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Quando se tem um objetivo na vida é preciso ter foco,
determinacéao e forca para nunca desistir.
As dificuldades passam, as lutas sempre existirao,

mas a vitoria é certa para aqueles gque nao desistem!

Helenice Cunha



Resumo

O trabalho final do Mestrado em Andlises Clinicas esta dividido em duas partes. A primeira
diz respeito ao Relatério do Estagio e a segunda parte relata a Terapéutica da Infecdo por
HIV.

O estagio teve lugar em dois hospitais do Centro Hospitalar de Lisboa Central (CHLC): O
Hospital S&o José e o Hospital Dona Estefania. Durante o mesmo, passei por diversas
valéncias do Servico de Patologia Clinica: Hematologia, Bioquimica, Imunologia,
Microbiologia, por um periodo total de 6 meses. O relatdrio descreve as principais técnicas
praticadas, os parametros estudados e 0os equipamentos utilizados em cada seccéo.
Relativamente a segunda parte do trabalho final, a monografia em Terapéutica da Infecéo por
HIV descreve com clareza os farmacos existentes, classificados em 5 categorias distintas que
podem fazer parte dos regimes de tratamento nos pacientes infetados com o HIV/SIDA, dando
a conhecer os seus beneficios e os potenciais efeitos colaterais.

Atualmente a SIDA ainda é considerada uma doenca crénica, no relatério encontra-se narrada
as potencias novas direcbes do tratamento associado ao desenvolvimento de novos
medicamentos, de modo a tornar o tratamento mais simplificado, eficaz e menos toxico ao
paciente. Concomitantemente a esses estudos, estdo em desenvolvimento

abordagens/estratégias para a cura do HIV/SIDA.

Palavras chave: Hematologia, Bioquimica, Microbiologia, Imunologia, HIV.
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Abstract

The final work of master’s degree in clinical analysis is divided into two parts. The first relates
to the internship report and the second one reports HIV infection therapy.

The internship took place in two hospitals of the Central Hospital of Lisbon (CHLC): S&o José
Hospital and Dona Estefania Hospital. During the same, | went through several valences of
the Clinical Pathology service: Hematology, Biochemistry, Immunology and microbiology, for
a total period of 6 months. The report describes the main techniques that were practiced, the
parameters studied, and the equipment used in each section.

In relation to the second part of the final work, the monograph in HIV infection therapy clearly
describes the existing drugs, classified into 5 distinct categories that may be part of treatment
regimens in HIV-infected patients/AIDS, making known its benefits and potential side effects.
Currently AIDS is still considered a chronic disease, in the report is narrated the new directions
of treatment associated with the development of new medicines, in order to make treatment
more simplified, effective and less toxic to Patient. Concomitantly with these studies,

approaches/strategies for the Cure of HIV/AIDS are being developed.

Key words: Hematology, Biochemistry, Microbiology, Immunology, HIV
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Abreviaturas

ACO - Anticoagulante Oral

AEQ - Avaliacdo Externa de Qualidade

ALT - Alanina Aminotransferase

ANA - Anticorpos Antinucleares

A-PRIib - Proteinas-P ribossomais

ART - Terapia Antirretroviral

ARV - Antirretroviral

AST - Aspartato Aminotransferase

APTT - Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada

BHI - Brain Heart Infusion

bNADbs - Anticorpos Monoclonais Amplamente Neutralizantes
BRD4 - Dominio-Bromo que contém 4 proteinas

CA - Proteina da Capside

CART - Terapia Antirretroviral Combinada

cDNA - Acido Desoxirribonucleico Complementar

CID - Coagulacao Intravascular Disseminada

CHGM - Concentracdo Hemoglobinica Globular Média
CHLC - Centro Hospitalar de Lisboa Central

CMI - Concentracdo Minima Inibitoria

CMIA — Método Imunoensaio de Microparticulas por Quimioluminescéncia
COs. - Di6xido de Carbono

CQE - Controlo de Qualidade Externo

CQI - Controlo de Qualidade Interno

DC-SIGN - Dendritic cell specific intercellular adhesion molecule 3-grabbing
nonintegrin

DMTC - Doenca Mista do Tecido Conjuntivo

DNA - Acido Desoxirribonucleico
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dsDNA — Acido Desoxirribonucleico de cadeia dupla
EC - Eletroforese Capilar

EDTA - Acido Etilenodiamino Tetra-acético

EFV - Efavirenze

EIA - Imunoensaio Enzimatico

EIAV - Virus da Anemia Infeciosa Equina
ELISA - Ensaio de Imunoabsor¢cdo Enzimatica
EP - Embolismo Pulmonar

FDA - Food and Drug Administration

FITC - Isotionato de Fluoresceina

FTC — Emtricitabina

GGT - Gama Glutamil Transferase

gp41 - Glicoproteinas Transmembranares
gp120 - Glicoproteinas da Superficie

GV - Eritrécitos ou Globulos Vermelhos
HAART - Terapia Antirretroviral Altamente Ativa
Hb — Concentracdo de Hemoglobina

HDACI - Inibidores da Histona Desacetilase
HGM - Hemoglobina Globular Média

HIV — Virus de Imunodeficiéncia Humana

Ht — Hematocrito

IDR - Imunodifusdo Radial

IE - Inibidores de entrada

IFI - Imunofluorescéncia Indireta

IN — Integrase

INIs - Inibidores da Integrase

INNRT — Inibidores Nao Nucleosideos da Transcriptase Reversa

INR - Razdes Internacionais Normalizadas
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IPs - Inibidores da Protease

ISI - indice Internacional de Sensibilidade

LB - linfocitos B

LCR - Liquido Cefalorraquidiano

LDH - Desidrogenase Lactica

LES - LUpus Eritematoso Sistémico

LMC - leucemia mieloide cronica

LRAs - Agentes de Reversado de Laténcia

LT - linfocitos T

LTh — Linfocitos T auxiliar

MA - Proteinas da Matriz

MAC - Complexo de Ataque a Membrana

MALDI-TOF - Matrix Assisted Laser Desorption/lonization - Time of Flight
MAS - Agar de Chapman

MBL - Lectinas Ligadas a Manose

MHC - Complexo Principal de Histocompatibilidade

MPI - Percentagem Méaxima de Inibicao

mRNA - Acido Ribonucleico mensageiro

NAAT - Testes de Amplificac&o de Acidos Nucleicos
NAMs - Mutacdes Associadas a Nucledsidos / Nucleétidos
NC - Nucleocéapside

Nef - Fator Regulador Negativo

NFAT - Fator nuclear de células T ativadas

NF-kB - Fator Nuclear Kappa B

NK - Natural Killer

NRTIs - Nucleosideos Inibidores da Transcriptase Reversa
O2_0Oxigénio

OMS - Organizacdo Mundial de Saude
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PCNA - Antigénio Nuclear de Proliferacdo Celular
PCR - Reagao em Cadeia da Polimerase

PEP - Profilaxia Pés-exposicao

pH - Hydrogen ion concentration

PICs - Complexos de Pre-integracao

PKC - Protein kinase C

PR - Protease

PrgP - Profilaxia Pré-exposicao

Pt - Plaguetas

PT - Proteina Total

PTT - Purpura Trombocitopenia Trombaotica
PVX - Gelose de Chocolate Polivitex

RDW - Red Cell Distribution Width

Rev - Regulador de Splicing de RNA

RNA - Acido Ribonucleico

RNP — Ribonucleoproteinas

RPR - Carbono

RTCs - Complexos de Transcricao Reversa
RT-PCR - Reacédo em Cadeia da Polimerase por Transcricdo Reversa
SC - Sistema Complemento

SGQ - Sistema de Gestao de Qualidade

S| - Sistema Imunitario

SIDA - Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
SIV - Virus da Imunodeficiéncia Simia

Sm - antigénio Smith

SMAC - Agar de Sorbitol MacConkey

SN - Sistema Nervoso

SNC - Sistema Nervoso Central
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SS-A - Substéancia Solavel A

SS-B - Substancia Soluvel B

ssRNA — cadeia simples de Acido Ribonucleico
STRs - Short Tandem Repeat

TAM - Mutagdes Analogas da Timidina

Tat - Proteina Transativadora

TDF - Tenofovir

TEV - Tromboembolismo Venoso

TEP - Tromboembolismo Pulmonar

TMA - Transcription-Mediated Amplification

TP - Tempo de Protrombina

TPHA - Ensaio de Hemaglutinacdo Treponema pallidum
TR - Transcriptase Reversa

tRNA — Acido Ribonucleico de transferéncia
TSA - Teste de Sensibilidade aos Antibioticos
TSH - Hormoénio Estimulante da Tireoide

TT - Tempo de Trombina

TVP - Trombose Venosa Profunda

T3 - Tri-iodotironina

T4 - Tetra-iodotironina

VCS - Volume, Condutividade, Dispersao
VDRL - Venereal Disease Research Laboratory
VGM - Volume Globular Médio

Vif - Fator de Infetividade Viral

VMV - Visna Maedi Virus

Vpr - Proteina Viral r

Vpu - Proteina Viral Unica

Vpx - Proteina Viral x
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VS - Velocidade de Sedimentacéo
WBC — Células brancas/Leucocitos
YER — Agar de Yersinia
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Instalacdes do laboratorio do Centro Hospitalar de Lisboa Central

Hospital Sdo José e Hospital Dona Estefania

O Centro Hospitalar de Lisboa Central (CHLC) foi criado em 28 de fevereiro de 2007 e sendo
constituido pelos seguintes hospitais: Hospital de Sao José, Hospital de Santo Anténio dos
Capuchos, Hospital de Santa Marta e Hospital de Dona Estefania. Em fevereiro de 2012 deu-
se a integracdo de mais dois hospitais, Hospital de Curry Cabral e da Maternidade Dr. Alfredo
da Costa. Os laboratérios do Centro Hospitalar de Lisboa Central eram a data, da
responsabilidade da Diretora Dra. Rosa Barros, sendo atualmente da responsabilidade do Dr.
Carlos Fores. Estes laboratérios comportam varias valéncias tais como: Hematologia,
Bioguimica, Imunologia, Microbiologia e Biologia Molecular.

O meu estdgio curricular, realizado no ambito da frequéncia do Mestrado em Analises Clinicas
da Faculdade de Farmacia da Universidade de Lisboa, decorreu nos laboratérios do Hospital
de Sao José e do Hospital de Dona Estefania. Todos estes laboratérios dispdem de modernos
equipamentos automatizados integrados, onde sao realizados exames pelos técnicos de
andlises clinicas e patologistas. A temperatura de estabilizacdo destes equipamentos
geralmente é controlada.

€ um ambiente de trabalho onde o uso do papel é eliminado ou substancialmente reduzido.
Isso é feito através da conversao de documentos e outros papéis para o formato digital.

O Servicgo recorre ao uso de paperless, que consiste na eliminagcéo/reducéo de uso de papel
através da conversdao de documentos para formato digital denominada CliniData. Este
programa € visto como uma ferramenta de trabalho indispensavel para um desempenho
laboratorial com uma elevada qualidade. Através deste programa, consegue-se monitorizar
todas as etapas dos exames laboratoriais dos utentes, permitindo a organizagdo e o controlo
do fluxo de trabalho no sentido de minimizar gastos desnecessérios por duplicacao de pedidos
e atrasos no tempo de resposta.

No sentido de garantir a qualidade dos resultados, sdo utilizados controlos de qualidade

internos e externos.
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. HEMATOLOGIA

I.1 Introducéo

A palavra hematologia vem de Greek haima (significa sangue), assim sendo, o estudo de
hematologia € a ciéncia, ou estudo de sangue.

A secc¢do de Hematologia engloba o estudo de células do sangue e coagulacéo. Os estudos
feitos incluem andlises de concentracao, estrutura e fungéo da célula no sangue. Também se
estuda os seus precursores na medula éssea, constituintes quimicos do plasma ou soro
intimamente ligados as estruturas de células sanguineas e por fim a funcdo das plaquetas e

proteinas envolvidos na coagulacdo sanguinea (1).

.2 Parametros

[.2.1 Hemograma

O hemograma é o exame que avalia quantitativamente e qualitativamente os elementos
celulares do sangue. E o exame complementar mais requerido nas consultas e faz parte de
todas revisfes de saude [2].

Os parametros do hemograma e andlise das plaquetas sdo analisadas no equipamento

Beckman Coulter e a confirmacéo faz-se pelo exame microscopico.

& Eritrécitos ou Globulos Vermelhos - GV

Os eritrocitos/glébulos vermelhos (GV) sdo um dos elementos figurados do sangue com

grande importancia, do ponto de vista clinico. A massa

de GV circulantes é responsavel pelo transporte de

oxigénio. A producao de energia é feita pelas trocas * \

gasosas (O, e CO,) que garantem atividades do

organismo humano (1).

Os GV possuem cerca de 7um a 8um de diametro e -

tém a forma de disco biconcavo. Devido a esta forma, . ¢

no esfregaco de sangue periférico exibem os contornos .

mais coradas e o centro bem mais claro, e tém cerca

de 120 dias de vida (1). Figural — Morfologia normal de GV e
L. N algumas plaquetas normais no sangue

Na analise de hemograma, os GV sdo contados e se  periférico.

os valores aumentarem ou diminuirem, podem indicar-

nos possiveis patologias hematoldgicas. Esta classificacdo é baseada em valores de
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referéncia, sendo que, para homem os resultados variam entre 5.0 + 0.5 x10*?/L e para mulher,
entre 4.3 = 0.5 x10'?/L (2).

O aumento de GV € denominado de eritrocitose, quando acompanhado de aumento de
hemoglobina e hematdcrito, € chamado de policitemia vera, conhecida como uma das
neoplasias mieloproliferativas. A eritrocitose, pode ser provocada pelo aumento da
eritropoiese, ou secundéaria a uma reducédo do volume plasmaético.

A diminuicdo dos GV tem como consequéncia a anemia (3).

Para além da alteracdo da concentracao eritrocitaria, em certas patologias pode-se encontrar
formas diferentes de GV denominados esferécitos, eliptcitos, ovaldcitos, dracdcitos,
equindcitos, acantdcitos, queratdcitos, estomatécitos, drepandcitos.

Por vezes, ndo ha predominio de nenhum dos tipos de GV, nesses casos da-se 0 nome de

poiquilocitose (4).

é Concentracdo de Hemoglobina — Hb

A hemoglobina (Hb) é uma proteina que integra os eritrécitos e € constituida por 4 moléculas
heme, 4 globinas e um ido ferro. As principais funcdes sdo a absorcéo, o transporte e a
libertacdo do oxigénio nos tecidos. A Hb que se encontra nos GV desempenha uma funcao
muito importante no transporte de O, do ar inspirado através dos pulmdes para os tecidos e
do CO; recolhido dos capilares teciduais para o ar expirado através dos pulmdes (1).

Este parametro € um marcador muito importante, pois € um indicador de anemia, em caso de
concentracdes baixas. Para esta avaliagdo, considera-se os seguintes valores de referéncia:
para homem, a variacdo é de 150 + 20g/L e para mulher, de 135 * 15g/L (2).

Algumas doencas sdo caracterizadas pela existéncia de baixa concentragdo de Hb nos

eritrécitos, tais como, anemia ferropénica, talassemia, drepanocitose entre outros (3).

é Hematdcrito — Ht

O hematocrito (Ht) é a percentagem de volume ocupada pelos GV contida numa certa
gquantidade de sangue total (5).

Este parametro tem significado clinico, juntamente com o valor de GV e Hb, pois ajuda-nos a
esclarecer se estamos perante casos verdadeiros de anemia ou ndo, e na analisa das causas
possiveis, e juntamente com a viscosidade sanguinea também auxilia na avaliacdo das
alteracdes de volemia (5).

A avaliacdo da concentracdo é baseada nos seguintes valores de referéncia: para homem, o
intervalo é de 0.45 + 0.05 L/L e para mulher, o intervalo é de 0.41 + 0.05 L/L (2).
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Algumas situacdes fisiolégicas podem levar a falsos resultados, como €& o caso de
hemoconcentragéo, que resulta num falso aumento de hematécrito, e hemodiluicdo que leva
a uma falsa diminui¢cdo do hematdcrito (5).

é Volume Globular Médio — VGM

O volume globular médio (VGM) corresponde ao tamanho médio da célula e permite-nos
visualizar numericamente se este tamanho é normal, maior ou menor.

Para esta avaliacdo, consideram-se os valores de referéncia.

Estes nao diferem com o sexo, os valores variam entre 92 + 9

fL, sendo na infancia a fase da vida em que h& maior variagao. é

Os glébulos vermelhos que se encontram dentro desses

valores sdo chamados normociticos. Se o valor for (VGM < 83

fL), os glébulos vermelhos

séo denominados de  Figura 2 - GV microciticos
. microciticos e se o volume for presentes no sangue peritérico
em pacientes com B
L maior (VGM > 101 fL) estes talassemia.

sdo classificados  como
glébulos macrociticos (5) (2).
Figura 3 — GV macrociticos Algumas situactes podem levar a falsos resultados como é
presentes no sangue periféricoem o caso de crioaglutinagdo, ma conservacgéo de sangue in
pacientes com doenca hepética. _
vitro, excesso de EDTA, em relacdo ao volume de sangue
colhido e a hiperosmolafidade do sangue (5).
O VGM ¢é obtido pela divisdo do hematécrito (Ht) multiplicado por 10 e o total é dividido pelo
namero de eritrocitos presentes nesse volume de sangue. A representacdo desta formula € a
seguinte:

Hematécrito x10

VGM (L) =

Eritrécitos

& Hemoglobina Globular Média — HGM

A hemoglobina globular média (HGM) expressa a quantidade média de hemoglobina que

existe por eritrocito. O valor da HGM é diretamente proporcional ao VGM, isto €, quando os
GV sao macrociticos, a quantidade de hemoglobina normalmente também serd maior e vice-
versa (5). A classificagdo é baseada nos valores de referéncia indicados e nédo apresenta
diferencas entre os géneros (29.5 + 2.5 pg). Ao aumento de concentracdo de HGM (HGM >
32pg) da-se o nome de hipercromia e a sua diminuicdo (HCM < 27pg) chama-se hipocromia

) (3).
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O calculo deste parametro é obtido pela seguinte formula:

Hemoglobina x10

HGM (pg) =
Eritrocitos

& Concentracdo Hemoglobinica Globular Média — CHGM

A concentracdo hemoglobinica globular média é a relagéo entre os valores de hemoglobina
presente num certo volume de sangue e o volume globular (hematdcrito), sendo expressa em
percentagem (%).
Os resultados sao obtidos por célculo matemético. Os valores
de CHGM, por norma, variam, entre 31% e 36%. Se o resultado
obtido estiver dentro desses valores, é considerada uma “
situagdo normocromica. Se a CHGM for > 36%, os globulos
vermelhos serdo denominados hipercrémicas, que ocorre na

X esferocitose e  por

g vezes no coma  Figura 4 — Hipocromia das GVs
em pacientes com anemia por

deficiéncia de ferro. Também
perda de égua nos mostra anisocromia dos GVs.

hiperosmolar, devido a

eritrocitos; também pode ocorrer nas
hemoglobinopatias. O caso oposto ao anterior (CHGM

Figura 5 — Hipercromia de alguns GVem < 31%) é designado por hipocromia, que ocorre na
paciente com anemia de deficiéncia de

ferro, que recebeu transfusdo de sangue ~ anemia ferropénica (2)(5).

tardio. As causas mais comuns de falsos resultados s&o a
presenca de crioaglutininas, erros na dosagem de Hb e na determinacéo do VGM e hemodlise.
A férmula para o calculo do CHGM é a seguinte:

Hemoglobina
CHGM (%) = --------=-==-m=m---- x 100

Hematdcrito

& Anisocitose — RDW (Red Cell Distribution

Width)
A anisocitose (Red Cell Distribution Width - RDW) indica a

z

variacdo de volume eritrocitario. Este indice € muito
importante na analise da diversidade de volume dos
eritrocitos, e pode ter grande significado _ _ o

Figura 6 — paciente com deficiéncia de ferro com

clinico. anisocitose ~ acompanhada com  poiquilocitose,
hipocromia e microcitose.
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Os valores de referéncia do RDW situam-se entre 11.5 e 14.5 %. Se este valor for inferior a
11.5% indica que séo populagbes mais homogéneas, e resultados maiores de 14.5% indicam
a existéncia de heterogeneidade volumétrica da populacdo eritroide. Este ultimo caso,
também conhecido como anisocitose pode ser confirmado ao microscopio, podendo ter
anisocitose mais ou menos acentuada, consoante a gravidade da doenca (5).

O parametro RDW é fundamental no diagnéstico diferencial entre as anemias por deficiéncia
de ferro e as anemias por deficiéncia de sintese da hemoglobina. Na doenca talassemia,
pode-se encontrar uma populacdo homogénea microcitica devido a anomalia genética da

sintese da globina. Nesses casos, normalmente o RDW é baixo (5).

é Reticuldcitos
Os reticulécitos possuem um didmetro um pouco maior que o dos glébulos vermelhos, (8um),
ndo dispdem de nudcleo, e tém citoplasma acidéfilo. Os
reticuldcitos encontram-se no sangue, representando uma
propor¢cao de entre 0.5 e 2.5% do total dos eritrécitos, e sdo
células precursoras dos eritrécitos recém-lancadas na
circulacdo sanguinea. S&o produzidos na medula 6ssea, de

onde passam para a corrente sanguinea e coram de azul

acinzentado, e a sua presenca traduz-se no esfregaco de Figura 7 - Presenca de
. ] . reticuldcito no sangue periférico.,
sangue periférico, por policromatofilia (5)(3). também ilustra poiquilocitose.

A contagem dos reticulécitos tem uma importancia clinica

significativa, pois pode diferenciar entre anemias regenerativas ou arregenerativas, por
conseguinte, fornece-nos a informacgao do funcionamento da médula 6ssea (5).

Quando o valor destes é < 0.5%, esta situacdo € designada de reticulocitopenia, e, se for >

2.5%, esta situagédo € denominada reticulocitose (policromatofilia).

[.2.2 Leucograma

& Glébulos brancos/Leucdcitos — WBC

Os leucdcitos/glébulos brancos (White Blood Cell — WBC) sao glébulos brancos que fazem
parte do sistema imunitario do organismo. Tém, portanto, como fungdo o combate e a
eliminacdo dos microrganismos e estruturas quimicas estranhas ao organismo, por meio de
captura ou da producao de anticorpos.

No sangue periférico normal, estas células sédo divididas em duas classes, os WBC
mononucleares e polimorfonucleares. Fazem parte dos WBC mononucleares os mondcitos e
os linfocitos. Geralmente as células desta categoria ndo contém granulos, mas em certas

situacdes podem apresenta-los, sendo que nos mondcitos sdo mais impercetiveis em
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comparagdo aos linfocitos. Os WBC polimorfonucleares também s&o conhecidos como
granuldcitos polimorfonucleares, por todos apresentarem granulos e nucleos lobulados. Neste
grupo encontram-se trés WBC distintos, neutrdéfilos, eosindfilos e basdfilos (4).

A contagem e a verificagdo de WBC anormais podem indicar certos estados de doenga. Sao
denominadas, leucocitose ou leucopénia, respetivamente as situacdes em que ha aumento
ou diminuicdo dos elementos, tendo em conta o intervalo de referéncia de 4.0-10.0 x 10% L
(5)(2). Algumas situacBes pré-analiticas podem levar a resultados incorretos como
aglutinacdo de neutrofilos, aglutinacdo linfocitica, presenca de agregados plaquetarios,
crioglobulinas, presenca de eritroblastos, eritrocitos resistentes a lise pelo solvente (5).
Leucocitose e leucopénia, isoladamente ndo séo suficientes para interpretagdo. Por isso, ha
necessidade da formula leucocitaria.

Os analisadores hematolégicos, nomeadamente o da Coulter Beckman distinguem os 5
diferentes WBC (neutrdfilos, eosindfilos, basdéfilos, linfécitos e monécitos), com um bom grau

de exatidao.

é Neutrdfilos
Os neutrdfilos correspondem a linhagem mieloide. O maduro/segmentado tem de diametro

12-15 ym. O citoplasma é aciddfilo e com fina granulagdo, e os

nucleos tém entre dois a cinco lébulos distintos, com cromatina ' 1
agregada (4). Contudo, podem-se observar formais anormais em s b
muitas patologias. 4

A contagem e observacdo dos neutrofilos é um dos
parametros imprescindiveis no leucograma. A sua variacao, &
tanto numérica, como morfolégica, pode dar-nos b 2
informacg0des de algumas doengas. Com base nos valores de '
referéncia 2.0 - 7.0 x 10%L (40-80%), podemos estar Figura 8 — Neutrdfilo em banda
perante situagbes de neutrofilia ou neutropénia, isto &, (1) e neutrdfilo com trés I6bulos
aumento ou diminuigc&o do valor absoluto dos neutrdéfilos no @

sangue periférico, respetivamente e devem ser confirmadas ao microscépio (2). Neutrofilia
pode fazer-se presente em algumas situagcfes patoldgicas tais como: doencas infeciosas,
doencas inflamatdrias ou proliferativas.

Certas patologias como leucemia de hairy cell, lGpus eritematoso sistémico, artrite reumatoide

com esplenomegalia, entre outras podem causar neutropenia (5).
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¢ Eosindfilos
Os eosindfilos sdo células mieloides que seguem 0 mesmo
caminho de desenvolvimento que os neutréfilos, com diametro
entre 12 a 17 ym. Estas células tém o nudcleo bilobulado e por
vezes trilobulado, com granulos secundarios grandes, de cor “J
vermelha alaranjada (4). Formas anormais podem se fazer ; ii’-
presentes em muitas patologias.
A concentracdo do eosinéfilo no sangue periférico é muito ~ Figura 9 — Eosinéfilo normal no

sangue periférico.

baixa, com valores de referéncia dentro do intervalo de 0.02-
0.5 x 10%L (1-6 %). Quando o aumento do valor absoluto de eosindfilos ultrapassa o limite de
referéncia denomina-se eosinofilia e deve ser confirmado microscopicamente. A eosinofilia
nao tem significado clinico (2).
Ocorre eosinofilia em casos de infecdes por parasitas, com nematédeos intestinais e
teciduais, cestddeos intestinais e teciduais e trematddeos intestinais e teciduais (Fasciola
hepética). Além dos parasitas, existem outras causas de eosinofilia, como as doengas
alérgicas e da pele [asma, renite alérgica, urticaria, eczema, dermatite granulomatosa com
eosinofilia (Doenca de Well) e fascite eosinofilica (Doenca de Schulman)], radioterapia,

sindrome hipereosinofilica, eosinofilias em leucemias, entre outros (5).

& Basofilos
Os basofilos séo células granulociticas de didametro compreendido entre 10 a 14 uym, de nlcleo
normalmente bilobulado, e o citoplasma carregado de granulos roxos. Nestas células
geralmente a granulagéo distribui-se por toda a célula -

(4)(6). Porém, pode-se se observar formas anormais

em certas patologias.
O basdfilo € o menos comum dos WBC no sangue -
periférico, tendo as concentracées de 0.02-0.1 x 10%/L amh

Figura 10 — Basofilo normal no sangue

(<1-2%) como valores de referéncia (2). periférico.

Na contagem deste leucdcito, se ocorrer aumento do

valor absoluto, a situacédo é denominada basofilia e exige a confirmacdo microscépica. Pode
ser identificada em casos de reacdes de hipersensibilidade aguda, que acontece, as vezes,
durante uma infecéo viral, também pode ser associada a leucemia mieloide crénica (LMC).A

basopénia ndo tem significado clinico (5).
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é Linfécitos
Os linfécitos séo células mononucleadas de tamanho variavel, € o segundo tipo
de WBC mais abundante encontrado no sangue periférico. Estas células estao o 1
divididas em trés principais linfocitos: linfécitos T, linfécitos B e
linfocitos Natural Killer (NK). Em maior percentagem na corrente ' . L
sanguinea encontram-se os linfécitos T, seguindo-se os B e NK, ) -
respetivamente (5)(6). ‘
Numa observacao ao microscopio, é possivel notar varios tipos de 3
linfécitos: linfécitos pequenos (tipicos), ativados, granulares e grandes
linfécitos. Os linfocitos ativados e os plasmacitos (células plasmaticas) ‘ y
apresentam-se em situacdes de respostas imunologicas,

essencialmente nas infegdes virais. Por esta razdo, a  Figura 11 - Linfécitos pequenos (1),

linfécito ativado (2), grandes linfécitos

contagem e a morfologia sdo muito importantes na (3), grande linfécito granular (4).

interpretacdo dos resultados, pois podem fornecer
informagfes que auxiliam na validacdo dos resultados (5). Além dessas formas, em certas
patologias pode-se formais anormais.

ApOs a contagem, se o valor absoluto deste leucdécito for maior ou menor do que o normal, as
situagBes desigham-se linfocitose e linfopenia, respetivamente, sabendo que o intervalo de

referéncia esta compreendido entre 1.0-3.0 x 10%L (20-40 %) (2).

Em pessoas de raca negra a formula leucocitaria pode estar invertida, ou seja, ter maior
percentagem de linfécitos do que neutrdfilos, esta alteracédo € inerente a esta raca.
Apontam-se como algumas causas de linfocitose as seguintes situagdes: esplenectomia,
descarga de adrenalina, numerosas causas virais, resposta imunoldgica, e linfocitose clonal
nas neoplasias linfoides.

Por outro lado, também algumas situagbes podem provocam linfopenia, como doencas
inflamatorias, patologias infeciosas graves, radioterapia, tratamento das drogas
imunossupressoras, doenca de Hodgkin, IUpus eritematoso sistémico, virus de

imunodeficiéncia humana (HIV), entre outros (5).

é Mondcitos
Os mondcitos comparativamente a todas as WBC, € a maior célula no sangue periférico
normal, de diametro compreendido entre 12 a 20 um, de nucleo irregular, por vezes apresenta-
se lobulado e tem citoplasma azul-acinzentado que contém granulos finos azurdfilos (4).
Todavia, em certas patologias pode-se observar formais anormais.
Os mondcitos circulam brevemente na corrente sanguinea, e exercem suas fungfes nos

tecidos, onde se localizam, duradouramente, como macréfagos fixos.
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Na contagem leucocitaria considera-se o seguinte intervalo de

referéncia, 0.2-1.0 x 10%L. Quando ha aumento de mondcitos, a o
condicdo é chamada monocitose, e quando se verifica o contrério, " &1 :
o fendmeno é denominado monocitopenia (2).

A monocitose acompanha a neutrofilia nos processos
Figura 12 - Mondcito
normal no sangue

brucelose, infarto do miocéardio, depressdo. Geralmente as  periférico observado ao
microscopio 6ptico.

inflamatoérios. Verifica-se monocitose em patologias como,

criancas com menos de 2 anos de idade defendem-se das
infecbes com a monocitose precoce. A monocitopénia normalmente € uma condigcdo

incomum, mas observa-se na anemia aplasica e na leucemia hairy cell (5).

[.2.3 Plaquetograma
é Plaquetas — Pt

As plaguetas (Pt) sdo fragmentos pequenos presentes na corrente sanguinea, derivados de
megacariocitos. Em média, tém 1.5-3 um de diametro,

embora possam ser maiores em certas condi¢des.

Estes fragmentos contém granulos azuréfilos que

podem estar distribuidos por todo o citoplasma ou

agrupados no centro e ndao apresentam nucleo (4).

As principais funcdes das Pts sdo adesao e ativacao, -

com mudanca de forma e posterior agregacao, que leva .

(r"-‘t.

a formacdo do coagulo primério do mecanismo de

coagulacdo. A coagulacao é o processo que evita a

perda de sangue (hemorragia) num vaso sanguineo E
danificado e que ajuda a reparar o tecido afetado. v oL
O analisador hematolégico conta e mede as Pts, no mesmo

canal onde se da a contagem de eritrécitos, diferenciando-as

por limites de volume. Para a contagem considera-se Figura 13 — Plaquetas normais (1)
0 seguinte intervalo de referéncia, 130 + 280 x 10°%L.  agregado plaquetario.

Se a contagem das Pts for maior que o limite de intervalo de referéncia a situacdo é
denominada de trombocitose, se ocorrer o contrario a condicéo fisioldgica é chamada de
trombocitopenia (2).

Trombocitose é o aumento de Pts na corrente sanguinea, considerada uma manifestacédo

reacional, em que isoladamente ndo indica uma doenca hematoldgica. Porém, algumas
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situagOes patolégicas podem ser acompanhadas de trombocitose, como anemia ferropénica,
doencas inflamatérias crénicas, infe¢cdes e neoplasias mieloproliferativas, entre outras (5).
Trombocitopenia € uma condi¢ao onde se regista diminui¢cdo das Pts nos vasos sanguineos.
Este fenomeno é relativamente frequente e tem significado clinico. Em situacdes que a
trombocitopenia ndo é explicita, esta ndo deve ser validada pelo laboratério antes de uma
observacdo microscépica para analisar a existéncia ou ndo de agregados, e também
recomenda-se fazer o exame de aspiracdo de sangue com ajuda de uma fina pipeta de
Pasteur para averiguar possivel existéncia de codgulo na amostra. Em ultimo caso, deve-se
solicitar uma nova colheita em situacdes de presenca de coagulo ou agregacao in vitro (5).
Esta manifestacdo pode ser observada em algumas situagbes, como nas grandes
hemorragias tratadas com transfusdes, infe¢cdes virais febris, mononucleose, purpura
trombocitopenia trombadtica (PTT), sindrome hemolitico-urémico, doengas da medula éssea,
nas doencas infeciosas graves, entre outras (5).

Existem certas situagfes que podem dar resultados falsos, como aspiracéo lenta do sangue
ou quando a colheita é traumatica. Nestes casos, as Pts sofrem agregacéo e desgranulagéo
resultando na pseudotrombocitopénia. A demora na mistura com o EDTA da amostra, por falta

ou atraso na agitacao apropriada, ativa a coagulacdo e pode causar trombocitopenia.

.2.4 Hemoéstase

& Tempo de Protrombina — TP

O Tempo de protrombina (TP) é provavelmente o teste de coagulagdo mais amplamente
solicitado. O TP é um teste de triagem que avalia a via extrinseca e comum da coagulacéo,
e monitoriza a Terapéutica Anticoagulante Oral (ACO). O kit utilizado Recombiplastin 2G
analisa a integridade dos fatores, Il, V, VII, X e fibrinogénio. O TP é mais sensivel a deficiéncia
do fator VII e tem menor sensibilidade aos fatores da via comum e & deficiéncia de fibrinogénio
(7)(8).

Este teste é feito com um reagente de elevada sensibilidade, cujo nome é tromboplastina. A
tromboplastina reconstitui-se com fator recombinante de tecido humano, huma mistura de
fosfolipido sintético, composto por cloreto de célcio, tampé&o e um conservante. Este reagente
de elevada sensibilidade deteta défices de fator X, VII, V e Il. O método do ensaio é baseado
no principio do aparelho ACL TOP 700 (8). Mas, normalmente faz-se a reconstituicdo do
reagente, antes de se comecar o teste.

Para avaliar o tempo de coagulacao, o intervalo de referéncia esta compreendido entre 9.1 a
12.1s (8). Pode-se verificar TP prolongado nas mais diversificadas situacbes, como nas
doencas hereditarias, especialmente do fator VIl ou doencas adquiridas, como deficiéncia de

vitamina K, doenca hepatica, coagulacdo intravascular disseminada, administracdo de
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farmacos, trauma ou cirurgia (7) (9). A presenca de anticoagulantes lupicos podem afetar o
TP em alguns casos.

Se o TP for prolongado deve fazer-se o teste de mistura (pool de plasma normal com plasma
de amostra em teste) para saber, se o prolongamento do tempo se deve a défice de fatores
ou presenca de inibidores. Ao fazer-se o teste de mistura, se ocorrer corre¢do do TP, indica
que o problema era devido ao défice de fatores, assim sendo, deve-se fazer os respetivos
estudos, analisando inicialmente o fator VIl e posteriormente os restantes. Se ndo ocorrer a
correcdo do TP, o resulta indica que o problema deve-se a presenca de inibidores e estes
devem ser pesquisados (7).

Com foco a padroniza¢cdo mundial, a Organiza¢cdo Mundial de Saude (OMS) desenvolveu uma
ideia com base no indice Internacional de Sensibilidade (ISI) do reagente de tromboplastina
para criar Razfes Internacionais Normalizadas (INR).

Apesar do ISl fornecer corregdes significativas nos resultados do TP entre os sistemas de
andlise que recorrem a combinagdes de tromboplastina/coagulémetro, frequentemente ainda
se verifica diferenca persistente do INR entre resultados com sistemas de analise diferentes.

Portanto, a calibragdo do ISI no sistema local é imprescindivel (10).

& Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada — APTT

Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada (APTT) é um teste de triagem que analisa a via
intrinseca e comum do processo de coagulagdo e a monitorizacdo de pacientes em tratamento
com heparina. O exame de APTT identifica a deficiéncia de fatores XII, XI, X, IX, VIII, V, II,
fibrinogénio. Alguns reagentes de APTT permitem o rastreio do anticoagulante lUpico. A
sensibilidade deste teste, varia consoante o fator, pode ter mais sensibilidade aos fatores VIl
e IX do que os fatores Xl, Xll e os restantes que participam na via comum (7)(11).

O reagente APTT synthasil usado no Servi¢co de Patologia Clinica do CHLC € um reagente
fosfolipidico sintético para determinar in vitro APTT em plasma humano citratado. O APTT
synthasil é sensivel & diminuicdo de concentracdo de fatores da via intrinseca e comum da
cascata de coagulacdo, aos efeitos anticoagulantes da heparina e a existéncia de inibidores,
tais como, o anticoagulante lapico (11).

O teste passa pela adicdo do reagente fosfolipidico, um ativador e um tamp&o. Durante a
incubacado desencadeia-se a ativacao da cascata de coagulacao da via intrinseca. A seguir a
a incubacdo de 37 °C, o cloreto de calcio que é adicionado provoca 0 mecanismo de
coagulacédo, e de seguida, mede-se o tempo necessario para a formacdo do coagulo. Os
valores de referéncia do tempo de formacdo do coagulo estdo compreendidos entre 25,4 e
38,4s (11).

As situacfes com altos niveis de fator VIII na corrente sanguinea podem encurtar o APTT.
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Um APTT prolongado pode indicar défice de fator XllI, XlI, X, IX, VIII, V, Il ou fibrinogénio,
presenca de heparina, anticoagulante lGpico ou outros inibidores, como alguns inibidores
diretos da trombina (12).

Nestes casos deve-se fazer o teste mistura de 1:1 (juncéo de pool plasma normal com plasma
da amostra em teste), para identificar se ha deficiéncia de fatores ou presenca de inibidores.
Assim sendo, se houver correcdo do APTT do plasma de amostra em teste para o plasma da
mistura, este resultado indica deficiéncia de fator, caso contrario, indicaria presenca de
inibidor, nomeadamente anticoagulante IUpico ou inibidor transitorio inespecifico associado a

infecdo / inflamacéao (7).

¢ Fibrinogénio
Fibrinogénio ou fator | € um fator que participa na cascata de coagulagéo, também conhecido
como fator |. A atividade do fibrinogénio ocorre quase na fase final da cascata, onde a
protrombina é convertida em trombina, e este por sua vez, induz a conversao do fibrinogénio
em fibrina, formando o coagulo.
O teste de Fibrinogénio-C € um exame utilizado para quantificar o fibrinogénio em plasma
humano citratado nos sistemas de coagulacéo.
Para a realizacdo do teste, o kit de Fibrinogen-C utiliza uma abundante quantidade de
trombina, que resulta na clivagem de fibrinogénio formando fibrina no plasma diluido. Num
ambiente rico em trombina e pobre em fibrinogénio, a velocidade de reagcdo sera curta,
enquanto que, num ambiente com elevada concentragdo de trombina e fibrinogénio, a
velocidade de reacdo sera mais longa, com isso, pode-se dizer que a concentracdo do
fibrinogénio é diretamente proporcional & velocidade da reacgédo [13].
Na interpretacdo dos resultados obtidos pelo equipamento ACL TOP® Family recorre-se aos
valores de referéncia compreendidos entre 238 - 498 mg/dL [13].
Casos de concentragdes altas do fibrinogénio podem ser observados em mulheres gravidas,
individuos que administram anticoncecionais orais ou em pessoas com potencial risco de
desenvolver patologias cardiovasculares, etc. Niveis baixos de fibrinogénio podem ocorrer no
tratamento trombolitico [13].
O fibrinogénio também ¢é utilizado para monitorizar diversas patologias, como a coagulacéo
intravascular disseminada, as disfuncfes hepaticas e os quadros inflamatérios e neoplasias

malignas [13].
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& Tempo de Trombina—TT

Tempo de Trombina (TT) determina o tempo de coagulacéo do plasma humano citratado no
sistema de coagulacéo. Este exame, basicamente avalia a conversao de fibrinogénio (fator I)
em fibrina, na presenca de trombina [7] [14].

No processo da cascata de coagulacao, nas Ultimas fases, depois da ativacdo da protrombina
pelo fator Xa, a protrombina é convertida em trombina, A trombina por sua vez, cliva o
fibrinogénio em fibrina, resultando na formacéo de coagulo com a participacdo de alguns
fatores de coagulacéo V, VIl e XIII.

A determinacdo da concentracdo de fibrinogénio ou fator |, baseia-se no principio
desenvolvido pelo Clauss. O principio consiste na adigdo em excesso da concentragdo de
trombina no plasma previamente diluido, posteriormente determina-se o tempo de
coagulagéo. Neste caso, o tempo da formacédo do coagulo € inversamente proporcional a
concentracéo do fator | [14].

A concentracdo € determinada através da comparacao entre a concentracdo do fator |
presentes nas amostras plasmaticas do paciente com a curva de referéncia previamente
padronizada. Os valores de referéncia deste parametro estdo compreendidos entre 200 - 393
mg/dL [14].

O TT prolongada pode encontrar-se em situacdes, com terapia com heparina, défice
congénito, hipofibrinogenemia, disfibrinogenemia, hipoalbuminemia, paraproteinemia.
Enquanto que, a diminuicdo do TT pode se fazer presente nos casos de hiperfibrinogenemia

[4].

é D-Dimero

Como o nome indica, o teste de D-Dimero € para quantificar a concentragdo do D-Dimero.
Para efetuar o teste, adiciona-se particulas de latex com o fragmento F(ab) que provem de
um anticorpo monoclonal altamente especifico contra o dominio D-Dimero presente nos
derivados soluveis da fibrina. Quando se da o cruzamento do plasma rico em D-Dimero com
0 reagente latex e tampdo de reacdo, resulta na aglutinacdo das particulas. Através da
aglutinacdo obtém-se a concentracéo de D-Dimero, pois o grau de aglutinacao é diretamente
proporcional & concentracao de D-Dimero presente no plasma (13).

So6 é possivel quantificar o D-Dimero quando a plasmina digere a rede de fibrina. Mas, se a
plasmina estiver na presenca de inibidores, a enzima perde a capacidade das suas fungdes.
O teste de D-Dimero ajuda na excluséo de tromboembolismo venoso (TEV) em pacientes em
ambulatério com indicios de trombose venosa profunda (TVP), tromboembolismo pulmonar
(TEP), embolismo pulmonar (EP) ou coagulacdo intravascular disseminada (CID). Para

interpretar os resultados, recorre-se aos valores de referéncia. Um resultado de D-Dimero
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negativo, juntamente com uma andlise clinica de baixa probabilidade pré-teste, indica ter um

valor preditivo negativo elevado para TVP e EP (7)(13).

.3 Métodos

[.3.1 Esfregaco de sangue

O esfregaco de sangue periférico deve ser preparado com amostra de sangue fresca,
normalmente contendo anticoagulante EDTA.

Para dar inicio ao processo, as laminas devem estar limpas para evitar esfregago/manchas
irregulares. Coloca-se uma gota de sangue a uma distancia de 1lcm a partir de uma das
extremidades. A seguir, com a ajuda de uma lamela, em angulo de 30° a 45°, desliza em
movimento continuo, de forma a obter uma fina camada de células sanguineas sobre uma
lamina de vidro, para o exame microscopico (2).

Em casos de sangue anémico, a espessura correta é conseguida através de um angulo maior,
sendo que o angulo deve ser mais estreito, para o sangue policitémico.

A espessura do esfregaco de sangue ideal € obtida quando os eritrocitos se encontram
sobrepostos na maior parte do comprimento da lamina, mas na extremidade final da lamina,
se encontrem todos separados e os WBC sao facilmente reconhecidos ao longo da maior
parte da lamina. Numa lamina mal-executada os WBC seréo distribuidos de forma desigual,
com mondacitos e outros WBC grandes arrastados até ao final das franjas do esfregago. As
laminas devem ser deixadas a secar ao ar. Em condi¢bes de humidade, podem ser expostas

a corrente de ar quente, desde que sejam tomadas as devidas precaucdes (2).

[.3.2 Coloragdo May Grunwald — Giemsa

A coloracdo May Grunwald — Giemsa é o método usado para a coloracdo de células de sangue
periférico ou da médula 6ssea, bem como, para o estudo citoldgico de elementos celulares.
Esta coloracdo é executada nos esfregagos de sangue periférico, de forma a que os
constituintes celulares (linhagens eritrocitica, leucocitica e plaquetaria) sejam visiveis ao
microscopio optico (2).

Para executar a coloragdo, primeiramente faz-se o esfregaco de sangue e deixa-se secar, de
seguida, mergulha-se em metanol (agente fixante), presente na solucdo de May-Grunwald
(solugdo metandlica de eosina e azul metileno), durante um periodo de tempo de 5 a 10
minutos. Transferem-se, a seguir, as laminas para uma tina de coloracdo que contenha
solucdo May — Grunwald, com um volume igual ao do tampé&o durante 15 minutos. Apds esse
tempo, lavam-se as laminas com a agua. De seguida, adiciona-se o corante de Giemsa
diluido. E preciso lavar rapidamente em trés ou quatro mudancas de agua, de seguida, as

laminas deixam-se a repousar em agua sem agitacdes, entre 2 a 5 minutos. ApGs esta etapa,
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elas séo transferidas a partir de uma solucdo de coloracdo para a outra sem se deixarem
secar. Quando a diferenciagdo estiver completa, as laminas ficam em posigéo vertical para

secar (2).

[.3.3 Gota Espessa - Giemsa

Este teste é efetuado para analisar e contar parasitas, como os da malaria.

O processo tem lugar da seguinte forma, coloca-se um a gota grande no centro da lamina,
espalha-se de uma forma circular com um didmetro de cerca de 15 mm, para criar uma
camada muito mais espessa do que o esfregaco de sangue periférico, aumentando a
concentracdo podendo encontrar as parasitas muito mais facilmente e em menos tempo
deixa-se secar e depois é colocada numa solugédo de Giemsa diluido com agua destilada, a
seguir passa-se por agua para arrastar os glébulos lisados e nao fixados. Isto permite facilitar

0 reconhecimento das parasitas (4).

1.3.4 Teste Maléaria Pf/Pan Ag 4 Espécies
A maléria é uma doenca parasitaria grave e, por vezes, fatal, caracterizada por febre, calafrios
e anemia.
O teste rapido Malaria Pf/Pan Ag4 espécies é um teste cromatografico de fluxo lateral. Compde-
se de:

1. Uma membrana de cor avermelhada, contendo um anticorpo de rato anti Phrp-Il,
conjugado com ouro coloidal, um anticorpo de rato anti Pldh, conjugada com ouro
coloidal, e de IgY de galinha, conjugado com ouro coloidal;

2. uma membrana de nitrocelulose, que contém duas linhas de teste (Pan e Pf) e uma
linha de controlo C.

A linha Pan é sensivel a todas as quatro espécies de plasmodium. Por outro lado, a linha Pf
€ revestida, com o objetivo de detetar uma infecédo pelo P. falciparum.

Para arealizacéo do teste, deposita-se no orificio da cassete destinado para o efeito a amostra
em estudo e de seguida adiciona-se uma solucdo diluente. A solucdo contém um reagente
que lisa os glébulos vermelhos e liberta varios antigénios de plasmodium. Se o pfHRP-II esta
presente na amostra, este ligar-se-a ao conjugado na membrana pelos anticorpos anti-pfHRP-
Il que a cobrem, formando uma linha avermelhada e indicando um resultado positivo para
plasmodium. A auséncia da linha Pf ndo exclui auséncia de qualquer uma das outras trés
espécies de plasmodium. A auséncia de ambas as linhas de teste (Pan e Pf) sugere um
resultado negativo. O teste contém, também, um controlo interno, que devera apresentar uma

linha avermelhada de complexo imunitario IgY de galinha-ouro, independentemente do
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surgimento ou ndo das linhas de teste. Se nao for assim, o teste serd invalido e a amostra

devera ser novamente testada com um novo dispositivo de teste (14).

I.4 Equipamentos

[.4.1 Beckman Coulter® LH 750 E 780 Analyzer

Os Coulter LH 750 e 780® sé&o analisadores automaticos hematoldgicos.

As contagens das populagfes celulares baseiam-se na passagem de células sanguineas em
suspensdao por um orificio através da corrente elétrica. Durante esta passagem, é provocada
uma alteracdo de impedancia, cuja magnitude é diretamente proporcional ao tamanho da
célula que passa através do orificio, ou seja, por outras palavras as células podem ser
contadas e dimensionadas a partir dos impulsos elétricos que elas geram. Este principio é
chamado de principio da contagem de impedancia (4).

O numero de células contadas por amostra € aproximadamente 100 vezes maior do que a
que, habitualmente, se verifica ha contagem de microscopio. Este método permite-nos a
contagem de eritrocitos, WBC e Pts, também fornece contagem de reticulécitos e
eritroblastos.

Também faz a diferenciacdo de WBC. Para a diferenciacdo de WBC, a Coulter estabeleceu
uma tecnologia diferencial “VCS”, (4) usando trés medidas: Volume de célula individual,
condutividade de alta frequéncia e disperséo de luz laser.

Na andlise de volume, utiliza-se uma corrente de baixa frequéncia. Através da condutividade,
conhece-se os componentes celulares, desde constituintes nucleares e granulares até a
composic¢ao quimica da célula. A disperséo de luz laser fornece informagé&o sobre o tamanho
e a granularidade.

O contador Beckman Coulter LH 780®, também conta os eritrocitos e WBC nos fluidos
corporais.

Estes analisadores, enviam os resultados, de forma automatica, para o sistema informatico
gue de acordo com critérios pré-estabelecidos valida as amostras normais alerta para as que
possuem alteracdes. Depois desta fase, as amostras com alteracfes sdo avaliadas, de forma
a determinar uma eventual patologia (15).

Por ultimo, a concentracdo de hemoglobina é medida com ajuda do reagente litio, que destroi
0s eritrocitos e converte uma proporgdo substancial da hemoglobina num pigmento estavel.
Depois € lido num comprimento de onda especifico. A concentracdo deste pigmento é

diretamente proporcional & absorvancia. Este método chama-se hemoglobinometria (15).
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1.4.2 Aerospray Hematology®

Aerospray Hematology® é um aparelho de coloracéo de esfregaco de sangue. E considerado
semi - automatico, pois, para obter amostra de esfregaco de sangue corada € necessario, em
primeiro lugar, fazer-se manualmente o esfregaco e seca-lo a temperatura ambiente, de
seguida colocar a lamina no aparelho para corar (16).

Ao longo deste processo, utilizam-se 4 reagentes, entre os quais, dois corantes (tesina e
eosina), um fixador (metanol) e agua para lavar o excesso de corante e detritos. Durante o
estagio, utilizei sempre a coloracdo de May-Grunwald Giemsa, ha qual sdo usadas tanto a
solucédo concentrada como a diluida, para produzir uma coloragdo mais longa e extensiva. Os
tempos do ciclo variam entre 6 e 10 minutos (16).

A realizacdo de um ciclo de coloragéo, tendo definidas as devidas programacdes, processa-
se da seguinte forma: primeiro, colocam-se as laminas no aparelho e, seguidamente,
pressiona-se run para iniciar o processo de coloracdo. Assim, o processo € iniciado com a
fixacdo das células na lamina pelo metanol. Seguidamente, os outros reagentes - tesina,
eosina e agua - sao aplicados.

Apos aplicagdo dos trés reagentes, o carrossel aumenta a velocidade, de modo a eliminar o
excesso do corante e secar as laminas. Durante a rotacdo em alta velocidade, ocorre a
pulverizagdo do metanol para limpar as linhas formadas e eliminar os detritos. Quando o ciclo

de coloracao termina, o sinal de alarme é emitido (16).

1.4.3 Microscépio Optico

O microscopio Optico é um instrumento que tem como funcao ampliar imagens de estruturas
muito pequenas, devido ao seu grande poder de resolucdo. Este aparelho é utilizado em
diversas areas como hematologia, bioquimica, microbiologia, etc. Na area de hematologia
utiliza-se para analise de componentes sanguineos, tais como, eritrocitos, WBC e plaquetas.
A uso de microscépio Optico ocorre da seguinte forma, inicia-se com a objetiva de (10X) sobre
o esfregaco de sangue com 6leo de imerséo espalhado com ajuda de uma vareta de vidro.
De seguida, eleva-se a platina (prato) com o parafuso macrométrico e ajusta-se (foca-se) a
imagem do esfregaco num ponto visivel na ocular. Quando a iluminacao é insuficiente, ajusta-
se a luminosidade com o condensador. A seguir, recorre-se ao revolver para passar para a
objetiva de (40X). Ajusta-se e 0 movimento tem de ser minucioso até que se consiga focar a
imagem, também se recorre ao parafuso micrométrico. Normalmente, neste zoom,
conseguem-se identificar melhor as estruturas presentes (2).

Contudo, em alguns casos, onde se efetua a anélise morfolégica ou contagem diferencial
leucocitéria, e na pesquisa de espécies de plasmodium é necessério recorrer a Ultima objetiva
de (100X). Nesta situacdo, o procedimento € igual aos outros e, antes de elevar a platina onde
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se encontra o esfregaco a ultima objetiva, adiciona-se uma gota de 6leo de imersado, com a
intencéo de melhorar a qualidade da imagem. Para evitar danos nas objetivas anteriores (10X
e 40X), deve-se limpar o 6leo de imerséo apos a utilizagdo (2).

A analise morfol6gica no microscépio nas situacdes indicadas pelos contadores automaticos,
sdo responsaveis pela interpretacdo e coeréncia da avaliacdo, de forma a serem emitidos

resultados mais fidedignos.

I.4.4 Ves - Matic Cube 30®

O teste da velocidade de sedimentagéo (VS) dos eritrocitos é o teste que avalia a rapidez
processo de VS num intervalo de tempo de uma hora. Este exame é feito em tubos que
contém anticoagulante EDTA no S-Monovette®. Os tubos sédo colocados no VES-MATIC
Cube 30® em posicéo vertical e sdo submetidos a uma rotacdo que acelera a velocidade de
sedimentacdo (33 minutos). O resultado obtido é convertido automaticamente no resultado
em uma hora. O principio de funcionamento, de acordo com o método de Westergren, esté
alargado em 3 fases: agregacéo, sedimentacao e empacotamento. Esta analise é executada
sem consumo de amostra ou reagentes, nem producéo de residuos (17).

O valor da velocidade de sedimentacdo depende dos componentes existentes no plasma e
do volume celular. Relativamente ao intervalo de referéncia, para as mulheres, é de < 20
mm/h, para os homens, é < 10 mm/h e, para os recém-nascidos, < 2 mm/h.

Em situagdes de anemia, verifica-se um valor elevado da VS, pois, neste caso concreto, 0
volume dos eritrécitos, isto é, do hematécrito (Ht), encontra-se diminuido. Por outro lado, nos
casos em que o valor do hematdcrito esta elevado, o valor da VS aumenta. Estas alteracdes

sao possiveis de verificar em casos como policitemia vera.

1.4.5 ACL TOP 700®

ACL TOP 700® é um aparelho que pertence a ACL TOP® FAMILY. Trata-se de uma linha
completa de sistemas de testes hemostéticos. Este contador tem um sistema de operacdo
continua, com acesso as amostras, reagentes e cuvetes em posi¢des pré-definidas.

O aparelho ACL TOP 700® recorre ao uso do principio das alteracdes da transmissao da luz
por turbidimetria, provocadas pela formacao do coagulo (coagulometria) ou pela reacéo
antigénio/anticorpo (imunoturbidimetria), cuja funcéo é detetar o coagulo e, ao mesmo tempo,
realizar a medicdo e o registo do tempo necessario para a formacdo do coagulo. Para
proceder a medicao do tempo de coagulacéo, é preciso medir a mudanca da densidade 6tica.
A conversédo do fibrinogénio em fibrina da origem a formacdo do coagulo que é detetado a
partir da luz que atravessa o meio. Parte desta luz é absorvida pelas cadeias de fibrina, e a

restante luz transmitida é detetada pelo fotodetetor. A absorcéo da luz aumenta & medida que
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a formacao do coagulo de fibrina progride. Por conseguinte, a transmitancia da luz através da
amostra diminui continuamente e é medida pelo fotodetetor. O sinal elétrico que sai do
fotodetetor muda de acordo com a luz detetada. A saida do sinal é processada através de um
software que determina o ponto de coagulo (18)(19).

O aparelho ACL TOP®, embora com menos frequéncia, também utiliza o principio da

imunoturbidimetria e cromogénico.

1. BIOQUIMICA

[I.1 Introducéo

A funcao da bioquimica é fornecer informagfes bioquimicas que auxiliem no diagndéstico de
patologias.

No departamento da bioquimica clinica, para efetuar muitos exames analiticos, recorre-se a
amostras de sangue e de urina pela relativa facilidade em obter essas amostras. Estes séo
alguns marcadores que podem ser determinados nessas amostras: AST, ALT, GGT, T3 T4,
TSH, glucose, entre outros. Além dessas amostras, também podem ser analisados alguns
fluidos corporais, tais como: liquido ascitico, liquido sinovial, liquido pleural e liquido
cefalorraquidiano.

O conjunto dos resultados obtidos podem apoiar no diagnéstico, ajudar na monitorizagdo do
tratamento e no prognéstico do doente. Podem ainda ser adotado em ensaios clinicos de

novos medicamentos (20)(21).

[1.2 Parametros

[1.2.1 Exame Sumario de urina

O exame de urina fornece dados muito importantes sobre o funcionamento do rim e do trato
urinario, proporcionando informacao acerca de patologias renais e a etiologia que causou a
disfuncdo. Esta amostra, por ser facil de colher, ter baixo custo e fornecer tanta informacao,
é utilizada nos exames de rotina.

A urina deve ser colhida num frasco fornecido pelo laboratério ou adquirido na farmacia, de
preferéncia a primeira emissdo da manhd, pois é altura em que todas as substancias
presentes se encontram mais concentradas (22).

A amostra deve ser entregue de imediato no laboratério e geralmente conservada por método
de refrigeracdo em caso do teste ndo ser imediato. E aconselhavel examinar a urina dentro

de duas horas ap0s a colheita, para evitar falsos resultados (23).
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[1.2.1.1 Par@metros fisicos
Inicialmente, a analise da urina comeca com avaliacdo das propriedades fisicas,

nomeadamente o aspeto, a densidade e a cor.

Aspeto
Por norma, a urina é limpida. Contudo, certos alimentos, medicamentos, produtos metabdlicos

e infecBes podem causar cores anormais e turvacdo na urina. Ela pode tornar-se turva, em
funcdo da precipitacdo de cristais de fosfatos amorfos em urina alcalina ou de cristais de
uratos amorfos em urina acida. Os cristais de fosfatos amorfos sdo um precipitado branco que
dissolvem em meios acidos, enquanto que os uratos amorfos sdo pigmentos urinarios de cor
rosa que séo dissolvidos em amostra aquecida (24).

Na presenca de uma urina &cida com aspeto de névoa branca, rosada ou alaranjada pode ser
sugestivo da presenca de cristais de acido Urico e de uratos.

Na presenca de WBC, bactérias ou células epiteliais, espermatozoides ou liquido prostatico a
urina pode apresentar-se turva. A confirmacdo de tais elementos deve ser realizada em
exame microscopico do sedimento. A presenca de bactérias pode ser explicada por uma
infec@o, a amostra ter sido mantida a temperatura ambiente ou a sua colheita ter sido realizada
de forma incorreta. A urina também pode ter aspeto turvo na presenca de muco e eritrécitos
e aspeto leitoso, limpido ou opaco na presenca de linfa. Em situacdes de presenca de lipidos

e contaminantes oleosos na urina, estes podem flutuar a superficie da urina (24).

Densidade
A densidade correlaciona-se com a osmolaridade da urina e fornece informacao importante
sobre o estado de hidratacdo do paciente. Este teste também mostra a capacidade de
concentracao e diluicdo dos rins. Os valores de referéncia da densidade estdo compreendidos
entre 1.003 e 1.030. Um valor inferior a 1.010 indica hidratac&o relativa, um valor maior que
1.020 indica desidratacéao relativa. O aumento da densidade esta associado a glicosuria e a
sindrome de hormona antidiurética, e a sua diminuicdo esta associada ao uso de diuréticos,
diabetes insipida, insuficiéncia adrenal, hipoaldosteronismo e comprometimento da fungéo

renal. A densidade urinaria em pacientes com doenca renal de etiologia renal é de 1.010 (23).

T Cor
A urina tem normalmente uma cor amarelada derivada do pigmento urocromo.
Individuos saudaveis podem gerar urina amarela clara ou escura. A cor da urina

fornece-nos informacao do grau de hidratacao e concentragcao da urina.
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Em certas condi¢des fisioldgicas pode-se produzir urina de tonalidade avermelhada,
como em situagbes de contaminacdo menstrual, porfiria eritropoética e porfiria
cutanea; urina castanha amarelada ou castanha esverdeada esta relacionada com a
presenca de bilirrubina na urina e encontra-se em situacdes de ictericia obstrutiva
severa; urina vermelha alaranjada ou castanha alaranjada encontra-se presente em
condicdes de elevada concentracdo de urobilinogénio na urina; urina castanha escura
ou negra pode ser verificada na presenca de acido homogentisico e melanina
(24)(23).

[1.2.1.2 Par@metros quimicos
Hydrogen ion concentration - pH

O pH da urina pode variar entre 4,5 e 8, mas normalmente é ligeiramente &cido (isto é, os
valores estdo compreendidos entre 5,5 a 6,5) devido a atividade metabdlica. Ingestdo de
proteinas e frutas 4cidas pode resultar em urina acida, e dietas ricas em citrato, como frutas
e vegetais citricas, podem causar urina alcalina (23).

O pH da urina geralmente reflete o pH sérico, exceto em pacientes com acidose tubular renal.
A determinacdo do pH da urina pode ser util no diagndstico e monitorizagédo de infecao do
trato urinério e calculos no trato urinario. A urina alcalina, detetada por fitas reagentes, pode
apontar para a existéncia de infecdo no trato urinario e célculos de acido Urico estédo

associados a urina acida (23).

T Leucécitos - WBC

Os WBC podem ser detetados em quantidades pequenas em urinas normais. Mas em
situacdes de aumento de concentragdo ao ponto de sofrerem agregacgao entre eles da-se o
nome de pidria. Tendo em conta os diferentes tipos de WBC, os neutrofilos sdo os mais
abundantes.

A esterase de WBC é produzida por neutréfilos e pode sinalizar pidria associada a infe¢des
do trato urinério. Para detetar pidrias significativas com precisdo, devem ser permitidos cinco
minutos para o reagente da tira reativa mudar de cor (23). Metodologicamente, na tira reativa
as esterases neutrofilicas catalisam a hidrolise de ésteres que resulta na sintese dos
respetivos &cidos e alcoois. No caso de Multistix recorre-se a éster de 3-hidroxi-5-fenilpirrolN-
tosil-L-alanina que ira reagir na presenca da esterase leucocitaria, dando origem ao alcool
pirrol. Este, por sua vez, ira reagir com o sal diazonio, resultando numa cor purpura. A
intensidade da cor € diretamente proporcional & quantidade da enzima, que, por sua vez,

também é diretamente proporcional ao niumero de neutrofilos presentes na urina (24).
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Para obter resultados mais fidedignos deve recorrer-se a amostras frescas, ndo centrifugadas,
homogeneizadas e a temperatura ambiente.

Organismos como Chlamydia trachomatis e Ureaplasma urealyticum devem ser considerados
em pacientes com pilria e culturas negativas. Outras causas de piuria estéril incluem balanite,
uretrite, tuberculose, tumores de bexiga, infecGes virais, nefrolitiase, corpo estranho,

exercicio, glomerulonefrite e uso de corticosteroides e ciclofosfamida (Cytoxan) (23).

T Nitritos
Os nitritos normalmente ndo sdo encontrados na urina, mas resultam da reducéo dos nitratos
urinarios em nitritos através das enzimas redutase produzidas pelas bactérias. Muitos
organismos gram-negativos e alguns gram-positivos séo capazes desta converséo e um teste
de nitrito positivo indica que estes organismos estdo presentes em numero significativo. Este
teste € especifico, mas ndo altamente sensivel. Assim, um resultado positivo é (til, mas um
resultado negativo ndo exclui a infe¢é@o do trato urinario (23).
Existem dois modelos de tira reativa, o Multistix e o Chemstip. Estes usam reagentes
diferentes, mas na reacédo de ambos se forma um corante azo cor de rosa. O primeiro método
deteta nitrito em concentracbes de 0,075 mg/dL, enquanto que o segundo deteta
concentragdes em ordem de 0,05 mg/dL (24).
O reagente de tira reativa do nitrito € sensivel & exposi¢ao ao ar, por isso, deve-se fechar de
imediato apds a remocédo de uma tira. Ap0s uma semana de exposi¢cao, um terco das tiras da
resultados falso-positivos, e ap6s duas semanas, trés quartos dao resultados falso-positivos
(23).

Proteinas
Em pessoas saudaveis, a parede capilar glomerular é permeavel apenas para substancias
com um peso molecular inferior a 20.000 Daltons. Uma vez filtradas, as proteinas de baixo
peso molecular sdo reabsorvidas e metabolizadas pelas células do tabulo proximal (23).
Proteinas urinarias normais incluem albumina, globulinas séricas e proteinas secretadas pelo
nefronio (23).
Em situagdo normal pode-se detetar quantidades pequenas de proteinas de baixo peso
molecular. O aumento de proteinas na urina denomina-se proteinuria, e pode servir como
indicador de doenca renal, sendo que também ocorrem distUrbios renais na auséncia de
proteinuria (20).
A proteinuria pode ser classificada como transitéria ou persistente. Na proteinuria transitoria
€ sempre determinado um tempo para o resultado se tornar negativo (23).

A proteinuria persistente é dividida em trés categorias: glomerular, tubular e transbordamento.
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Na proteindria glomerular, a proteina mas comummente detetada é a albumina, a principal
proteina urinéaria (23).

A proteindria tubular ocorre quando o mau funcionamento das células tubulares j& n&o
metabolizam ou reabsorvem a proteina normalmente filtrada. Nesta condi¢c&o, proteinas de
baixo peso molecular predominam sobre albumina (23).

Na proteinUria de transbordamento, as proteinas de baixo peso molecular sobrecarregam a
capacidade dos tabulos de reabsorver as proteinas filtradas (23).

O método de testes de tiras reativas € bastante sensivel a albumina, a principal proteina
excretada, em funcéo de leséo ou doenca glomerular.

Avaliagéo adicional da proteinuria persistente geralmente inclui doseamento das proteinas na

urina de 24 horas.

Glucose

A glucose € a primeira fonte de energia a qual recorre 0 nosso organismo, e habitualmente
nao esta presente na urina.

A glucose normalmente é filtrada pelo glomérulo, mas é quase completamente reabsorvida
no tabulo proximal. A presenga de glucose na urina é denominada de glicosuria. A presenca
de glicosuria é dependente da concentracédo de glucose no sangue, do grau de reabsorgéo e
da taxa de filtracdo. A glicosuria ocorre quando a carga filtrada de glucose excede a
capacidade do tubulo de reabsorvé-la (23).

Estas sdo as reagfes que ocorrem nas tiras reativas:

Reacéo A: .

Glucose oxidase
Glucose +0- > Acido Glicénico + H,0,
Reacao B:

peroxidase
H.O, + Cromogénio — Cromogénio Oxidase + H,O (24)

Etiologias responsaveis por glicosuria incluem diabetes mellitus, sindrome de Cushing,

doenca hepatica, doenca pancreética e sindrome de Fanconi (23).

Cetonas
As cetonas séo produtos do metabolismo da gordura corporal (23), ou seja, sdo formadas
durante o catabolismo de &cidos gordos, e normalmente ndo sdo encontradas na urina. A sua
presenca indica que o organismo esta a utilizar lipidos para produzir energia. Isto acontece
guando ocorre algum problema no metabolismo ou na absorg&o dos hidratos de carbono ou

em situacdes de dietas pobres nestes nutrientes (24).
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A presenca de corpos cetonicos na urina é denominada de cetonuria. Na urina podem ser
encontrados 3 tipos de corpos cetonicos: &cido acético (cerca de 20%), acetona (cerca de
2%) e 3-hidroxibutirato (aproximadamente 78) (24).

Estas séo as reacdes que desencadeiam o aparecimento dos corpos cetonicos:

. -CO,

Acido acetoacético — > acetona
+2H

Acido acetoacético—————=3-hidroxibutirato (24)
-2H

A cetonudria é mais comummente associada a diabetes mellitus descompensada, isto €,
guando a glucose ndo consegue entrar nas células pela auséncia de insulina, o corpo utiliza
as reservas lipidicas como fonte de energia, podendo levar a cetoacidose diabética. Outros
casos onde se pode observar cetonuria sédo no alcoolismo (cetoacidose alcodlica), guando ha
jejum prolongado ou vomitos, gravidez e dietas livres de hidratos de carbono (20)(25).

Urobilinogénio

A reacdo sofrida pela bilirrubina conjugada depois de passar pelos ductos biliares e ter sofrido
metabolizacdo no intestino produz um produto chamado urobilinogénio (23).

Grande parte de urobilinogénio é reabsorvido e reexcretado pelo figado, e uma pequena parte
€ excretada na urina (20). O seu excesso ha urina causa uma urina de coloracdo castanha
escura, frequentemente comparada com a cor da Coca Cola®.

O método que ocorre nas tiras reativas baseia-se em duas reacdes, na reacdo quimica do
aldeido de Ehrlich quanto na formacéo de corante azo vermelho de um composto diazonio
(24).

A hemolise e a doenca hepatocelular podem elevar os niveis de urobilinogénio, e o uso de

antibiéticos e a obstrucdo do ducto biliar podem diminuir os niveis de urobilinogénio (23).

Bilirrubina

A hemoglobina é um dos componentes dos eritrocitos. Na degradacdo deste componente
forma-se uma substancia de nome bilirrubina, no sistema reticuloendotelial. Este composto
formado é armazenado no figado e é transportado pela principal proteina urinaria, a albumina
(20).

Identificam-se dois tipos de bilirrubina no sangue, a bilirrubina ndo conjugada ou livre e a
bilirrubina conjugada [19]. A bilirrubina ndo conjugada € insolavel na 4gua e ndo pode passar

através do glomérulo, enquanto que a bilirrubina conjugada € soluvel na agua, por isso,
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quando os niveis séricos aumentam, ela € excretada na urina, fenébmeno designado de
bilirrubindria (23).

No teste de tira reativa, 0 método consiste na rea¢do quimica onde a bilirrubina é ligada a um
sal de diazénio em meio acido. O modelo Multistix utiliza 2,4-dicloroanilina diazotada como
alternativa de sal diazonio, que resulta na alteracdo de cor do amarelo-creme para amarelo-
queimado depois de 20 segundos. Este método deteta concentracdo de urina a partir de 0,8
mg/dL. Relativamente ao Chemstrip, esse utiliza o sal diazénio, 2,6-diclorobenzeno-diazénio
tetrafluoroborato, promovendo a mudanca de cor de rosa a violeta entre 30 a 60 segundos.
Este modelo deteta a bilirrubina na urina a partir de concentracdo na ordem de 0,5 mg/dL (24).
A urina normalmente ndo contém quantidades detetaveis de bilirrubina. A bilirrubindria é sinal

de disfungéo hepética ou obstrugéo do trato biliar (23).

Sanqgue

A presenca de trés ou mais eritrécitos na urina € normalmente denominada hematuria (23).
A tira reativa deteta a atividade da peroxidase da hemoglobina existente nos eritrgcitos, no
entanto, a mioglobina também véo catalisar essa reacao, nesse sentido, um resultado positivo
pode indicar hematuria, ou mioglobinuria (23).

Exemplificacdo da reacéo da hemoglobina:

Atividade de peroxidase do heme

H202+ Cromogénio Cromogeénio oxidado (mudancga de cor/verde) + H20:2
(24).

A presenca de hemoglobina livre na urina é chamada hemoglobindria, o que é provocada pela
hemdlise intravascular. A mioglobina é uma proteina pequena facilmente filtrada através do
glomérulo e excretada na urina devido a sua rapida depuracao na circulacdo. A sua presenca
na urina € denominada de mioglobinuria (20).

E muito importante fazer-se exame de sedimento urinario, pois a observacio microscopica de
eritrocitos intactos, pode diferenciar hematuria de mioglobinuria.

A hematuria esta classificada em trés tipos: glomerular, renal (ndo glomerular) e uroldgica.
Na hematudria glomerular, identifica-se uma concentracdo significativa de proteinas
(proteinaria), cilindros eritrocitario e eritrocitos dimorficos. A nefropatia por IgA é a causa mais
comum de hematuria glomerular (23).

Hematuria renal (ndo-glomerular) esta associada apenas a proteinuria significativa, ndo esta
associada aos eritrocitos dimérficos e cilindros eritrocitarios. Esta hematiria € secundaria a

tubulo intersticial, renovascular, ou distarbios metabdlicos (23).
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E por fim, a hematdria urolégica é caracterizada apenas pela presenca signitivativa de
eritrocitos, ndo havendo proteindria, eritrocitos dimérficos ou cilindros eritrocitarios. As
principais causas sdo tumores, calculos e infe¢cbes. Cerca de 5 a 22% dos pacientes sem
hematuria, proteinuria ou pidria tém doenca uroldgica grave (23).

Em situacBes de corrida de longa distancia é comum a hematdria, mas o resultado da
repeticdo do exame de urina apos 48 a 72 horas deve ser negativo em pacientes com esta
condicao (23).

[1.2.1.3 Exame do Sedimento

O exame microscopico do sedimento urinario € um dos testes que auxilia na andlise de
doencas renais e do trato urinario. Esta prova constitui uma das ferramentas essenciais no
exame de urina.

Este exame inclui a analise de varios parametros, como as células (eritrocitos, WBC e células
epiteliais), os cristais, os cilindros e os microrganismos que incluem bactérias, leveduras e
parasitas, que auxiliam no diagnéstico de diversas condi¢cdes (23).

Este exame utiliza a urina como amostra, e para o teste, a preparacdo € feita de seguinte
modo: no recipiente da urina s&o colhidos de 10 a 15 ml, colocados num tubo e de seguida a
amostra é centrifugada. O sobrenadante é entao descartado e o sedimento é examinado entre

lamina e lamela (23).

= Eritrécitos- GV

Os eritrdcitos ou glébulos vermelhos (GV) fazem parte do grupo de elementos que podem ser

analisados na observagéo microscopica de sedimento urinario. A sua presenca no sedimento
urinario pode indicar, por exemplo, lesdes hemorragicas no rim ou no trato urinario (26).

Normalmente, os GV ndo estdo presentes na urina saudavel, mas pode-se detetar até 4 por

campo de alta poténcia. Quando ultrapassa este valor é .'.’.t"';;é° 5 - 1
designada hematuria e a tira reativa reflete a presenca de .:‘ ‘—Q\o o. “ o8N
hemécias ou hemoglobina (26). ;o&)oé‘i 00 ¢ o
Microscopicamente a estrutura dos GV varia conforme as \)S:g' 3 ¢
propriedades da urina, como a pressdo osmoética e pH, o ‘.\%_, °o ’

assim como o local da hemorragia (26). e %r‘:’;’?é ,'?f;o 'o\ oo ©
Em condi¢Bes de urina com alta pressdo osmética ou pH f’d%g? ‘:‘;c;‘« ' o o

- Py N o

baixo, os GV terdo uma aparéncia de disco, séo esféricas, Oof'oo' io
. oc

inchadas e atréficas ao microscopio. Em relagdo ao *- & ©
Figura 14 - GV (glébulos
pequenos com circulos escuro a

existir pequenas variagcbes de tamanho entre eles. Estes volta) na urina.

tamanho dos GV, é quase sempre homogéneo, mas podem
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casos podem sugerir condicdes de perda de sangue do trato urinario como € o caso de
hematuria ndo glomerular (26).

E em situacdes de urina com baixa pressao osmética ou pH elevado, os GV encontram-se
inchadas, deshemoglobinizadas ou incolores na observagdo microscopica, € normalmente
também séo detetados cilindros eritrocitarios e proteindria. Relativamente ao tamanho, os GV
exibem formas e tamanhos variados e ndo uniformes. Estes casos estdo associados a

situacBes de hematuria glomerular devido a nefrite glomerular e condi¢des similares (26).

Leucdcitos - WBC
Os leucécitos/globulos brancos (White Blood Cell - WBC) fazem %"Oﬁ” ;
3

parte dos elementos analisados no sedimento urinario. Na urina F R

de individuos saudaveis ndo € suposto detetar mais de quatro ) -0@’3:
células leucocitarias por campo de alta poténcia (26). 000 ,\ -
A presenca de elevada concentracdo de WBC na urina é b ) - ?_LTO ,‘ﬂ'-‘o .
denominada de pidria. L:Q:ﬂ) R0 ¢
Morfologicamente, dos WBC séao esféricas, com diametro de 10 G ko ‘

R -

a 15 um. Contudo, as suas caracteristicas morfolégicas podem -
5 o . L Figura 15 — WBC (circulos
sofrer alteracdes consoante a viabilidade celular (células viaveis  maiores com  contornos

ou cédulas mortas) e as propriedades da urina, como a pressao menos carregados).
osmdética e o pH (26).

Normalmente os WBC tendem a ser células atréficas em situacdes de elevada pressao
osmoética e apresentam-se inchados em baixa pressao osmotica (26).

Dos WBC encontrados na urina, os neutréfilos tém uma presenca significativa, podendo ser
cerca de 95%. Quando existem situa¢des de aumento do numero de linfécitos, eosinofilos ou
mondacitos/macréfagos na urina devem ser consideradas diversas condigfes patologicas (26).
Quando ha uma elevada quantidade de neutréfilos presentes na urina, estamos perante uma
infecdo do trato urinario, como a cistite, a pielonefrite, a uretrite ou a prostatite (26).

O aumento de concentracdes de WBC na urina pode estar associado a lesdes inflamatorias,

nomeadamente no rim, e infe¢des do trato urinario (26).

Células epiteliais

As células epiteliais sdo um dos elementos normalmente presentes no sedimento urinario.
As células epiteliais encontram-se no trato geniturinario e podem aparecer na urina devido a
descamacgdo normal do epitélio. Um numero elevado de células epiteliais € sugestivo de

inflamacado da &rea de origem das células.
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Existem vérios tipos de células epiteliais, nomeadamente, células epiteliais escamosas, de
transicéo e tubulares renais (25).

o Células epiteliais pavimentosas »
As células epiteliais pavimentosas tém caracteristicas notaveis.
Geralmente, sdo células grandes, achatadas e de forma

poliédrica, tendo citoplasma abundante e ndcleos centrais. Estas

células sao derivadas, sobretudo, da uretra e da vagina. Na urina DSy

feminina é muito frequente encontrar muitas células escamosas

que resultam da contaminac&o a partir da vagina ou da vulva e, Figura 16 - Células
epiteliais pavimentosas

por este motivo, tém pouca importancia diagnostica (25). presentes na amostra de
urina.

o Células epiteliais de transicédo
S&o muito maiores do que os WBC, cerca de 2 a 4 vezes.
Elas podem ter vérias formas, nomeadamente esféricas e
piriformes, ou podem expressar projecbes caudais.
Ocasionalmente, estas células podem conter dois ndcleos.
As células epiteliais de transi¢do revestem o trato urinério,
a comecar na pelve renal e a terminar na por¢do superior

da uretra. A presenca destas células na urina é indicativo de

Figura 17 — Células epiteliais de

lesdo onde elas se encontram (25). transicdo na urina

o Células epiteliais tubulares renais
As células epiteliais tubulares renais sao pouco maiores do que 0s S
glébulos brancos, tendo grandes nucleos esféricos. A presenga de um
namero elevado de células epiteliais tubulares na urina deriva de s
lesdes a nivel tubular, que se verificam na pielonefrite, na necrose Siass e
tubular aguda e na rejeicao de transplante renal, entre outras (25).
Por diversos motivos ja apresentados, € imprescindivel conhecer os
diferentes tipos de células epiteliais, pois podem dar-nos informacéo

~ . . . . Figura 18 — Células
do local da leséo e que tipos de patologias poderiam estar associados  epiteliais  tubulares

(25). renais na urina.

Cristais
Os cristais sdo elementos igualmente analisados no sedimento urinario, e podem estar
presentes na urina de individuos saudaveis (23).
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De forma geral, os cristais presentes na urina tém significado clinico limitado, com excecao
nos casos de disturbios metabdlicos, desenvolvimento de célculos, intoxicacao
medicamentosa e doencas hereditérias.

Existem varios tipos de cristais. Cada tipo de cristal € dependente de um determinado intervalo
de pH urinario (acido, neutro ou alcalino), podendo ser encontrados, essencialmente, cristais
de acido drico e oxalato de célcio em urina acida e cristais de fosfatos triplos e fosfatos

amorfos em urina alcalina (23).

o Cristais de Acido Urico
Os cristais de acido Urico observados ao microscépio sdo amarelos
a castanhos alaranjados e tém forma de diamante ou barril (23).
Estes cristais ndo indicam propriamente um estado patoldgico, do

mesmo modo que nao indicam que o teor de &cido

urico na urina esteja drasticamente elevado. Uma T
certa quantidade destes cristais na wurina €

considerada normal. O aumento da sua concentracao

pode ser um sinal de situacbes patolégicas, como

gota, condicdes febris agudas ou nefrite crénica (25). . o L
Figura 19 — Cristais de acido Urico na

urina.

o Cristais de Oxalato de Calcio

Os cristais de oxalato de calcio sao incolores, com formato

octaédrico ou de envelope (23). Estes elementos podem ~-/ g e
apresentar diversos tamanhos e, ao detetar um tipico cristal de - = =

oxalato de calcio, observa-se um “X” no cristal. S&o soliveis em | 3 i i%,h A “\‘;";i
acido cloridrico, mas insolUveis em acido acético. ‘\\ g -
Normalmente, estes cristais séo observados em urina acida e (!

urina neutra. Concentracdes elevadas de cristais de oxalato de calcio
existentes em urina recém-eliminada podem indicar a  rigyra 20 - Cristais de oxalato

presenca de célculos de oxalato (25). de calcio na urina.

44 Relatério de estagio e Monografia — Terapéutica da Infe¢do por HIV



o Cristais de Triplo Fosfato

Os cristais de triplo fosfato morfologicamente s&o incolores e / / B
tém uma aparéncia caracteristica de “tampa de caixdo”. Estes
cristais existem em urinas neutras e alcalinas e sdo solaveis | SeLE \7 -
em &cido acético. O aparecimento desses cristais na urina ‘\‘ -G
encontra-se associado a infegbes do trato urinario, = q . i n
b -\-A.l

Figura 21 - Cristais de triplo
como é o caso de Proteus spp. (23)(25). fosfato na urina.

tipicamente associado a bactérias que produzem urease,

o Sais de fosfatos amorfos

s
Os sais de fosfatos amorfos normalmente encontram-se em urinas ©. % !
alcalinas, em forma amorfa e ndo cristalina, ndo exibindo formato
especifico. Estes sais sé@o sollveis em acido acético e néo # et i
expressam significado clinico (25). Figura 22 - Sais de
fosfatos amorfos na urina.
Cilindros
A formacéao dos cilindros da-se no limen do tubulo renal, que serve como molde e confere o
formato cilindrico ao produto. O componente da matriz é composto de mucoproteina Tamm-
Horsfall, que é secretada por células epiteliais tubulares renais e por uma pequena quantidade
de proteinas plasmaticas. Alguns cilindros sao formados pela inclusdo e subsequente rutura
e degeneracao de células sanguineas, células epiteliais tubulares renais e outros elementos
(26).
O aparecimento de cilindros na urina, indica que o tdbulo renal estava temporariamente
obstruido, seguido do restabelecimento do fluxo urinario. Existem varios tipos de cilindros e,
de acordo com o tipo, nimero e forma presente na urina, pode-se saber a extensao do rim ou
tubulo renal que sofreu leséo (26).
Existem uma variedade de cilindros, mas irei descrever os mais encontrados ao longo do

estagio (26).

o Cilindros Hialinos
Os cilindros hialinos sdo os mais frequentemente encontrados na urina. Estes cilindros séo
homogéneos e transparentes (25).
Os cilindros hialinos tém uma forma cilindrica com extremidades principalmente
arredondadas, mas também podem ser estreitas. Podem apresentar-se numa forma mais

flexivel, em forma de S e em formas clivadas.
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Uma variedade de tipos de inclusGes pode ser observada, incluindo cilindros de componente
anico sem outros conteudos e contendo pequenas

guantidades de varios componentes (até duas células .
sanguineas, células epiteliais tubulares renais ou Y ‘ \
granulos de gordura, sendo que, componentes o
granulares representando menos de um tergo do total -
do elenco) (26). ’

Os cilindros hialinos também podem ser encontrados

O

. C ., , . . Figura 23 — Cilindro hialino na urina.
na urina de individuos saudaveis, particularmente

aqueles que experimentam desidratacdo frequente associada a exercicios intensos. No
entanto, a detecao persistente destes cilindros num individuo saudavel deve ser valorizada e
investigada convenientemente. Além disso, os cilindros hialinos podem ser observados em
pacientes com proteinuria renal associada a doenca renal, distarbios do fluxo sanguineo

sistémico e outras condi¢des (26).

o Cilindros Granulosos
Os cilindros granulosos podem ser derivados da degeneracdo de
cilindros celulares ou da agregacao de proteinas séricas na matriz do
mucoproteina de Tamm-Horsfall. Normalmente, tém um grande

significado clinico, sugerindo doenga renal, nomeadamente

glomerulonefrite e necrose tubular aguda (25).

Figura 24 - Cilindro granular
grosso (1) e cilindro granular fino
(2) na urina.

o Cilindros Heméticos

Os cilindros hematicos tém uma coloragdo castanha ou quase incolor.

A presenga de cilindros hematicos na urina é um sinal patoldgico que 4‘(‘{3 .;.“{b
. . ;. .y, . P o (S ain)
indica hematuria renal. Por norma, esta patologia é do tipo glomerular, o \‘,%,‘:;:i o5
- 'J{‘ g e J
. . ;. e 7 -ﬂ S
estando presentes na glomerulonefrite aguda, na nefrite lipica, na = fi i

endocardite bacteriana subaguda e no enfarte renal (25). _ -
Figura 25 — Cilindro

hematico na urina.
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o Cilindros Leucocitarios
Os cilindros leucocitarios sao constituidos, essencialmente,
por polimorfonucleares, nomeadamente, os neutrofilos. Estes
cilindros apresentam-se em condicdes de infecéo e inflamacgéo

ndo infeciosa renal, verificando-se, também, na pielonefrite

aguda, na nefrite intersticial, na nefrite lUpica e na doenca :
glomerular (25). Figura 26 - Cilindro
leucocitario na urina.
o Cilindros Epiteliais
Dos cilindros epiteliais fazem parte as células epiteliais
tubulares renais dentro da matriz. Esses cilindros podem ser

o
P 2™ T .
identificados em diferentes estados, variando de um estado no (-‘-Q"L;’_ Lok 7“
o - . L LU Y
qual o cilindro se encontra constituido por trés células epiteliais [ -4

a um estado no qual um cilindro é composto por uma densa

Figura 27 — Cilindro epitelial na

quantidade de células epiteliais (26). urina

Os cilindros epiteliais raramente sdo detetados na urina, mas
encontram-se presentes em situacdes de lesdo tubular com necrose tubular aguda e nefrite

intersticial aguda.

o Cilindros Céreos
Os cilindros céreos derivam da deterioracdo de cilindros
granulosos. Os cilindros céreos apresentam-se em doentes com s
insuficiéncia renal crénica grave, hipertensdo maligna, £ LSS
amiloidose renal e nefropatia diabética, inflamacéo e e 4

degeneracéo tubular, entre outros (25). _ » ) _
Figura 28 — Cilindros céreos na urina.

o Cilindros de Gordura
Os cilindros de gordura podem ser compostos, essencialmente, por
goticulas de gordura, ou seja, resultam da degeneracdo adiposa do
epitélio tubular, tal como acontece na patologia tubular degenerativa.
Estes cilindros de gordura também sdo observados no sindrome

nefrético (25).

57

Sl e D e ‘.
Figura 29 — Cilindros
de gordura na urina.
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Microrganismos

o Bactérias
As bactérias sdo categorizadas em dois tipos, bacilos e cocos. Esses microrganismos podem
ser encontrados na urina. A sua determinacdo na urina € essencial para o diagnostico de
infecdes do trato urindrio, como é o caso de pielonefrite e cistite. Contudo, as bactérias
residentes na uretra tornam impossivel de ' ' . 4 Wi
eliminar completamente a contaminacgao, a ‘ ~
menos que as amostras de urina sejam
colhidas por meio de puncgéo vesical direta ]
(26). : ; <
As amostras de urina de mulheres podem ser
contaminadas por um grande numero de
lactobacilos da vagina. Além disso, bactérias y
deformadas com corpos alongados podem ser  Figyra 30 - Bactérias presentes na urina.
observadas em amostras de pacientes
usando antimicrobianos (inibidores da sintese da parede celular) (26).
A presenca de bactérias em uma amostra de urina masculina colhida adequadamente é
sugestiva de infe¢do, e uma cultura urinéria deve ser obtida (23).
A principal causa de infe¢des do trato urinario séo infecdes por uma bactéria denominada
Escherichia coli (E. coli), contudo também ocorrem infe¢cdes por Klebsiella pneumoniae,
Staphylococcus e Enterococcus em alguns casos. Metade das infe¢cbes do trato urinario
complicada sdo causadas por multiplas bactérias. Nestas infegcbes complexas as bactérias
etiologicas séo diferentes daquelas que causam infe¢des do trato urinario simples. A E. coli
passa a ser menos comum, e as bactérias Pseudomonas aeruginosa, Serratia,
Staphylococcus e Enterococcus sé&o observadas com maior frequéncia (26).
A presenca de piaria e bacteriiria numa amostra de urina corretamente colhida é essencial

para o diagndéstico de infecdo do trato urinario.
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o Leveduras
As leveduras podem ter um aspeto semelhante as hemécias ou a WBC segmentados com
nucleos aparentes que derivam da degradacao.
Geralmente detetam-se leveduras em situagdes de pés = ()
administracdo de agentes antibacterianos, como resultado de o
alteracdes na flora bacteriana intestinal. As leveduras no trato
urindrio desaparecem espontaneamente, sem qualquer
tratamento especial, e poucos pacientes necessitam de C.D

tratamento médico. No entanto, os riscos de SepsiS € Egura 31 — Leveduras

disseminacdo de infecdes em mdltiplos 6rgdos aumentam em  Presentes naurina

pacientes com defesas reduzidas contra infe¢cbes, como idosos, diabéticos e
imunossupressores (26).
Como as leveduras residem na vagina, a detecdo dessas células em amostras de urina de

mulheres, pode ser sugestivo de uma simples contaminacédo ou infe¢éo do trato urinario (26).

o Parasitas
No exame de sedimento também é possivel detetar parasitas, como | - 1'- :
protozoarios e helmintas. )

Os protozoarios geralmente tém um formato semelhante a pera,
apresentam 5 flagelos e podem ser longos ou curtos, com diametros 1
de 10-15 pm e 6-12 pm, respetivamente. Na observacdo
microscopica, quando o0s protozoarios estdo em movimento, sdo

mais facilmente reconhecidos do que quando estéo inativos, pois

podem ser confundidos com os WBC. A presenga de um flagelo

brilhante, branco acinzentado e pélido ajuda na Figura 32 — Trichomonas vaginalis
com flagelos presentes (1), ovos de
Schistosoma haematobium (2) na

ligeiramente mais espessos que os WBC e exibem  Urina

diferenciagdo. Além disso, esses parasitas sao

variabilidade de tamanho (26).

Os protozoarios encontrados nos sedimentos urindarios geralmente sdo as Trichomonas
vaginalis (T. vaginalis). Embora o T. vaginalis seja encontrado principalmente em mulheres,
também é encontrado em homens e é frequentemente acompanhado pela presenca de
células epiteliais escamosas (26).

Relativamente aos helmintas, uma das espécies encontradas na urina sdo 0s ovos de
Schistosoma haematobium. Os ovos de S. haematobium tém uma forma de fuso com uma

extremidade arredondada e uma casca de ovo castanha amarelada sem opérculo. Existem
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ovos mais longos e outros menos, com 0s seguintes diametros: 110-170 ym e 40-70 pym,
respetivamente, e um espinho compde o final da cauda.

Ovos de Schistosoma haematobium sdo raramente encontrados na urina. Estes ovos
aparecem na urina em alguns pacientes afetados por parasitas S. haematobium, e estes
depositam os ovos nas vénulas da parede da bexiga.

O S. haematobium é um parasita endémico no continente africano, no Médio Oriente e na
india. Este parasita devido aos seus efeitos, aumenta a incidéncia de tumor na bexiga (26).
Além S. haematobium também podem ser encontrados na urina outros parasitas como

Strongyloides stercoralis e outros (26).

[1.2.2 Liquidos Orgénicos
Liquido Ascitico ou Peritoneal

O liquido ascitico ou peritoneal é formando pelas células do mesotélio como um ultrafiltrado
do plasma, portanto ele é caracteristicamente um liquido amarelo e estéril.

O liquido ascitico circula entre a area parietal, que reveste o abdémen e a zona visceral, que
reveste os 6rgdos, chamada cavidade peritoneal.

Este fluido tem o papel de proteger a cavidade abdominal, lubrificando-o, evitando assim
choques entre os 6rgdos e atritos entre 0s mesmos no processo de digestao (27).

O liquido peritoneal pode ser classificado em transudado ou exsudado. Esta classificacdo
baseia-se na concentracdo da proteina total (PT). O liquido ascitico classificado como
transudado tem baixas concentracbes de PT, condicdo fisiol6gica verificada na cirrose,
insuficiéncia cardiaca ou sindrome nefrética. Situacdes classificadas como exsudado sdo
caracterizadas de elevadas concentracdes de PT, e verificam-se nos processos inflamatoérios
ou doencas neoplasicas malignas (28).

A nivel laboratorial, se o resultado indicar tanto transudado ou exsudado, o doente é
submetido ao exame, macroscopico, microscopico e doseamentos quimicos.

A andlise comeca com o0 exame macroscopico, onde é analisado o aspeto visual do liquido,
gue pode ser classificado como limpido e amarelo claro ou turvo e cor citrina, hemorragico,
leitoso.

De seguida, apds a classificacdo da amostra, se o resultado indicar uma condicdo de
exsudado, passa-se para a andlise microscopica. Neste exame faz-se analise dos GV e dos
WBC na camara de Neubauer. Nos WBC verifica-se se existe predominio de células
polimorfonucleares ou mononucleares. Em caso de presenca das células epiteliais, estas s6
sdo mencionadas em grande numero (27).

Para além do exame microscopico também séo feitos alguns testes bioquimicos que irdo

auxiliar no diagnostico do paciente.
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Estes dados séo reunidos juntamente com o resultado dos outros exames que irdo ajudar a
identificar a causa de ascite.

Ascite é quando ocorre acumulacao do liquido ascitico na cavidade peritoneal por producéo
excessiva ou pela falta de remocao adequada do liquido. Conhecem-se como as principais
causas de ascite, as doengas neoplasicas acompanhadas a cirrose (27).

Liquido Sinovial

O liquido sinovial € uma substancia incolor / amarelo-clara e tem uma consisténcia viscosa. A
sua principal fungéo € lubrificar as articulagdes.

Este liquido localiza-se na cavidade sinovial, espago entre as articulacdes sinoviais (29). A
andlise deste liquido € crucial no diagnostico das doengas articulares. A sua aspiracdo &
indicada para qualquer paciente com derrame articular ou com inflamacéo articular.

No laboratério de bioquimica, para analise do liquido sinovial, faz-se o exame macroscoépico,
microscopico e testes bioquimicos. A analise comeca com avaliagdo macroscépica, que
analisa o volume, a cor, a viscosidade e a existéncia de coagulo na amostra (29).

Depois dessa avaliacdo, segue-se 0 exame microscopico, que deve ser realizado dentro de
uma horas apos a colheita da amostra. Este exame passa pela analise de GV e WBC na
camara de Neubauer, nos WBC observa-se se existe ou ndo predominio de células
polimorfonucleares ou mononucleares. Além dos WBC, também séo analisados os GV e s0
se referem as células epiteliais caso existam em grande namero.

E alguns doseamentos quimicos também sao realizados

Os resultados desses exames irdo auxiliar no diagndstico do paciente.

AlteragcBes nos exames quimicos e nas células normais das articulacdes podem ocorrer como

resultado de reagfes bacterianas, quimicas ou danos mecéanicos (29).

Liguido Cefalorraquidiano - LCR

O liquido cefalorraquidiano é um ultrafiltrado limpido e incolor e pobre em células e proteinas (30). Este
liquido preenche e circula através do sistema de interconexdo de espagos dentro do cérebro e da
medula espinal. Atua como um amortecedor contra 0 trauma mecanico e também troca
nutrientes e materiais residuais com o sistema nervoso (SN) (30)

Bioquimicamente o LCR ¢é analisado macroscopicamente, microscopicamente e através de
alguns testes quimicos.

O teste macroscopico consiste na analise do volume, da cor, da viscosidade e presenca de
coagulo caso presente.

Em condicbes patologicas, pode apresentar alteracdo na coloracdo e pode estar

avermelhado, turvo ou leitoso, em virtude da presenca de células sanguineas, microrganismos
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ou taxas elevadas de proteinas ou lipidos. Estas alteracdes podem ser verificadas em
patologias, como meningite tuberculosa, infecdes, processos inflamatérios e disturbios
cognitivos e de fungéo motora (31).

ApOGs a analise macroscopica, centrifuga-se a amostra e faz-se o exame microscopico na
camara de Neubauer. Este exame consiste em analisar os WBC e referir caso exista
predominio de células polimorfonucleares ou mononucleares. Também se realiza analise de
GV e menciona-se células epiteliais caso existam em grande numero.

A quantidade de células é, habitualmente, baixa no LCR. Dependendo da concentracédo de
cada tipo de célula encontrada, pode-se classificar a amostra em séptica ou acética e as
respetivas patologias que podem estar associadas (32).

Também séo efetuadas as contagens das proteinas, da glucose e LDH (desidrogenase

lactica) (32). Os resultados de todos esses exames irdo auxiliar no diagnéstico do paciente.

Liguido Pleural

O liquido pleural normal é amarelo-pélido e limpido. A coloragéo e turvagdo anormal deste
liquido corporal, em consequéncia, expressa fenomenos patoldgicos, exibindo coloracao
avermelhada e leitosa.

No departamento de bioquimica laboratorial este liquido sofre exames bioquimicos,
macroscépico e microscopico.

Na andlise do liquido pleural, a proteina total tornou-se num marcador de diferenciagdo dos
transudados dos exsudados. Se a concentragdo da proteina for menor indica um transudado,
se a concentracao for maior indica um exsudado, tendo em conta o valor de referéncia (28).
Os exames laboratoriais realizados tanto para transudado ou exsudado sdo 0s mesmos, 0
doente é submetido ao exame, macroscopico, microscopico e doseamentos quimicos.

No exame macroscopico analisa-se 0 volume, a cor, a viscosidade e a presenca ou ndo de
coagulo na amostra.

O exame microscopico consiste na analise de GV e WBC na camara de Neubauer, no caso
dos WBC verifica-se se existe ou nao predominio de células polimorfonucleares ou
mononucleares. As células epiteliais sdo mencionadas quando se encontram em grande
namero.

O liquido pleural é avaliado em situacées de derrame pleural. O derrame resulta da formacéo
excessiva de fluidos e da sua acumulag&o no espaco pleural.

O acumulo esta associado a muitas condi¢cdes médicas que predispdem ao acumulo do fluido,
como o0 aumento da pressado hidrostatica capilar pulmonar, diminuicdo da pressao oncotica,

aumento da permeabilidade da membrana pleural e obstrucdo do fluxo linfatico (33).
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As condi¢gBes mais comuns que resultam em derrame sao insuficiéncia cardiaca, pneumonia

e neoplasia maligna (33).

[1.3 Equipamentos

A area da bioquimica encontra-se automatizada e constituida por uma cadeia denominada
Flexlab. FlexLab € um complexo de varios modulos projetado para automatizar 0s processos
pré-analitico, analitico e pds-analitico, 0 manuseamento de amostras e 0 respetivo
processamento analitico. Este sistema tem varios métodos analiticos acoplados numa Unica
cadeia de trabalho: modulo de entrada e saida de amostras, modulo de centrifugacao 2,
maédulo de descapsular, aliquotador, médulo selador, médulo de recapsular, Architect i2000®,
Architect c16000® e armazenador.

FlexLab também tem um software que permite o controlo da carga de trabalho e a logistica
do estado dos dispositivos e/ou analisadores a ele ligados. Tudo isto é possivel porque o
complexo esta ligado a outros sistemas informaticos, nomeadamente ao sistema informatico
do laboratério (34).

[1.3.1 Familia Architect

A criacdo modular da familia de analisadores Architect proporciona uma Unica cadeia de
trabalho com eficacia na realizacdo de uma grande diversidade de ensaios. Este sistema
utiliza tecnologia fotométrica, potenciométrica e/ou CMIA (imunoensaio de microparticulas por
guimioluminescéncia), para determinar a concentracao de analitos em amostras (35).

No laboratério do Servico de Patologia Clinica do Centro Hospitalar de Lisboa Central, séo
usados o ARCHITECT i2000sr®, que tem como principio de processamento o Método
Imunoensaio de microparticulas por quimioluminescéncia (CMIA), e o ARCHITECT c16000®
gue, por sua vez, tem como principio de funcionamento a espectrofotometria e potenciometria.
Estes aparelhos tém como funcéo determinar a concentracdo de numerosos marcadores

biol6gicos. Tais principios sdo explicados seguidamente:

7 ARCHITECT System (i2000) ®

O imunoensaio de microparticulas por quimioluminescéncia (CMIA) € uma técnica que mede

e quantifica a concentragdo dos analitos utilizando um imunoensaio, baseado na reacdo
anticorpo (Ac) - antigénio (AQ).

O método de quimioluminescéncia baseia-se na emissdo de luz quando um eletrdo regressa
de um nivel excitado ou superior de energia, para um nivel energético mais baixo. O evento
excitatorio é causado por uma reacao quimica e envolve a oxidacdo de um composto organico

(luminoal), com o auxilio de um oxidante. A luz é emitida a partir de um composto excitado
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formado pela reacéo de oxidacdo. Estas reacdes ocorrem na presenca de catalisadores, tais
como enzimas (exemplo: fosfatase alcalina). A partir da emisséo de luz através do marcador
utilizado quantifica-se o analito em estudo. Os dois principais tipos de reacado utilizados nos

ensaios imunoquimicos sdo denominados competitivos e ndo-competitivos (35).

T ARCHITECT System (c16000) ®
ARCHITECT System (c16000) ® Utiliza os seguintes métodos:

Espectrofotometria é a medicdo da quantidade de luz que uma amostra absorve e envolve a

passagem de um feixe de luz através de uma amostra e a medigéo da intensidade da luz que
atinge um detetor.

A lei de Beer estabelece a relacdo matematica entre a absorvancia da solucdo e a
concentracdo do analito.

a) Ensaios de ponto final: sdo denominados métodos de ponto final aqueles em que é
permitido que a reacao continue até a sua finalizacéo, para que todo o substrato tenha sido
convertido num produto mensuravel

b) Nos ensaios cinéticos € medida a variacdo da densidade Gtica por minuto ou noutro
intervalo de tempo especificado (36)(35).

Potenciometria é a medida da diferenca de potencial elétrico entre dois elétrodos, numa célula

eletroquimica. Nesta célula é, portanto, medida a diferenca de potencial entre um elétrodo
seletivo de ides e um elétrodo de referéncia. O potencial é gerado pelos ides da amostra que
passam pelo elétrodo seletivo de iBes. Este responde de forma seletiva a um ido, na presenca
de outros iBes. A concentragdo de iBes numa solugéo pode ser calculada pela diferenca de
potencial medido entre dois elétrodos

Geralmente os elétrodos seletivos utilizados s&o o sodio, o potassio e o cloro (35).

11.3.2 iRICELL

IRICELL é uma cadeia automatizada de exames de urina que combina dois analisadores, um
gue analisa a urina pelas tiras reativas (Iricell iChemVELOCITY®) e outro que faz o exame do
sedimento do mesmo (Iricell iQ200 ELITE®).

Iricell iChemVELOCITY® - Metodologia: Fotometria de reflectancia com camara digital
incorporada. A amostra é aspirada e dispensada na superficie de uma tira reagente que,
através de uma reacdo colorimétrica permite uma avaliacdo semi-quantitativa de diversos
parametros fisicos e quimicos do exame sumario da urina (37).

Iricell iQ200 ELITE®- Metodologia: Microscopia 6tica automatica. O exame do sedimento
urinario € realizado por este equipamento, utiliza uma lamina com a amostra de urina e que

se desloca ao longo da objetiva do microscépio. As particulas presentes na urina, sem
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qgualquer tipo de pré-tratamento, sdo fotografadas no seu meio (500 fotografias em 51
segundos, com 1,3 megapixeis) e analisadas através de um software de reconhecimento de
imagem, baseado em dados de 26000 elementos armazenados, sendo as imagens
classificadas em até 35 categorias diferentes. A urina é fotografada a medida que passa
lentamente pela janela de leitura da célula de fluxo de 2 pL de capacidade. O software Auto-
Particle Recognition analisa o tamanho, a forma, o contraste e a textura das imagens e

classifica-as em elementos celulares e nao celulares (37).

lll. Imunologia

[1I.1 Introducéo

A Imunologia é a ciéncia que estuda o Sistema Imunitario.

O sistema imunitério (SI) compreende uma série de células e moléculas que estédo envolvidas
na defesa natural do individuo contra agressfes por agentes estranhos. Os constituintes do
S| reconhecem moléculas e padrbes moleculares do “self’, atuando contra constituintes
celulares e moleculares estranhos. Este sistema encontra-se simplisticamente dividido em

duas linhas de defesa: sistema imunitario inato e o sistema imunitario adaptativo ou adquirido.

[11.1.1 Sistema Imunitario Inato

O sistema imunitario inato é a primeira linha de defesa do Sl a um agente estranho — antigénio,
sendo uma resposta ndo especifica a este. Os principais mecanismos de defesa do Sl inato
séo a fagocitose, libertacdo de mediadores inflamatérios, sintese de proteinas de fase aguda
e de citocinas, bem como a ativagdo das moléculas que compdem o sistema do Complemento
(38).

¥ Componentes celulares

As células fagociticas tém como principal funcdo englobar e ingerir (fagocitose) os
microrganismos com finalidade de os eliminar. Fazem parte das células fagociticas os

macrofagos e os neutrofilos.

As células Natural Killer (NK) reconhecem os agentes estranhos e atuam perfurando a
membrana celular através de moléculas denominadas perforinas e injetando granzimas que

levam a morte celular.
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As células dendriticas sdo células que reconhecem o0s agentes patogénicos através da
presenca de estruturas moleculares a superficie destes e que ndo se encontram nas células
humanas. Determinantes antigénicos dos elementos invasores sdo apresentadas as células

do Sl adquirido para uma resposta mais especifica (39).

¥ Sistema Complemento - SC

O Sistema Complemento (SC) é constituido por um grande numero de glicoproteinas
plasméticas, produzidas maioritariamente no figado, e numa menor percentagem por

macroéfagos e fibroblastos. Desta ativacao resulta a lise celular.

O SC pode ser ativado por trés diferentes vias: classica, alternativa e via das lectinas ligadas
a manose (Mannose-binding lectin - MBL). Desta ativagéo resulta a formacdo de uma C3
convertase que esta envolvida na formacao do Complexo de Atague a Membrana (Membrane

Attack Complex - MAC) que promove a lise osmética do agente invasor (39).

Em suma, as principais fun¢des do sistema complemento sdo a opsonizagéo (corresponde a
fixacdo de opsoninas na superficie dos agentes infeciosos, resultando na fagocitose), lise da
membrana celular, quimiotaxia (migragédo dirigida de células imunes), inicio da inflamacéo

ativa através da ativacao direta dos mastdcitos (38).

[11.1.2 Sistema Imunitario Adaptativo ou Adquirido

O sistema imunitario adaptativo ou adquirido, consiste numa série de mecanismos que
permitem uma resposta especifica ao antigénio, ao contrario da resposta imunoldgica
desenvolvida pelos componentes do Sl inato. Este sistema de defesa adaptativo tém como

células efetoras os linfécitos T e B (38).

Y Linfocitos T e B

Existem trés grandes tipos de linfdcitos, os linfocitos T (LT), os linfécitos B (LB) e os linfocitos
NK. Os LB e LT sdo especificos 0 que significa que atuam contra determinado antigénio.
Como tal, sédo as principais células responsaveis pela resposta do sistema imunologico

adaptativo.

Os LB em repouso séo capazes de ligar-se diretamente aos antigénios livres através de

Imunoglobulinas que se encontram na superficie da membrana celular, que atuam como
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receptores antigénicos iniciando-se uma série de eventos intracelulares que levam a ativagéo
dos LB com producédo e libertacdo de anticorpos capazes de neutralizar, ou até mesmo
destruir, os antigénios (38). Os LB funcionam também como células apresentadoras de
antigénio, apos interiorizarem e processarem o Ag ligado ao receptor de superficie, receptor
de células B (B-cell receptor - BCR). A resposta dos LB a antigénios peptidicos requer a ajuda

dos LT auxiliares.

Os LT s6 reconhecem antigénios processados, apresentados por moléculas de complexo
principal de histocompatibilidade (Major Histocompatibility Complex — MHC) na superficie de
uma célula apresentadora de antigénio. O receptor de células T (T-cell receptor — TCR)
expresso ha membrana dos LT é um complexo proteico que reconhece o0s péptidos

antigénicos apresentados pelas moléculas do complexo MHC, o que leva & ativacao do LT.

Os LT subdividem-se em LT CD4* e LT CD8* conforme interagem com moléculas MHC de

classe Il ou I, respetivamente.

Os LT CD4" sao LT auxiliares (LT helper - LTh) sendo responsaveis por orguestrar outras
células da resposta imune para a eliminacdo dos agentes patogénicos, nomeadamente sédo
muito importantes na ativacdo dos LB, macrofagos ou mesmo LT CD8, através da producao
de citocinas. Os LT CD8" séo linfécitos citotoxicos estando envolvidos principalmente nas
respostas antivirais e possuem também atividade anti-tumoral. Ambos o0s subtipos

apresentam papel muito importante no controle de patogénios intracelulares.

¥ _Anticorpos

Os anticorpos séo imunoglobulinas e desempenham dois papéis importantes. O primeiro é a
ligagdo com o antigénio e o segundo € a interagdo com os tecidos hospedeiros e 0s sistemas

efetores, de forma a garantir a remocgao do antigénio (38).

Existem cinco diferentes tipos de imunoglobulinas no sistema imune humano, nomeadamente
IgM, 1gG, IgA, IgE e IgD. A IgG subdivide-se em quatro subclasses, IgG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4
(38).

A imunoglobulina compde-se por duas cadeias pesadas e duas cadeias leves. As cinco
cadeias pesadas conhecidas sdo q, X, 0, € e y e existem dois tipos de cadeias leves, k appa
(x ) e lambda (A) (39).
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Cada anticorpo tem a sua funcéo especifica e a detecao de cada tipo de anticorpo em certas
situacdes pode fornecer-nos informacdes e auxiliar no diagnéstico ou monitorizacéo de certas

doencas.

Na secc¢do de Imunologia observei a pesquisa identificacdo e quantificacdo de autoanticorpos
nas doencas autoimunes, quantificacdo de populacBes linfocitarias, quantificacdo de
Imunoglobulinas, fracdes do Complemento, proteinas de fase aguda e algumas técnicas de

imunoserologia.

[11.1.3 Autoimunidade
A autoimunidade verifica-se quando os mecanismos de defesa do sistema imunoldgico
perdem a capacidade de reconhecer e diferenciar as estruturas do préprio organismo

atacando as células do proprio individuo.

A capacidade de reconhecimento do “self” é designada por autotolerancia e envolve os LB e
LT, quer a nivel central quer periférico. A perda de autotolerancia pode ser provocada por
causas intrinsecas e por causas extrinsecas. As causas intrinsecas estdo diretamente
relacionadas com o polimorfismo de moléculas de histocompatibilidade, elementos da
imunidade inata (sistema complemento, receptores Toll-like), elementos da imunidade
adaptativa (linfécitos com atividade reguladora, citocinas), fatores hormonais intimamente
relacionados com o controlo genético. Relativamente as causas extrinsecas, sao conhecidas
as infe¢Bes bacterianas e virais, contato a agentes fisicos e quimicos, tais como os raios UV,

pesticidas e drogas (40).

Em determinados individuos pode verificar-se uma predisposicdo genética para a
autoimunidade. Séo ja conhecidos certos alelos que estdo associados a uma maior
susceptibilidade para patologias autoimunes. Mas para o desenvolvimento da doenca é
necessario o agente que estimule a autoreatividade. Tem-se como exemplo o alelo HLA-B27
associado a espondilite anquilosante, a artrite reativa e a artrite psoriasica, bem como os
alelos HLA-DRB1 que apresentam o epitopo compartilhado com artrite reumatoide. Os
individuos portadores de HLA-DQ2 e HLA-DQ8 sédo passiveis de desenvolver a doenca
celiaca, pela ingestdo de gluten, pois este ir4 provocar a producdo de autoanticorpos que

levardo ao desenvolvimento da doenca (40).

Relativamente as causas extrinsecas, existe uma intima associacdo entre situacdes
infeciosas e doenca autoimune. A perda de autotolerancia pode ser provocada por dano
tecidual e necrose celular, expondo epitopos que se comportam como autoantigénios ou
propicia o acesso de células imunocompetentes a antigénios isolados, ativacdo policlonal de
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células T e B por superantigénios microbianos, ativacado de células imunocompetentes néo

diretamente envolvidas na resposta ao patogénio e mimetismo molecular (40).

Outro processo que pode desencadear doenca autoimune é o fendmeno de apoptose
conhecido como o mecanismo de morte celular programada. Este influéncia a manutencao da
tolerancia central e periférica e o controlo dos linfécitos produzidos huma resposta imunitaria
(40).

Falhas no processo de apoptose ou na eliminacéo de células ou residuos apoptoéticas podem
desencadear doencas autoimunes. Por esse motivo é essencial a remoc¢do imediata dos
corpos apoptoticos, evitando a exposicao constante de autoantigénios. Como exemplo, numa
situacdo de défice de depuracdo de células apoptoéticas, pode-se desenvolver Lupus
Eritematoso Sistémico (LES) (40).

Em situacdes de deficiéncia genética de certos componentes do sistema complemento, como
0 Clqg, C2 e C4, ha uma relagdo direta com a susceptibilidade em desenvolver LES. A
probabilidade de desenvolvimento de LES varia entre os individuos que apresentam essas
deficiéncias genéticas, sendo que no défice de C1q ha 90% de probabilidade, no de C4 ha

75% e no de C2 a probabilidade de desenvolver LES é menor.

Em suma, a relagéo estabelecida entre deficiéncia do sistema complemento e autoimunidade

tem sido demostrada pela falta de depuracdo de imunocomplexos e células apoptoticas (40).

¥ Autoanticorpos

As doencas autoimunes caracterizam-se pela presenca de autoanticorpos. A sua detecao
permite o diagnostico, monitorizagdo clinica e da eficacia terapéutica de numerosas doencas

autoimunes.

Em muitos doentes com patologia autoimune é possivel identificar autoanticorpos contra
anticorpos antinucleares (Antinuclear Antibodies - ANA) (anti-dsDNA, anti-Sm, anti-Ro, entre

outros), e contra anticorpos citoplasmaticos.

Tendo em conta a doenga, pode-se indicar os possiveis autoanticorpos presentes, por
exemplo, nas doencgas autoimunes sistémicas como o LES pode-se identificar autoanticorpos
ANA positivo (Anti - dsDNA, anti — Sm) (41).

Ja os autoanticorpos anti-SS-A (Ro) e anti-SSB (La) sdo mais caracteristicos no Sindroma de

Sjogren. Os anticorpos anti centromero cursam no CREST.

59 Relatério de estagio e Monografia — Terapéutica da Infe¢do por HIV



Durante o estagio verifiqguei que um dos testes de rastreio mais frequentemente utilizado é a
pesquisa dos autoanticorpos ANA, que auxiliam no diagnéstico, monitorizacéo e progndstico
das doencgas autoimunes como o LES, sindroma de Sharp, sindroma de Sjogren, esclerose
sistémica, entre outras, e determinar uma doenca iminente em um individuo assintoméatico
(42)(43). Um resultado negativo praticamente exclui o diagnostico de LES, sendo que 95%
dos pacientes com LES s&o ANA positivos, e apresentam concentracdes altas de anticorpos,
mas € importante reforgcar que um resultado positivo ndo é confirmatorio (44)(43).

[11.2 Parametros

O LES é uma doenga cronica multissistémica caracterizada por inflamacdo em mdultiplos
orgéos, incluindo os rins, o coragéo, o pulméo e o cérebro. O LES é, por ventura, a doenga
autoimune mais bem estudada e compreendida atualmente. No decurso desses estudos foi
criada a pesquisa do ANA, que atualmente inclui anticorpos que atacam componentes

nucleares, citoplasmaticos e ribossomais.

Durante os estudos do LES, o primeiro autoanticorpo descoberto foi o anti-DNA de cadeia
dupla (anti-dsDNA), seguidamente os anticorpos anti-antigénio Smith (anti-Sm) e anticorpos

anti-histonas, consideradas, na época, os marcadores para o diagnéstico do LES (45).

Ao longo dos anos, foram-se descobrindo outros possiveis marcadores especificos para o
LES, como as ribonucleoproteinas (RNP), SS-A (Ro), SS-B (La), Scl-70, Jo-1 e PM1. Contudo,
ainda existe uma sobreposi¢do clinica. A sensibilidade e especificidade também varia

dependendo do tipo de CTD subjacente (45).

Nos ultimos anos foram descobertos outros autoanticorpos como a topoisomerase |, proteinas
do centrémero, RNA polimerase | e Ill, UM, TM, Ku, Mi-2, RA33, entre outros. Contudo, muitos

deles ainda se encontram em estudos para o seu uso na pratica clinica e cientifica (45).

Durante o estagio, o diagnéstico das doencas autoimunes comegava com o teste de triagem,
concretamente, nas pesquisas do ANA pelo método de imunofluorescéncia indireta (IFI), que
sera descrita posteriormente. De seguida a lamina era analisada no microscopio de
flourescéncia para identificar a existéncia ou ndo de padrbes. Se o resultado fosse negativo,
a informacéo era reportada ao médico, caso fosse positivo era analisado o padrdo, e
consoante o padrdo, juntamente com a histéria clinica, prosseguia-se para a identificacao e
gquantificacdo do(s) anticorpo(s) presentes na amostra, pelo método de ELISA ou de

imunoblots/dots que serdo descritos posteriormente.
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Os estudos do diagnéstico de LES claramente ajudou na efetivacdo do diagnostico de muitas
outras doengas autoimunes, particularmente as de forma reumatica, como a sindroma de
Sharp, sindroma de Sjogren, esclerose sistema, entre outros. Por esse motivo, descrevo 0s

principais autoanticorpos pesquisados para diagndstico do LES.

[11.2.1 Anti-DNA
A identificac@o de autoanticorpos anti &cido desoxirribonucleico (Deoxyribonucleic Acid - DNA)

€ importante no diagnéstico do LES.

Para o diagnostico do LES, a deteg&o de cadeia dupla
de DNA (double stranded DNA — dsDNA) é considerado
um dos principais critérios. Normalmente no teste de
triagem observa-se um padréo nuclear homogénio, ou
seja, a presenca de dsDNA na amostra esta associada
ao padrdo nuclear homogénio. Se historia clinica

apresentar suspeitas do LES, prossegue-se com a

Figura 33 - Padrdo nuclear homogénio

guantificacdo do dsDNA pelo método de ELISA (46). observado a0  microscopio  de
flourescéncia

A prevaléncia dos autoanticorpos anti-dsDNA no LES
é de 60 a 90%, mas em caso de resultado negativo, este ndo exclui na totalidade a existéncia
do LES. Para além do LES, estes autoanticorpos também podem ser identificados em outras

doencas autoimunes e infe¢des (47)(43).

[11.2.2 Anti-histona
As histonas fazem parte das proteinas nucleares que se ligam ao dsDNA formando
nucleossomas. S&o conhecidas como subunidades funcionais de cromossomas no nucleo
celular. Encontram-se classificadas em 5 tipos
distintos, H1, H2A, H2B, H3 E H4. Eventualmente, é
possivel a formagéo de todos os autoanticorpos contra
os 5 tipos, mas 0s mais frequentes sdo os anticorpos
anti-H1 e anti-H2B.

Estes anticorpos também podem estar presentes no

LES. Geralmente no teste screening, na pesquisa de

Figura 34 — Padréo nuclear homogénio

ANA estao associados ao padrdo nuclear homogénio.  observado  ao  microscopio  de
flourescéncia

A quantificacdo deste anticorpo por ELISA também vai
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depender se a historia clinica aponta para lUpus eritematoso induzido por medicamentos, LES

ou artrite reumatoide (46)(43).

A prevaléncia desses autoanticorpos no lipus eritematoso induzido por medicamentos é de
95%.

Contudo, estes autoanticorpos também podem se fazer presente no LES com uma

prevaléncia de 95%, e na artrite reumatoide com uma prevaléncia de 15% a 40% (43).

[11.2.3 Anti-nRNP/Sm
A proteina ribonuclear (nRNP/Sm) de baixo peso molecular, os anticorpos, reagem apenas as
proteinas do ndcleo, A, C e 70 kDa de U1-nRNP.

No teste de triagem, na pesquisa de ANA, os
autoanticorpos anti-nRNP/Sm estdo associados ao
padrdo nuclear granular grosso. Se a histéria clinica
indicar suspeita de sindroma de Sharp ou LES,
realizam-se testes confirmatérios dos anticorpos anti-
NRNP/Sm pelos métodos de imunoblots ou imunodots
(46)(43).

Figura 35 - Padrdo nuclear granular
grosso observado ao microscopio de
flourescéncia.

Verifica-se uma prevaléncia de 95% a 100% de
autoanticorpos anti- nRNP/Sm na sindroma de Shrap
ou doenca mista do tecido conjuntivo (DMTC), deste modo, é considerado um marcador
caracteristico desta doenca. Contudo, também € possivel verificar autoanticorpos anti-

NRNP/Sm em pacientes com LES, indicando uma prevaléncia de 15% a 40% (47).

[11.2.4 Anti-Sm
O antigénio Smith (Sm) é um tipo de proteinas ribonucleares que participam na unido do RNA
pré-mensageiro (pré-mRNA). O Sm € um RNA de baixo peso molecular, com elevado teor de

uridina (U-RNA) e mdltiplas proteinas, com massas moleculares de 9 a 70 kDa.
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Os autoanticorpos anti-Sm, quando realizado a pesquisa de ANA, estéo associados ao padrao
nuclear granular grosso, e se a historia clinica indicar suspeita de LES, estes anticorpos serao
doseados pelos métodos de imunoblots ou imunodots
(46).

Os autoanticorpos anti-Sm sao considerados como um
dos importantes marcadores, pois tém uma prevaléncia

de 5% a 40% nos doentes com LES e tém uma 6tima

especificidade acima de 90% para o LES. Os

Figura 36 - Padrdo nuclear granular

anticorpos anti-Sm associados aos anticorpos anti- ] >°
grosso observado ao microscopio de
dsDNA séo considerados patognomoénicos para o LES  flourescéncia.

(47).

A prevaléncia entre as diferentes etnias é variavel, nos Caucasianos € acima de 5% a 10%,
nos Arabes é de 20% a 42% e volta de 30% nos Africanos e Chineses (47).

[11.2.5 Anti-SS/A (Ro)

A substancia soluvel A (SS/A) associado a sindroma de Sjogren A (SS/A), é um conjunto de
pequenos RNA nucleares que se localizam no citoplasma. Os autoanticorpos anti-Ro séo
proteinas do nlcleo da célula. Os autoanticorpos anti-SS-A podem ser detetados em diversas
doencas autoimunes. O modo de aquisicdo destes anticorpos normalmente ocorre pela
transmisséo atraves da placenta ao feto, induzindo rea¢des inflamatorias, bloqueio cardiaco
congeénito em casos de mées anti-SS/A(Ro0) positiva, especialmente na presenca de anti-SS/B
(Anti-La).

Quando é feito o teste de pesquisa de ANA, como
exame de triagem, estes anticorpos sédo associados ao
padrao nuclear granular fino. Se a informacao médica
apontar para sindroma de Sjogren ou LES faz-se a
guantificacdo deste anticorpo pelas técnicas

imunoblots ou imunodots (46).

Figura 37 - Padrdo nuclear granular fino

Relativamente as doencas, os anticorpos anti-SS-A  gpcervado a0 microscépio  de
(Ro) sdo frequentemente detetados na sindrome de  flourescéncia

Sjogren com uma prevaléncia de 45 a 95%. Também séo detetados no LES e a prevaléncia
€ de 20 a 60%, em casos de cirrose biliar primaria, com a prevaléncia nos doentes a ser de
20%. No lupus eritematoso neonatal, também € possivel detetar os anticorpos anti-SS-A (Ro),

em quase todos os pacientes. Ou seja, a prevaléncia é de 100% (47).
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[11.2.6 Anti-SS/B (La)
O SS/B, conhecido como substancia sollvel B, associada a sindroma de Sjogren, fator
necessario que estd envolvido na terminacdo da

transcricdo no nucleo pelo RNA polimerase |ll.

No teste de pesquisa de ANA, estes anticorpos estdo
associados a um padréo nuclear granular fino denso. Se

a historia clinica indicar suspeita de sindroma de Sjogren,

LES ou ltpus eritematoso neonatal, estes anticorpos séo

Figura 38 - Padrdo nuclear granular
quantificados pelos métodos de imunoblots ou fino denso observado ao microscépio

' fl énci
imunodots (46). de flourescéncia

Os autoanticorpos anti SS/B (La) encontram-se apenas nas mulheres com sindroma de

Sjogren, associado a uma prevaléncia de 40 a 95%.

Estes anticorpos também podem ser detetados no LES com prevaléncia de 10 a 20% e no

lGpus eritematoso neonatal com uma prevaléncia é de 75% nos doentes.

Os principais marcadores da sindroma de Sjogren sdo os anticorpos anti-SS/B (La) e anti-
SS/A combinados (47).

[11.2.7 Anti-PCNA
O antigénio nuclear de proliferacao celular (Proliferating Cell Nuclear Antigen - PCNA) é uma
proteina auxiliar da DNA polimerase delta e também esté envolvido na regulagdo do ciclo

celular, quando presente inicia-se a fase S e a proteina sofre rutura a meio da fase G2.

Quando se faz o teste de triagem pela pesquisa de ANA,
os anticorpos anti-PCNA estdo associados a uma
variacdo de padrbes consoante as fases do ciclo celular,
conhecido como padrdo PCNA. Se a historia indicar
suspeita de LES, prossegue-se o doseamento pelos

métodos de imunoblots ou imunodots (46).

Os autoanticorpos anti-PCNA s&o exclusivamente  Figura 39 - Padrdo PCNA observado ao
~ microscopio de flourescéncia
detetados no LES ocorrendo em 3% dos doentes e tém P

uma especificidade de 99% (47).
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[11.2.8 Anti-A/PRib

As proteinas-P ribossomais (A/PRib) correspondem a trés proteinas da subunidade
ribossdmica 60S. Os autoanticorpos anti-A-PRib sdo marcadores especificos no diagndstico
do LES.

Na realizacdo do teste de pesquisa de ANA, estes
anticorpos estdo associados a um padrdo
citoplasmatico homogénio, com acentuacao perinuclear
gue esté relacionada ao padréo nucleolar. Tendo em

consideragdo a informagdo médica, em caso de

suspeita de LES, estes anticorpos sdo quantificados

o ) ) Figura 40 - Padréo citoplasmatico
pelas técnicas de imunoblots ou imunodots (46). homogénio, com acentuac&o

perinuclear que est4d associado ao
Nesta doenca, a concentracdo do anticorpo anti-A-PRib ~ Padréo nucleolar

ndo é diretamente proporcional a atividade da doenca. A prevaléncia deste anticorpo nos
doentes com LES é de 10% (47).

[11.2.9 Anti-Nucleossoma

Os nucleossomas sdo subunidades funcionais de cromossomas nucleares da célula,
constituidos por histonas e dsDNA. Os autoanticorpos anti-nucleossoma podem estar
presentes no LES.

Nos testes de triagem pela pesquisa de ANA, os
autoanticorpos anti-nucleossoma estdo associados ao
padrao nuclear homogénio. Se a informacdo médica
indicar suspeita de LES ou esclerose sistémica, segue-
se 0 doseamento do anticorpo anti-nucleossoma pelo
método de ELISA (46).

Durante o estagio utilizou-se o kit do Euroimmun, para  Figura 41- Padrdo nuclear homogénio
» . . . observado ao microscopio de

a detecdo de anticorpos anti nucleossoma que utiliza  flourescéncia.

uma preparac¢ao nova de antigénio, que apresenta uma

elevada purificacdo juntamente com uma especificacdo de aproximadamente 100% para o

LES (47).
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[11.3 Métodos

Na seccdo de imunologia, desenvolveu-se algumas técnicas como a Pesquisa de ANA,
ELISA, Imunodots/blots, Imunofenotipagem celular por citometria de fluxo, RPR-carbono,
Treponema pallidum Hemagglutination Assay (TPHA), Rosa Bengala, Imunodifusao radial

(IDR), entre outros. De seguida passo a descrevé-los.

[11.3.1 Pesquisa de Anticorpos Antinucleares — ANA

ANA é o teste de triagem para a pesquisa de autoanticorpos no diagnostico de quase todas
as doengas reumaticas autoimunes sistémicas porque a sua sensibilidade & maior comparada
com outros testes, embora a sua especificidade seja menor. O método padrdo para detecao
de ANA é a Imunofluorescéncia Indireta (IFI) em células epiteliais humanas do carcinoma da
laringe (HEp-2) (48).

Na pesquisa dos ANA, os antigénios estdo presentes nas células HEp2. Estas células sao
incubadas com o soro do doente. Se neste existirem autoanticorpos, estes ligam-se ao
antigénio correspondente. A ligacdo é visualizada através de um segundo anticorpo dirigido
contra 0s autoanticorpos presentes. O segundo anticorpo é conjugado com uma molécula
fluorescente de Isotionato de Fluoresceina (Fluorescein Isothiocyanate - FITC). A leitura é
feita em microscopio de fluorescéncia. E possivel assim identificar anticorpos dirigidos contra
autoantigénios nucleares, contra antigénios expressos durante o ciclo celular e autoantigénios
presentes no citoplasma. A distribuicdo dos antigénios nas células vai definir o padrdo de

fluorescéncia observado (43).

Durante o estagio, o sistema comercial usado para a leitura automatizada de IFI para os testes

de ANA foi o Euroimmun.

Os testes de IFI identificam mais de 50 autoanticorpos contra 30 diferentes antigénios
citoplasméticos e nucleares. O uso de grandes células cultivadas com elevado nimero de
mitoses, permite o reconhecimento adequado de padrdes, pela avaliacdo da distribuicdo de
flourescéncia durante diferentes fases do ciclo celular, como a interfase e a mitose celular
(48).

Fazem parte dos padrbes nucleares: padrdao homogénio, padrao periférico, padrdo granular
grosso, padrdo granular fino, padrdo granular fino denso, padrdo PCNA, padrdo granular
difuso com mitoses, padrdo centromero, padrdo nucleolar homogénio, padrao granular
nucleolar, padrédo aglutinado nucleolar, padrées multiplos, padrdo centriolo, padrdo MAS,

entre outros (48).
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Os padrdes citoplasmaticos séo, entre outros: padrdo homogénio difuso, padréo granular fino,

padréo granular discreto, padréo de fibras citoplasmaticas.

Um teste positivo requer a realizacao de testes de segunda linha que permitem a identificacédo
precisa do anticorpo envolvido. Os testes de segunda linha mais utilizados sdo o ELISA e os

imunodots/blots.

[11.3.2 Ensaio de Imunoabsorcao Enzimatica - ELISA
O ensaio de imunoabsorgdo enzimatica (Enzyme-Linked Immunosorbent Assays -ELISA) é

uma técnica bastante utilizada para quantificar anticorpos ou hormonas no soro humano.

O método de ELISA para a pesquisa e quantificacdo de anticorpos passa pela sensibilizacédo
de uma superficie sélida com antigénio, de seguida adiciona-se amostra em estudo para

promover a ligagdo do anticorpo presente na amostra com o antigénio presente na placa (49).

Apbs esta etapa prossegue-se a lavagem para remover os nédo ligantes, de seguida adiciona-
se 0 segundo anticorpo ligado a uma enzima como a peroxidase. Este anticorpo ira ligar-se
ao primeiro anticorpo e de seguida segue-se 0 processo de lavagem de modo a remover 0s

anticorpos nao ligantes (49).

A seguir a este passo, adiciona-se um substrato cromogénio que ira ligar-se a enzima
promovendo a producéo de cor. A quantidade e a identificacdo de anticorpo em questao é

medida pela producao de cor que se traduz num sinal detetavel (49).

[11.3.3 Imunoblot
Os dispositivos que recorrem esta técnica contém tiras de teste revestidas com linhas

paralelas de antigénios altamente purificados.

Numa primeira fase do teste, as amostras dos pacientes previamente diluidas séo adicionadas
em cada canal que contém tira de teste de imunoblot e incubadas a temperatura ambiente

durante 30 minutos num agitador rotativo (47).

Apos o tempo da incubag&o remove-se o liquido de cada canal e todos eles s&o lavados entre
3 a 5 minutos com tampéo de lavagem no agitador rotativo. Em situagcbes de amostras

positivas os anticorpos se presentes ligam-se ao antigénio correspondente (47).

Para a detecdo de formacdo do complexo antigénio-anticorpo adiciona-se em cada canal
conjugado enzimatico (imunoglobulina IgG, IgM ou IgA anti-imunoglobulina humana marcada

com fosfatase alcalina) previamente diluido e deve ser novamente incubado a temperatura
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ambiente cerca de 30 minutos num agitador rotativo. Este conjugado enzimatico catalisa uma

reacao que produz cor (47).

Apbs a incubacdo remove-se novamente o liquido em todos 0s canais e prossegue-se com a

lavagem dos canais entre 3 a 5 minutos com tampéao de lavagem no agitador rotativo.

De seguida adiciona-se solugcdo de substrato nos canais e incuba-se por 10 minutos a

temperatura ambiente no agitador rotativo.

Depois deste processo, lavam-se os canais de suporte com agua destilada de 3 a 1 minuto.
Por fim, as tiras de teste de imunoblot sdo colocadas no protocolo de avaliagdo e deixa-se

secar a temperatura ambiente, de seguida os resultados séo avaliados (47).

Os kits comerciais utilizados durante o estagio foram o Euroimmun. Estes eram utilizados em

casos de ANA positivo.

[11.3.4 Imunofenotipagem celular por citometria de fluxo
A imunofenotipagem por citometria de fluxo permite identificar e quantificar proteinas

expressas pelas células.

As células em suspensdo sdo incubadas com anticorpos monoclonais conjugados com
moléculas fluorescentes (fluorocromos) que emitem luz em diferentes comprimentos de onda.
A quantidade de luz dispersa é proporcional a quantidade de antigénio presente na célula. Os
sinais luminosos séo convertidos pelos softwares em dados digitas que sdo apresentados em

graficos denominados histogramas que podem ser monoparamétricos ou bi-paramétricos.

A imunofenotipagem de linfocitos por intermédio da citometria de fluxo, tem sido utilizada na
guantificacdo de subpopulacdes linfocitarias na vigéncia de alguns estados patologicos e/ou

nas alteragfes do sistema imunitario.

Para uma interpretacdo correta dos gréaficos, € importante saber que todos os leucdcitos
expressam CD45* (50), sendo que os linfécitos expressam maior intensidade. Isto porque sédo
células com pouquissima granulacdo, e quanto maior for a granularidade menor é a

intensidade da expressdo de CD45" e vice-versa.

Relativamente aos linfocitos, o receptor CD3 é positivo para os LT (LTh, LT citotdxicos) e o
mesmo marcador é negativo para os LB e NK. O marcador CD4 € positivo para os LTh, e
negativo para os LT citotoxicos e NK (51). O receptor de superficie CD8 é positivo para LT
citotoxicos e numa subpopulacdo de células NK, e negativo para LTh. Os marcadores
positivos para os LT NK sédo CD16 e CD56 (51).
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Em suma, os perfis fenotipicos normais de células linfociticas maduras presentes no sangue
periférico sao os seguintes: LTh (CD45*, CD3* CD8 CD4"), LT citotoxicos (CD45* CD3* CD8*
CD4), linfécitos NK (CD45* CD3 CD8 CD4) (51), LB (CD45* CD19* CD20* CD22* CD8
CD4) (51)(52).

O método de imunofenotipagem por citometria de fluxo, diferencia e reconhece células
normais, também consegue estruturar e diferenciar os perfis fenotipicos das células anormais
no organismo, o que ajuda no diagndstico de muitas doencas como € o caso de Leucemias e

dos linfomas Hodgkin e N&o-Hodgkin.

A imunofenotipagem tem sido utilizada para auxiliar na classificacdo e no diagndstico de
algumas neoplasias hematolégicas, tais como, leucemias, linfomas, neoplasias de células
plasmaticas, sindromes mielodisplasicas, entre outras doencas, e € ainda util na
monitorizacéo e diagnostico do virus da imunodeficiéncia humana (Human Immunodeficiency
Virus — HIV). Na seccéo de Citometria do Servigo de Patologia clinica do CHLC procede-se a
quantificagdo de populacdes linfocitarias essencialmente em doentes HIV positivos e a
Tipagem HLA B27.

[11.3.4 Carbono - RPR

O carbono (Rapid Plasm Reagin - RPR) é uma forma modificada do classico (Venereal
Disease Research Laboratory — VDRL). E um teste de aglutinacdo, ndo treponémico, que
auxilia no diagnéstico de sifilis, através da andlise/determinacdo qualitativa e semi -
guantitativa de anticorpos no soro humano. Estes anticorpos sdo conhecidos como um grupo

de imunoglobulinas que atacam o préprio organismo, produzidos por doentes com sifilis (53).

A patologia em questao é causada pela bactéria Treponema pallidum, que provoca danos no
figado e coracdo. As lesdes geram libertacdo de mindsculos fragmentos destes 6rgaos para
0S vasos sanguineos, estes antigénios nao séo reconhecidos pelo préprio organismo, levando

a producéo de anticorpos dirigidos contra os mesmos fragmentos (53).
O RPR € realizado em pacientes com suspeita de infe¢do por Treponema pallidum.

Na realizacdo do teste, quando os elementos de carbono entram em contacto com o soro que
contém anticorpos em pesquisa, da-se aglutinacdo das particulas, o que indica resultado

positivo, na auséncia de aglutinacéo € considerado resultado negativo (53).

A andlise do teste RPR auxilia na monitorizacéo terapéutica do paciente e também ¢é usado
como teste de triagem, enquanto que 0s testes treponémicos sdo usados como testes
confirmatdérios para 0s soros reativos nos testes de triagem (53).
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[11.3.5 Ensaio de hemaglutinacdo Treponema pallidum - TPHA

O teste de ensaio de hemaglutinacdo Treponema pallidum (Treponema pallidum
Hemagglutination Assay - TPHA) é um teste indireto de hemaglutinacdo para analise e
determinagéo qualitativa e semi — quantitativa de imunoglobulinas especificas, dirigidas contra

anti-T. pallidum em soro humano (54).

Esta bactéria € conhecida como o agente causal da doenca sifilis, onde a transmissdo da-se

pelo contacto direto com a lesdo e ocorre principalmente durante o ato sexual (54).

Recorre-se a este exame, depois de um resultado positivo no teste de triagem (RPR ou
VDRL).

Ao executar o teste, quando os eritrocitos de aves estabilizados e sensibilizados com
componentes antigénicos do Treponema pallidum entram em contacto com os anticorpos anti
— T. pallidum, da-se o fendmeno de aglutinacdo com padrdes especificos, indicando assim,
resultado positivo. Na auséncia de aglutinagéo o teste sera classificado com negativo para
anti — T. pallidum (54).

[11.3.6 Rosa de Bengala
O teste de Rosa de Bengala é um exame que determina qualitativamente e semi —

guantitativamente os anti-Brucella em soro humano ou animal (55).
Este exame é realizado nos testes de triagem, em doentes com suspeita de brucelose.

A brucelose € uma doenca infeciosa de origem animal causada por um cocobacilo gram-
negativo do género Brucella, adquirida normalmente pela ingestdo de leite e derivados
contaminados, por este fato, efetivar os exames de Rosa de Bengala torna-se um recurso

laboratorial muito importante.

Para a realizacao do exame, o soro do paciente é colocado em contacto com o antigénio Rosa
de Bengala, em caso da amostra possuir anticorpos especificos (IgG ou IgM) da brucelose,
desenvolve-se uma reacdo de aglutinacdo, dado como resultado positivo, ha auséncia de

aglutinagdo o resultado € reportado como negativo (55).

[11.3.7 Imunodifusdo Radial - IDR
A Imunodifusdo Radial (IDR)é um método que se realiza nos testes de triagem para dosear
as concentracdes de diversos antigénios sollveis em fluidos corporais.
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A técnica realizada comporta a difusé@o radial de antigénio através de um pogo cilindrico, em
gel de agarose, que contém anticorpo mono-especifico adequado. As amostras sdo aplicadas
em “pogos” circulares ja feitos no gel. A medida que a difusdo ocorre, a reagdo antigénio-
anticorpo forma anéis de precipitacdo, e a conclusédo da formacéo dos circulos de precipitacédo
da-se quando se atinge o equilibrio entre o processo de formacao e de degradacdo desses

complexos (56).

Nessa fase, a concentracdo do antigénio € diretamente proporcional ao raio do circulo de
precipitacdo. Para medir o didmetro do circulo do precipitado, utiliza-se uma tabela de
referéncia que faz uma relacéo linear entre o diametro do anel formado com a concentracao

de proteinas (56).
E desta forma consegue-se fazer o doseamento da proteina em estudo.

Durante o estagio utilizou-se esta técnica para quantificar proteinas do Sistema do

Complemento.

l1l.4 Equipamentos

I1.4.1 BD FACS Canto lI®

BD FACS Canto Il € um dos equipamentos que se encontra na area de imunologia e
hematologia clinica. Este aparelho funciona com base no principio de citometria de fluxo. A
citometria de fluxo é uma metodologia que recorre ao principio da dispersdo de luz e da
emissdo de fluorescéncia, utilizando fluorocromos conjugados a anticorpos monoclonais

especificos para identificar populagdes celulares (57).

No CHCL, este aparelho é utilizado para varios fins, tais como, identificagdo de LB e LT, para
monitorizacdo de doentes com HIV, diagnostico de leucemias e de outras doencas

hematoldgicas.

[11.4.2 Capillarys Sebia 2®
Capillarys Sebia 2 é utilizado para a separacdo das proteinas existentes numa amostra de
soro. Para tal efeito, o aparelho funciona com a tecnologia de eletroforese capilar (EC). AEC

€ a técnica de quantificacdo de proteinas através de um tubo capilar de silica fundida (58).

A EC é uma técnica desenvolvida na ultima década para usos em laboratério clinico. O
processo decorre com um pegueno volume de amostra que de seguida é aspirado num tubo

capilar de silica fundida. A forte carga negativa no interior do capilar, juntamente com o
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revestimento estreito, fornce uma grande &area de superficie negativa. Sob condi¢des de
eletroforese, isso define um forte fluxo endosmotico de catides em direcdo ao catodo. Neste
sistema do fluxo endosmotico € mais forte do que a atracdo do anodo para as proteinas
anionicas. As proteinas, entdo, migram em direcdo ao catodo, com base na carga negativa
das proteinas. Assim, o campo elétrico separa as proteinas por carga. O detetor determina a

concentracao da proteina (58).

Dependendo do perfil que se possa obter na EC, pode-se, posteriormente, dosear-se e saber-
se qual é a proteina que estd aumentada ou diminuida, o que, consequentemente, podera
facultar na informacao do tipo de disturbio presente. Em suma, é conveniente a realizagéo de
eletroforese em doencas hepaticas, inflamatorias e / ou infeciosas, renais e nas gamapatias

monoclonais.

[11.4.3 Hydrasys Focusing®
O aparelho Hydrasys Focusing® tem como metodologia de funcionamento a

imunoeletroforese.

A imunoeletroforese € a combinacdo de eletroforese convencional com a técnica de
imunofixacdo. Inicialmente, separam-se as principais proteinas séricas de uma amostra num
gel (agarose), seguindo-se, huma segunda fase, a fixacdo e a precipitacdo dos complexos
anticorpo-antigénio. O gel € removido do aparelho e as calhas contém anticorpos que reagem
com trés principais classes de cadeias pesadasy (lgG), a (IgA), u (IgM) cadeias leves k € A
(58).

Esta técnica é utilizada nos estudos de gamapatias monoclonais. Apés a realizacdo da
eletroforese, se houver aumento ou diminuicdo na regido gama em situacdes aparentemente
monoclonais ou policlonais, € necessério identificar e caracterizar a(s) imunoglobulina(s)

envolvidas (57).

[11.4.4 Dade Behring Nefelémetro BN II®
O equipamento Dade Behring Nefelometro BN 1I® € um dos aparelhos utilizados na érea da

imunologia clinica e funciona através do principio de nefelometria.

Este principio € baseado no processo de formacédo de complexos antigénio-anticorpo, que,
depois de precipitados, sdo capazes de dispersar ou refletir a luz que passa pela amostra
onde estdo presentes. A determinacao do precipitado formado é feita através de um detetor

(57).
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No departamento de imunologia do laborat6rio de patologia clinica do Hospital Sdo José o
aparelho Dade Behring Nefelometro BN II® é utilizado para medir as concentracdes de IgA,
IgM e IgG, c3, c4, cadeia d e IgD, haptaglobina, pré-albumina e fator reumatoide, entre outras

proteinas plasméticas presentes numa amostra.

1.4.5Triturus®
O equipamento Triturus® € utilizado nos exames de rotina e o seu funcionamento é regido

pelo principio denominado ELISA.
ELISA é uma técnica que deteta e quantifica proteinas em fluidos biolégicos (57).

Para a pesquisa de autoanticorpos, a técnica de ELISA envolve a imobilizagdo do antigénio
numa superficie sélida, um anticorpo especifico é entdo exposto na mesma superficie sélida
para que se possa ligar ao antigénio. E adicionado em segundo anticorpo conjugado a uma
enzima, e na fase final adiciona-se um substrato, que reage com a enzima. A alteracdo de cor
traduz-se num sinal detetavel, permitindo a identificacdo e quantificacdo da proteina em
estudo (41).

No Hospital de Sao José, este aparelho é utilizado para quantificar varias proteinas, como a
glicoproteinas IgM e B2, glicoproteinas 1gG, gliadina IgG e IgA, cardiolipina IgM e cardiolipina
IgG, dsDNA, entre muitas outras.

Em casos de suspeitas de doenca celiaca, artrite reumatoide, doencas autoimunes, sindrome

antifosfolipidico entre outras patologias sdo doseadas as respetivas proteinas.

[11.4.6 Architect i2000®
ARCHITECT i2000® baseia-se no principio de espectrofotometria e tem como funcéo

determinar a concentragao de inUmeros marcadores bioldgicos.

O principio da espectrofotometria € o método de andlise 6tica que mede a intensidade emitida
da luz a um determinado comprimento de onda. A concec¢éao fotométrica permite determinar a
guantidade da luz emitida, independentemente do comprimento de onda, ou seja, é a medicéo
da intensidade da luz absorvida por uma amostra, medindo-se, também, a quantidade de luz

gue chega ao detetor (36).

A Lei de Beer defende que a quantidade de um analito é diretamente proporcional a

gquantidade de luz absorvida, e inversamente proporcional ao logaritmo da luz transmitida (36).
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Este aparelho quantifica uma grande diversidade de proteinas, como CMV IgG e IgM, rubéola
IgG e IgM, anticorpo anti-HIV, anticorpo anti-HCV e anticorpo anti-HBC e HBS, entre outros

elementos.

I\VV. Microbiologia

IV.1 Introducéao

Laboratorialmente, a microbiologia clinica examina amostras organicas, com o intuito de isolar
e identificar potenciais microrganismos que podem ser a causa, direta ou indireta, das

doencas infeciosas.

Na pratica clinica, a estratégia para diagnosticar uma doenga num paciente passa por obter
uma boa histéria clinica por parte do médico, que decide quais os testes a realizar. Nesta
decisdo devem ter em conta informagfes sobre quais 0s agentes infeciosos mais
frequentemente presentes no quadro clinico em estudo, as hipéteses de diagndstico que se
colocam, a fase evolutiva da doencga infeciosa e a elaboracdo dos testes de susceptibilidade

aos antimicrobianos (59).

V.2 Parametros

IV.2.1 Hemocultura
A hemocultura é um teste laboratorial onde o sangue do paciente é inoculado em frascos que
contém um meio nutritivo para certos microrganismos, como as bactérias e os fungos, de

modo a testar a sua presenga a ou nao na amostra (60).
Normalmente este teste é requisitado em casos de suspeita de infecdo ou sépsis.

A colheita de sangue para hemocultura deve ser executada em 3 amostras de sangue num
intervalo de 24 horas, de forma aleatdria. A colheita nas 3 amostras deve respeitar um
determinado volume. Nos adultos, este volume deve corresponder a cerca de 20 mL
distribuidos por 2 garrafas, sendo que cada garrafa devera ter uma proporcado de 1:10
(amostra/anticoagulante), enquanto que nas criangas e recém-nascidos o volume é bem

menor, e a quantidade da amostra depende do peso corporal do paciente (61).

Nos casos de analises em adultos ou criancas, apds a inoculacdo do sangue nos dois frascos
de meio nutritivo, estes devem ser incubados. A incubacao é feita no aparelho BacT ALERT®

durante 5 dias a temperatura de 37°C (60).
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Em caso de amostra positiva, em pelo menos um dos frascos, recorre-se ao exame direto
(microscopio) e ao indireto (cultural). O exame direto ou microscopico consiste na observacao
da morfologia das possiveis bactérias existentes no meio, apos a realizagédo da coloragéo de
Gram. Juntamente a este teste, realiza-se a sementeira de sangue em dois meios de
crescimento de cultura, gelose de sangue e gelose de chocolate polivitex (PVX), tornando

possivel o crescimento das bactérias.

A seguir & sementeira, as amostras sao incubadas durante 24 horas a temperatura de 37 °C

em atmosfera de CO..

Se houver crescimento num dos meios de cultura, e apés analise macroscépica das colonias,
o médico solicita o isolamento de uma colénia, com a finalidade de identificar a estirpe
bacteriana no analisador automatico VITEK® MS. Depois da identificacdo, fazem-se os
estudos de antibiograma, isto é, o Teste de Sensibilidade aos Antibidticos (TSA), com um
perfil de antibiéticos para o microrganismo em estudo.

Posteriormente a este processo é testada a concentra¢cdo minima inibitoria (CMI), de modo a

indicar adequadamente qual é a terapéutica.

Os microrganismos mais frequentes e isolados ao longo do estagio foram: Staphilococcus
spp., Klebsiella pneumonie, Haemophilus spp., Salmonella spp., Micrococcus spp.,

Corynebacterium spp..

Caso o resultado seja negativo, as placas permanecem incubadas até ao fim dos 5 dias de

incubacao.

IV.2.2 Liquido cefalorraquidiano - LCR

O liquido cefalorraquidiano é um fluido obtido por puncéo lombar, apresentando um aspeto
limpido, cristalino e transparente. Este liquido organico, no seu estado normal, é estéril, o que
exige uma colheita cuidadosa, utilizando um tubo estéril e fechado, e a amostra deve ser

imediatamente entregue no laboratorio (61).

Ao chegar a seccao de microbiologia, é feita a coloracdo de Gram, que ira indicar o agente
com certa fiabilidade, realizando-se também o exame cultural, que implica um manuseamento
consciente e cuidadoso, devido a grande sensibilidade dos microrganismos que possam estar

presentes na amostra (61).
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Todos os testes realizados a partir de LCR sdo manuseados no departamento especifico de
pesquisa de microrganismos altamente contagiosos. Em certas situacdes, o liquido limpido

pode conter um elevado namero de células, o que se verifica em processos crénicos e agudos.

Nesta amostra, as bactérias mais frequentemente encontradas s&o Streptococcus
pneumoniae, Neisseria meningitidis, Haemophilus influenzae, Mycobacterium tuberculosis.
Todos estes microrganismos causam meningite, por isso este exame € efetuado em casos de

suspeita de meningite.

IV.2.3 Urina Assética

A urina assética é considerada um produto estéril, sem contaminagdes de microrganismos.
Este produto é uma das amostras utilizadas na area da microbiologia para pesquisas
bacteriologicas e micologicas. A sua analise normalmente é solicitada em situagbes de

suspeita de infe¢édo do trato urinério.

A urina assética € uma amostra com algumas atenc¢des a tomar na hora da colheita, uma vez
gue existem microrganismos que fazem parte da flora da uretra e que facilmente a
contaminacdo da amostra. No momento da colheita, para evitar contaminacdes da uretra,
deve-se lavar a area genital, descartar a primeira parte da mic¢éo e colher apenas a micgéo
intermédia de forma a evitar a contaminag&o celular. E importante encaminhar as amostras
de imediato ao laboratoério, para evitar a precipitagdo de alguns elementos que podem ser

encontrados na urina (62)(61).

No laboratério de microbiologia onde estagiei, apos a rececdo da amostra na triagem de
microbiologia, esta € utilizada para fazer o exame cultural, em meio de gelose de sangue e
MacConkey, no aparelho PREVI® Isola. Depois da realizacdo da sementeira, as amostras

sao incubadas durante 24 horas numa atmosfera de aerobiose.

Em caso de crescimento bacteriano, e ap6s anélise macroscopica do mesmo, o patologista
responsavel deve sugerir o isolamento de uma colénia, com o objetivo de conseguir
caracteriz-la e identifica-la pelo VITEK® MS ou VITEK® 2. De seguida também se efetua o
TSA. Este fornece-nos informacdes acerca da sensibilidade dos agentes em estudo a

determinados antimicrobianos.

Em caso de alguma duavida, pode-se recorrer a coloracdo de Gram da amostra em questao,

fazendo-se uma observacao da lamina ao microscoépio, de forma a recolher mais informacdes.

Os microrganismos mais frequentes e isolados ao longo do estagio pertencem a familia das
enterobacteriaceae, como a Escherichia coli, Proteus spp., Klebsiella pneumoniae,
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Enterobacter spp., Pseudomonas spp. Para além das enterobacteriaceae, também foram

identificados Staphylococcus spp..

Caso o resultado seja negativo, as amostras sao descartadas e o relatério é enviado ao

médico.

Em suma, a técnica urocultura, uma vez que tem como amostra a urina assética, o
crescimento de microrganismos no meio de cultura geralmente fornece informacdes acerca
do agente etiolégico que provoca a infecdo e possibilita a realizagdo do TSA, indicando
possiveis terapéuticas. A grande limitacdo associada é a demora para obter o resultado dos
testes (62).

IV.2.4 Exsudado vaginal e uretral

Os exsudados vaginal e uretral sdo amostras utilizadas para pesquisar agentes infeciosos
associados a doengas sexualmente transmissiveis, como a sifilis, e infecbes da uretra
(uretrites) ou da proOstata (prostatites). O diagndstico etiolégico de certas condi¢des oferece
um grande desafio aos laboratérios de microbiologia. O diagndstico laboratorial tem um
grande impacto na monitorizacéo e controle da doenca (63).

A colheita de amostras genitais € sempre feita com algumas indicac¢des, de forma a garantir
amostras livres de contaminagéo, e a entrega das mesmas devera ser imediata no respetivo

laboratério (63).

Assim que as amostras e as respetivas laminas com coloracdo de Gram chegam a zona de
triagem de microbiologia onde decorreu o meu estagio, estas estdo sujeitas aos exames
bacteriolégicos, as laminas seréo observadas ao microscépio para analise da morfologia das

bactérias, caso existam.

Além do exame microscopico, também se realizam exames culturais em diferentes meios de
cultura, tais como gelose de sangue, PVX, VCATS3, candida ID, granada e chocolate
hemdfilos. Estes meios sdo usados consoante a situacao fisioldgica ou a faixa etaria. Por
exemplo, o0 meio de crescimento granada é utilizado para pesquisa de Streptococcus
agalactiae nas amostras de mulheres gravidas, para detetar portadores de Streptococcus
agalactiae e selecionar pacientes que devem administrar a profilaxia antibiética intraparto, de

modo a prevenir a infecdo neonatal precoce por Streptococcus agalactiae.

Apls a realizacdo da sementeira nos respetivos meios de cultura, as amostras serédo
incubadas em tempos diferentes, a partir de 24 horas e até as 72 horas, e em atmosferas
distintas com presenca de CO; ou ambiente de aerobiose. Quando o exame cultural é feito no
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meio de crescimento granada, em situacdes de 3° trimestre de gravidez, a temperatura de

incubacao devera ser de 30°C.

Posteriormente ao tempo de incubacdo, em caso de crescimento e as col6nias forem
analisadas macroscopicamente, os patologistas podem solicitar o isolamento da colénia em
estudo, com posterior identificacdo no aparelho VITEK® MS ou VITEK® 2, acompanhado com

0 TSA no meio de cultura Mueller Hinton, caso seja necessario.

As bactérias mais frequentes encontradas nos exsudados vaginais e uretrais sdo Gardnerella
vaginalis, Candida albicans e Neisseria gonorrohoeae, Chlamydia trachomatis,

respetivamente (63).

Em casos de amostras que indicam resultados negativos, os resultados sédo reportados aos

médicos e as amostras sdo descartadas (61).

IV.2.5 Expetoracgéao
Existem vérios tipos de amostras respiratdrias, cuja colheita é feita de acordo com a

sintomatologia clinica de infe¢&o respiratéria superior ou inferior.

Se a pesquisa do microrganismo patolégico for realizada no sistema respiratério superior, a
colheita pode ser feita com uma zaragatoa nas amigdalas, faringe posterior, numa area
inflamada ou com Ulcera. Se a sintomatologia for de sinusite, a amostra é obtida por aspiracao

das secregfes (61).

As colheitas de amostras para o estudo de microrganismos do aparelho respiratério inferior
incluem a expetoracdo, broncoscopia, lavagem broncoalveolar e a aspiragcéo transtraqueal.
Sdo, geralmente, mais complicadas de se realizar do que as colheitas de amostras do

aparelho respiratorio superior (61).

A colheita de expetoracéo e as colheitas por broncoscopia podem estar contaminadas com
bactérias do sistema respiratério superior, razdo pela qual a observacdo da amostra ao
microscépio é obrigatéria. Se houver contaminagdo, a amostra deve ser imediatamente
descartada e o clinico deve solicitar a colheita de uma nova amostra. As amostras do trato

respiratorio inferior sdo sujeitas ao exame cultural.

No laboratério de microbiologia onde decorreu o estagio, os meios de cultura utilizados para
o exame cultural sdo gelose de sangue, gelose de hemdfilos e MacConckey. Apls a
sementeira os produtos finais sdo incubados entre 24h a 48h numa atmosfera de CO.. Na

fibrose quistica é usado o agar de Chapman (MAS) ou o0 meio de Burkholderia.
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Em caso de amostra positiva, as col6nias sao analise macroscopicamente, e pode-se solicitar
o isolamento de uma ou mais coldnias para serem estudadas, as quais serao identificadas no
aparelho VITEK® MS, e no VITEK® 2 sera realizada o TSA.

Os microrganismos patoldgicos mais frequentes no aparelho respiratorio sdo Staphylococcus

aureus, Klebsiella spp., Pseudomonas spp., Haemophilus spp..

Em caso de resultados dos exames bacteriol6gicos negativos, as amostras sdo descartadas

e o0s resultados sédo repostados ao médico.

IV.2.6 Fezes

Em caso de suspeita de infe¢cdes gastrointestinais, o clinico recorre as fezes como amostra
ideal. As amostras devem ser transportadas hum contentor esterilizado o mais rapido possivel
para o laboratério, em caso de suspeita de infecbes por bactérias entéricas, as quais tém um

meio especial de crescimento (61).

No laboratério de microbiologia onde decorreu o estagio, ndo se submetia as amostras de
fezes ao exame microscopico e recorria-se a coprocultura em meios de gelose de sangue e
meio de SS (Salmonela — Shigela), de seguida as amostras seriam incubadas 24 horas numa
atmosfera de aerobiose. Também se pode semear no meio Campylobacter até 48 horas em
microaerofilia a 42°C. Se o clinico solicitar a pesquisa de Yersinia spp., a sementeira teria que
ser realizada no meio YER (Yersinia) e incubada entre 24 a 48 horas a temperatura de 30°C.
Em caso de pesquisa de Escherichia coli 0157, a amostra seria semeada no agar SMAC

(Sorbitol MacConkey) e incubada durante 24 horas numa atmosfera de aerobiose.

Em caso de crescimento das colonias e 0 exame macroscopico, € possivel a solicitagdo do
isolamento de algumas coldniais ou apenas uma delas para identificar e realizar o teste de
antibiograma, pelo VITEK® MS e VITEK® 2, respetivamente.

Para auxiliar na identificagdo do microrganismo, por vezes, recorre-se ao exame direto.

Além da coprocultura, também se realiza o teste de oxidase para pesquisa de Salmonella spp.
e Shigela spp., sendo que estas tém oxidase negativa e a Campylobacter spp. tem oxidase

positiva.

Também pode-se fazer o exame parasitologico para pesquisa de Giardia spp., se solicitado
(63).

Os microrganismos mais frequentes encontrados em amostras de fezes sdo Salmonella spp.,

Shigela spp., Campylobacter jejuni, Yersinia enterocolitica.
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Além desses exames, também € possivel fazer pesquisas de antigénios através de testes
rapidos de bactérias como Legionella pneumophila, Streptococcus pneumoniae, Clostridium
difficile (63).

Para além dos exames bacteriol6gicos, as amostras fecais também séo sujeitas aos testes
rapidos parasitologicos, para pesquisa de Giardia intestinalis e testes rapidos virais de

pesquisa de astrovirus spp., norovirus spp., rotovirus spp. e adenovirus spp.

As amostras com resultados negativos sao descartadas e o resultado é repostado ao médico
(61).

IV.2.7 Liquido Pleural

O liquido pleural é de cor amarelo claro e de aspeto limpido. Este liquido pode ser classificado
como transudado ou exsudado, dependendo da concentracéo da proteina total (PT). Recorre-
se a analise deste liquido em situac6es de derrame pleural, causado pela producéo excessiva
de liquido e da sua acumulacdo no espaco pleural. O derrame pleural pode ocorrer em
diversas condi¢cdes como a pressao hidrostatica capilar pulmonar, diminuicdo da presséo
oncotica, aumento da permeabilidade da membrana pleural e obstrucdo do fluxo linfatico
(28)(33).

A colheita do liquido € feita por aspiragéo cirirgica e a amostra deve ser colocada em tubo

estéril e enviada ao laboratério de microbiologia o mais rapido possivel.

Quando a amostra chega a triagem, faz-se o exame cultural utilizando trés meios de cultura,
agar de chocolate, gelose de sangue e BHI (Brain Heart Infusion). ApGs a sementeira 0s

produtos serdo incubados durante o tempo, a temperatura e atmosfera adequada.

Depois de terminado o respetivo tempo, é feita uma analise macroscoépica, e este pode vir
acompanhada por uma solicitagdo médica de isolamento de uma ou mais colonias que
futuramente poderédo ser identificadas pelo aparelho VITEK® 2 ou VITEK® MS e realizacdo

de TSA se necessario.

Em caso de duvida, pode-se recorrer a observacdo microscépica da morfologia do

microrganismo em questdo na lamina preparada por coloracdo de Gram.

Durante o estagio ndo houve prevaléncia de nenhum microrganismo patoldgico, detetam-se

Haemophilus spp..

Caso o resultado das andlises negativem, o resultado devera ser reportado ao médico.
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IV.2.8 Liquido Ascitico ou Peritoneal

O liquido ascitico ou peritoneal € um fluido ultrafiltrado/estéril e amarelo, produzido pelas
células do mesotélio. Este liquido lubrifica a cavidade peritoneal no abdémem, prevenindo de
choques entre 6rgdos e no processo de digestdo (27). O liquido peritoneal pode ser

classificado em transudado ou exsudado, dependendo da concentragao da PT.

Andlise deste liquido pode ser solicitada pelos médicos em suspeita de cirrose, insuficiéncia

cardiaca, doencas inflamatorias, neoplasias malignas, entre outros (28).

O liquido ascitico € colhido por aspiracdo e o produto deve ser colocado em tubo estéril e

transportado para o laboratério de microbiologia.

Assim que a amostra chega a triagem de microbiologia, séo feitas sementeiras nos meios de
crescimento de agar de PVX, agar de gelose de sangue e BHI. De seguida as amostras

semeadas serdo incubadas a um determinado tempo, temperatura e atmosfera.

Em caso de crescimento de colonias, essas serdo analisadas macroscopicamente e pode-se
solicitar isolamento de uma ou mais coldniais a fim de serem posteriormente identificadas pelo
VITEK® 2 ou VITEK® MS, e se necessario faz-se o TSA.

Por vezes, recorre-se a observagdo microscopica do microrganismo pela lamina feita por
coloracdo de Gram, de forma a confirma o microrganismo presente. Se houver suspeita de
microrganismos alcool-acido resistentes, deve-se preparar as laminas para coloracéo de Ziehl

Neelsen.

Os microrganismos patolégicos comumente identificados no liquido ascitico sao a Escherichia
coli, Streptococcus spp., Staphylococcus aureus, Enterococcus spp., Mycobacterium spp., e

Nocardia spp..

Em situacdes de resultados negativos, as amostras séo descartadas e o resultado é reportado

ao médico.

IV.2.9 Liquido Sinovial
O liquido sinovial € um produto que pode ser amarelo claro ou incolor de consisténcia viscosa.
Este liquido encontra-se na cavidade sinovial para lubrificar as articulagbes sinoviais e

geralmente a sua andlise € solicitada na suspeita de doencas articulares.

A aspiracao deste liquido € recomendada para todos os pacientes com derrame articular ou

inflamacao articular (29).
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Apos a colheita da aspiragdo cirargica, as amostras devem ser enviadas o0 mais rapido
possivel ao laboratério de microbiologia, quando este chega a triagem, séo realizadas exame
cultural nos meios de agar de PVX, agar de gelose de sangue e BHI. De seguida, prossegue-

se a incubacao das sementeiras realizadas a um tempo, temperatura e atmosfera adequado.

Em caso de crescimento de colbénias, as amostras serdo analisadas macroscopicamente,
seguidamente pode-se indicar o isolamento de uma ou mais colénias com intuito de serem

identificadas pelo VITEK® 2 e VITEK® MS, e realizacdo de TSA, caso seja necessario.

Em caso de alguma duavida, pode-se fazer a observacao microscépica do microrganismo na

lamina feita pelo método de coloracdo de Gram.

Os microrganismos patolégicos mais frequentes identificados no liquido sinovial séo

Staphylococcus aureus e Neisseria gonorrohoeae.

Em caso de resultado negativo, as amostras sdo descartadas e o resultado é reportado ao

médico.

IV.2.10 Exsudado purulento

Exsudado purulento pode ser proveniente de lesdes cuténeas superficiais ou de queimaduras
infetadas. Como exemplo, apresentam-se as les6es das Ulceras do pé diabético que levam
ao surgimento especialmente da neuropatia e da microangiopatia degenerativa definida por

mudancga da estrutura capilar e do papel endotelial protetor (64).

As amostras da Ulcera diabética dos membros inferiores sdo colhidas com zaragatoa estéril e
a leséo é previamente tratada em condicdes de antissepsia, e de seguida € transportada em

condi¢cdes adequadas até ao laboratério (65).

Quando as amostras chegam a triagem da microbiologia, séo realizados exames culturais em
meios de agar de MacConkey, agar de gelose de sangue e BHI. ApGs a sementeira, estes
produtos serdo incubados entre 24h, a temperatura de 37°C em atmosfera rica em CO- ou

aerobiose.

Em caso de crescimento de colbnias, prossegue-se com a analise macroscopica, por vezes
acompanhada de solicitagdo de isolamento de uma ou mais colénias que posteriormente

poderao ser identificadas no VITEK® 2 ou VITEK® MS, e se necessario faz-se o TSA.

Por vezes recorre-se ao exame direto, observacdo microscopica da lamina preparada por

coloracdo de Gram, de forma a auxiliar na identificagdo do microrganismo em questéo.
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Os microrganismos mais comumente identificados nestas amostras sdo as
enterobacteriaceae, como o Staphylococcus aureus (o0 mais frequentemente encontrado, que
muitas vezes aparece a dominar a cultura), Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae; além
destas bactérias também se detetam a, Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus pyogenes,

Enterococcus spp., entre outras.

Em caso de resultado negativo, o resultado € reportado ao médico e a amostra é descartada.

V.3 Métodos

IV.3.1 Técnica de Coloracdo de Gram

A técnica de coloracdo de Gram, considerada uma coloragdo bacterioloégica, € uma
metodologia que tem como principal funcdo subdividir as bactérias pela sua reacdo a esta
coloracdo. S&o assim divididas naquelas que a retém, designadas Gram-positiva, e naquelas
que sdo descoradas, conhecidas como Gram- negativo, e por vezes identifica-se Gram

variaveis (66).

A diferenciacdo entre esses dois grandes grupos de bactérias passa pela constituicdo da
parede bacteriana. Quando as bactérias sdo coradas com cristal violeta, a parede das
bactérias Gram-negativas descoloram na presenca de certos diluentes organicos, como o
etanol ou acetona. No caso das bactérias Gram-positivas, estas tém uma maior resisténcia a

esses solventes, retendo assim, a coloragéo (67).

A retencdo ou ndo da coloragéo esta diretamente relacionada com a composi¢édo da parede
bacteriana. Geralmente a parede das bactérias Gram-negativas sao mais finas e tém uma

maior quantidade lipidica do que as bactérias Gram-positivas.

No procedimento do método, quando as bactérias Gram-negativas estao em contacto com o
alcool, este remove os lipidos, e consequentemente aumenta a permeabilidade da parede
bacteriana, perdendo-se assim o cristal violeta, o que torna a bactéria descorada. Nas
bactérias Gram-positivas, devido ao seu pobre conteddo em lipidos na parede, na presenca
de alcool desidratam, o que leva a diminuicdo da porosidade das paredes de peptidoglicano

e o cristal violeta mantém-se na parede bacteriana, concedendo coloracéo (66).

A coloragdo de Gram €, portanto, usada como um passo inicial na identificacdo de bactérias.
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IV.3.2 Coloracéo de Ziehl — Neelsen
A coloracdo de Ziehl — Neelsen € utilizada para diferenciar as bactérias alcool-acido-
resistentes das ndo alcool-acido-resistentes em amostras biol6gicas. Este método de

coloracao ajuda na detecéo de bacilos alcool-acido-resistentes em amostras organicas (61).

O que auxilia na diferenciacdo das bactérias alcool-acido-resistentes das outras por este
principio, é a existéncia de uma substancia cerosa denominada &cido micolico que se
encontra na parede bacteriana das alcool-acido-resistentes. O acido micélico torna a parede
bacteriana impermeavel e quando as bactérias sdo coradas, resistem a descoloracdo com

acido-alcool (67).

A coloracao contém fenol que ajuda a solubilizar a parede bacteriana. O calor também é
aplicado durante a coloragéo primaria para aumentar a penetracdo. Todas as células ficardo
coradas com a coloracdo primaria, de seguida é aplicado o acido-alcool que ira descolorar
todas as ndo alcool-acido-resistentes e as outras mantém-se inalteradas. Seguidamente
aplica-se o azul metileno que ird corar as bactérias anteriormente descoloradas, criando o

contraste de coloragdo entre os dois tipos de bactérias (67).

Na observacdo microscopica as bactérias alcool-acido-resistente apresentam-se

avermelhadas e as nado alcool-acido-resistentes apresentam-se azuladas.

Apos esta diferenciacdo e observacao, segue-se a identificacdo da bactéria presente na

amostra.

No departamento de microbiologia clinica do Hospital Dona Estefania, esta técnica é utilizada
para pesquisa de Mycobacterium spp., e Nocardia spp., mas mais especificamente na dete¢éo

de Mycobacterium tuberculosis.

IV.3.3 Exame Cultural
O exame cultural € um dos exames de crescimento microbiano no estudo de microrganismos,

gue engloba bactérias, fungos e alguns parasitas.

Para o exame cultural, utiliza-se um meio de crescimento adequado. Com a ajuda de uma
pinca esterilizada, colhe-se a amostra (pode ser urina, fezes, secrec¢fes etc) e inocula-se no
meio de cultura, processo denominado de sementeira. Apds a sementeira, as culturas sédo
incubadas em estufa, a temperatura, humidade e atmosfera adequada ao crescimento do
agente em questdo. A escolha do meio de crescimento é consoante o agente patogénico de

que se suspeita (61).
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O exame cultural pode ser direto ou a amostra pode sofrer alguma alteragdo, como por

exemplo, diluicdo, antes de ser semeada.

Relativamente aos meios de cultura, estes estao classificados em meios ndo seletivo, seletivo
e diferencial. No primeiro, espera-se o crescimento de todos 0s microrganismos presentes na
amostra inoculada, no segundo cresce apenas um grupo de microrganismos e no ultimo, o
meio mais especifico, espera-se o crescimento de um determinado microrganismo. Os meios
nao seletivo, seletivo e diferencial mais frequentemente usados ao longo do estgio foram a

gelose de sangue, MacConkey e Mannitol Salt Agar, respetivamente (61)(59).

Este exame permite a multiplicacdo dos microrganismos presentes na amostra, o que facilita

a identificacdo do microrganismo em estudo.

Depois do crescimento microbiano, pode ser necessario executar alguma técnica de

isolamento do agente infecioso, para ser identificado.

IV.3.4 Antibiograma

O antibiograma, também conhecido como Teste de Sensibilidade aos Antibiéticos (TSA), tem
como objetivo a determinacdo da sensibilidade a terapéutica antibittica, isto €, avalia a
capacidade que um agente microbiano tem de se multiplicar in vitro quando se encontra em

contacto com determinados farmacos.

Manualmente, esta técnica é realizada numa caixa de Petri contendo meio de cultura sélido
(agar de Mueller Hinton). Colhe-se amostra, faz-se o espalhamento, seguidamente aplicam-
se determinados discos de papel (geralmente 3 a 5 discos por caixa de Petri) com
concentracdes de antibioticos conhecidas e a placa € seguidamente incubada. Durante a
incubacédo o agente difunde-se do disco, criando um gradiente de concentragdo que diminui

com a distancia dos discos (67).

Tendo em conta o tempo de crescimento do microrganismo em estudo € preciso,
posteriormente, verificar se houve ou néo criacdo de halos de inibicdo de crescimento
bacteriano. Caso 0 microrganismo seja resistente a um ou alguns dos discos presentes na
caixa de Petri, 0 halo sera inexistente, em casos de sensibilidade forma-se um halo a volta do
disco, e esse diametro sera medido, pois o tamanho do didmetro é diretamente proporcional

a sensibilidade do antimicrobiano em questéao (59)(61).

Para a classificagdo mais precisa, os resultados do diametro sdo comparados com os valores
de uma escala padrdo, que indica se o0 microrganismo é resistente, intermediério ou sensivel

ao antibiotico. Sensivel significa que o agente microbiano € inibido por uma concentragéo do
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antimicrobiano obtida clinicamente; Resistente significa que os microrganismos ndo sao
inibidos; intermediario significa que consideragbes especiais devem ser seguidas se o

antibidtico for usado (67).

Este método foi bastante usado durante o estagio, auxiliando na identificacéo bacteriana. Com

este teste, o clinico orienta-se com mais confianga em relagdo a indicagéo de terapéutica.

IV.4 Equipamentos

IV.4.1 BacT/ ALERT

O equipamento BacT/ ALERT® tem como um dos produtos a BacT/ ALERT® FN PLUS, sendo
utilizado para isolar e detetar os microrganismos anaerobios e facultativos no sangue e
noutros fluidos orgénicos, normalmente estéreis, retirados de um paciente suspeito de infe¢édo
(68).

Além deste produto de BacT/ALERT®, a BacT/ALERT® FA PLUS também €é usado para

exame qualitativo de microrganismos aerébios numa amostra de sangue (69)

Um dos produtos utilizados do equipamento BacT/ALERT é o BacT/ALERT® PF PLUS,
utilizado para analise qualitativa de microrganismos aerdbios e facultativos numa amostra de

sangue.

O sistema BacT/ALERT® e os frascos de hemocultura, sdo um sistema de detecdo
microbiana, constituido por um meio nutritivo adequado ao crescimento dos microrganismos
frequentemente presentes nas infecdes da corrente sanguinea e outros liquidos biolégicos

normalmente estéreis (68).
O frasco com amostra € inserido no aparelho, onde é incubado entre 5 a 21 dias.

A metodologia processa-se de seguinte modo: para a detecdo de gentes infeciosos no
sangue, este equipamento recorre a um sensor colorimétrico e a reflexdo da luz para
pesquisar a presenca e a producao de CO- diluido no meio de crescimento. A positividade é
associada a presenca de CO dissolvido na cultura de crescimento, pois 0S microrganismos
metabolizam os substratos existentes no meio de cultura, produzindo-se assim o CO,. Na
presenca de CO,, a cor do sensor altera de verde-azulado para amarelo. E em caso de

negatividade da amostra, a cor do sensor mantem-se (68).

A refletancia do frasco é monitorizada e registada pelo aparelho de 10 em 10 minutos (68).
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IV.4.2 PREVI® Isola
O aparelho PREVI Isola é um equipamento revolucionario nos laboratérios de microbiologia
gue utiliza o sistema de placas automatizadas para processamento de sementeira das

amostras.

A analise processa-se do seguinte modo, as amostras séo inseridas no aparelho, o sistema
esta programado para colher uma parte da amostra e fazer o espalhamento no meio de
crescimento adequado a um padrao previamente definido, processo denominado sementeira.
Posteriormente & sementeira realizada na placa de Petri, essas caixas serdo automaticamente
identificadas. ApGs todo esse processo, as amostras sao tiradas do aparelho e conduzidas

para a estufa, e dali ficam o tempo necessario para se dar o crescimento microbiano.

Este sistema oferece um avango em relacdo a sementeira urinaria, pois consegue semear
180 placas/hora, diminuido, assim, o fluxo de trabalho, e aumenta a eficiéncia e a

produtividade, garantindo também um melhor isolamento das colénias (70).

IV.4.3 MINI Vidas®

O equipamento MINI VIDAS® consiste num sistema de imunoensaio automatizado, baseado
nos principios de ensaio de flourescéncia ligado as enzimas (Enzyme-linked Fluorescent
Assay - ELFA). E um aparelho de facil uso, de resultados precisos e analisa até 36 amostras
por hora (71).

O principio de ELFA baseia-se num ensaio imunoenzimatico fluorescente que desenvolve o
método sanduiche em duas fases distintas, e a detecéo da formacgdo dos complexos na fase
final € detetada por fluorescéncia. O complexo antigénio-anticorpo € marcado com uma
imunoglobulina ligada a uma enzima fosfatase alcalina, que reage com um substrato,
originando um composto fluorescente. A emisséo da flourescéncia € diretamente proporcional

a concentragdo do analito em estudo (57).

Este equipamento é de f4cil uso, pois todos as fases da reagcdo de imunoensaio enzimatico
estdo automatizadas, desde pipetar, incubar, lavar e ler. A saida dos resultados é imediata

para a impressora acoplada (71).

No laboratério de microbiologia, durante o estagio, este equipamento foi utilizado para detetar

toxinas.
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IV.4.4 VITEK® 2
O sistema automatico VITEK® 2 € um analisador de antibiogramas ou TSA e também realiza

a identificacdo microbiana, e d& informacdes que auxiliam no cuidado do doente.

Os cartbes de identificacdo de VITEK® 2 e fornecem uma ampla gama de testes. O cartdo
recorre a tecnologia “Advanced Colorimetry” que identifica centenas de espécies bacterianas,
baseado numa base de dados e nas novas cartas de identificac@o colorimétrica de VITEK®
2.

O VITEK® 2 tem incorporado um programa para a validacdo dos exames de resisténcia aos
antibiéticos e a interpretac@o dos resultados, denominado Advanced Expert System (AES).
Este sistema também informa o perfil fenotipico preciso do mecanismo de resisténcia

bacteriana para cada coldnia analisada (72).

IV.4.5 VITEK® MS

O VITEK MS é um equipamento que identifica as bactérias e os fungos a partir de coléniais
presentes num meio de agar. Este sistema tem como principio o método de espectrometria
de massa por ionizacdo/dessorcéo a laser assistida por matriz (MALDI-TOF: Matrix Assisted

Laser Desorption/lonization - Time of Flight).
Durante o estagio este aparelho foi usado para identificacdo bacteriana.

A analise bacteriana inicia-se com a colheita de uma colénia numa placa de agar, e de seguida
é espalhada em um dos poc¢os da lamina de VITEK® MS, um reagente matriz é adicionado
ao mesmo poco e deixa-se secar. Considerando que a solug&o controlo também se encontra

aplicada na lamina, esta é colocada no aparelho VITEK® MS.

No equipamento, a amostra ir4 sofrer muitos disparos de laser no interior do espectrometro
de massa, a solugdo matriz ira vaporizar-se devido a absor¢éo da luz laser, e juntamente com
a amostra irdo adquirir uma carga elétrica no processo de ionizacdo. Os campos elétricos
orientam os i6es para o tubo de vacuo que os separa consoante o tempo de voo e 0 peso

molecular, isto é, as moléculas menores deslocam-se mais rapidamente que as maiores.

Os resultados sé@o apresentados em forma de espectro, exibindo diferentes fragmentos
orilindos das moléculas originais da amostra. O perfil do espectro é comparado com o banco
de dados de espectros que define uma ampla gama de espécies de bactérias. A interpretacédo
dos espectros de amostra fornecera, assim, resultados de identificagdo dos microrganismos,

com um bom nivel de confianca (73).
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V. Sistema de Gestéao de Qualidade (SGQ)

O Sistema de Gestdo de Qualidade (SGQ) baseia-se num conjunto de procedimentos
definidos para controlar uma organizacdo/entidade relativamente a qualidade do
servico/produto oferecido. As inspecdes e 0s controlos realizados no que diz respeito ao SGQ,
englobam a estrutura organizacional, 0s processos e 0s procedimentos, de modo a garantir
um servico de qualidade e fidedigno (74).

Para garantir a precisao e confiabilidade dos testes, este sistema esté organizado em 3 fases:
pré-analitica, analitica e a pds-analitica, por outras palavras, 0 SGQ comeca com a chegada
do paciente ao laboratério até a saida dos resultados. A ocorréncia de um erro numa das
fases pode comprometer o resultado final laboratorial. Para evitar esses resultados

indesejaveis, todas as fases do SGQ tém implementados métodos de detegéo de erros (74).

Portanto, todos os procedimentos associados as 3 etapas do SGQ, devem ser rigorosamente
postos em pratica, de forma a evitar oferecer ao paciente um resultado laboratorial pouco
fidedigno (74).

Para garantir um SGQ nos laboratérios, alguns fatores sdo imprescindiveis no sistema
laboratorial, de forma a garantir a qualidade dos testes. Alguns dos fatores sdo o ambiente
laboratorial, procedimentos de controlo de qualidade, comunicag&do, manuten¢ao de registos,
equipa competente e conhecedora da matéria, reagentes e equipamentos de boa qualidade
(74).

O desenvolvimento dos SGQ deve estar de acordo com as normas ISO. O sistema I1SO
oferece uma variedade de técnicas que auxiliam a otimizar as atividades internas de uma

indastria, empresa ou instituicdo (74).

Nos dias de hoje, os laboratérios decidem implementar o SGQ de modo a produzir resultados
mais fidedignos, ou seja, mais precisos e exatos. A producéo correta dos resultados ajudara
a fazer um real diagnéstico, prognostico, acompanhamento da terapia, uma correta andlise

de evolugéo e prevencgéo das doengas (74).

V.1 Fase Pré - Analitica

A fase pré-analitica € a primeira fase do ciclo SGQ e inicia-se com o pedido do exame, a

preparacdo do paciente, a colheita das amostras biologicas pretendidas, a identificagdo de
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amostras, o transporte das mesmas, a triagem dos produtos e o envio para as respetivas

valéncias laboratoriais, e sé termina quando se inicia a realizacdo dos exames (74).

O laboratério ndo consegue ter controlo a 100% de todos esses procedimentos, pois alguns
dependem da colaboracdo do proprio paciente, principalmente em algumas condicfes que
antecedem a colheita da amostra. Para além dessas condicdes, € impossivel eliminar todos

os erros humanos que podem estar associados aos técnicos de saude (74).
Por esse motivo, passo a indicar alguns dos erros pré-analiticos mais frequentes:

a identificacé@o incorreta do paciente, a identificag@o incorreta das amostras biolégicas ou a
sua ndo identificacéo, preparagéo inadequada dos utentes, colheita de amostras inadequadas
para andlise (como hemdlise, lipemia, quantidade insuficiente e amostra com coagulo), ma
conservacao das amostras, transporte de amostras em condi¢des que as danifiquem e ma

conservacao de reagentes (74).

V.2 Fase Analitica

A fase analitica corresponde a etapa onde a partir de amostras biolégicas se efetuam exames
analiticos, seguindo uma sequéncia de procedimentos com o intuito de obter resultados
numeéricos ou caracteristicas de uma propriedade em estudo. Por outras palavras, a fase
analitica inicia-se com o manejo de diversas amostras organicas nos Varios sistemas

analiticos, e termina quando se recolhe os resultados analiticos (74).

As diversas variaveis analiticas envolvidas na realizagdo de um exame laboratorial devem ser
muito bem controladas para assegurar que 0s resultados sejam precisos e exatos. Para tal,
os laboratérios implementam certos modelos de avaliacdo para analisar a eficacia da gestao
de qualidade através de Controlo de Qualidade Interno (CQI) e Controlo de Qualidade Externo
(CQE). Este, por sua vez, conta com a participacdo de programa de Avaliacdo Externa de
Qualidade (AEQ). O CQI é praticado apenas na fase analitica, enquanto que CQE estende-

se a todas as fases (74).

O CQI é um controlo intralaboratorial, isto é, baseia-se nos exames diarios de uma amostra
controlo, cujos valores analiticos sdo conhecidos, avaliando assim a precisdo. Por outras
palavras, CQIl € um procedimento que estuda a precisdo dos analisadores autométicos, ou
seja, o laboratério clinico deve ter amostras de controlo adequadas a todos os parametros
que executa e deve usa-las sempre que efetuar os respetivos exames, de modo a vigiar a

precisdo dos seus sistemas analiticos (74).
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O CQE é um controlo interlaboratorial, pois o resultado obtido de cada parametro efetuado no
laboratério participante € devidamente comparado com a média de consenso do seu grupo,
definindo assim a exatidéo dos resultados.

Relativamente a AEQ, o ideal é o laboratério estar inscrito nos Programas de AEQ para todos

0s parametros que realiza, de modo a poder aferir a exatiddo dos resultados que produz (74).

Implementando devidamente os programas de SGQ, diminuiu-se o risco de erros na fase
analitica, mas nao os eliminou na totalidade. Os problemas mais comummente encontrados
nos laboratérios de patologia clinica podem-se verificar na gestdo de amostras, no processo
analitico, gestao de reagentes e equipamentos, calibra¢des, calculos e equipa incompetente.
Em caso de erros analiticos, esses devem ser investigados para determinar se o erro €

aleatério ou sistematico (74).

Todos os processos analiticos devem ser documentados de forma detalhada, implementados

e colocados a disposicéo dos responsaveis para realizacao dos diversos exames.

V.3 Fase Pds-analitica

A fase Pés-analitica corresponde a etapa posterior ao exame, que inclui revisdo sistematica,
formatacdo e interpretacdo, realizacdo do relatorio, transmissdo dos resultados,
armazenamento de amostras posterior aos exames e arquivacao dos resultados que serédo

posteriormente utilizados na avaliacdo da auditoria de qualidade (74).

Para ter um 6timo servigo, 0s laboratérios devem garantir sistemas de comunicagdo
informatico adequado, onde se possa verificar os resultados e interpreta-los de acordo com a
histéria clinica, fazer a entrega dos resultados/relatérios de forma eficaz e segura. Também é
importante assegurar a entrega dos resultados atempadamente aos utentes, que, de igual
forma esperam um atendimento satisfatério, tendo em mente o seu conforto e privacidade
(74).

Apesar da implementagdo dos programas de SGQ, continua a verificar-se alguns erros
encontrados nos laboratérios. Alguns destes erros séo dificeis de detetar, sdo eles, engano
na transcricdo dos resultados na realizacdo do relatério, producdo de relatorios ilegiveis e
envio do relatdrio para o local errado, com consequente perda completa do relatério, ou ndo

envio do mesmo (74).

Relativamente aos erros que ocorrem nas trés fases do SGQ, geralmente pode-se afirmar que

o indice de erro é maior na fase pré-analitica (74).
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TERAPEUTICA DA INFECAO POR HIV

l. Introducao

I.1 Historia

A familia Retroviridae é classificada em sete géneros: Gammaretrovirus, Epsilonretrovirus,
Spumavirus, Lentivirus, Betaretrovirus, Alpharetrovirus e Deltaretrovirus. No género Lentivirus
encontram-se espécies como Visna Maedi Virus (VMV), Virus da Anemia Infeciosa Equina
(Equine Infectious Anemia Virus — EIAV) e Virus da imunodeficiéncia humana (Human
Immunodeficiency Virus — HIV). Este ultimo esté dividido em HIV-1 e HIV-2 com base nas

caracteristicas genéticas e diferencas nos antigénios virais (75).

O HIV-1 foi isolado em 1983 e o HIV-2 em 1986 em pacientes com imunodeficiéncia grave. A
doenca causada por este virus é denominada de Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
(SIDA).

O HIV tem a sua origem num virus que infeta 0 macaco, o Virus da Imunodeficiéncia Simia
(Simian Immunodeficiency Virus — SIV), com o qual partilha muitos aspetos [61]. Esta doenca
inicialmente afetou homens jovens, homossexuais, cidaddos haitianos, utilizadores de heroina
e hemofilicos nos Estados Unidos da América. Porém, atualmente, esta patologia ndo atinge
apenas estes grupos, dado que qualquer individuo que tenha estado em contacto com o virus

podera ficar infetado (76).

I.2 Classificacao e Diversidade
O HIV esta dividido em dois tipos HIV-1 e HIV-2, que partilham aproximadamente 40% de
homologia antigénica. O HIV-1 é o mais virulento dos dois e atinge todos os continentes.

Contudo, a maior incidéncia do HIV-2 verifica-se na Africa Ocidental (61).

O HIV caracteriza-se por apresentar alta propensédo a sofrer mutacdes genéticas, criando,
consequentemente, uma elevada diversidade genética. Esta variabilidade proporcionou o
aparecimento de diversos grupos e subtipos, sendo o HIV-1 classificado nos grupos M, O, N
e P. Estes grupos diferem entre eles em cerca de 30% ao nivel das sequéncias no gene gag
e 47% no gene env (61). As infecbes causadas pelo HIV-1 sdo essencialmente provocadas

pelo grupo M.
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Em relacdo ao HIV-2, existem oito grupos categorizados do A ao H, mas sé os grupos Ae B

causam infecdo nos humanos, sendo o0 A, de longe, o mais predominante a nivel mundial (77).

[.3 Estrutura

Os virus da familia Retroviridae tém um formato esférico, apresentando um diametro de,
aproximadamente, 80 a 120 nm. No caso do HIV o didametro é cerca de 100 nm e o invélucro
€ constituido por glicoproteinas virais (pg120 e gp41). No interior do invélucro encontra-se a
capside que contém duas copias semelhantes do genoma de &cido ribonucleico de cadeias
simples (single stranded Ribonucleic Acid — ssRNA) e apresenta polaridade positiva. Os
ssRNA do virus HIV estdo revestidos por nucleocapside. Todas estas estruturas sao
apresentadas na figura 1. A morfologia da capside do virido do HIV é comparavel a um cone.
(61)(76).

A nivel gendémico, o virus HIV codifica trés genes denominados gag, pol e env, que se

encontram nesta ordem no genoma como ilustra
V‘v’.{fo. Nef and p7

a figura 2 (75). Analisando separadamente, o

. . . gp120 .- Protease
gene gag codifica as proteinas da matriz (MA, oy
pl7), da capside (CA, p24) e da nucleocapside o=
gpdt—— Y o

(NC, p7). O gene pol codifica trés proteinas: Temsseme ENQ:‘\‘
protease (PR, p10), transcriptase reversa (TR, T —
p51) e integrase (IN, p32). E por fim, 0 gene env, N
gue codifica as glicoproteinas do involucro

presentes na superficie dos retrovirus,
glicoproteinas da superficie (SU, gpl20) e \:';':.:::

glicoproteinas transmembranares (TM, gp41) (75). Figura 1 - llustracédo da estrutura do HIV (78)

A figura seguinte ilustra a ordem dos principais genes juntamente com as proteinas

reguladores no genoma do HVI-1 e HIV-2.
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Figura 2 — Organizacao genética dos virus HIV-1 e HIV-2 (79).

Para melhor compreensao entre 0s genes, as suas respetivas proteinas codificadas e as
fungBes exercidas, a tabela 1 apresenta um resumo simplificado.
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Tabela 1 - Resumo simplificado dos genes presentes no genoma do HIV-1 e HIV-2, as respetivas proteinas e

funcdes desempenhadas (76)(80).

Genes Proteinas Funcdes
gag Durante a montagem participa no transporte de Gag a
Proteinas da membrana central membrana plasmatica e na incorporacéo das
ou proteina da matriz (MA, p17); glicoproteinas do invoélucro;
Protege o complexo RNA/NC, participa no processo
proteina da capside (CA, p24); da montagem viral, apds a entrada do virus na célula
alvo e na fase inicial do ciclo replicativo;
nucleocapside (NC, p7) Protege 0 RNA
pol Protease (PR, p10); Cliva os precursores proteicos do Gag e Gag-Pol;
Transcriptase reversa (TR, p51); | Responséavel pela transcri¢cdo reversa do RNA viral em
dsDNA;
Integrase (IN, p32)
Responsavel pela integracdo do dsDNA no genoma
celular
env Glicoproteinas da superficie (SU,
gp120); Glicoproteinas Responsaveis pela ligacdo e entrada do virus na célula
transmembranares (TM, gp41) hospedeira
tat Proteina transativadora (Tat, p14) Aumenta a sintese de transcritos de RNA
rev Regulador de splicing de RNA Responsavel pelo processamento e transporte do
(Rev, p13) mRNA em direcdo ao citoplasma
nef fator regulador negativo (Nef, Reduz os niveis de CD4; melhora a incorpora¢éo do
p27) involucro nos virides, estimula as vias de sinalizagao
dos linfécitos T CD4, reduz a expressao de MHC |
vif fator de infetividade viral (Vif, Influencia positivamente a replicagcédo do DNA viral;
p23) inibe a proteina celular Apobec3G
Vpu Proteina viral tnica (Vpu, p16) Degrada o CD4, diminui a expressdo de MHC I;
(HIV-1) essencial na liberagéo das particulas virais
vpr Proteina viral r (Vpr, p15) Mediador do transporte do PIC para o nucleo
hospedeiro; provoca a paragem do ciclo celular na fase
G2
vpx Proteina viral x (Vpx, p15) Responsavel por inibir a agéo para proteina celular
(HIV-2) SAMHD.
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[.4 Transmisséo

A transmissédo do HIV ocorre essencialmente através de contacto sexual, uma vez que o virus
pode estar presente no sémen, sangue e secrec¢des vaginais (61). Além destas causas,
apontam-se uma série de circunstancias que podem levar a transmissao da infecdo, como,
por exemplo, exposicdo ocupacional ou ndo ocupacional a sangue contaminado (incluindo
transfusdes sanguineas), exposicdo a hemoderivados contaminados e transmissao vertical
(ou seja, infecdo transmitida durante o periodo perinatal aos recém-nascidos de maes
seropositivas) (61). Contrariamente a estes modos, a transmissdo do virus ndo se da pelo
togue, contacto casual, abrago, beijo, tosse, espirro, picadas de insetos, agua, alimentos,
piscinas ou sanitarios publicos (61).

Quanto aos grupos de individuos em que a transmisséo do virus ocorre com maior incidéncia,
destacam-se os individuos sexualmente ativos (homossexuais e heterossexuais) que ndo
utiizam métodos contracetivos de barreira, individuos que usam drogas endovenosas,

profissionais de salde e pessoas envolvidas nas praticas de tatuagem (61).

. Ciclo de Replicacéo

O ciclo replicativo dos virus HIV é

classificado em duas fases: a fase :
11. Maturation

Protease, p10
\ 10. Budding
- Gag

el Assembly

inicial e a fase tardia. A fase inicial
comecga com a ligagédo do virus aos

receptores da célula e termina na

integraca ACI

tegracao do acido ‘ ' e
desoxirribonucleico  complementar 2 Reverss Tiae kol ¢ ‘

. . Reverse Transpfiptase, p66, p51 \, 3. Uncoating 8. Translation
(complementary  Deoxyribonucleic ‘ Capsid, p24
Acid — cDNA) viral no genoma da 4. Nuclear Import R B
Capsid, p24 3 RevXPO

célula. Por outro lado, a fase tardia
o 5 _ 5. Integray ription
inicia-se com a expressdo dos Integrask
genes Vvirais e termina com a
libertagdo e maturagdo dos virides.
Estas duas fases estéo ilustradas na
figura 3 (81). Figura 3 — Diversas fases do ciclo replicativo do HIV na célula hospedeira (81).

De seguida estdo descritas as varias fases do ciclo de replicacédo do HIV.
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[I.1 Ligag&o

Esta fase comeca com a ligacdo dos virus a superficie das células alvo.

Sabe-se que a afinidade do complexo das glicoproteinas (gp120 - gp41) do involucro do HIV
para o receptor CD4 é relativamente baixo, principalmente nos casos do primeiro contacto
viral. Por esse motivo, acredita-se na existéncia de outros fatores que induzem a concentracdo
viral na superficie da célula alvo. No caso do HIV, acredita-se que um outro receptor que

contribui para a célula alvo € o sulfato de heparano (81).

Esta descrito que as células dendriticas capturem os viribes nas mucosas e 0s conduzam

para os ganglios linfaticos, levando a uma infecdo mais eficaz dos linfocitos T CD4".

[I.2 Entrada
Depois do processo de ligacdo, os retrovirus recorrem aos receptores especificos
membranares das células alvo através das interagbes com o complexo das glicoproteinas

presentes no involucro viral (81).

O mecanismo de entrada viral comec¢a com a ligacdo da gp120, presente na superficie dos
virus, com o receptor celular CD4 reconhecido pelo complexo glicoproteico. Esta ligacdo
provoca alteracdes conformacionais no CD4 e na gpl20, que permite a ligagdo aos co-
receptores (receptores das quimiocinas, especialmente CXCR4 e CCR5). Com o
recrutamento dos co-receptores, novas alteracbes conformacionais ocorrem nas
glicoproteinas do invélucro. As consecutivas e sequenciais mudangas conformacionais levam
a separacgdo da gpl120 da gp41, e a alteragéo conformacional do gp41 vai permitir a fusédo do

virus com a célula alvo (81).

A efetiva entrada do virus na célula resulta da inser¢éo do péptido de fusdo presente na gp41
na membrana da célula alvo, induzindo a fusdo do invélucro viral com a membrana celular,

com consequente libertacdo da NC no citoplasma celular.

[1.3 Transcricao reversa
A fuséo do inv6lucro viral com a membrana celular resulta na libertacdo da NC do virus para
o citoplasma celular, onde ocorre 0 processo de transcri¢cdo reversa pela proteina TR, que

sintetiza uma molécula de DNA de dupla hélice.

Posteriormente a fusédo, a NC sofre o processo de desmontagem parcial e progressiva, que

resulta em particulas subvirais denominadas complexos de transcricdo reversa (Reverse-
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Transcription Complexes - RTCs) e complexos de pré-integracdo (Pre-Integration Complexes
- PICs) (81).

A definicdo clara do papel destes dois complexos ainda nédo foi possivel, mas no caso do HIV,
0s RTCs estdo associados ao citoesqueleto da célula hospedeira, e acredita-se que resultam
de uma interacdo direta entre as MA e a rede de actina. Em relacéo aos PICs do HIV, pensa-
se que estes englobem a PR, a IN, e TR (81).

Alguns estudos demonstram que certas proteinas influenciam o processo de desmontagem
e/ou a transcrigcdo reversa de retrovirus. No caso do HIV, apontam-se o Nef, o Vif e a proteina
celular ciclofilina. Efetivamente, os virus que ndo tém estas proteinas sdo menos infeciosos

em comparacao com aqueles que as apresentam (81).

[1.4 Integracao
Apos a sintese do DNA de dupla hélice no citoplasma celular, este é transportado através da
membrana nuclear para o nucleo da célula e integrado no genoma da célula hospedeira,

formando o chamado provirus (81).

A conducéo e a integracdo do DNA de cadeia dupla (double stranded DNA - dsDNA) no
genoma celular é da responsabilidade da enzima IN que faz parte do complexo PIC. Deste
modo, a célula hospedeira ficara infetada durante toda a sua vida, e quando sofre a divisdo
celular, o genoma celular seré replicado juntamente com o DNA proviral, resultando na
propagacao da infecdo viral. A propagacdo também pode ocorrer pela infecdo de novas

células (82).

Relativamente aos reservatérios virais, acredita-se que os linfocitos T CD4* constituam o

maior reservatorio.

[I.5 Transcricao

ApOs o processo de integracdo, o DNA proviral ird servir de molde para a transcricdo do DNA
em RNA pela enzima celular DNA polimerase Il. Depois da sintese do RNA, segue-se o
processo de splicing, que modifica 0 RNA em RNA mensageiro (messenger RNA - mRNA)
(82).

A transcricdo do provirus do HIV inicia-se no promotor viral, que inicialmente depende de
fatores de transcricdo celular, tais como o fator nuclear kappa B (fator nuclear kappa B - NF-

kB) e o fator nuclear de células T ativadas (Nuclear factor of activated T-cells — NFAT).
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ApOs a sintese da proteina viral Tat, esta vai aumentar a sintese de transcritos a partir do
DNA proviral, resultando em varios mRNAs codificadores de diversos precursores. Entre estes
precursores encontram-se os ja referidos Gag, Pol e Env, algumas proteinas reguladoras,

como Vif, Vpr, Vpu, Tat, Rev e Nef, e outros RNAs usados como RNA gendémico (82).

[1.6 Tradugdo e Montagem

Como foi dito anteriormente, alguns mMRNAs codificam o Tat, Rev e Nef. A funcdo do Tat passa
pela estimulacdo da transcricao viral e o alongamento na sintese do RNA. O Rev tem a
capacidade de mediar a deslocacdo do RNAs parentais parcialmente processados em direcao
ao citoplasma. Por fim, a proteina Nef confere a célula infetada uma camuflagem de forma a
ndo ser reconhecida pelo sistema imunitario, através da modulacdo negativa de mdultiplos
receptores, tais como CD4 e o complexo major de histocompatibilidade (Major
Histocompatibility Complex - MHC) de classe |. Por outro lado, também confere as células

uma maior capacidade de producéo viral (82).

Relativamente ao processo de montagem, de forma sucinta, os precursores de Gag e Gap-
Pol ligam-se as jangadas lipidicas no foliculo interno da membrana plasmatica. As
glicoproteinas do Env, por sua vez, ligam-se a estrutura montada pela conexao com as MA.
Por fim, a esta plataforma constituida juntam-se duas copias de RNA viral e também sao
recrutadas proteinas Vif, que se distribuem pelas regides de montagem e sdo incorporadas

nas particulas virais.

A concentracdo de proteinas virais e RNA na membrana plasmética, leva a formagédo de

particulas esféricas revestida por involucro derivado da membrana citoplasmética (82).

[1.7 Libertagdo e Maturacao

No processo de libertacdo dos virus para fora da célula, o p6 do Gag e uma proteina celular
Tsgl101 participam no mecanismo de saida do HIV, permitindo que este entre em circulagado
(82).

Estas particulas que entram em circulacéo ainda ndo tém capacidade infeciosa. Durante ou
posteriormente a libertacédo, a PR viral é ativada e cliva as proteinas precursoras Gag e Gag
— Pol nos seus componentes finais maduros. Consequentemente, este processo resulta na
configuracdo das proteinas e reorganizacdo de modo a formar a NC, carregada de eletrdes

internamente, tornando o virus infecioso (82).
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[Il. Sinais e Sintomas

A infecdo por HIV, no inicio, pode ndo se manifestar nos individuos infetados. Porém, em
certos casos manifesta-se através de sintomas inespecificos, tais como erup¢do cutanea,

febre, diarreia, artralgias, mialgias, nduseas, odinofagia, letargia, cefaleias ou torcicolo (61).

Contudo, com a progressdo da infecdo, o individuo poderd entrar numa grande

imunossupressao apresentando o estado da doenca propriamente dita, a SIDA.

A SIDA totalmente desenvolvida ocorre quando a contagem das células T CD4* é inferior a
200/uL. Nesta fase surgem sintomas mais significativos, incluindo perda de peso e diarreia
durante mais de 1 més, aparecimento de outras doencas indicadoras da SIDA, como, sarcoma
de Kaposi, linfoma nao-Hodgkin, linfomas relacionados ao virus Epstein-Barr ou patologias
oportunistas especificas. Dentro destas Ultimas, podemos referir a pneumonia por
Pneumocystis carinii; o Sindrome de Lady Windermere - que consiste numa infecdo por
complexo Mycobacterium avium-intracellulare; a candidiase oral; o toxoplasma cerebral; a
meningite por Criptococcus; a tuberculose; a diarreia provocada por Salmonella,
Campylobacter e, embora raras vezes, também por Cryptosporidium, entre outras situacdes.

Estas séo algumas das doencas definidoras de SIDA (61).

A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) classifica a manifestacdo clinica da infe¢cdo por
HIV/SIDA em 5 fases, em doentes com mais de 15 anos de idade. As 5 fases sao classificadas
em infecdo primaria, estadio clinico I, estadio clinico II, estadio clinico Il e estadio clinico IV
(61). A evolucdo das fases clinicas é demarcada pela gravidade da imunodeficiéncia no
paciente e a manifestagédo progressiva das infecdes e tumores oportunistas em quase todos

0s sistemas organicos (61).

IV. Diagndstico

As técnicas de diagnéstico da infe¢do por HIV passam por dois grandes grupos: os métodos

diretos e os métodos indiretos.

Nos métodos diretos detetam-se particulas virais ou elementos que o constituem. Fazem parte
destes as técnicas de isolamento e cultura viral, a detecdo do antigénio p24, a identificagéo
de RNA gendmico viral por reagdo em cadeia da polimerase por transcri¢céo reversa (Reverse
transcription polymerase chain reaction - RT-PCR) e a dete¢do de DNA proviral por reacdo
em cadeia da polimerase (Reverse transcription polymerase — PCR). Enquanto que, nos

métodos indiretos pesquisam-se anticorpos especificos para antigénios virais (83). So é
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possivel detetar anticorpos quando ocorre a seroconversao que se da a partir da terceira ou
guarta semana de infecao.

Os testes por métodos diretos poderiam ser usados como testes de rastreio, mas, devido ao

elevado custo associado, normalmente recorre-se aos testes por métodos indiretos (83).

O método de imunoensaio enzimatico (Enzyme Immunoassay - EIA), também conhecido
como método de ensaio de imunoabsorcdo enzimética (Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay — ELISA), tem sido melhorado desde que foi desenvolvido, h4 30 anos atrds. Com a
melhoria desta técnica € possivel detetar mais cedo a infe¢édo. Os testes que recorrem a este
método sdo usados como testes de rastreio (84).

Atualmente existem 4 tipos de EIA, classificados em EIAs da primeira geracéo, EIAs da

segunda geracdo, ElAs da terceira geracéo e, por fim, EIAs da quarta geracéo.

As duas primeiras detetam anticorpos IgG contra o HIV; os ElAs da terceira geracdo, que
recorrem ao método EIA sandwich, considerado mais sensivel e especifico, deteta IgG e IgM
contra o HIV. Sabendo que IgM é o primeiro anticorpo produzido apés a infecdo, a

identificacdo deste anticorpo permite encurtar a janela imunolégica.

Por fim, os testes de quarta geracdo, apresentam vantagens adicionais pois, identifica a
infecdo mais cedo que a geragao anterior. Estes testes detetam IgM e 1IgG como também o

antigénio p24 que encurta mais a janela imunolégica (84).

Além das quatro geracdes de EIA, também existem outros testes utilizados como exames de
rastreio: os testes rapidos. Esses testes também recorrem ao método de EIA e apresentam

resultados em menos de 30 minutos.

Atualmente a FDA aprovou a utilizacdo de 6 testes rapidos ilustrados na tabela 2 para a
detecdo do HIV, em que 4 deles podem ser utilizados em locais de atendimento néo clinicos,
uma vez que a amostra pode ser sangue total ou fluido oral, e sdo simples e faceis de realizar
(84).
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Tabela 2 - Caracteristicas de diagndstico dos testes rapidos do HIV aprovados pelo FDA dos Estados Unidos (84).

Assay, by specimen analyzed Sensitivity (95% Cl}  Specificity (95% CI)
Whole blood
OraQuick Advance Rapid HIV-1/2 Antibody Test 99.6 (98.5-99.9) 100 (99.7-100)
Uni-Gold Recombigen HIV test 100 (99.5-100) 99.7 (99.0-100)
Clearview HIV 1/2 Stat-Pak 99.7 (98.9-100) 99.9 (98.6-100)
Clearview Complete HIV 1/2 99.7 (98.9-100) 99.9 (98.6-100)
Serum or plasma
Reveal G3 Rapid HIV-1 Antibody Test 99.8 (99.2-100) 99.9 (98.6-100)
Multispot HV-1/HIV-2 Rapid Test 100 (99.9-100) 99.9 (99.8-100)

As vantagens dos testes rapidos em relacdo aos outros métodos incluem a entrega do
resultado no mesmo dia, o acesso a tratamento mais precocemente, auxiliam em ambientes
com grande volume de trabalho, como nas urgéncias e ajudam em situacdes que requerem
tratamento urgente, como em situacbes de gravidas em trabalho de parto com serologias
desconhecidas (84).

Outro teste também aprovado pela FDA, utilizado para rastreio da infecdo de HIV e
confirmacao de testes rapidos positivos, é o teste de amplificag&o de acidos nucleicos (Nucleic
Acid Amplification Tests - NAAT), que pode detetar o RNA do HIV-1 ap6s 9 dias depois da
transmissao ter ocorrido. Isto é, geralmente o RNA pode ser detetado 1 semana antes da
detecdo do p24 e 12 dias antes de um anticorpo ser detetado nos EIAs de terceira geracgéo.
Com estes dados, conclui-se que o NAAT reduz bastante a janela imunolégica, apresentando-
se assim como a melhor opcéo para a detecdo precoce da infecdo de HIV. Contudo, esta

técnica oferece um custo financeiro elevado aos laboratérios clinicos (84).

Quando o diagnéstico do HIV é feito através de testes que detetam o RNA gendmico, devem
ser realizados testes serologicos de forma a comprovar a ocorréncia do processo de
seroconversao e testes confirmativos como Western blot ou ensaio de imunofluorescéncia
indireta (IFI) (84).

Para compreender melhor qual a altura mais apropriada para realizar os mais variados testes
referidos anteriormente que auxiliam no diagnostico da infe¢éo do HIV é preciso compreender
primeiramente o conceito da janela imunolégica. A nocao da janela imunolégica corresponde
ao periodo compreendido entre o inicio da infecdo e a detec¢do dos anticorpos, por outro lado,
ilustra a evolucado da infecao indicando em cada periodo quais séo os potenciais marcadores

possiveis de detetar como se vé na figura 4 (85).
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Figura 4 — llustra o aparecimento dos diferentes marcadores ao longo das semanas ap0s a infecdo e os
respetivos testes possiveis em cada fase da infecdo (86).

Para finalizar, alguns estudos indicam que a transmissdo do HIV é mais eficaz durante a
infecdo aguda. Deste modo, é de grande importancia fornecer testes capazes de identificar a

infecdo nesta fase, prevenindo, deste modo, a transmissao viral.

Os métodos de detecédo de RNA viral, antigénio p24 e os testes rapidos séo ferramentas que
ajudam na identificacdo da infecdo aguda e na obtencado de resultados eficazes e rapidos,
respetivamente (83)(84).

IV.1 Problemas no Diagndstico da Infeg&o pelo HIV

O diagnéstico precoce da infecdo por HIV € uma das principais ferramentas para prevenir a
transmisséo e propagacdo do virus. Contudo, pode-se encontrar algumas limitagbes na
realizacao do diagnéstico da infecdo por HIV (83).

Um dos problemas séo os falsos negativos. Quando os testes de rastreio para o diagnostico
da infecdo do HIV sdo baseados em métodos indiretos, que detetam anticorpos, o paciente
pode ter uma infecdo aguda e apresentar resultado negativo porque ainda ndo ocorreu a
seroconversao que se da geralmente a partir da terceira semana de infecdo (83). Nesses
casos, é aconselhavel a repeticao dos testes em individuos que tiveram comportamentos que
potencializam a transmissao viral, pois podem-se encontrar no periodo de janela imunolégica
(83).

Os métodos diretos sdo as melhores técnicas para diagndstico da infe¢cdo aguda do HIV,
detetando o DNA proviral, RNA viral e antigénio p24, entre outros (83). O teste de detecdo do
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DNA proviral nas células infetadas sdo usadas para diagnosticar infecdo aguda por HIV de
bebés de maes HIV positivo, antes dos 18 meses. Os exames de detecdo do RNA viral podem
ser realizados ap6s 9 dias (oferecendo uma janela imunolégica bastante reduzida) e

geralmente uma semana antes da presenca de antigénio p24 na corrente sanguinea (83).

Todavia, estes métodos ndo se encontram disponiveis em todos os paises e situagfes, pela
complexidade e o custo associado. Por estes motivos muitos paises recorrem a métodos mais

simples e econémicos, como os testes rapidos e EIA (83).

Uma das situagfes que exige uma interpretacéo cuidadosa € o caso do diagnéstico de infecao
por HIV nos bebés com menos de 18 meses de idade. Normalmente, a mulher gravida
seropositiva pelo HIV passa ao feto os seus anticorpos, assim sendo, todos os recém-
nascidos de mées seropositivas apresentam resultados positivos nos testes de detecéo de
anticorpos. Isto porque estes exames nao tém a capacidade de distinguir os anticorpos
transferidos pela mée seropositiva dos possiveis anticorpos produzidos pelo bebé (83). Por

esse motivo, recorre-se a detecdo do DNA proviral como teste de eleigao.

Outro ponto que pode dificultar o diagnostico da infecdo por HIV sdo os doentes que se
encontram na fase sintomatica inespecifica, pois 0s sintomas nao indicam claramente a
aquisicao da infecao. Caso o paciente comunique ao profissional de saude algum ato de risco

de transmisséo viral, o clinico pode suspeitar da infecdo por HIV.

Para finalizar, mesmo com a existéncia de alguns testes que diminuem o tempo da janela
imunologica, sendo os testes de detecdo do RNA os preferenciais, ainda continua
preocupante o diagndstico da infe¢cdo aguda por HIV. Atualmente ndo existe nenhum modelo
de teste capaz de detetar a infe¢cdo nos primeiros dias da transmisséo e esta deve ser uma

prioridade no campo da investigacdo do HIV (83).

A descoberta precoce da infecdo contribui para a prevencao (evitando futuras transmisses)
e para o inicio de tratamento precoce, evitando chegar a estadios de doenca avancada. Desta
forma é possivel diminuir a morbidade e mortalidade associadas a infecdo por HIV, criando

condi¢Bes do individuo ter uma vida normal ou proximo do normal (83).

V. Terapéutica

A terapéutica do HIV tem como objetivo controlar a infecao e tentar a erradicagédo do virus.
Mas a cura da doenga torna-se dificil de alcancar devido ao pool de linfécitos T CD4* infetados

de forma latente ap0s a infecdo aguda (87).
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Atualmente, a terapia antirretroviral combinada (combination Antiretroviral Therapy - cART)

disponivel e utilizada
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Figura 5 — llustracéo das cinco classes de medicamentos (88).

Por outro lado, uma elevada e duradoura supressdo da virémia plasméatica da espaco a
manutencdo e a preservagdo da funcdo imunoldgica, retarda ou previne a ocorréncia de
mutacdes resistentes aos farmacos e ainda pode diminuir a atividade imunoldgica e a

inflamacao, que contribuem para a leséo de érgaos alvo (87).

Atualmente encontram-se disponiveis no mercado mais de 30 medicamentos antirretrovirais
(Antiretroviral - ARV), que podem ser administrados numa combinagédo de ART ou como
agentes unicos. (89) A tabela 3 apresenta os medicamentos aprovados.

Tabela 3 - Visdo geral dos medicamentos disponiveis para terapia do HIV (89).

Nugcleoside/nucleotid Non-nucleoside reverse Protease inhibitors Integrase inhibitors Entry inhibitors
transcriptase inhibitors transcriptase inhibitors (PRI or PI) (INT)
(NRTI) (NNRTT)
Azidothymidine - Zidovudine (1987)* Nevirapine (1996) Saquinavir (1995) Raltegravir (2007) Enfuvirtide (T20) (2003)
Didanosine (1991) Efavirenz (1998) Indinavir (1996) Elvitegravir (2013) Maraviroc (2007)
Zalcitabine (1992) Delavirdine* (2007) Ritonavir (1996) Dolutegravir (2013)
Stavudine (1994) Etravirine (2008) Nelfinavir (1997)
Lamivudine (1995) Rilpivirine (2011) Lopinavir + Ritonavir (2000)
Abacavir (1998) Atazanavir (2003)
‘Tenofovir (2001) Fosamprenavir (2003)
Emtricitabine (2003) Tripanavir (2005)
Darunavir (2006)

*Year of approval in parentheses.
**Not approved in Germany.

Estes ARV encontram-se classificados em 5 grupos distintos, tendo em conta o local de
atuacao no ciclo de replicacao do virus HIV, e séo eles: os inibidores de entrada (IEs),
inibidores da retrotranscriptase analogos dos nucledsidos ou nucleétidos (NRTIs), inibidores
da retrotranscriptase ndo analogos dos nucleésidos ou nucleétidos (NNRTIs), inibidores da

integrase (INIs) e os inibidores da protease (IPs) como se vé na figura 5 (89).
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V.1 Classes de Farmacos para a Terapéutica Antirretroviral

e Inibidores de entrada/fusdo (IEs)

Resumidamente, a entrada/fusdo do HIV na célula hospedeira passa pela ligacdo das
glicoproteinas gpl120/gp41l do virus com o receptor celular CD4, induzindo mudancas
conformacionais no gpl120 e CD4. Estas alteracdes permitem a ligacdo dos co-receptores
celulares, 0 CCR5 e 0 CXCR4, que induzem outras alterac6es conformacionais, causando a
separacdo da glicoproteina gpl20 da gp4l, permitindo a insercdo do péptido de fusdo
presente na gp4l na membrana celular. Este processo culmina na fusédo do invélucro viral

com a membrana celular (81).

Em geral, o objetivo dos inibidores de entrada/fusédo é impedir a ligacdo do HIV a superficie
da célula alvo, como as células T CD4 ou o processo que leva a fus@o do involucro do virus

com a membrana da célula.

A idealizagdo do desenvolvimento dos inibidores de entrada/fusdo surgiu a partir da
descoberta que a interagdo entre dois dominios homologos da glicoproteina viral gp41 induz
a fuséo, e em caso de mimetizagdo de um dos dominios por uma proteina heterdloga capaz
de se ligar e interromper a interacdo intramoleculares da proteina do virus, impedindo o
processo de fusdo como ilustra a figura 6. Com base nesse principio produziu-se o farmaco

T-20 (enfuvirtida) com grande potencial de agéo antiviral in vivo (90).
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Figura 6 - Mecanismo de acao de inibidores de fusdo (91)

A monoterapia com enfuvirtida diminui a eficiéncia de fusdo do virus, reduz a aptidéo viral,

mas permite o rapido aparecimento de mutantes resistentes.

Além deste mecanismo de inibicdo, também foram desenvolvidas antagonistas da ligacdo ao
co-receptor CCR5, como inibidores de entrada.
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Os antagonistas de CCR5 ligam-se as bolsas hidrofébicas nas hélices transmembranares de
CCR5, ndo se sobrepondo as regides de ligacdo dos agonistas de CCR5 ou do invélucro do
virus HIV-1. Contudo, a ligacdo do farmaco
estabiliza o co-receptor numa conformagéao
gue ndo é reconhecida pelos agonistas ou
pelas glicoproteinas (gpl120/gp4l) do
invélucro do HIV-1 como ilustra a figura 7.
Deste modo, os antagonistas de CCR5 séo

considerados inibidores alostéricos. Em

condigOes ideais, os inibidores das de CCR5

bridging sheet

inibiriam a ligacdo ao invélucro do HIV-1,

mas continuariam a ligar aos receptores da

familia das quimiocinas (90).
Figura 7 — Mecanismo de ac¢éo dos Inibidores fuséo (92)

Atualmente existem apenas trés antagonistas (VCV, Maraviroc e Aplaviroc) que inibem a

replicacdo viral em humanos. Destes, o Unico aprovado pela FDA é o Maraviroc. (90)(93).

Este farmaco tem uma forma diferente de atuar em relacdo aos outros medicamentos uma
vez que interage diretamente com a célula hospedeira e ndo com o virus, como é o caso dos

outros antirretrovirais.

e |nibidores da Retrotranscriptase Analogos dos Nucleésidos ou Nucleétidos

(NRTIs)

Os Nucleotidos Inibidores da Transcriptase Reversa (NRTIs) foram os primeiros farmacos a

serem aprovados pela FDA para terapéutica ARV. O objetivo desta classe de farmacos € inibir

a sintese da cadeia dupla de DNA a partir do RNA viral.

Esta classe de medicamentos é administrada como pro-farmacos, entrando na célula
hospedeira pela fosforilagdo de cinases celulares antes de poderem provocar um efeito
antiviral (90).

A forma de atuacdo dos farmacos desta classe ocorre do seguinte modo: na estrutura dos
NRTIs falta um grupo 3’-hidroxilo no anel da pentose (2’-desoxirribosil) que permite a ligacao
ao nucleostido seguinte, este facto ira impossibilitar a ligagao fosfodiéster 3’- 5’ entre os NRTIs

e 0s nucledtidos trifosfatos de 5 que chegam para serem incorporados na sintese de
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molécula, o que leva a terminacdo da sintese da cadeia de DNA viral como mostra a figura 8
(90).

Human

Nucleotides o ® Nucleoside Reverse

Transcriptase Inhibitors

Reverse Transcriptase

Figura 8 - Mecanismo de agéo de Inibidores da Retrotranscriptase Analogos dos Nucleésidos ou
Nucledtidos (NITRS) (94).

Existem véarios NRTIs, FDA aprovou cerca de oito NRTIs para uso terapéutico,
nomeadamente o abacavir (ABC, Ziagen), a didanosina (ddl, Videx), a emtricitabina (FTC,
Emtriva), a lamivudina (3TC, Epivir), a estavudina (d4T, Zerit), a zalcitabina (ddC, Hivid ), a
zidovudina (AZT, Retrovir) e o fumarato de tenofovir desoproxila (TDF, Viread), um inibidor de
nucleétido de TR (90).

A administragdo destes farmacos também leva ao aparecimento de estirpes de HIV
resistentes a estes medicamentos. Os mecanismos de resisténcia identificados nesta classe
de farmacos podem ser de dois tipos: remoc¢do de NRTI incorporado durante a sintese da
cadeia de DNA pela reacédo pirofosforélise dependente de ATP, que leva ao primeiro
desbloqueio, permitindo a continuacédo da sintese molecular; o outro mecanismo baseia-se
numa maior capacidade de diferenciacao/discriminacdo entre os desoxirribonucleétidos

nativos e os inibidores (90).

As mutacgdes que ocorrem na TR que contrariam as ac¢des dos NRTIs séo classificadas como
mutagdes associadas a nucledétidos (Nucleotide Associated Mutations - NAMs) ou mutacdes
anélogas da timidina (Thymidine Analog Mutations - TAM). As mutac6es TAM induzem a

pirofosfordlise que remove, por exemplo, a AZT e d4T na cadeia em sintese do DNA (90).

As mutacdes que ocorrem na TR associadas a discriminacdo dos nucleotidos nativos dos

inibidores sdo a M184 e a K65R. A primeira geralmente ocorre nos tratamentos com 3TC ou
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FTC, enquanto que, a segunda ocorre associada a terapias com Tenofovir, ddC, ddl, d4T e
ABC (90).

Uma grande parte das mutacfes primarias e secundarias associadas aos farmacos desta
classe, ou combinacBes destes, diminuem a atividade da TR e a replicagdo viral. Alguns
estudos mostram vantagens clinicas relacionadas com a diminuicdo da multiplicacdo de
estirpes resistentes aos NRTIs. Em situagBes de tratamento continuo pode ocorrer

acumulacdo de multiplas mutacdes, promovendo um elevado nivel de resisténcia (90).

¢ |nibidores Da Retrotranscriptase Ndo Analogos Dos Nucledsidos Ou
Nucledtidos (NNRTIS)

Os Inibidores Nao Nucle6tidos da Transcriptase Reversa (NNRTIs) tém o mesmo objetivo que

os NRTIs: inibir a sintese de cadeia dupla de DNA a partir de RNA viral.

A inibicdo ocorre quando os NNRTIs bloqueiam a atividade de TR do HIV-1 pela ligacdo e
inducdo da formacg&do de uma bolsa hidrofébica proximal, sendo que esta ligagdo ndo se
sobrep@e ao local ativo. A ligacdo dos NNRTIs a TR resulta numa mudanca de conformagéo
espacial da regido de ligacdo ao substrato, diminuindo consequentemente a acdo da

polimerase, como ilustra a figura 9 (90).

Inhibitor binds to Viral RNA
reverse transcriptase
and denatures it i i ? ) il?
Enzyme cannot
Non-nucleoside Reverse produce viral DNA

X transcriptase
reverse transcriptase

inhibitor

Figura 9 — Mecanismo de agdo de Inibidores Nao Nucle6tidos da Transcriptase Reversa (INNTRs)
(95).

Contrariamente aos inibidores NRTIs, os farmacos NNRTIs, considerados inibidores néo

competitivos, ndo inibem a atividade da TR de outros lentivirus como o HIV-2 e o SIV.

Existem varios NNRTIs aprovados, nomeadamente a etravirina, a delavirdina, o efavirenz e a

nevirapina; outros encontram-se em desenvolvimento.
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Na toma continua dos NNRTIs alguns virus podem desenvolver resisténcia. O mecanismo de
resisténcia passa pela substituicdo de aminoacidos, nomeadamente L100, K101, K103, E138,
V179, Y181 e Y188 na bolsa de ligacdo a NNRTIs da TR. Por outro lado, também podem
ocorrer padroes complexos de mutagdes resistentes aos NNRTIs. A maioria das mutacdes

dos NNRTIs geram algum nivel de resisténcia cruzada entre os diferentes NNRTIs (90).

¢ Inibidores da Integrase (INIs)
A IN foi a enzima mais recentemente estudada como alvo de novos farmacos. De momento,
foi aprovado pelo FDA, o raltegravir (RAL), elvitegravir e dolutegravir; alguns farmacos

encontram-se em estado de desenvolvimento clinico (90).

Posteriormente ao processo de entrada do DNA na membrana nuclear, a enzima IN transfere
as cadeias para o nlcleo através da membrana nuclear. Em geral, os INIs em

desenvolvimento tém como alvo a reagéo de transferéncia das cadeias de DNA (90).

O mecanismo de acdo dos INIs passa pela ligacdo do INI ao complexo IN - DNA viral e

interagdo com dois cofatores de magnésio metalico essenciais no local ativo da IN e do DNA.

Desta forma, todos os INIs sdo constituidos por dois elementos essenciais: um farmacéforo
capaz de se ligar ao metal e recrutar o magnésio no local ativo, e um grupo hidrofébico que
se liga ao DNA viral e a enzima do complexo. Com isto, pode-se afirmar que os INIs séo o
anico grupo dos ARV que interage com dois componentes importantes do virus, a enzima IN
e o DNA viral (90). Este mecanismo de inibicdo é apresentado na figura 10.

Integrase binds to viral DNA } e T ™
& catalytical processes 3 ends PIC “Degradation or
) \ recombination and rex
1&2LTR
L3RS circles
‘ L Integrase joins viral Raltegravir blocks
and cellular DNA strand transfer

Integration

l

*Gap repair/ligation

Note: *cellular functions

Figura 10 — Mecanismo de acédo de Inibidores da Integrase (96).
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Como nédo foge a regra, foram descritas mutagdes de resisténcia aos INIs. Curiosamente
guase todas ocorrem no local ativo da IN préximo aos aminoacidos que coordenam o0s
cofatores de ibes magnésio. Deste modo, essas mutacdes irdo provocar na enzima IN efeitos
deletérios/destrutivos e consequentemente diminui¢cdo da replicacéo viral no que diz respeito

aos efeitos associados no DNA viral (90).

Alguns estudos clinicos mostram que a resisténcia ao RAL esta relacionada a trés vias
independentes ou conjunto de muta¢des nos genes da enzima IN, conhecidas como mutacdes
primarias ou de assinatura, e sédo elas: Y143, N155 ou Q148 (90). Normalmente as mutacdes

primarias ocorrem associadas as muta¢des secundarias especificas.

No caso de resisténcia cruzada significativa entre os INIs, esta é quase sempre independentes
dos conjuntos de mutac¢des primaria/secundaria.

e Inibidores da Protease (IPs)

A enzima PR do HIV tem como fungéo a clivagem dos precursores da poliproteina viral Gag

e Gag-Pol no decurso da maturacao viral.

Os Inibidores da Protease (IPs) séo responsaveis pelo bloqueio da montagem/maturacéo de
novas particulas do HIV.

O mecanismo de acdo da classe dos IPs passa pela ligacdo dos mesmos ao local ativo da
protease, impedindo que este clive 0s precursores proteicos em proteinas maduras e

funcionais, como os precursores Gag e Gag-Pol. Este mecanismo € apresentado na figura 11.

——
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Figura 11 — Mecanismo de acéo de Inibidores de Protease (97).
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Alguns IPs estdo aprovados para o tratamento da infecdo do HIV/SIDA, nomeadamente
amprenavir (APV, Agenerase), atazanavir (ATZ, Reyataz), darunavir (TMC114, Prezista),
fosamprenavir (Lexiva), indinavir (IDV, Crixivan), lopinavir (LPV), nelfinavir. (NFV, Viracept),

ritonavir (RTV, Norvir), saquinavir (SQV, Fortovase / Invirase) e tipranavir (TPV, Aptivus) (90).

Como a PR é codificada por um gene pequeno, esperava-se que a probabilidade de
aparecimento de resisténcias aos IPs fosse minima. No entanto, a taxa de polimorfismo
nesses genes é elevada, constatados em 49 dos 99 coddes e mais de 20 substituicoes
conhecidas relacionadas a resisténcia. O aparecimento da resisténcia aos IPs provavelmente

é devido ao acumular gradual das mutac¢des primarias e secundarias ou compensatorias (90).

Os IPs também apresentam resisténcia cruzada entre eles. Tendo em conta que os IPs tém
estruturas quimicas relativamente semelhante, as resisténcias aos IPs associadas as
mutacgdes primarias ocorrem geralmente proximo do local ativo da enzima, na zona de ligacao

do substrato/inibidor. Essas mutages provocam efeitos deletérios na multiplicativa (90).

Para além das mutagbes primarias nos genes da PR, as mutacdes secundarias ou
compensatdrias ndo ocorrem no local ativo da PR. N&o apresentam um efeito sobre a
conformagdo da enzima, mas em conjunto com as mutagfes primarias melhoram a
capacidade de replicacdo do virus. Para além destas duas formas de escape aos efeitos
farmacoldgicos, o virus também seleciona as mutac6es nos principais locais de clivagem dos
precursores das poliproteinas Gag e Gag-Pol que restauram o processamento da proteina e

aumentam a producao da propria PR do HIV-1 (90).

V.2 Terapéutica Antirretroviral

e Quando deve ser iniciada

Como é de conhecimento geral, a ART oferece inUmeras vantagens clinicas a pacientes com
HIV/SIDA. Mas a tomada da decisdo em iniciar a ART requer uma avaliagdo global da
situacgdo, principalmente uma analise cuidadosa acerca dos potenciais riscos e 0s possiveis

beneficios associado ao tratamento (98).

A priore sabe-se que o tratamento oferece multiplos beneficios aos individuos infetados pelo
HIV/SIDA, devido a supressao da replicacéo viral. Consequentemente tera efeitos na melhoria
do estado da func&o imunolégica, como o aumento quantitativo das células CD4. A supressao
da replicacao viral também diminui a morbilidade e a mortalidade associadas a SIDA, diminui

a probabilidade de aparecimento de outras doencas como patologias renais, cardiacas,
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hepaticas e tumores ndo associados a SIDA, e ainda em alguns casos o individuo pode voltar

a ter uma qualidade de vida préxima do normal (98).

As orientacfes sugeridas desde as primeiras guidelines indicam que qualquer adulto infetado
por HIV que apresenta certos sintomas, tais como febre inexplicavel, perda de peso, diarreia,
deve comecar o quanto antes a ART, porque na fase sintomatica estes pacientes tém uma
grande probabilidade de desenvolver complicacdes e patologias tradicionalmente associadas
a SIDA. De igual modo, individuos que apresentam contagem celular CD4 < 200 células/ul
devem iniciar o ART para toda a vida, uma vez que ir& promover a diminuicdo da morbidade

e mortalidade associada a doencga (98).

No entanto, a discussdo do momento ideal para se iniciar o ART em pacientes adultos
assintomaticos com o numero de contagem de células CD4 acima de 200 células/ul ainda nao
esta claramente definido. Atualmente, as guidelines aconselham a iniciar o ART em condi¢des
de anadlise quantitativa de células CD4 < 350 células/ul. No entanto, algumas pesquisas
recentes de como melhorar o tratamento iniciar a ART com contagem de CD4 até 500
células/pl (98).

O grupo NA-ACCORD recentemente publicou um estudo onde defendia o tratamento precoce
com ART com contagem celular de CD4 acima de 350 células/pl, mostrando efeitos positivos

na diminuicdo da mortalidade.

De igual modo, as guidelines sugerem ponderar iniciar o tratamento precoce com ART em
doentes com comorbilidades (duas ou mais doengas em simultdneo na mesma pessoa) e

elevado risco de evolugéo da doenga.

Ultimamente tem havido uma maior preocupacao com certos fatores de risco ndo associados
a SIDA, como é o caso dos fatores de risco cardiovascular. Estes fatores podem ser

equacionados no momento de iniciar o tratamento com ART (98).

Estudos recentes concluiram que o tratamento imediato com ART nos individuos infetados e
sem contagem de células CD4 é capaz de diminuir drasticamente a propagacéo do virus HIV,
uma vez que reduz o fluxo de transmissao viral. A Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
acredita que este plano poderia erradicar a nivel mundial a infecéo pelo HIV/SIDA em 50 anos
(98).

Atualmente ndo existe nenhum padréo que determine claramente o momento ideal para iniciar
a ART em adultos assintomaticos com contagem de células CD4 a partir de 350 células/pl. A

tomada de decisdo de quando iniciar a terapéutica ainda € subjetiva para cada doente, requer
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um esclarecimento sobre o assunto por parte do paciente, a sua motivacdo e compromisso

sério com o tratamento (98).

Relativamente a situacbes em que 0 paciente apresenta infecBes oportunistas agudas
associadas a SIDA, contrario as situacdes abordadas anteriormente, a questao “quando iniciar
o tratamento com ART?” gera outras perguntas como “Sera que a ART deve ser iniciada no
momento do tratamento da infecdo oportunista ou a ART deve ser adiada até que a infecéo

oportunista aguda seja tratada?”.

Atualmente, as guidelines sugerem que o tratamento com ART deve ser iniciada
precocemente enquanto o tratamento da infecdo oportunista aguda se encontra em curso,

desde que n&o haja contra-indicacéo clinica absoluta para fazé-lo (98).

Estudos recentes mostram que ART em simultdneo com o tratamento para a infecdo
oportunista reduz cerca de 50% de mortes quando comparado com situa¢cdes em que se
iniciou o ART ap0s o tratamento da infecdo oportunista. Portanto, estes resultados foram
associados a maior producdo de células CD4, o que melhora a resposta imunolégica e
consequentemente diminui o surgimento de complicagfes adicionais e/ou morte relacionada

a imunodeficiéncia avangada (98).

e Com que ART se deve iniciar

O regime de tratamento menos complexo, téxico e dispendioso é o regime ideal para iniciar a
ART em todos os estadios da infe¢éo.

Nos Ultimos 25 anos foram desenvolvidos cerca de 30 medicamentos ARV diferenciados em

classes distintas.

Contudo, mesmo com estes multiplos farmacos desenvolvidos, as guidelines orientam de
forma simples e direta a selecdo dos farmacos para a ART de primeira linha. Geralmente, a
sugestdo de tratamento preferencial para a primeira linha, no caso de adulto infetado pelo
HIV, as guidelines sugerem dois NRTIs com um IP potencializado com ritonavir ou um NNRTI
(98).

O aconselhamento de IPs potencializados com ritonavir deve-se a grande metabolizacdo dos
IPs pelo sistema P450, e na presenca de ritonavir esta metabolizacdo diminui, permitindo
niveis plasmaticos mais elevados de IP. Desta forma pode-se dizer que o ritonavir é

essencialmente usado em doses baixas pois potencializa a agdo dos IPs (99).
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O ato da selecdo da melhor combinacdo dos farmacos para a ART € acompanhado com
algumas questdes, tais como: a resisténcia transmitida, esquema da dosagem, capacidade
de tolerancia, condi¢Bes patolégicas como problemas cardiovasculares, doenca renal, co-
infecbes (exemplo: a hepatite B e C), analise prévia do perfil de toxicidade do regime da ART
a longo prazo. Tendo em conta todos estes pontos, uma grande parte dos médicos optam
pelo regime de dose fixa composto por efavirenze (EFV), tenofovir (TDF) e emtricitabina
(FTC), considerado um regime Unico, com boa tolerancia, bastante eficaz com uma toma
diaria, de nome comercial: Atripla (98).

Todavia, existem varios esquemas de IPs potencializados, principalmente em casos de
resisténcia aos NNRTIs, como se verifica na gravidez. Alguns IPs potencializados

recomendados podem fazer parte de um regime juntamente com o TDF/FTC.

O farmaco mais recentemente apresentado e que se pode juntar a terapéutica de primeira
linha para combinar com o TDF/FTC pertence ao grupo dos INIs, e é denominado RAL
como ilustra a tabela 4 (98).

Tabela 4 - llustra a insercéo do raltegravir como uma nova escolha de primeira linha. Um componente da coluna

A e um componente da coluna B devem ser selecionados, para a formagéo do regime de tratamento (98).

Column & [NMETT cr Pl or RAL) Calwmn B { Dual-NHETE )

Prefernsd components ]

ATVr (00,
_— DRV (DL S

KBTI ERY FPVIr (BID), TOF + FTC
LV (D or BIDY)
RAL

Altsrnatives L]

ATV FDV+3TC

NNETI WP RV ABC +3TC [if HLA-B*5701 negative]
FPVr (D) ddl +{FTC or 3TC)

ST

Neste sentido, para a criagdo de um regime terapéutico, os médicos escolhem entre um IP
potencializado ou um NNRTI ou um INI em combinagcdo com a dose fixa de TDF/FTC. A
criacdo de regimes com base nesta férmula é devida a maior toxicidade relacionada as outras
combinacfes, como é o caso dos analogos da timidina — AZT e estavudina (D4T), que
deixaram de ser a primeira escolha no que diz respeito ao tratamento da primeira linha, devido
a inducado das complicacdes metabdlicas relacionadas ao uso a longo prazo. De igual forma,
as guidelines ndo apoiam o uso de IPs ndo potencializados com ritonavir, ou a utilizacéo de
combinagbes com “triple nuc”, tais como abacavir/lamivudina/zidovudina, os quais pela falta
de poténcia antiviral, ndo seriam eficazes para o tratamento. Combina¢cdes como

didesoxiinosina (ddl)-TDF também ndo sédo recomendadas pela aparente toxicidade (98).

Em relacdo ao tratamento ideal de certas populacdes, como é 0 caso das criancas,

adolescentes e gravidas, esses podem ter alguns pontos que diferem dos adultos.
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No caso do tratamento das criangas infetadas pelo HIV, normalmente as recomendacoes de
ART sdo similares as dos adultos infetados pelo HIV. Criangas infetadas com mais de 3 anos
de idade é recomendado o tratamento com a nevirapina, como a primeira opgdo para a ART
de primeira linha, enquanto que em criancas infetadas com menos de 3 anos de idade é
aconselhavel o efavirenze combinado com dois NRTIs, para o tratamento baseado nos IPs, o
LPV/r com dois NRTIs, é o preferido (98).

No caso dos adolescentes as recomendacdes geralmente sdo iguais as dos adultos.

Por fim, nas mulheres gravidas, as guidelines recomendam o tratamento imediato,
independentemente do niumero das células CD4, de modo a minimizar o risco de transmissao
vertical. Deste modo, ainda é aconselhado o AZT, um farmaco da classe dos NRTIs, como
tratamento preferido, devido ao seu efeito na diminuicdo da transmissdo vertical em

monoterapia (98).

e (Quando mudar e o que mudar

Geralmente, passado algum tempo, é normal ocorrerem mudangas na ART devido a
problemas viroldgicos, como desafios de adesdo (por exemplo, por efeitos colaterais
medicamentosos) ou intolerancia (resisténcia pré-existente aos medicamentos) e toxicidades
(98)(99). Geralmente é considerada falha terapéutica quando ha concentracdes plasmaticas
persistentes de RNA do HIV depois de 16 a 24 semanas de tratamento (99). Neste contexto
surge a possibilidade de mudanca do regime de primeira linha para o regime de segunda
linha, e as vezes ainda ocorrem complicacdes que levam a alteracdo para um regime de

terceira linha (99).

Para criacdo do regime de segunda linha, dada a grande diversidade de farmacos, os médicos
devem criar uma combinacdo de ART totalmente ativo com a capacidade de suprimir o virus
do HIV no plasma para menos de 50 cdpias/ml na maioria dos pacientes, incluindo aqueles
em que o virus ganhou resisténcia a multiplos farmacos. Este momento de ouro no tratamento

viral provavelmente ndo ira manter-se por muito tempo (98).

Na alteracé@o do regime dos ARV néo é aconselhavel a interrupgéo de farmacos unicos. Estes
devem ser interrompidos apenas em casos de estabilizacdo de supresséo da carga viral ideal,
ou seja, quando a carga viral no plasma é inferior a 50 cépias/ml. Estas alteracdes séo
normalmente feitas de forma a minimizar a toxicidade ou problemas de tolerancia e deve-se

acompanhar por uma monitorizagéo cautelosa (98).
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Nos casos de falhas no tratamento de ART, para prosseguir com a criagdo de novo regime no
cenério de falha virologica, € aconselhavel fazer um teste de resisténcia aos farmacos e
padrdes de adesdo do doente de forma a garantir as necessidades do individuo. Para além
destes dois pontos, € necessario estudar todo o histdrico terapéutico de ART acompanhado

com os exames de resisténcia passados (98).

A construcdo de um regime novo totalmente ativo no contexto de falha virolégica deve ser
constituida por mais de dois farmacos ativos e menos de trés medicamentos ativos em quase
todos os pacientes. Em geral, recomenda-se um regime que contém um medicamento

parcialmente ativo, de forma a garantir o sucesso de tratamento virolégico a longo prazo (98).

Os farmacos mais recentemente disponiveis e que podem fazer parte da constru¢cao do novo
regime de medicamentos ativos sdo o RAL (INI), o maraviroc (inibidor do CCR5) e os farmacos

de nova geracado como etravirina, darunavir e tipranavir (98).

Para além das falhas virolégicas, também podem ocorrer falhas no sistema imunolégico.
Estas sdo reconhecidas quando a restauracdo das células CD4 é ineficaz para a adequada
protecdo do paciente contra a morbilidade associada ou ndo a SIDA. Deste modo, é
considerado um resultado imunoldgico perfeito para proteger o individuo quando as

concentracdes das células CD4 sao superiores a 500 células/ml (99).

Observa-se a falha imunoldgica quando o inicio de tratamento ocorre num estadio bastante
avancado da doencga e em pacientes com idade avancada. A resolugéo da falha imunologica
tem sido um desafio para os médicos e atualmente é um dos pontos de investigacdo clinica
(99).

V.3 Efeitos Colaterais do Tratamento da Infecdo pelo HIV/SIDA
e Toxicidade dos ARV

Sao claramente indiscutiveis os beneficios oferecidos pelo tratamento moderno da infecao

pelo HIV. Como abordado anteriormente, existe atualmente uma imensiddo de medicamentos

disponiveis para a ART.

Os regimes desenvolvidos ajudam na supresséo da carga viral, de forma a proporcionar ao
individuo infetado uma qualidade de vida normal ou proxima do normal (99). Contudo, os
farmacos mais utilizados nos regimes de tratamento sdo notavelmente tolerados e seguros,

embora todos tenham uma certa taxa de efeitos colaterais, ou seja, efeitos de toxicidade.

Os mecanismos responsaveis pela maioria dos efeitos colaterais presentes numa grande

parte dos doentes infetados pelo HIV/SIDA ainda estéo por esclarecer. Como exemplos de
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efeitos colaterais observa-se perda de gordura periférica (lipoatrofia) e acumulagéo de gordura
central (lipohipertrofia). Estes efeitos podem estar na origem do atraso de tratamento de ART
OU mesmo na supressédo da ART (99).

e Tipos de toxicidades associadas a farmacos ARV de primeira, seqgunda e

terceira linha
Como ja foi dito anteriormente, as cinco classes dos farmacos que podem constituir os
regimes de tratamento causam efeitos téxicos nos doentes em tratamento de ART pela
infecdo do HIV/SIDA.

Prossegue-se a descricdo dos principais efeitos toxicos causados em cada classe.

Em relagéo a toxicidade causada pelos inibidores de fusdo, a enfuvirtida € um farmaco de
elevado custo, pouco tolerado pela necessidade de toma de inje¢es duas vezes ao dia, que
normalmente causa reagdes subcutdneas dolorosas. Geralmente, este medicamento é
recomendado na auséncia de outras alternativas (99). Dos inibidores do CCR5, o maraviroc
€ um farmaco recentemente desenvolvido, que tem boa tolerancia e ndo apresenta toxicidade
a curto prazo e nem a longo prazo, até ao momento. No que diz respeito ao mecanismo de
acao deste farmaco, ao contrario dos outros medicamentos, este liga-se diretamente a célula
hospedeira, podendo posteriormente causar maiores riscos a longo prazo, potencialmente
graves [16].

Relativamente ao grupo dos NRTIs, os farmacos mais usados sdo o tenofovir, 0 abacavir e a
estavudina, que também ndo fogem a regra da toxicidade. O tenofovir é capaz de provocar
efeitos tGxicos no sistema renal e potencializar osteopenia. O abacavir € um farmaco que pode
aumentar o risco de problemas cardiovasculares e também esta fortemente relacionado a
complicacdes de hipersensibilidade grave em doentes que séo positivos para HLA-B*5701.
No caso dos andlogos da timidina, como a estavudina, eram considerados totalmente
benignos, mas atualmente sabe-se que podem causar efeitos colaterais, muitos deles

irreversiveis, como é o caso da lipoatrofia (99).

No caso dos NNRTIs, o efavirenze é um agente que causa malformacdes congénitas, ou seja,
é teratogénico. Por este motivo, ndo é recomendado a mulheres gravidas ou a mulheres em
idade fértil. Além desse efeito toxicogénico, também provoca efeitos colaterais a curto prazo
no Sistema Nervoso Central (SNC). A nevirapina é um farmaco bastante usado em todo
mundo devido ao seu baixo custo e pode causar hepatotoxicidade substancial e complicactes
de hipersensibilidade. Geralmente, observam-se as rea¢fes de hipersensibilidade nas

primeiras semanas do tratamento. Também € de notar efeitos tdxicos da nevirapina quando
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administrada a pacientes que comegam o tratamento com nimero elevado de células CD4. O
mecanismo responséavel ainda ndo é claro. Deste modo, ndo é recomendado em mulheres
com contagem de CD4 acima de 250 células/ul e homens com contagem de células CD4

superior a 400 células/pl (99).

No caso dos INIs, o0 RAL ndo apresenta quaisquer efeitos téxicos a curto prazo nem a longo

prazo. E um farmaco considerado seguro e tem boa tolerancia.

Em relacdo aos IPs, os seus efeitos colaterais sdo essencialmente o aumento de
concentragdes lipidicas no plasma, o que aumenta o risco de doencas cardiovasculares. Por
outro lado, uma grande parte dos IPs tem interacbes medicamentosas clinicamente
relevantes, principalmente quando estdo associados a doses baixas de ritonavir, provocando
o0 aumento da concentracao do IP em questdo. Geralmente, os efeitos toxicos oriundos dos
IPs provocam disturbios gastrointestinais. O atazanavir, um IP, tem como efeitos colaterais o
aumento da concentragdo da bilirrubina plasmética ndo conjugada e por vezes provoca

ictericia reversivel (99).

Atualmente, os efeitos téxicos desconhecidos a longo prazo sdo um dos argumentos contra o

inicio do tratamento precoce.

V.4 Dificuldade no Tratamento

No que diz respeito as dificuldades encontradas no tratamento de ART pode-se enumerar as
principais causas: custo do tratamento, resisténcia viral aos medicamentos administrados,
toxicidade causada pelos farmacos que compdem os regimes de tratamento e muitas vezes

a falta de compromisso do doente em seguir o tratamento de forma adequada e continua (99).

e Custo do tratamento

Relativamente ao custo, este € um fator limitante no acesso ao tratamento contra a infecao
pelo HIV/SIDA, principalmente nos paises carentes de recursos. Atualmente este fator

também tem preocupado alguns paises ricos em recursos (99).

A nivel mundial, uma grande parte dos individuos infetados com HIV n&o tém acesso continuo
ao tratamento. Os projetos a nivel internacional que dao acesso a farmacos ARV nos paises
com recursos financeiros mais limitados, atingem apenas uma parte da populacao infetada e
atualmente esses projetos internacionais estdo ameacados pela crise econémica e pelos

ajustes das novas politicas (99).
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Normalmente, as solu¢des encontradas nas regides com menos recursos € a administracao
de farmacos menos dispendioso, como a zidovudina, estavudina e a nevirapina. Esses
medicamentos estéo associados a baixo custo mas normalmente n&o fazem parte da primeira
opcdo recomendada nas guidelines, ou seja, ndo sdo agentes preferencialmente

recomendados nos paises ricos em recursos, devido aos seus potenciais efeitos toxicos (99).

Nos paises mais afortunados, como os EUA, normalmente o tratamento € financiado pelo
Estado e o custo da terapia é calculado por volta dos $12.000 anuais, por individuo. A
preocupacdo aparente nessas regides € a capacidade de o pais fornecer o tratamento
individualmente e de forma continua a todos os pacientes que dele precisam. Atualmente, a
lista de espera tem crescido e por outro lado, a economia do pais pode nédo ter capacidade

para providenciar tratamento adequado a todos os que dele necessitam (99).

O que pode atenuar o custo do programa de tratamento seria a substituicdo dos farmacos
originais por medicamentos genéricos, como é o caso da lamivudina genérica e do saquinavir
genérico. Por outro lado, os efeitos secundarios dos medicamento genéricos ndo sao

conhecidos (99).

e Resisténcia viral aos medicamentos

Muitas vezes é possivel estabelecer uma associacdo entre a resisténcias aos farmacos e a
mé ades&o a terapéutica. E esperada uma ades&o estrita de forma a ser atingida e mantida a
supressdo viral. Mesmo com boa adesdo a terapéutica, a administragdo de certos
medicamentos pode causar desenvolvimento de resisténcias a esses medicamentos a curto
prazo. Estes sdo considerados farmacos com baixa barreira genética. Esse desenvolvimento
rapido pode ser observado em alguns farmacos mais populares que constituem o regime da
primeira linha, como a lamivudina, a emtricitabina, a nevirapina e o efavirenze. Outros
farmacos, como os IPs, sdo considerados farmacos com alta barreira genética, pois acredita-
se que as resisténcias s6 aparecem a longo prazo. Por outro lado, pensa-se que esses

inibidores sejam mais tolerantes em termos de ma adesao (99).

Com tudo isso, pode-se dizer que alguns farmacos sdo mais suscetiveis a desenvolver
resisténcia que outros, nomeadamente por mecanismos de mutagdo genética, troca de
tropismo (uso CXCR4 em vez de CCR5 para a entrada do virus), maior afinidade pelo co-
receptor CCR5 e diminuicdo do MPI devido aos virus resistentes que desenvolvem a

capacidade de se ligarem a forma modificada do CCR5.

Em geral, as condi¢des que favorecem a formacéo de estirpes resistentes sdo: ma terapéutica

com 0s mais variados farmacos, a ma adesao a terapéutica com tomas descontinuadas ou
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autossuspensfes, a toxicidade dos farmacos que muitas vezes leva a suspensao do
tratamento, a limitada poténcia do regime de tratamento selecionado, mecanismos de ma
difusdo através da membrana que diminui a concentracdo intracelular do farmaco, entre

outras.

O desenvolvimento da resisténcia € um dos fatores que leva a interrup¢do do tratamento
devido a falha virolégica, dificultando assim o tratamento continuo do individuo infetado.
Portanto, a implementacdo de medidas para retardar o desenvolvimento de farmacos

resistentes do HIV s&o uma prioridade (99).

e Toxicidade e a ma adesao ao tratamento

Como ja foi mencionado, a toxicidade originada pelos farmacos € uma das grandes limitacdes
no tratamento da populagdo com infecdo do HIV. Infelizmente, a maioria dos farmacos que
compdem os regimes de tratamento tém efeitos toxicos a longo prazo, o que contribui para o
surgimento de complicacdes patolégicas, ndo promovendo a recuperacdo do sistema
imunitario, diminuindo a qualidade de vida do paciente e encurta a esperanca média de
vida(99).

Muita das vezes, os pacientes param a ART, o que complica o proprio tratamento. As razdes
gue levam os pacientes a terem essas atitudes, grande parte das vezes, é devido aos efeitos

colaterais originados pelo tratamento e a mudanca de rotina (99).

VI. Prevencao e Profilaxia

Uma das principais formas de prevenir a infecdo pelo HIV é apostar na educacgdo da
comunidade, informar acerca dos modos de transmissdo e as possiveis medidas de
prevencdo da transmisséo viral, disponibilizar os testes de diagnéstico de HIV e acesso ao

tratamento adequado, de forma a evitar futuras transmissoes (100).

As medidas de prevencéo passam pelo maior acesso aos servigos de prevencao, tais como
a profilaxia pré-exposicdo oral e a pos-exposicao oral, pratica de sexo seguro, com 0 uso de
preservativo; evitar o uso de agulhas reutilizadas entre os toxicodependentes de drogas
endovenosas;(101) analise de sangue dos potenciais dadores e a contraindicacdo de
amamentacao de criancas de maes seropositivas. Contudo, a detecao precoce de individuos
infetados é 0 método de prevencdo mais efetivo, evitando que 0os mesmos se tornem

potenciais transmissores do virus.
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No entanto, a utilizagdo da profilaxia com ARV é o método mais eficiente para prevenir a
transmisséo vertical do HIV da mée infetada para o filho, o que consequentemente reduz a

percentagem de criancas infetadas (61).

Nos paises desenvolvidos, em condicdes fisioldgicas de gravidez, recorre-se a terapia
antirretroviral altamente ativa (highly active antiretroviral therapy - HAART). Esta terapéutica
usa um regime de medicamentos que reduzem a viabilidade de escolher clones de virus
portadores de diversas mutacdes genéticas e oferecer resisténcia ao regime combinado de
trés ARV (90). Este tratamento € combinado com um parto por cesariana, o que leva a
diminuicéo da taxa de transmissao para valores inferiores a 1%. Na prética, houve uma quase
erradicacdo da transmissao vertical do HIV. Nos paises em desenvolvimento esta em vigor a
utilizacdo de programas de tratamento profilaticos compostos por nevirapina, com ou sem
zidovudina, administrados durante um periodo ndo prolongado [45]. Nesses casos, a
percentagem de transmisséo perinatal do HIV varia entre os 5-7%, dependendo dos paises e

do regime aplicado.

As praticas mais recentemente implementadas nas medidas de prevencdo sédo a profilaxia

pré-exposicao oral (PrEP) e a pos-exposicéao oral (PEP).

VI.1 Profilaxia Pré-exposicédo Oral

A nivel mundial, mesmo com as medidas tomadas para a preven¢do do HIV, a transmisséo
desse virus continua a verificar-se e mesmo a aumentar. Desta forma, foi necessario
implementar novas estratégias de prevencdo: profilaxia pré-exposicdo (Pre-Exposure

Prophylaxis - PrEP) e a profilaxia pés-exposicdo (Post-Exposure Prophylaxis - PEP) (100).

A PrEP foi aprovada pelo FDA em 2012 e é constituida por uma combinagédo Unica de doses
fixas de TDF (300mg) e de emtricitabina (200mg). Este esquema é utilizado em individuos
com elevado risco de aquisicdo do HIV, englobando os homens homossexuais e
heterossexuais, mulheres que tém diversos parceiros sexuais sem prevencao e individuos

gue utilizam drogas endovenosas (100).

Atualmente existem dois ensaios clinicos da PrEP, a TDF/emtricitabina e a FTT/emtricitabina.
A TDF/emtricitabina é administrada uma vez ao dia, durante o tempo em que o doente estiver

em risco de adquirir a infec&o viral (100).

Antes de iniciar as administracBes de PrEP é essencial descartar a possibilidade de ter
ocorrido previamente a infe¢cdo pelo HIV, porque a toma de PrEP em casos de infecéo leva

ao desenvolvimento de resisténcia a emtricitabina num curto espaco de tempo, o0 que
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futuramente poderia criar certas limitacées no desenvolvimento dos regimes de tratamento

para o paciente em questédo (100).

A TDF/emtricitabina, devido a toxicidade causada nos nefréonios, ndo é indicada em individuos

com uma clearence da creatinina inferior a 60 ml/min.

O outro ensaio clinico, o FTT/emtricitabina da PrEP, esta diretamente associado a adesédo do
utente.

Certos estudos mostram que nos individuos assiduos na toma diaria de PrEP com o
TDF/emtricitabina houve uma diminuicdo da transmissdo viral para 86% nos homens
homossexuais e para 75% nos homens heterossexuais e mulheres, em compara¢cdo com o
grupo controlo onde foi administrado placebo (substancias neutras) correspondentes. Nos
homens homossexuais com boa adesao a PrEP, fazendo corretamente as tomas diarias, nao
se verificou nenhum caso de infecdo pelo HIV (100).

Estudos clinicos tém vindo a demonstrar a seguranca e eficacia da PrEP com os
medicamentos TDF/emtricitabina. No entanto, a prescricdo da PrEP tem sido indicada

somente para grupos considerados de risco (100).

Como é de notar, séo indiscutiveis os beneficios e a eficacia da PrEP na prevengéo da infecao
do HIV. Todavia, este tratamento apresenta alguns efeitos adversos, como problemas a nivel
da fungéo renal e 6ssea. Entre esses destacam-se o Sindrome de Fanconi ou acidose tubular
renal tipo 1V, a osteopenia e a osteoporose. Os efeitos colaterais do tratamento da PrEP com
TDF/emtricitabina nas gravidas ainda ndo estdo bem esclarecidos, mas se a mulher gravida
se encontrar num risco elevado, os beneficios da prevencéo da infe¢do pelo HIV parecem

compensar 0s riscos nessa situagéo (100).

Relativamente ao risco de desenvolvimento de resisténcias ao uso de TDF/emtricitabina,
observa-se em doentes com infecdo aguda pelo HIV que apresentaram resultados falsos
negativos nos testes de triagem para a detecdo de anticorpos de HIV. Devido a este facto, é
recomendado aos médicos um rastreio cuidadoso a todos os utentes com suspeita da infegéo
aguda pelo HIV, antes da prescricdo para iniciar a PrEP com a TDF/emtricitabina. Pacientes
com uma histéria de contactos sexuais recentes, e alguns sintomas de infecdo aguda pelo
HIV, como a febre, a erupgéo cuténea, a faringite e a linfadenopatia, recomenda-se o0 exame
de RT - PCR quantitativo do HIV para avaliar a infe¢cdo aguda. Também se pode fazer o teste
da quarta geracado para o diagnostico de infe¢cdo aguda pelo HIV antes da prescricdo médica
para iniciar a PrEP com TDF/emtricitabina. Conhecendo o tempo de janela que impossibilita
a detecdo de RNA viral, anticorpos e Ag24, nos primeiros 10 dias ap6s o contagio pode-se ter

resultados falsos negativos. Nessas situacdes aconselha-se a repeticdo dos testes antes da
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prescricdo para a PrEP. Em casos de falsos negativos, o pré-tratamento com o
TDF/emtricitabina pode levar a aquisicdo de resisténcia aos dois ou a um desses farmacos,
diminuindo as op¢des de escolha de medicamentos que possam fazer parte dos regimes de
tratamento (100).

Atualmente existe uma preocupacdo no que diz respeito ao desenvolvimento de novas
estratégias de PrEP. Ensaios com um anel intravaginal que contém dapivirina, pertencente a
classe dos NNRTIs, reduziu a infecdo do HIV em mulheres africanas comparativamente aos

placebos. Este método ainda se encontra em estudo (100).

O cabotegravir € um inibidor de transferéncia da cadeia de IN de acdo prolongada, um produto
injetavel, seguro e bem tolerado. De momento também se encontra em avaliagdo em pessoas
transsexuais e mulheres africanas, onde é quantificada a dosagem de 8 em 8 semanas apés

a toma inicial (100).

Outro método de prevencdo que se encontra em estudo recorre ao uso de anticorpos
monoclonais amplamente neutralizantes (bNAbs), ou seja, € uma forma de imunoprofilaxia.
Esses anticorpos neutralizantes tém a capacidade de impedir a replicacéo viral de mais de
uma estirpe de HIV-1. O VRCO1 é um anticorpo monoclonal amplamente neutralizante,
injetavel, seguro e bem tolerado depois de muitas administragdes intravenosas. De momento

encontra-se em testes (100).

Atualmente estuda-se ainda a possibilidade da utilizagdo de antirretrovirais transdérmicos
implementados para a prevencgéo da infecdo do HIV, como regimes de quimioprofilaxia em

gque a toma seria a cada poucos meses.

VI.2 Profilaxia P6s-exposic¢éo Oral
A profilaxia pés-exposicao (post-exposure prophylaxis - PEP) é uma medida de prevencgéo
que utiliza os farmacos ARV durante um curto espaco de tempo para diminuir o risco de

aquisicao da infecao pelo HIV apdés a exposicao (102).

A publicacdo da guideline da OMS em 2014 recomenda a utilizagdo da PEP em situa¢des em
gue o individuo esteve vulneravel a exposi¢cdes que oferecem um grande risco de transmisséo
do HIV. Este tratamento é aconselhavel preferencialmente dentro de 72 horas apos a situacéo
de risco (102).

Certas exposi¢fes podem levar a necessidade de prescrever o PEP, como o contato por

picada ou corte, por exemplo com o sangue, saliva que contenha sangue, leite materno,
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secrec¢Oes genitais, liquidos cefalorraquidiano, amniético, peritoneal, sinovial, pericardico ou

pleural, pratica sexual, entre outros (102).

Contrariamente a estas exposi¢cdes, outras ndo levam a prescricdo da PEP, tais como,
pacientes HIV positivo comprovado, lagrimas sem conter sangue, saliva sem conter sangue,

urina e suor (102).

Nestas situagOes, o utente deve ser informado sobre a limitacdo e o risco de futuras
exposicoes. Normalmente ndo € requerido o teste de HIV, mas pode-se fazer em caso de
pedido pela pessoa exposta (102).

Relativamente a prescricdo da PEP pela OMS, o regime de tratamento € composto por dois

farmacos, considerado eficaz, mas séo preferiveis trés medicamentos (102).

No caso dos adultos e adolescentes é recomendado o regime com TDF/3TC (ou FTC) como
primeira linha. Para a composigédo de um regime de PEP com trés medicamentos, o LPV/r ou
o ATVIr séo os farmacos de eleicdo. Como alternativas a esses dois farmacos existem o RAL,
DRV/r ou EFV (102).

As recomendacdes da OMS no que diz respeito a prescricdo de PEP nas crian¢cas com idade
superior a 10 anos, passa pela prescricdo de AZT/3TC como regime preferencial, e como
regimes alternativos tem-se ABC/3TC ou TDF/3TC (ou FTC).Nestes casos, para a formacao
de regimes de 3 medicamentos estédo disponiveis o LPV/r como primeira op¢ao, as opcdes
alterativas encontra-se entre ATV / r, RAL, DRV, EFV e NVP (102).

VIl. Novos Medicamentos e Novo Tratamento

O surgimento de estirpes resistentes a um ou multiplos farmacos de primeira linha durante o
tratamento de ART da infe¢&o pelo HIV tem criado grandes preocupagdes, principalmente no
gue toca aos pacientes com resisténcia multi-classe. Estes doentes sdo mais dificeis de tratar
e construir um regime terapéutico eficaz, devido as limitadas op¢des, levando muitas vezes a

utilizacdo de medicamentos que ndo fazem parte da recomendacao da terapéutica inicial (87).

Estes motivos, acoplados a toxicidade associada a muitos farmacos existentes, incentivam ao

desenvolvimento de novos medicamentos.

VII.1 Novos Medicamentos
Atualmente encontram-se alguns medicamentos em desenvolvimento utilizando mecanismos

relativamente diferentes dos farmacos existentes.
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Pertencente a classe dos NNRTIs encontra-se em estudo um novo farmaco, a doravirina. Este
apresenta um étimo perfil, pois mantém-se ativo contra o virus com mutacées K103N e Y181C
as quais conferem resisténcia a outros farmacos desta classe. Da categoria NRTIs, estéd em
desenvolvimento o cabotegravir, quimicamente associado ao dolutegravir (DTG) com uma
atividade promissora. Outro medicamento pertencente a esta classe € 0 GS-9883, o qual esta

a ser testado clinicamente em combinacdo com o novo tenofovir — TAF e FTC (87).

Além destes farmacos, também estdo sob desenvolvimento dois inibidores de maturacéo, o
BMS-955176 e o GSK2838232. O mecanismo de acdo destes inibidores de maturacao é
diferente dos mecanismos dos IPs. Ambos pertencem a classe dos inibidores de maturagéo
de segunda geracdo. O primeiro apresenta-se como um promissor farmaco ativo para
variantes de HIV com polimorfismo na poliproteina do Gag. O segundo inibidor de maturacao

€ ativo sobre isolados de HIV resistentes ao bevirimat (87).

Os bNADbs estdo em estudo como farmacos com acdo antiretroviral e tém como alvo o
invélucro viral. De momento dois anticorpos, o0 3BNC117 e o VRCO01, mostram ser capazes

de suprimir a replicagéo do HIV em multiplos pacientes (87).

Atualmente, estes sao alguns exemplos de farmacos em estudos. Em geral, os novos
farmacos em desenvolvimento apresentam potenciais melhorias em termos de eficacia e de

tolerancia em relacéo aos farmacos existentes.

VII.2 Futuras dire¢cdes de tratamento do HIV
Para o sucesso da terapéutica contra o HIV a longo prazo é imprescindivel uma eficacia
duradoura, segura e toleravel. Uma das apostas para futuras direc6es de tratamento do HIV

€ a simplicidade dos regimes ART (87).

De momento encontram-se em desenvolvimento dois farmacos de Short Tandem Repeat
(STRs), o DTG/RPV e 0 3TC/DTG, desafiando o paradigma dos regimes constituidos por dois
NRTIs e um terceiro medicamento. Um estudo envolvendo o 3TC/DTG mostra resultados
promissores apds 24 semanas de tratamento em pacientes que nunca fizeram tratamento

com farmacos ARV.

O darunavir € um NRTI que esta estudos juntamento com a combinacdo de DTG/cobicistat
(NCT02499978 e NCT02486133) (87).

Embora os testes revelem resultados promissores em 24 semanas de tratamento ou mais, é
importante avaliar a durabilidade a longo prazo da supresséo viral sem aparecimento de

resisténcia aos regimes de dois medicamentos (87).
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Os novos farmacos em desenvolvimento encontram-se em diferentes estadios de ensaios
clinicos. Se forem aprovados, serdo uma mais valia no que diz respeito a ampliacdo de
opcdes de tratamento, principalmente em pacientes com resisténcia a multi-classes de

farmacos (87).

Esta evolugcdo, no que toca ao desenvolvimento de novos modelos de tratamento, ira
acompanhar a emergéncia de farmacos ARV genéricos. Todos esses avancos serao

imprescindiveis para alcancar as metas ambiciosas implementadas a nivel mundial (87).

Concomitantemente as inovacdes da ART, também estdo em curso estudos de possiveis
abordagens/estratégias que procuram alcancar a cura. Grande parte dessas pesquisas
encontram-se numa fase inicial de ensaios clinicos, sendo ainda necessario um compromisso

sistematico de longo prazo para avaliar os seus potenciais terapéuticos (87).

VIIl. Possibilidade da cura

S&o inegaveis os beneficios e o sucesso do tratamento com ART nos pacientes com infecao
por HIV. Todavia esses regimes de tratamento estao associados a diversos efeitos colaterais,
dependentes de uma 6tima adeséo ao longo da vida, a um elevado custo, a incapacidade de
fornecer de forma continua o respetivo tratamento e o surgimento de resisténcias aos
farmacos com consequente falha terapéutica. Tornam-se assim prioritarios estudos em busca
da cura definitiva do HIV/SIDA.

Algumas abordagens de cura do HIV-1 tém estado em estudo. S&o eles a modificagcdo de
células hospedeiras para resistir ao HIV-1, engenharia de células T para eliminar células
infetadas pelo HIV, bNAbs do HIV-1, vacinagao terapéutica e a estratégia de “chutar e matar”,
ou seja, expor o HIV-1 latente com agentes de reversdo de laténcia (latency reversing agents
- LRAS) e matar as células expostas através de fungdes efetoras imunoldgicas. Atualmente
esta Ultima estratégia tem sido a mais explorada e pesquisada, e restam duvidas se as LRAs
séo capazes de esgotar 0s reservatorios virais in vivo ou se 0s LRAs existentes atualmente

sdo seguras para 0 uso na pratica clinica (103).
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Figura 12 — As trés abordagens idealizadas para alcancar a cura (103)

VIII.1 Cura da erradicacao

Relativamente as trés estratégias que tém em vista a cura para o HIV, a cura por erradicacao
s6 tem um exemplo: Timothy Ray, o paciente de Berlim. Este baseia-se na substituicdo do
sistema imunoldgico infetado, através de um transplante alogénico de células estaminais
hematopoéticas, por um sistema imunoldgico resistente ao HIV-1. Este sistema é constituido
por linfocitos que apresentam uma mutacdo de 32 pares de bases em homozigotia no gene
gue codifica para o co-receptor CCR5 devido a uma mutag¢éo no gene CCR5D32 homozigotico
das células do doador. Em situacdes de transplante quase completo do sistema imunolégico
do individuo receptor, a erradicacao viral ndo € garantida. Este modelo de cura tem limitacdes
na sua abordagem, como o alto risco de morbidade e mortalidade, pelo ato de transplante
alogénico (103). Por outro lado, ndo € uma garantia de cura pois podem existir estirpes que

nao precisem do CCR5 para infetar as células.

Devido a estas limitacdes, acredita-se que talvez seja mais segura e eficaz a cura pelas outras

duas estratégias, a cura funcional e a hibrida.

VIII.2 Cura funcional

A cura funcional tem varios modelos de estratégia. Uma delas € a alteracdo do genoma
humano nas células T CD4" aut6logas ou nas células estaminais hematopoiéticas autélogas,
através de endonucleases, a fim de eliminar o gene do CCRS5, inibindo a entrada do HIV
através da eliminacdo do co-receptor principal. As limitacdes associadas a esta teoria séo as

seguintes: ndo se sabe se é possivel a modificacdo de uma quantidade suficiente de células
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alvo e se no futuro ndo podera surgir um virus com tropismo para CXCR4 ao longo do tempo
(103).

Outra abordagem para a cura funcional é investir na resposta imunitaria, projetando o
aparecimento do receptor de antigénio quimérico nos linfécitos T citotoxicos efetores contra
epitopos de HIV-1 no MHC-I ou invélucro de HIV-1 na superficie celular. O desafio aparente
desta estratégia € se existe um namero suficiente de células T modificadas com o receptor de

antigénio quimérico que possam ser direcionadas a epitopos de HIV-1 invariantes (103).

Uma estratégia para a cura funcional pode ser a utilizacdo de uma infusdo passiva de um
anticorpo monoclonal amplamente neutralizante, ou um conjunto deles. Atualmente testa-se

a capacidade deste modelo em diminuir a quantidade de reservatérios in vivo.

A abordagem da modulagédo da imunidade mediada por células T também pode controlar a
replicagdo viral na auséncia de ART. Os controladores de elite podem controlar a replicacao
viral em situagdes de auséncia de ART, muitas vezes através de alelos HLA favoraveis e
respostas de células T CD8" altamente eficazes. Esta estratégia no cenario de uma infecédo
latente estabelecida em humanos é atualmente incerta (103).

A estratégia de cura funcional denominada VISCONTI é uma abordagem que apresenta
capacidade de controlo duravel da virémia depois do inicio da ART precoce na auséncia de
alelos favoraveis de controladores de elite. Ainda sdo desconhecidos mecanismos de controlo

imunoldgico desta abordagem (103).

VIII.3 Cura Hibrida
Relativamente a ultima estratégia, a cura hibrida, esta tem dois grandes objetivos: reduzir o
reservatorio viral e aumentar o controlo imunolégico do reservatorio residual na auséncia da

ART. Esta estratégia denomina-se “choque e morte” ou “chutar e matar” (103).

Nesta abordagem reduz-se o reservatorio através da reativagdo farmacolégica de provirus
latentes (choque/chutar) com LRAs, resultando na morte de células infetadas (morte/matar)
pela depuracdo imunitaria ou efeitos citostaticos das proteinas expressas pelo HIV-1 na célula
hospedeira (103).

Os ensaios clinicos de LRAs do HIV-1 melhor estudados s&o os inibidores da desacetilase
das histonas (histone deacetylase inhibitors - HDACI), tais como o vorinostat, panobinostat e

romidepsin.
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Os estudos com vorinostat demonstram a capacidade que este farmaco tem em aumentar a
expressao do RNA do HIV-1 da célula hospedeira, apesar de este efeito ndo ser consistente

depois de algumas doses repetidas e sem aumento em simultaneo da virémia (103).

Os ensaios de panobinostat e romidepsin demostraram o aumento da expressdo do RNA do
HIV-1 das células hospedeiras, e simultaneamente observa-se o aumento relativo da virémia
plasmética. Entre algumas limitacdes € importante destacar a incapacidade dos métodos que
gquantificam o RNA do HIV-1 no plasma (Transcription-Mediated Amplification - TMA e
AmpliPrep/TagMan) em distinguir o RNA viral associado ao virido do DNA do HIV-1 no plasma
que resulta da citotoxicidade da HDACIi (103).

Contudo, estudos provaram que os HDACi podem apresentar efeitos colaterais a longo prazo

a nivel da expressao genética in vivo.
Além de ensaios in vivo, também foram realizadas avaliagbes ex vivo de novos LRAs.

As Ultimas pesquisas em ex vivo analisaram conjuntos de inibidores de proteina quinase C
(Protein kinase C — PKC), ou inibidores BRD4 (dominio-bromo que contém 4 proteinas) com
os HDAC.I. Os resultados obtidos por esses estudos demostraram que os agonistas de PKC
isolados sé@o normalmente os LRAs com mais potencial. Pensa-se que este facto resulta da
ativacao parcial de células T por via PKC (103). Alguns estudos indicam que a transcri¢cdo do
genoma do HIV-1 pode ser modulada pelas LRAs como HDACI, PKC ou BRD4. Uma das
questdes importantes levantadas neste contexto é se esses compostos, isoladamente ou em
combinacéo, serdo seguros o suficiente para uso em pacientes com HIV positivo que tém a

virémia suprimida pela ART (103).

Em relacdo aos LRAs restam duvidas se sao capazes de reduzir o reservatorio em ex vivo.
Acredita-se que uma estratégia para a cura funcional passa pela diminuicdo do tamanho e
diversidade do reservatorio, seguida do aumento da resposta imune para epitopos virais
conservados. Esta abordagem poderia ser conhecida como uma estratégia de "chutar, matar
e conter" (103).

Pesquisas associadas a mudancgas de tamanho do reservatorio e investigacdo do controlo por
mecanismos do sistema imunoldgico irdo revelar se esta estratégia podera ser o novo

caminho para alcancar a cura do HIV-1.

IX. Conclusao

Atualmente, como ainda ndo se alcancou a cura, a boa adeséo ao tratamento de ART e o

combate aos efeitos toxicos tardios dos farmacos sdo a melhor op¢ao para os doentes com
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infecdo pelo HIV. Isto porque o tratamento visa a supressao viral prolongada, reduzindo assim
a morbilidade e mortalidade permitindo que o paciente tenha uma vida normal ou proximo do
normal. Por outro lado, o tratamento diminui a propagacdo da doenca, prevenindo a
transmissdao viral, tendo consequéncias positivas no que diz respeito a expanséo da epidemia
global (87)(99).

Contudo, os esforcos feitos, no que diz respeito ao desenvolvimento dos novos farmacos de
forma atornar o tratamento mais eficaz, os estudos das varias abordagens de cura ndo devem
ser poupados, seréo necessarias pesquisas e um compromisso sistematico para avaliar os
verdadeiros poténcias terapéuticos. Mas estes esforgos precisardo ser apoiados pelos lideres

politicos para que a epidemia seja verdadeiramente controlada.

NOTA: Trabalho feito de acordo com o novo acordo autogréafico.
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