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Resumo

Como trabalho final do Mestrado em Analises Clinicas e Saude Publica —
Especialidade de Hematologia e Imunohemoterapia realizou um estagio curricular. Este
esteve compreendido entre o periodo de Fevereiro a Maio de 2011 e decorreu no
laboratério de Imunologia do Servigo Patologia Clinica do Centro Hospitalar de S&o
Jodo, EPE.

Durante esse periodo, acompanhou a rotina do sector de Citometria de Fluxo
desde a recepcdo de produtos até a elaboracédo do relatdrio final.

Este, dedica-se essencialmente ao estudo de patologias hemato-oncoldgicas,
efectuando imunofenotipagem de amostras, tendo em conta a informagdo clinica ou
diagnéstico fornecidos. As amostras estudadas incluem sangue periférico, aspirados de
medula déssea, e outros liquidos bioldgicos como: liquido pleural, peritoneal, pericardico
e liquido céfalo-raquidiano e bidpsias aspirativas de ganglios e massas. Procede-se
ainda a quantificacdo de células CD34+, no sangue periférico e produtos de aferese em
doentes em mobilizacdo para realizacdo de auto-transplante. Para além do estudo de
patologias hemato-oncoldgicas, também se procede a quantificacdo de populacdes
linfocitarias em doentes com VIH/SIDA.

Na seleccdo do perfil fenotipico, utilizam-se paineis de anticorpos monoclonais,
conforme os definidos pelo Projecto Europeu: “Euroflow . Estes séo utilizados de
acordo com a informacao clinica fornecida.

Presentemente, sabe-se que a aplicacdo da Citometria de Fluxo se tem mostrado

um excelente meio complementar de diagndstico.
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Abstract

As final work of the Master Degree in Clinical Analysis and Public Health -
Specialty of Hematology and Imunohemoterapy held a traineeship. This was occured
between the period February to May 2011 and it happened in Immunology Laboratory
in the Pathology Service in the Hospital Center of Sdo Jodo, EPE.

During this period, followed the routine of Flow Cytometry laboratory, from the
reception of the samples to the elaboration of its final report.

This, essentially devoted to the study of blood-oncological pathologies,
performing immunophenotyping of samples, taking into account the information
provided or diagnosis. The samples studied included peripheral blood, bone marrow
aspirates and other biological fluids such as pleural, peritoneal, pericardial and
cerebrospinal fluid and aspiration biopsies of lymph nodes and masses. It carried even
the quantification of CD34 + cells in peripheral blood and apheresis products in patients
in mobilization to perform autotransplantation. Apart from the study of blood-
oncological pathologies, also carries out the quantitation of lymphocyte populations in
patients with HIV/AIDS.

In the selection of the phenotypic profile, are used panels of monoclonal
antibodies, as defined by the European Project: "Euroflow" 2 These are used according
to clinical information provided.

Nowadays, it is known that the application of Flow Cytometry has shown an

excellent complementary means of diagnosis.
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Lista de Abreviaturas e Simbolos

HSJ — Hospital de S&o Jodo;

CF — Citometria de Fluxo;

VIH/SIDA — Virus de Imunodeficiéncia Humana/Sindrome de Imunodeficiéncia
Adquirida;

FSC - Forward Scatter;

SSC - Side Scatter;

Nm — Nanometro;

CD - Cluster of differenciation (classe de diferenciacao);

MI — Mililitro;

EDTA - Acido Etilenodiamino Tetra-Acético (do inglés Ethylenediamine
tetraacetic acid);

Células NK - Células Natural Killer;

HPN - Hemoglobindria Paroxistica Nocturna;

EM — Esclerose Multipla;

GPI - Glicosilfosfaditilinusitol,

CTH - célula-tronco hematopoética

CST - BD Cytometer Setup Tracking Beads;

UK NEQAS — United Kingdom National External Quality Assessment Scheme;

SIC - Sociedade Ibérica de Citometria;

LAM — Leucemia Mieldide Aguda;

Cit — Citoplasmatico;

GPA — Glicoforina;

RIA — Radioimunoensaios;

7-AAD - 7-Aminoactinomycin-D;

MPO — Mieloperoxidase;

TA — Temperatura Ambiente;

LLA - Leucemia Linfoblastica Aguda;

LMA - Leucemia Miel6ide Aguda;

SMD - Sindrome Mielodisplasico;

SMC - Sindrome Mieloproliferativo Cronico;

PV - Policitémia Vera;
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LMC - Leucemia Mieldide Cronica;
TE - Trombocitemia Essencial;

BD — Beckton Dickinson;

B1O - Biocytex;

BK — Beckman Coulter;

BL — BioLegend;

BS — eBioscience;

Cit — Citoplasmatico;

CN — Controlo Negativo;

DK — Dako;

INV — Invitrogen;

IOT — Immnotech;

PH — Pharmigen;

RD — R&D Systems;

Sm — Superficie;

FAB - Franco-Americana-Britanica;

OMS - Organizacdo Mundial de Salde;
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Introducao

Periodo de Estagio e Local de realizagdo do mesmo

Com o proposito de finalizar o Mestrado em Analises Clinicas e Saude Publica —
Especialidade de Hematologia e Imunohemoterapia foi realizado um estégio curricular.
Este teve duracdo de quatro meses (Fevereiro - Maio de 2011) e decorreu no laboratério

de Imunologia do Servico Patologia Clinica do Centro Hospitalar de Sdo Jodo, EPE.

Apresentac¢do do Laboratério Imunologia/ Sector de Citometria de Fluxo

O Laboratério de Imunologia do Hospital de Sdo Jodo inclui 4 sectores: a

Imunidade Celular, a Imunoquimica, a Imunoalergologia e a Autoimunidade, os quais

incluem as seguintes areas:

v Citometria de Fluxo (CF);

v Nefelometria;

v Imunofixacéo;

v Electroforese de Proteinas Séricas;
v Marcadores Tumorais;

v Radioimunoensaios (RIA);

v Alergologia;

v Autoimunidade.

O periodo de estagio decorreu no sector de CF e é neste que se ira debrucar este
relatorio.

O sector de CF esta inserido no laboratério de Imunologia do Servigo Patologia
Clinica do Centro Hospitalar de S&o Jodo, EPE. Neste sector procede-se ao estudo de

diversas patologias, entre as quais: leucemias agudas, doencas linfoproliferativas,
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sindromes mielodisplasicos, sindromes mieloproliferativos, gamapatias monoclonais e
hemoglobindria paroxistica nocturna. Neste sector também se fazem outros estudos que

irdo ser abordados mais a frente.

No laboratorio existem trés citdbmetros de fluxo: um FACSCalibur e dois

FACSCanto 1. Na Tabela 1 estéo representadas as diferencas entre eles.

Tabela 1: Caracteristicas dos citometros de fluxo existentes no Laboratério de CF.
Citometros de fluxo/
Caracteristicas
BD BD

‘ Dois Trés

No decorrer do estagio todos os estudos que se realizaram foram processados nos
citbmetros FACSCANTO Il (BD). O equipamento FACSCalibur é utilizado para o
estudo imunofenotipico de lavados bronquioalveolares. Estes sdo efectuados por

elementos da Faculdade de Medicina.

Laboratério de CF

O Laboratorio de CF ¢ constituido por duas medicas: a Dra. Cristina Fragoso e a
Dra. Maria José Teles. E constituido também por trés Técnicos de Diagndstico e
Terapéutica: a Técnica Conceicdo Pinto Magalhdes, o Técnico Claudio Reis e a Técnica
Soénia Silva.

No inicio do estagio o laboratdrio de CF situava-se num espaco diferente. Neste
existiam duas salas distintas: uma onde se realizava o processamento e aquisi¢do das
amostras e outra de analise de dados e realizacdo dos respectivos relatérios.

Actualmente o laboratério mudou-se para 0 piso 5 onde se reunem no mesmo

espaco o0 processamento e a anélise das amostras.
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Tipos de Amostras

Sangue Periférico;
Aspirados de Medula Ossea;
Liquidos Pleural, Peritoneal, Pericardico e Céfalo-Raquidiano;

Biopsias Aspirativas de Glanglios e Massas;

AN N NN

Mais raramente outros produtos biologicos.

Equipamentos/ Softwares

No estudo das amostras com patologia hemato-oncolégica é utilizado o software
de aquisicdo, BD FACS DIVA SOFTWARE, sendo o programa de andlise designado
por Infinicyt.

No estudo das populacdes linfocitarias é utilizado o software de aquisi¢do e
analise, BD FACS CANTO SOFTWARE.

Controlo de Qualidade

Para se efectuar o controlo de qualidade, nos citdmetros utilizam-se esferas para
verificar a sua compensacdo. Consoante o tipo de software utilizado, assim sdo as

esferas utilizadas. Estas podem ser:

v' BD Cytometer Setup Tracking Beads (CST) - Para 0o BDFACS DIVA Software;

v' FACS 7 Color Setup Beads = Para 0 BDFACS CANTO Software.

Apbs a saida dos resultados, estes sdo verificados para ver se coincidem com 0s
valores baseline. No caso das CST, a mudanca do lote implica a realizacdo de uma nova
baseline, obtendo-se assim novos valores. Nas esferas FACS 7 Color Setup quando o
lote muda os valores séo actualizados manualmente (novos valores vém juntamente com
o kit).
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Além das esferas sdo colocados dois controlos:

v Multicheck Control;

v Multicheck Control CD4 Low.

Controlo Externo

O laboratério participa em programas de controlo de qualidade de &ambito
internacional, como: o United Kingdom National External Quality Assessment Scheme
(UK NEQAS) e a Sociedade Ibérica de Citometria (SIC).

Calibracgoes

As calibractes sdo efectuadas quando os valores dos resultados dos controlos
estdo fora do intervalo pretendido ou quando € mudado o reagente ou, ainda, quando
este pertence a outro lote.

Quando isto acontece € necessario fazer uma nova avaliacdo da curva de

calibracéo.

Manutencodes

Em todos os aparelhos é feita uma manutencéo interna diaria: verificacdo do nivel

de reagentes e solucGes de lavagem.
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Objectivos deste Trabalho

Este estagio teve como principais objectivos:

v

Compreender como funciona a rotina laboratorial do sector de Citometria
de Fluxo;

Compreender e aplicar a contribuicdo da Citometria de Fluxo no
diagndstico de Patologias Hematoldgicas;

A aplicacdo de painéis de anticorpos monoclonais, segundo o Projecto
Europeu “Euroflow”;

Efectuar o Estudo Fenotipico apropriado para a patologia hemato-
oncolégica em causa;

Acompanhar a implementacdo de novos painéis de anticorpos
monoclonais;

Acompanhar a implementacdo de novas técnicas, caso o laboratério
necessitasse;

Adquirir novos conhecimentos cientificos, de modo a alcangar novas

perspectivas e a alargar horizontes em relacdo ao método em estudo.
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Citometria de Fluxo

A citometria de fluxo é uma importante ferramenta na avaliacdo das células
hematopoiéticas. O uso clinico desta tecnologia tem vindo a expandir, em parte devido
ao grande namero de reagentes e anticorpos monoclonais que tém sido desenvolvidos.

As principais aplicaces clinicas desta técnica, neste sector, séo:

v Diagnostico e monitorizacdo de leucemias, doencas linfoproliferativas,
sindromes mielodisplasicos, sindromes mieloproliferativos e gamapatias

monoclonais;
v' Diagnostico e monitorizacdo da hemoglobindria paroxistica nocturna;
v Quantificacdo de células estaminais (CD34+);
v Avaliacdo de doenca residual;

v’ Estudo Imunofenotipico de subpopulacdes linfécitarias.

E uma técnica que tem por principio a utilizagdo de um fluxo laminar de
particulas em suspensdo. Estas dispdem-se umas a seguir as outras, interagindo com um
raio luminoso, gerando sinais (dispersao e/ou emissao de luz por fluorocromos) que sao
captados por detectores. Gera-se, entdo, uma transformacéo dos sinais luminosos em
impulsos eléctricos que se ampliam e sdo convertidos em sinais digitais para analise, a
posteriori.

E utilizado um equipamento que permite analisar (analise multiparamétrica)
varios parametros celulares, o citometro de fluxo. O Forward Scatter (FSC)
correlaciona-se com o tamanho celular e o Side Scatter (SSC) depende da complexidade
citoplasmatica da célula.

A unidade de base de um citometro de fluxo compreende:

v' Sistema de fluidos;
v' Sistema Optico;

e
v' Sistema electronico.

-16 -



Imunofenotipagem por Citometria de Fluxo

SISTEMA DE FLUIDOS

Na camara de fluxo de um citometro de fluxo em funcionamento, existe um
sistema de Focagem Hidrodindmica que dispde as células (em suspensdo num liquido
isotonico) numa Unica fila, em posicao central na coluna de fluxo. As células entram na
camara de fluxo sob pressdo por um pequeno orificio, rodeadas por uma solucdo salina,
gue mantém a pressdo sobre as células, garantindo que estas atravessem uma a uma o
feixe de luz emitido pelo laser, mantendo-se na posi¢do central do fluxo. Habitualmente,
a fonte de excitacdo ¢ um laser de Argon que emite luz num comprimento de onda de
488 nm ao qual pode juntar-se outro laser com emissdo de luz a um comprimento de

onda superior para obtencdo de 4 ou mais fluorescéncias num sé tubo.

SISTEMA OPTICO

Quando uma célula atravessa o feixe de luz, provoca um processo de dispersdo
fotonica ou de emissdo de fluorescéncia, cuja intensidade dependera das caracteristicas
da célula. Sdo avaliados por diferentes sensores fenémenos fisicos como a disperséo, a
extingdo ou a refraccdo da luz, bem como a fluorescéncia emitida pela particula ao
atravessar o laser. A dispersdo frontal (Forward Scatter ou FSC) € proporcional ao
tamanho relativo da célula, e a dispersdo ortogonal ou lateral — a 90° (Side Scatter ou
SSC) informa sobre a estrutura interna da célula (granularidade, relagcdo nucleo-
citoplasma).

SISTEMA ELECTRONICO

Os sinais luminosos, amplificados e convertidos em pulsos electronicos pelos
fotomultiplicadores, sdo medidos e sofrem uma conversdo analdgica-digital. Os sinais
digitais sdo processados em varios canais de acordo com a sua intensidade,
acumulando-se em tempo real para uma posterior analise computorizada. Estes dados
sdo apresentados geralmente sob a forma de histogramas, que combinam um parametro
com o numero de particulas avaliadas ou de diagramas biparamétricos — dot-plot, que
combinam os parametros dois a dois. No dot-plot, cada ponto (dot) corresponde a um

evento analisado pelo citdmetro. Apesar das células possuirem uma fluorescéncia
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intrinseca (autofluorescéncia) devido a presenca de determinados constituintes celulares
com essa caracteristica, a grande maioria das medi¢fes citométricas com vista a
determinacdo de parametros celulares implicam a utilizac&o de fluorocromos ligados a
anticorpos monoclonais, que possibilitam a marcacdo especifica de um constituinte

celular (antigénio).
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Imunofenotipagem

A Imunofenotipagem por Citometria de Fluxo € uma indispensével ferramenta
para o diagnostico e monitorizacdo de neoplasias hematologicas.

Nos Ultimos dez anos tem-se verificado um aumento do nimero de anticorpos que
permite identificar as populacGes celulares e reconhecer diferentes fendtipos, mesmo
quando estes estdo presentes em pequenas percentagens.

Existem varios marcadores celulares podendo ou nao ser especificos para uma

determinada célula. Os principais estao representados na tabela abaixo:

Tabela 2: Principais marcadores celulares.

Marcadores Celulares Onde Se Encontram
CD45 Leucdcitos
CD3 Linfécitos
CD4 Linfocitos T Helper
CD8 Linfécitos T Citotoxicos
CD19 Linfécitos B
CD2 Células NK e Linfécitos T
CD16
Células Natural Killer (NK)
CD56
CD13
Neutrofilos
CD33
CD14 Mondcitos
CD34 Células Estaminais
CD36 Eritrocitos
CD38
Plasmocitos
CD138
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Os marcadores celulares sdo classificados segundo uma nomenclatura
internacional em cluster of differenciation (CD).

Para determinados marcadores celulares sdo utilizados anticorpos monoclonais
marcados com fluorocromos especificos.

A partir de uma célula-méae véo-se originar as diferentes células sanguineas,
podendo-se, através desta técnica, acompanhar os diversos estadios de maturacdo
celular.

Em seguida, apresenta-se um pequeno esquema representativo das diferentes

linhagens celulares:

Esquema 1: Representacdo das linhagens celulares na hematopoiese.
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Neste sector é feito principalmente o estudo de doencas hemato-oncologicas. Para
0 diagnostico e monitorizacdo de neoplasias hematoldgicas sdo utilizados painéis

especiais, que serdo descritos ao longo deste relatdrio.
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Imunofenotipagem por citometria de fluxo para o diagndstico e monitorizagdo de

neoplasias hematoldgicas

A imunofenotipagem permite:

1. ldentificar as diferentes linhagens;

2. Caracterizar as diferentes populacfes celulares normais e quantificar as
mesmas;

3. Estudar a maturagéo celular;

4. Identificar e quantificar células anémalas;

5. Elaborar o diagnostico final de acordo com o fenétipo observado;
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Classificacéo das Patologias Hemato-Oncologicas segundo a FAB e a
OMS

As doencas hemato-oncoldgicas sdo caracterizadas por alteracdes morfoldgicas,
fenotipicas e pela presenca de anomalias genéticas que resultam numa alteracdo da
regulacdo da proliferacdo das células hematopoiéticas. Podem utilizar-se marcadores
fenotipicos, citogenéticos e moleculares distintos para o seu diagndstico e
monitorizacao.

As principais doencas hemato-oncoldgicas estudadas séo:
v Leucemias Agudas;
v Sindromes Linfoproliferativos;
v" Sindromes Mielodisplasicos;
v' Sindromes Mieloproliferativos;
v Gamapatias Monoclonais;
v Hemoglobina Paroxistica Nocturna;
v" Quantificagdo de Células Estaminais (CD34+).

Estas patologias podem ser sub-divididas segundo as classificacbes Franco-
Americana-Britanica (FAB) e Organizacdo Mundial de Saiude (OMS), como se pode
observar na tabela 3.

A partir de 2008 reformularam-se os critérios para identificacdo das diferentes
patologias de acordo com a Classificacdo da Organizacdo Mundial de Saude (OMS).

Esta classificacdo baseia-se em critérios morfoldgicos, histolégicos, imunofenotipicos e

genotipicos.
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Tabela 3: Classificacdo FAB versus OMS para doencas hemato-oncoldgicas.

Doencas Crdnicas Mieloproliferativas

FAB

OMS

Leucemia Miel6ide Crénica (LMC)

LMC Ph+: 1(9;22)(qq34;911) BCR / ABL
Leucemia Neutrofilica Crénica

Metaplasia mieldide com mielofibrose

idiopatica

Leucemia Crdnica Eosinofilica / Sindrome
Hipereosinofilica
Mielofibrose Crénica Idiopatica

Policitemia Vera

Policitemia Vera

Trombocitemia Essencial

Trombocitemia Essencial

Doencas Mieloproliferativas

FAB OMS
Leucemia Miel6ide Atipica
- Leucemia Mielomonocitica Crénica
Leucemia Mielomonaocitica Juvenil
Sindromes Mielodispléasicos
FAB

OMS

Anemia refrataria (AR)

Anemia refratéria

Anemia refrataria com sideroblastos em anel

AR com siderolastos

Anemia refrataria com excesso de blastos

AR sem siderolastos

Anemia Refrataria com excesso de blastos em

transformacéo

Citopenia Refrataria com Multiplas Displasias

Leucemia Mielomonocitica Cronica

Anemia Refrataria com excesso de blastos

5¢ sindrome

Leucemias Mieldides Agudas (LMA)

FAB

OMS

MO: minimamente diferenciada
M1: leucemia mieloblastica sem maturacao
M2: leucemia mielobléstica com maturacao
M3: leucemia promielocitica hypergranular
M4: leucemia mielomonocitica

M4Eo: variante, aumento dos eosinofilos da

medula

M5: leucemia monocitica

M®6: eritroleucemia (doenga de DiGuglielmo)

LMA com translocacdes citogenéticas recorrentes

LMA comt (8; 21) (922; q22) LMA1/CBFalpha/ETO

Leucemia Promielocitica Aguda:
LMA com t(15,17)(q22;912) e variantes PML /
RARalfa
LMA com eosinofilos da medula 6ssea anormais
inv(16)(p13;022) vagy t(16;16) (p13;922)
CBFbeta/MYH1

LMA com anormalidades 11923 MLL
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M7: leucemia megacarioblastica

LMA com displasia de multiplas

Com SMD anteriores
Sem SMD anteriores

LMA com Sindrome Mielodisplésica de Terapia

Relacionada
Agente Alquilante relacionado

Epipodofilotoxina relacionada

LMA nio categorizadas de outra forma

LMA minimamente diferenciada
LMA sem maturacéo
LMA com maturagéo
Leucemia Mielomonocitica Aguda
Leucemia Monocitica Aguda
Leucemia Eritréide Aguda
Leucemia Megacariocitica Aguda
Leucemia Basofilica Aguda

Mielofibrose Panmielocitica Aguda
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Recepcéo e Processamento das Amostras

Primeiramente, na secretaria, faz-se o registo das amostras dando um ndmero
interno, identificando o doente.

Quando uma amostra chega ao laboratorio, o técnico confere a identificacdo da
amostra com a requisigdo enviada.

Pode-se proceder a dois tipos de marcagao celular: a marcacdo de membrana e a
marcacdo citoplasmatica. A marcacdo de membrana pode ser directa ou indirecta. Na
marcacdo directa utiliza-se um anticorpo que estd ligado a um fluorocromo. Esse
anticorpo vai ligar-se ao antigénio que se encontra na membrana da célula. A marcagdo
indirecta é realizada em dois passos porque 0 anticorpo primario ndo esta marcado.
Assim, o anticorpo primario liga-se ao antigénio situado na membrana celular, e s6
numa segunda fase é que se adiciona o0 anticorpo secundario, marcado com um
fluorocromo, que por sua vez se liga ao anticorpo primario. Na marcacao citoplasmatica
a membrana tem de ser permeabilizada para que o anticorpo acoplado ao fluorocromo
chegue ao citoplasma da célula.

Durante o estagio teve-se a oportunidade de se preparar amostras realizando
algumas marcac6es de membrana e citoplasmaticas.

Quanto ao processamento das amostras, 0s técnicos tém a sua disposicao varios
protocolos de marcagdo dependendo das patologias que se pretende estudar,
contemplando a informacao clinica/ diagndstico do doente a estudar.

De seguida, apresentam-se esses mesmos protocolos.
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Metodologia

Pesquisa de Antigénios de Superficie e Intracelulares

Para pesquisa de antigénios de superficie e intracelulares determinou-se a

presenca ou auséncia de moléculas intra e extracelulares com a intengdo de determinar:
—A percentagem de células que os exprimiam;
—A sua intensidade de expressao;
—A sua expressdo homogénea ou heterogénea.

O método usado foi a Citometria de Fluxo com marcacdo por imunofluorescéncia
directa com permeabilizagéo, lise e lavagem.

Colocaram-se 100 pl de amostra num tubo préprio para o efeito e adicionou-se o
anticorpo monoclonal de superficie a pesquisar, de acordo com o indicado no protocolo.
Seguidamente, incubou-se durante 15 minutos a temperatura ambiente e perfez-se o
volume do tubo com BD FACS FLOW. Centrifugou-se durante 5 minutos, a 1500
rotacbes por minuto (rpm), aspirou-se e rejeitou-se o sobrenadante. Da suspensdo,
executou-se o procedimento de pesquisa de antigénios intracelulares. Adquiriu-se no
citdmetro BD FACSCanto™ 11, no programa BD FACSDiva Software de acordo com o
protocolo de aquisicdo. Por fim, analisou-se no programa Infinicyt™ de acordo com os

protocolos de analise.

Para pesquisa de antigénios intracelulares escolheu-se o painel de anticorpos a
utilizar — Protocolo de Painéis Especiais. Observou-se quais 0s anticorpos marcados
como citoplasmaticos ou nucleares e colocou-se num suporte 0 ndmero de tubos
necessarios bem identificados. A cada tubo adicionou-se 100 pl de reagente A do kit
“Fix and Perm” ® e 100 pl da amostra. De seguida, agitou-se no vortex e incubou-se a
temperatura ambinete durante 15 minutos. Preencheu-se o tubo com BD FACS Flow™.
Centrifugou-se durante 5 minutos, a 1500 rpm. Aspirou-se e rejeitou-se o sobrenadante.
Adicionaram-se 0s anticorpos monoclonais, nas fluorescéncias e quantidades indicadas
no painel e 100 pl do reagente B do kit “Fix and Perm” ®. Incubou-se a temperatura
ambiente durante 20 minutos, preenchendo-se o tubo com BD FACS Flow™.
Centrifugou-se, de novo, durante 5 minutos, a 1500 rpm, aspirou-se e rejeitou-se o
sobrenadante. Adicionou-se 500 pl de BD FACS Flow™ e agitou-se no vértex.

Procedeu-se a aquisicdo no programa BD FACSDiva Software de acordo com o
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protocolo de aquisicdo e analisou-se no programa Infinicyt de acordo com os protocolos

de analise.

Para pesquisa de antigénios de superficie, seguiu-se 0 protocolo dos “Anticorpos
de Superficie e Intracitoplasmaticos”. De seguida, adicionaram-se 2 ml de solucdo de
lise e incubou-se a TA durante 15 minutos. Centrifugou-se durante 5 minutos a 1500
rpm. Aspirou-se e rejeitou-se o sobrenadante. Agitou-se no vortex. Adicionaram-se 3 ml
de BD FACS FLOW. Centrifugou-se durante 5 minutos a 1500 rpm. Aspirou-se e
rejeitou-se o sobrenadante. Adicionou-se 500 ul de BD FACS FLOW. Agitou-se no
vortex. Adquiriram-se as rotinas no programa FACS CANTO de acordo com o0s
protocolos de aquisicdo. Adquiriram-se as patologias hematolédgicas no programa FACS
DIVA de acordo com os protocolos de aquisicdo. Analisaram-se as patologias

hematoldgicas no programa Infinicyt.

Para pesquisa de antigénios de superficie no estudo de populacdes linfocitarias
utilizaram-se tubos BD TRUCOUNT. Registaram-se 0s numeros do lote e de esferas de
cada uma das caixas desses tubos, uma vez que eram varidveis (forneceu-se a
percentagem e o nimero absoluto de cada antigénio a pesquisar). Adicionaram-se 50 pl
de amostra no tubo BD TRUCOUNT e 10 pl de mistura de anticorpos (CD45 PerCP-
Cy5.5-A, CD19 APC-A, CD3 FITC-A, CD8 APC-Cy7-A, CD16+56 PE-A). Incubou-se
15 minutos a TA. Adicionou-se 500 ul de solugdo de lise. Incubou-se 15 minutos a TA.
Adquiriram-se e analisaram-se 0s varios parametros no BD FACS CANTO II, no
programa BD FACS CANTO.

Para estudo fenotipico da hemoglobindria paroxistica nocturna (HPN)
determinou-se a presenca de moléculas de superficie: CD55, CD59 nos eritrocitos, e
CD87 nos mondcitos e granuldcitos. Utilizaram-se os receptores: CD4 de modo a
definir a populagdo de monocitos, avaliando-se também o CD87, CD14 e CD48; e
CD45 para definir a populagdo de neutrofilos e avaliou-se 0 CD16, CD24 e CD87. Para
as populagbes de leucocitos, colocou-se num tubo 20 pl CD48, 20 pl CD87, 10 pl
CD14 e 5 ul CD4. Adicionaram-se 100 ul de sangue e agitou-se. Incubou-se durante 15
minutos. Adicionaram-se 2 ml de solucdo lisante. Incubou-se durante 15 minutos.
Adicionou-se BD FACS FLOW. Centrifugou-se durante 5 minutos a 1500 rpm.
Aspirou-se e rejeitou-se o sobrenadante e adicionou-se 0.5 ml de BD FACS FLOW. Por
fim, adquiriu-se no citdmetro BD FACS CANTO Il um minimo de 30000 células, de
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acordo com o protocolo de aquisicdo. Para a populacdo de eritrocitos centrifugou-se a
amostra durante 5 minutos a 1500 rpm. Aspirou-se 0 sobrenadante (plasma). Procedeu-
se & lavagem dos eritrdcitos 3 vezes com BD FACS FLOW. Centrifugou-se durante 2
minutos a 2500 rpm. Aspirou-se e rejeitou-se o sobrenadante (BD FACS FLOW).
Diluiu-se a amostra: 10 pl eritrécitos + 90 ul BD FACS FLOW. Efectuou-se a

preparacdo de trés tubos:
a) Controlo Negativo: 5 pul amostra + 100 pul BD FACS FLOW;
b) CD55: 5 pl amostra + 20 pl Anticorpos + 80 ul BD FACS FLOW,
c) CD59: 5 pl amostra + 20 pl Anticorpos + 80 ul BD FACS FLOW.

Incubou-se 15 minutos & TA. Lavaram-se 2 vezes, centrifugando durante 2
minutos a 2500 rpm. Aspirou-se e rejeitou-se o sobrenadante. Adicionaram-se 20 pl
IgG-FIR (IgG marcada). Incubou-se durante 15 minutos a TA. Lavaram-se 2 vezes,
centrifugando durante 2 minutos a 2500 rpm. Ressuspendeu-se com 500 pl de BD
FACS FLOW. No final, adquiriram-se pelo menos 100.000 eventos, segundo o
protocolo de aquisicdo — BD FACS CANTO IlI.
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Resultados

Exemplo de estratégia de gate para identificacdo das diferentes populacdes

SSC-A Exp-55C

e

FSC-A LINEAR

S5C-A Exp-55C Low

Dot-Plot para remover os dupletos

FSC-H LINEAR

FSC-A LINEAR
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Exemplo de SP normal com as diferentes populagdes

1E4

1E3

1E2
SSC-A Exp-55C Low

T T T T L I B B B R LR L LULL) LR ﬁ||||||||||||||||||||||||||
o SO000 100000 2O0000 0 50000 100000 150000 200000 250000

SSC-A Exp-55C Low FSC-A LINEAR

Legenda:

Vermelho - Linfocitos;
Azul — Mondcitos;

Verde Escuro — Neutrdfilos;
Rosa — Eosindfilos;

Verde Claro — Basofilos.
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Avaliacao de doenca residual de LLA-B
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Legenda:
Laranja — Blastos CD34+ CD19+ CD10+.
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Celularidade na Medula Ossea
Maturacao celular na Medula 6ssea: Distribuicao celular utilizando SS/FS e o0 2°
utilizando CD45, CD11b com CD13

100000 250000

SSC-A Exp-55C Low

] £0000 100000 250000
S5C-A Exp-55C Low

0 50000 100000
FSC-A LINEAR

Legenda:

Verde - Neutrofilos e Precursores;
Vermelho — Linfécitos;

Azul — Mondcitos;

Laranja - Blastos CD34+;

Rosa — Eosindfilos;

Cinzento — Eritroblastos;
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Azul Cien — Basofilos.
1E3
FITC-A:CD11B LOGICAL
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Estadios de Maturacédo Granulocitica
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Legenda:

Verde Claro - Estadio | — Mieloblastos CD34-;
Rosa - Estadio Il — Promielécitos;

Verde - Estadio 11l — Mielécitos e Metamiel6citos;

Amarelo - Estadio 1V — Bandas e Neutrofilos.
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Exemplo de plasmécitos normais

FITC-A:CD38 LOGICAL

-1EZ 0 1E2

50000 100000 250000 50000 100000
SS5C-A Exp-55C Low SSC-A Exp-55C Low

Legenda:
Vermelho — Plasmécitos CD38++ CD19+

heterogéneo CD56- heterogéneo.
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Exemplo de plasmdcitos anormais: Mieloma Multiplo (CD38++ CD19- CD56+
CD45- Monoclonal K).
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Amostra de Sangue Periférico de um Doente em mobilizacdo: Quantificacédo de
células CD34+
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Legenda:
Laranja — Blastos CD34+.
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Tubo de sreening de leucemias: Presenca de populacéo blastica CD34+ de linha
mieldide (MPO+)
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0 50000 100000 250000
S5C-A Exp-55C Low

Legenda:
Laranja — Blastos CD34+ MPO+
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Estudo de populacéo linfocitaria
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Legenda:

Verde - Células CD3+ - Linfdcitos T;

Azul - Células CD19 + CD20+ - Linfocitos B;
Vermelho - Células CD56+ - Células Natural
Killer;

Laranja - Células TCR yé+.
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Conclusoes Gerais

A anélise por CF tornou-se cada vez mais uma técnica indispensavel para a
avaliacdo rapida e objectiva das caracteristicas da superficie celular e intra-celular.

O estagio realizado no Laboratorio de Imunologia, Sector de Citometria de Fluxo
do HSJ/ EPE, no ambito do mestrado que frequento, permitiu relembrar, aprofundar e
alargar os conhecimentos adquiridos durante o plano curricular.

O laboratério de Citometria de fluxo dedica-se ao estudo das doencas hemato-
oncologicas, tais como: Leucemias Agudas, Doencas Linfoproliferativas, Sindromes
Mielodisplasicos,  Sindromes  Mieloproliferativos, = Gamapatias  Monoclonais,
Hemoglobina Paroxistica Nocturna e Quantificacdo de Células Estaminais.

Tal como era objectivo aprendeu as noc¢des basicas de citometria, tais como o
funcionamento do citdbmetro, o procedimento de preparacdo das amostras para a
posterior aquisicdo e procedeu a interpretacdo de graficos biparamétricos, o que
permitiu conhecer ndo s6 o padrdo de expressdao normal das células como o fendtipo
caracteristico de algumas patologias. Participou na rotina do laboratdrio, no processo de
recepcdo das amostras e na realizacdo dos procedimentos que utilizavam para as
diferentes patologias. Efectuou marcagdes e interpretou os resultados obtidos para
atingir os objectivos dos estudos (diagnostico, reavaliacao, etc).

Concluindo, os objectivos foram atingidos e este estagio foi uma mais valia para

se tornar uma melhor profissional, visto que adquiriu novos conhecimentos.
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ANexos

II Painéis Especiais utilizados nos Protocolos Experimentais:
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