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RESUMO

Este relatério tem como objetivo abordar as atividades desenvolvidas pela mestranda
no estagio de andlises clinicas da Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra,
efetuado no Servigo de Patologia Clinica dos Hospitais da Universidade de Coimbra (HUC).
O estagio decorreu de Outubro de 2010 a Junho de 201 I. Sera caracterizada a organizagao
e o funcionamento dos laboratoérios onde decorreu esta formagao, bem como a tecnologia
que dispdem. E feita referéncia a todas as dreas onde estagiou, assim como as principais
atividades ai desenvolvidas.

A sua descricdo esta contudo centrada nas duas areas selecionadas: Laboratério de
Urgéncia e Autoimunidade. Aborda com detalhe os parametros requisitados com mais
frequéncia, as situagoes clinicas que motivam o seu pedido, a metodologia utilizada e o tipo
de amostra para ensaio e a interpretagao dos resultados laboratoriais. Sera também dado
énfase ao controlo de qualidade interno e a avaliagdo externa da qualidade das areas

aprofundadas.

ABSTRACT

This report aims to approach the activities carried on stage by a graduate student in
clinical analysis of the Faculty of Pharmacy, University of Coimbra, performed at the
Department of Pathology of the University Hospitals of Coimbra (UHC). The stage began in
October 2010 and ended in June 2011. Will be characterized the organization and
functioning of the laboratories where this training took place and the technology available.
Reference is made to all areas in which an intern as well as key activities.

Her description is, however, focused on two selected areas: Biochemistry of Urgency
and Autoimmunity. Discusses in detail the parameters requests more often, the clinical
situations that motivate its request, the methodology, the type of sample for the further
assay and the interpretation of laboratory results. Will also be emphasis on internal quality

control and external quality evaluation of the detailed areas.
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I. INTRODUCAO

O Laboratério de Andlises Clinicas (LAC) desempenha um papel fundamental na
medicina moderna. Dispoe de uma admiravel quantidade de métodos laboratoriais,
apresentando cada um deles, a sua utilidade especifica e dificuldades intrinsecas, bem como
vantagens e desvantagens. Hoje em dia, as analises clinicas siao uma ferramenta
imprescindivel como meio complementar de diagndstico. E uma 4rea multidisciplinar,
abrangendo varias valéncias, desde a Bioquimica Clinica, a Hematologia, a Microbiologia, a
Imunologia, a Endocrinologia, a Virologia entre outras.

Para consolidar os conhecimentos adquiridos no Mestrado em Andlises Clinicas, foi
importante a realizagdo de um estagio curricular para preparar a mestranda na rotina
laboratorial, adquirir conhecimentos e competéncias para que na sua atividade profissional,
responda aos desafios do futuro. S6 com a pratica laboratorial é possivel entender o
propésito da existéncia de tantas areas diferenciadas e tio fundamentais, com as suas
particularidades e especificidades e ficar apta a executar as diferentes técnicas, a interpretar
e validar resultados.

O estagio decorreu no ano letivo 2010/ 2011 e foi dividido em quatro areas:
Microbiologia, Hematologia, Laboratério de Urgéncia e Autoimunidade. Foi realizado no
Servico de Patologia Clinica dos Hospitais da Universidade de Coimbra, onde exerce a sua
atividade profissional como Técnica de Andlises Clinicas e Saude Publica. A mestranda apenas
ira abordar as atividades desenvolvidas e equipamentos utilizados na Microbiologia e na
Hematologia, destacando as valéncias selecionadas para aprofundamento, Laboratoério de
Urgéncia e de Autoimunidade, por estar mais diretamente ligada e por serem areas da sua

preferéncia.
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2. CARACTERIZAGAO DO SERVICO DE PATOLOGIA CLINICA DOS
HOSPITAIS DA UNIVERSIDADE DE COIMBRA (HUC)

O Estagio do Mestrado em Anadlises Clinicas foi realizado no Servico de Patologia
Clinica dos Hospitais da Universidade de Coimbra (HUC), situado na Av. Bissaya Barreto e
Praceta Prof. Mota Pinto, 3000-075 Coimbra.

O Servigo de Patologia Clinica dos HUC tem como Diretora a Dra. Graga Ribeiro,
Chefe de Servico de Patologia Clinica.

Para cumprir um servigo de qualidade e contribuir para a satisfagao total do doente,
o Servigo possui uma equipa diversificada, constituida atualmente, para além da Diretora, por
7 Médicos, 12 Técnicos Superiores de Saude, 77 Técnicos de Analises Clinicas, 13
Administrativos e 12 Auxiliares de Acao Médica.

O Servigo é constituido por uma sala de colheitas, laboratério de urgéncia, area de
rececao de amostras, areas administrativas, salas de lavagem, gabinetes de validagao e
diferentes laboratérios (Hematologia, Microbiologia, Imunoserologia, Bioquimica,
Hormonologia e Virologia).

A sala de colheitas estd aberta todos os dias Uteis, possuindo uma média de 400
utentes diarios provenientes da consulta externa dos HUC e dos centros de saude da
regiao.

O Laboratério de Urgéncia e o de Hematologia funcionam 24 horas e recebem
amostras do Servigo de Urgéncia dos HUC, bem como andlises urgentes do internamento. A
partir das 16h00 horas, no Laboratério de Urgéncia é efetuada a receciao e cultura de
diferentes amostras biologicas para estudo microbiologico. No dia seguinte estas amostras
sao enviadas ao laboratério de Microbiologia, para avaliagio do resultado da cultura,
eventual identificagdo e interpretacio dos niveis das sensibilidades aos antibioticos. A
rececao destas amostras no laboratério de urgéncia, é vantajosa na medida em que os
resultados do seu estudo sao mais céleres, permitindo a instituicio mais rapida da
terapéutica, poupando-se assim no tempo de internamento.

Este Servico recebe também amostras de outros Hospitais, especialmente distritais,
como Castelo Branco e Aveiro para as analises que pela especificidade e pela raridade com
que sdo pedidas, os laboratérios destes hospitais nao possuem equipamentos ou reagentes
para as efetuar. O mesmo se verifica no Servico de Patologia Clinica dos HUC, em que

existem algumas andlises que por serem pedidas esporadicamente, nao justifica ao
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laboratério possuir o reagente ou equipamento para as realizar, assim, sao enviadas para o
Instituto Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge (INSA) e para o Instituto de Higiene e
Medicina Tropical (IHMT).

O Servico de Patologia Clinica esta informatizado com um sistema integrado de
gestao laboratorial - Clinidata-Maxdata - que permite integrar em suporte informatico os
diferentes laboratoérios e todos os resultados analiticos gerados, possibilitando um acesso
rapido, simples e geral das andlises de um dado utente no momento, bem como o seu
historial analitico.

Este sistema de gestio de laboratério traduz-se numa maior eficiéncia, com uma
consequente otimizagao dos diversos processos laboratoriais e redugao de custos. O
sistema permite um tratamento informatico de todos os parametros estudados, tendo em
conta com o seguinte:

» Registo das andlises pedidas incluindo dados demogrificos e clinicos do utente;

» Identificagio da amostra mediante leitura otica de codigos de barra;

» Elaboracao de listas de trabalho, com as técnicas a efetuar;

» Visualizagdo de resultados analiticos transmitidos pelos equipamentos onde foram
efetuadas as analises;

» Processar a faturagao aos sub-sistemas dos utentes e a execugao de diversos mapas

estatisticos.

O Servigo de Patologia Clinica abrange uma vasta area de conhecimentos e técnicas
laboratoriais. Ao longo deste estigio a mestranda teve oportunidade de contactar com
varias valéncias e com diversos equipamentos automaticos utilizados para a realizagao das

diversas analises, destacando os que se seguem.

2.1. Microbiologia

VITEK2, bioMérieux — Equipamento automadtico que identifica e determina a

suscetibilidade antimicrobiana dos microrganismos, utilizando o método turbidimétrico.

MiniApi, bioMérieux — Equipamento que permite identificar microrganismos pela

realizagao de um antibiograma. As galerias API, utilizam o método colorimétrico e as galerias

ATB, utilizam o método turbidimétrico/ nefelométrico.

15



Relatério de Estagio do Mestrado em Analises Clinicas

BacT/ ALERT 3D, bioMérieux — Equipamento automatico que incuba, agita e realiza

leituras periodicas dos frascos de hemocultura. As hemoculturas possuem um sensor
colorimétrico que muda de cor na presenca de Dioxido de Carbono (CO,), resultante da
multiplicagao bacteriana. O equipamento deteta a mudanga de cor, medindo a luz refletida

que é transmitida a um computador.

Camara de Anaerobiose — Permite a realizagao de procedimentos bacteriolégicos para isolar

e identificar bactérias anaerdbias.

2.2. Hematologia

COULTER LH 780, BECKMAN COULTER Inc. — Autoanalisador de Hematologia

para realizagdo de hemogramas. Utiliza o método de Impedancia.

Pentra DX120, Horiba — Equipamento que efetua laminas de esfregagos de sangue

periférico e posterior coloragao. Método de May-Grunwald-Giemsa.

ACL Top — Autoanalisador da Coagulagao para determinagao dos tempos de
coagulagao. Utiliza o método Fotométrico.

Alifax Test | BCL — Equipamento para determinagao da Velocidade de Sedimentagao
(VS).

Microscopio Zeiss “AXIOSKOP 2 plus” — Microscopio otico, utilizado

para observagao de esfregacos de sangue periférico.

Cytomics Fc 500, Beckman Coulter — Equipamento destinado a citometria de fluxo.

2.3. Laboratorio de Urgéncia

RAPIDLAB 1200, SIEMENS Diagnostics — Equipamento automatico para

determinagao de pH e gases, eletrdlitos e lactatos no sangue arterial que utiliza o método

elétrodo seletivo de ides em comparagao com o elétrodo de referéncia.

ARCHITECT ¢ SYSTEMS 16000, Abbott — Autoanalisador para determinagao dos
perfis 1, 2 e 3, Proteina C Reativa (PCR), Amilase, Dioxido de Carbono (CO,), Fésforo,

Magnésio e Colinesterases no soro. Utiliza os métodos Potenciometria Indireta para
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determinagao do ionograma e Espectrofotometria — Colorimetria - para os restantes

parametros bioquimicos.

StreamLab, Worcell SIEMENS — Com centrifuga e dois médulos de Dimension® RxL
Max, SIEMENS integrados. Este sistema possui fungao pré e poés-analitica, centrifuga,
descapsula e distribui os diferentes tubos das amostras para suportes, referentes aos

respetivos aparelhos.

Dimension® RxL Max, SIEMENS — Equipamento automatico que permite a execugao

de ensaios imunoenzimaticos, baseado no método de “sandwich”, para doseamento no

sangue dos marcadores de necrose do miocardio, farmacos, dlcool e amoénia.

ADVIA Centaur CP, SIEMENS — Utilizado no diagnéstico in vitro para a determinagao

quantitativa do péptido natriurético tipo B (BNP) em plasma humano. E um imunoensaio
totalmente automatizado do tipo ‘“sandwich” efetuado em dois locais que recorre a
quimioluminiscéncia direta e que utiliza quantidades constantes de dois anticorpos

monoclonais.

B.R.A.H.M.S KRYPTOR compact — consiste num sistema totalmente automatizado

para diagnostico in vitro. O fundamento deste equipamento baseia-se na tecnologia TRACE
(Time-Resolved Amplified Cryptate Emission), que mede o sinal emitido a partir de um

imunocomplexo em atraso. Utilizado para o doseamento da Procalcitonina (PCT) no soro.

Microscopio Zeiss “AXIOSKOP 40” — Microscopio 6tico, utilizado para a visualizagao

de exames diretos apos coloragao e exames a fresco em fundo claro ou em fundo escuro.

LABCONCO, Purifier Class Il Biosafety Cabinet, Delta Series — Camara de fluxo

laminar, utilizada para manipulagao e tratamento de amostras bioldgicas.

Beckman Coulter — Centrifuga utilizada na centrifugagao de amostras biologicas.

2.4. Autoimunidade

Mago®, 4 ISODER — Equipamento automatico que utiliza o método Imunoenzimatico
(ELISA) e Imunofluorescéncia Indireta (IFl) para pesquisa e identificagao de autoanticorpos.

EUROIMMUN Analyser | — Equipamento automatico concebido para determinagao

de anticorpos, visando o diagnostico de doengas infeciosas e autoimunes pelo método

imunoenzimatico (ELISA).
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IMUNOCAP 250 EliA™ well, Phadia — Equipamento automatico que utiliza o método

Fluorimunoensaio, para diagnostico de doengas autoimunes.

EUROBLOTMaster EUROIMMUN US — Equipamento automatizado para a execugao

de técnicas de imunoblotting para identificagao de autoanticorpos.

WALLAC 1470 WIZARD® Gamma Counter, PerkinElmer Life Sciences — Contador

automatico de radiagoes gamma das diferentes técnicas que utilizam a metodologia de
Radioimunoensaio (RIA).

Microscopio Zeiss “AXIO SCOPE.A|” — Microscépio de Imunofluorescéncia Indireta

(IFI).

Centra GP8R Thermo IEC — Centrifuga refrigerada utilizada na execugao das técnicas

de RIA.

Trabalhar com qualidade, sempre foi e sera o lema do Servico de Patologia Clinica. O
controlo de qualidade é efetuado diariamente para minimizar qualquer erro que possa
existir, utilizando controlos das respetivas casas comerciais, de modo a garantir que cada
equipamento e reagente estejam em condigoes otimas para a rotina laboratorial. Para além
de possuir controlos internos, o laboratério participa regularmente em programas de
avaliagao externa da qualidade, nomeadamente da “Randox International Quality Assessment
Scheme” (RIQAS), da “United Kingdom National External Assessment Service” (NEQAS)
e da Digital PT, permitindo com a avaliagao dos resultados, a identificagao de erros e a
implementagao de medidas preventivas e corretivas capazes de melhorar o desempenho da

técnica.

Avaliacao Externa da Qualidade:
» RIQAS - Therapeutic Drugs- periodicidade quinzenal; Liquid Cardiac -
periodicidade mensal.
» NEQAS — Clinical Chemistry — periodicidade quinzenal.

» Digital PT — Blood Gases and Electrolytes — periodicidade trés vezes ao ano.
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3. ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

Como ja foi referido, a mestranda estagiou e desenvolveu atividades nas seguintes
areas:

» Microbiologia: cultura de produtos biologicos (urinas, fezes, LCR, exsudatos
(zaragatoas), expetoragoes, aspirados bronquicos, liquidos asciticos e pleurais,
cateteres, entre outros) em meios de cultura apropriados e respetivo exame direto,
isolamentos, identificacao e eventual antibiograma.

» Hematologia: hemograma e respetivo esfregaco de sangue periférico, contagem de
plaquetas e reticulocitos, determinagao do tempo de protrombina, do tempo de
tromboplastina parcial ativada, fibrinogénio e velocidade de sedimentagao (VS).

» Imunologia: Doseamento das imunoglobulinas (Ig) A, G, M e E, cadeias leves Kapa (k)
e lambda (L), Fator Reumatoéide (FR), Anti-Estreptolisina O (ASO), realizagao da
técnica de Waaler-Rose (WR), electroforese de proteinas, imunofixagao sérica e
urinaria.

» Bioquimica de Urgéncia e Autoimunidade: As duas areas que selecionou para

descrever com maior detalhe dedicando mais tempo as mesmas, aprofundando

conhecimentos e adquirindo autonomia.

3.1. Bioquimica

O sangue transporta um grande nimero de substancias quimicas por todo o
organismo, entre os 6rgaos e para os tecidos. Essas substincias refletem os processos
metabolicos e os estados patologicos. As alteragdes nas concentragoes dessas substincias
sao frequentemente Uteis para o diagnostico de diferentes patologias e para a instituicao da
terapéutica'.

A Bioquimica Clinica é uma area multidisciplinar que tem como objetivo a
determinagdao de parametros bioquimicos e ¢ utilizada no diagnéstico, tratamento,
monitorizagao ou preven¢ao da doenga. Esta disciplina engloba duas vertentes, analitica e

interpretativa, e pode compreender a determinagao e monitorizagao de varios parametros.
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3.1.1. Laboratoério de Urgéncia

O Laboratorio de Urgéncia é um espaco amplo com uma area de recegao de
amostras, onde se efetua a sua integragao informatica (requisi¢ao online) e orientagao, para
o respetivo processamento. Dispoe de equipamentos necessarios a realizacao de todas as
analises bioquimicas de urgéncia ja mencionados anteriormente.

Este laboratério funciona 24 horas e estd de servigo a urgéncia e ao internamento

dos HUC. Recebe varios tipos de amostras, desde sangue, urina, liquidos asciticos, pleurais e
cefalorraquideo (LCR), bem como amostras biologicas para estudo microbiolégico.
Durante o estagio de Bioquimica, a mestranda acompanhou todo o percurso dos diferentes
tipos de amostras e respetivos pedidos, desde a sua recegao, registo, centrifugacgao,
processamento e validagio do resultado. Participou diariamente na manutencao dos
diferentes equipamentos e no controlo de qualidade dos mesmos, bem como na execugao
de todo o trabalho técnico.

O controlo interno de qualidade é composto por trés niveis: nivell (Baixo), nivel 2
(Médio) e o nivel 3 (Alto) e é efetuado 4 vezes em 24 horas a todos os parametros
bioquimicos. No caso dos farmacos e marcadores de necrose do miocardio o controlo de
qualidade (CQ) ¢é efetuado de 12 em |2 horas. Caso algum dos parametros nao esteja
dentro dos limites de confianga do CQ, nao se podera prosseguir com o processamento.
Primeiro analisa-se o que podera estar a acontecer (CQ ou reagente podem estar a
terminar, apresentar eventual contaminagao, entre outras) e implementam-se as medidas
corretivas (calibragao, mudanca de reagente e nova embalagem de CQ, entre outras)
necessarias com o objetivo de resolver o problema, prosseguindo posteriormente com o
normal processamento das amostras.

Durante o estagio teve a oportunidade de verificar que a diversidade de pedidos é
enorme, embora alguns se destaquem pela sua objetividade e urgéncia.

No laboratorio de urgéncia, as andlises bioquimicas urgentes sao divididas por perfis
I, 2 e 3, Proteina C Reativa (PCR), Amilase, Didéxido de Carbono (CO,), Fésforo, Magnésio,
Colinesterases, Amoénia, Alcool (Etanol), Marcadores de necrose do miocardio e Firmacos.
Segue-se Peptideo Natriurético tipo B (BNP), Procalcitonina (PCT), Eletrdlitos, Calcio

ionizado (Ca™), pH e gases.
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3.1.1.1 PERFIL |

Avalia o estado geral do doente: Equilibrio hidro-eletrolitico, fungao renal e os
estados metabolico e nutricional. Engloba a Glicose, Ureia, Creatinina, Sodio, Potassio,

Cloro, Calcio, Osmolalidade, Proteinas Totais e Albumina.

a) Glicose

A glicose é a fonte priméria de energia para o corpo humano®. A determinagio da
glicose no sangue constitui o procedimento quimico laboratorial mais utilizado como auxiliar
no diagnodstico e tratamento da diabetes. Niveis elevados de glicose (hiperglicemia) também
podem ocorrer em casos de neoplasia pancreatica, hipertiroidismo, bem como em outras
patologias. Niveis de glicose reduzidos (hipoglicemia) podem ser secundarias a insuficiéncia
renal, a cirurgia gastrica, a metdstases hepiticas e a terapéutica excessiva com insulina’,

Método: Espectrofotometria (Hexoquinase / G-6-PDH)

Tipo de amostra: soro, urina, LCR

b) Ureia

A ureia é um composto sintetizado pelo figado a partir do amoniaco, que resulta do
catabolismo das proteinas e dos aminoacidos.

Assim, nos doentes renais cronicos a ureia apresenta valores elevados, sendo essa
elevagcao proporcional ao grau de insuficiéncia renal. Outras situagoes, em que este
composto apresenta concentragoes elevadas, sao: dieta rica em proteinas e atividade
muscular intensa (desportistas ou caso de fome severa). A restricao da ingestao de
proteinas, a gravidez, a desidratagao, doengas hepaticas graves ou a diminuigao da sintese,
geram valores séricos diminuidos.

Os valores de ureia no soro sao utilizados no diagnostico de determinadas doengas
renais e metabdlicas, sendo utilizados para avaliagio da fungio renal. Este parimetro
bioquimico é requisitado simultineamente com o doseamento da creatinina sérica para
diagnostico diferencial das hiperurémias pré-renais (descompensagao cardiaca, deplegao
hidrica, aumento do catabolismo de proteinas), renais (glomerulonefrite, nefrite cronica, rim
poliquistico, necrose tubular) e pés-renais (obstrugdes do trato urinario)®.

Método: Espectrofotometria (Urease)

Tipo de amostra: soro e urina

21



Relatério de Estagio do Mestrado em Analises Clinicas

c) Creatinina

Catabdlito da creatina muscular, a creatinina € eliminada exclusivamente pelo rim por
filtracdo glomerular, nio sendo nem secretada nem reabsorvida pelo tibulo®. A producio de
creatinina € proporcional a massa muscular do individuo e nao apresenta grandes variagoes
diarias. A producao diaria de creatinina mantém-se relativamente constante, exceto nos
casos de lesao por esmagamento ou de doencas degenerativas que produzem dano muscular
extenso.

A diminuicao da funcao renal resulta no aumento da concentragao de creatinina no
soro. A determinacao da creatinina no soro é o melhor critério de avaliacio da filtracao
glomerular e na monitorizagio da dialise renal’.

Método: Espectrofotometria (Picrato alcalino)

Tipo de amostra: Soro e urina

d) lonograma sérico (Soédio, Potassio, Cloro)

O Sédio (Na") é o catido mais importante do liquido extracelular (plasma sanguineo e
espaco intersticial) e desempenha um papel essencial na regulagio do volume de liquidos
corporais, na manuten¢ao do potencial elétrico nas células musculares e no controlo da
permeabilidade das membranas celulares. A diminuicao dos valores de Sédio pode ser devida
ao uso excessivo de diuréticos, vomitos prolongados, diminuigao da ingestao de sédio na
dieta e na acidose metabdlica, o seu aumento pode estar presente na Sindroma de Cushing,
em casos de desidratagao severa ou devido a ingestao excessiva de sal sem o fornecimento
adequado de agua’.

O Potissio (K*) é o principal catido do fluido intracelular sendo a sua concentragio
nos eritrocitos, vinte e trés vezes superior ao do soro. Por esta razao, nao se podem utilizar
amostras de soro hemolisado.

A diminuicao da ingestao de potassio na dieta, uma redistribuicio do potassio
extracelular e um aumento da perda de fluidos ricos em potdssio podem ser as causas da
diminuicao dos niveis de potassio, que pode ser caracterizada por fadiga muscular,
irritabilidade, paralesia, taquicardia e eventual Enfarte Agudo do Miocardio (EAM). Niveis
anormalmente elevados de potassio extracelular, conduzem a confusao mental, fadiga geral,

bradicardia, e eventual colapso do sistema vascular periférico e EAM. Causas do aumento
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dos niveis de potassio podem estar ligadas a inapropriada terapia intravenosa, a desidratacao,
a choque, a cetoacidose diabética e a queimaduras severas™.

O Cloro (ClI) é o principal aniao extracelular. A maioria do cloro ingerido é
absorvido e o excesso é excretado com outros ides pela urina. Niveis baixos de cloro sao
observados em casos de vomitos prolongados acompanhados por perda de acido cloridrico
(HCL), em alguns casos de acidose metabolica na qual ha um aumento da acumulagao de
anioes organicos e em casos criticos de doenga de Addison. Niveis elevados de cloro sao
observados na acidose metabolica associada a diarreia prolongada com perda de bicarbonato
de sédio (NaHCO3)~

Método: Potenciometria Indireta

Tipo de amostra: soro e urina

e) Calcio (Ca)

A quase totalidade do calcio (99%) encontra-se na forma de cristais, como fosfato
tricilcico extracelular na massa éssea‘. Mas embora o célcio plasmatico represente apenas
uma fracdo minima do total de Ca, intervém como efetor de numerosas enzimas, e, nessa
qualidade, desempenha um papel importante. Por exemplo os ides Ca estao diminuidos na
excitabilidade neuromuscular e participam na coagulagao do sangue. A sua concentragao é
mantida fixa pela agio conjunta da paratormona, da vitamina D e da calcitonina’.

O hiperparatiroidismo, a hipervitaminose D, o mieloma multiplo e algumas neoplasias
4sseas sdo causas de hipercalcémia®.

A hipocalcémia pode resultar de hipoparatireoidismo, hipoalbuminémia, insuficiéncia
renal e pancreatite’.

Método: Espectrofotometria (Arsenazo lll)

Tipo de amostra: soro e urina
f) Osmolalidade

Quando o homem ¢é sujeito a privagao da ingestao de agua, ha um aumento na
osmolaridade plasmatica, o qual é detetado por células especializadas osmossensiveis

localizadas no hipotalamo anterior.

A concentragao de soluto no plasma e no soro determina a osmolalidade e interfere

com o movimento do fluido através das membranas corporais. A osmolaridade dos fluidos é
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mais facilmente determinada em laboratério através da depressio do ponto de
congelamento induzida na agua por particulas de soluto osmoticamente ativas.

No Homem saudavel, a osmolalidade plasmatica é mantida dentro de limites
fisiologicos muito estreitos, entre 280 — 295mosm/KgH,O, pela integracdo com sucesso, da
ingestao e excregao de agua, sendo a ultima controlada principalmente pelas agoes anti-
diuréticas da hormona de origem neurohipofisaria, a vasopressina e determinada
principalmente pelo sédio, cloro, bicarbonato, pela glicose e pela ureia'.

Uma foérmula simples, mas razoavelmente precisa para o calculo da osmolalidade no
soro (baseada nos pesos moleculares da glucose e da ureia mais o peso da contribuicao do

sédio e dos seus anides circulantes) é':
Osmolalidade = 2 x [Na+] + Glicose /20 + BUN/ 3

Método: Calculo automatico

Tipo de amostra: soro

g) Proteinas Totais

As proteinas plasmaticas sao a Albumina e as Globulinas e, na sua maioria, sao
sintetizadas no figado, ganglios linfaticos, bagco e medula éssea. A sua concentragao pode
encontrar-se alterada em inUmeras situagoes clinicas, como: Sindrome nefrético,
hemorragias, desidratagao e mieloma mdltiplo.

A determinagao das proteinas totais € importante para o diagnostico e avaliagao de
alteragoes metabolicas, estados nutricionais e doengas hepaticas, renais, da medula ossea,
entre outras patologias’.

Método: Espectrofotometria (Biureto)

Tipo de amostra: soro e urina

h) Albumina

A albumina é a principal proteina do soro em individuos normais. Normalmente,
niveis séricos elevados de albumina (hiperalbuminémia) resultam da desidratagao, enquanto
niveis baixos de albumina (hipoalbuminemia) ocorrem em diversas patologias, incluindo
doenga renal, hepatica, ma absor¢ao, desnutricao, queimaduras graves, infegoes e cancro’.

Método: Espectrofotometria (Purpura de bromocresol)
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Tipo de amostra: soro e urina

3.1.1.2. PERFIL 2

Avalia a fungao hepatica. Fazem parte deste perfil as bilirrubinas total e direta, a

Alanina Aminotransferase (ALT), a Gama-Glutamil Transferase (GGT) e a Fosfatase Alcalina.

a) Bilirrubina

A bilirrubina é formada através da degradagao das moléculas de hemoglobina pelo
sistema reticuloendotelial. A bilirrubina recém-formada (nao conjugada) circula no sangue
ligada a albumina sérica. E transportada para o figado, onde é captada por células
parenquimentosas hepiticas e conjugada’. E posteriormente excretada pelas vias biliares no
intestino’.

A bilirrubina total é a soma das fracoes conjugada e nao conjugada. A sua
concentragao esta elevada na hepatite, na cirrose, em doengas hemoliticas, nalgumas
deficiéncias enzimaticas hereditarias e em situagoes que causam obstrucao hepatica.

A bilirrubina direta é a soma das fragoes conjugadas. Esta elevada em situagoes que
causam obstrucao hepatica, na hepatite, na cirrose, nalgumas deficiéncias enzimaticas
hereditarias e em defeitos herdados nos canaliculos biliares®.

Método: Espectrofotometria (Sal de Diazonio)

Tipo de amostra: soro

b) Alanina Aminotransferase (ALT)

A Alanina Aminotransferase (ALT), também referida como Glutamato Piruvato
Transaminase (GPT), € uma enzima envolvida no metabolismo dos aminoacidos. Esta enzima
esta presente em muitos tecidos, mas niveis elevados sao encontrados em tecido hepatico e
renal, apos lesao. A destruicao destes tecidos leva a libertagao da enzima intracelular na
circulagio sanguinea’.

Niveis séricos de ALT significativamente elevados podem ser observados numa
variedade de doengas que envolvem o figado, como a hepatite, a mononucleose e cirrose.
Assim sendo, a ALT é considerada um bom auxiliar de diagnéstico de doencas hepaticas®.

Método: Espectrofotometria (NADH)

Tipo de amostra: soro
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c) Gama-Glutamil Transferase (GGT)

A enzima GGT catalisa a transferéncia de aminoacidos de um péptido para outro. E
uma enzima que estd presente em todas as células do organismo - a nivel da membrana
celular - a excegao das células musculares. A enzima que circula no soro tem origem
sobretudo no sistema hepatobiliar.

O aumento da GGT ocorre também nas seguintes patologias: hepatite infeciosa,
esteatose hepatica, pancreatite aguda e cronica.

A GGT é desde ha muito considerada como marcador de doenca hepatobiliar e do
consumo ou abuso do élcool’.

Método: Espectrofotometria (Substrato L-Gama-glutamil-3-carboxi-4-nitroanilida)

Tipo de amostra: soro

d) Fosfatase Alcalina

A determinagao da concentragao desta enzima é Util no diagnostico e tratamento de
doengas hepaticas e Osseas, da paratiroide e do intestino. Aparece elevada em todas as
formas de colestase, no raquitismo, na osteomaldcia, fraturas e tumores malignos. Contudo,
ha situagbes nao patologicas em que os valores estao acima do normal, é o caso das
criangas, em que ha uma intensa atividade osteoblastica de remodelagao Ossea e nas
mulheres pos menopausa, devido a osteoporose’.

Método: Espectrofotometria (Paranitrofenil fosfato)

Tipo de amostra: soro

3.1.1.3. PERFIL 3

Existem certas enzimas no musculo cardiaco que sao libertadas quando ocorre
necrose tecidular. Apresentam-se elevadas, de acordo com a literatura, em cerca de 90-95%
dos pacientes com EAM®,

Fazem parte deste perfil as enzimas Aspartato Aminotransferase (AST), a Lactato

Desidrogenase (LDH) e a Creatina Quinase (CK).

26



Relatério de Estagio do Mestrado em Analises Clinicas

a) Aspartato Aminotransferase (AST)

A Aspartato Amino Transferase (AST), também referida como GOT- Glutamato
Oxaloacetato Transaminase, € uma das enzimas que catalisa a interconversao de
aminodcidos e de o-cetoacidos através da transferéncia de grupos amina.

As concentragoes mais elevadas de AST s3ao encontradas nos tecidos do coragao,
figado, musculos e rim. Danos nestes tecidos podem aumentar significativamente os niveis
séricos de AST, nomeadamente em situagoes de hepatites aguda e toxica, necrose hepatica,
cirrose e no EAM?,

Método: Espectrofotometria (NADH)

Tipo de amostra: soro

b) Lactato Desidrogenase (LDH)

A LDH é uma enzima encontrada nas células de varios tecidos, incluindo o coracao,
musculo esquelético, eritrocitos e em menores concentragoes no figado, rim, cérebro, e
pulmées’. E responsavel pela conversio do lactato muscular em piruvato, passo essencial na
produgao de energia muscular.

Esta enzima é utilizada em diagnosticos diferenciais da anemia hemolitica e como
marcador tumoral em algumas neoplasias tais como nos tumores das células germinativas.

A LDH apresenta niveis elevados no soro, nas hepatites, na nefrite glomerular, na
embolia pulmonar, em doengas musculares, em muitas leucemias e linfomas.

Como a LDH é um marcador nao especifico, é usado em combinagao com outros
marcadores no diagndstico e tratamento’.

Método: Espectrofotometria (Reagiao Lactato ->  Piruvato)

Tipo de amostra: soro e LCR

c) Creatina Quinase (CK)

A CK encontra-se no musculo cardiaco, no musculo esquelético e no cérebro. A
enzima apresenta-se elevada em cerca de 90-93% dos pacientes com EAM.

Os niveis de CK sao afetados por um nimero consideravel de condigoes clinicas
associadas a lesao muscular aguda ou esfor¢o muscular intenso, por isso, os principais
inconvenientes na CK total no diagndstico do EAM incluem: (1) o periodo de tempo

relativamente curto durante o qual a enzima se encontra elevada apds o inicio do enfarte e
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(2) o problema de elevagoes falso-positivas em consequéncia de lesao do musculo
esquelético (sobretudo por injegdes intramusculares)®.
Método: Espectrofotometria (N-acetil-L-cisteina)

Tipo de amostra: soro
3.1.1.4. Proteina C Reativa (PCR)

A PCR é uma proteina de fase aguda, cuja concentragao aumenta inespecificamente
em resposta a uma inflamacao, sobretudo na resposta a uma infegao pneumocécica, doenga
histolitica entre outros estados patologicos.

E usada como um marcador ou um indicador de diagnéstico geral de infecio ou de
inflamacio, além de servir para monitorizar a resposta terapéutica e cirargica’.

Método: Turbidimetria

Tipo de amostra: soro

3.1.1.5. Amilase

A amilase é uma enzima digestiva que normalmente atua no espago extracelular,
clivando o amido em pequenos grupos de oligossacarideos e, finalmente, em
monossacarideos. As glandulas salivares e o pancreas sao as principais fontes organicas da
amilase. O soro normal contém as formas salivar e pancreatica da amilase, embora a forma
salivar geralmente seja a predominante.

A inflamagao do pancreas produz a libertagio de amilase e de outras enzimas
pancreadticas na circulagao.

Na pancreatite aguda, os niveis séricos de amilase aumentam. Em fungao do seu baixo
peso molecular, a amilase é rapidamente eliminada na urina, onde pode permanecer elevada
por varios dias devido ao depuramento prolongado, mesmo quando os niveis séricos ja
estao normalizados. A amilase pode estar também moderadamente aumentada no carcinoma
da cabega do pancreas (manifestagao tardia), na inflamagao das glandulas salivares (parotidite)
e na Ulcera péptica perfurada'.

Método: Espectrofotometria (Substrato de CNPG3)

Tipo de amostra: soro e urina
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3.1.1.6. Dioxido de Carbono (CO?2)

A determinagao no soro de dioxido de carbono total (CO,) associada a outras
informagoes clinicas e laboratoriais, € necessaria para a avaliagao do equilibrio acido-base.
Um valor elevado de CO, pode ser observado numa acidose respiratoria e alcalose
metabdlica compensada. Um valor baixo de CO, pode ser observado numa alcalose
respiratéria e acidose metabdlica compensada. Outras determinagoes laboratoriais
permitem uma diferenciagio entre uma situagio metabolica ou respiratoria’.

Método: Espectrofotometria (PEP carboxilase)

Tipo de amostra: soro

3.1.1.7. Fosforo

A maioria do fosforo no organismo (80 a 85%) esta presente nos ossos como
hidroxiapatite. O restante fosfato estd presente como fésforo inorganico e ésteres de
fosfatos. O calcio e o foésforo no soro apresentam geralmente uma relagao de reciprocidade.
Um aumento de fésforo sérico pode ocorrer na hipervitaminose D, no hipoparatiroidismo e
insuficiéncia renal. Niveis séricos baixos sao observados em casos de raquitismo (deficiéncia
de vitamina D), no hiperparatiroidismo e na sindrome de Fanconi’.

Método: Espectrofotometria (Fosfomolibdato)

Tipo de amostra: soro e urina

3.1.1.8. Magnésio

O magnésio € um nutriente essencial que esta envolvido em muitas fungoes
bioquimicas. Desempenha um papel estrutural nos acidos nucleicos e particulas ribossomais,
€ necessario como ativador de muitas enzimas e participa na fosforilagio oxidativa para
produgao de energia.

A hipomagnesémia tem como consequéncia, a perturbagao da fungao neuromuscular,
pode causar diarreia prolongada grave, sindromes de ma absorgao, hiperaldosteronismo. A
hipomagnesémia por excesso de perda urinaria pode ocorrer do uso de diuréticos
(terapéutica diurética). A hipermagnesémia foi identificada em casos de insuficiéncia renal
glomerular e coma diabético’.

Método: Espectrofotometria (Arsenazo)

Tipo de amostra: soro e urina
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3.1.1.9. Colinesterases (CHE)

A pseudocolinesterase (CHE), também conhecida como acetilcolina acilhidrolase
encontra-se no soro, figado, pancreas, coragao e substincia branca do cérebro. A
determinagao da colinesterase sérica € util no diagnostico de doencgas hepaticas, hepatite,
cirrose, carcinoma metastizado. A CHE encontra-se gravemente diminuida na intoxicagao
por inseticidas organofosforados, atuando como um indice sensivel da exposicao a esses
agentes'. Os niveis de CHE no soro diminuem, em todas as doencas supra citadas®.

Método: Cinético colorimétrico (butiriltiocolina como substrato especifico)

Tipo de amostra: soro

3.1.1.10. Amoénia

A amonia é produzida principalmente no intestino e deveria ser transformada em
ureia (ou glutamina, a partir de glutamato) pelo figado e eliminada pelas fezes e urina. Essa
amonia em excesso no cérebro, afeta os neurotransmissores e portanto o funcionamento
cerebral.

As determinagdes da Amonia sao frequentemente utilizadas no acompanhamento da
evolugio da encefalopatia hepatica®.

Método: Enzimatico (Glutamato desidrogenase)

Tipo de amostra: plasma (Heparina)

3.1.1.11. Alcool (Etanol)

O Etanol é uma substincia quimica amplamente usada e o seu uso abusivo é
frequente”.

O dlcool é responsavel por intoxicagoes agudas que estao longe de serem sempre
evidentes. Pelo contrario, diversas situagoes — como a hipoglicémia e a hemorragia meningea
— simulam a intoxicagao alcodlica aguda. O doseamento do etanol é pois de um grande
interesse na pratica médica de urgéncia’. Os resultados de etanol podem ser utilizados para
o diagnéstico e monitorizagdo de intoxicagio e envenenamento’.

Método: Enzimatico (Alcool desidrogenase)

Tipo de amostra: soro
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3.1.1.12. Marcadores de Necrose do Miocardio (Mioglobina, Troponina |,

CKMBMassa)

A Mioglobina é a hemeproteina que se encontra no musculo cardiaco e esquelético
e é libertada no soro quando ocorre uma lesao nas células desses musculos. Os niveis de
mioglobina tém vindo a ser usados como marcadores precoces do EAM na auséncia de
traumatismo do musculo esquelético ou de outros fatores associados a um aumento de
origem nao cardiaco da mioglobina circulante. Apos necrose do miocardio associada a EAM,
a mioglobina é um dos primeiros marcadores a aumentar sendo a sua determinagao util no
diagnéstico de EAM?.

A Troponina | é uma proteina que pertence ao complexo do aparelho contractil
miofibrilar do musculo estriado, que regula a forga e rapidez da sua contragao. O complexo
das troponinas comporta trés proteinas, T, | e C e varias isoformas. As troponinas T (TnT) e
I (Tnl) tém, cada uma uma isoforma cardiaca (TnTc e Tnlc) diferentes das isoformas
musculares. Quando ocorre uma isquémia do miocardio, a destruicio da membrana do
miocito permite a sua passagem para o sangue. Por isso, elas constituem um dos melhores
marcadores de enfarte °. Segundo a literatura a Troponina | é libertada no sangue poucas
horas apés o inicio dos sintomas de EAM e permanece elevada por varios dias pos-enfarte”.

A quantificagao dos niveis de Troponina-l, revela ser uma determinagao sensivel e
especifica de lesio do miocardio®.

A isoenzima creatina quinase MB (CKMB) encontra-se primariamente no tecido
cardiaco e em concentragoes francamente mais baixas no musculo esquelético. A
quantificagao da CKMB faz parte do conjunto de analises, utilizada no diagndstico de EAM.
As concentragoes de CKMB tém sido Uteis na avaliagao da extensio do EAM e subsequente
repeticao. A sensibilidade de diagnostico, a especificidade e eficicia da CKMB Massa é
superior a outras isoenzimas’.

Método: Imunoenzimatico

Tipo de amostra: soro

3.1.1.13. Farmacos

Farmaco por definicao, designa uma substancia quimica conhecida e de estrutura
quimica definida dotada de propriedade farmacoldgica, ou pelo menos com interesse

médico. O ensaio de niveis séricos dos farmacos € Util para estabelecer a dosagem de
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manutengao, para determinar o cumprimento do tratamento e para avaliar possiveis efeitos

colaterais toxicos®.

sao:

b)

Assim, os farmacos habitualmente pedidos e doseados no laboratério de urgéncia

» Antibidticos (Tobramicina, Gentamicina, Amicacina, Vancomicina);

A\

Digitalicos (Digoxina);

> Anti-epiléticos e Anticonvulsivantes (Fenobarbital, Fenitoina e Acido valpréico,
Carbamazepina, respetivamente);

» Anti-asmaticos (Teofilina);

» Analgésico e Antipirético (Acetaminofeno).
Antibiéticos

Usados no tratamento das infe¢oes bacterianas:

Tobramicina, Gentamicina, Amicacina - Antibidtico aminoglicosideo;

Vancomicina - Antibiotico glicopeptidico.
Método: Imunoturbidimetria (PETINIA)

Tipo de amostra: soro

Digitalicos

Usados como agente antiarritmico isolado ou em conjugagao com outros farmacos:
Digoxina - Glicosideo cardiaco

Método: Imunoensaio (B-galactosidase)

Tipo de amostra: soro

Anti-epiléticos e Anticonvulsivantes

Fenobarbital - Farmaco anti-epilético e sedativo-hipnético.
Fenitoina - Farmaco anti-epilético. A fenitoina é amplamente utilizada e é eficaz para
todos os tipos de crises convulsivas, excepto, crises de auséncia.

Acido valpréico - Farmaco anticonvulsivo. O acido valproico ¢ utilizado isoladamente

ou em conjunto com outros anticonvulsivos na gestao profilatica de convulsoes

epiléticas.
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» Carbamazepina - Farmaco anticonvulsivo. A carbamazepina é um farmaco util no

controlo de determinados tipos de epilepsia.
Método: Imunoturbidimetria (PETINIA)

Tipo de amostra: soro

d) Anti-Asmaticos

> Teofilina - E uma dimetilxantina relacionada com a cafeina, que esta presente no cha.
E usada como broncodilatador na doenca pulmonar obstrutiva crénica.
Método: Imunoturbidimetria (PETINIA)

Tipo de amostra: soro

e) Analgésico e Antipirético

» Acetaminofeno - Analgésico e antipirético.

Método: Enzimatico (Amidase)

Tipo de amostra: soro
3.1.1.14. Péptido Natriurético tipo B (BNP)

O sistema do péptido natriurético é uma familia de péptidos estruturalmente
semelhantes, mas geneticamente distintos, que inclui o péptido natriurético auricular (ANP)
e o péptido natriurético tipo B (BNP) com origem nas células do miocardio e o péptido
natriurético tipo C (CNP) com origem nas células endoteliais. Os péptidos natriuréticos
cardiacos sao os antagonistas naturais do sistema renina — angiotensina - aldosterona e do
sistema nervoso simpatico. Promovem a natriurese e a diurese, agem como vasodilatadores
e exercem efeitos antimitogénicos nos tecidos cardiovasculares. O ANP e o BNP sao
segregados pelo coragao em resposta ao stress hemodinamico. Os niveis elevados de BNP
sao basicamente produzidos como resposta a distensao da parede ventricular esquerda e a
sobrecarga de volume.

O sistema de péptidos natriuréticos cardiacos é ativado no seu grau mais elevado
com a disfungao ventricular e tem um papel importante na manutencao do estado
compensado da insuficiéncia cardiaca assintomatica e no atraso da progressao da doenga. O
BNP ¢ sintetizado como uma preprohormona (preproBNP) de 134 aminoacidos, dos quais
derivam uma prehormona (proBNP) de 108 aminoacidos e um péptido sinal de 32

aminoacidos.
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O doseamento de BNP no plasma demonstrou interesse no diagndstico e na
avaliagao da gravidade da insuficiéncia cardiaca. Este teste, em conjunto com outros fatores
de risco conhecidos, pode ser utilizado para prever a sobrevivéncia em doentes apds a
ocorréncia de EAM’.

Método: Quimioluminiscéncia

Tipo de amostra: plasma (EDTA)

3.1.1.15. Procalcitonina (PCT)

Em 1996 a investigagao no campo dos parametros laboratoriais para o diagnostico
das patologias inflamatoérias, conduziu a revelagao de uma nova molécula e da sua utilidade
nestes casos. A partir de estudos efetuados sobre a calcitonina (CT), detetou-se que esta é
biosintetizada a partir de uma pré-hormona de maior tamanho, a Procalcitonina (PCT). A
PCT encontra-se entre os mais recentes marcadores bioldgicos para o diagnostico,
monitorizagao terapéutica e avaliagdo do prognostico de processos inflamatorios sistémicos
de etiologia infeciosa, embora também tenha sido descrita a sua utilidade para outras
etiologias que nio as infeciosas™.

Método: TRACE (Time-Resolved Amplified Cryptate Emission — mede o sinal
emitido a partir de um imunocomplexo com atraso)

Tipo de amostra: soro

3.1.1.16. pH e gases

Para a avaliagdo do equilibrio acido-base, os valores de pH e de pCO, sao os
parametros mensuraveis mais importantes. Também muito significativos sio o desequilibrio
de base (B.E.) que permite o calculo da quantidade de tampao que deve ser infundida no
doente com perturbagao do equilibrio acido-base e o bicarbonato atual (HCO;) como
medida da capacidade de tamponamento do sangue®.

Valor de pH — O valor de pH indica a atividade dos ides de hidrogénio (H*) de uma
solugao, na forma do logaritmo negativo da concentragao dos ides de hidrogénio (pH= - log
H*). O metabolismo celular necessita de um ambiente em que a concentragio dos ides H*
esteja dentro de limites bem definidos®.

Os pulmoes e os rins sao responsaveis pela regulagao do equilibrio.

A respiragao influencia a concentragao de CO,, reagindo em poucos minutos as

alteragoes na concentracao de ices H™:
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» Se o valor de pH desce, sobe a concentragao de CO,;

» Se o valor de pH sobe, desce a concentragio de CO,.

Assim, o valor de pH serve para a detegao de perturba¢oes de acido-base que
assentam em verdadeiras causas patoldgicas, como perturbagoes nas vias respiratorias e

insuficiéncia renal ou gastrointestinal®.

Valores mais elevados estao presentes na Alcalose respiratoria e na Alcalose

metabdlica.

Valores mais baixos estiao presentes na Acidose respiratoria e na Acidose metabdlica.

pCO, - O didxido de carbono (CO,) € um produto do metabolismo celular e é
transportado através do sangue para os rins e pulmoes sob a forma de CO, dissolvido, de
bicarbonato (HCO;) e de acido carboénico (H,CO,).

A pressao parcial do didxido de carbono (pCO,) depende principalmente do
funcionamento dos pulmodes e da eliminagao de CO,. As alteragcoes de pCO, permitem

inferir uma alteracio do estado respiratoério*.

Valores mais elevados, estao presentes quando ha sinais de troca gasosa deficitaria

nos pulmoes.

Valores mais baixos, estao presentes quando ha sinais de uma respiragao demasiado

rapida ou profunda e na compensagao de uma acidose metabdlica.

O oxigénio (O,) desempenha um papel fundamental na vitalidade das células
corporais e, assim, no potencial vital do organismo humano.

Para a avaliagdo de um fornecimento suficiente de oxigénio e com ele o perfeito
funcionamento do organismo, estao a disposi¢ao os seguintes parametros: pressao parcial do
oxigénio (pO,) como indicador da absorgao de oxigénio nos pulmoes, saturagao do oxigénio
(sO,) indicador do transporte do oxigénio e concentragao do oxigénio (ctO,) indicador do
fornecimento do oxigénio®.

Método: Potenciometria, Elétrodo Seletivo de I6es “ISE” em combinagao com o
elétrodo de referéncia, forma uma célula eletroquimica.

Tipo de amostra: sangue arterial (heparina de litio)

3.1.1.17. Eletrolitos

A manutencao da homeostase da agua é essencial para a vida de todos os

organismos. Nos mamiferos, a manutengao da pressao osmotica e distribuicao da agua nos
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varios compartimentos de fluidos corporais é primariamente uma fungao dos quatro
principais eletrélitos: sodio (Na*), potassio (K*), cloreto (CI) e bicarbonato (HCO,),
desempenhando um papel importante: (1) na manuten¢ao do pH, (2) na fungao apropriada
do coragao e musculos, (3) nas rea¢oes de oxidagao-reducao e (4) como cofatores para
enzimas. Na verdade, quase nao existem processos metabdlicos que sejam independentes
dos eletrdlitos ou que nao sejam afetados por eles. As concentragdes anormais de
eletrolitos podem ser a causa ou a consequéncia de varios disturbios. Assim, a determinagao
das concentragoes dos eletrolitos é uma das fungdes mais importantes de um laboratério
clinico.

As determinagdes dos varios eletrolitos sao também efetuadas pela maioria dos
sistemas de andlises de gases no sangue, no entanto, nao fazem parte do equilibrio acido-
base classico®.

Método: Potenciometria, “ISE”

Tipo de amostra: sangue arterial (heparina de litio)

3.1.1.18. Calcio lonizado (Ca™)

A determinagao do calcio ionizado mede a concentragao do iao calcio livre no sangue
total arterial, venoso ou capilar.

Embora a maior parte do calcio no sangue esteja ligada a proteinas ou complexada
com substancias anidnicas mais pequenas, a fragao biologicamente ativa de calcio é o calcio
ionizado livre. Através do seu papel em varias reagoes enzimaticas e em mecanismos de
transporte membranar, o calcio ionizado tem uma importancia vital na coagulagao do sangue,
na conducio nervosa, na transmissao neuromuscular e na contragio muscular?,

Método: Potenciometria, “ISE”.

Tipo de amostra: sangue arterial, venoso ou capilar (heparina de litio)

3.2. Imunologia

A Imunologia ¢ a ciéncia que estuda o conjunto de mecanismos integrados (o sistema
imunologico) que tem na discriminagao entre o “proprio” e o “alheio” uma das suas fungoes.
O seu desenvolvimento e posterior conquista do estatuto de ciéncia autobnoma deve-
se, sobretudo, a introdu¢ao de metodologias que permitiram o esclarecimento e a
caracterizagao dos diferentes antigénios e anticorpos, etapa essencial a sua futura e explosiva

evolucio®.
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Por ser uma darea da imunologia intensamente estudada mas que muitos
desconhecem, a mestranda optou neste estagio por aprofundar os seus conhecimentos

numa das suas sub-especialidades, a Autoimunidade e as suas aplicagoes laboratoriais.

3.2.1. Autoimunidade

A partir de meados do século XX, a identificagdo de autoanticorpos que reagiam
com componentes dos o6rgaos envolvidos em diferentes doengas humanas levou ao
reconhecimento de que o sistema imunolégico pode ser auto-agressivo e a identificagao das
doengas autoimunes®.

Durante muito tempo considerada como uma situagao rara, o aparecimento de
fendmenos autoimunes é atualmente considerado como sendo o mecanismo de um niimero
importante de doengas. As doencgas autoimunes afetardao 5 a 7% da populagio em geral e
constituirao o 3° grande processo patologico depois das doengas cardiovasculares e dos
carcinomas. A cada ano, as doengas mais ou menos bem compreendidas véem-se explicadas
pela descoberta de uma anomalia autoimune’.

As doengas autoimunes sao um conjunto de patologias cujo estudo tem tido uma

enorme expansao nos Ultimos anos. Embora os mecanismos fisiopatologicos que levam ao
aparecimento das doengas autoimunes ainda niao sejam bem conhecidos, o numero de
autoanticorpos detetados é cada vez maior’.
Os autoanticorpos podem ser classificados em duas categorias: os autoanticorpos naturais
que estao presentes no soro de individuos saos e pré-existem em todas as imunizagoes
sendo essencialmente anticorpos do tipo IgM, mais raramente IgG ou IgA e os
autoanticorpos patologicos que sao produzidos em resposta a uma estimulagao antigénica
persistente, em que a sua concentragao € elevada e que sao geralmente da classe IgG, por
vezes IgA’.

Os trabalhos levados a cabo nos ultimos anos levaram a melhoria das técnicas de
pesquisa dos autoanticorpos e caracterizagao dos antigénios por eles reconhecidos tendo
em muitos casos estabelecido o seu significado clinico. Existem porém, outros
autoanticorpos que apesar de ja identificados, nao se conhece, o seu significado clinico ou
mesmo se o tém.

A necessidade da detegao precoce dos autoanticorpos leva ao desenvolvimento de

técnicas mais sensiveis e mais especificas. E em todo o caso uma tarefa complexa, pois todas
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as moléculas do nosso organismo desde que tenham dimensoes suficientes podem
comportar-se como autoantigénios e dar lugar a uma reagao autoimune.

Durante o estagio de Autoimunidade a mestranda acompanhou todo o percurso das
amostras e respetivos pedidos, desde a sua rececao, registo, centrifugagao, tratamento,
processamento até a validagdo do resultado. Participou diariamente na manutencao dos
diferentes equipamentos, bem como na execugao de todo o trabalho técnico.

Em Autoimunidade é muito importante a realizagio do controlo de qualidade no
sentido de standardizar todos os procedimentos, assim, a mestranda teve a oportunidade de
verificar que o Laboratério de Autoimunidade participa regularmente no programa
internacional de avaliagao externa da qualidade, nomeadamente da “United Kingdom
National External Assessment Service” (NEQAS), do Institute of Quality Assurance-
EUROIMMUN e do Medical and Biological Laboratories (MBL) Quality Control Survey of
the Autoantibodies, permitindo com a avaliagao dos resultados, a identificagao de erros e a
implementacao de medidas preventivas e corretivas capazes de melhorar o desempenho da
técnica e a qualidade dos resultados.

Avaliacao Externa da Qualidade:

> NEQAS
- Antibodies to Nuclear and Related Antigens — Anticorpos antinucleares (ANA),
anticorpos anti-acido desoxirribonucleico de cadeia dupla (dsDNA),Centromero,
Antigénios Nucleares sollveis (ENA) — periodicidade seis vezes ao ano
- Acetyl Choline Receptor Antibodies (Ach) — periodicidade quatro vezes ao ano
- Neutrophil Cytoplasmic Antibody (ANCA-c-ANCA, p-ANCA) and Glomerular
Basement Membrane Antibodies (GBM), Proteinase 3 (PR3), Mieloperoxidase (MPO)
— periodicidade seis vezes ao ano.
- Antibodies in Coeliac Disease (Giladina IgA e IgG, Endomisio IgA, Transglutaminase
IgA) - periodicidade seis vezes ao ano.
- General Autoimmune Serology (Anti-mitocondriais M2) — periodicidade seis vezes
ao ano.

» Institute of Quality Assurance - EUROIMMUN
- Autoantibodies against granulocytes (c-ANCA, p-ANCA), Proteinase 3 (PR3),
Mieloperoxidase (MPO) — periodicidade anual
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- Antibodies against tissue Transglutaminase and Gliadin (Transglutaminase IgA e IgG
Giladina IgA e IgG, Endomisio IgG e IgA,) — periodicidade anual
- Autoantibodies against cell nuclei (ANA, dsDNA, SSA, SSB, Sm, RNP, Scl70, Jol,
PMScl, Centromero) — periodicidade anual

> MBL
- ANA, dsDNA, ENA, Mitocondriais, Musculo liso — periodicidade anual

3.2.1.1. DOENGAS AUTOIMUNES SISTEMICAS

As doengas autoimunes sistémicas caracterizam-se pelo aparecimento de
autoanticorpos dirigidos contra componentes celulares que se encontram distribuidos por
todo o organismo, ou seja, tm uma expressio multifocal’. Estas doencas comportam

essencialmente as conectivites ou doengas do tecido conjuntivo e algumas vasculites.
3.2.1.1.1. Doencas do Tecido Conjuntivo:

Artrite Reumatoide-AR

Lapus Eritematoso Sistémico-LES
Esclerodermia-SCL

Doenca Mista do Tecido conjuntivo-DMTC

Sindrome Sjogren-SS

YV V V V V VY

Polimiosite-Dermatomiosite-PM/DM

Apesar das suas diferentes expressoes clinicas, as doengas do tecido conjuntivo apresentam
sintomas e sinais comuns que dificultam o seu diagndstico. A pesquisa e a identificagao de
anticorpos antinucleares e anti-citoplasmaticos sao importantes auxiliares no diagndstico
diferencial destas patologias. Geralmente, estes anticorpos surgem precocemente no
desenvolvimento da doenga, numa altura em que a clinica é pobre e pouco especifica. Pode-
se considerar para alguns anticorpos antinucleares a existéncia duma relagao direta entre o
seu titulo e a evolugao da doenga, bem como com a resposta a terapéutica instituida. Os
anticorpos antinucleares constituem um vasto grupo de autoanticorpos, de diferentes
especificidades e que reconhecem os diferentes constituintes celulares. Alguns dos
autoanticorpos pesquisados e identificados no Laboratoério de Autoimunidade e as respetivas

doengas associadas estao representados na seguinte tabela. (Tabela I)
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Tabela 1 - Principais anticorpos antinucleares e anti-citoplasmaticos

Localizacdo celular Especificidade Patologias associadas
RNP Al
Artrite Reumatodide

Matriz nuclear RNP A2
RNP | Esclerodermia

Membrana nuclear Laminas Hepatite, LES

) DNA LES

Cromatina . . -
Histonas LES e Lapus latrogénico
Sm/RNP LES, S. Sjogren e Lapus
SS-A Cutaneo

Nucleoplasma (ENA) SS-B S. Sjogren
PCNA LES
Scl 70 Esclerodermia

Centromero

CENP-A, CENP-B e CENP-C

Sindrome de CREST

Aparelho mitdtico

Centriolo
Tubulina

Diversas patologias
Infecgoes virusais

Mitocondrias
Filamentos de actina

Cirrose Biliar Primaria
Hepatite auto-imune tipo |

Citoplasma ,
P Filamentos de vimentina Doencas inflamatoérias
Ribossomas LES
3.2.1.1.1.1. Metodologia para pesquisa, identificacio e doseamento de

anticorpos antinucleares e anticitoplasmaticos

No Laboratério de Autoimunidade, todas as amostras, apds centrifugagao sao
separadas em duas aliquotas (soro) utilizando como substincia conservante a Azida de Sédio
a 0,2%. Uma das aliquotas (armazenada 2 a 8°C) ¢ integrada na rotina diaria do laboratério
de acordo com os pedidos efetuados pelo clinico e apds rastreio e selegao dos mesmos. A
outra aliquota armazenada como amostra reserva a -70°C, é utilizada na eventual
confirmagao de resultados e quando novos pedidos sao solicitados para a mesma amostra. A
mestranda verificou que este laboratorio possui uma seroteca de soros de doentes com

diversos autoanticorpos identificados e que sao utilizados como soros controlo positivo na

execugao das diferentes metodologias.
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Verificou ao longo do estagio que os métodos de pesquisa e identificagao deverao ser

adaptados e diferentes consoante os casos. As metodologias utilizadas em autoimunidade

sao:
Imunofluorescéncia Indireta (IFl)
Ensaio Imunoenzimatico (ELISA)

Imunoblotting

YV V V V

Radioimunoensaio (RIA)

a) Imunofluorescéncia Indireta (IFI)

A Imunofluorescéncia Indireta (Figura |) é a metodologia de screening na pesquisa de

autoanticorpos, no entanto, existem alguns cuja identificacao é apenas efetuada por esta

metodologia, dado que o seu padrao de fluorescéncia é caracteristico.

Figura 1 — Imunofluorescéncia Indireta (IFl)

Anticor, = rd
ticorpo b4
marcado com SN

Auoresceina

Anticorpo

soro humano
- > Substrato com

NN
./j_.;'

antigénio

rd

A descoberta das células (human epithelioma type 2 cells - HEp2) - células epiteliais

neoplasicas provenientes de um carcinoma da laringe — veio dar um enorme contributo na

pesquisa dos antinucleares (ANA), bem como na detegao de certo tipo de anticorpos anti-

citoplasmaticos impossiveis de avaliar em cortes de tecidos. Estas células de proliferagao

rapida mantém-se facilmente em cultura, podendo permanecer num estado de repouso e em

varias fases da mitose. Devido as caracteristicas destas células a sua utilizagao na pesquisa de

anticorpos antinucleares e anti-citoplasmaticos, apresenta vantagens:

» Alta sensibilidade e especificidade;

» Dimensodes do nucleo — presenga de varios nucléolos;
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» Presenca de células em mitose;
» Homogeneidade de distribuicao dos antigénios de célula para célula;

» Identificagdo de autoanticorpos nao visiveis em cortes de tecidos;

Com a IFl, avalia-se a auséncia ou presenca de fluorescéncia e suas caracteristicas nos
diferentes constituintes celulares (nucleo, nucleolos e citoplasma), visando a identificagao de
padroes de fluorescéncia caracteristicos de determinados autoanticorpos.

No laboratério de autoimunidade dos HUC a IFl é o método de referéncia para o
rastreio e determinagao semi-quantitativa dos ANA e anticorpos anti-citoplasmaticos no
soro humano. (Diagrama de interpretagao |,ll e lll)

Diagrama de Interpretagdo | — Imunofluorescéncia indireta para pesquisa dos principais anticorpos antinucleares e anti-
citoplasmaticos e respetivas metodologias para identificacao.

ANA-Imunofluorescéncia Indireta

(Substrato culturas células Hep2)

Fluorescéncia homogénea Fluorescéncia mosqueada

Fluorescéncia membrana
nuclear nuclear

Poro nuclear . .
Lamina . . Matriz
Gp210 Anti-cromatina ENA

(BLOT) (IF1) I (IF1)
| 1

Sm
= RNP
(ELISA)

Histonas dsDNA
(ELISA) (RIAIFI)

SSA
(ELISA)

SSB
(ELISA)

Scl70
(BLOT)

PCNA
(IFI+ BLOT)
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Diagrama de Interpretagao Il — Imunofluorescéncia indireta para pesquisa dos principais anticorpos antinucleares e anti-
citoplasmaticos e respetivas metodologias para identificagao.

ANA-Imunofluorescéncia Indireta

(Substrato cu

Ituras células Hep2)

Fluorescéncia

Fluorescéncia

ponteada nuclear nucleolar
1 1
f 1 I | 1
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(BLOT) | |
I PMScl Nucleoli Scl70 NOR 90
, ucleolina
Proteina CENP-B (BLOT) (BLOT) (BLOT)
(BLOT)
Diagrama de Interpretacdo lll— Imunofluorescéncia indireta para pesquisa dos principais anticorpos anti-citoplasmaticos
e respetivas metodologias para identificacdo.
Anti-citoplasmaticos - Imunofluorescéncia Indireta
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Os autoanticorpos dao origem a padroes de fluorescéncia caracteristicos cuja analise

depende do conhecimento e da interpretagao subjectiva do investigador, existindo assim

uma elevada variabilidade intra e inter laboratorial sendo este o maior problema no

diagnostico das doencgas autoimunes.
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O incremento de trabalho e a necessidade de standardizar e realizar uma avaliagao
reprodutivel dos testes baseados no método de IFl conduziram o Laboratério de
Autoimunidade no sentido da automatizacao. Devido ao elevado numero de amostras
manuseadas neste laboratorio, a técnica de IFI é automatizada sendo executada no

equipamento Mago®, 4 (Figura 2).

Figura 2 — Imunofluorescéncia Indireta - Mago®, 4

O controlo de qualidade das laminas é efetuado reservando o pogo | da primeira
lamina para um controlo positivo (soro controlo com padrao de fluorescéncia homogéneo
com titulagao igual ou superior a 1280) e o pogo 2 para o controlo negativo (soro controlo
negativo para autoanticorpos). Permite a avaliagao da qualidade de todo o procedimento,
avaliando a qualidade da suspensao celular e do conjugado (anticorpo marcado com
fluoresceina), comparando a sua intensidade com os diferentes padroes de fluorescéncia (se
presentes) identificados nos diferentes pogos das laminas.

A observagio das laminas é feita num microscopio de fluorescéncia “AXIO

SCOPE.AI” com a objetiva de imersao 63x (Figura 3).
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Figura 3 — Microscopio de fluorescéncia “AXIO SCOPE.Al”

O padrao de fluorescéncia orienta para a presenga de um determinado tipo de

autoanticorpo, havendo necessidade de o confirmar ou identificar por outras metodologias.

a) Ensaio Imunoenzimatico (ELISA)

Todas as amostras com pedidos de anticorpos antinucleares e anti-citoplasmaticos
sao submetidas a IFl e paralelamente, a uma técnica imunoenzimatica (ELISA), Anti-ENA
PoolPlus (ENA Screening - Antigénios Nucleares Soluveis Screening) efetuada no
equipamento Euroimmun Analyser |, (Figura 5) em que os pocos da microplaca de
poliestireno estdo revestidos com uma pool de seis antigénios purificados'® diferentes: SSA,

SSB, Sm, RNP, Scl-70 e Jo-1 (Figura 4). As amostras positivas sao submetidas a outra técnica

de ELISA, para identificagdo dos autoanticorpos (ENA) presentes nessas amostras. Nesta

técnica utilizam-se tiras de poliestireno adsorvidas com os antigénios especificos, para os

autoanticorpos SSA, SSB, Sm e RNP

Figura 4 — Pogos revestidos com antigénios purificados
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Figura 5 — EUROIMMUN Analyser I, ELISA

b) Imunoblotting

As amostras que sao negativas para_SSA, SSB, Sm, RNP, e que se apresentam

positivas no teste ENA Screening deve-se a presenga de autoanticorpos Jo-l1 ou Scl-70,
sendo a sua posterior identificagio efetuada por Imunoblotting (ANA Profile 3
EUROLINE®) no equipamento EUROBIotMASTER da Euroimmun, tendo sempre em
consideragao o aspeto da fluorescéncia.

Utiliza tiras de teste revestidas com antigénios purificados e isolados'°.

Figura 6 — EUROBIotMASTER da Euroimmun; Imunoblotting — (ANA Profile 3 ®) — Identificagdo de anticorpos
antinucleares e anti-citoplasmaticos

1. P-prot. ee——p
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c) Radioimunoensaio (RIA)

O Radioimunoensaio classico fundamenta-se no principio da ligagdo competitiva. Este
método utiliza, no caso do doseamento de anticorpos anti-ds-DNA, ADN recombinante
marcado com '”| e é concebido para a determinacio quantitativa de anticorpos anti-acido
desoxirribonucleico de cadeia dupla'®. A radioatividade medida no contador de radiagdes
Gamma (WALLAC 1470 WIZARD® Gamma Counter) sera diretamente proporcional ao

titulo de anticorpos presentes no soro (Figura 7).

Figura 7 — WALLAC 1470 WIZARD® Gamma Counter

3.2.1.1.1.2. Especificidade dos (ANA) nas doencas do tecido conjuntivo

A avaliagao de um doente com suspeita de doenga do tecido conjuntivo fundamenta-
se na historia da doenga, no conjunto de sinais e sintomas clinicos e em dados laboratoriais,
nomeadamente na pesquisa e identificagao de anticorpos antinucleares. Motivado pela
existéncia duma consideravel sobreposi¢ao dos achados clinicos, bem como pela diversidade
dos autoanticorpos presentes, a sistematizagao do diagnostico laboratorial nestas alteragoes
contribui para um diagnostico correto e por vezes mais precoce destas patologias.

(Diagrama de interpretagao |V)
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Diagrama de Interpreta¢do IV - Relaciona o padrdo de fluorescéncia com os anticorpos antinucleares e anti-
citoplasmaticos e a sua associagcdo com as patologias autoimunes.
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YV V V V

SSA (Sindrome de Sjogren's - antigénio A - Ro) - anticorpos anti-Y|I-
Y5snRNP,duas ribonucleoproteinas de 60 kDa e 52 kDa ;

SSB (Sindrome de Sjogren's - antigénio B - La) - anticorpos que reconhecem
uma proteina de 48 kDa associada ao complexo SSA; esta proteina influencia a
terminagao da transcricao da RNA polimerase ll;

Sm (Smith) - Anticorpos dirigidos aos polipeptideos do complexo Sm-snRNP
(pequenas ribonucleoproteinas nucleares) envolvidos na sintese de RNA; auto-
anticorpo especifico de LES;

RNP - Anticorpos anti-Ul-snRNP; pequena ribonucleoproteina nuclear integrante
do complexo Sm-snRNP envolvida na sintese de RNA;

Scl-70 - Anticorpos anti-DNA-topoisomerase | - estes anticorpos reconhecem
a porgao carboxi-terminal da DNA-topoisomerase |, enzima presente no
nucleoplasma, nucléolos e na regiao organizadora nucleolar (NOR). Esta enzima
participa na replicagao e transcricao do DNA de dupla hélice. Na esclerodermia estes
anticorpos aparecem associados com fibrose pulmonar intersticial e envolvimento
cutaneo;

Jo-1 - Anticorpos anti-histydil-tRNA sintetase;

PL7 - Anticorpos anti-threonyl-tRNA sintetase;

PL12 - Anticorpos anti-alanyl-tRNA sintetase;

dsDNA - Anticorpos anti-DNA nativo ou de dupla cadeia; doseamento por
radioimunoensaio, e confirmagao por imunofluorescéncia indireta utilizando como
substrato o hemoflagelado Crithidia luciliae. Este protozoario possui um cinetoplasto
que contém exclusivamente DNA de dupla cadeia;

Centrémero - estes anticorpos reconhecem trés proteinas constituintes do
cinetocoro (CENT-B, CENT-A e Cent-C). Aparecem quase que exclusivamente
associados com o sindrome de CREST (calcinose, fenomeno de Raynaud, alteragoes

esofagicas, esclerodactilia e telangiectasias).
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3.2.1.1.2. Vasculites

As vasculites englobam um grupo heterogéneo de patologias caracterizadas por uma
inflamagao das paredes dos vasos sanguineos (arteriolas, artérias, capilares, vénulas e veias),
com atingimento preferencial dos rins, pulmoes e pele, podendo surgir como uma:

» Patologia autoimune primaria - vasculites idiopaticas — (Granulomatose de Wegener,

Periartrite Nodosa Microscépica, etc);

» Ou associadas a uma doenga subjacente - vasculites secundarias.

As vasculites podem resultar da deposicao de imunocomplexos na parede vascular,
ou serem mediadas pela células —T e/ou pela ligagdo de autoanticorpos a estruturas da
parede dos vasos ou a neutrofilos (vasculites com manifestagdes pulmonares e renais,

associadas aos anticorpos anti-citoplasma dos neutrofilos — ANCA).

a) Anticorpos anti-citoplasma dos neutréfilos (ANCA)

Os ANCA sao anticorpos que reagem especificamente com antigénios presentes no
citoplasma dos neutrofilos, em particular a Proteinase 3 (PR3) e a Mieloperoxidase (MPO).
Distintos padroes de fluorescéncia correspondentes a especificidades antigénicas diferentes.

Os dois padroes de fluorescéncia mais comuns sao:

» Padrao c-ANCA
Caracteriza-se por uma fluorescéncia granular fina do citoplasma, correspondendo,
na maioria dos casos, a presenga de anticorpos que reagem com Proteinase 3 e que sao
especificos da granulomatose de Wegener’.
Método: IFI (substrato neutrofilos humanos fixados em etanol)

Tipo de amostra: soro

» Padrao p-ANCA
Caracteriza-se por uma fluorescéncia de aspeto homogéneo de localizagao
perinuclear, que se deve a presenga de anticorpos que podem reagir com diferentes
constituintes do citoplasma dos neutrdfilos. A maioria reconhece a mieloperoxidase (MPO),
uma enzima dos granulos o; a presen¢a destes autoanticorpos caracteriza a periartrite
nodosa microscépica’.
Método: IFI (substrato neutrofilos humanos fixados em etanol)

Tipo de amostra: soro
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b) Anticorpos anti-Proteinase 3 (PR3)

Os anticorpos anti-PR3 sao sensiveis e especificos para a granulomatose de Wegener.
O seu doseamento permite avaliar a fase e a atividade da doenga. Apesar da forte associagao
entre os anticorpos anti-PR3 e a granulomatose de Wegener, existe uma pequena
percentagem de doentes com poliangite microscopica, glomerulonefrite necrosante com
anticorpos anti-PR3 positivos’.

Método: Imunoensaio fluoroenzimatico

Tipo de amostra: soro

c) Anticorpos anti-Mieloperoxidase (MPO)

Os anticorpos anti-MPO sao detetados em doentes com glomerulonefrite
necrosante, em doentes com periartrite microscépica e na granulomatose de Wegener’.
Método: Imunoensaio fluoroenzimatico

Tipo de amostra: soro

3.2.1.2. DOENCAS AUTO-IMUNES ESPECIFICAS DE ORGAO

As doencas especificas de orgio caracterizam-se pelo aparecimento de
autoanticorpos dirigidos contra antigénios existentes apenas num determinado 6rgao ou que

provocam patologia apenas em determinado o6rgao (Tabela 2).

Tabela 2 - Principais anticorpos nas doencas especificas de 6rgao

Orgio Anticorpo Patologias associadas
ANA, Actina HAI tipo |
Figado LKMI HAI tipo Il
AMA-M2 Gp210,Sp 100 Cirrose Biliar Primaria
Endomisio,
Intestino Transglutaminase IgG e IgA Doenca Celiaca

Gliadina IgG e IgA

P3 ICA, GAD Diabetes
ancreas

1A2, Insulina Insulinodependente
Musculo Recetores da Acetilcolina Miastenia Gravis
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A variedade de autoanticorpos associados a estas doengas € imensa. Assim, a mestranda
optou por demonstrar alguns dos autoanticorpos e respetivos padroes de fluorescéncia

associados as doengas especificas de 6rgao mais comuns.

3.2.1.2.1. Hepatite autoimune tipo |

Anticorpos antinucleares (ANA) — padrio homogéneo com anticorpos anti-
dsDNA negativos.
Método: IFI

Tipo de amostra: soro

a) Anticorpos anti-musculo liso (anti-ACTINA)

A actina é uma proteina de 42 KDa presente em todas as células eucariotas. Esta
proteina pode apresentar-se sob uma forma monomérica (globular ou G-actina) e uma
forma filamentosa (F-actina). Os filamentos de actina sao constituidos por duas cadeias de
monomeros de G-actina (uniformemente orientados) enroladas sob a forma de uma dupla
hélice. Existem diferentes isoformas de actina, sendo a isoforma B a que esta presente no
musculo liso, ligando-se esta as moléculas de miosina numa proporg¢ao de 10 para I. Nas
outras células, a actina representa 5 a 30 % das proteinas do citoplasma, constituindo um
suporte mecanico para diversas estruturas e forma com as moléculas de miosina sistemas de
contragdo responsaveis pelos movimentos celulares’.

Método: IFl (substrato cortes de estomago, rim e figado de rato/células da aorta de
rato)

Tipo de amostra: soro
3.2.1.2.2. Hepatite autoimune tipo Il

a) Anticorpos anti-microssomas hepaticos e renais - LKM1

Estes anticorpos reconhecem especificamente a isoenzima 2D6 do citocromo mono-
oxidase P450 envolvido no metabolismo de diversas drogas. Esta isoenzima encontra-se
especificamente no reticulo endoplasmatico do hepatocito e das células dos tubulos
proximais do rim. Através de técnicas de biologia molecular foi possivel identificar os

epitopos reconhecidos pelo anti-LKM1°.
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Método: IFl (substrato cortes de estomago, rim e figado de rato/células da aorta de
rato) /Imunoblotting

Tipo de amostra: soro
3.2.1.2.3. Cirrose Biliar Primaria (CBP)

a) Anticorpos anti-mitocondriais AMA - M2

Anticorpos anti-mitocondriais (AMA) dirigidos contra o complexo enzimatico da
piruvato-desidrogenase E2 (PDH-E2 ou M2), estao especificamente associados a cirrose
biliar primaria (CBP). Sao detetados em 90-95% dos doentes com CBP e apresentam uma
especificidade proxima dos 100%, podendo preceder o aparecimento de sinais clinicos por
varios anos. Nem o titulo de AMA, nem o seu isotipo estao associados com a severidade da
doenga ou predizem o seu aparecimento. Ocasionalmente podem ser identificados noutras
patologias hepaticas, nomeadamente, na hepatite cronica ativa, na hepatite criptogénica e em
doentes com clinica sugestiva de patologia hepatica, mas sem evidéncias laboratoriais de
doenca’.

Método: IFl (substrato cortes de estomago, rim e figado de rato/células da aorta de
rato) / ELISA (Piruvato-desidrogenase —E2 PDH)

Tipo de amostra: soro

b) Anticorpos anti-poro nuclear

O complexo do poro nuclear é constituido por um grande nimero de proteinas
especificas, das quais se destaca a Gp210 (Glicoproteina de 210KDa). Esta proteina assegura
a ligacao do complexo poro nuclear a parede das membranas nucleares. Os anticorpos
dirigidos ao poro nuclear demonstram uma associagao mais especifica com a cirrose biliar
primaria do que os anti-lamina nuclear. Os anticorpos anti-Gp210 estao associados com um
estadio mais avancado da doenca e a um prognostico mais reservado’.

Método: IFl (substrato de células Hep2) / Imunoblotting

Tipo de amostra: soro

53



Relatério de Estagio do Mestrado em Analises Clinicas

c) Anticorpos anti - multiplos pontos nucleares

Estes anticorpos presentes em 30 % dos casos de CBP reconhecem uma proteina de
100 KDa (spl00) constituinte dos corpos nucleares. Estes organitos encontram-se no
espaco intercromatinico estando o seu nimero dependente da fase do ciclo celular’.
Método: IFl (substrato de células Hep2) / Imunoblotting

Tipo de amostra: soro

d) Outros anticorpos antinucleares na CBP

Podem ainda ser identificados outros anticorpos que caracterizam doengas do tecido
conjuntivo, frequentemente associadas com a CBP nomeadamente, anticorpos anti-
centromero na sindrome de CREST e anticorpos anti-SSA/SSB na sindrome de Sjogren. A

associagdo da CBP com a Esclerodermia é designada por sindrome de Reynolds’.

3.2.1.2.4. Doenca celiaca

A doenca celiaca é caracterizada clinicamente por malabsor¢ao intestinal apés a
ingestao de gluten e histologicamente, por atrofia das vilosidades da mucosa do intestino
delgado. Esta comprovado que estas alteragoes da mucosa revertem favoravelmente quando
se elimina o gliten da dieta.

A doenga celiaca € uma doenga autoimune na medida em que existe uma resposta
humoral e celular 2 gliadina, apds a ingestio de alimentos com gldten’.

A pesquisa e o doseamento dos autoanticorpos presentes na doenga celiaca sao

importantes para o seu diagnostico e monitorizagao.
a) Anticorpos anti-endomisio IgA

Os anticorpos anti-endomisio do tipo IgA ligam-se ao tecido conjuntivo que rodeia o
musculo liso e produzem um padrao de fluorescéncia caracteristico. A sua sensibilidade é
cerca de 90 % e a especificidade aproxima-se dos 100 %. A pesquisa de anticorpos anti-
endomisio é negativa em doentes tratados.

Método: IFI (substrato cortes de esdfago de primata)

Tipo de amostra: soro
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b) Anticorpos anti-transglutaminase IgA e IgG

Estes anticorpos sao os mais sensiveis e especificos para o diagnostico de doenca
celiaca. A enzima transglutaminase encontra-se no endomisio e corresponde ao alvo
antigénico da doenga celiaca’.

Método: Imunoensaio fluoroenzimatico

Tipo de amostra: soro

c) Anticorpos anti-gliadina IgA e IgG

A gliadina € um componente do gluten. Os niveis de anticorpos anti-gliadina estao
geralmente elevados em doentes com doenga celiaca nao tratada; no entanto, tém uma
sensibilidade e especificidade moderadas. O doseamento dos anticorpos anti-gliadina IgG é
atil nos pacientes que apresentam deficiéncia de IgA’.

Método: Imunoensaio fluoroenzimatico

Tipo de amostra: soro

3.2.1.2.5. Diabetes Mellitus Insulino - Dependente (DMID)

A diabetes Mellitus insulino-dependente (DMID) ou diabetes tipo | é uma doenca
autoimune provocada pela destruicao das células 3 pancreaticas secretoras de insulina. O
aparecimento de sinais clinicos de doenca € precedido de uma inflamagao croénica das células
dos ilhéus pancreaticos e destruicao das células . A evidéncia de sinais clinicos sugestivos de
DMID sé ocorre apds a destruicao de 80 a 90 % das células 3 e este processo pode
demorar anos até estar completo. Como reflexo do processo autoimune de destruicao das
células B e dos ilhéus pancreaticos, podem ser detetados anticorpos dirigidos contra as

células B e seus produtos de secregio na fase pré-clinica da doenca’.

a) Anticorpos anti-ilhéus de Langherans (ICA)

Estes anticorpos reconhecem antigénios citoplasmaticos de todas as células dos
ilhéus de Langherans, com reatividade mais intensa para as células . Sao usados como
marcadores de risco de desenvolvimento de DMID para titulos elevados de ICA o valor
preditivo aproxima-se de 100% em parentes de primeiro grau de doentes com DMID.

Método: IFl (substrato cortes de pancreas de macaco)

Tipo de amostra: soro
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b) Anticorpos anti-descarboxilase do acido glutamico - GAD 65

A descarboxilase do acido glutamico (GAD) é uma enzima que promove a formagao
de acido gama-aminobutirico (GABA) a partir do glutamato. Foram identificadas duas
isoformas, uma com peso molecular de 65 KDa (GAD 65) presente nos ilhéus de
Langherans e no cérebro, e outra com peso molecular de 67 KDa (GAD 67) presente
exclusivamente no cérebro. Os anticorpos anti-descarboxilase do acido glutamico
identificados na DMID reagem com os epitopos do dominio central e C-terminal do GAD
65. Estes anticorpos estao presentes em 70 % dos doentes no momento do diagnéstico,
surgindo precocemente antes dos sinais clinicos de doenca. Assim sendo, o seu doseamento
¢ utilizado na identificagao dos individuos que vao desenvolver DMID.

Devido a sua associagao com a destruigao das células dos ilhéus de Langherans, estes
anticorpos podem ser utilizados na diferenciacao entre a DMID e a diabetes mellitus nao
insulino-dependente (DMNID), bem como na identificagdo dos doentes com DMNID que
necessitarao de insulina.

Método: RIA

Tipo de amostra: soro

c) Anticorpos anti-1A-2

Estes anticorpos reconhecem uma proteina da familia das tirosina-fosfatase presente
nas células dos ilhéus de Langherans, designada por |A-2. A sua determinagao associada as do
GAD 65 e dos anticorpos anti-insulina é fundamental no diagndstico e na confirmagao da
DMID, demonstrando esta associagao um valor preditivo superior ao dos anticorpos anti-
ilhéus de Langherans (ICA).

Método: RIA

Tipo de amostra: soro

d) Anticorpos anti-insulina ( AAl)

Os anticorpos anti-insulina (AAIl) constituem um dos marcadores de risco
imunologico do desenvolvimento de DMID. O seu doseamento deve ser efetuado antes da

instituicao da insulinoterapia.

Método: RIA

Tipo de amostra: soro
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3.2.1.2.6. Miastenia Gravis

A Miastenia gravis é uma patologia neuromuscular caracterizada por fadiga e atrofia
dos musculos esqueléticos. Pode afetar individuos de todas as idades e de ambos os sexos,
com maior incidéncia na mulher entre os vinte e trinta anos e no homem entre os cinquenta
e Os sessenta anos.

A alteragao fundamental desta patologia é a perturbagio da transmissao
neuromuscular, aliada a uma diminuigao dos recetores de acetilcolina a nivel da juncao
neuromuscular. Na maioria dos casos este processo é mediado por anticorpos dirigidos aos
recetores de acetilcolina, impedindo a ligagao da acetilcolina libertada pelas terminagoes
nervosas a membrana muscular pos-sinaptica, com a consequente altera¢ao da transmissao

neuromuscular’.

a) Anticorpos anti-receptores de acetilcolina

Os recetores da acetilcolina sao formados por glicoproteinas membranares reunidas
em subunidades. No musculo do individuo adulto estes recetores encontram-se presentes
unicamente na membrana pos-sinaptica.

Existem diferentes tipos de anticorpos anti-recetores da acetilcolina, uns bloqueiam o
local de combinagao dos recetores com a acetilcolina, outros dirigem-se aos epitopos
situados proximos do local de ligagao da acetilcolina aos recetores. Na Miastenia gravis os
anticorpos presentes pertencem essencialmente a segunda categoria ou a ambas,
provocando a destruigao dos recetores na presenga do complemento ou das células “natural
killer”. Este processo tem como consequéncia a diminuicdo do nimero de recetores na
superficie do misculo esquelético’.

Método: RIA

Tipo de amostra: soro
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4. CONCLUSAO

A conclusao mais importante que a mestranda tirou apos a realizagao do estagio foi,
sem duvida, que é uma mais valia aliar a teoria a pratica, para uma melhor compreensao,
consolidagao e aplicagao dos conhecimentos adquiridos ao longo do Mestrado em Andlises
Clinicas. Nesta perspetiva, considera que o mestrado constituiu uma oportunidade Unica, na
medida em que adquiriu uma base soélida que facilita a integracio e o desempenho num
laboratério de andlises clinicas, permitiu um conhecimento mais alargado de varias areas de
atividade e uma melhor compreensao dos fundamentos relativos a metodologia utilizada na
rotina laboratorial. Esse conhecimento permite ter a capacidade de andlise de resultados
necessaria a sua validagao final.

Sentiu uma enorme responsabilidade sobre o que é trabalhar com amostras de
doentes e para o doente, na medida em que ha que garantir a qualidade de todo o processo
analitico, desde a colheita até a saida do resultado. Concluiu também, que é muito
importante trabalhar em equipa e nao haver separacao de saberes, porque até para executar
uma técnica é preciso ter conhecimentos.

A mestranda sugere uma melhor planificagio do estagio, em que os mestrandos
vindouros possam ter um orientador no local de estagio e na faculdade.

A nivel profissional e pessoal, sente que esta melhor preparada para o futuro, capaz

de responder as exigéncias do dia-a-dia de um laboratorio de andlises clinicas.
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