A pelo fragmento Fc das 1gG de rato

e de um antigénio especifico ligado as estruturas periféricas de S. aureus

Na presenca de col6nias de Staphylococcus aureus, pode observar-se uma aglutinacgao visivel a

olho na.

Slidex Strepto A, Be D

Objectivo

O Slidex Strepto € um teste rapido de aglutinacdo de particulas de latex para o agrupamento dos
estreptococos dos grupos de Lancefield. Este teste permite uma identificacdo rapida e facil das

coldnias de estreptococos a partir de meios de isolamento.

Fundamento

Os estreptococos contém frequentemente antigénios especificos de grupo que podem ser
extraidos e identificados com anti-soros. Assim, 0s reagentes constituidos por particulas de latex
sensibilizadas com anticorpos dirigidos contra o0s antigénios fixam-se aos antigenios

correspondentes, produzindo uma aglutinacgéo visivel das particulas de latex.
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Ap0s cultura em gelose de sangue, as coldnias isoladas de estreptococos sdo colocadas num tubo
que contem o reagente de extraccdo. O antigenio especifico do grupo contido na parede é
extraido, de forma enzimatica, através de uma técnica simples e rapida. O antigénio extraido é
identificado pelas particulas de latex sensibilizadas com um anticorpo anti-antigénio de grupo
dos estreptococos. Se 0 antigénio estiver presente, o reagente latex correspondente é aglutinado.

Se 0 antigénio estiver ausente, o reagente latex permanece em suspensao homogénea.

Slidex pneumo-Kit

Objectivo

O Slidex pneumo-Kit é um teste rapido de aglutinacéo de particulas de latex para a identificacdo
de Streptococcus pneumoniae a partir dos meios de isolamento.

Fundamento
O Streptococcus pneumoniae ¢ um habitante normal das vias respiratorias superiores, onde pode
viver como comensal (40-70% dos individuos) mas podendo também causar pneumonia,

sinusite, otite, bronquite, bacteriemia e meningite.

O Streptococcus pneumoniae é uma bactéria em que o antigénio capsular permite distinguir um
grande numero de serotipos (82 serotipos segundo E. Lund). As particulas de latex sao
sensibilizadas por anticorpos que cobrem o conjunto dos serotipos e permitem identificar

Streptococcus pneumoniae atraves de uma reaccao de aglutinacao.

Os antigénios capsulares sdo identificados por particulas de latex sensibilizadas por anticorpos
anti-antigénio Streptococcus pneumoniae. Se um antigénio estiver presente o reagente de latex é
aglutinado. Se os antigénios ndo estiverem presentes, o reagente de latex mantém-se em

suspensdo homogeénea.
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ID indol TDA

Objectivo

O ID indol TDA permite detectar nas enterobactérias a presenca de uma triptofano desaminase
(TDA), assim como a producéo de indol. Permite assim a diferenciacdo presuntiva das bactérias

que possuem estas caracteristicas.

Fundamento

Deteccéo da presenca de TDA

A partir de colonias isoladas em meios contendo triptofano (ex. CPS ID 2), as bactérias
possuindo triptofano desaminase (TDA) degradam o triptofano libertando &cido indol-piravico.
Esta reaccdo € revelada pelo aparecimento de uma coloracdo castanha ap6s adicdo de uma

solucdo de percloreto de ferro.

TDA

Triptofano ——— acido indol-pirtvico

Deteccéo da producéo de indol
Algumas bactérias desaminam e hidrolizam o triptofano com obtencéo de indol e acido piravico.
Esta reaccdo € revelada pelo aparecimento de uma coloracdo azul apds adicdo de um reagente

contendo dimetilaminocinamaldeido e &cido cloridrico.

TDA

Triptofano ——— &cido indol-pirtvico

hidrolise

acido indol-pirdvico ——— indol + &cido pirdvico + amonia
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4. TESTE DE SENSIBILIDADE AOS ANTIBIOTICOS

4.1 Introducédo

O teste de sensibilidade aos antibioticos deve realizar-se para qualquer microrganismo que seja
responsavel por um processo infeccioso e que necessite de terapéutica antimicrobiana, sempre
que a susceptibilidade ndo puder ser previsivel pelo conhecimento da identidade do
microrganismo. Os testes de susceptibilidade estdo principalmente indicados quando o
microrganismo pertence a uma espécie capaz de exibir resisténcia aos antimicrobianos mais

frequentemente utilizados.

Existem varias técnicas para determinar a sensibilidade aos antibidticos, mas, na esséncia,
baseiam-se todas na determinacdo da capacidade que um microrganismo tem de se multiplicar in

vitro, na presenca de diferentes farmacos.

e ATB STAPH 5 (Biomérieux - Ref. 14 325)
e ATB UR 5 (Biomérieux - Ref. 14 335)
e ATB PSE 5 (Biomérieux - Ref. 14 345)
e ATB STREP 5 (Biomérieux - Ref. 14 355)

4.2 Teste de sensibilidade aos antibioticos

Objectivo
As galerias ATB permitem determinar a sensibilidade de determinadas bactérias aos antibidticos
em meio semi-solido em condi¢bes muito proximas das técnicas de referéncia segundo
recomendacdes do National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLYS):

e ATB STAPH 5: Estafilococos

e ATB UR 5: Enterobactérias urinarias

e ATB PSE 5: Pseudomonas e outros bacilos Gram (-) ndo fermentadores

e ATB STREP 5: Estreptococos.
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Fundamento

As galerias ATB contém 16 pares de cUpulas. O primeiro par, sem antibidtico, serve de padrao

de crescimento. Os pares seguintes contém antibidticos com uma ou duas concentracdes (c e C).

A bactéria a testar € colocada em suspensao e depois transferida para 0 meio de cultura e

inoculada na galeria. Apds incubacdo, a leitura do crescimento é efectuada visualmente. O

resultado obtido permite classificar a estirpe como Sensivel, Intermédia ou Resistente.

Leitura e interpretacéo

Detectar em cada cUpula a presenca de uma turvacgdo (+) por leitura visual.

Para os antibioticos testados com duas concentragdes:

Aspecto da cupula

c
claro
turvo

turvo

C
claro
claro

turvo

Resultado
c C
- - S
+ - |
+ + R

Estirpe

SENSIVEL
INTERMEDIA
RESISTENTE

Para os antibioticos testados com uma Unica concentrag&o:

Aspecto da cupula

claro

turvo

Resultado

Estirpe
SENSIVEL
RESISTENTE
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5. MARCHA GERAL DOS PRODUTOS BIOLOGICOS

Produtos biologicos analisados neste Laboratorio:

e Urina

o Exsudado vaginal
o Exsudado uretral

o Exsudado nasal

e Exsudado faringeo
o Expectoracao

o Exsudado purulento

e Fezes

5.1 Urocultura

Introducéo

As infeccdes do aparelho urinério sdo das infecgdes mais frequentes no Homem. A infeccdo
urinaria aguda é geralmente causada por bactérias da flora intestinal sapréfita, que invade o
aparelho urinario por via ascendente através da uretra. Os agentes etioldgicos mais frequentes
nas criancas e adultos, sem outras doencas associadas, sdo as Enterobactérias com grande

destaque para a Escherichia coli.

Colheita e transporte
Na colheita por miccdo o doente deverad colher a primeira urina da manh& ou, se impossivel,
colher urina apos ter estado pelo menos duas horas sem urinar. Técnica:

1. Afastamento dos grandes labios ou prepucio.

2. Limpeza metddica do meato uretral com gaze embebida em agua e sabdo.

3. Usando o mesmo processo, lavar s6 com agua e secar.

4. Recolha do jacto médio directamente para recipiente esterilizado ap6s desperdicar a

primeira porcao do jacto urinario.

123




RELATORIO DE ESTAGIO EM MICROBIOLOGIA

Apos a colheita, a urina deve ser transportada ao laboratério o mais rapidamente possivel uma
vez que devera ser semeada até uma hora apds a colheita. Se ndo for possivel, devera ser

refrigerada a 4°C e processada até as 24 horas ap0s a colheita.

Exame a fresco
Pesquisa de células epiteliais, leucdcitos, eritrocitos, bactérias, elementos leveduriformes e

parasitas no sedimento urinario.

Exame ap0os coloracado

Coloracéo de Gram.

Exame cultural
Meio de cultura
Gelose CPS ID 3 (CPS3).

Inoculacéo
O meio é semeado directamente a partir da urina. A amostra é semeada com uma ansa calibrada

de 10 pl, da seguinte forma:

1. Homogeneizar a urina.
2. Imergir na vertical a ansa na urina.
3. Descarregar a ansa efectuando uma estria num raio da placa (verificar se a gota foi

colocada correctamente).
4. Fazer estrias perpendiculares muito apertadas em toda a superficie da placa.

Incubacéo
37°C/18 a 24 horas.

Contagem
Apos incubacdo observar o crescimento bacteriano. O célculo da concentracdo bacteriana é

efectuado tendo em conta a densidade das coldnias presentes na placa:

e NUmero de bactérias/ml < 10* = Contaminag&o provavel
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Nota -

NUmero de bactérias/ml > 10* e < 10° = Exame duvidoso, repetir com nova colheita

Namero de bactérias/ml > 10° = Infeccéo provavel.

As infecgdes urinarias com mais de uma espécie sdo pouco frequentes, por isso 0 seu

aparecimento podera significar contaminacao.

Identificacdo

Colonias de cor rosa a vermelha escura ou translicidas com centro rosa a vermelho

escuro: Escherichia coli.

Colonias de cor azul turquesa e observacdo de cocos Gram (+) no exame directo:

Enterococcus. Se uma destas condices ndo for preenchida, a identificacdo do

microrganismo isolado deve ser efectuada com testes complementares.

Coldnias de cor verde a castanho-esverdeado e observacao de bacilos Gram (-) no exame

directo: grupo KESC.

Coloracéo castanho escuro a castanho das colénias ou do tapete bacteriano: efectuar uma

pesquisa do indol colocando sobre uma colonia uma gota do reagente contendo

dimetilaminocinamaldeido e &cido cloridrico da embalagem ID indol TDA. Notar a

coloracdo obtida apds alguns segundos:

- Coloracao azul = indol (+) — Proteus indologénico, Providencia ou Morganella.

- Auséncia de coloracdo azul = indol (-) — Proteus mirabilis. Confirmar pelo teste da
oxidase que é negativo para 0s Proteus.

Coldnias violetas — Presuncéo de Streptococcus agalactiae (estreptococo B-hemolitico do

grupo B).

Coldnias pigmentadas — Presunc¢do de Pseudomonas aeruginosa.

Colonias amarelas — Presuncédo de Staphylococcus aureus.

Colonias de outras cores — A identificacdo do microrganismo isolado deve ser seguida de

testes complementares.

Teste de sensibilidade aos antibioticos

No caso de uma cultura positiva, a escolha do antibiograma a realizar é feita em funcdo do

microrganismo isolado.
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5.2 Exsudado vaginal

Colheita e transporte
Fazer a colheita com espéculo sem lubrificante ou humedecido com soro fisioldgico estéril.
Colher o exsudado das paredes vaginais com zaragatoa.

e Zaragatoa estéril em meio com carvao para o exame cultural

e Zaragatoa estéril seca para 0 exame microscopico

e Zaragatoa esteril seca para pesquisa de estreptococos do grupo B em gravidas

Nota - O carvéo é inibidor dos produtos do metabolismo toxicos para a Neisseria gonorrhoeae.

Exame a fresco
A zaragatoa seca é embebida em soro fisiologico e colocada na estufa a 37°C/30 minutos. Apds
este periodo observa-se uma gota ao microscopico para a pesquisa de células epiteliais,

leucdcitos, eritrocitos, bactérias, elementos leveduriformes e Trichomonas vaginalis.

O exame essencial para o diagnostico de uma infeccdo por Trichomonas vaginalis é 0 exame a

fresco que permite observar a mobilidade dos parasitas.

Exame apds coloracéo

Pesquisa de bacilos de Doderlein, outras bactérias e “clue cells” apds coloragdo de Gram.

A preparacdo a fresco pode indicar a existéncia de “clue cells” sugestivo de vaginose bacteriana
por Gardnerella vaginalis. No entanto, na coloracdo de Gram, estas células véem-se melhor -

células epiteliais recobertas de bactérias com Gram variavel.

Exame cultural

Meios de cultura

e Gelose Columbia + 5% de sangue de carneiro (COS)
e Gelose Candida ID 2 (CAN 2)
e Gelose Chocolate PolyViteX (PVX)
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e Caldo Todd-Hewitt + Antibidticos (TODD H-T) em gravidas

Inoculacéo
A sementeira € feita por estrias. A inoculacdo por estrias € realizada com a finalidade de obter

coldnias isoladas e realiza-se com uma ansa a superficie do meio sélido.

Incubacdo

e Gelose Columbia + 5% de sangue de carneiro = 37°C com observacdo as 24 e 48 horas.

e Gelose Candida ID 2 = 37°C com observacao as 24 e 48 horas.

e Gelose Chocolate PolyViteX PVX= 37°C em atmosfera com 5% de CO2. Examinar as
culturas ap06s 24 horas de incubacdo. Se ndo houver crescimento, incubar novamente as
placas por mais 24 horas renovando a atmosfera enriquecida em CO2. Esta atmosfera é
obtida colocando as placas num frasco com tampa hermética e dentro do qual se acende
uma vela normal. As velas coloridas ndo sdo aconselhdveis por poderem libertar
substancias toxicas para as bactérias, inibindo o seu crescimento.

e Caldo Todd-Hewitt + Antibidticos = 37°C/24 horas e subcultura para gelose sangue.

Identificacdo
Apos incubacdo observar o crescimento bacteriano:

e Gelose sangue apds enriquecimento em caldo Todd-Hewitt
Pesquisa de estreptococos do grupo B de Lancefield em gravidas = Observacao de hemolise
(zona clara a volta da colénia ou por baixo da col6nia). Completar a identificacdo com a pesquisa
de catalase e o Slidex Strepto B.

e Gelose Candida ID 2
- Colodnias azul palido a azul escuro: caracteristico de C. albicans.
- Colodnias rosa: caracteristico de C. tropicalis, C. lusitaniae e C. Kefyr.

- Colonias branco creme: sem valor preditivo.
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e Gelose Chocolate PolyViteX VCAT3
Pesquisa de Neisseria gonorrhoeae = coldnias pequenas e geralmente transparentes a
partir das 24 horas de incubacdo. Com o prolongamento da incubagdo as coldnias tém
tendéncia a tornar-se mais opacas e maiores. A coloracdo de Gram revela diplococos

Gram (-) de morfologia caracteristica e o teste da oxidase é positivo.

5.3 Exsudado uretral

Colheita e transporte
Se possivel fazer a colheita do exsudado uretral antes da primeira micg¢do. Se ndo € possivel,
esperar pelo menos uma hora apés a ultima mic¢do. Limpar cuidadosamente a mucosa
circundante com gaze esterilizada e introduzir uma zaragatoa fina e flexivel com um movimento
de rotacdo cerca de 1 cm dentro da uretra.

e Zaragatoa estéril em meio com carvao para o exame cultural

e Zaragatoa estéril seca para 0 exame microscopico

Nota - O carvdo é inibidor dos produtos do metabolismo toxicos para a Neisseria gonorrhoeae.

Exame a fresco
A zaragatoa seca € embebida em soro fisioldgico e colocada na estufa a 37°C/30 minutos. Apds
este periodo observa-se uma gota ao microscopico para a pesquisa de células, leucécitos,

eritrocitos, bactérias, elementos leveduriformes e Trichomonas vaginalis.

O exame essencial para o diagnéstico de uma infec¢do por Trichomonas vaginalis é 0 exame a

fresco que permite observar a mobilidade dos parasitas.

Exame ap0s coloracao

Coloracédo de Gram.
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Exame cultural

Meios de cultura

e Gelose Columbia + 5% de sangue de carneiro (COS)
e Gelose Candida ID 2 (CAN2)
e Gelose Chocolate PolyViteX (PVX)

Inoculacdo
A sementeira € feita por estrias. A inoculacdo por estrias é realizada com a finalidade de obter

colonias isoladas e realiza-se com uma ansa a superficie do meio sélido.

Incubacdo
e Gelose Columbia + 5% de sangue de carneiro = 37°C/37°C com observacao as 24 e 48

horas.

e Gelose Candida ID 2 = 37°C/37°C com observagdo as 24 e 48 horas.

e Gelose Chocolate PolyViteX = 37°C em atmosfera com 5% de CO2. Examinar as
culturas apds 24 horas de incubagdo. Se ndo houver crescimento, incubar novamente as
placas por mais 24 horas renovando a atmosfera enriquecida em CO2. Esta atmosfera é
obtida colocando as placas num frasco com tampa hermética e dentro do qual se acende
uma vela normal. As velas coloridas ndo sdo aconselhaveis por poderem libertar

substancias tdxicas para as bactérias, inibindo o seu crescimento.

Identificacdo
Apos incubacédo observar o crescimento bacteriano:

e Gelose Columbia + 5% de sangue de carneiro
Anotar a presenca eventual de hemolises caracteristicas. A identificacdo do ou dos

microrganismos isolados deve ser seguida de testes complementares.

e Gelose Candida ID 2
Colédnias azul palido a azul escuro: caracteristico de C. albicans.
Colonias rosa: caracteristico de C. tropicalis, C. lusitaniae e C. Kefyr.

Colonias branco creme: sem valor preditivo.
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e Gelose Chocolate PolyViteX
Pesquisa de Neisseria gonorrhoeae = coldnias pequenas e geralmente transparentes a
partir das 24 horas de incubacdo. Com o prolongamento da incubagdo as coldnias tém
tendéncia a tornar-se mais opacas e maiores. A coloracdo de Gram revela diplococos

Gram (-) de morfologia caracteristica e o teste da oxidase é positivo.

5.4 Exsudado nasal

Colheita e transporte
Colheita do exsudado nasal inserindo uma zaragatoa em cada narina até encontrar resisténcia e
fazendo-a rodar suavemente contra a mucosa nasal.

e Zaragatoa estéril em meio de transporte para o exame cultural

e Zaragatoa estéril seca para 0 exame microscopico

Exame apos coloracado

Pesquisa de células epiteliais, leucécitos e bactérias na coloracdo de Gram.

Exame cultural
Meios de cultura
e Gelose Chapman 2(MSA2)

e Gelose Columbia + 5% de sangue de carneiro (COS).

Inoculacéo
A sementeira é feita por estrias. A inoculacdo por estrias é realizada com a finalidade de obter

colonias isoladas e realiza-se com uma ansa a superficie do meio sélido.

Incubacéo
37°C/24 horas.
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Identificacdo
Ap0s incubacao observar o crescimento bacteriano:

e Gelose Chapman
Pesquisa de Staphylococcus aureus = As colonias de S. aureus que fermentam o manitol
sdo amarelas e associadas a uma descoloracdo amarela em redor da colénia que difunde

no meio. Completar a identificagdo com o Slidex Staph Plus.

e Gelose Columbia + 5% de sangue de carneiro
Anotar a presenca eventual de hemolises caracteristicas. A identificacdo do ou dos

microrganismos isolados deve ser seguida de testes complementares.

Teste de sensibilidade aos antibioticos
No caso de uma cultura positiva, a escolha do antibiograma a realizar é feita em funcdo do

microrganismo isolado.

5.5 Exsudado faringeo

Introducéo
A principal causa de faringite é viral. Na faringite bacteriana a principal causa é o Streptococcus
B-hemolitico do grupo A.

Colheita e transporte
Deprimir a lingua com uma espatula e colher a amostra passando vigorosamente a zaragatoa ao
nivel das amigdalas e porcdo posterior da faringe, evitando tocar a lingua e a Uvula.

e Zaragatoa esteril em meio de transporte para o exame cultural

e Zaragatoa esteril seca para o exame microscopico.
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Exame directo
N&o se recomenda no diagnostico da faringite estreptocdcica, devido a existéncia de uma flora
mista e de um grande nimero de outros estreptococos na orofaringe, sendo por isso dificil a sua

interpretacéo.

Exame cultural

Meio de cultura

Gelose Columbia + 5% de sangue de carneiro (COS).

Inoculacdo
A sementeira é feita por estrias. A inoculacdo por estrias é realizada com a finalidade de obter

colonias isoladas e realiza-se com uma ansa a superficie do meio sélido.

Incubacéo
37°C/24 horas.

Identificacdo
Pesquisa de Streptococcus pyogenes (estreptococo B-hemolitico do grupo A de Lancefield) =

Observacdo de hemolise  (zona clara a volta da col6nia ou por baixo da colénia). Completar a

identificacdo com a pesquisa de catalase e o Slidex Strepto A.

5.6 Expectoracao

Colheita e transporte

Se possivel, colher a primeira expectoracdo da manha. Antes da colheita lavar a boca e
gargarejar s6 com 4&gua. Instruir o doente para colher expectoracdo por tosse profunda e
desprezar amostras de saliva ou rinorreia posterior. Colocar a amostra em recipiente estéril, seco,

de boca larga e tampa de rosca.
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Exame apos coloracgéo
Seleccionar uma porcdo purulenta da amostra, efectuar um esfregaco por estiramento e corar

pelo método de Gram.

Exame cultural

Principais microrganismos pesquisados

e Staphylococcus aureus

e Streptococcus pneumoniae
e Pseudomonas aeruginosa
e Kiebsiella pneumoniae

e Género Proteus

e Género Haemophilus

e Moraxella catarrhalis

e Candida sp.

Meios de cultura

e Gelose Columbia + 5% de sangue de carneiro (COS)
e Gelose Mac Conkey (MCK)

e Gelose Candida ID 2 (CAN 2)

e Gelose Chocolate Haemophilus 2 (HAE2).

Inoculacdo
A sementeira é feita por estrias. A inoculacdo por estrias € realizada com a finalidade de obter

colonias isoladas e realiza-se com uma ansa a superficie do meio sélido.

Incubacdo
e Gelose Columbia + 5% de sangue de carneiro = 37°C/24 horas

e Gelose Mac Conkey (MCK) = 37°C/24 horas
e Gelose Candida ID 2 (CAN2)= 37°C/48 horas
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e Gelose Chocolate Haemophilus (HAE2) = 37°C/24 horas em atmosfera com 5% de
CO2. Esta atmosfera € obtida colocando as placas num frasco com tampa hermética e
dentro do qual se acende uma vela normal. As velas coloridas ndo sdo aconselhaveis por

poderem libertar substancias toxicas para as bactérias, inibindo o0 seu crescimento.

Identificacdo
Ap0s incubacdo observar o crescimento bacteriano e completar a identificacdo do ou dos

microrganismos isolados com testes complementares.

Teste de sensibilidade aos antibidticos
No caso de uma cultura positiva, a escolha do antibiograma a realizar é feita em funcdo do

microrganismo isolado.

5.7 Exsudado purulento

Colheita e transporte

Todas as amostras tém de ser identificadas com os dados demogréaficos do doente, data e hora da
colheita, identificacdo do produto e local anatomico da colheita. O transporte ao laboratoério e
respectivo processamento deve ser o mais rapido possivel. As amostras que ndo sao
transportadas rapidamente ao laboratério que estejam contaminadas com flora mista da pele ou
que contenham microrganismos de colonizagcdo, conduzem a falsos resultados com o

consequente diagndstico clinico e respectiva terapéutica incorrectos.

e Zaragatoa estéril em meio de transporte para o exame cultural

e Zaragatoa esteril seca para o exame microscopico

Exame apos coloragéo

Coloracédo de Gram.
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Exame cultural

Meios de cultura

e Gelose Columbia + 5% de sangue de carneiro (COS)
e Gelose Mac Conkey (MCK)

e Gelose Chapman 2 (MSA2)

e Gelose Chocolate Haemophilus 2 (HAE2)

Inoculacéo
A sementeira € feita por estrias. A inoculacdo por estrias € realizada com a finalidade de obter

coldnias isoladas e realiza-se com uma ansa a superficie do meio sélido.

Incubacéo
Incubacéo a 37°C, aerobiose, 18-24 horas.

Identificacdo
Apds incubacdo observar o crescimento bacteriano e completar a identificacdo do ou dos

microrganismos isolados com testes complementares.

Teste de sensibilidade aos antibidticos
No caso de uma cultura positiva, a escolha do antibiograma a realizar é feita em funcdo do

microrganismo isolado.

5.8 Coprocultura

Colheita

Despiste por rotina de Salmonella spp e Shigela spp. Colher as fezes para um recipiente
esterilizado. Embora tradicionalmente seja aconselhado a colheita até um total de 3 amostras de

dejeccdes diferentes, nos casos agudos uma amostra é quase sempre suficiente.
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Exame macroscépico

Observar a consisténcia das fezes e a presenga de muco, pUs ou sangue.

Exame cultural

Meios de cultura
e Caldo Selenito F (SELENITO F-T)
e Gelose SS (SS)

Inoculacdo e incubacio

Semear as fezes directamente no caldo Selenito F e agitar para homogeneizar. Incubar os tubos
na estufa a 37°C/6-12 horas. Apds este periodo repicar para Gelose SS e incubar novamente a
37°C/24 horas.

Identificacdo
Apds incubacdo observar o crescimento bacteriano:

e Gelose SS
Pesquisa de colonias de Salmonella - incolores ou amarelas palidas com ou sem centro
negro.
Pesquisa de coldnias de Shigella - incolores, rosas palidas ou alaranjadas sem centro

negro.

5.9 Exame parasitologico das fezes

Colheita
Colher 3 amostras em dias sucessivos, de preferéncia em dias alternados. Colher as amostras de

fezes para recipiente limpo e seco.

Exame macroscopico

Observar a consisténcia das fezes e a presenca de muco, pUs, sangue ou parasitas.
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Exame a fresco

Fazer uma suspensdo de fezes em soro fisioldgico e observar uma gota ao microscépio.

Exame ap0s concentracgao
Método
Método de concentracdo pelo formol-éter (método de Ritchie).

Objectivo
Concentrar as formas parasitarias presentes nas fezes de modo a facilitar a sua pesquisa.

Fundamento

E um método baseado na diferenca de peso existente entre as formas parasitarias e o material

fecal. As formas parasitarias sdo concentradas no sedimento por centrifugacdo enquanto as

particulas grandes ficam retidas no filtro e as gorduras sdo separadas por flutuacdo na camada do

éter.

Em geral, este método permite uma boa recuperacdo das formas parasitarias. A principal

desvantagem do método consiste no facto de se usar éter que pode representar um perigo quer

durante a sua utilizacdo quer durante o seu armazenamento.

Teécnica

1. Retirar uma porcédo de fezes com um diametro aproximado de 1 cm e dissolver em 10-12
ml de soro fisioldgico.

2. Num pequeno funil filtrar através de gaze aproximadamente 10 ml de suspensdo para um
tubo de centrifuga.

3. Centrifugar o tubo contendo a suspensdo das fezes (1000-1200 rpm durante 3 a 5
minutos), desprezando o sobrenadante.

4. Ressuspender o sedimento em soro fisioldgico e centrifugar novamente.

5. Repetir os pontos 3 e 4 até obtencdo de um sobrenadante limpido.

6. Adicionar ao sedimento 10 ml de formalina a 10%. Agitar cuidadosamente e deixar

repousar durante 10 minutos.
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10.

Adicionar 3 ml de éter e agitar fortemente.

Centrifugar a mistura anterior (800 rpm durante 2 minutos). Formam-se quatro camadas:

pequena camada de sedimento contendo quistos de protozoarios e ovos de helmintas;
uma camada de formalina;
um rolhdo com restos fecais logo acima da camada de formalina;

uma Ultima camada de éter.

Libertar o rolhdo com uma pipeta de vidro e decantar as trés camadas de cima.

Ressuspender o sedimento, colocar uma gota da suspensdao numa lamina, juntar outra

gota de lugol e observar ao microscépio:

Objectiva de 10x — pesquisa de ovos (ex. Ascaris lumbricoides, Trichuris trichiura,

Enterobius vermicularis, Hymenolepis nana, Taenia sp.).

Objectiva de 40x — pesquisa de quistos (ex. Giardia lamblia).
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6. PESQUISAS ORIENTADAS

Em determinadas situacfes € solicitado pelo clinico a pesquisa de microrganismos especificos
que devido ao seu dificil crescimento nos meios habituais ndo fazem parte dos exames

bacterioldgicos de rotina.

Pesquisas orientadas realizadas neste Laboratdrio:

e Mycobacterium tuberculosis
e Mycoplasma

e Chlamydia

6.1 Pesquisa de Mycobacterium tuberculosis

Amostra
A pesquisa de Mycobacterium tuberculosis € efectuada na expectoracdo (mais frequente) e na

urina.

Colheita

Recipiente esterilizado.

Tratamento da amostra

Expectoracéao

O laboratorio utiliza um kit de tratamento de expectoracGes para a detecgdo das micobactérias
(Biomérieux — Ref. 42 103). Este kit destina-se a descontaminar (eliminar a flora comensal) e a

fluidificar as expectoracGes com vista a favorecer a pesquisa das micobactérias.

Antes da cultura para a detecgdo das micobactérias, os produtos de expectoracdo devem ser
submetidos a operacdes de fluidificacdo e de descontaminacdo. O método de Kubica, modificado
por Krasnow, baseia-se na utilizacdo simultanea da L-cisteina e do cloreto de benzalcénio. A L-

cisteina € um agente mucolitico de accdo rapida. O cloreto de benzalconio destréi a flora
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acompanhante sem, no entanto, inibir a cultura das micobactérias. O tampao fosfato neutraliza o

pH e a albumina bovina actua como agente protector.

Urina

Concentrar a amostra. A concentracéo, feita por centrifugacéo de todo o volume de urina destina-

se a aumentar a sensibilidade da microscopia e do exame cultural.

Exame ap0s coloracéo

Coloracéo de Ziehl-Neelsen.

Exame cultural

Meio de cultura

Meio Lowenstein-Jensen (LJ-T).

Incubacdo
37°C/60 dias com observacao semanal.

Nota - Incubar na estufa a 37°C com a tampa desenroscada, em posicao inclinada, até evaporacdo

do liquido, antes de enroscar os tubos.

Identificacdo
Apo6s incubacdo observar o crescimento. O crescimento do Mycobacterium tuberculosis

caracteriza-se por col6nias rugosas com um aspecto chamado “em couve-flor”.

6.2 Pesquisa de Mycoplasma

Amostra

Exsudado vaginal ou uretral.
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Colheita
Zaragatoa seca. Tendo os micoplasmas uma grande afinidade para as membranas das células das
mucosas, é importante efectuar bem a raspagem da mucosa para colher o maior nimero de

células possivel.

Reagente
Mycoplasma IST 2 (Biomérieux— Ref. 42 505).

Objectivo
O Mycoplasma IST 2 é um dispositivo completo destinado ao diagnéstico dos micoplasmas
urogenitais. Permite a cultura, identificacdo, contagem indicativa e a determinacdo da

sensibilidade aos antibidticos de Ureaplasma spp. e de Mycoplasma hominis.

Fundamento

Os micoplasmas sdo organismos comensais que colonizam a mucosa do tracto urogenital. Em
determinadas condigdes, proliferam excessivamente, podendo originar infeccdo. A espécie
Ureaplasma urealyticum foi dividida em duas novas espécies designadas por Ureaplasma
parvum e Ureaplasma urealyticum, as quais na galeria sdo pesquisadas em conjunto como

Ureaplasma spp.

Devido ao facto de poderem estar presentes como organismos comensais ou patogénicos, o
diagnostico da infeccdo requer identificacdo e quantificacdo. A decisdo terapéutica baseia-se no

titulo de micoplasma e na sintomatologia do doente.

O Micoplasma IST 2 associa um caldo de cultura selectivo a uma galeria que contém 22 testes. O
caldo adapta-se ao excelente crescimento dos micoplasmas (pH, substratos, associagdo de varios
factores de crescimento). A presenca de substratos especificos, ureia para o Ureaplasma spp. e
arginina para o M. hominis, e de um indicador (vermelho de fenol) permite, em caso de cultura
positiva, visualizar uma mudanca de cor do caldo ligada a um aumento de pH. A selectividade

em relacdo a flora de contaminagdo eventualmente presente na amostra é fornecida pela
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associacdo de 3 antibioticos e de um antifungico. O caldo é distribuido ap0s sementeira na

galeria.

Esta galeria permite obter simultaneamente a identificagdo, a contagem indicativa e a

sensibilidade a 9 antibidticos.

6.3 Pesquisa de Chlamydia

Amostra

Esfregaco endocervical ou uretral e urina.

Colheita
e Esfregacos — Remover o0 excesso de muco. Inserir uma zaragatoa propria no canal
endocervical ou uretral e rodar. Evitar contacto com a mucosa vaginal. Sendo a
chlamydia uma bactéria intracelular é importante efectuar bem a raspagem da mucosa
para colher o maior nimero de células possivel. Para a colheita uretral, o doente ndo deve
urinar pelo menos 1 hora antes da colheita.

e Urina— 12 urina da manh@ para recipiente esterilizado.

Reagente
Kit CHLAMY ChecK-1 (CoopLab).

Objectivo
O CHLAMY ChecK-1 é um teste imunocromatografico rapido para a deteccdo visual do

antigénio da Chlamydia.

Fundamento
As chlamydias sdo bactérias Gram (-) que se encontram adaptadas a uma existéncia intracelular
nas células eucariotas do hospedeiro. Estes agentes patoldgicos, hd muito conhecidos como a

causa de tracoma que afecta milhGes de pessoas no terceiro mundo, tém sido recentemente
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reconhecidos como agentes etiologicos de varias infeccbes do tracto urogenital sexualmente

transmitidas entre pessoas dos paises desenvolvidos.

A Chlamydia trachomatis causa uretrite ndo gonocdcica em homens sexualmente activos. Na
mulher origina vaginite e cervicite. As complicacbes da infeccdo genital s&o no homem
epididimite e na mulher salpingite e doenca inflamatoria pélvica que pode levar a esterilidade e a
gravidez ectopica. Entre 20 a 40% dos recém-nascidos de mées com cervicite adquirem infeccdo
por chlamydia durante a passagem pelo canal de parto, que se pode manifestar como conjutivite
(15 a 20%) ou como pneumonia (10 a 20%).

Existem varios serotipos de Chlamydia trachomatis, os quais podem ser tipados, quer por
microimunofluorescéncia, quer por antisoros especificos, que estdo relacionados com o tipo de
infeccdo que originam: A, B, Ba e C provocam tracoma endémico/doenca ocular nao
sexualmente transmitida, D-K que ocasionam doenca oculogenital e L1-L3 que originam

linfogranuloma venéreo. Estes dois ultimos tipos de infeccdo sdo sexualmente transmitidas.

Os antigénios utilizados para a identificacdo e diferenciacdo da chlamydia estdo localizados na
zona externa da célula. Estas bactérias possuem antigénios proteicos que as distinguem em C.
trachomatis e C. psittaci, entre as variantes LGV e tracoma. Além disso, todas as chlamydias
possuem um antigénio termoestavel que se encontra presente em todas as fases do ciclo de
desenvolvimento e que em parte se assemelha a um lipopolissacarido (LPS) caracteristico das

bactérias Gram (-).

Idealmente o diagnéstico das infeccBes por chlamydia requer o isolamento da bactéria em
culturas celulares. Infelizmente, a metodologia de cultura em células € dificil, demora 3 a 6 dias,
é dispendiosa e nem sempre disponivel nos laboratdrios comuns. O diagnostico serolégico possui
um valor clinico reduzido. O CHLAMY ChecK-1 fornece assim, um teste simples e directo para
a deteccdo do antigenio de chlamydia, que € ao mesmo tempo especifico e rapido.

O CHLAMY ChecK-1 é um teste qualitativo rapido de imunoensaio com um s6 passo baseado

no principio da “sandwich” imunocromatografica. O método utiliza uma combinagéo Unica de
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conjugado monoclonal-composto de cor e uma fase sélida com anticorpos policlonais para
selectivamente identificar o antigénio LPS da espécie de Chlamydia trachomatis com um alto

grau de sensibilidade.

Neste teste, a amostra é primeiro tratada com um tampéo de extraccdo para isolar Chlamydia
trachomatis se existir. A seguir a extraccdo do antigénio o Unico passo necessario € adicionar o

extracto na janela da amostra do dispositivo CHLAMY ChecK-1.

Assim que a amostra flui através do dispositivo adsorvente, o anticorpo conjugado com o
composto de cor liga-se ao antigénio LPS da chlamydia, formando um complexo antigénio-
anticorpo. O dispositivo esta em contacto com a tira teste imunocromatografica que possui uma

regido com anticorpo policlonal anti-chlamydia imobilizado na janela teste.

O complexo antigénio-anticorpo move-se por acc¢ao da capilaridade ao longo da tira formando
uma banda corada proveniente da imobilizacdo do complexo na zona teste, indicando a presenca
de antigénios anti-chlamydia no extracto. Se os antigénios ndo se encontram presentes a janela

teste permanece sem qualquer banda de cor.

O CHLAMY ChecK-1 fornece igualmente um controlo integrado no dispositivo. O aparecimento
de uma segunda banda de coloracdo rosa na janela controlo, formada pela imobilizacdo do
excesso de complexo pela zona de anticorpo localizada na janela de controlo, demonstra que o

teste foi executado correctamente.
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AVALIACAO EXTERNA DA QUALIDADE

A avaliacdo externa da qualidade também denominada avaliagdo de proficiéncia, avaliacdo do
desempenho ou controlo de qualidade externo, consiste na avaliacdo do desempenho do
Laboratorio de Microbiologia através da analise dos resultados obtidos/emitidos nos exames de

material de controlo, realizados da forma e nas condi¢des habituais de funcionamento.

Na prética, a avaliacdo externa da qualidade consiste num sistema em que amostras de contetdo
conhecido mas nao revelado (amostras ficticias), sdo introduzidas no laboratério por uma
entidade externa para serem examinadas exactamente da mesma forma que s&o examinadas na
pratica habitual do laboratorio as amostras semelhantes dos doentes/utentes. Os resultados
obtidos sdo depois comparados com o0s resultados esperados e estatisticamente tratados pela

entidade organizadora.

Este Laboratério de Microbiologia participa em dois programas de avaliacdo externa da
qualidade:
e Bacteriologia - United Kingdom National External Quality Assessment Service (NEQAS)

e Parasitologia - Instituto Nacional de Satde Dr. Ricardo Jorge (INSA)

Periodicamente os resultados sdo avaliados e discutidos em reunides de Servico com 0s
responsaveis e todos os colaboradores envolvidos, sendo estes resultados os parametros
fundamentais para avaliagdo do desempenho e do funcionamento dos servigos e considerados

como referéncias nas auditorias internas e externas do Laboratério.
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CONCLUSAO

O Estagio no Laboratério de Microbiologia do Laboratério Médico Dr.2 Quintino Rogado foi
uma experiéncia profissional muito enriquecedora. Durante a minha permanéncia pude
consolidar os conhecimentos adquiridos na minha actividade anterior e complementa-los com

novas aprendizagens.

No periodo em que decorreu o estagio tive a possibilidade de manipular os varios produtos
bioldgicos ao longo da sua marcha laboratorial, incluindo 0 exame macroscopico e microscopico,
seleccdo dos meios de cultura, sementeira, isolamento, identificacéo e teste de sensibilidade aos

antibidticos.

Para além da forte componente pratica que o estagio inclui adquiri também conhecimentos
tedricos sobre o0s microrganismos importantes em patologia humana - caracteristicas
morfolégicas e funcionais, ciclos de vida, transmissibilidade, patogenia, epidemiologia,
terapéutica, etc. e conhecimentos sobre a problematica da infeccdo — factores individuais e
comunitarios, relacdo hospedeiro-microrganismo, flora normal e sua distribuicdo, patogénicos

obrigatdrios e patogénicos facultativos (oportunistas), profilaxia da infeccéo, etc.

Constatei uma vez mais que o Laboratorio de Microbiologia pode fornecer informacéo crucial
para o diagnostico e tratamento das doencgas infecciosas suspeitas ou confirmadas, no entanto, s6
0 podera fazer se as amostras forem de boa qualidade, em quantidade suficiente, colhidas

adequadamente e acompanhadas por informacdo clinica pertinente.

Por tudo isto considero que o plano de Estagio referido na introducdo foi cumprido e que o0s
objectivos do estagio contidos no Regulamento dos estagios profissionalizantes do Mestrado em
Anélises Clinicas (Artigo 2°) foram atingidos, nomeadamente a integracdo no meio profissional e
0 contacto com os outros profissionais de saude, a aplicacdo dos conhecimentos adquiridos num
contexto de trabalho, a capacidade de trabalho multidisciplinar e em equipa e o contacto com 0s

doentes aplicando principios éticos e deontolégicos.
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LISTA DE ABREVIATURAS

AL — Amiloidose a cadeias leves

CLL — Cadeias leves livres

CLLd - Diferenca entrea as cadeias leves livres envolvidas no tumor e as ndo tumorais
CLLe — Cadeias leves livres envolvidas no tumor
DDCL - Doenca de deposito das cadeias leves

DP — Discrasias plasmocitarias

ELP — Electroforese das proteinas

GMSI — Gamapatia monoclonal de significado indeterminado

IFX — Imunofixacao

Ig — Imunoglobulina

1gG — Imunoglobulina G

K — kappa

A —lambda

MM — Mieloma mdltiplo

MMAS — Mieloma multiplo assintomatico
MMCL — Mieloma multiplo a cadeias leves
MO — Medula dssea

Proteina-M — Proteina monoclonal

RC — Remissdo completa

RCe — Remissdo completa estrita

rCLL — Razdo kappa/lambda

RP — Resposta parcial

SCLL — Cadeias leves livres no soro
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INTRODUCAO

Durante 150 anos a presenca de proteina de Bence Jones (cadeias leves livres — CLL) na urina
foi um importante marcador de diagnostico para o Mieloma Multiplo, sendo por isso considerado
o primeiro marcador tumoral descrito. No entanto, a técnica utilizada na sua avaliacdo era
manifestamente rudimentar e com pouca sensibilidade, o que limitou a sua utilizagdo e interesse.
Nos Ultimos anos ressurgiu e alargou-se o interesse pelas CLL. O desenvolvimento de novos
testes que permitem a sua quantificacdo no soro abriu as portas a novas abordagens aumentando

a sua importancia no estudo das discrasias plasmocitarias.

As discrasias plasmocitarias (DP) tém em comum a expansdo de um unico clone de células
secretoras de imunoglobulinas e o consequente aumento dos niveis séricos de uma
imunoglobulina completa ou de uma das suas frac¢fes. Incluem um largo espectro de patologias
que vao desde a frequentemente benigna gamapatia monoclonal de significado indeterminado
(GMSI) até ao plasmocitoma potencialmente tratdvel e as patologias mais agressivas que
apresentam risco de vida como o Mieloma Multiplo (MM) e a Amiloidose a cadeias leves (AL).
Para qualquer uma destas entidades a avaliagdo do componente monoclonal circulante

(imunoglobulina completa ou frac¢do) tem sido o pilar do diagndstico e monitorizacéo.

Até aos anos 90, o repertorio de testes para avaliar e caracterizar estas imunoglobulinas
monoclonais incluia a electroforese de proteinas, a imunoelectroforese, posteriormente
substituida pela imunofixacdo e o doseamento por nefelometria das cadeias pesadas e leves totais
das imunoglobulinas no soro. Para a maioria dos doentes com GMSI e MM, estes testes sdo
adequados, no entanto, sdo insuficientes para a maioria dos doentes com AL ou com mieloma a

cadeias leves ou oligosecretor, 0s quais escapam nesta triagem.

No inicio dos anos 2000 foi desenvolvido um teste para dosear as CLL no soro (1), o qual se
distinguia dos anteriores por conter anticorpos policlonais capazes de reagir unicamente com 0s
epitopos das cadeias leves que estdo escondidos quando as cadeias leves e pesadas estdo ligadas,
mas que ficam disponiveis para formar o imunocomplexo quando aquelas estdo livres. O teste

permite a determinagédo das CLL «, CLL A e da razdo /A, sendo esta ultima um forte indicador
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numérico de monoclonalidade e portanto uma valiosa ferramenta para fazer a distin¢do entre

patologias policlonais e monoclonais.

A abordagem de doentes com AL e MM ndo secretor foi revolucionada por este teste, ja que
tornou possivel nestas situacfes a deteccdo e caracterizacdo do componente monoclonal de
forma simples e atempada. Estudos recentes mostram também que as CLL na altura do
diagndstico sdo um factor de risco independente sugerindo que a sua determinacdo deva ser
incluida no Indice Internacional de Estadiamento para o MM. Também de particular interesse é a
determinacdo das CLL na GMSI dado que em combinagdo com a concentracdo do componente
monoclonal e a classe de imunoglobulina permite fazer uma estratificacdo do risco de progressao

da doenca e racionalizar os protocolos de monitorizagao destes doentes.

No contexto do diagndstico, o doseamento de CLL no soro, juntamente com a electroforese das
proteinas e a imunofixacdo, constituem um protocolo com excelentes niveis de sensibilidade e
especificidade permitindo para a maioria das situacdes de DP prescindir dos testes na urina de 24
horas (excepgdo — AL).

Este trabalho tem como objectivo fazer uma revisdo actualizada da determinacdo das cadeias
leves livres demonstrando a sua importancia no estudo das discrasias plasmocitarias

considerando as trés vertentes fundamentais: diagndstico, prognéstico e monitorizagéo.

Para melhor sistematizacao o tema sera organizado da seguinte forma:

1. Historia das cadeias leves livres.

2. Biologia das cadeias leves das imunoglobulinas - estrutura, sintese, eliminacdo e
metabolizacéo.

3. Imunoensaio para o doseamento das cadeias leves livres.

4. Discrasias plasmocitarias.

5. Importéncia das cadeias leves livres no estudo das discrasias plasmocitarias - diagnostico,
prognastico e monitorizacao.

6. Conclusoes.
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1. HISTORIA DAS CADEIAS LEVES LIVRES

Sendo as CLL das imunoglobulinas sinénimo de proteina de Bence Jones, a historia foi muito
generosa com o Dr. Bence Jones, mas ndo o foi tanto com outros envolvidos na sua descoberta e

desenvolvimento (2).

No dia 30 de Outubro de 1845, o Dr. William Macintyre, médico no Western General
Dispensary em Londres, foi chamado de urgéncia e a pedido do médico de familia o Dr. Thomas
Watson, para assistir o doente Thomas Alexander McBean, um respeitavel comerciante de 45
anos que sofria de dores Gsseas e fracturas multiplas. Apds examinar o doente, o Dr. William
Maclntyre notou a presenca de edemas e considerando a possibilidade de nefrose, testou a urina
a procura de albumina. Para sua consternacdo, a proteina precipitada apds o aquecimento da

urina redissolvia-se de forma incaracteristica, quando aquecida a 75°C.

Os dois médicos decidiram entdo enviar amostras de urina para o Hospital St. George dirigidas a
um conceituado especialista em bioquimica. Uma nota escrita pelo Dr. Watson acompanhava a

urina:

“"Dear Dr Bence Jones,
The tube contains urine of very high specific gravity. When boiled it becomes highly opaque. On
the addition of nitric acid, it effervesces, assumes a reddish hue, and becomes quite clear, but as

it cools assumes the consistence and appearance which you see. Heat reliquifies it. What is it?””

Ao longo dos dois meses seguintes o estado do doente foi-se deteriorando, acabando este por
morrer no dia 1 de Janeiro de 1846. Em 1850, o Dr. Maclntyre publicou o0 exame post-mortem e
a descricdo da peculiar descoberta na urina. Infelizmente para ele o Dr. Henry Bence Jones
(figura 1) ja tinha descrito o fendmeno em dois artigos de autor, um dos quais publicado no The
Lancet em 1847. Nesse artigo, a proteina encontrada era designada como ¢xido de albumina e
associada a patologia 0ssea. A reputacdo de Bence Jones estava assegurada, ele publicou mais de
40 artigos e tornou-se rico e famoso com base na sua prética clinica, palestras e observacoes

originais.
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Figura 1. Henry Bence Jones (1813-1873) (Wikipedia, the

free encyclopedia [internet]. Disponivel a partir de:
http://en.wikipedia.org/wiki/Henry_Bence_Jones).

Em 1909 tinham sido reportados mais de 40 casos de
proteindria de Bence Jones e ja se considerava que esta

proteina tinha origem nos plasmaocitos da medula 6ssea.

Em 1922, Bayne-Jones e Wilson caracterizaram dois

7 tipos de proteinas de Bence Jones ao observarem as

reaccOes de precipitacdo utilizando antisoro de rato

imunizado com urina de vérios doentes. As proteinas

foram classificadas como sendo de grau | ou grau Il. No entanto, s6 em 1956 é que Korngold e
Lapiri, utilizando a técnica de imunodifusdo, mostraram que 0 antisoro contra 0s dois grupos
também reagia com as imunoglobulinas do mieloma. Em homenagem as suas observacdes 0s
dois tipos de proteina de Bence Jones foram denominados kappa e lambda (x e A). Em 1962,
Edelman e Gally, mostraram que as CLL preparadas a partir de imunoglobulinas IgG
monoclonais eram iguais a proteina de Bence Jones. Passaram 117 anos desde a primeira
observacao até ser finalmente determinada a natureza e funcdo da proteina de Bence Jones.

Notavelmente, o teste na urina permaneceu inalterado pelo mesmo periodo de tempo.

Em paralelo com as observacdes clinicas e cientificas do papel da proteina de Bence Jones
entraram na rotina dos laboratérios clinicos as técnicas de electroforese para separacdo de
proteinas. Em 1939, Longsworth et al. reconheceram picos com base estreita na electroforese do
soro de doentes com Mieloma Multiplo. A electroforese foi sendo aperfeicoada, primeiro atraves
da utilizagéo do papel como substrato, seguido de acetato de celulose e agarose nos anos 50 e 60.
Seguiram-se as técnicas de imunoelectroforese e nos anos 80 foi finalmente estabelecida a

imunofixacdo nos moldes em que hoje é executada.
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A identificagdo clara das moléculas k e A foi possivel com a utilizacdo de anticorpos especificos
para cada um destes subtipos de proteinas. Inicialmente foi usada a imunodifusdo, seguida da
imunoelectroforese em 1953, imunodifusdo radial e por Gltimo nefelometria e turbidimetria. No
entanto, o desenvolvimento de testes para o doseamento da proteina de Bence Jones no soro
(cadeias leves livres no soro — sCLL) permaneceu inatingivel devido a dificuldade dos anticorpos
conseguirem distinguir entre SCLL e a grande quantidade de cadeias leves nas moléculas de

imunoglobulina completa.

A primeira tentativa de dosear CLL no soro com sucesso foi em 1975. Antes de proceder a
analise foi utilizada cromatografia em coluna para separar as cadeias leves livres das
imunoglobulinas completas. Apesar dos resultados obtidos serem precisos e demonstrarem 0 uso
potencial do teste no soro, eram impraticaveis para utilizacdo na rotina. Estudos posteriores
focaram-se na utilizacdo de anticorpos dirigidos contra epitopos ~“escondidos™ das CLL. Estes
epitopos estdo localizados na interface entre as cadeias leves e as cadeias pesadas das
imunoglobulinas e tornam-se detectiveis quando as cadeias leves estdo livres. Foram utilizados
radioimunoensaios e imunoensaios enzimaticos utilizando antisoros policlonais contra as CLL
em amostras de urina, mas a sua especificidade permaneceu inadequada para doseamento no

SOro.

A utilizacdo de anticorpos monoclonais seria a abordagem 6bvia para melhorar a especificidade,
no entanto os reagentes eram dificeis de desenvolver e a sua utilizacdo restringia-se a
radioimunoensaios e imunoensaios enzimaticos. Foram feitas tentativas para desenvolver ensaios
de turbidimetria e nefelometria utilizando anticorpos policlonais mas estes ndo conseguiam
detectar concentracbes normais de SCLL e as reac¢Oes cruzadas com as imunoglobulinas
completas eram inaceitaveis. Em 2001, foram finalmente desenvolvidos imunoensaios com
anticorpos policlonais que conseguiam dosear as CLL em quantidades normais no soro (1). A
sua utilidade ficou rapidamente estabelecida quando foram detectadas CLL monoclonais no soro
da maioria dos doentes diagnosticados como tendo um mieloma néo secretor. Além disso, como
descrito no The Lancet, todos os 224 doentes com mieloma multiplo a cadeias leves (MMCL)

que tiveram proteindria de Bence Jones, também tiveram concentracfes elevadas de sCLL (3).
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Estes resultados e muitos outros, como vamos ver neste trabalho, anunciam a utilizacdo
generalizada dos imunoensaios de sCLL. A longa histdria da proteina de Bence Jones pode estar

a entrar no seu capitulo final, 165 anos depois de ter comecado.
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2. BIOLOGIA DAS CADEIAS LEVES DAS
IMUNOGLOBULINAS

2.1 Estrutura

As imunoglobulinas sdo proteinas que possuem todas a mesma estrutura basica - duas cadeias
peptidicas leves e duas cadeias peptidicas pesadas, que estdo ligadas entre si por pontes
bissulfidricas (figura 2). Na molécula de imunoglobulina sdo referenciadas duas regides
funcionais: a extremidade Fab, ou variavel, é a regido que reconhece e que se liga ao antigénio e
a extremidade Fc, constante, que € responsavel pela interaccdo com outros componentes do
sistema imunitario designadamente o complemento e as células CD4+. A maioria das
imunoglobulinas tém funcdo de anticorpo e sdo produzidas pelos linfocitos B ap6s estimulacéo e
diferenciacdo quando em presenca de um antigénio.

As cadeias pesadas podem ser de cinco tipos: alfa, gama, delta, epsilon e mu, sendo as
imunoglobulinas classificadas de acordo com o tipo de cadeia pesada em cinco classes: IgA, 19G,
IgD, IgE e IgM respectivamente. As cadeias leves podem ser de dois tipos: kappa ou lambda. No
homem séo produzidas aproximadamente duas vezes mais cadeias leves k do que cadeias A.
Cada cadeia leve é constituida por uma Unica cadeia polipeptidica com cerca de 220

aminoacidos.

Intact Immunoglobulin Free Light Chain

Exposed surface

Previously
hidden
surface

Hidden surface

Figura 2. Representacdo esquematica de uma imunoglobulina

completa e das cadeias leves livres (4).
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Cada molécula de cadeia leve é codificada por um dominio N-terminal que contem a regido
variavel (V) e um dominio C-terminal (C) que contem a regido constante. Estes dominios
encontram-se ligados por um segmento génico (J). A maior variabilidade encontra-se nas regifes
hipervaridveis (CDR) do dominio V. Os genes que codificam os anticorpos sdo formados nos
linfécitos B pela juncdo de segmentos de DNA que estdo muito distantes no DNA das células
germinativas e outros tipos de células somaticas. Uma de cada regido génica V e J no genoma
esta ligada a um Unico gene C, consequentemente, 0s genes das imunoglobulinas diferem
dependendo dos dominios V e J. Com excepg¢do de alguns aminodcidos a regido constante C
apresenta muito pouca variabilidade, em contraste a regido varidvel apresenta uma grande
diversidade estrutural, particularmente ao nivel dos aminoacidos implicados na ligacdo ao

antigénio.

Os primeiros 23 aminoacidos da regido varidvel possuem um numero limitado de variacfes
conhecidas como subgrupos. Através da utilizacdo de anticorpos monoclonais podem ser
identificados subgrupos de CLL, 4 kappa (Vk1-Vk4) ¢ 6 lambda (VA1-VA6). A estrutura do
subgrupo influencia o potencial de polimerizacdo das CLL, de tal modo que a AL esta associada

ao subgrupo VA6 e a doenca de deposito das cadeias leves (DDCL) aos subgrupos Vk1 e V4.

2.2 Sintese

As CLL « (cromossoma 2) possuem cerca de 40 genes funcionais Vk, 5 genes Jk € um unico
gene Cx. As CLL A (cromossoma 22) sdo formadas por aproximadamente 30 genes VA, 4 pares

de genes funcionais JA e um gene CA.

As CLL s&o incorporadas nas moléculas de imunoglobulina durante o desenvolvimento dos
linfocitos B, sendo expressas inicialmente na superficie das células pré-B. A sua produgéo ocorre
ao longo do subsequente desenvolvimento das células B, atingindo a sua produ¢do maxima ao
nivel dos plasmacitos. Os tumores associados aos diferentes estadios de maturacéo das células B
secretam CLL monoclonais para a circulacdo passiveis de serem detectadas através de

imunoensaios (figura 3).
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Figura 3. Desenvolvimento dos linfocitos B e patologias associadas (2).

A produgdo normal de CLL a partir das células B da medula 6ssea (MO) e dos ganglios
linfaticos é de aproximadamente 500mg por dia. As moléculas entram na corrente sanguinea e
sdo rapidamente distribuidas entre o compartimento intravascular e extravascular. Em condic¢Ges
normais a medula éssea contém cerca de 1% de plasmdcitos, enquanto que nos doentes com MM
este valor pode ser superior a 90%. Em certos casos de infecgdo crénica ou doenca autoimune a
MO pode conter 5-10% de plasmadcitos, o que se associa a hipergamaglobulinémia com o
correspondente aumento policlonal de CLL. A identificagdo de plasmdcitos monoclonais na MO
por histologia ou técnicas de citometria de fluxo é uma parte essencial do diagnéstico de MM e
baseia-se frequentemente na detecgdo intracelular de cadeias k e A com caracteristicas de

monoclonalidade. E igualmente importante definir caracteristicas de neoplasia nestes
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plasmécitos medulares do MM para o que sdo utilizados painéis de marcadores associados ao
plasmécito normal (CD38+; CD138+; CD19+; CD56-; CD117-; CD45+). Qualquer alteracédo a
este painel define uma populagdo andmala.

Os plasmacitos produzem um dos cinco tipos de cadeias pesadas juntamente com cadeias leves «
ou A. Para que a que a imunoglobulina completa adquira a conformagao adequada a producao de
CLL é cerca de 40% superior a sintese de cadeias pesadas. Tal como referido anteriormente, ha
duas vezes mais plasmdcitos a produzir cadeias x do que A. As CLL « sd3o normalmente
monomeéricas, enquanto que as CLL A tendem a associar-se formando dimeros, mas podem

ocorrer formas de ambas as cadeias com graus superiores de polimerizacédo (figura 4).

4

N\

K monomer 25 kDa A dimer 50 kDa

Kappa Lambda

Figura 4. Representacdo esquematica de plasmodcitos a produzirem imunoglobulinas

completas com CLL x monoméricas ¢ CLL A diméricas (van Hoeven KH. Serum free light chain

assays in the diagnosis and monitoring of multiple myeloma and other monoclonal gammopathies, The Binding

Site [internet]. Disponivel a partir de: http://www.bindingsite.co.uk/media/vanHoeven080207.pdf ).
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2.3 Eliminacdo e metabolizacao

Em condig¢des normais as CLL tém uma semi-vida curta, sendo filtradas pelo glomérulo renal e
metabolizadas nos tubulos proximais dos nefronios. As CLL monoméricas, caracteristicamente
K, sdo eliminadas em 2-4 horas e as CLL diméricas, tipicamente A, sdo eliminadas em 3-6 horas.
Em doentes com MM em faléncia renal a remocao das CLL da circulacdo pode demorar 2-3 dias.
Em contraste, as imunoglobulinas IgG tém uma semi-vida de cerca de 21 dias. A metabolizacéo
diéria das CLL pelo rim pode ser de aproximadamente 10-30g, pelo que é facil perceber que para
que se encontrem CLL na urina estas tém que estar muito aumentadas no soro de forma a saturar

0s mecanismos de absorcao.

Os tubulos renais distais secretam grandes quantidades de uromucoide (proteina de Tamm-
Horsfall). Esta é a proteina dominante na urina normal e pensa-se que tem um papel importante
na prevencdo das infeccdes urinarias ascendentes. E uma glicoproteina relativamente pequena
(80 kDa) que se agrega em polimeros de 20-30 moléculas. Um aspecto interessante é o facto
desta proteina possuir uma pequena sequéncia peptidica capaz de se ligar especificamente as
CLL, formando cilindros que s&o encontrados tipicamente na insuficiéncia renal aguda associada
ao MMCL.

Em condi¢Ges normais, 5-10mg de CLL sdo excretados por dia na urina. A sua origem exacta

ainda ndo foi esclarecida mas provavelmente entram na urina através da superficie mucosa da

parte distal dos nefrénios e uretra, juntamente com a IgA secretoria (figura 5).
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Figura 5. Representacdo esquematica de um nefronio e os mecanismos de

filtracdo, metabolizacdo e excrecdo das CLL (2).

Tal como referido anteriormente, os mondémeros k tém uma eliminagéo trés vezes mais rapida do
que as moléculas diméricas A devido ao seu tamanho menor. Apesar da producdo de CLL « ser
duas vezes a das CLL A, a sua remog¢do mais rapida da circulagdo faz com que a sua

concentracdo sérica seja, na realidade, aproximadamente 50% mais baixa.

Devido a grande capacidade de metabolizacdo pelos tabulos proximais, a quantidade de CLL na
urina, mesmo quando a producdo estad consideravelmente aumentada, esta mais dependente da
funcdo renal do que da sintese tumoral. Em consequéncia, num doente com MMCL a

concentracdo de CLL na urina e no soro podem néo evoluir de forma similar.

Considerando um hipotético doente com MMCL, a medida que o tumor cresce hd um aumento
constante das sCLL. Quando a sintese de CLL excede os 10-30g/dia (mais do que 30 vezes o
normal) h&a uma saturacdo dos mecanismos de absorcéo renal e grandes quantidades de CLL

passam para a urina. Nesta fase séo identificados a maioria dos doentes com MMCL.
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As CLL ndo absorvidas pelos tubulos proximais entram nos tdbulos distais podendo causar
inflamacdo ou precipitar sob a forma de cristais, o que pode levar ao bloqueio do fluxo de urina
causando a destruicdo do nefronio. As concentracbes de CLL continuamente crescentes séo
filtradas pelos nefrénios remanescentes levando a um ciclo vicioso de destruigdo renal acelerada

com aumento de sCLL.

Este processo prolonga a semi-vida das sCLL de tal forma que as concentracdes no soro sobem
rapidamente em contraste com a excrecdo urinaria que diminui a medida que o doente
desenvolve faléncia renal terminal. Consequentemente, os niveis de CLL no soro e na urina
divergem nos estadios tardios da doenca. Enquanto que o aumento das concentracfes no soro
indica progressdo da doenca, concentragBes urinarias mais baixas poderiam sugerir erradamente

uma estabilizagdo ou melhoria do doente.

A compreensdo da nefrotoxicidade das cadeias leves livres e da forma como esta pode
condicionar a sua concentragdo no soro e na urina, assim como o conhecimento dos mecanismos
fisioldgicos e patologicos referidos, permite concluir que na monitorizagdo de doentes com
patologias com CLL monoclonais a sua avaliacdo no soro é mais credivel do que a mesma

avaliacdo na urina.
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3. IMUNOENSAIO PARA O DOSEAMENTO DAS
CADEIAS LEVES LIVRES

ConcentracOes elevadas de CLL x e A podem ocorrer em diversas situagdes incluindo a
estimulacdo imunitaria, a insuficiéncia renal e as discrasias plasmocitarias. Individuos com
hipergamaglobulinémia policlonal ou insuficiéncia renal tém frequentemente CLL « e A no soro
elevadas devido ao aumento da sua sintese ou & diminuicdo da sua eliminagdo renal
respectivamente, no entanto, a razdo k/A (rCLL) permanece normal nestas situacdes (5). Uma
rCLL significativamente alterada é em regra geral devido a uma patologia plasmoproliferativa
(ou linfoproliferativa) que secreta CLL em excesso e perturba o balanco normal das cadeias leves

livres x € A.

Os testes electroforéticos sé podem ser usados para quantificar picos de cadeias leves
monoclonais pois ndo sdo suficientemente sensiveis para identificar as CLL ndo tumorais. A
determinacdo da rCLL reforca a utilidade dos imunoensaios para sSCLL ao fornecer um

importante indicador numérico de clonalidade.

O teste para 0o doseamento das cadeias leves livres no soro recomendado pelo International
Myeloma Working Group (Freelite, The Binding Site, Birmingham, UK) é constituido por
anticorpos policlonais. O ensaio consiste em duas determinacGes por nefelometria separadas,

uma para quantificar as CLL « e outra para quantificar as CLL A.

3.1 Intervalos de referéncia

O estudo mais detalhado sobre a concentracdo das CLL em individuos normais foi publicado por
Katzmann et al. (5) que definiram o intervalo normal utilizando soro fresco e congelado de 127
dadores saudaveis com idades compreendidas entre 21 e 62 anos e soro congelado de 155
dadores com idades compreendidas entre 51 e 90 anos. O intervalo de referéncia para o percentil
95 foi de 3.3-19.4mg/l para as CLL « e de 5.7-26.3mg/l para as CLL A. O intervalo de referéncia
encontrado para a razao /A foi de 0.3-1.2, mas foi decidido que o intervalo de diagndstico devia

incluir 100% dos dadores — intervalo de referéncia normal 0.26-1.65 (tabela 1). A utilizagdo do
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intervalo de confianca de 100% aumentou a especificidade do teste de 95 para 100%, com uma
descida na sensibilidade de 98 para 97%. Doentes com a razdo k/A superior a 1.65 contém
excesso de CLL « e presume-se que estdo a produzir CLL k monoclonais. Doentes com a razido
k/A inferior a 0.26 contém excesso de CLL A e presume-se que estdo a produzir CLL A

monoclonais.

O intervalo de confianca de 100% utilizado reduz a probabilidade da activacdo policlonal das
celulas B originar uma razdo anormal, mas é possivel que isso acontega, pelo que o teste deve ser
interpretado no contexto clinico do doente. Se o doente tem uma infeccdo corrente ou um

problema reumatoldgico o teste deve ser repetido posteriormente.

Tabela 1. Intervalos de referéncia e medianas para as concentracfes de cadeias leves livres e

razao /A no soro de 282 individuos normais (5).

Cadeias leves livres Mediana Intervalo de referéncia
Kappa (percentil 95) 7.3mg/l 3.3-19.4mg/I
Lambda (percentil 95) 12.7mgl/l 5.7-26.3mg/I
Razao /A (percentil 100) 0.6 0.26-1.65

Razao «/A (percentil 95) 0.6 0.31-1.2

3.2 Limitacdes técnicas

Apesar do teste representar um grande avan¢o tem no entanto algumas limitac6es (6). Pode haver
variacdes significativas entre lotes, diferentes antisoros policlonais podem conduzir a uma
imunoreactividade variavel das CLL monoclonais dando origem a resultados inconsistentes. Os
antisoros policlonais sdo produzidos através da imunizacdo com varias CLL monoclonais
diferentes, estas ndo sao representativas de todas as CLL monoclonais mas o alvo do anticorpo €
a regido constante da molécula que possui pouca variabilidade estrutural, contudo, as CLL
tumorais podem ter substituicdes ou adicbes de aminoacidos ou podem apresentar uma

polimerizagcdo anormal.
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Algumas cadeias leves monoclonais, particularmente a CLL « ndo se diluem de forma linear.
Terceiro, 0 excesso de antigénio pode originar resultados falsamente baixos por nefelometria,
necessitando de uma diluicdo manual nas amostras com suspeita clinica. Quarto, alteragdes na
sequéncia de aminoacidos da cadeia leve pode originar epitopos irreconheciveis pelos anticorpos
do reagente. Pelo contrario, uma polimerizacdo extrema pode resultar num valor até 10 vezes

superior ao real (tabela 2).

Tabela 2. Resumo das limitagGes técnicas do imunoensaio das CLL.

Variabilidade entre lotes de reagente Coeficiente de variabilidade ~10-20%
Excesso de antigénio Quantidade muito subestimada

Perca de linearidade Quantidade subestimada

Epitopos ndo reconhecidos Pouco frequente

Polimerizagéo extrema Pouco frequente

3.3 Doseamento das cadeias leves livres na urina

A quantidade de cadeias leves urinarias € determinada tipicamente na electroforese das proteinas
da urina de 24 horas. Tambem é possivel determinar as cadeias leves na urina por nefelometria
(1) mas a luz dos conhecimentos actuais esta técnica ndo deve ser recomendada por rotina (7).
Bradwell et al. (1), determinaram a concentragdo das cadeias leves livres k e A na urina de 66
individuos normais sendo os valores encontrados respectivamente de 5.4 + 4.95 e 3.17 +3.3mg/I

com uma razao k/A média de 1:0.54 (percentil 95).

Apds analisarem amostras de urina de 20 doentes com o teste Freelite (The Binding Site) e por
electroforese em gel de agarose-SDS (Hydragel proteinurie, Sebia), Le Bricon et al. concluiram
que quando usavam a razdo k/A o teste Freelite era mais sensivel na detec¢do das CLL, mas a
concentragdo era sobrestimada em 75% dos casos (7). Outro estudo com 224 amostras de
doentes com mieloma a cadeias leves, demonstrou que ndo existia correlacdo entre as
concentragdes das CLL no soro e na urina determinadas por imunoensaio (3). Isto acontece
porque o rim consegue metabolizar nos tubulos proximais uma grande quantidade de CLL
impedindo que estas passem para a urina, pelo que o doseamento na urina ndo reflecte a

producdo tumoral.
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4. DISCRASIAS PLASMOCITARIAS

4.1 Classificacao

Em Maio de 2003 o International Myeloma Working Group publicou a classificagdo das
gamapatias monoclonais, mieloma mdaltiplo e doencas relacionadas (8). O objectivo era o de
uniformizar e simplificar os sistemas de classificacdo anteriores e facilitar a comparacdo entre os
resultados de ensaios terapéuticos. Classificacdo:

1. GMSI
MM assintomatico
MM sintomatico
MM néo secretor
Plasmocitoma solitario 6sseo
Plasmocitoma extramedular

Plasmocitoma solitario multiplo

© N o g B~ w DN

Leucemia a plasmacitos

Em 2008 a Organizacdo Mundial de Saude publicou uma nova classificacdo dos tumores
hematopoiéticos e do tecido linféide (9). E uma classificacdo multiparamétrica que se baseia em
critérios morfol6gicos, imunofenotipicos, genéticos e clinicos. Esta classificacdo tem a vantagem
de ser validada por estudos internacionais, revista periodicamente e altamente reprodutivel.
Classifica de forma precisa diferentes entidades e melhora a interpretacdo clinica. Nesta
classificacdo as discrasias plasmocitarias sdo descritas no grupo das neoplasias das células B

maduras. Classificacao:

GMSI
Mieloma a plasmacitos (assintomatico, ndo secretor e leucemia a plasmaocitos)

Plasmocitoma solitario 6sseo e plasmocitoma extramedular

W np e

Patologias com deposito de imunoglobulinas

— Amiloidose primaria

— Doenga de depdsito das cadeias leves e pesadas
5. Mieloma osteoesclerético (POEMYS)

167



TEMA DE REVISAO

Em 2009 o International Myeloma Working Group publicou uma proposta de classificacao
molecular do mieloma (10), na qual séo fornecidas as recomendaces para a utilizacdo dos testes
genéticos e a sugestdo para que estes sejam introduzidos na préatica clinica e na definigdo e

formatacédo dos ensaios clinicos.

4.2 Mieloma multiplo

O Mieloma Multiplo é a segunda causa de doenca hematoldgica maligna a seguir ao linfoma
ndo-Hodgkin. Na populacdo caucasiana a incidéncia anual é de aproximadamente 35 por 1
milhdo de habitantes, aumenta com a idade e ha um ligeiro predominio da doenca nos homens. A
idade média ao diagnostico é de 62 anos e 75% dos casos tém mais de 70 anos. O diagndstico
baseia-se na infiltracdo plasmocitaria da medula oOssea (figura 6), na presenca de

imunoglobulinas monoclonais no soro ou urina e no comprometimento de 6rgdos ou tecidos.

Figura 6. Infiltracdo plasmocitaria da medula
6ssea no MM (11).

Hipercalcémia, insuficiéncia renal, anemia e
lesbes Osseas sdo alteracbes comuns. O

' contetdo normal de plasmdcitos na MO € cerca

~ de 1%, no MM esta percentagem € tipicamente
“ superior a 30% podendo em alguns casos ser
superior a 90%. A incidéncia do MM com base no tipo de componente monoclonal encontra-se

na figura 7.
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Figura 7. Classificacdo e incidéncia do MM com base no tipo de componente
monoclonal (2).

A classificacdo do MM publicada em 2003 pelo International Myeloma Working Group e € a
seguinte (8):

Mieloma multiplo sintomatico

e Proteina monoclonal no soro e/ou urina.
e Plasmécitos monoclonais na MO > 10%.
e Comprometimento de 6rgaos ou tecidos.*

Mieloma multiplo ndo secretor

e Proteina monoclonal ausente na IFX do soro e urina.
e Plasmocitos monoclonais na MO > 10%.

e Comprometimento de 6rgaos ou tecidos.*

Mieloma multiplo assintomatico

e Proteina monoclonal no soro (IgG ou IgA) > 30g/1 e/ou plasmdcitos monoclonais na MO
>10%

e Auséncia de sintomas e comprometimento de 6rgaos ou tecidos.*
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*Critérios para comprometimento de 6rgéos ou tecidos no MM:

Aumento do calcio sérico — > 0.25mmol/l acima do limite superior do normal ou > 2.75umol/l.
Insuficiéncia renal — creatinina > 173pmol/I.

Anemia — hemoglobina 2g/dl abaixo do limite inferior do normal ou < 10g/dl.

LesBes dsseas — lesdes liticas ou osteoporose com fracturas por compressao.

Outros: hiperviscosidade sintomética, AL, infecgdes bacterianas recorrentes (> 2 episodios em
12 meses).

Em Maio de 2005 foi publicado o indice Internacional de Estadiamento (12) para 0 MM o qual
se baseia unicamente nas concentragdes séricas de albumina e 32-microglobulina (tabela 3). Os
sistemas de estadiamento anteriores incluiam a concentracdo das imunoglobulinas monoclonais,
0 que se verificou ser pouco relevante. No entanto, como veremos mais a frente, as sCLL

mostraram ser Uteis como marcadores de prognostico do MM.

Tabela 3. Novo indice Internacional de Estadiamento (12).
Estadio Critério Esperanca média de vida (meses)
I 2-microglobulina no soro < 3.5mg/l 62
Albumina no soro > 3.5g/dl

I Critérios diferentes de | e l1I* 44

i 2-microglobulina no soro > 5.5mg/I 29

*O estadio II tem 2 categorias: p2-microglobulina no soro < 3.5mg/l mas albumina no soro < 3.5g/dl; ou

B2-microglobulina 3.5 a < 5.5mg/I, independentemente da albumina no soro.

Embora as células envolvidas nos diferentes mielomas sejam morfologicamente semelhantes
(plasmacito), ja foram identificados subtipos da doenga, com base em caracteristicas genéticas e
moleculares. Estes subtipos genéticos tém sido associados aos diferentes quadros clinicos e
formas de evolucdo da doenca. Neste contexto os mielomas podem ser divididos em dois
subtipos: hiperdiploides e ndo-hiperdiploides. O subtipo ndo-hiperdiploide engloba os mielomas
com translocacdes IgH, geralmente associados a uma clinica mais agressiva e menor

sobrevivéncia. As trés principais translocacbes IgH no mieloma sdo: t(11;14)(913;932),
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t(4;14)(p16;932) e t(14;16)(q32;923). Os mielomas hiperdiploides estdo associados a formas

mais indolentes da doenca.

Outras alteragdes genéticas foram ja identificadas e associadas ao progndstico e quadro de
evolucdo da doenca, designadamente as deleccBes do cromossoma 13 e 17 e alteracbes do

cromossoma 1 (deleccéo 1p e amplificacdo 1q).

Na classificacdo de 2009 do International Myeloma Working Group (10) sdo fornecidas as
recomendacfes para a utilizacdo dos testes genéticos e a sugestdo para que estes sejam

introduzidos na pratica clinica e na definicdo e formatacdo dos ensaios clinicos.

4.3 Plasmocitoma solitario 6sseo

Estes tumores do 0sso representam 3-5% das DP e sdo duas vezes mais frequentes nas mulheres
do que nos homens. Aproximadamente 50% progridem para MM em 3-4 anos, enquanto que 30-

50% podem sobreviver 10 anos.

Os critérios de diagnostico sdo os seguintes (8):
e Proteina-M em baixa concentracdo ou ausente no soro e/ou urina.
e Destruicdo dssea localizada numa éarea devido ao clone de plasmdcitos.
¢ MO néo consistente com MM.
e Exame do esqueleto normal.

e Sem comprometimento de 6rgaos ou tecidos (excepto a lesdo 6ssea Unica).

4.4 Patologias com deposito de cadeias leves monoclonais

4.4.1 Amiloidose a cadeias leves
A amiloidose a cadeias leves (amiloidose sistémica priméaria) caracteriza-se pela deposicdo

tecidular extracelular de fibrilhas amiléides formadas por CLL monoclonais, ou fragmentos
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destas. Tipicamente estes doentes apresentam faléncia cardiaca ou renal, mas também podem

apresentar envolvimento da pele, nervos periféricos ou outros érgéos.

A esperanga média de vida situava-se nos 18 meses mas com o desenvolvimento das novas
quimioterapias e técnicas de monitorizacdo (particularmente as sCLL), a esperanca média de
vida é agora de 6-8 anos em doentes com uma boa resposta a terapéutica. Um clone de
plasmdcitos que cresce lentamente secreta as CLL monoclonais que sdo caracteristicamente do
tipo A. A AL tem uma incidéncia anual de 9 por 1 milhdo de habitantes e a idade média ao
diagnostico € de 70 anos, sendo rara antes dos 40 anos. Os homens representam 60-65% dos

doentes e cerca de 10% tém um MM associado.

4.4.2 Doenca de deposito das cadeias leves

Na doenca de deposito das cadeias leves, as CLL monoclonais precipitam nas membranas basais
das células do rim e outros 6rgdos. Tal como na AL, a doenca é progressiva e conduz a faléncia
renal, cardiaca ou hepética, tendo um mau prognostico. Esta rara patologia difere da AL por ser
mais frequente em mulheres e em idades mais jovens (30-50 anos) e a insuficiéncia renal é um
achado comum ao diagnostico. Os depositos contém normalmente CLL « (subgrupos Vkl e
Vi4).

4.5 Gamapatia monoclonal de significado indeterminado

A GMSI é uma entidade clinica que se caracteriza pela presenca inesperada de uma proteina
monoclonal em individuos sem evidéncia de MM, AL, macroglobulinémia de Waldenstrom,
doencas linfoproliferativas, plasmocitoma ou outras doencas relacionadas.

A GMSI caracteriza-se por (8):
e Proteina-M no soro < 30g/I.
e Infiltracdo plasmocitaria da MO < 10%.
e Auséncia de outras doencas linfoproliferativas B.

e Sem comprometimento de 0rgaos ou tecidos.
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Esta gamapatia tem sido diagnosticada em 1% da populacdo com mais de 50 anos, 3% com mais
de 70 anos e até 10% com mais de 80 anos de idade, é duas vezes mais frequente nos Afro-
Americanos e esta associada a doengas inflamatdrias e infecciosas. Devido a sua frequéncia, 50-
60% de todas as gamapatias monoclonais caiem nesta categoria e um grande nimero permanece
ndo diagnosticado. Concentracdes elevadas de CLL sdo raramente encontradas na urina. A GMSI

progride para MM, AL ou outras DP a uma taxa anual de 1%.
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5. IMPORTANCIA DAS CADEIAS LEVES LIVRES NO
DIAGNOSTICO

Para estabelecer a importancia das sCLL no diagndstico das DP € necessario responder a duas
questdes relevantes:
1. As sCLL podem complementar ou substituir o painel de testes existente no diagnostico
das DP?

2. Podera um teste ser mais econdmico ou mais conveniente em termos praticos?

O gold standard para o diagnostico das DP tem sido a electroforese (ELP) e a imunofixacao
(IFX) do soro e urina. No entanto, alguns estudos vieram sugerir que talvez fosse possivel
substituir os testes na urina pelo doseamento das CLL no soro tendo em conta a sua elevada
sensibilidade. Num estudo com 224 doentes com MMCL verificou-se que a IFX e as CLL no
soro permitiam identificar 100% dos doentes (3). De forma semelhante, num estudo realizado
por Katzmann et al. (13) para avaliar a utilidade dos diferentes testes no diagndstico da AL, em
110 doentes com AL ndo tratada e com as sCLL doseadas nos 120 dias apds o diagnostico, a
combinacdo da IFX com as CLL no soro detectou anomalias em 99% dos doentes com AL (109
de 110) (tabela 4).

Tabela 4. Sensibilidade dos diferentes testes e sua combinagdo em 110 doentes com

AL na altura do diagnostico (13).

Teste Sensibilidade

rCLL 91%
IFX soro 69%
IFX urina 83%
IFX soro e IFX urina 95%
rCLL e IFX urina 91%
rCLL e IFX soro 99%
Os 3 testes 99%
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No entanto, o estudo mais importante para responder as questdes colocadas anteriormente foi
feito por Katzmann et al. em 2006 (14). O objectivo pretendido era verificar se 0 doseamento das
SsCLL podia substituir a IFX da urina no diagnostico de doentes com suspeita de terem uma
discrasia plasmocitaria. Os dados utilizados foram retirados da base de dados da Clinica Mayo
(Rochester, Minnesota, EUA), tendo sido estudados 428 doentes com DP com uma IFX urinéria
positiva e com electroforese, IFX e doseamento de CLL no soro. Os doentes tinham diagndsticos
de MM, AL, GMSI, MM assintomatico, plasmocitoma solitario, DDCL e outras patologias mais
raras. A electroforese com imunofixacdo do soro teria falhado o diagnostico em 28 doentes
(6.5%): AL (n=19), Plasmocitoma solitario 6sseo (n=3), GMSI (n=3), MM (n=2) e MM
assintomatico (n=1). O doseamento de sCLL isoladamente teria falhado o diagndstico em 61
doentes (14%), mas a combinacdo da IFX com sCLL identificou 99.5% dos doentes com IFX da
urina positiva (tabela 5). Os dois doentes (0.5%) cujo diagnostico correcto ndo teria sido feito

caso a IFX urindaria ndo tivesse sido realizada tinham uma GMSI de baixo risco.

Tabela 5. Sensibilidade dos diferentes testes de diagndstico em 428 doentes com

um componente monoclonal detectado na imunofixacdo da urina (14).

Teste Sensibilidade

IFX soro 935%
ELP soro 80.8 %
rCLL 85.7 %
IFX soroe rCLL 99.5 %

A conclusdo a que se chega a partir destes e outros estudos é o facto das CLL no soro poderem
substituir a IFX na urina de 24 horas no rastreio das DP, a Unica excepg¢do € na suspeita de AL
devido aos resultados obtidos em estudos subsequentes. Palladini et al (15) demonstraram uma
sensibilidade de 96% para as CLL em combinagdo com a IFX no soro, 5 em 115 doentes ndo
foram diagnosticados, e a IFX da urina nestes 5 doentes ndo diagnosticados foi positiva. Noutro
estudo foram efectuados os cinco testes nos 30 dias apds o diagnostico em 581 doentes com AL.
Em 11 doentes (1.9%) nao foram detectadas anomalias no soro e na urina. Entre os outros 570

doentes, 6 (1%) ndo teriam sido detectados se a urina nédo tivesse sido testada (16). Tal como no
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estudo de Palladini os doentes que tiveram uma urina positiva e SCLL normais tinham todos

CLL monoclonais A, o que sugere uma potencial falha no antisoro CLL A.

Apesar das importantes conclusdes obtidas pelo estudo de Katzmann et al. (14) ndo ha
actualmente dados cientificos que expliguem completamente o que o doseamento das CLL no
soro acrescenta a IFX sérica. A sua maior limitacdo para responder a esta questdo é o facto da
populacdo estudada incluir doentes com IFX urinaria positiva. Este critério de selecgdo permitiu
responder a pergunta colocada mas aumentou a probabilidade das CLL estarem aumentadas.

Ha varios artigos que mostram que a combinacdo da ELP sérica ou da electroforese por
capilaridade de zona com as CLL no soro aumenta a sensibilidade destes testes, o que ndo é de
surpreender uma vez que estes métodos apenas detectam proteinas monoclonais num valor
suficientemente elevado param serem visualizadas a partir de um background normal ou
policlonal. A ELP e a electroforese por capilaridade de zona ndo devem ser consideradas
suficientes para um diagnostico de DP. Os niveis de sensibilidade usuais sdo de 1-2 g/l para a
ELP sérica, 150-500 mg/l para a IFX e sensibilidade intermédia para a electroforese por
capilaridade de zona (1). Os imunoensaios de CLL no soro tém uma sensibilidade inferior a 1
mg/l (5).

A estratégia de diagndstico através da IFX sérica em combinagdo com as SCLL tem vantagens
em termos fisiologicos mas também apresenta vantagens em termos de custos e de execucao
pratica. Katzmann et al. (14) verificaram que o custo dos testes na urina de 24 horas, incluindo as
proteinas totais, ELP e IFX, era aproximadamente o dobro do custo do doseamento das CLL no
soro. A colheita de urina de 24 horas é um processo normalmente aceite com relutancia pelo
doente e com baixa adesdao mas se ndo for realizada pode levar a que 10-17% dos casos com AL
ou MMCL nédo sejam diagnosticados ao ser realizada apenas a IFX no soro. A facilidade do
doseamento das CLL no soro pode solucionar este problema e conduzir a um diagnostico

efectivo e atempado destas patologias.
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Com base nestes e outros estudos as ultimas recomendacg6es do International Myeloma Working
Group (4) séo as de que as CLL no soro em combinagdo com a ELP e IFX no soro podem
substituir a ELP e IFX na urina de 24 horas excepto na suspeita de AL. No rastreio da AL a IFX
urinaria deve ser sempre feita em adicdo aos testes no soro incluindo as CLL. No entanto, uma

vez feito o diagnostico de DP a IFX urinaria deve ser realizada em todos os doentes.
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6. IMPORTANCIA DAS CADEIAS LEVES LIVRES NO
PROGNOSTICO

O aumento da sensibilidade no diagnostico e a possibilidade de eliminar a urina do painel de
testes para o rastreio das DP era de alguma forma previsivel assim que foi conhecida a
sensibilidade analitica do método de doseamento das CLL no soro. O que também se demonstrou
e que ndo era esperado foi que o valor das sCLL na altura do diagndstico (valor baseline)

pudesse ser usado para estabelecer um prognostico de progressdo da doenca.

6.1 Gamapatia monoclonal de significado indeterminado

Rajkumar et al (17), num estudo alargado com 1148 individuos com GMSI, demonstraram que o
risco de progressdo da doenca era significativamente maior (taxa 2.6) nos doentes com uma
rCLL alterada comparativamente aos que tinham uma rCLL normal, e que este risco era
independente do tipo e quantidade do componente monoclonal (figura 8A). A partir destes
resultados foi construido um modelo de estratificagdo do risco de progressdo da GMSI para MM
com base no componente monoclonal, na classe de imunoglobulina e na rCLL. Com este
propésito foi estabelecido que uma rCLL esta alterada se é inferior a 0.26 ou superior a 1.65. Em
adicdo a rCLL foi também associado ao risco de progressao para MM um componente
monoclonal > a 1.5g/dl e uma cadeia pesada com um isotipo que ndo a IgG. O risco de
progressao da doenca aos 20 anos para doentes com 0, 1, 2 ou 3 factores de risco foi de 5, 21, 37

e 58% respectivamente (figura 8B).

A explicacdo para o risco aumentado de progressdo da doenca pode estar relacionada com a
evolucdo do clone de plasmocitos. Os eventos genéticos e moleculares envolvidos na
transformacdo da GMSI para MM levam a uma alteracdo da sintese das cadeias leves e pesadas

das imunoglobulinas e a producdo anormal das CLL monoclonais.
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Figura 8A
2-
= Hommal FLC ratio (KL 0.28-1.85)
= Abnormal FLC ratko (KL <0226 or > 1.65)
a2
3-

parcent
an

8- _|7
= —
-
_.-r'—'_'_'_._'_r'_._'_’_.
-
. , r T 1 T
o 5§ 1o 15 20 25 a0
FOars
Figura 8B

==eem=  AllD factors abnormal

S Any 2 factors abnormal

--------------- Any 1 factor abnormal

2 = Serum M-spike <1.5 gm/dL, IgG Subtype and normal FLC ratic

Percent

T T T T
0 5 10 15 20 25 30

Years

Figura 8A. Risco de progressao da GMSI com base na presenca ou auséncia de uma
rCLL alterada (< 0.26 ou > 1.65) (17). Figura 8B. Risco de progressdo da doenca em
1148 individuos com GMSI utilizando um modelo de estratificacdo do risco incluindo
0 componente monoclonal, a classe de imunoglobulina e a rCLL. Factores de risco:

rCLL <0.26 ou > 1.65, componente monoclonal > a 1.5g/dl e isotipo ndo-1gG (17).

A pratica corrente tem sido a de avaliar todas as GMSI anualmente de forma a antecipar e

prevenir a progresséo da doenca. A luz dos conhecimentos actuais pode ser preferivel fazer esta
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avaliacdo anual apenas nas GMSI de risco intermédio e alto. As GMSI de baixo risco (cerca de

40%) podem ser reavaliadas com mais tempo de intervalo ou s6 quando surgir outra patologia.

Com base nos factores de risco definidos por Rajkumar o International Mieloma Working Group
publicou em 2010 (18) os critérios para os diferentes grupos de risco, 0 risco de progressao aos

20 anos e a monitorizacdo recomendada para cada grupo (tabela 6).

Tabela 6. GMSI — Grupos de risco e monitoriza¢do recomendada (18).

Risco absoluto de
Grupo de risco Critérios progressao aos 20

Monitorizagao

anos (%6) recomendada
Proteina-M no soro < 1.5 g/dI Inicialmente aos 6
Baixo Classe 1gG 2 meses e se estavel
rCLL normal: 0.26-1.65 todos os 2-3 anos
Intermédio baixo Presente 1 factor de risco 10 Inicialmente aos 6
Intermédio alto Presentes 2 factores de risco 18 meses e depois
Alto Presentes os 3 factores de risco 27 anualmente

6.2 Mieloma multiplo assintomatico

Em adicdo a utilizacdo das CLL no prognostico da GMSI, os valores baseline no mieloma
multiplo assintoméatico (MMAS) também séo Uteis na avaliacdo do prognéstico. Num estudo da
Clinica Mayo (Rochester, Minnesota, EUA) (19) foram analisados valores baseline de 273
doentes com MMAS entre 1970 e 1995. Uma rCLL anormal, com um valor < 0.125 ou > 8,
verificou-se estar associada com uma maior progressao da doenca (taxa 2.3) (figura 9A). O grau
de alteragdo da rCLL era independente dos factores de risco do MMAS incluindo o nimero de
plasmécitos na medula 6ssea e a quantidade de proteina monoclonal no soro. Foi estabelecido
um modelo de risco incorporando a rCLL, o nimero de plasmoécitos na medula 6ssea > 10% e
uma proteina monoclonal no soro > 3g/dl. Doentes com 1, 2 ou 3 factores de risco tiveram taxas

de progressao aos 5 anos de 25, 51 e 76% respectivamente (figura 9B).

Os Autores notaram que ao contrario da GMSI, no qual a taxa de progressdo da doenca

permanece constante ao longo o tempo, no MMAS o risco de progressao era maior nos primeiros

180




TEMA DE REVISAO

anos. Ainda nao foi esclarecida a associacdo da rCLL alterada com o progndstico da doenca mas

especula-se que esteja relacionado com translocacdes das cadeias pesadas ou outras alteracfes

genéticas.
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Figura 9A. Risco de progressdo do MMAS para MM em 273 individuos com base em
dois niveis diferentes de rCLL (19). Figura 9B. Risco de progressdo do MMAS para

MM com 1, 2 ou 3 factores de risco, incluindo rCLL < 0.125 ou > 8, plasmdcitos na

Years of follow-up

MO > 10% e proteina-M > 3g/dl (19).
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6.3 Plasmocitoma solitario 6sseo

Num estudo (20) com 116 doentes com plasmocitoma solitario 0sseo foi determinada a rCLL
retrospectivamente no soro colhido na altura do diagndstico, 54 doentes (47%) tinham um valor
anormal de rCLL (< 0.26 ou > 1.65) associado a um risco aumentado de progressdo para
mieloma. O risco de progressao aos 5 anos foi de 44% nos doentes com uma rCLL anormal na

altura do diagnostico, comparativamente a 26% nos doentes com uma razao normal.

Um a dois anos ap6s o diagnostico, uma proteina monoclonal persistente de 0.5g/dl ou superior
era um factor de risco adicional de progressdo para mieloma. Foi elaborado um modelo de
estratificacdo do risco utilizando as duas variaveis da rCLL (normal ou alterada) e uma proteina
monoclonal persistente inferior ou > 0.5g/dl. Os grupos com 0 factores de risco (baixo risco,
n=31), 1 factor de risco (risco intermédio, n=26) e 2 factores de risco (risco elevado, n=18)

tiveram taxas de progressdo aos 5 anos de 13, 26 e 62% respectivamente.

6.4 Mieloma Multiplo

Varios estudos demonstraram que os valores baseline de CLL sdo prognéstico de sobrevivéncia
em doentes diagnosticados com mieloma sintomatico. Kyrtsonis et al. (21) verificaram que em
94 doentes com MM a rCLL tinha valor prognostico. O valor baseline da mediana era de 3.57
em MM-k (razdo x/A) e de 45.1 em MM-A (razdo A/x). Uma rCLL superior a mediana
correlaciona-se com creatinina e lactato desidrogenase elevadas, uma infiltragdo extensa da
medula e MMCL, o qual apresenta uma maior propensdo para lesdo renal. A sobrevivéncia aos 5
anos foi de 82 e 30% em doentes com a rCLL inferior ou superior a mediana respectivamente
(figura 10).

Van Rhee et al. (22) também demonstraram que entre 301 doentes submetidos a terapéutica, o0s
que apresentavam niveis mais elevados de CLL (> 750mg/l) tiveram os piores resultados. Os
valores baseline de CLL mais elevados foram significativamente associados com MMCL,
infiltracdo plasmocitaria da MO > 30% e concentracOes elevadas de creatinina (> 176.8uM ou

2mg/dl), p2-microglobulina (>297.5nM/1 ou 3.5mg/1) e lactato desidrogenase (> 190 U/).
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Finalmente, Snozek et al. (23) num estudo com 790 doentes diagnosticados com MM
sintomatico entre 1995 e 1998 também demonstraram que valores baseline de rCLL < 0.03 ou >
32 (n=479) tiveram menos sucesso no tratamento comparativamente aos doentes com uma rCLL
entre 0.03-32 (n=311), com uma esperanga média de vida de 30 versus 39 meses
respectivamente. Quando a rCLL alterada foi incluida num modelo utilizando os cutoffs
aplicados no Indice Internacional de Estadiamento (12), isto é, albumina < 3.5g/dl e P2-
microglobulina > 3.5mg/1, verificou-se que a rCLL era um factor de risco independente. Doentes
com 0, 1, 2 ou 3 factores de risco tiveram uma esperanca média de vida de 51, 39, 30 e 22 meses
respectivamente. Tendo em conta estes resultados tem sido sugerido a inclusdo da rCLL no

Indice Internacional de Estadiamento.
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Figura 10. Percentagens de sobrevivéncia em doentes com MM de acordo

com a quantificacdo de base de rCLL (21).
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6.5 Amiloidose a cadeias leves

Num estudo (24) com 119 doentes com AL submetidos a um transplante de progenitores
hematopoiéticos periféricos houve um risco de vida significativamente maior nos doentes com
valores baseline de CLL mais elevados (taxa 2.6). Os valores de CLL ao diagnostico
correlacionaram-se com os niveis de troponinas cardiacas no soro e niveis mais elevados de CLL
foram associados com um maior nimero de 6rgdos afectados pela proteina amildide, sugerindo

que valores mais elevados de CLL podem estar associados com uma doenga mais avangada.

As Ultimas recomendacdes do International Myeloma Working Group (4) sobre a utilizacdo das
sCLL na avaliacdo do progndstico sdo as de que a rCLL deve ser determinada na altura do
diagndstico em todos os doentes com gamapatia monoclonal de significado indeterminado,
mieloma mdltiplo assintomatico e sintomatico, plasmocitoma solitario e amiloidose a cadeias

leves.
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7. IMPORTANCILA DAS CADEIAS LEVES LIVRES NA
MONITORIZACAO

Apesar da utilizacdo das CLL na monitorizacdo terapéutica poder ser considerada em trés
contextos — doencas oligosecretoras, MMCL e doenca com uma imunoglobulina completa
mensurdvel — 0 uso seriado por rotina deste ensaio s6 pode ser actualmente recomendado para a
primeira situacdo. Apesar dos esforcos para uniformizar a monitorizagdo com CLL, como sera
abordado em seguida, até a data apenas alguns estudos validaram o interesse dos doseamentos
seriados de CLL.

Para os doseamentos seriados devem ser usadas as CLL tumorais — CLL envolvidas (CLLe) ou a
diferenca entre as CLLe e as CLL ndo tumorais (CLLd) (25). A rCLL, com excepcao da sua
quantificacdo ao diagndstico e na avaliacdo da remissdo completa estrita, ndo é recomendada
devido a observacdo ndo invulgar do efeito imunossupressor associado a quimioterapia das CLL
nédo envolvidas (kx nos doentes com CLL monoclonais A ¢ A nos doentes com CLL monoclonais
K), a rCLL observada quando um dos valores de CLL é muito baixo reflecte mais o grau de

imunossupressao do que o valor do componente tumoral.

7.1 Critérios para avaliacédo de resposta publicados

7.1.1 Mieloma Multiplo

O International Myeloma Working Group publicou os critérios para avaliacdo de resposta a
terapéutica actualizados (26), os quais incluem o doseamento das CLL. Estes critérios, no que
diz respeito as CLL, sdo apresentados na tabela 7. No entanto, ndo houve ainda estudos

suficientes que validassem estes critérios.

185



TEMA DE REVISAO

Tabela 7. Critérios de avaliacdo de resposta a terapéutica para as CLL (26).

Minimo para Resposta Remisséo Remissdo Progresséo
ser considerado  parcial (RP) completa completa

mensuravel (39 estrita
(RCe)
MM sem CLLe >100mg/l Reducéo de Né&o definido  rCLL Aumento de
componente e rCLL alterado 50% de CLLd normale 50% de CLLd
monoclonal RCIFXe
mensuravel na MO**
urina e soro

MM com Determinacéo Determinacdo Determinacdo rCLL Determinacéo
componente das CLL ndo dasCLLndo dasCLLndao normale das CLL ndo

monoclonal recomendada recomendada recomendada RC IFXe recomendada
mensuravel na MO**

urina e soro*

*Componente monoclonal no soro > 10g/l e componente monoclonal na urina > 200mg/24 horas.

** Remissdo completa: IFX negativa no soro e urina e infiltracdo plasmocitaria da MO <5%.

7.1.2 Amiloidose a cadeias leves

No 10° Simpésio Internacional da Amiloidose foi definida a monitorizagdo com CLL em doentes
com AL. Para CLLe >100mg/1 ha uma resposta parcial se a redugdo das CLLe for de 50% e pelo
contrario uma progressao da doenca se ha um aumento de 50% das CLLe (27). Estes critérios
foram parcialmente validados com base no trabalho de Lachmann, Sanchorawala e Palladini

como veremos em seguida.

7.2 Avaliagao da monitorizacdo terapéutica

7.2.1 Doengas oligosecretoras (AL, MM oligosecretor e DDCL)

Lachmann et al. (28) demonstraram que os doentes com AL que atingiram mais de 50% de
reducdo das CLLe tinham uma sobrevida maior. A maioria dos doentes neste estudo estava a
receber quimioterapia ndo-mieloblativa. Posteriormente, num grupo de doentes submetidos a
transplante de células hematopoiéticas, Dispenzieri et al. (24) verificaram que uma reducdo de
50% das CLLe ndo era progndstico de sobrevivéncia mas que estava associada com uma taxa
mais elevada de resposta hematoldgica e de 6rgdo e a normalizacdo do CLLe era o determinante
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mais importante para prever uma resposta hematoldgica, de 0rgao e a taxa de sobrevivéncia.
Num estudo com 45 doentes submetidos a transplante de células hematopoiéticas, Cohen et al.
(29) demonstraram que a normalizacdo da rCLL aos 3 meses era indicativo de auséncia de
progressao e da taxa de sobrevivéncia. A discrepancia entre os estudos com doentes submetidos

e ndo submetidos a transplante pode estar na proporcao que atinge uma reducdo de CLLe >50%.

Sanchorwala et al. (30) também demonstraram que quanto mais acentuada fosse a reducéo das
CLL nos doentes com AL, maior a probabilidade da resposta hematoldgica e de érgdo ser
completa. Além disso Palladini et al. (31) mostraram que a diminuicdo das CLL tem correlagéo
com a diminuicdo do NT-proBNP (fragmento N-terminal do pro-péptido natriurético tipo B), um

marcador da funcdo cardiaca e que se reflecte na taxa de sobrevivéncia.

Por definicdo os doentes com MM oligosecretor ndo possuem proteinas monoclonais detectaveis
no SOro e na urina através dos testes convencionais de electroforese e tém que ser monitorizados
por bidpsia osteomedular. Apesar de ainda nao haver dados suficientes que validem a utilizacéo
das CLL na monitorizagdo de doentes com MM oligosecretor, o ensaio das SCLL parece ser um
teste simples e exacto que permite reduzir o numero de bidpsias medulares. As sCLL avaliam a
sintese em toda a medula 6ssea (e locais extramedulares) e por isso reflectem melhor a
actividade tumoral do que os aspirados medulares isolados que podem falhar alguns depdsitos

tumorais.

Do mesmo modo e apesar de ndo haver ainda estudos publicados que validem a utilizacdo das
sCLL na monitoriza¢do de doentes com DDCL, a experiéncia pessoal dos Autores indica que

este pardmetro é também um importante marcador nesta patologia.

7.2.2 Mieloma multiplo a cadeias leves

Varios estudos demonstraram ja a excelente sensibilidade das sCLL no diagnéstico de MMCL.
No entanto, quando se avalia as alteracdes nas sSCLL e na quantidade de proteina-M na ELP da
urina ao longo do tempo, verifica-se que ha uma relagdo mas, até a data, nenhum estudo mostrou
coeficientes de correlacdo elevados. Dispenzieri et al. (25) avaliaram a relacdo entre as sCLL e

as proteinas urinarias totais e 0 componente monoclonal na urina de 24 horas em 101 doentes
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com valores baseline de CLLe > 5mg por 100 ml. O coeficiente de correlacdo entre as

percentagens de variagdo das CLLe e da proteina monoclonal na urina, apds 2 meses de

quimioterapia, foi baixo.

7.2.3 Mieloma multiplo com imunoglobulina completa mensuravel

A monitorizagéo das sCLL pode eventualmente mostrar ser adequada em doentes com mieloma
com Ig completa, tendo em conta que aproximadamente 95% destes doentes também produzem
SsCLL em excesso (32). No entanto, com excepcdo da quantificacdo dos valores baseline, ha
actualmente poucos estudos que suportem esta recomendacao. As possibilidades para a utilizagdo

das sCLL podem ser analisadas em trés categorias:

1. Utilizacdo das CLL como um indicador precoce do sucesso terapéutico.
2. Utilizacao das CLL para estabelecer uma remissdo completa estrita.

3. Utilizacdo das CLL em substituicdo das determinacdes urinarias.

Tem sido notado que as SCLL podem ser mais sensiveis como indicadores de uma resposta ou
recaida precoces do que as determinac6es usuais da cadeia pesada envolvida. No que diz respeito
a deteccdo de uma resposta precoce ou falta dela, a explicacdo é l6gica. A semi-vida das CLL é
de 2-6 horas, enquanto que a semi-vida de uma IgG tipica é de 8-21 dias. No entanto, nao foi
ainda demonstrado que uma deteccdo precoce da auséncia de resposta indique uma faléncia
terapéutica final, ou que o atraso de 3-4 semanas que pode ocorrer com a determinacdo das

cadeias pesadas afecte realmente o resultado terapéutico do doente.

Determinacdes seriadas das sCLL podem também detectar uma recaida mais precoce do que a
ELP. Uma vez mais, a dificuldade reside na auséncia de dados que suportem o facto de que o
conhecimento da reactivacdo da doenca ou da faléncia terapéutica alguns meses mais cedo tenha
algum impacto no sucesso terapéutico final do doente. Apesar do argumento de que uma
deteccdo precoce da faléncia terapéutica pode ter vantagens em termos economicos, tendo em
conta que os agentes terapéuticos sdo muito dispendiosos, ndo ha actualmente dados suficientes
para recomendar o abandono de um regime terapéutico com base nas CLL isoladamente em

doentes com patologia néo oligosecretora.
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Apesar da normalizacdo da rCLL ter sido incluida nos critérios que definem uma remisséo
completa estrita no International Myeloma Working Group Uniform Response Criteria (26), ndo
existem actualmente dados que documentem que uma remissao completa com ou sem rCLL é
indicador da auséncia de progressdo da doenca ou taxa de sobrevivéncia. H& um estudo
publicado onde os doentes foram tratados com doxorubicina e dexametasona durante 2 ou 3
meses seguido de talidomida e dexametasona durante 2 meses (33). Os Autores descobriram que
a normalizacdo da rCLL ap6s um ou dois ciclos de tratamento, o que ocorreu em 8 dos 37

doentes, estava significativamente associado com uma RC ou RCe.

Nos doentes com mieloma com Ig completa sem proteindria de Bence Jones significativa, a ELP
na urina ndo é feita frequentemente. Contudo, os doentes com uma doenca avancada podem
desenvolver proteindria de Bence Jones com ou sem doenca extramedular. Por razdes ainda ndo
esclarecidas, ocorre a expansdo de um subclone maligno de plasmacitos, o qual é incapaz de
produzir quantidades significativas de cadeias pesadas, mas que retém a capacidade de produzir
cadeias leves. Se ndo se fizerem avaliagdes periddicas da urina ou SCLL este fendmeno pode ndo
ser detectado (34). No entanto, actualmente ainda ndo ha estudos que suportem a utilizacdo das
sCLL em substituicdo da electroforese das proteinas da urina de 24 horas na monitorizacdo

destes doentes.

As Ultimas recomendacdes do International Myeloma Working Group (4) sobre a utilizacdo das
sCLL na monitorizacdo terapéutica sdo de que devem ser efectuados por rotina doseamentos
seriados de CLL nos doentes com AL, MM oligosecretor e DDCL. A rCLL também deve ser
feita em todos os doentes com MM que atingiram uma remissao completa para determinar se

atingiram uma remissdo completa estrita.
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CONCLUSOES

Em resumo, ha actualmente trés indicacGes importantes para a introducdo do doseamento das
cadeias leves livres no estudo das discrasias plasmocitarias e que sdo recomendadas pelo

International Myeloma Working Group.

1 - No contexto do diagnostico, o doseamento das CLL no soro com a determinagdo da razdo x/A
em associacdo com a electroforese das proteinas e a imunofixacdo no soro aumenta a
sensibilidade do diagndstico e permite prescindir do estudo da urina de 24 horas. A Unica
excepgdo é na suspeita de AL em que a IFX na urina deve ser feita em adi¢do aos testes no soro.
No entanto, uma vez feito o diagndstico de uma DP, o estudo da urina de 24 horas € requerido

para todos os doentes.

2 - No contexto do prognostico - a determinacdo da rCLL na altura do diagnostico tem valor
progndstico sobre a progressdo da doenca e a taxa de sobrevivéncia nos doentes com gamapatia
monoclonal de significado indeterminado, mieloma mdultiplo assintomatico e sintomatico,

plasmocitoma solitario e amiloidose a cadeias leves.

3 - No contexto da monitorizagdo - o doseamento seriado das CLLe deve ser feito por rotina na
monitorizagdo terapéutica dos doentes com AL, mieloma mdltiplo oligosecretor e DDCL.
Também deve ser efectuada a determinacdo da rCLL na avaliacdo de uma remissdo completa do
MM, a sua normalizacdo é actualmente um requisito necessario para estabelecer uma remissao
completa estrita de acordo com o International Myeloma Working Group Uniform Response
Criteria.

Tendo o doseamento das CLL no soro demonstrado ser uma valiosa ferramenta no estudo das DP
0 ensaio apresenta contudo ainda algumas limitagdes técnicas, o que pode trazer alguns
problemas no que se refere a sua utilizacdo em doseamentos seriados, essas limita¢des incluem a

variabilidade entre lotes e por vezes a diluicdo de forma n&o linear.
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Futuras investigacOes incluem estabelecer a importancia em termos clinicos da monitorizacéo da
resposta a terapéutica com as CLL no soro em doentes com MM com imunoglobulina completa.
Com excepcdo do diagnostico inicial e da sua determinagdo para estabelecer uma remisséo
completa estrita, a sua utilizacdo ndo estd preconizada nestes doentes. A avaliacdo do
componente monoclonal e a sua monitorizacdo nestes doentes pode ainda beneficiar da

introdugdo dos novos testes “Heavylite” recentemente descritos.
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