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Resumo

Este documento apresenta-se dividido em duas partes: Relatorio de estagio e monografia.

O relatério de estagio apresenta as atividades realizadas, durante o periodo de estagio, e 0s
conhecimentos adquiridos nesse mesmo periodo. Sendo descrito as atividades desenvolvidas nas
diversas valéncias laboratoriais: Fase Pré-Analitica, Bioquimica Clinica, Hematologia e Fase P6s-
Analitica.

A monografia consiste na revisdo literaria baseada no tema: “Patogénese, diagnostico e
monitorizagdo das infe¢des por HBV™. Este virus é atualmente considerado um grave problema de
saude publica. Sendo estimado pela Organizacdo Mundial de Saude que em 2017 cerca de 270
milhdes de pessoas estavam infetadas cronicamente e que 800 mil morrem anualmente por cirrose
e carcinoma hepatocelular. Esta monografia tem como objetivo aprofundar e reunir conhecimentos
que permitam melhor compreender os diversos mecanismos de ac¢do do virus da Hepatite B e a
respetiva resposta do sistema imune do hospedeiro nas diferentes fases conhecidas das infecoes e
enumerar os diversos testes disponiveis para o diagnostico e a monitorizagdo da progressao das
infecoes.

Palavras-chave: HBV; Patogenese; HCC; Diagnostico; Monitorizacéo
Abstract

This document is presented in two distinct parts: The internship report, and the monograph.

The internship report presents the activities that were carried out throughout the internship and
the knowledge acquired in that same period. All the activities performed in the different laboratory
phases (pre-analytical, clinical biochemistry, hematology and post-analytical) are described.

The monograph consists of a literature review about the theme: “Pathogenesis, diagnosis and
monitorization of HBV infections”. Nowadays, Hepatitis B virus is considered a major public
health issue. In 2017, the World Health Organization estimated that about 270 million people were
chronically infected with HBV. 800 thousand deaths annually due to cirrhosis and hepatocellular
carcinoma complications. This monograph aims to deepen and to gather knowledge, so that it is
possible to better understand the diverse viral mechanisms and the corresponding immune
responses, along the different infection stages, and to enumerate the various tests available to
diagnose and monitor the progression of the infections.

Keywords: HBV; Pathogenesis; HCC; Diagnostic; Monitoring
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HBsAg - Antigénio de superficie do virus da Hepatite B

HBYV - Virus da hepatite B, do inglés “Hepatitis B Virus”

HCC - Carcinoma Hepatocelular, do inglés “Hepatocellular Carcinoma”

HCV - Virus da Hepatite C, do inglés ““ Hepatitis C Virus”

HDL - Lipoproteina de elevada densidade, do inglés “High Density Lipoprotein”
HIV - Virus da Imunodeficiéncia Humana, do inglés “ Human Immunodeficiency Virus”
HLA - Antigénio Leucocitario Humano

IDL - Lipoproteina de densidade intermédia, do inglés “Interediate Density Lipoprotein”
iDNA - DNA do HBV integrado

IFN - Interferdo

IL - Interleucina

INR - Relacdo Internacional Normalizada, do inglés "International Normalized Relation”
IRF - Factores de Regulacéo de Interferdo, do inglés “Interferon Regulation Factors”
ISG - Genes Estimulados por Interferdo, do inglés “ Interferon-Stimulated Genes”
ISTs - Infe¢bes Sexualmente Transmissiveis

JAK - recetor do tipo JANUS

JNK - cinases de N-terminal Jun

KC - célula de Kupffer

LCR - Liquido Cefalorraquidiano

LDL - Lipoproteina de baixa densidade, do inglés “Low Density Lipoprotein”

LPS - Lipopolissacarideo

LSEC - células endoteliais sinusoidais do figado

MAPK - Proteinas Cinases ativadas por mitogénio

MAVS - Proteina mitocondrial de sinalizacdo antiviral

MDA-5 - Gene associado a diferenciacdo do melanoma

MHC - Complexo de Histocompatibilidade

MPO - Mieloperoxidase

mRNA - Acido Ribonucleico mensageiro

NF-kB - Factor nuclear kappa B

NK - células Natural Killer

11



Relatério de Estagio | 2024

NLR - recetor do tipo NOD

NTCP - Polipeptido cotransportador de taurocolato de sodio
OMS - Organizagdo Mundial da Satde

ORF - Open Reading Frame

PAMPS - Padrdes moleculares associados a patogenos
PD-1 - Proteina de morte celular programada 1
PD-L1 - Ligando de morte programada 1

PEG - Polietilenoglicol

PFAs - Proteinas de Fase Aguda

pPgRNA - &cido ribonucleico pré-genomico

PSA - Antigénio Especifico da Prostata

PT - Proteinas Totais

PTH - Hormona da Paratiroide

PTOG - Prova de Toler&ncia a Glucose Oral
rcDNA - DNA circular relaxado

RE - Reticulo Endoplasmatico

RIG-I - Gene induzido por &cido retinoico

RLR - recetor do tipo RIG-I

RNA - Acido Ribonucleico

ROS - Espécies Reativas de Oxigénio

SIDA - Sindrome da Imunodeficiéncia adquirida
ssRNA - Acido Ribonucleico de cadeia tnica
STAT - Tranductor de sinal e activador de proteinas de transcricdo
STING - Estimulador de Genes de Interferdo

Tc - Linfdcito T citotoxico

TCR - recetor das células T

TDG - Tolerancia Diminuida a Glucose

Tth - Linfocitos T helper foliculares

TGB - Globulina de Ligacéo a Tiroxina

TGF - Factor de Transformagao do Crescimento
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Descricao do estagio

O presente estagio, e o seu respectivo relatério no &mbito do Mestrado em Analises Clinicas,
realizou-se no laboratério central de Lisboa do grupo SynlabHealth I, sempre com supervisao da
Dra. Anabela Cunha.

O objetivo do mesmo seria 0 seguimento e integracdo das equipas das diferentes areas, onde o
estagio decorreria, tentando realizar as tarefas diarias das mesmas, sempre com o intuito de poder
aplicar e aprofundar os conhecimentos tedricos adquiridos durante o curso.

Iniciou-se o estagio em Fevereiro de 2023 e concluiu-se em Julho do mesmo ano, tendo tido
uma duracdo de 785 horas na sua totalidade, repartidas respectivamente pelas valéncias da Preé-
analitica, Bioquimica, Microbiologia e Hematologia.

Neste relatorio sdo exploradas com maior detalhe as valéncias de Bioquimica, Hematologia e
Pre-Analitica, focando-se na descrigdo dos diferentes aparelhos em funcionamento nas diferentes
areas do laboratdrio, fundamentos tedricos dos ensaios mais importantes e mais praticados nas

mesmas, diferentes tipos de amostras, etc.
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Pré-analitica

A prética laboratorial na &rea das analises clinicas baseia-se em trés fases, fase pré-analitica,
analitica e pds-analitica. Estas estdo intimamente interligadas e que, devido a esta interagdo tdo
interdependente umas com outras, necessitam igualmente de especial atencdo a varios niveis, de
forma a controlar e minimizar os possiveis erros em cada uma delas. Até recentemente, s as duas
ultimas fases eram valorizadas, com protocolos estandardizados rigidos e recomendacdes de boas
préticas, tendo sido atribuidos a maioria dos erros a fase analitica.l?

No entanto, nos Ultimos anos varios estudos acabaram por reconhecer que a fase pré-analitica
pode ser responsavel por até cerca de 70% de todos 0s erros na area, sendo mesmo considerada a
fase mais complicada de se regular e monitorizar, por ser a fase menos automatizada. Assim, 0s
erros mais comuns sdo pedidos incorretos de analises, erros na identificacao, recolha e transporte
das amostras, tanto como na conservagio.?

Para além disto, muitos outros factores como a idade, sexo, horas da colheita, estado fisiologico
do paciente (gravidez, menstruacao), etc, ttm um papel importante nas possiveis alteracdes e erros
que acabam por ser detetados mais tarde nas fases analitica e pos-analitica. Factores estes que
podem e devem ser controlados com uma boa preparacdo do doente antes da colheita e fazendo um
questionario de forma a poder-se recolher informac6es que possam ter interesse a nivel das fases
seguintes.®

No laboratério de andlises clinicas
SYNLAB, Praca de Espanha, todas as
amostras iniciam o seu percurso pela sec¢do
da Triagem (Figura 1). Primeiramente as
amostras chegam ao laboratorio em caixas de
transporte, sdo rececionadas, dando-se entrada

no sistema pelo cédigo que as identifica e

medindo-se a sua temperatura interna ,
(amostras refrigeradas devem apresentar-se Figura 1 - Seccdo da Triagem
com temperaturas entre 5-15 °C e amostras de microbiologia entre 20-30 °C). Seguidamente,

procede-se & confirmacdo da conformidade das amostras perante os critérios de aceitacao para cada
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tipo de amostra e area de analise, processa-se as mesmas (centrifugacdo de citratos e soros) e
distribuem-se pelas diferentes sec¢oes.

Quando surgiam amostras com algum tipo de erro ou ndo-conformidade, varias solugdes eram
postas em pratica de forma a se poder evitar que o utente tenha de repetir a colheita (especialmente
idosos, criangas ou outras colheitas dificeis). Por exemplo, em caso de ndo consenso entre a
informac&o do pedido de analises e as etiquetas que vinham nos tubos ou o tipo de amostra ou até
0 meio de transporte da mesma, entrava-se em contacto com o0 posto ou com o médico para
confirmar o que se pretendia daquela amostra e tentar conciliar o que nos chegou com a anélise
pretendida.

Era comum casos de pedidos de cultura microbiologica em exsudado vaginal que, por vezes,
SO eram enviadas zaragatoas em meio carvao (quando seria suposto serem enviadas em meio
carvao, em meio seco e um esfregaco) e fazia-se toda a analise com apenas esta zaragatoa, muitas
vezes em amostras com pouco volume tentava-se recorrer a técnicas manuais para evitar a repeticao
de colheita (por exemplo, velocidade de sedimentacdo em tubos pediatricos). No entanto, certos
casos ndo had mesmo possibilidade de se avancar e era mesmo pedida a repeticdo, como amostras
hemolisadas, com coagulos, volumes demasiado baixos, tipos de amostra erradas para a analise

pedida, etc.

Ifigufa 3 - Amostras hemolisadas ) Figura 2 - Aostras lipémicas
Adaptado de SBPC/ML, 2010

Adaptado de Cruz, Edilayne "Manual de Critérios
de Aceitacdo e Rejeicdo das Amostras da Unidade
de Laboratério de Anélises Clinicas e Anatomia
Patolégica”.
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Bioquimica Clinica

Na passagem pela area da bioquimica clinica, em especifico “core da quimica”, foi possivel
acompanhar o funcionamento de diversos equipamentos de analise e explorar o decorrer do dia-a-
dia da equipa.

Os equipamentos com 0s quais tive
mais contacto foram os analisadores de
quimica clinica Atellica™ CH 930, IM
1600 e os analisadores Atellica™ 1500,
pelo que, serdo 0s que abordarei mais
pormenorizadamente, juntamente com 0s
ensaios que neles pratiquei.

Os analisadores Atellica™ CH 930 e

IM 1600, sdo dois modulos diferentes, em

Figura 4 - Linhas de trabalho 2 elna secéo da
Bioauimica clinica.

que varios equipamentos de cada modulo
(até 7 analisadores IM e CH) podem ser
conectados e em conjunto formam uma linha de trabalho direta de quimica clinica. Para melhor
rentabilizacdo de espaco e tempo de trabalho o laboratorio possui 3 linhas de trabalho lineares com
analisadores IM e CH (ver Figura 4), em que cada uma tinha incorporado um componente
denominado “Atellica™ Sample Handler”. Este componente possui uma capacidade de 440 tubos
e produtividade de 500 tubos por hora distribuindo este volume de amostras para o circuito CH
930:1M 1600.

Ambos os analisadores sdo capazes de processar varias amostras de diferentes liquidos
biolégicos como soro, plasma, sangue total, urina, e até LCR. Tendo também a capacidade de auto-
detectar problemas de viabilidade nas amostras como os indices de hemolise, lipémia e ictericia,
coagulos, bolhas de ar e volumes de amostra insuficientes. No seu interior 0s analisadores possuem
um compartimento de armazenamento de reagentes, que os mantém refrigerados e o préprio
sistema tem a capacidade de gerir o nimero de testes que restam a cada reagente, a validade dos
mesmos e a validade das retas de calibracdo. As calibra¢fes sdo automaticas apenas necessitando

da ordem dada pelo utilizador.*
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Atellica™ CH 930

Este equipamento da Siemens Healthineers trata-se de um analisador de bioquimica clinica com
a capacidade de executar até 1800 testes por hora, utilizando duas tecnologias distintas de
funcionamento: Fotometria e Tecnologia de multisensores integrados (IMT).

Pelo método de fotometria, tem a capacidade de realizar 1200 testes/hora, em que séo aspirados
e diluidos (1:5) 50ul de cada amostra com 200ul de diluente CH podendo depois com este volume
produzir-se até 15 testes (0 que permite fazer testes com volumes muito baixos de amostra).

Pelo método de IMT, tem a capacidade de realizar 600 testes/hora, em que neste caso é aspirado
25 pl de amostra com uma diluicdo de 1:10 e com este volume produz-se 3 resultados, sédio (Na*),
potassio (K*) e cloro (CI").

De forma a evitar o fendmeno de carry-over ha uma lavagem intensiva das cuvetes de dilui¢éo
entre cada teste, apds a reagdo, os valores de abs séo obtidos pela leitura efetuada por um fotometro
com 11 c.d.o (340nm, 410nm, 451nm, 478nm, 505nm, 545nm, 571nm, 596nm, 654nm, 658nm,
805nm) e os resultados calculados por reagé@o a ponto final, taxa reacional, reacdo a dois pontos e

corregdo por branco, dependendo do ensaio realizado.*

Ensaios Atellica™ CH 930

Este analisador tem uma gama muito flexivel de ensaios, realizando testes especificos de
diabetes, drogas de abuso, quimica geral, drogas imunossupressoras, proteinas especificas, etc.
Sendo que apenas abordarei 0s ensaios mais influentes nos diferentes tipos de metabolismo e nas

analises gerais.

Metabolismo Lipidico

Os lipidos séo fundamentais numa variedade de func¢des no corpo humano como as cadeias de
sinalizacdo celular, integridade celular e regulacdo do metabolismo energético, regulacao hormonal
entre outras. No entanto, é necessario manté-los em quantidades equilibradas e controladas ja que
sd0 0s mesmos que mais importancia tém no desenvolvimento de DCV’s, por conta da formacéo
de placas ateroscleréticas nos vasos sanguineos.®

O que torna o controlo clinico destes niveis imprescindiveis para a manutencdo da salde
cardiaca e também, muitas vezes, para 0 despiste de doencas genéticas por detecdo de

hiperlipidémias com padrfes conhecidos.
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- Colesterol total (Chol 2)

O colesterol é um esterol sintetizado no figado (colesterol enddgeno) e absorvido em certa parte
na alimentagdo (colesterol exdgeno). Trata-se de uma das moléculas mais importantes no ser
humano, com imensas fungdes vitais em diversos metabolismos diferentes, sendo as principais a
manutencédo da integridade e fluidez das membranas celulares e servir de precursor de moléculas
vitais como hormonas, vitaminas, acidos biliares, etc. No entanto, dietas ricas em colesterol e
gorduras saturadas levam a que haja um aumento sérico muito elevado desta molécula, sendo isto
um factor de risco para DCV.°

Este ensaio vai-nos permitir quantificar os niveis de colesterol no soro ou plasma (heparina de
litio) por meio de um método enzimatico que utiliza a reacdo de Trinder, ap6s uma conversao dos
ésteres de colesterol em peroxido de hidrogenio, por acdo de uma enzima colesterol-esterase e uma
enzima colesterol-oxidase, respectivamente. O peroxido vai servir para se formar um produto
colorido pela acdo de uma peroxidase e a abs do produto final serd medida como uma reacdo de
ponto a 505/694nm.’

Equacédo de reacdo:

Colesterol-esterase

Ester de Colesterol + H,0O

v

Colesterol + acidos gordos

Colesterol-oxidase

v

Colesterol + O Colest-4-en-3-ona + H,O»

H20. + Fenol + 4-aminoantipirina Peroxidase . Corante Quinoneimina + 2H,0

Valores referéncia: Interferéncias:

Baixo risco - < 200mg/d| Hemoglobina

Risco moderado - 200-239 mg/dI B?I?rrubina ccznjuga.da
Alto risco - > 240 mg/dl B!Ilrru.blna nao conjugada
Lipemia

- Triglicéridos (TRIG)

Os triglicéridos sao moléculas estruturalmente constituidas por trés moléculas de acidos gordos

esterificadas com um glicerol que funciona como suporte principal, sendo o principal constituinte
das gorduras presentes na dieta e nos armazenamentos de gordura do corpo.

Estas moléculas sdo a principal forma de armazenamento de energia, sendo mobilizados em
caso de necessidade energética pela corrente sanguinea, e tém também a funcdo de regulacéo

térmica do corpo, devido a sua pobre conducéo de calor.®
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Uma vez que niveis elevados de triglicéridos é um risco de DCV é importante a sua
quantificacdo, com este ensaio podemos fazer a sua determinacdo em amostras de soro e plasma
(em EDTA de potassio e heparina de litio), fornecendo resultados fidedignos num intervalo de 10-
550 mg/dl.

O funcionamento baseia-se numa reacéo de enzimatica trifasica de Fossati com um ponto final
Trinder, por acdo de uma enzima lipase nos triglicéridos formando-se glicerol que sera fosforilado
por uma glicerol-quinase e, por fim, oxidado por uma glicerol-3-fosfato oxidase formando peréxido
de hidrogénio. O perdxido de hidrogénio é utilizado por uma peroxidase para formar o composto
colorido utilizado para se medir a abs.®

Equacao de reacao:

Triglicéridos + 3H20 Lipase Glicerol + acidos gordos
ATP  +  Glicerol __Glicerol-quinase  _ gjicerol-3-fosfato + ADP
Gli |-3-fosfat id
O, + Glicerol-3-fosfato cerorSiostato o as: 2H-0 + Dihidroxiacetona fosfato
. Peroxidase . _—
2H202 + 4-clorofenol + 4-aminofenazona > Corante Quinoneimina + H,O
Valores referéncia: Interferéncias:
Normal - < 150mg/dl e Hemoglobina
Limite elevado - 150-199 mg/dl e Bilirrubina conjugada
Elevado - 200-499 mg/d| ¢ Bilirrubina nédo conjugada

Muito elevado - > 500 mg/dl

- Lipoproteinas:

As lipoproteinas sdo grandes moléculas séricas formadas por complexos de lipidos e proteinas
(apoproteinas) que séo divididas em diferentes categorias dependendo da sua densidade, sendo que
0 que altera a sua densidade é a variacdo de conteudo proteico e lipidico (normalmente, quanto
maior a fracdo lipidica menor a densidade e maior o tamanho das particulas em si).

A funcdo destas € o transporte de lipidos pelo sangue desde o intestino até ao figado. Deste para
outros orgdos-alvo, e vice-versa. Os lipidos necessitam deste transporte devido ao facto de serem
hidrofébicos. Nestes complexos, os lipidos (ésteres de colesterol, triglicéridos e acidos gordos)
encontram-se no interior do invélucro de apoproteinas (que tém o papel de interacdo entre o
complexo e os recetores celulares, importante na troca de contetdo), colesterol-livre e fosfolipidos

que formam uma camada hidrofilica virada para o exterior e hidrofdbica para o interior. As grandes
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categorias existentes sdo as quilomicras (lipidos exdgenos), VLDL, IDL, DMLDL e HDL, por

ordem crescente de densidade e decrescente de tamanho.°

- Colesterol HDL (HDLC)
Este grupo de lipoproteinas é o de maior densidade, menor tamanho, e menor fracéo lipidica

das diferentes categorias. A apoproteina A-1 e A-Il perfazem 90% da fracdo proteica desta
lipoproteina que, em jungdo com outras apoproteinas, permitem a maior func¢éo deste complexo, o
transporte reverso de colesterol, que significa a remocao do colesterol dos vasos periféricos para o
figado. Esta funcdo indiretamente permite outras propriedades bioldgicas das HDL, como
capacidade antioxidativa, anti-inflamatéria endotelial e vasodilatadora, antitrombdtica e
citoprotetora. Tudo pelo simples facto de diminuir as placas ateroscleroticas, diminuindo assim a
inflamacéo por elas causadas, sendo entdo um dos maiores factores protetores contra DCV.!

Os dois grupos mais importantes sdo as HDL e as LDL, o primeiro pelo mencionado acima e o
segundo por ser 0 grupo mais predominante no sangue e que a0 mesmo tempo tem a funcéo
complementar das HDL. Ou seja, transportam os lipidos do figado para os 6rgao-alvo e acabam
por formar a placa aterosclerética, quando em excesso no sangue, sendo um factor de risco para
DCV.

Normalmente o ensaio mais pedido é o HDL, pois é de maior relevancia determinar o nivel de
colesterol total e de HDL para medir o nivel de risco de DCV.

Este ensaio pode ser efetuado em amostras de soro, plasma com EDTA, heparina de litio ou de
sodio e baseia-se numa dissolucdo seletiva de HDL utilizando um detergente especifico.
Primariamente, um primeiro reagente, de forma simplificada, retira todo o colesterol ndo-HDL da
equacdo e, posteriormente, hd um segundo detergente que reage com especificamente com o HDL

para formar um produto colorido que permite a determinagao especifica do HDL.*2

Equacédo de reacdo:

Acelerador + CO g
DSBmT + Peroxidase

HDL, LDL, VLDL, quilomicras LDL ndo reativa, VLDL, quilomicras

HDL Detergente especifico da HDL Perturbacéo de HDL
CE
Colesterol HDL o > A4 Colesterol + H202
H.0. + DSBmT + 4-AAP Peroxidase - Desenvolvimento de cor

V
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Valores referéncia (adultos):

Interferéncias:

Baixo (alto risco) - <40 mg/dI e Hemoglobina

Alto (efeito protetor) - > 60 mg/dl e Bilirrubina conjugada
e Bilirrubina ndo conjugada
e Lipémia

Metabolismo Glucidico

Este metabolismo € referente ao metabolismo da glucose. Sendo utilizada a determinagédo
bioquimica da glucose para se fazer o controlo deste metabolismo. A glucose é o principal
combustivel energético do corpo humano e especialmente o SNC que dela depende fortemente. A
sua homeostase € muito importante para se manter os niveis apertados, de forma a existir sempre
disponivel para a producgéo energética, mas também para ndo haver glicolisagdo dos tecidos por
excesso de glucose sérica (muito comum na DM), pelo que estdo muitos 6rgdos envolvidos como

o figado, os musculos e o pancreas. *3

- Glucose Hexocinase (GluH 3)

Como é descrito acima, o controlo da glicémia também permite o despiste muitas vezes de
doencas subclinicas nestes 6rgdos, sendo o mais comum a DM, e situacdes pré-diabetes como TDG
e AGJ hipoglicemia neonatal, hipoglicemia idiopatica, e sobredosagem de insulina. Para isto
utiliza-se as analises comuns em jejum ou entdo, em caso de suspeita, faz-se um teste PTOG que
se baseia na ingestdo de 75g (em criancas, 1,75g/Kg até 75g) de glucose desidratada apds um jejum
overnight e recolhem-se amostras antes da ingestdo, uma hora e duas horas apds a ingestao.
Conforme os valores obtidos aos diferentes tempos pode-se fazer um diagnostico.*

Neste ensaio pode ser efetuado em amostras de soro, LCR, plasma em heparina de litio, EDTA
com potassio, fluoreto de sodio/oxalato de potéssio e urina. Este € um ensaio enzimatico que se
baseia no ensaio de Slein utilizando as enzimas Hexocinase e G6P desidrogenase para produzir
NADH a partir da glucose presente na amostra e obtém-se a abs a partir de uma reacdo de ponto
final a 340/410 nm.»®

Equacdo de reacdo:

Hexocinase

v

Glucose + ATP G6P + ADP

G6P + NAD* G6P desidrogenase  g_Fosfogluconato + NADH + H*
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Valores referéncia (adultos):

Adulto (soro/plasma) — 74-106 mg/dl
RN (soro/plasma) — 40-60 mg/dl
Crianca (soro/plasma) — 60-100 mg/dl

Interferéncias:

Hemoglobina
Bilirrubina conjugada
Bilirrubina ndo conjugada

Adulto (urina) - <0,5 g/dia  Lipémia
Adulto (LCR) — 40-70 mg/dI
Crianca (LCR) — 60-80 mg/dI

PTOG (Normal):
Jejum — 74-106 mg/dl
2 horas ap0ds — 74-106 mg/dl

PTOG (DM):
Jejum —>126 mg/dl

2 horas apos - >200 mg/dl

PTOG (ATG):
Jejum —>110 e <126 mg/dI

PTOG (TDG):
Jejum — <126 mg/dl

2 horas ap0s - >140 ¢ <199 mg/dI

Funcdo Hepética

O figado € um dos 6rgdos mais importantes do corpo humano, tendo um papel crucial na
hemostase e funcionamento de diversos metabolismos, como o controlo dos niveis de glicémia,
desintoxicacdo/excrecdo de metabolitos e outros xenobidticos toxicos, sintese da maioria das
proteinas plasmaticas, producdo e secrecdo de éacidos biliares, controlo da homeostase do
colesterol, etc. Para além disto, tem a capacidade de armazenar vitaminas lipossoluveis, ferro, cobre
e ainda tem a capacidade de reservar fontes de energia como lipidos e glicogénio.

Tendo em conta toda a sua importancia, € dos érgdos mais frequentemente controlados pelos
clinicos e os ensaios bioquimicos mais comuns de serem pedidos sdo as transaminases (ALT e
AST), bilirrubina, ALP, GGT, por serem excelentes marcadores de dano hepético (o Unico contra
é o facto de ndo serem especificos do tecido hepatico, mas em conjunto atinge-se essa
especificidade). No entanto, de forma a medir a funcéo hepatica em si, deve-se testar a capacidade
de producio proteica (por medigdo das PT) e de factores de coagulagdo.t®

Aquando de uma detecdo de niveis elevados dos testes de funcdo hepética, pode haver um

padrdo hepatocelular (em que temos as transaminases estdo muito superiores aos niveis de GGT e
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ALP) e um padrdo colestatico (em que nos aparecem niveis de GGT, ALP e bilirrubinas

predominantemente superiores que as transaminases).

- Padrao hepatocelular:

Quando se fala em transaminases € comum referirmo-nos as AST e ALT que sdo marcadores
de dano hepatocelular bem estabelecidos e que tém como importante funcdo a participacdo na
gluconeogénese e metabolismo proteico por catalisarem a redistribuicdo do nitrogénio entre os
aminoacidos e 0s respectivos 0xoacidos.

Em termos de localizacdo no corpo, ambas apresentam atividade nos mesmos 6rgdos, mas esta
distribuicdo possui uma diferenca importante para nos permitir distinguir o a gravidade e
cronicidade (normalmente uma lesdo crénica acaba por libertar a isoenzima mitocondrial da AST
0 que leva a niveis muito mais elevados que a ALT) do dano hepatocelular. A AST apresenta duas
isoenzimas em grandes concentracdes (citosolica e mitocondrial) no figado, miocéardio, musculo,
rins, cérebro, pancreas, respectivamente por ordem decrescente, 0 que a torna pouco especifica,
pois, a sua elevacao pode significar dano em qualquer um destes tecidos. No entanto, a ALT apesar
de se apresentar nos mesmos tecidos, ela possui o foco da sua fungédo no figado o que em conjunto
com a AST vai nos dar muitas informacdes acerca do que se passa ao nivel destes tecidos.

Assim, dentro do primeiro padrdo poderemos obter uma predominancia de AST que é
normalmente associado a cirrose e esteatose relacionadas a consumo de alcool ou entéo causas néo-
hepaticas (hemdlise, miopatia, doenca tiroideia exercicio) ou entdo uma predominancia de ALT e
¢ associado a Hepatite aguda/cronica viral, esteatohepatite, sindrome agudo de Budd-Chiari,
hepatite isquémica ou autoimune, etc.'819

- Aspartato Aminotransferase (AST)

Este ensaio tem a como funcdo a determinacdo quantitativa da atividade da enzima AST em
amostras de soro e plasma (em heparina de litio) e o seu funcionamento baseia-se ha medicdo ao
da concentracdo de NADH pela sua abs a 340/410 nm, que vai se reduzindo de forma proporcional
a atividade da AST.%

Equacdo de reacdo:

AST
L-Aspartato + a-cetoglutarato > Oxalacetato + L-Glutamato

Malato Desidrogenase
Oxalacetato + NADH > Malato + NAD*
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Adulto (<60anos) - <34 U/I ¢ Bilirrubina conjugada
¢ Bilirrubina néo conjugada
e Lipémia

- Alanina Aminotransferase (ALT)

Este ensaio tem a como fungéo a determinacdo quantitativa da atividade da enzima ALT em
amostras de soro e plasma (em heparina de litio), tendo 0 mesmo fundamento que o ensaio da AST,
acima explicado.?!

Equacao de reacao:

ALT
L-Alanina + a-cetoglutarato > Piruvato + L-Glutamato
] Lactato Desidrogenase
Piruvato + NADH > Lactato + NAD*
Valores referéncia: Interferéncias:
Adulto - 10-49 U/I ¢ Bilirrubina conjugada
¢ Bilirrubina nédo conjugada
e Lipéemia

- Padrao colestatico:

Neste padrdo, ao contrario do padrdo hepatocelular, o que acontece € uma desproporcéo entre
a elevacdo dos niveis da ALP, GGT e bilirrubina em relacdo as transaminases, sendo que estas
ltimas muitas vezes apenas se apresentam discretamente elevadas ou mesmo normais.

Estes parametros, em semelhanca aos do primeiro padrdo, individualmente ndo apresentam boa
especificidade para doenca hepatica, exatamente pelos mesmos motivos que as transaminases. A
ALP e a GGT séo ubiquas a varios tecidos e a bilirrubina pode estar elevada também devido a
varios factores, sendo que é mais provavel realmente haver doenca hepatica quando elevadas em
conjunto do que individualmente.

Assim, as possiveis causas hepatobiliares para este padrao podem ser uma obstrucao dos ductos
biliares, cirrose biliar primaria, colangite esclerosante priméria, inducdo medicamentosa, doencas
infiltrantes do figado (sarcoidose, linfoma, etc), fibrose cistica, metastases no tracto hépato-biliar

e colestase. No entanto, doencas 0sseas, gravidez, doenca renal cronica, certos linfomas,
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cardiopatias congestivas, crescimento na infancia, infeces ou inflamac6es podem também levar

ao aumento destes pardmetros ndo existindo dano hepético.

- Fosfatase alcalina (ALP_2c)

A ALP é uma enzima que catalisa a hidrolise de mono-ésteres de fosfato a pH alcalino em
diversos tecidos e possui 4 isoenzimas expressadas na placenta, intestino, figado/ossos/rins e por
fim células germinais, sendo as prominentes as presentes nos 0ssos e figado.

Isto faz com que haja pouca especificidade quando elevada se ndo tiver outro parametro para
complementar a informacdo fornecida, podendo a sua elevacdo, como ja dito anteriormente,
significar outras doencas que ndo hepaticas, como tumores 6sseos malignos ou até o normal
crescimento 6sseo de uma crianca na infancia ou gestacio.!%%2

Este ensaio, como a maioria, destina-se ser utilizado em amostras de soro e plasma (heparina
de litio) tendo capacidade de medir a ALP e todas as suas isoenzimas. O ensaio € muito semelhante
ao das transaminases em que a ALP vai transfosforilar o p-nitrofenilfosfato (p-NPP) em p-
nitrofenol (p-NP), ao mesmo tempo a abs vai estar a ser medida por velocidade bicromatica a
410/478nm e vai variar com 0 aumento de p-NP, esta variacdo é diretamente proporcional a
atividade de ALP.%

Equacédo de reacao:

ALP
p-NPP + AMP " p-NP+AMP + PO4*
pH 10,25 Mg/Zn
Valores referéncia: Interferéncias:
Adulto - 46-116 U/I e Hemoglobina

¢ Bilirrubina conjugada
¢ Bilirrubina ndo conjugada
e Lipémia

- Gama-glutamil transferase

A GGT é uma enzima localizada nas membranas dos hepatdcitos e células das vias biliares
tendo como funcdo primaria 0 metabolismo da glutationa e de xenobidticos glutationados. Esta
enzima encontra-se em maiores quantidades no figado, mas também tem presenga noutros tecidos
como rins, pancreas, intestino, prostata, testiculos, etc. Isto faz com que seja um excelente
biomarcador para inimeras patologias como doengas cardiacas, diabetes, sindrome metabolico

(MetS), entre outra e ,mais importante para este capitulo, é um biomarcador de disfuncdo hepética,
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da condig&o dos ductos biliares e do consumo de alcool, elevando-se imenso em qualquer patologia
que resulte em fibrose e/ou cirrose como na cirrose alcodlica (12 vezes em relacdo aos niveis
normais).1%24

E possivel utilizar este ensaio em amostras de soro e plasma (heparina de litio) para a
determinacdo deste parametro hepético e o seu funcionamento baseia-se na transferéncia de um
residuo y-glutamil de um substrato sintético para um recetor, libertando-se um produto, o 5-amino-

2-nitrobenzoato (ANB). O aumento deste produto vai ser medido a 410/478 nm.?®

Equacao de reacao:

GGT
L-y-glutamil-3-caboxi-4-nitroanilida + Glicilglicina ——————®  ANB + L-y-glutamil-glicilglicina

Valores referéncia: Interferéncias:

Adulto (Homem) - <73 U/I  Hemoglobina

Bilirrubina conjugada
Adulto (Mulher) - <38 U/l *  SHrrubing conjuga
¢ Bilirrubina nédo conjugada

e Lipémia

Bilirrubina:

A bilirrubina € um metabolito do hemo bastante importante e conhecido, utilizado como
complexo de coordenacdo do ferro, de maneira a incorpora-lo em diversas proteinas.
Aproximadamente 80% da bilirrubina no corpo advém do metabolismo dos grupos hemo libertados
pela destruicdo dos hemos em eritrOcitos senescentes e imaturos no bago (sistema
reticuloendotelial) e o resto € libertado pelo turnover de hemoproteinas como a mioglobina,
citocromos, catalase, etc. Todos estes grupos hemo vao ser captados no baco e células de Kupffer
(figado) e véo sofrer acGes das enzimas hemo oxigenase, libertando-se biliverdina, e pela
biliverdina redutase, que reduz a biliverdina a bilirrubina.

A bilirrubina por si so € insolivel em agua a pH neutro necessitando de ser transportada pela
albumina no soro, importantissimo na protecdo dos tecidos contra precipitados de bilirrubina e
contra a infiltracdo glomerular, sendo que a sua excre¢do é possivel devido a sua metabolizacdo no
figado por conjugagdo com &cido glucuronico, tornando-se soltvel e passivel de se juntar a bilis
para posterior excre¢do no intestino ou pela urina em menor quantidade.

Portanto, fisiopatologicamente sdo conhecidas as hiperbilirrubinémias ndo-conjugadas e

conjugadas, sendo que a diferenca entre as duas é que na ndo-conjugada deve-se a um aumento da
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bilirrubina ndo-conjugada por aumento da destruigdo dos eritrocitos e hemoproteinas (anemia
hemolitica, hemoglobinopatias, malaria etc) ou a ndo-capacidade de captacdo/conjugacdo pelo
figado (tipico em diversas doencas genéticas).

No caso das hiperbilirrubinémias conjugadas podem acontecer por condi¢des que levem a um
refluxo da bilirrubina conjugada para o sangue, como colestases, obstruc¢des por pedras nos ductos
ou massas tumorais ou sindromes como o de Dubin-Johnson e de Rotor.

Em qualquer um destes casos é comum haver ictericia, prurido e alteracdes na pigmentacao da

urina e fezes, dependendo do tipo de hiperbilirrubinémia.2627

- Bilirrubina Direta (DBil_2)

Este ensaio pode ser aplicado em amostras de soro e plasma (em heparina de litio) destinando-
se a determinacdo da bilirrubina conjugada, baseando-se num método de oxidac¢éo quimica com o
vanadato como agente oxidante. Portanto, a bilirrubina conjugada é a Unica que € diretamente
oxidada pelo vanadato, o que vai reduzir a densidade Otica da cor amarela da bilirrubina e vai ser
esta reducdo de cor que vai ser medida (451/545nm), sendo proporcional a concentracdo de

bilirrubina conjugada (direta) na amostra.?®

Equacédo de reacdo:

Bilirrubina conjugada + VO* » Biliverdina

Valores referéncia:

Interferéncias:

-<
Adulto - <0,3 mg/dl « Hemoglobina

e Lipémia (concentrado de
triglicéridos)
- Bilirrubina total (TBil_2)

Este ensaio tem como objetivo a determinacdo da bilirrubina total (bilirrubina conjugada e néo-
conjugada) presente no sangue, podendo ser utilizado em amostras de soro e plasma (heparina de
litio). Este método é muito semelhante ao da bilirrubina direta, mas como a bilirrubina néo-
conjugada tem um tempo de reacdo com o vanadato muito mais longo, neste método utiliza-se um
acelerador (surfactante) que permite ambas as bilirrubinas serem oxidadas e determinadas no

mesmo espaco temporal.?®
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Equacao de reacao:

Bilirrubina + VO* + surfactante » Biliverdina

Valores referéncia:

Interferéncias:

0-1 dia - <8,0 mg/dl e Hemoglobina A

1-2 dias - <12 mg/d| ¢ Hemoglobina F
3-5 dias - <16 mg/dI e Lipémia (concentrado de

5dias até 60 anos - 0,3-1,2 mg/dl trigliceridos)
60 até 90 anos - 0,2-1,1 mg/dI
>90 anos — 0,2-0,9 mg/dI

Funcéo renal e equilibrio acido-base

O rim é geralmente associado apenas a excrecdo de metabolitos toxicos ao corpo pela urina, no
entanto € um 6rgdo multifuncional, com imensas funcdes vitais importantissimas para a nossa
sobrevivéncia.

Para além da excrecdo de substancias toxicas ao corpo, o rim é responsavel por controlar o nivel
de hidratacdo, eletrdlitos (sais e minerais), equilibrio &cido-base (H* e HCO2), por meio de
sucessivas fases de excrecdo e reabsorcdo da agua, eletrolitos, protdes e bicarbonato consoante o
nivel de hidratacdo, niveis dos sais e acidez venosa. Para além disto possui funcdo enddcrina como
a producao de eritropoietina, aldosterona, renina (controlo da pressdo arterial) e ainda tem a funcéo
de transformar a vitamina D na sua forma biologicamente ativa.

Sem estes equilibrios e controlos efetuados pelos rins todos 0s nossos sistemas, nervoso,
muscular, entre outros tecidos deixam de ter a capacidade de funcionar corretamente e de forma a
avaliar o estado da funcdo renal costuma-se determinar os niveis de Ureia, acido Urico, creatinina,
microalbumindria e ionograma.3?3!

- Azoto Ureico (UN_c)

A ureia € um composto orgénico produzido no figado ap6s a metabolizagdo das proteinas, sendo

extremamente importante para excretar a maioria das substancias com nitrogénio na sua
constituicdo, por ser altamente soldvel em agua e conseguir albergar varios atomos de nitrogenio

por cada molécula de ureia.
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A ureia vai ser excretada maioritariamente na urina, juntamente com outras substancias
indesejadas ao corpo, onde 95% da urina é &gua e 5% sdo metabolitos, sendo que a ureia
corresponde a metade destes. A urémia traduz-se no aumento da concentracdo de ureia no sangue
e pode ser classificada em trés categorias, pré-renal, renal e pés-renal. Sendo que causas pré-renais
temos dietas hiperproteicas ou entdo pressdao arterial baixa, desidratacdo, ambas podem levar a uma
diminuigdo da capacidade dos rins de filtrarem a ureia do sangue. Causas renais é tudo o que va diminuir a
funcdo renal em si e causas pds-renais temos condi¢des que levem a uma obstrucdo e ndo-capacidade de
expelir a urina da forma correta, como tumores da prostata ou bexiga.*®

O ensaio da ureia esta destinado a ser utilizado em amostras do tipo soro, plasma (em heparina de litio)
e urina e é um ensaio que se baseia na reacdo enzimatica de Roch-Ramel. Neste ensaio a ureia sofre a¢do
da enzima urease e da glutamato desidrogenase para formar aménia e depois oxidar NADH em NAD,
respectivamente, sendo este consumo de NADH controlado e medido a 340/410 nm.*

Equacao de reacao:

Urease
Ureia + H,O > 2 amonia + CO;
. Glutamato Desidrogenase
amonia + NADH + a-Cetoglutarato »  Glutamato + NAD* + H,0O
Valores referéncia: Interferéncias:
Adulto (soro/plasma) - 9-23 mg/d| * Hemoglobina

¢ Bilirrubina conjugada
¢ Bilirrubina ndo conjugada
e Lipémia

Adultos (urina) - 12-20 g/dia

- Creatinina_2 (Crea_2)

A creatinina € um produto azotado do metabolismo muscular da creatina, sendo o biomarcador
de funcdo renal mais utilizado a partir do célculo da clearance da creatinina. Que devido ao facto
de ser livremente filtrada nos glomérulos e ter s6 uma leve secrecdo nos tabulos proximais, é
utilizada para estimar-se a taxa de filtracdo glomerular.

Isto quando nos referimos a creatinina na urina, no caso da creatinina sérica esta € influenciada
por muitos factores externos aos rins, primeiramente por esta ser um reflexo do nivel de massa
muscular do individuo (individuos com maior massa, vao possuir maiores niveis plasmaticos de
creatinina), depois temos factores como a dieta, etnia, idade, sexo, exercicio fisico e, por fim, certas

doencas. No entanto, uma diminuicdo da funcdo renal vai, de facto, aumentar os niveis séricos da
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creatinina e da ureia, sendo facilmente diagnosticada e depois estimada pela clearance da creatinina
(como referido anteriormente).3

Este ensaio foi desenvolvido para ser utilizado em amostras de soro , plasma (heparina de litio)
e urina, tendo como base o método de Jaffe e utilizando uma modificacdo de correcdo da taxa de
branco e intercecdo (reducdo da interferéncia da bilirrubina e interagdes proteicas). Portanto, a
creatina, por acao do ensaio e do meio alcalino, vai servir para formar o complexo creatina picrato
(pigmento vermelho) e a sua velocidade de formacédo é diretamente proporcional a concentragdo
de creatinina na amostra.®

Equacao de reacao:

Creatinina + Acido o > picrico Creatinina-picrato
Valores referéncia: Interferéncias:
Homens (soro/plasma) - 0,70-1,3 mg/dl e Hemoglobina
Mulheres (soro/plasma) - 0,55-1,02 mg/d| e Bilirrubina conjugada

¢ Bilirrubina nédo conjugada

e Lipémia

e Certos Farmacos (aumento
ou diminuicao da clearance)

Homens (urina) - 950-2490 mg/dia
Mulheres (urina) - 600-1800 mg/dia

- Acido Urico (UA)

O &cido urico é um produto metabdlico do metabolismo das purinas que se da maioritariamente

no figado, é maioritariamente excretado pelos rins e apesar das importantes propriedades
fisiolégicas, como a capacidade antioxidante (principal antioxidante no sangue), protecdo anti
helmintos (por estimulacdo das respostas imunes tipo 2) e é um excelente sequestrante de espécies
ROS e espécies de peroxinitrito, o &cido Urico por ser um acido fraco (PKa 5,8) tem o problema de
facilmente formar sais e cristalizar (0s uratos).

Isto leva a que em elevadas concentracfes este risco aumente e haja deposicdo destes cristais
pelos tecidos, levando a gota, sindromes cardiovasculares e, nos rins, urolitiase e nefropatia. Sendo
o rim o seu principal local de excrecdo do corpo, normalmente um aumento dos niveis de acido
arico pode indicar uma falha da funcéo renal, especialmente com elevagdo também da creatinina e
ureia, para além disto a determinacdo do &cido Urico € muito importante em pacientes com gota

permitindo o seguimento da evolugédo da doenca e controlo da terapéutica.®®’
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Neste ensaio a determinagdo de &cido Urico destina-se a amostras de soro, plasma(heparina de
litio) e urina, utilizando a re¢do enzimatica de Fossati em conjunto com um ponto final idéntico a
Trinder.

O é&cido drico vai reagir com a uricase formando perdxido de hidrogénio, que sera utilizado por
uma peroxidase para formar um composto corado e o seu nivel é diretamente proporcional a
concentragéo de acido drico.>®

Equacao de reacao:

i ) Uricase
Acido Urico + 2H,0 + O, > Alantoina + CO; + H,0;
Peroxidase
H* + TOOS + 4-AAP + 2H,0, > Corante Quinonodiimina + 4H,0

Valores referéncia: Interferéncias:
Homens (soro/plasma) — 3,7-9,2 mg/dl e Hemoglobina
Mulheres (soro/plasma) — 3,1-7,8 mg/dl ¢ Bilirrubina conjugada
Adultos (urina) — 250-750 mg/dia e Bilirrubina ndo conjugada

e Lipémia

- lonograma (IMT Na K ClI)

Os eletrdlitos sdo moléculas carregadas, positivamente e negativamente, que possuem um papel

importantissimo no controlo do equilibrio &cido-base, coagulacdo do sangue, manutencdo do
potencial elétrico membranar, equilibrio hidrico e funcionamento dos estimulos nervoso e
contracdes musculares, sendo o sddio, potassio e cloro sdo os mais determinantes das propriedades
eletrofisiologicas.

Elevacdo ou reducdo dos niveis fisioldgicos dos eletrélitos no geral sdo condi¢Bes de severa
gravidade podendo levar a morte e as causas mais frequentes sdo a hiperglicemia, perda primaria
de sdédio por sudorese, vomitos e diarreia, perda renal devido a diuréticos, nefropatia,
hipotiroidismo,etc.3%4°

O multissensor destina-se a determinacdo quantitativa de sodio, potassio e cloro nas amostras
de soro, plasma (em heparina de litio) e urina, na sua constituicdo existem quatro elétrodos, um

para cada ido e um restante de referéncia.
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O sensor funciona por forma de um equilibrio dos i6es com a superficie do elétrodo, gerando-

se um potencial proporcional ao logaritmo da atividade destes na amostra e posteriormente este

potencial é comparado a um potencial elétrico gerado por uma solucdo padrdo e as respectivas

concentracdes dos ides calculada através da equagdo de Nernst.*

Interferéncias (soro/plasma):

e Hemoglobina (Na*, CI")
e Bilirrubina conjugada (Na*, K*, CI")

e Bilirrubina ndo conjugada (Na*, K,

CI)
e Lipémia (Na*, K*, CI")
e Salicilato (CI")

Interferéncias (urina):

Hemoglobina (Na*, K*, CI")
Bilirrubina Conjugada (Na*, K*, CI")
Bilirrubina ndo conjugada (Na*, K",
Cl)

Lipémia (Na*, K*, CI")

Tabela 1 - Intervalos de referéncia do lonograma por analito e tipo de amostra

Tipo de amostra Analito Intervalo de referéncia

Na* 136-145 mmol/Il

Soro K* 3,5-5,1 mmol/I

CL- 98-107 mmol/I

Na* 136-145 mmol/I

Plasma K* 3,4-4,5 mmol/l

CL- 98-107 mmol/l

Na* 40-220 mmol/l

Urina K* 25-125 mmol/I

CL" 110-250 mmol/I

- Microalbumina (uAlb_2)

A microalbumindria refere-se a presenca de pequenas quantidades de albumina na urina, sendo

medida em mg por dia. Este parametro é muito importante por ser um biomarcador independente

para a doenca renal progressiva e mortalidade por DCV, especialmente em pacientes com diabetes

mellitus. Nestes casos, 0 aumento da microalbumindria é sinal de progressao das condi¢des acima

referidas.*?
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Neste ensaio apenas podem ser utilizadas amostras de urina de forma a diagnosticar e seguir
casos de microalbuminuria e tem como fundamento o trabalho de Fielding e Hellsing, em que €
utilizado um método de imunoturbidimetria reforcada com PEG. A albumina presenta na amostra
reage com um antissoro especifico, formando-se um precipitado capaz de ser medido por
turbidimetria a 340/596 nm, de forma a calcular-se a concentracdo de albumina na amostra faz-se
uma curva padrdo a partir das abs de padrdes.*

Valores referéncia: Interferéncias:

Adultos - <30 mg/dia e Hemoglobina

Metabolismo do Ferro

O metabolismo do ferro é de extrema importancia no corpo humano, sendo um elemento
essencial a imensos processos biologicos fundamentais, como o transporte do oxigénio pela
hemoglobina e mioglobina, sintese de DNA, cadeia transportadora de eletrdes, etc., no entanto, em
niveis excessivos torna-se toxico, por formar radicais livres, tornando crucial uma regulacéo da sua
homeostasia no corpo.

O ferro é obtido pela dieta, chegando ao duodeno normalmente na forma insoldvel (Fe**) devido
ao pH fisiologico, nesta fase ha uma reducdo dos atomos na forma insollvel para a forma ferrosa
(Fe2+) por enzimas redutase, aumentando assim a solubilidade e absorcdo dos iGes pelos
enterdcitos. Outra forma de absorcdo € pela metabolizacdo dos grupos hemo presentes na dieta,
libertando-se ides ferro na forma solvel.

Ap0s absorcdo pelos enterdcitos os ides vao ser exportados das membranas destes para a via
sanguinea pelas ferroportinas e, nesta passagem, serdo reduzidos a sua forma inerte novamente
(Fe®") para serem sequestrados pela transferrina, que os transportara para os devidos tecidos, como
a medula dssea para suportar a eritropoiese, para o figado, baco e medula para armazenamento pela
ferritina e para outros tecidos processos como formacdo de grupos hemo e agrupamentos ferro-
enxofre.

N&o existem mecanismos para a excrecao do ferro, sendo totalmente reciclado sempre que
possivel pelos macrofagos que voltam a reintroduzi-lo na corrente sanguinea para sequestro da
transferrina, perdendo-se apenas uma pequena por¢do do ferro pela descamacgdo das celulas

epiteliais.
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Assim, o ferro tem uma grande importancia no corpo e a sua deficiéncia pode levar a graves
consequéncias, como a mais conhecida, a anemia ferropénica. Sendo as causa mais comuns da sua
deficiéncia uma dieta pobre em ferro, aumento da necessidade de ferro pelo corpo devido a um
rapido crescimento na infancia, gravidez, menstruacao, e excesso de perda de sangue por parasitas
e problemas gastrointestinais.

Por fim, de forma a monitorizar este metabolismo é normal a determinacgéo dos niveis de ferro

totais no soro, os niveis de ferritina, transferrina e a capacidade total de fixacdo do ferro (TIBC).**

- Ferro (Iron_2)

Este ensaio esta destinado a ser utilizado em amostras de soro e plasma (em heparina de litio),
de forma a determinar quantitativamente de ferro seérico.

O seu funcionamento baseia-se no trabalho de Artiss et al. e Siedell, em que o ferro é libertado
da transferrina acabando por ser reduzido ao seu estado ferroso por acdo do acido ascorbico. Neste
estado, o ferro tem a capacidade de se combinar com um cromogenio (ferrozina) para a sua medicéo
por calorimetria a 571/658nm.*

Equacédo de reacdo:

Transferrina  (Fe*) H » Apotransferrina + Fe**
Fe** + Acido Ascorbico » Fe*
Fe** + Ferrozina » Complexo Fe**/Ferrozina

Valores referéncia.: Interferéncias:

Homens (soro/plasma) — 65-175 pg/dl e Bilirrubina conjugada

Mulheres (soro/plasma) — 50-170 pg/dl e Bilirrubina nao
conjugada

e Lipémia

- Ferritina (Fer)

Um dos componentes mais importantes na homeostase do ferro € o seu armazenamento, sendo
este desempenhado na sua maioria pela ferritina (25% das reservas de ferro), uma proteina
estruturada por 24 subunidades de cadeias leves e pesadas formando uma estrutura fechada que
permite o enclausuramento de até 4500 atomos de ferro. A ferritina vai sequestrar 0os atomos
intracelulares em excesso, armazenando-os num estado redox inerte (Fe®*") para posterior

utilizacéo.
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Os niveis sistémicos e celulares da ferritina s@o indicadores cruciais dos niveis de reserva de
ferro no corpo, sdo bons marcadores de inflamacéo e de perturbacGes imunoldgicas apresentando
variagdes dependendo da condigéo, sendo o seu doseamento importante no diagnostico de diversas
patologias como anemia ferropénica, hemocromatose, etc.*4

Este ensaio esta destinado a ser utilizado no Atellica™ IM 1600, sendo um imunoensaio do
tipo sanduiche recorrendo a tecnologia quimioluminométrica direta determinando
quantitativamente os niveis de ferritina em amostras de soro e plasma(EDTA e heparina de litio),
utilizando quantidades constantes de dois anticorpos antiferritina em duas fases diferentes.

Como fase solida temos particulas paramagnéticas ligadas com anticorpos antiferritina de rato
e fase liquida anticorpos antiferritina de cabra, que na presenca de ferritina vao formar um
complexo, tipo sanduiche, produzindo turvacdo. Esta € proporcional a quantidade de ferritina
presente na amostra.*’

Valores referéncia: Interferéncias:

Homens (soro/plasma) — 22-322 g/l e Hemoglobina

Mulheres (soro/plasma) — 10-291 ug/I ¢ Bilirrubina conjugada
¢ Bilirrubina nédo conjugada
e Lipémia

e Certos farmacos

- Transferrina (Trf)

A transferrina é uma glicoproteina plasmatica de fase aguda negativa que possui um papel
importantissimo no metabolismo do ferro no corpo humano, sendo responsavel pela distribuicao
do mesmo para os diversos tecidos do corpo, chegando mesmo a fazer vérias cargas e descargas de
atomos de ferro entre a absorcdo de ferro no intestino, a reciclagem do mesmo efetuada pelos
macréfagos reticuloendoteliais e o seu fornecimento a medula dssea e outros locais de
armazenamento ou metabolismo do ferro.

Para além desta funcéo, a transferrina é também bastante importante na prevencéo da formacéo
de ROS, tem um papel no sistema imune inato ao inibir o crescimento microbiano por diminuir o
acesso destas ao ferro, € um marcador inflamatério sofrendo uma reducéo quando ha inflamacao,
tornando-a um pardmetro de extrema importancia de se diagnosticar. Apresentando-se em valores

reduzidos nestes casos e elevados em deficiéncia de ferro.*®
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Neste ensaio é determinada a quantidade de transferrina em soro ou plasma (em heparina ou
EDTA com potassio), com base no trabalho de Heidelberger e Kendall e modificado por Hellsing.
Este ensaio é um ensaio imunoturbidimétrico com reforco de PEG, em que as amostras séo
devidamente diluidas, de seguida reagem com um antissoro especifico para se formar um
precipitado medido por turbidimetria a 340/596nm. Assim, a partir de padrées com concentracfes
e abs conhecidas, constréi-se uma curva de calibragdo e, por extrapolacdo, determina-se a

concentracéo de transferrina da amostra.*

Valores referéncia: Interferéncias:

Homens (soro/plasma) — 215-365 mg/dl e Hemoglobina

Mulheres (soro/plasma) — 250-380 mg/dl * Bilirrubina conjugada
¢ Bilirrubina nédo conjugada
e Lipémia

- Capacidade Total de Ligacdo do Ferro (TIBC)

A TIBC é um ensaio muito utilizado para o diagndstico de anemia ferropénica e outras

condi¢cdes no metabolismo do ferro como a hemocromatose, entendendo-se pela medicdo da
capacidade total de ligacdo de ferro pela transferrina presente na amostra, pois em situagdes
normais esta apenas se encontra com um terco da sua capacidade a ser utilizada.

Assim, a TIBC também acaba por refletir os niveis e funcionalidade da transferrina, em que em
situacOes de deficiéncia de ferro, também a TIBC acaba por aumentar com o aumento dos niveis
de transferrina ou entdo, em casos de inflamacao, doenca hepatica, entre outros. A TIBC acaba por
estar diminuida por haver decréscimo dos niveis de transferrina.>

Este ensaio permite a medicdo da capacidade total de ligacdo do ferro seguindo um processo
sequencial monitorizado espectrofotometricamente, é adicionada a amostra um reagente acido
(contendo atomos de ferro e um corante fixador de ferro) que vai libertar todo o ferro de toda a
transferrina presente na amostra pelo pH baixo, todo o ferro libertado e o adicionado pelo regante
vai se ligar ao corante.

Posteriormente, é adicionado um segundo reagente de pH neutro que vai fazer com que toda a
transferrina fique saturada pelo ferro presente no meio. Nesta fase havera um decréscimo da abs

que ¢ diretamente proporcional a capacidade de ligagdo do ferro na amostra.>!
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Equacao de reacao:

H+
Fe3* + Chromazurol B + Fe-Transferrina > Fe-Chromazurol B + Transferrina
pH neutro
Fe-Chromazurol B + Transferrina > Fe-Transferrina + Fe-Chromazurol B
Valores referéncia: Interferéncias:
Adultos - 250-425 pg/dl e Hemoglobina

¢ Bilirrubina conjugada
¢ Bilirrubina ndo conjugada
e Lipémia

Metabolismo ésseo

Os o0ssos sdo tecidos muito ativos metabolicamente, providenciando suporte para o corpo,
protecdo dos Orgaos vitais e € um armazenamento de calcio, fosfato e outros minerais importantes
no funcionamento das funcdes vitais com a capacidade de facil libertacdo e armazenamento destes
constituintes para/da corrente sanguinea. Este trata-se de um metabolismo muito dindmico em que
h&, muitas vezes em simultdneo, processos de formacdo de 0sso e processos de reabsorcao
controlados por diversos factores.

O osso € uma reserva metabolica de sais minerais, em especial calcio e fosforo, regulando as
suas concentracdes plasmaticas e a homeostase iGnica no corpo, sendo que ha imensos factores que
podem alterar o normal funcionamento deste 6rgdo como certas doencas hepaticas, condi¢des que
afetem o metabolismo da vitamina D, hiperbilirrubinémia, disfunc6es enddcrinas, etc.

Assim sendo, a determinacdo quantitativa do célcio, do fdésforo inorganico e da fosfatase
alcalina sdo os mais comuns ensaios pedidos para diagnostico de problemas envolvendo este

metabolismo.>?

- Calcio (CA 2)

O célcio ¢é quinto elemento mais comum no corpo humano, essencial em varios processos
bioldgicos como no funcionamento cardiaco apropriado, na integridade estrutural 6ssea, no
funcionamento muscular e sinaptico e participa em imensas cadeias bioguimicas, sendo a sua
homeostasia regulada de véarias formas, e, em especial, pela PTH, calcitriol e calcitonina.

A absorcdo de célcio da-se pela dieta no intestino delgado, sendo depois distribuido por

esqueleto (99% calcio total), outros tecidos moles e plasma (1%), a sua homeostasia é depois
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regulada por ac¢do das hormonas referidas anteriormente, influenciando a absorcéo nos intestinos e
reabsorcao/excrecdo nos rins.

No entanto, quando ha& desregulacBes dos niveis de célcio, pode-se dar hipercalcemias e
hipocalcemias, afetando em longa extensdo o individuo. Na primeira, pode-se dar desde célculos
renais de célcio, fragilidade Ossea, dor abdominal, bradicardia, etc. e, na segunda, sinais de
irritabilidade neuromuscular, sinais de Chvostek e Trousseau, disfun¢des cardiacas, etc.

As causas destas desregulacdes vao desde méa-absorcdo intestinal ou mesmo dieta fraca em
calcio, défice de vitamina D, hipoparatiroidismo, doenca renal cronica, para a hipocalcemia.
Medicamentos, hiperparatiroidismo, alguns tumores e desidratagdo, para a hipercalcemia.>

Neste ensaio € possivel a determinacdo quantitativa de calcio total em amostras de soro, plasma
(em heparina de litio) e urina, baseando-se no trabalho de Michaylova e Ikova em que se torna
possivel uma leitura estavel e com alta seletividade dos niveis de calcio.

Apos formacdo de um composto entre os atomos de célcio e o Arsenazo 11, que tem coloragéo
roxa, efetua-se a medicdo a 658/694 nm e a concentracdo de calcio na amostra é diretamente
proporcional a intensidade do composto formado.>*

Equacédo de reacdo:

pH 5,9
Ca?* + Arsenazo Il > Composto Ca-Arsenazo Il (roxo)
Valores referéncia: Interferéncias:
Adultos (soro/plasma) - 8,7-10,4 mg/dI e Hemoglobina
Adultos (urina) - 100-300 mg/dia e Bilirrubina conjugada
¢ Bilirrubina nédo conjugada
e Lipémia

- Fosforo Inorganico (1P)

O fésforo inorganico é uma das moléculas mais importantes, importantissimo na formacéo de
ATP, sinalizacdo quinase/fosfatase, formacdo e funcdo dos lipidos, hidratos de carbono e acidos
nucleico, participando também de forma crucial no normal funcionamento da mineralizacdo do
esqueleto e da dentina.

O fosforo é absorvido pelos intestinos com alta eficiéncia e pouco controlo, no entanto a sua
homeostasia, apesar de ndo tanto restrita como o calcio, € mesmo assim muito importante sendo 0s
seus niveis mantidos em intervalos apertados numa colaboracéo elaborada de intera¢cbes humorais

envolvendo vérios 6rgdos como o0s intestinos, rins, tiroide e 0ssos, com elevada regulacdo pela
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PTH, calcitriol e calcitonina. O fosforo e o célcio aparentam possuir equilibrio inversamente
proporcional, em que na subida de um, normalmente da-se a descida do outro e vice-versa, sendo
que os niveis de fosforo podem-se elevar em casos de faléncia renal, hipoparatiroidismo,
hipocalcemia, etc., e podem sofrer um declinio em casos de hiperparatiroidismo, hipercalcemia,
deficiéncia em vitamina C, hiperglicemia e hemodlise.>>®

Para um bom diagnostico de patologias ligadas aos célcio e fésforo, deve-se fazer sempre ambas
as determinagdes em conjunto.

Este ensaio destina-se a ser utilizado na quantificacdo de fosforo inorganico em amostras de
soro e plasma (em heparina de litio) e urina, com base no procedimento de Daly e Ertinghausen,
em que procede a formacdo de um composto entre o Fosfato e Molibdato e depois este composto
é medido a 340/658 nm como uma reacéo de ponto final.>’

Equacao de reacao:

H+
Fosfato + Molibdato > Composto Fosfomolibdato
Valores referéncia: Interferéncias:
Adultos (soro/plasma) - 2,4-5,1 mg/dl ¢ Hemoglobina
Adultos (urina) - 0,4-1,3g/dia * Bilirrubina conjugada
¢ Bilirrubina ndo conjugada
e Lipémia

Atellica™ IM 1600

O Atellica™ IM 1600 é o analisador de imunoensaio automatico, da casa comercial Siemens,
com detecdo por quimioluminescéncia que utiliza a tecnologia avancada de éster de acridina. Sendo
0 1600, € o de elevada capacidade em relacdo ao 1300, permitindo analisar até 440 amostras por
hora numa variedade grande de amostras como soro, plasma, fluido amniético, urina e sangue
total(para ensaios especificos).

Este analisador também possui a capacidade de controlar a integridade das amostras, detetando
volumes baixos de amostra(evitando entrada de ar para o sistema), detecdo de coagulos, bolhas,
hemdlise, ictericia e lipemia, quando se encontra diretamente ligado ao Atellica™ CH 930.

Um outro problema comum neste tipo de sistemas de alta capacidade de amostras costuma ser
o efeito do carry-over de ensaio para ensaio, neste analisador sdo utilizadas de pontas descartaveis

de uso Unico em cada ensaio, 0 que vai permitir a eliminagdo desta quest&o.
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O volume de amostra utilizado varia entre os ensaios, desde 10 a 100 ul, que sdo volumes
pequenos e assim uma mais-valia na necessidade de repeti¢cbes de testes ou quando se recebe
amostras de pouco volume, como tubos pediatricos e colheitas dificeis.*

Ensaios Atellica™ IM 1600

O analisador Atellica™ IM 1600 permite uma grande variedade de testes em varias areas como
para o diagnostico/monitorizacdo de anemia, doengas autoimunes, metabolismo 6sseo, marcadores
cardiacos, diabetes, crescimento, detecdo de hepatites, detecdo de HIV, farmacos
imunossupressores, certos marcadores inflamatorios, marcadores de fibrose hepética, hormonas
ligadas ao metabolismo, marcadores de doencas neuroldgicas, marcadores oncoldgicos,
monitorizacdo da endocrinologia reprodutiva, sepsis, detecdo especifica de certos virus,
monitorizacédo de farmacos terapéuticos e funcdo tiroideia.*

Esta gama de ensaios é conseguida pela utilizacéo de trés tipos de imunoensaio:

- Target protein

— » Direto - Enzyme-labeled antibody
- Enzyme reaction
N 5
e Captura por Figura 5 - Imunoensaio "ELISA" direto
. Adaptado www.lecturio.com/pt/concepts/imunoensaios/
antico 'po T
- N A
—— > Indireto 1 o
s et T B

Figura 6 - Imunoensaio "ELISA" indireto
Adaptado www.lecturio.com/pt/concepts/imunoensaios/

Antibody - Antigen - Labeled second antibody - A/y\v
b

R Y L S M R
BT A g

///

/ Figura 7 - Imunoensaio em “sandwich”

° Em “Sandwich” Adaptado www.lecturio.com/pt/concepts/imunoensaios
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Target protein Enzyme-labeled antigen - Enzyme reaction Antibody

o Competitivo \

Figura 8 - Imunoensaio competitivo
Adaptado www.lecturio.com/pt/concepts/imunoensaios

Anemia

- Folatos (Fol)

Os folatos, sdo moléculas com a funcéo de coenzimas em reagdes importantes para a sintese de

ADN, em conjunto com a vitamina B12, muito importante para a formacgéo dos eritrocitos. Estes
sdo normalmente adquiridos pela dieta, em especial carnes vermelhas, sendo absorvidos pelo
intestino delgado e armazenados no figado.

Assim, quando em deficiéncia, a formagdo de ADN e consequentemente dos eritrocitos fica
afetada, levando a uma anormal maturacdo dos precursores dos eritrocitos na medula 6ssea, que
por sua vez se traduz na presenca de megaloblastos nos esfregacos e pela diminuicdo da
sobrevivéncia destes eritrocitos, resultando numa anemia macrocitica ou megaloblastica.

Existem varias causas que podem levar a esta reducéo dos niveis de folatos, comecgando pela
ingestdo insuficiente de folatos na dieta, uma ma absorcdo por patologias gastrointestinais,
gravidez, farmacos e também o alcoolismo crénico.%® 5!

Este ensaio € um imunoensaio competitivo que nos permite quantificar de forma a monitorizar
os niveis de folatos no soro ou sangue total heparinizado, em que os folatos da amostra vao
competir com folatos marcados com éster de acridina do reagente por uma proteina de ligacéo de
folatos que se ligara a fase sélida e no fim ha uma fase de lavagem que vai retirar 0 excesso de
ambos os folatos. Nesta fase serd medida a luz transmitida pelos folatos marcados e quanto maior
a concentracdo de folatos na amostra, menor o niumero de proteinas de ligacdo ligadas a folatos

marcados e assim uma menor luz relativa medida.®? o
Interferéncias:

Valores referéncia: N _ _
A e Bilirrubina conjugada
Deficiencia - 0,35-3,37 ng/ml e Bilirrubina ndo conjugada

Indeterminado - 3,38-5,38 ng/ml e Lipémia
Normal - >5,38 ng/ml
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- Ferritina (Fer)

A ferritina, como j& enunciado anteriormente na pagina 21 , é um dos componentes mais
importantes na homeostase do ferro, pois é a sua principal fonte de armazenamento. Tornando-se
um bom marcador de monitorizacdo dos niveis de ferro que, por sua vez, quando baixos levam ao
aparecimento de anemia ferropénica.

Este ensaio esta destinado a ser utilizado no Atellica™ IM 1600, sendo um imunoensaio do
tipo sanduiche recorrendo a tecnologia quimioluminométrica direta determinando
quantitativamente os niveis de ferritina em amostras de soro e plasma(EDTA e heparina de litio),
utilizando quantidades constantes de dois anticorpos antiferritina em duas fases diferentes.

Como fase solida temos particulas paramagnéticas ligadas com anticorpos antiferritina de rato
e fase liquida anticorpos antiferritina de cabra, que na presenca de ferritina vdo formar um
complexo, tipo sanduiche, produzindo turvacdo. Esta € proporcional a quantidade de ferritina
presente na amostra.*’

Valores referéncia: Interferéncias:

Homens (soro/plasma) — 22-322 g/l ¢ Hemoglobina

Mulheres (soro/plasma) — 10-291 g/l ¢ Bilirrubina conjugada
¢ Bilirrubina ndo conjugada
e Lipémia

e Certos farmacos
- Vitamina B12 (VB12)

A vitamina B12, no corpo humano as suas formas fisiologicas sdo a desoxicobalamina e

metilcobalamina, é um importante componente das dietas ricas em alimentos de origem animal,
como carne, ovos e leite. Esta necessita de se ligar a um cofator, denominado factor intrinseco, que
vai permitir tanto a manutencdo estrutural da vitamina B12 no estbmago, como a sua absor¢ao
posteriormente no ileo pelos recetores transcobalamina. Apds absor¢do e armazenamento no
figado, medula e outros tecidos, a vitamina B12 tem um papel crucial na formacdo de ADN, na
formacdo e manutencdo da bainha de mielina dos neurdnios e ainda na sintese de acidos gordos.
Sendo as suas fungdes tdo importantes para 0 corpo, a sua excre¢do € muito reduzida e ha
reciclagem sempre que possivel, tendo o armazenamento no corpo possibilidade de sustentar a

necessidade de vitamina B12, em média até 3 anos, sem que haja fornecimento exdgeno da mesma.
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Em caso de deficiéncia em vitamina B12, para além da anemia macrocitica comum de se dar
devido a falta de ADN sintetizado, também podem aparecer sintomas neurolégicos por acumulagdo
de acido metilmalénico e homocisteina.

As causas comuns podem ser por causas autoimunes, Como no caso da anemia perniciosa, por
mal absor¢do devido a alteracdes da producdo de factor intrinseco ou por danos na zona do ileo
como acontece na doenca de Crohn, doenca celiaca e até infegBes por helmintas. Por fim,
insuficiéncias nutricionais como nas dietas vegetarianas com duracdo superior a capacidade de
fornecimento do armazenamento no corpo.®

Com este imunoensaio competitivo é possivel fazer a determinacgdo quantitativa dos niveis de
vitamina B12, amostras de soro e plasma (em EDTA ou heparina de litio). O seu funcionamento
baseia-se na competi¢cdo por uma quantidade limitada de fator intrinseco da fase sélida, em que a
vitamina B12 da amostra € libertada das proteinas de ligacdo pelo hidroxido de sédio e DTT.
Quanto menor a intensidade relativa de luz, maior a quantidade de vitamina B12 na amostra.%*

Valores referéncia: Interferéncias:

Normal - 211-911 pg/ml e Hemoglobina

Deficiéncia - 32-246 pg/ml ¢ Bilirrubina conjugada
¢ Bilirrubina ndo conjugada
e Lipémia

Funcéo Tiroideia

A funcdo tiroideia € um dos mais importantes mecanismos de regula¢do do corpo humano,
tendo influéncia em todos os metabolismos e tecidos do corpo, incluindo o coracdo, SNC, sistema
nervoso auténomo, 0ssos, tracto gastrointestinal e metabolismo energético.

Tudo isto € controlado pela acdo das duas hormonas tiroideias, a T3 (triiodotironina) e a
T4(tiroxina), no entanto também a producéo destas hormonas é controlada de forma a garantir a
homeostase do organismo e dos metabolismos afetados. Este controlo é efetuado pelo eixo
hipotalamo-hipofise-tirdide em que se dd um controlo por feedback negativo, ou seja, quando os
niveis de T3 e T4 comecam a ficar elevados, esta elevacdo vai ser um sinal inibitorio para o
hipotdlamo, deixando de produzir TRH, inibindo assim a hipdfise anterior, que por sua vez deixa
de estimular a tiroide, cessando-se a producéo de T3 e T4 e vice-versa quando se pretende aumentar

a producdo de T3 e T4.
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Quando este controlo se encontra alterado, podem-se dar dois tipos de patologias,
nomeadamente hipotiroidismo e hipertiroidismo. No hipotiroidismo h4 um decréscimo dos niveis
séricos de T3 e T4 que leva a uma reducdo da taxa metabdlica basal, resultando em sintomas como
apatia, ganho de peso letargia, secura, alopecia, suores, bradicardia, obstipacdo, etc. J& no
hipertiroidismo hd uma acumulacdo excessiva de T3 e T4 no sangue e tecidos levando a sintomas
de um estado hiperadrenergico, como intolerancia ao calor, perda de peso, maior apetite,
taquicardia, palpitacOes, hipertensdo, tremores, etc.

As causas de hipotiroidismo podem ser primérias, que a causa esta diretamente na tiroide em
si, ou secundarias quando o problema advém ou do hipotalamo ou da hipdfise. Alguns exemplos
sdo uma deficiéncia em iodo, tiroidite subaguda, pds-parto ou de Hashimoto, entre outros.

No hipertiroidismo podem também ser primarias ou secundarias e temos a doenca de graves,
excesso de iodo, adenomas pituitarios, por inducdo de farmacos, etc.

Portanto, torna-se muito importante a monitorizacdo desta funcdo e para isto utiliza-se a
determinacdo da T3 e T4 livres, pois a uma grande fracdo de ambas circula agregada a TGB e
apenas a fracdo livre é biologicamente ativa nos tecidos, e da TSH, porque permite saber se a causa

é primaria ou secundaria.®

- T4 livre (FT4)

Apesar de tanto a T3 como a T4 serem biologicamente ativas, a T3 possui uma atividade

bastante superior a T4, funcionando mais como uma precursora de T3 nos tecidos. Assim, 0s niveis
da sua fracdo livre no sangue estdo relacionados com a sua secre¢do e metabolismo, acontecendo
que em hipotiroidismo a sua fracdo livre € igual a T4 total, sendo este ensaio muito Util, ndo s para
avaliar hipotiroidismo por escassez de T4, mas também detetar alteracdes nas proteinas de
transporte, como a TBG, quando os niveis de T4 livres estdo normais, mas a T4 total alterados.5°%

Este ensaio € um imunoensaio competitivo destinado a amostras de soro e plasma (em EDTA
ou heparina de litio), baseando na competicao entre a T4 livre da amostra e uma sintética marcada

com éster de acridina, por uma gquantidade limitada de anticorpos anti-T4 policlonal.
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Quanto menores as unidades de luz relativa medidas, libertadas pela T4 marcada, no final do

ensaio maior seré a quantidade de T4 livre na amostra.®®

Valores referéncia: Interferéncias:
Normal - 0,89-1,76 ng/dl e Hemoglobina
Hipotiroideio - <0,89 ng/dl * Bilirrubina conjugada
] L e Bilirrubina nao
Hipertiroideio - >1,76 ng/dl conjugada
e Lipémia
e Biotina

e Certos farmacos
- T3 livre (FT3)

Tal como no ensaio da T4 livre, este ensaio permite obter informacdo ndo s6 do estado de

producdo e metabolismo da T3 livre, em conjunto com os niveis de T4 livre e TSH, permite
monitorizar a funcéo tiroideia e, em caso de alguma anomalia, permite descobrir se a causa esta na
tiroide em si ou se é secundaria.

Este ensaio também é um imunoensaio competitivo com destino a amostras de soro e plasma
(em EDTA e heparina de litio), funcionando de maneira similar ao ensaio da T4 livre, com
anticorpos anti-T3 de rato na fase solida. Na medicéo o raciocinio vai ser o mesmo, ou seja, quantas
menos unidades de luz relativas medidas, maior a concentragdo de T3 livre na amostra.®’

Valores referéncia: Interferéncias:
Normal - 2,3-4,2 pg/ml

e Hemoglobina

Hipotiroideio - <2,3 pg/ml e Bilirrubina conjugada
Hipertiroideio - >4,2 pg/ml e Bilirrubina nao
conjugada
e Lipémia

e Certos farmacos
- Hormona Tiroestimulante (TSH3-UL)

A TSH é uma hormona sintetizada e segregada pela hipofise anterior (pituitaria), sempre em

relacdo as concentracGes de T3 e T4 livres e estimulada pela TRH, hormona sintetizada no
hipotalamo.

Assim, a TSH é muito utilizada na diferenciagdo das patologias tiroideias entre primarias,
secundarias e terciarias, quando efetuado um estudo em conjunto com os niveis de T3 e T4 livres.

Por exemplo, no hipotiroidismo primario, as T3 e T4 vao estar baixas e a TSH elevadas, indicando
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que o erro esta na tiroide, pois a hipofise esta a tentar estimular a tiroide a secretar T3 e T4. No
secundario, as T3 e T4 e a TSH vao estar todas baixas, indicando que o problema provavelmente
se deve ao ndo funcionamento da hipofise, devendo-se confirmar com a determinacéo dos niveis
de TRH.%

Este imunoensaio destina-se a ser utilizado em amostras de soro e plasma (em EDTA e heparina
de litio), sendo um ensaio competitivo de terceira geracdo com maior capacidade de detecdo dos
niveis de TSH.%8

Valores referéncia: Interferéncias:
Normal - 0,55-4,78 plU/ml ¢ Hemoglobina
¢ Bilirrubina conjugada
e Bilirrubina nao
conjugada
e Lipémia

Oncologia (marcadores tumorais)

Os marcadores tumorais sdo indicadores bioquimicos produzidos pelo corpo na presenca de
tumor, estas moléculas sdo detetadas no plasma e em certos fluidos corporais e estdo normalmente
associadas a malicidade.

Estes marcadores podem ser produzidos pelas proprias células tumorais ou pelo corpo em
resposta ao tumor, acabando por ser libertados no sangue onde poderdo ser detetados e
quantificados. No entanto, estes por si s6 acabam por ndo servir de diagndstico primario de cancro,
servindo mais de suporte ao diagnostico, progndstico e seguimento dos tratamentos. 1sto porgue,
devido a variabilidade bioldgica de cada individuo, podemos ter padrGes dos biomarcadores
completamente diferentes de pessoa para pessoa, desde concentracdes com real significado serem
diferentes, ou terem diferentes significados no estadio de cada cancro.

Assim, estas moléculas tém bastantes vantagens e desvantagens devendo-se ter em conta que
devido a variabilidade bioldgica torna-se muito complicado deduzir os padrdes de diagnostico que

sejam verdadeiros para a populagéo no geral, para cada cancro e cada fase destes.®®

- Antigénio Carcinoembrionario (CEA)

O CEA foi detetado pela primeira vez em 1965 numa amostra de tecido de um cancro colorretal
humano, tratando-se de uma glicoproteina oncofetal que normalmente nao é sintetizada em grande

numero apos 0 nascimento.
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Apesar de ser tipicamente utilizado para o cancro colorretal, 0 CEA pode aparecer elevado em
varias patologias como outros cancros no tracto gastrointestinal, cancro da mama, pulmé&o, ovario,
etc., causando muitas vezes dilemas entre os clinicos.

Como dito anteriormente, ndo serve de diagnostico prévio de cancro, mas fornece informacdes
muito importantes no prognostico da doenca e eficacia dos tratamentos. "

Neste ensaio temos a possibilidade de detetar o CEA em amostras de soro e plasma (EDTA e
heparina de litio), tendo como principio o tipo de imunoensaio em sandwich. Na fase sdlida ha um
anticorpo anti-CEA que vai sequestrar 0 CEA presente na amostra, ap6s uma fase de lavagem
passa-se um regante com um segundo anticorpo anti-CEA marcado com o éster de acridina que se
vai ligar ao CEA, anteriormente sequestrado.

Numa terceira fase vai se medir a luz produzida pelo éster de acridina e a quantidade de CEA

presente na amostra vai ter uma relacéo direta com a luz medida.”

Valores referéncia: " Interferéncias:
Individuos saudaveis ndo fumadores - <=3ug/dl e Hemoglobina
Individuos saudaveis fumadores - <=5 pg/dl e Bilirrubina conjugada
e Bilirrubina nao
conjugada
e Lipémia

Cancro da prostata

O marcador tumoral tipico no diagnostico do cancro da prostata € o PSA, uma protease de serina
sintetizada no epitélio do tecido prostatico com funcéo de diminuir a viscosidade do fluido seminal,
0 que permite melhor mobilidade e uma migracéo facilitada dos espermatozoides.

O PSA acaba por entrar na corrente sanguinea pelos capilares, onde uma certa parte do PSA
vai sofrer protedlise e tornando-se inativo passando-se a chamar PSA livre, este acontecimento é
importante ja que tanto o PSA como o PSA livre podem ser medidos e através da razdo PSA livre/
PSA total, o clinico obtém a informacdo bastante fidedigna do estado do utente.

O PSA apesar de ter alta sensibilidade, apresenta baixa especificidade devido ao facto de varias
condicdes na prostata poderem elevar os niveis de PSA, como infecdo, inflamacgdo, trauma e
tumores benignos, isto leva a que o PSA por si s6 ndo pode servir de teste de diagnostico de cancro
da prostata, mas apesar disto a informacéo fornecida € fulcral na maioria dos casos de cancro da

prostata ainda em fases iniciais, que costumam ser assintomaticos.”®
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- Antigénio especifico da proéstata

Este ensaio é direcionado para a determinacdo de PSA em amostras de soro, baseando-se no

tipo de imunoensaio em sandwich em que a amostra é passada numa mistura de fase solida e fase

liquida ambas com anticorpos anti-PSA, levando a formagdo de uma estrutura do tipo sandwich,

em que depois se é medida a luz produzida na reagdo de quimioluminescéncia produzida com o

estér de acridina que se apresenta no anticorpo da fase liquida.

A concentragdo de PSA esta diretamente relacionada com a luz relativa medida.”

Valores referéncia: Interferéncias:
Normal - <4 ng/ml e Hemoglobina
Suspeito - >4 ng/ml e Bilirrubina conjugada
e Bilirrubina nao
conjugada
e Lipémia

- Antigénio livre especifico da prostata (fPSA)

Certos farmacos

Neste ensaio € possivel determinar quantitativamente os niveis séricos de PSA livre e o tipo de

imunoensaio é semelhante ao ensaio da PSA, sendo que neste se utilizam anticorpos anti-PSA livre.

Assim, a luz relativa medida tem relagdo direta com a concentragdo de PSA livre na amostra.”

Valores referéncia: Interferéncias:

Razéo fPSA/PSA - <27% suspeita o

de cancro da prostata °

Hemoglobina
Bilirrubina conjugada
Bilirrubina nao
conjugada

Lipémia

Certos farmacos

biotina
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Infecbes Sexualmente Transmissiveis

- Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV Ag/Ab Combo)

O HIV é um virus inicialmente descoberto em 1981, nos EUA, responsavel pela tdo conhecida
condicdo SIDA, Sindrome da ImunoDeficiéncia Adquirida, e € uma das principais causas de mortes
no mundo. Este virus, tecnicamente trata-se de um retrovirus, pertencente a subfamilia Lentivirinae
e possui varias formas de contagio, como o contacto sexual, exposicao a sangue por feridas, cortes
transfusdes, etc. e ainda a transmisséo perinatal.

Atualmente, sabe-se que existem dois tipos de virus HIV, o HIV-1 e HIV-2, sendo o primeiro
0 mais disseminado a nivel mundial e 0 que apresenta piores sinais clinicos, pois como apresenta
uma taxa de replicacdo muito maior, o que leva a uma maior virémia e por sua vez um declinio
muito mais acentuado dos linfocitos T helper (CD4+).

Assim, existe uma grande necessidade de diagnosticar e identificar possiveis portadores, de
forma a estagnar o avango dos contagios e poder-se proporcionar uma boa qualidade de vida em
seguranca para os infetados e os ao seu redor. 680

Neste ensaio sdo utilizados antigénios recombinantes correspondentes as proteinas virais do
envelope, HIV-1 (gp41/120) e HIV-2 (gp36), é também utilizado um péptido sintético para a
detecdo de anticorpos ao HIV-1 do grupo O e ainda mais trés anticorpos anti-p24, para a detecéo
do antigénio p24 do HIV-1, em amostras de soro e plasma em EDTA. A partir disto produziu-se
um imunoensaio do tipo sandwich, em que na fase solida temos um complexo formado pelos
constituintes acima referidos, que vao capturar as respectivas moléculas-alvo e , posteriormente, é
passado um reagente que possui 0s mesmos antigénios recombinantes, o péptido sintético do grupo
O, e os trés anticorpos anti-p24, mas com a diferenca que estes se encontram marcados com o éster
de acridina para ser-se possivel a atividade de anticorpos do HIV e/ou do antigénio p24 na

amostra.??
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Resultados: A
Interferéncias:
Os resultados sdao dados como reativos ou nao reativos, e Hemoglobina
sendo que quando ha reatividade, a amostra deve ser e Bilirrubina conjugada
centrifugada (10000g) por 10 minutos e repetido o teste e Bilirrubina nao
. . conjugada
em duplicado. Se ambos derem novamente reativos, .,
e Lipémia
deve-se proceder a testes complementares de confirmac&o. e Hiper-1gG
e Biotina
e Hipo e
hiperproteinémias
e Colesterol

Virus da Hepatite B

O HBYV é um virus pequeno que apenas infeta mamiferos e que apos a infecdo com 0 mesmo
causa uma condigdo conhecida por Hepatite B, uma doenca hepatica necroinflamatoria considerada
grave e que se encontra distribuida a nivel mundial.

E uma doenca grave, pois cinco a dez porcento dos infetados acaba por ndo conseguir eliminar
0 virus e desenvolvem uma infecdo persistente que acaba por causar uma hepatite cronica, esta
induz um estado inflamatorio crénico e ciclos repetidos de dano e reparacao hepatica. Isto leva a
que haja promocdo da tumorogenese, aumentando o risco de cirrose e hepatocarcinoma celular,
que se chega a desenvolver em dez a vinte e cinco porcento das infecdes persistentes por HBV,
causando 800,000 mortes por ano.

Este virus € um virus com uma elevada diversidade de vias de transmissdo, transmitindo-se por
sangue e outros fluidos corporais, sendo as mais problematicas: a transmisséo vertical e perinatal.
Isto por serem as que mais infe¢bes persistentes causam, devido ao sistema imune ndo estar tao
desenvolvido como num adulto, e depois temos as transmissfes por esterilizacdo inadequada dos
instrumentos médicos e de administracdo de drogas e por via de relacdes sexuais ndo protegidas.

Assim, é de elevada importancia o diagnostico e monitorizacdo das infecGes por este virus, algo
normalmente efetuado por detecdo do antigenio de superficie (antigénio S) do HBV e por detecao

dos anticorpos produzidos pelo corpo contra o antigénio S no sangue.®2-8
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- Antigénio Il de superficie da Hepatite B (HBslI)

Este ensaio esta destinado a ser utilizado em amostras de soro e plasma (em EDTA , heparina
de litio e de sddio) para a determinacdo qualitativa do antigénio S do HBV. Tratando-se de um
imunoensaio do tipo sandwich, em que temos a captura do antigénio S de HBV possivelmente
presentes na amostra pelos anticorpos anti-HBs da fase sélida e, posteriormente, 0s mesmos
anticorpos anti-HBs marcados por éster de acridina vao complexar com o antigénio S capturado.
Apos esta fase, é medida a luz relativa produzida e o resultado da-se pelo valor indice estabelecido
pelos calibradores.

Resultados: Interferéncias:

Nao-reativo - indice <1 e Hemoglobina

Reativo - indicel> x <50, repetir em duplicado * Bilirrubina conjugada

L . Bilirrubina ndo conjugada
Reativo - indice > 50, confirmado sem necessidade * L Jug
_ e Lipémia
de repeticdo o Hiper-1gG

e Biotina
e Hipo e hiperproteinémias
e Colesterol
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- Anticorpos Anti-Hbs2 (aHBs2)
Neste ensaio temos a possibilidade determinar qualitativamente e quantitativamente a presenca

de anticorpos anti-antigénio S do HBV, em amostras de soro e plasmas (em EDTA e heparina de
litio). Permitindo assim uma valorizacdo da suscetibilidade do individuo a testar contra 0 HBV,
seja antes ou depois de haver vacinagdo ou entdo caso ndo se saiba o estado de vacinagéo,
permitindo também ter-se mais uma informac&o auxiliar no diagnéstico de uma infecdo associada
ao HBV no caso de uma hepatite com etiologia desconhecida.

Este ensaio trata-se também de um imunoensaio do tipo sandwich, em que numa fase soélida
temos antigénios S de HBV sintéticos, que tém a fungdo de capturar os anticorpos presentes na
amostra e numa segunda fase é adicionado um reagente que possui novamente antigénio S, mas
estes marcados por éster de acridina, que vao ser sequestrados pelos anticorpos da amostra que
foram capturados pela fase sdlida. Na fase final da-se a medicéo da luz emitida pelos antigénios S
marcados que foram capturados e a concentracdo de anticorpos da amostra tera uma relacéo direta

com a luz relativa medida.%®

Resultados: Interferéncias:
Nao-reativo - <8 mlU/ml e Hemoglobina
Reativo - 8< x > 12 mlU/ml, repetir em duplicado e Bilirrubina conjugada
Reativo - >12 mlU/ml, confirmado sem necessidade * Blllrrmea nao
N conjugada
de repeticédo o Lipémia
e Hiper-1gG
e Biotina
e Hipo e
hiperproteinémias
e Colesterol
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Atellica™ 1500 Automated Urinalysis System (UAS)*

O Gltimo equipamento que acompanhei foi o Atellica™ 1500 Automated Urinalysis System™,
um equipamento da casa comercial Siemens, completamente auténomo na analise de urinas tipo Il,
que combina dois equipamentos.

Primeiro, um equipamento ja conhecido da Siemens, o CLINITEK Novus Automated Urine
Chemistry Analyzer, que permite fazer o exame quimico das urinas de diversos pardmetros.
Utilizando a tecnologia de tiras de teste em cassetes com uma camera digital de Ultima geracéo que
permite a obtencdo de imagens e resultados

fidedignos dos testes quimicos.

Em segundo lugar, uma novidade da casa — '
Siemens, temos o0 Atellica™ 800 UAS que nos vali
permitir automatizar todo o processo de anélise

microscopica dos sedimentos das urinas, também

este utiliza tecnologia de imagem digital de alta-

Figura 9 - Equipamento Atellica™ 1500 AUS
resolugao, com Imagem muito semelhante a Adaptado de https://www.siemens-healthineers.com

microscopia eletronica, reduzindo a necessidade
de se fazer microscopia manual.

Este equipamento permite a analise de 106 a 240 amostras por hora com a capacidade de
carregamento de até 100 amostras de cada vez, necessitando no minimo apenas de 2,6 ml de
amostra, e, posteriormente, tendo a capacidade de armazenar até 10,000 resultados e imagens de
pacientes.

As informaces fornecidas por estes testes importantes no diagnostico e manutencao do estado

do sistema renal, do tracto urinario, funcéo hepatica, etc.®®

Ensaios Atellica™ 1500 Automated Urinalysis System*

O equipamento Atellica™ 1500 UAS permite dois menus de ensaios, 0 menu de exame
quimico/ético da amostra e 0 menu de exame microscopico do sedimento das amostras, tudo na
mesma passagem pelo equipamento.

Cada menu permite o teste das amostras de urina para:

- Exame guimico/dtico (CLINITEK Novus 10 Cassetete):®

e Aspeto
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- Exame microscépico do sedimento:®°

Bilirrubina

Corpos cetonicos
Cor

Glucose

Esterase Leucocitaria
Nitritos
Hemoglobina

pH

Proteinas

Densidade

Urobilinogénio

Bactérias

Cristais (patoldgicos, hialinos e normais)

Muco

Células (de escamacdo e ndo escamacao)

Eritrécitos
Espermatozoides
Leucdcitos

Leveduras

Figura 10 - CLINITEK Novus 10 Cassettes

Adaptado de https://www.siemens-healthineers.com

As informacdes fornecidas por estes testes sdo cruciais no diagndstico e manutencéo do estado

do sistema renal, do tracto urinario, fungdo hepatica, etc.®
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Hematologia

A Ultima &rea pela qual se passou o estagio foi
a area da Hematologia, nesta area do laboratorio
era dividida em seccdes, comecando pela secgédo
principal dos hemogramas, hemoglobina glicada,
VS’s e analise de esfregacos de sangue periférico,
para a seccdo da coagulacdo, testes de Coombs e
grupos sanguineos, depois a seccao da eletroforese

de hemoglobinas e, por fim, a seccdo da Citometria , )
Figura 11 - Area da Hematologia
de fluxo.

O tipo de amostras utilizado nesta area €, na sua grande maioria, tubos com anticoagulante
EDTA para a generalidade dos testes praticados na area, seguidos pelos tubos com citrato de sddio
para a coagulacéo e depois, para algumas analises especificas eram enviados outros tipos, como 0s
tubos pediatricos com EDTA, citrato ou heparina, tubos com heparina, tubos para certos fluidos
organicos, etc.

A utilizacdo destes € muito importante para esta area devido ao facto de os anticoagulantes
prevenirem a formacao de codgulos e ao mesmo tempo conseguirem manter o estado fisioldgico
dos componentes sanguineos como, por exemplo, a morfologia das células, que assim nos permite
ter uma nocéo correta do estado fisioldgico das amostras na altura da analise e, para além disto,
tornam possivel que a amostra ndo necessite de ser analisada logo nos momentos apoés ter sido
colhida, podendo estar armazenada no laboratério por umas horas (dependendo do tipo de
anticoagulante utilizado) sem afetar a qualidade dos resultados na hora da analise.*

Na minha passagem por esta area, foi me possivel acompanhar o funcionamento da sec¢do dos
hemogramas, hemoglobina glicada e VS’s, a seccéo da analise dos esfregacos de sangue periférico,
a seccdo da coagulacdo e a seccdo da Citometria de fluxo, respectivamente. Pelo que serdo as que
abordarei nesta parte do relatorio, juntamente com os equipamentos utilizados e novamente 0s
parametros mais influentes e mais importantes nas analises gerais.

O percurso de todas as amostras, que tivessem como destino a area da Hematologia, iniciava-

se na entrada e triagem efetuada pelo equipamento AutoMate 1250, da casa comercial Beckman
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Coulter, onde as amostras sdo identificadas, sdo verificadas se estdo conformes e sdo distribuidas
para as respectivas sec¢des--destino dentro da area da Hematologia.

Circuito Principal

O circuito principal é um circuito linear de sentido Unico (exceto na necessidade de repetir
algum parametro) composto pela seccdo dos hemogramas e esfregacos de sangue periférico,
seguida da seccdo das VS's e hemoglobina glicada, pela ordem descrita.

Praticamente todas as amostras que tém como destino o circuito principal sdo amostras de
plasma em EDTA, sendo este o anticoagulante de eleicdo devido a sua melhor capacidade de
manutenc¢do da qualidade e estado das amostras e por ndo haver necessidade de se fazer o estudo
da coagulagdo nestes tubos, devido ao facto do EDTA sequestrar irreversivelmente o calcio
necessario para o funcionamento da cascata de coagulacao.

Assim, dependendo do leque de analises pedido pelo clinico, as amostras podiam ter varias
opcOes de circulacdo, sendo estas distinguidas por racks de diferentes cores:

Verde - Apenas Hemograma

Azul - Hemograma e VS

Vermelho - Hemograma e Hemoglobina glicada

- Hemograma, VS e hemoglobina glicada

Preto - Apenas esfregaco de sangue periférico

Algumas raras exce¢Ges como amostras urgentes, certas repeticbes de algum parametro em
falta, etc., poderiam ndo utilizar este método de organizacéo.

Apdbs serem analisadas, as amostras regressam ao AutoMate 1250 para serem arquivadas e
armazenadas ou entdo serem encaminhadas para outra sec¢do na qual a amostra possua alguma

analise pendente.

Unicel® DXH 800 COULTER® Cellular Analysis System

Na area da Hematologia do laboratério a gama de equipamentos a uso para a execugdo dos
hemogramas no circuito principal € o Unicel® DXH 800, da casa comercial Beckman Coulter, Inc.,
um equipamento com a capacidade de executar até 100 testes por hora no maximo, necessitando

apenas de 165 pl de volume de amostra para determinar 29 parametros como eritrécitos, leucdécitos,
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hemoglobina, plaquetas, reticuldcitos, eritrocitos nucleados (NRBC) e ainda tendo a capacidade de

realizar a contagem diferencial absoluta e relativa dos leucdcitos e reticulécitos.

Hemograma
A a) CFCT
O sangue é composto por trés grandes S P—
linhagens de células, os leucdcitos, gb (@ @ Luticos

¢ Eosinofiles
&

eritrocitos e plaquetas, que sdo produzidas e “-~-@—@

CFC-Eosin

amadurecidas na medula Ossea, um
bo Célula tronco = o — Baséfilos
processo fisioldgico que facilmente se ™%, """ bl

0 Neutréfilos
perturba por diversas causas como dieta \ -0 [ —— Macrngi

CFCGM Monocitos

pobre em vitamina B12, ferro, folatos, etc., o_’&_,o s
Célula tronco CF(
cancros hematoldgicos, infe¢des, estados m—-— . Mepacaridclo Paquetas
At 1 _.o_’o > . Eritrécitos
hemorragicos  agudos, alergias e ace ace @

Figura 12 - Esquema das linhagens hematopoiéticas simplificado.

imunodeficiéncias. Adaptado https://ingoh.com.br

A realizacdo de um hemograma é uma
das andlises mais comuns e pedidas no mundo que se baseia numa contagem celular total no sangue
que inclui a determinacdo da hemoglobina, nimero de leucdcitos e a sua contagem diferencial,
plaquetas, eritrocitos e os seus diversos indices e, por fim, pode ser pedida a contagem de
reticulécitos e de NRBC's em casos especificos.

As informacGes fornecidas por esta analise vao capacitar o clinico de avaliar o estado
fisiolégico de um individuo, detetar algum dos problemas anteriormente referidos que se possa
estar a manifestar por forma de uma anemia, uma citopénia ou uma policitémia, por exemplo.
Posteriormente, apds inicio de um tratamento é também possivel fazer a monitorizacdo do sucesso
do mesmo a partir do hemograma.®2

Todos os parametros do hemograma sao efetuados no equipamento DXH 800 CAS e em todos
é utilizado o mesmo método de andlise, o principio de Coulter (ou método da impedancia elétrica),
a excecdo da determinacdo da hemoglobina que é feita por espectrofotometria, da contagem
diferencial de leucdcitos e da contagem de reticuldcitos e de NRBC’s, em que se utiliza a tecnologia

VCS, baseada na utilizacdo dos métodos da condutividade por rédio frequéncias, o principio de
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Coulter e por dispersao e absorcao de luz, todos em simultaneo permitindo uma identificacdo muito

mais pormenorizada e fidedigna das células.®®

- Principio de Coulter (método da impedancia elétrica)

O principio de Coulter ¢ um método de

quantificacdo do numero e tamanho de células, ‘ \

Particle

desenvolvido no final da década de 1940. Um ey, e =)
[ ]

flow
método desenvolvido principalmente para o (—“\ A /L
Micro-aperture

proposito de se contar células hematoldgicas com e

Voltage

eficicia e rapidez, mas atualmente é utilizado em | particle = | pulse Pulse = (size)

Figura 13 - Principio de Coulter

praticamente todos os analisadores automaticos Adaptado hitps:/www.comsol.com

tanto de células do sangue como de milhares de diferentes materiais bioldgicos e industriais.*

O fundamento por trés deste método, baseia-se na detecdo e medicédo das alteracdes efetuadas
numa corrente elétrica estavel, devido a passagem dos componentes celulares do sangue, num
liquido condutor, por uma passagem estreita situada entre dois elétrodos.

As células sdo particulas pouco condutoras, em relagéo a suspensdo onde se encontram diluidas,
por isso ao passarem pela passagem entre os elétrodos acabam por distorcer a corrente elétrica
efetuada pelo liquido condutor e essa resisténcia a corrente elétrica € medida, por forma de pulsos
elétricos de varias amplitudes. Assim, o nimero de pulsos exibe 0 nUmero de passagens, ou seja, 0
numero de células e a amplitude dos mesmos vai nos fornecer o tamanho das células, pois quanto

maior a particula maior a resisténcia causada.

- Método espectrofotométrico

A medicdo da hemoglobina neste equipamento da-se pela conversdo da hemoglobina em
hematina alcalina pela acdo de um detergente ndo-idnico. Apoés este pré-tratamento da amostra vai-
se adicionar o reagente “Total Hemoglobin” & amostra e a reacdo de ambos vai formar uma

coloracéo verde a amostra, que serd medida a 600 nm por espetrofotometria.®
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- Eritrograma

O Eritrograma € composto pela analise dos pardmetros hematolégicos dos eritrécitos,
comecando pelo doseamento da hemoglobina, a contagem de eritrécitos, o volume globular médio
(VGM) e o indice de distribuicdo eritrocitaria (RDW) e depois faz-se o calculo do hematdcrito, da
hemoglobina globular média (HGM), da concentra¢do da hemoglobina globular média (CHGM),

a partir das seguintes formulas:

e Hematécrito:
L RBC *VGM
m( )= ikl kil

L 10
e HGM:
Hb
HGM (pg) = RBC* 100
e CHGM:

CHGM (%) = 2. 1000

Tabela 2 - Valores de referéncia para Eritrograma na populacdo da zona metropolitana de Lishoa.**

Intervalo de valores

_

Homens Mulheres
Eritrocitos 4,41 -5,77 3,85-5,27 10%/L
Hemoglobina 13,7-17,0 11,8 - 15,8 g/dL
Hematocrito 40,6 - 50,4 34,8 -46,9 %
VGM 81,8-99,1 82,1-97 fL
HGM 27,3-33,7 27,4 - 33,6 pg
CHGM 32,9-354 32,7-355 g/dL
RDW 12,0- 14,6 12,0 - 16,8 %

Vaérios factores podem influenciar a série vermelha de um hemograma, como a dieta, infecdes,
hemorragias, doencas genéticas, doencas autoimunes, transfusdes, farmacos, alcoolismo, doenca
hepatica, hipotiroidismo e cancro.

A acéo destes factores costuma resultar numa condigéo bastante conhecida e das mais comuns
da série vermelha no mundo, a anemia, que afeta até um tergco da populagdo mundial, com muitos

casos a serem assintomaticos ou com sintomas leves, mas em situagdes graves é uma condigdo que
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pode levar a morte. Os sintomas podem ir desde fraqueza, palidez, cansaco ao minimo esforco e
hipotensdo, etc.

Fisiologicamente a anemia é caracterizada por hemoglobina abaixo dos valores de referéncia,
o normalmente acaba por influenciar a quantidade de hemoglobina por eritrocito e o nimero de
eritrocitos, assim podemos classificar o tipo de anemia pelo VGM e pelo CHGM, o que nos permite
obter informac®es acerca do que poderéa estar a causar a anemia.

As anemias podem ser microciticas, no caso do VGM se apresentar diminuido, normociticas,
no caso de 0 VGM estar normal, ou entdo macrocitica, no caso do VGM se apresentar aumentado.
Posteriormente, tendo em conta 0 CHGM as anemias podem ser ainda hipocrémicas,
normocromicas ou “hipercromicas”, no caso do CHGM se encontrar diminuido, normal ou
“aumentado”, respectivamente.

Um exemplo de anemia microcitica e hipocromica € a anemia ferropenica, a anemia mais
comum, que se traduz na deficiéncia de ferro no organismo levando a deficiente producédo do grupo
hemo para a hemoglobina, sendo comum uma apresentacdo de um hemograma com VGM baixo,
CHGM baixo e um RDW elevado por termos uma grande variedade de tamanhos de eritrocitos.

Um outro sinal clinico indicador de anemia € um possivel aumento do nivel de reticuldcitos, no
caso de uma anemia regenerativa, um sinal positivo para o progndéstico pois indica uma tentativa
da medula de recuperar a homeostase, no entanto podemos ter anemias ndo-regenerativas em que
os reticuldcitos se encontram reduzidos, algo muito comum em casos de uma incapacidade da
medula de produzir células da linhagem vermelha, como anemias aplasticas, faléncia renal,

mieloma maltiplo, etc. Algo que normalmente é um mau progndstico para o utente.%

- Leucograma
O Leucograma é composto pela analise completa dos parametros leucocitarios, incluindo a

contagem total de leucdcitos e a sua contagem diferencial, em absoluto e percentagem.

A contagem diferencial é a contagem individual de cada tipo de leucdcito, ou seja, 0s
neutrofilos, linfocitos, monadcitos, eosindfilos e basofilos, esta contagem € utilizada pelos clinicos
para monitorizar a estado fisiolégico dos utentes, pois fornece informacdes precisas acerca do
estado imunoldgico e do estado do tecido medular e do seu funcionamento, permitindo o

diagnostico de diversas patologias que afetam esta linhagem e ainda, no caso de tratamentos em
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curso, também nos vai fornecer informacgdes da progressao ou regressdo da doenca, refletindo a

eficacia do tratamento e assim o clinico j& consegue sugerir um progndstico.

- Tecnologia Coulter 3-D VCS
O equipamento Unicel® DXH 800 COULTER® CAS, para além do principio de Coulter que é

utilizado na contagem total dos leucdcitos, utiliza a tecnologia VCS para conseguir fazer a
contagem diferencial dos leucdécitos. A tecnologia VCS trata-se de uma ferramenta avancada e
preciosa nas analises hematoldgicas, com base no volume, condutividade e pelos padrdes de
dispersdo e absorcao de luz pelas células, é possivel ao equipamento distinguir as diferentes células
da linhagem branca e ainda proceder a sua contagem.

O volume ¢ determinado pela utilizacdo do principio de Coulter da impedancia, uma forma
capaz de medir o volume independentemente da posicao das células na amostra.

A medicdo da condutividade das células é efetuada pela utilizacdo de corrente alternada de
radio frequéncias, que vai permitir ao equipamento receber informacfes importantes acerca da
estrutura interna da célula como a sua composic¢ao quimica e o volume nuclear. Por fim, a partir da
tecnologia de dispersao de luz num intervalo de angulos de detecéo de 10 a 70 graus, o equipamento
recebe informacdes acerca das granulagcdes celulares, l16bulos nucleares e estrutura da superficie
celular.

Assim, com estas tecnologias a serem utilizadas em simultaneo num unico canal de medicao o
equipamento vai ter a capacidade de rapidamente conseguir medir estas caracteristicas celulares
das células presentes nas amostras e, posteriormente, cada célula é ordenada numa espécie de
histograma tridimensional em que as células com caracteristicas similares vao ser apresentadas em

“clusters”, cada “cluster” sera um tipo diferente de células.
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Tabela 3 - Valores de referéncia para Leucograma na populacéo da zona metropolitana de Lisboa.®

Intervalo de valores

Parametro

Homens Mulheres
Leucdcitos 4,4-124 43-11,6 10°/ L
Neutrofilos 2,1-9,1(43,4-76,0) | 2,2-7,6 (46,1 -75,1) 10/ L (%)
Linfocitos 1,3-3,1(16,9-46,1) | 1,3-3,4(16,5 - 43,4) 10/ L (%)
Eosindfilos 0,0-0,5(0,4-6,9) 0,0-0,5(0,2 - 6,5) 10°/ L (%)
Mondcitos 0,3-1,0(4,3-11,9) | 0,2-0,8(3,3-10,9) 10°/ L (%)
Basofilos 0,0-0,1(0,2-1,1) 0,0-0,1(0,2-1,2) 10/ L (%)

Tal como no Eritrograma, certos factores e condicdes fisiologicas podem influenciar os valores
hematoldgicos da linhagem leucocitéria e causar alteracfes dos valores do leucograma.
Em casos de leucocitose, ou seja, um aumento do numero de leucécitos no sangue, pode ter como
causa alergias, queimaduras, doencas inflamatorias como artrite reumatoide, infecdes e cancro. Por
outro lado, também pode ocorrer leucopénia, que pode ser devido a doencas autoimunes como a
lUpus, infecdo por HIV, dano no tecido medular por quimioterapia, radioterapia, entre outras. No
entanto, apenas com o valor total de leucdcitos, ndo € possivel determinar a causa da variagédo
detetada no leucograma, sendo nesta fase que a contagem diferencial dos leucocitos se

sobressai e exibe a sua importancia.®
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Tabela 4 - AlteracGes da série branca e possiveis causas. 9102

Linhagem | Condicdo | Possiveis causas

Distarbios mieloproliferativos, infeces bacterianas (desvio a esquerda),
Neutrofilia doencas inflamatoérias, hipoesplenismo, causas genéticas, dano nos
tecidos(trauma, queimaduras).
Neutrofilos
Leucemia, linfomas, mieloma, agranulocitose, mielodisplasia, causa
Neutropenia autoimune (LUpus), sepsis, hiperesplenismo, medicacdo, quimioterapia,
radioterapia, deficiéncia em vitamina B12 e folatos.
. . InfecBes virais e por Toxoplasma Gondii, disturbios linfoproliferativos
Linfocitose S o X .
(leucemia, linfoma), medicacao, stress e hipoesplenismo.
Linfocitos Causas genéticas hereditarias, certas infe¢des virais (HIV, SARS COV-2,
. . etc.), distdrbios autoimunes, linfoma, leucemia, sindromes
Linfopenia A ) foe o -
mielodisplésicos, anemia aplastica, medicacgdo, tratamentos oncoldgicos,
alcool e malnutricao.
Reacdes alérgicas, infecdes parasitarias, doencas autoimunes, sindromes
Eosinofilia mielodisplasicos e mieloproliferativos, leucemia, linfoma, certas
Eosinofilos neoplasias solidas
Eosinopenia Sépsis, stress, infegcdo aguda, medicacéo.
. Recuperacao da medula dssea, exercicio, infecdes, esplenotomia,
Monocitose L - L . . .
o medicacao, stress, leucemia, neoplasias, sindromes mieloproliferativos.
Monacitos
Monocitopenia Anemia apléstica, hemodialise, queimaduras, SIDA, Tricoleucémia.
Basofilia Hipotiroidismo, colite ulcerosa, mastocitose, leucemia eosinofilica,
leucemia mieloide cronica.
Basofilos
Basopenia Reacdes de hipersensibilidade, hipertiroidismo, stress, sindrome de
P Cushing, gravidez.
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- Plaguetograma

O plaquetograma é composto pela anélise dos parametros plagquetares, baseando-se na contagem
total do numero de plaquetas circulantes, o volume plaquetar médio (VPM), o plaquetdcrito (PCT)
e o indice de distribuicdo plaquetaria (PDW). O equipamento mede o numero de plaquetas, VPM
e PDW e depois faz o calculo do PCT.

ne Plt+xVPM

e P(CT =
10000

Tabela 5 - Valores de referéncia para plaquetograma na populagéo da zona metropolitana de Lisboa.*

Intervalo de valores _
Parametro Unidades
Homens Mulheres
Plaquetas 157 - 362 176 - 425 10°/L
VPM 73-11,1 73-111 fL
PDW 15,2-17,7 15,1-17,5 %
PCT 0,152 - 0,299 0,157 - 0,351 %

As plaquetas sdo fragmentos celulares anucleados multifuncionais originados a partir da
fragmentacéo do citoplasma dos megacaridcitos, sendo a sua funcdo mais conhecida a tradicional,
a funcéo de regulacdo da hemostase e trombose assim como na manutencédo dos tecidos dos vasos
sanguineos, mas recentemente chegou-se a concluséo de que também tém uma papel na resposta
imune inata e regulacdo do crescimento tumoral. Apds 5-7 dias existéncia nos vasos, caso ainda
ndo tenham sido utilizadas nas suas fungdes, as plaquetas acabam por ser eliminadas ou por
neutrofilos e macrdfagos ou entdo sdo removidas pelo bago.1%

As alteracGes mais comuns nas plaquetas sdo a trombocitose (aumento do nimero de plaquetas)
que pode originar complicagdes graves como tromboembolismo venoso, AVC e ataques
isquémicos. A trombocitopenia (diminuicdo do numero de plaguetas) que pode originar
complicacBes como hemorragias graves, hemorragias cerebrais e ataque cardiaco, podendo tanto a
trombocitose como a trombocitopenia ocorrer por causas genéticas ou entdo serem adquiridas
secundariamente a outra condicéo.

Na trombocitose genética temos a trombocitose familiar/hereditaria e também, em alguns casos,
a policitémia vera, que séo causadas por mutagdes nos genes JAK2, CALR e MPL que acabam por

causar um aumento na producédo de plaquetas pela medula 6ssea.
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J& quando hé& este aumento por causas secundarias ou reativas, a trombocitose pode ser
secundaria a uma infe¢do, inflamacéo, hemorragia, a uma asplenia funcional ou cirdrgica, doencas
inflamatorias e a cancro ou doenca mieloproliferativa cronica, 10106

No caso da trombocitopenia, varias condi¢es podem levar a esta diminui¢do drastica dos niveis
de plaquetas no sangue, como anemia aplastica, certas doencas autoimunes como a lipus e a
trombocitopenia imune, por cancro como no caso de leucemia ou linfoma e os tratamentos destas
condicdes, infecbes também podem levar a trombocitopenia e também podemos ter uma excessiva

retencdo de plaquetas pelo bago.%’

DxH Slidemaker Stainer Cellular Analysis System

No circuito principal da hematologia, apds a execucdo dos hemogramas das amostras, 0s
esfregacos de sangue periférico sdo realizados pelo equipamento Unicel® DxH SMS, da casa
comercial Beckman Coulter. Caso exista um pedido de avaliagcdo do esfregago sanguineo pelo
clinico ou caso os valores hematologicos do hemograma de uma amostra estejam alterados e seja
necessaria uma avaliacao pelos especialistas no microscopio, a amostra é referenciada pelo sistema
e segue para este equipamento.

O Unicel® DxH SMS tem a capacidade de realizar até 140 esfregacos por hora com opgoes
variaveis de apenas o esfregaco, realizacdo de esfregaco e coloracdo do mesmo ou entdo caso seja
de interesse apenas realizar a coloracdo, necessitando apenas do tubo bem identificado e com o

codigo de barras em bom estado e a identificagdo da Iamina do esfregaco é automatica.%®

Esfregaco de sangue periférico

O esfregaco sanguineo é um teste laboratorial que tem como objetivo a avaliagéo citologica das
células sanguineas fixadas numa lamina, sendo um teste considerado simples e basico de se
realizar, mas que, apesar da simplicidade da sua natureza, continua a ser um dos testes laboratoriais
mais importantes no diagndstico de doencas hematologicas. Isto, porque vai permitir ao
hematologista uma analise morfolégica do estado de todas as linhagens hematologicas por
visualizacdo direta destas pelo microscéopio, onde sera possivel observar e identificar alteracbes nas
mesmas, tanto quantitativamente como morfologicamente.

Assim, apds a analise é possivel realizar o diagnostico e encaminhar a analise para testes
confirmatdrios como a imunofenotipagem, fazer uma monotorizag¢do do avango da doenca ou entdo

da eficécia do tratamento em curso.
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As caracteristicas que se procuram obter quando se realiza a técnica do esfregaco sdo um
esfregaco liso, regular e homogéneo, com a espessura decrescente da cabeca para a cauda e 0s
bordos e franja bem definidos.

Ja com o esfregaco realizado e em boas condicfes, segue-se a avaliacdo ao microscopio do
esfregaco, inicia-se com uma passagem pela esfregaco todo com a objetiva 10x (x100ampliacéo)
de forma a ter-se uma ideia do aspeto geral do esfregaco e conforme as descobertas encontradas,
passa-se para as objetivas de maior ampliacdo para melhor observacgéo e confirmacdo das mesmas,
faz-se a contagem diferencial dos leucdcitos, eritroblastos e plaquetas e avalia-se com atencédo a

morfologia das células.*®

A estrutura normal de um esfregaco tem como constituicao:

e Cabeca do esfregaco: Esta é a zona proxima da zona de deposicéo da gota de sangue e é
zona mais espessa do esfregaco, sendo caracteristico desta zona as células aparecerem muito
sobrepostas com maior ndmero de linfocitos e, portanto, ndo costuma ser uma zona de
utilidade de contagem.

e Corpo do esfregaco: Zona intermédia do esfregaco entre a cabeca e a cauda, em que ha
presenca mais homogenea de células, sendo a zona de elei¢éo para a contagem diferencial
e analise morfologica.

e Cauda do esfregaco: Esta é a zona final do esfregaco com menor espessura em que € mais
utilizada para observar agregados plaquetares e certos tipos de parasitas com menores
ampliacOes, é de evitar a observacdo com maiores ampliacdes pelo facto de as células se
apresentarem distorcidas e assim fornecerem falsas informacdes do estado real das mesmas

No sangue.

Como ja foi referido anteriormente, a contagem diferencial dos leucdcitos e a observacdo dos
eritrocitos e das plaquetas estdo inseridas na rotina de qualquer laboratério aquando da analise de
um esfregaco. Para se realizar uma contagem diferencial de leucécitos de forma uniforme e que
seja representativa do real nimero das diferentes linhagens no sangue, tem de haver uma
estandardizagdo da metodologia de observagédo das laminas.

Primeiramente, decidir qual o nimero de leucdcitos a contar na totalidade, isto vai depender do

valor de leucocitos contador pelo contador automatico (observar tabela 6), de seguida, deve-se

68



Relatério de Estagio | 2024

contar metade do numero que se pretende contar em ambos os bordos do esfregaco e a restante
metade no centro do esfregaco, tentando sempre que haja um varrimento geral do esfregaco.

Tabela 6 - Tabela de contagem leucocitaria.

Contagem total de | Total de leucécitos
leucocitos ( x 10%L) | contados na lamina 25 céiulas \
<40 50
4,0 _ 11,0 100 @ 50 células
11,0-20,0 200 25 células
20,0-30,0 300
>30,0 400 Figura 14 - Exemplo de método de contagem (100 células).

Quando se observa um esfregaco sanguineo podemo-nos deparar com varias alteragcdes nas células
sanguineas podendo indicar varias patologias dependendo de qual se observar.

Nos eritrocitos podemos ter alteracbes no tamanho, forma, cor, distribuicdo e inclusdes
intracitoplasmaticas.

Tabela 7 - Exemplos de alteracdes na linhagem vermelha, 110111

Alteracao Caracteristicas Possiveis causas associadas

Tamanho e Distribuicéo

VGM inferior aos valores de Anemia ferropénica, talassemias,
Microcitose referéncia, eritrécitos mais anemia siderobléstica, intoxicacéo
pequenos do que 0 normal por chumbo
VGM superior aos valores de Alcoolismo cronico, doenca
Macrocitose referéncia e com forma hepatica, anemia megaloblastica,
arredonda/ovalada sindromes mielodispléasicos

Comum ter-se um VGM normal

AT tiaes com o RDW elevado, notando-se Comum de existir quando ha
uma variedade de tamannhos no | presenca de distirbio hematol6gico
esfregaco
e Eritrocitos aparecem empilhados, Gravidez, inflamacdes, infegdes,
Aumento da VS mielomas
Adlutinacio Aglomerados de eritrocitos Anemias hemoliticas autoimunes,
9 ¢ devido & acéo de anticorpos doenca das aglutinas frias
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Tabela 7A - Exemplos de alteracdes na linhagem vermelha,. 11011

Alteracéo Caracteristicas Possiveis causas associadas

Cor
Diminuicdo da coloracéo dos Ca .
. . Deficiéncia em ferr I mi
Hipocromia eritrocitos, aumento do tamanho ear::e?ni(;adzs dc?enoé;acfgrsm?casas,
do halos centrais ¢
Esferocitose hereditaria, muitas
“Hipercromia” Aumento da coloragdo, muitas | vezes ndo passa de um falso aumento
P vezes ha perda do halo central da concentracdo de hemoglobina na
amostra.
Uma variedade de tonalidades .
Anisocromia dos eritrécitos, uns mais palidos e Respogta_ a0 tratamento de anernia
' ferropénica, anemia siderobléastica

outros normais
Forma
Esferocitose hereditaria, doenca

Esferdcitos Eritrocitos esfer_|cos (sgm halo hemolitica do recém-nascido,
central) e microciticos - . .

anemia hemolitica autoimune

Eliptose hereditaria, anemia

Eritrécitos em forma de charuto, . . ..
megalobléastica, anemia ferropénica,

Eliptocitos
alongados -
talassemias

Hemoglobinopatias (drepanocitose
(13 2 1

Diandcitos target cells ’;}3:)0 em forma de talassemias), doencas hepaticas,

anemia ferropénica

Drepanocitose, anemia falciforme,

Drepanocitos Eritrocitos em forma de foice outras hemoglobinopatias

S P Talassemias, anemia ferropénica,
S Eritrécitos em forma de lagrima, R .
Dacriocitos N mielofibrose, esplenotomia, doenga

gota ou péra renal

Inclusodes Eri

Granulos arredondados finos de Perturbacdes na eritropoiese,
talassemias, anemias sideroblastica e

tonalidade azulada que

distribuidos por todo o eritrocito megalobléstica, doencas hepéticas

Pontuado basofilo

InclusGes redondas maiores que 0 Esplenectomia, anemia
megalobléstica, anemia hemolitica

Corpost(IaI Howell- pontuado basdfilo, geralmente 1/2
ol por célula de cor azul-escuro severa
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Tabela 7B - Exemplos de alteragdes na linhagem vermelha, 110111

Parasitas

Eritroblastos

Dependendo do tipo de parasita e
do seu estadio de vida, podemos
ter inclusfes em forma de anel,

manchas de cor azulada/roxa,
pontilhados, etc

Células levemente maiores que 0s
eritrécitos normais que
apresentam nucleo basofilo do
tipo ovo estrelado

Plasmodium spp.

Alteragdes devido ao aumento da eritropoiese

Talassemias, anemia falciforme,
recuperacao de uma hemorragia,
anemias hemoliticas, anemias
regenerativas

Policromatofilia

Aumento do niimero de
reticulécitos, células sem halo
central com uma tonalidade mais
acinzentada

Anemias regenerativas, anemias
hemoliticas, tratamento de anemias
ferropénica ou megaloblasticas

No caso dos leucdcitos também podemos observar varios tipos de morfologias dependendo do

tipo de patologia que afete o individuo em questdo, podendo tais alteracGes aparecer as varias

linhagens de leucaocitos.

Nos neutrofilos podemos ter varios tipos de alteracbes como:

Tabela 8 - Exemplos de alterag@es da linhagem granulocitica.

Alteracao Caracteristica | Possiveis causas associadas

Desvio a
esquerda

Neutrofilos com nucleo em
banda

Infegdes bacterianas, gravidez

Desvio a direita

Células macrocitica com
nucleos com mais de 4 Iébulos

Anemia megaloblastica, citotoxicos que

interferem na sintese de DNA

Vacuolizacao
toxica

As células apresentam vacuolos
no citoplasma

Infe¢Bes bacterianas (vacuolos resultam
da fagocitose das bactérias)

Corpos de Dohle

Granulos citoplasmaticos lilases
na periferia do citoplasma dos
neutrofilos

InfegBes graves como escarlatina,
gueimaduras, uso de citotdxicos,
inflamagdes, as vezes na gravidez

Drumsticks

Projecdo de cromatina em
forma de extremidade de uma
baqueta de tambor ou gota

Situacdo normal nas mulheres(existéncia de cromossoma
X adormecido), no entanto quando em numeros elevados
pode-se desconfiar de sindrome mielodisplasicos ou
mieloproliferativo
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Tabela 8A - Exemplos de alteragdes da linhagem granulocitica.

Granulagdes
toxicas

Alteracéo Caracteristica | Possiveis causas associadas

Granulos de tonalidade
azulada-escura presentes nos
neutroéfilos

Resposta medular acelerada em resposta
a infecOes, queimaduras, tratamento com
corticoides, gravidez

Células imaturas

Presenca no esfregaco de células
imaturas basofilas de maiores
dimensdes que as normais com
elevada razao nucleo/citoplasma
e granulacdo imatura

Uso de corticoides, gravidez, tumores
solidos na medula 6ssea, reacoes
leucemoides

Na linhagem linfocitica podem ser observadas alteracbes como:

Tabela 9 - Exemplos de alteragdes na linhagem linfocitica.10112

Alteracao Caracteristica |

Linfocitos
atipicos

Linfocitos de maiores dimensdes
que o normal, com razao
nucleo/ citoplasma reduzidos e
com a caracteristica de 0s seus
citoplasmas se rodearem as
células vizinhas

Possiveis causas associadas

Mononucleose infeciosa, outras infecGes
virais, vacinacao

Tricoleucocitos

Linfocitos apresentam projecdes
citoplasmaticas em forma de
cabelo

Leucemia a tricoleucécitos

Linfoblastos

Células precursoras dos
linfécitos com maiores tamanho,
cromatina imatura e menos
condensada, razoes
nucleo/citoplasma reduzidas

Leucemias linfoblasticas, linfomas,
neoplasias linfoides

Elevados
plasmacitos

NUmero anormalmente elevado
de plasmacitos no sangue

Linfoma angioblastico de células T,
Hepatite A, Infecéo por rubéola,
Mieloma Multiplo

Vacuolizagéo
citoplasmatica

Presenca de linfocitos com
vacuolos citoplasmaticos

Leucemia linfocitica aguda L3, Linfoma
de Burkit

Sombras de
Gumprecht

Artefacto produzido no momento
da producéo do esfregaco por
fragilidade celular dos linfécitos,
caracterizados por restos celulares
basofilos em forma de sombra

Leucemia linfocitica crénica
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Tabela 9A - Exemplos de alteragdes na linhagem linfocitica. 10112

 Alteracdo Caracteristica Possiveis causas associadas

Linfécitos de grandes dimensoes
que apresentam pequenos
granulos azurdfilos no
citoplasma e razdo
nucleo/citoplasma reduzida

Linfocitos grandes
granulares

Leucemia linfocitica a grandes células T
granulares (LGL-T)
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ALIFAX® Test 1™

No circuito principal da &rea da Hematologia, a seguir a

serem efetuados os hemogramas e ldminas nos

equipamentos DXH 800, as amostras que estdo nas racks
azuis e amarelas tem de ser direcionadas para a andlise da
velocidade de sedimentacéo globular.

Este teste é efetuado pelo equipamento ALIFAX® Test
1™ da casa comercial ALIFAX®, utilizando um método de
agregacdo dos eritrdcitos e fornecendo os resultados em 5
minutos apds o comeco da andlise. Este método tem elevada
correlagdo com o método de Westgren, sem a necessidade
de utilizar reagentes, tubos diferentes e apenas necessitando

de 800pL no tubo do quais utiliza apenas 175 pL. Figura 15 - Equipamento ALIFAX® Test1
Adaptado de
https://www.alifax.com/products/esr-line/

amostras e tendo uma capacidade de analisar até 180 amostras por hora.**®

Permitindo o carregamento do mesmo com até 60

Velocidade de sedimentacéo globular (VS)

A VS globular é um teste muito utilizado para se fazer uma
monitorizacdo do estado inflamatério no corpo. Apesar de
fornecer informac6es importantes, € um teste que por si s6 ndo
deve ser utilizado como teste de diagnostico, sendo melhor
utilizado em conjunto com outros testes.

Este € um teste que tem sido muito utilizado ao longo das
Gltimas décadas com base no método de Westergren, que € o
método de referéncia pelo Comité Internacional para a
Estandardizacdo em Hematologia, e funciona por medicéo da

distancia, em milimetros, que uma amostra de sangue total com

anticoagulante (EDTA) sedimenta num tubo estandardizado na

. . . Figura 16 - Teste de VS manual
vertical, por acdo da gravidade, o tubo de Westergren. utilizando método de Westergren.

O processo de sedimentagdo dos globulos vermelhos da-se pelo amontoamento dos eritrocitos
de forma natural por efeito da gravidade e acaba por ser afetado pela presenca de elementos
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produzidos durante o estado inflamatdrio, como as proteinas de fase aguda, induzido por uma
infecdo, tumor, doenga autoimune.

Isto acontece porque o0s eritrocitos tém as suas membranas carregadas negativamente fazendo
com que o seu amontoamento seja mais lento, mas durante um estado inflamatorio a concentraco
de proteinas carregadas positivamente aumenta no sangue. Nesta fase, as proteinas vao neutralizar
as cargas membranares dos eritrécitos e estes acabam por se amontoar em rouleaux (como um
monte de moedas) muito mais rapidamente, aumentando a VS.

No entanto, também ha condic¢bes que levam a uma diminuicdo da VS, como a policitémia,
algumas hemoglobinopatias, esferocitose, alcoolismo regular, exercicio fisico regular, etc., por

aumento da viscosidade do sangue ou por dificultar o empacotamento dos eritrdcitos.'*

Possiveis causas de um aumento da VSG:
e Anemia

e Infecbes

e Doenca renal

e Albumina sérica baixa

e Mieloma mdltiplo

e Linfomas

e Artrite reumatoide

e Gravidez

e Diabetes Mellitus
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D-100 Hemoglobin Testing System

A Ultima andlise realizada no circuito principal da area
da Hematologia é a determinacdo da hemoglobina glicada
(HbA1c) tendo como alvo as amostras das racks de cor
vermelho e amarelo.

Esta andlise é realizada pelo equipamento D-100™
HbAlc Analyzer, da casa comercial BIO-RAD, que vai

permitir determinar quantitativamente a HbAlc, detetando
em simultaneo outras variantes de Hemoglobina, tudo com 7 , e

H H 115
a capacidade de realizar 80 testes por hora. Figura 17 - Equipamento D-100"™

Hemoglobin Testing System.

Determinacdo da Hemoglobina Glicada (HbA1c)

A hemoglobina é uma proteina encontrada exclusivamente nos eritrocitos e, como todas as
proteinas, também ela é glicada na presenca de glucose e de condicGes favoraveis para a reagéo.
No caso da hemoglobina trata-se de uma glicacéo, ou seja, a glucose ¢ adicionada a estrutura da
hemoglobina numa reacdo ndo-enzimatica, formando-se uma base de Schiff e, posteriormente, da-
se um rearranjo de Amadori convertendo-se a base de Schiff na HbAlc, processo irreversivel.

Este processo ocorre continuamente in vivo, sendo normal a existéncia do mesmo no ciclo
funcional da hemoglobina, acabando mesmo por existir uma pequena percentagem de HbAlc no
sangue, em pessoas saudaveis. No entanto, nos casos de diabetes Mellitus, os niveis de glucose
sérica acabam por se encontrar elevados repetidamente, o que favorece muito a formacédo da HbAlc
e, juntamente com o tempo de vida média de 3 meses dos eritrocitos, torna este produto um
excelente marcador dos niveis médios de glucose nos periodos anteriores a analise. Assim, esta
analise € muito utilizada a nivel mundial como controlo apertado dos niveis de glucose e da diabetes
Mellitus.116:117

O método de funcionamento do teste HbAlc, no equipamento D-100, utiliza como principio a
cromatografia liquida de elevada resolucéo por troca ionica. Em que as amostras sdo injetadas na

coluna, ficando agregadas a fase solida, posteriormente, € adicionada a fase liquida e de forma a
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eluir as diferentes hemoglobinas de forma seletiva, o equipamento faz um gradiente crescente de

forga ionica.

Conforme as hemoglobinas véao sendo eluidas, estas vdo passando pela célula de fluxo e pelas

alteracdes da absorvancia a 415nm, o equipamento tem a capacidade de calcular os valores de

HbA1c utilizando um algoritmo de Gauss exponencialmente modificado.!!®

Valores de referéncia: Factores gue podem influenciar os
e Normal -4,0-5,7 % valores de HbAlc:
e Pré-diabetes - 5,8-6,4% e Anemia falciforme

e Diabetes - >6,5% .

Anemia

Talassemias

Falha renal

Doenga hepatica

Transfusdes de sangue recentes

Gravidez

77



Relatério de Estagio | 2024

Sistema BCS®-XP

Na seccdo da coagulagdo os testes da hemostase
eram realizados pelos dois equipamentos BCS®-XP, da
casa comercial Siemens, com a capacidade de realizar

aproximadamente 380 testes por horas e fornecendo um

vasto leque de testes de analise.!® saans o
O seu funcionamento baseia-se na conversdao da ‘
intensidade de luz, detetada no fotodetetor durante toda T '9u"a 18 - Equipamento BCS®-XP.
a medig&o, num sinal elétrico que vai servir para construir uma curva cinética. A partir desta curva,
dependendo do tipo de teste, este equipamento utiliza quatro tipos de método de medicéo para

calcular os resultados finais, como:

e Método coagulométrico - da-se a medicao do tempo de formacédo de um coagulo de fibrina ou
0 tempo que se demora a atingir outro ponto limite, isto leva a reducéo de intensidade de luz
que chega ao detetor devido ao aumento da turvacdo da amostra.

e Maétodos cineticos - é medida a velocidade a qual a reacéo ocorre.

e Método cromogénico - medicdo enzimatica com auxilio de substratos cromogeénicos, em que
ha alteracdo da absorcédo da luz devido a formacéo de pigmentos.

e Métodos imunoquimicos - utilizados para medir a concentracdo das proteinas, pela utilizacao
de particulas de latex com anticorpos ligados. Formam-se agregados e assim aumenta a

turvacao.

Coagulacao

A segunda sec¢do que me foi possivel acompanhar na area da Hematologia, foi a seccdo da
coagulacdo, onde pude acompanhar dois coagulometros automaticos que tém a capacidade de
processar varios testes de coagulacdo como o Tempo de protrombina, a PTT, o Fibrinogénio,
Antitrombina 111 funcional, D-Dimeros, Proteina S livre, Proteina C funcional, Fator V, VIl e VIII,
Anticoagulante lUpico, Resisténcia a proteina C activada, Fator de Von Willebrand e tempo de

trombina.
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Nesta seccdo, as amostras que sdo recebidas sdo do tipo sangue total sobre citrato de Sodio e 0s
equipamentos que fazem o processamento destas sio dois BCS®-XP, ambos totalmente
automaticos e destinados a realizacdo de testes para a avaliacdo da hemostase.

Para este tipo de testes é de extrema importancia que haja a realizacdo de um processamento
especifico das amostras antes e depois do processamento das mesmas. Iniciando-se na verificagao
da integridade das etiquetas e cddigos de barras e na observacdo da existéncia de coagulos por
inversdo suave dos tubos, de seguida verifica-se se os tubos necessitam de nova centrifugacéo
(normalmente neste laboratério faz-se sempre uma centrifugacdo antes de analisar as amostras
recém chegadas, mesmo que ja venham centrifugadas), processa-se o0 respectivos controlos dos
testes que vamos efetuar e apds a realizacdo dos testes deve-se colocar as amostras em suportes
proprios a temperatura ambiente, para caso seja necessaria nova utilizacdo. Caso ndo haja
possibilidade de processar a amostra no mesmo dia, refrigera-se a mesma a -20°C.

A hemostase € o mecanismo fisioldgico que tem como funcdo primaria a interrupcdo de
hemorragias nos vasos sanguineos, a partir do envolvimento de varias procedimentos interligados
em cascata, levando a formacao de uma espécie de rolhdo na zona do tecido onde seu o dano.

De forma a este mecanismo ser possivel varios componentes entram em acdo, como as células
do endotélio do vaso sanguineo, que vdo produzir certos factores de coagulacéo, os sinalizadores
para a vaso constricdo e recetores de ancoramento das plaquetas. As plaquetas que por acdo dos
marcadores inflamatorios e citocinas do endotélio mais factores de ativacao libertados dos seus
granulos citoplasmaticos vdo formar o rolhdo plaquetario e o figado que vai produzir nos
hepatocitos a maioria das vitaminas e factores de coagulacdo necessarios para o funcionamento de
todos os processos da hemostase, incluindo os anticoagulantes para a dissolucao do rolhdo final de
trombina.

Assim, o controlo do funcionamento deste mecanismo fisiologico por testes analiticos é muito
importante em inUmeros casos, como em avaliaces perioperativas, em casos de pacientes com
condicdes gque afetem este mecanismo e tenham de ter um controlo apertado e ainda em pacientes
que tenham tido problemas cardiacos e necessitem de monitorizar a atividade de agentes
anticoagulantes.*®

As condicOes que afetam a hemostase podem levar a problemas de hipercoagulacdo como é o
exemplo do sindrome anticorpo anti-fosfolipidico, da mutag&o no factor V de Leiden, deficiéncia

em proteina C e S, etc. Por outro lado, também ha condi¢Bes que levam a problemas de
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hipocoagulacdo como a doenga de Von Willebrand, hemofilia, coagulagdo intravascular

disseminada, etc.®

- Tempo de protrombina (Thromborel S)

O TP é um dos testes rotineiros de avaliacdo do estado da hemostase, rastreio de perturbacGes
na mesma, monitorizacdo de terapéuticas de anticoagulacdo, avaliacdo perioperatéria, etc., mais
utilizado a nivel clinico, sendo utilizado especificamente para a avaliacdo das vias intrinseca e
extrinseca da coagulacdo. Permitindo assim a detecdo de deficiéncias em diversos factores de
coagulacdo presentes nestas vias, como o factor 11, V, VII e X juntamente com as concentragdes
de fibrinogénio.

Vaérias condi¢cdes podem levar a uma aumento do valor do PT, como doenca hepaética, por
diminuicdo da sintese de factores e vitaminas importantes na hemostase, malnutricdo, uso
prolongado de antibioticos e ma absorcdo de gorduras levam a uma deficiéncia em vitamina K.
Certas doencas genéticas levam também a deficiéncia de factores de coagulacéo, a DIC levaa uma
menor disponibilidade dos mesmaos, terapias com antagonistas de vitamina K (VKA) e anticorpos
antifosfolipidos que levam a reducdo dos niveis de protrombina no sangue.

O principio do método de funcionamento do teste € muito simples, sendo apenas desencadeado
0 processo de coagulacdo apos incubacdo da amostra com o reagente do teste, que é uma mistura
de tromboplastina placentarias humana liofilizada e cloreto de calcio, mede-se o0 tempo que se
demora a formar um coégulo de fibrina na amostra.'°

No entanto, como este teste € muito dependente das concentracdes dos constituintes do reagente
de tromboplastina de cada laboratério, o mais correto a fazer-se é dar-se os resultados obtidos nas
medidas internacionais utilizando o INR , que se obtém fazendo a razdo entre o PT obtido na analise
e a média dos PT’s de controlos normais do laboratério, tudo a poténcia do indice de sensibilidade

internacional (entre 1,0 e 1,4) estandardizado pela OMS. !

PT amostra

INR = o1
(M édia dos PT’s dos controlos normais)
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Valores de referéncia:
Normal - INR < 1,1
Normal (VKA)-2>INR <3

Interferéncias:

e Policitémia (Ht > 55%)

e Tubos com pouco volume de
amostras

e Terapéuticas com anticoagulantes

e Mau armazenamento das amostras

e Lipémia

- Tempo de Tromboplastina Parcial ativada (Pathromtin SL)

O aPTT e um teste de rastreio da coagulacdo que nos permite averiguar o estado do mecanismo
hemostatico pela estimativa da atividade da via intrinseca e da via comum da cascata de
coagulacdo, avaliando os niveis dos factores como o factor Il, o factor V e o fibrinogénio.

Para além disto, € muito utilizado no rastreio de certas patologias como deficiéncia em factores
de coagulagéo, na monitorizagéo de terapias de heparina ndo-fracionada e também para detetar a
presenca de anticorpos lUpicos, avaliacdo perioperatoria, .

Como principio metodologico temos a incubacao da amostra com um reagente que vai proceder
a ativacdo da cascata de coagulacdo, por acdo de uma quantidade Otima de fosfolipidos e um
ativador de superficie, medindo-se o tempo até a formacdo do coagulo de fibrina.

Tal como no tempo de protrombina, o aPTT apresenta uma grande variabildidade entre
laboratdrios devido a grande oferta em diferentes reagentes e de analisadores automaticos, cada um
apresentando resultados diferentes e, portanto, os resultados séo dados em forma de razéo entre o

tempo do paciente e o tempo considerado normal pelo laboratério. 122123

Valores de referéncia: Interferéncias:

Normal - INR < 1,1 e Certos antibidticos

Normal (VKA) -2 > INR <3 * Terapéuticas com
anticoagulantes

e Toma de anticoncecionais
- Fibrinogénio (Multifibren U)

O fibrinogénio, também conhecido por factor I, é uma glicoproteina plasmatica de 340 kDa

muito reconhecida pela importancia das suas funcdes vitais ao funcionamento da hemostase no
corpo, estando presente em elevadas concentragdes, nos individuos saudaveis.
A sua sintese é realizada pelo figado, libertando-se no sangue a partir dos hepatécitos, sendo

largamente regulada a varios niveis transcricionais e translacionais, ja que o fibrinogénio tem a
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particularidade de se tratar de uma proteina de fase aguda, ou seja, em caso de inflamacao os seus
valores elevam-se para valores superiores aos basais, no entanto a sua regulacdo ainda nao é
completamente compreendida.

Como ja foi dito anteriormente, o fibrinogénio apresenta importantes fungdes no funcionamento
da hemostase e relagdes com outros intervenientes na cascata de coagulagdo como as plaquetas, 0s
restantes factores de coagulacdo, leucécitos, células endoteliais e recetores celulares plaquetares,
que vao permitir uma cinética muito dindmica na formacéo do coagulo de fibrina e, posteriormente,
a sua degradagcéo.

O fibrinogénio, como precursor da fibrina, tem de ser convertido nesta por um complexo
processo de clivagem proteolitica mediado pela trombina, que por sua vez é também produzida
pela acdo de uma cascata de ativacdes a partir da protrombina. Todo este processo vai formar
filamentos de protofibrina que véo se associar num coagulo primario de fibrina muito instavel e,
pela continuidade da cascata de coagulacdo nas suas vias intrinseca e extrinseca, acabam por se
formar fibras maduras de fibrina que vao fortalecer e estabilizar o coagulo primario.

Este ensaio vai permitir o diagnostico e rastreio de diversas patologias e condi¢Ges congénitas
ou adquiridas que possam levar a uma deficiéncia da funcdo ou reducdo da concentracdo do
fibrinogénio, levando a um mau funcionamento deste mecanismo e que consequentemente afeta a
capacidade do corpo de responder a situacdes como trombose, gravidez, inflamacdo, infecéo,
cancro e outras patologias. O ensaio permite ainda a manutencdo de alguma terapéutica de
substituicio do fibrinogénio em curso. 124126

O principio do procedimento deste ensaio baseia-se numa modificacdo do método de Clauss,
em que é medido o tempo que demora a formacédo do coagulo apds a adicdo de uma quantidade
elevada de trombina a amostra, assim permitindo a determinacdo quantitativa do fibrinogénio, ja

que este processo depende praticamente do teor do mesmo na amostra. 24

Valores de referéncia: Interferéncias:
Normal -1,8-3,5g/L e Produtos de degradacio da
fibrina
e Terapéuticas com
anticoagulantes
- D-Dimeros ¢ Inibidores de trombina

Os D-dimeros sdo produtos de degradacdo dos coagulos, estas moléculas formam-se pela

ligacdo covalente dos dominios D localizados nos monoémeros de fibrina e nas plaquetas ativadas.
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Quando se d& o processo de coagulacdo, o factor de coagulacdo Xllla vai funcionar ligando
covalentemente as plaquetas e monémeros de fibrina pelos dominios D, fortalecendo o coégulo.

Apos o coagulo estar formado, a plasmina vai iniciar o processo de degradacdo do coadgulo de
fibrina por clivagem nos dominios D dos monomeros de fibrina interligados, levando a producéo
e libertacdo dos D-dimeros, na corrente sanguinea, onde vado ser eliminados, ap0s
aproximadamente 8 horas, pelos rins e sistema reticuloendotelial.

Este analito pode ser encontrado em niveis baixos, nos individuos saudaveis, mas vérias
condicOes podem elevar os seus niveis para niveis considerados patoldgicos, bastando haver uma
formagao aumentada de fibrina otimizada e fibrindlise, como no caso de tromboembolismo venoso,
DIC, cancro, cirurgia, gravidez e doengas inflamatorias.

Assim, este ensaio analitico tem como principal aplicacdo a exclusdo de vérios eventos
tromboembdlicos, em conjunto com outros ensaios analiticos, sendo muito eficazes na detecéo e
exclusdo de tromboembolismo vascular em diversas situacfes de risco, como operagdes, cancro,
aneurisma aortico, cirrose hepatica, DIC, etc.

O principio do procedimento deste teste € a utilizacdo de particulas de poliestireno revestidas
com anticorpos monoclonais que se vao ligar aos D-dimeros presentes nas amostras, fazendo com
que estas se agreguem e facam aumentar a turvacdo, sendo depois esta medida por

turbidimetria. 2”128

Valores de referéncia: Possiveis interferéncias:

Gravidez
Tabagismo
Cancro
Trauma
Infecdes

Normal - <0.50 pg/L
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Citometro Navios EX

Na seccdo da Citometria de fluxo da area da
hematologia, o equipamento de eleicdo pelo 6 oo
laboratério para a realizacdo das andlises de
Citometria de fluxo ¢ o Navios EX, da casa ‘
comercial Beckman Coulter.

Tratando-se de um equipamento que permite ;

- ;. , . , - = A AVIOS Y
a avaliacdo das caracteristicas fisicas e quimicas ; \’j

das células, por marcacdo prévia das mesmas

. . e Figura 19 - Equipamento Navios EX.
com anticorpos monoclonais especificos que se

encontram conjugados com fluorocromos.

O Navios EX tem uma capacidade de carregamento de 32 amostras e apresenta uma
performance de até 82 amostras por hora ou 89 amostras por hora em amostras concentradas,
possuindo trés lasers diodo de cores azul, vermelho e violeta a 488nm, 639 nm e 405 nm,
respectivamente, e para a detecdo dos sinais possui 3 detetores diferentes como o detetor de
fotodiodo de dispersdo frontal, lateral e os detetores de fluorescéncia, que véo transformar os sinais
luminosos produzidos pela dispersao da luz emitida pelos lasers nas células e transformar esses

sinais luminosos em sinais elétricos com a informac&o detalhada das células.*?®

Citometria de Fluxo

A Citometria de fluxo é uma tecnologia de analise celular que permite analisar,
individualmente, multiplos parametros celulares ou de particulas numa solucdo tampéao salina
isotonica, pela dispersdo de luz emitida nelas por lasers e pela detecdo de padrdes de fluorescéncia.

Nos citdmetros, os diferentes parametros possiveis de se analisar por esta tecnologia vao desde
o tamanho celular, que nos é dado pela medicédo dos padrdes de dispersdo detetados pelos detetores
frontais e a complexidade interna, que é medida por outros padrbes de dispersdo detetados pelos
detetores laterais e juntos nos vao permitir diferenciar as varias linhagens celulares.

Depois, a partir dos padrdes de fluorescéncia, € nos possivel detetar, analisar e monitorizar
certos componentes celulares de interesse, pela marcagdo prévia dos mesmos componentes
celulares com varios tipos de reagentes diferentes, dependendo daquilo que se quer analisar,

podendo ir desde DNA, RNA, componentes membranares, etc.
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Estes diferentes reagentes incluem diversos métodos de marcacéo celular, como anticorpos
monoclonais conjugados com fluorocromos, corantes que se ligam a estruturas especificas como,
DNA, RNA e iBes e, por fim, proteinas fluorescentes.

No final de todo o processo e ap6s a detecdo dos diferentes padrdes pelos detetores, as
informacdes sdo processadas e analisadas a partir do programa Infinicyt no computador ligado ao
equipamento, sendo apresentadas na forma de histogramas e graficos de pontos com duas
caracteristicas ou marcadores correlacionados, 0 que vai permitir uma elevada flexibilidade da
apresentacdo dos diversos imunofendtipos\ e caracteristicas fisicas que se possam ter sido
pesquisados e assim auxiliando a analise.

Gracas a esta elevada variabilidade de aplicacOes a nivel celular, a citometria de fluxo tornou-
se uma ferramenta muito Util em diversas areas da biologia celular e sistema imune, como na
imunologia, biologia molecular, bacteriologia, virologia, biologia do cancro e monitorizacao de
doencas infeciosas.**

No laboratdrio central de Lisboa da SYNLAB, esta area € apenas utilizada para a monitorizacéo
da evolucdo do estado da doenca dos pacientes HIV positivos e no rastreio, identificacdo e
confirmacéo de leucemias e linfomas por imunofenotipagem, utilizando os tais diversos padrdes
de marcacéo fluorescente referidos anteriormente.

Portanto, no caso da imunofenotipagem, certas amostras sdo redirecionadas do circuito
principal para esta area por detecdo de parametros ou caracteristicas suspeitas no hemograma e
esfregaco de sangue. Nesta fase, vai-se proceder a pesquisa e confirmacéo de antigénios tipicos das
condi¢cdes malignas que se possam suspeitar, por uma preparacdo especifica das amostras com
marcadores especificos de cada linhagem ou tipo de células malignas.

Nos casos das diferentes linhagens se encontrarem saudaveis e sem nenhuma expressdo
aberrante, os seguintes marcadores sdo considerados normais de ser expressos:

Tabela 10 - Marcadores imunofenotipicos comuns das linhagens celulares hematol6gicas. 334

‘ Linhagem celular Marcadores imunofenotipicos

s, Expressdo de CD7, CD45, CD2, CD5, CD3, CD4 ou CD8

Linfocitos T e
dependendo se helper ou citotoxico

P Expressdo de CD19, CD79a, CD20, CD23, CD45, CD10 e as

Linfocitos B . . .
cadeias pesadas e leves das imunoglobulinas
- Expressdo de CD13, CD11b, CD15, CD16, CD35, MPO,

Neutrofilos cD10
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Tabela 10A - Marcadores imunofenotipicos comuns das linhagens celulares hematoldgicas.*** %

‘ Linhagem celular Marcadores imunofenotipicos

Eosindfilos Expressdo de CD45, Cd1lb e ¢, CD13, Cd15, Cd33
Bascfilos Expressdo de CD9, CD13, CD22, CD25 (fraco), CD33, CD36,
CD38(forte), CD45(fraco), CD123(forte)
- Expressdo de CD4, CD13, CD15, CD33, CD36, HLA-DR,
Monocitos CD11b e ¢, CD14, CD64
Megacariocitos Expressdo de CD38, CD41, CD42, CD61

Estes sdo os marcadores comuns benignos nestas linhagens, simbolizando uma produgéo e
maturacdo normal das mesmas.

No entanto, quando ha suspeita de alguma patologia ou condi¢do conhecida, faz-se uma
pesquisa dos respectivos marcadores malignos comuns nas respectivas condi¢cdes patologicas,

como por exemplo:

Tabela 11 - Marcadores imunofenotipicos de certas patologias hematoldgicas.*®

Patologia Marcadores imunofenotipicos

Células precursoras Expressdo de HLA-DR, TdT, CD34, CD117
Leucemia linfocitica cronica Expressdo de CD20, CD22, CD23 e FMC-7 negativo
Leucemia prolinfocitica Expressao de CD20, slg, FMC-7, CD5
Leucemia de Tricoleucocitos Expressdo de Cd20, CD22, CD11c, CD25, CD103, sIG

Linfoma/leucemia das células T do

Expressdo de CD7, CD25, HTLV-1
adulto

Leucemia das grandes células T CD5, CD7, CD16, granenzima-B, perforina, CD56

granulares
Linfoma das células do manto Expressdo de CD20, CD5 +/-
Linfoma folicular Expressdo de BCL-2, CD43
Linfoma de Burkit Expressdo de BCL-2, CD10, CD43
Linfoma das grandes células B difuso Expressdo de BCL-2, CD43
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Controlo de Qualidade

Uma das coisas mais importantes de qualquer laboratério de analises clinicas é o controlo de
qualidade do mesmo, com a defini¢do de qualidade laboratorial sendo a preciséo, fiabilidade e a
rapidez do resultados dos ensaios reportados.

Os resultados laboratoriais tém de ser sempre 0 mais precisos possivel em relacao ao valor real,
com as caracteristicas e estratégias analiticas do laboratério sempre o mais seguras, fidedignas e
confidveis e sempre tentando que estes resultados sejam reportados no menor periodo de tempo
possivel, garantindo assim que estes resultados beneficiem a satde publica, apresentando a maior
utilidade possivel.

No entanto, ha momentos de ineficacia do controlo de qualidade, ocorrendo erros do laboratorio
e despoletando véarias consequéncias que se tornam situacfes muito indesejadas, tanto para o
laboratério como para os utentes. Por exemplo, quando um laboratorio reporta um resultado
impreciso, pode estar a causar a aplicacdo de terapéuticas desnecessarias e/ou inadequadas num
utente, um atraso no correto diagndstico e um desperdicio de tempo e dinheiro em testes adicionais
de rastreio, confirmacéo, etc., tudo consequéncias muito
graves que podem significar um risco na saude do utente e,

em certos casos especificos, até de terceiros pertencentes ao

«Data & Laboratory

Management

circulo pessoal do mesmo. = W

«Customer Service

Assim, é de extrema importancia a formagdo de um

sistema eficaz e eficiente de gestdo da qualidade nos

laboratérios de andlises, que consiga controlar, gerir e Examination

organizar todo os processos, procedimentos e pessoal do Figura 20 - Diferentes fases de uma
laboratdrio para a manutencdo da performance em todos 0s andlise clinica. "™

aspetos e em todas as fases do ciclo ao qual uma andlise faz parte, desde a fase pré-analitica, até a
fase pos-analitica.

O conceito de controlo de qualidade ja é algo presente na sociedade desde o inicio do século
vinte, na altura terd sido proposto para areas da induastria fabril, sendo apenas comecado a ser
aplicado em laboratérios de analises a partir de 1940. Atualmente, os conceitos da gestdo e controlo
de qualidade evoluiram e formou-se organizacOes proprias para a criagdo de estandardizacGes

internacionais para as diferentes areas, incluindo os laboratorios de diagnostico médico, e para a
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criacdo de diretrizes de auxilio aos laboratdrios no desenvolvimento dos seus respectivos sistemas
de gestdo e controlo de qualidade. Como é o caso da ISO, International Organization for
Standardization, e o CLSI, Clinical and Laboratory Standarts Institute.13

O laboratério central de Lisboa da SYNLAB atualmente encontra-se certificado pela Empresa
Internacional de Certificacdo e sustenta a sua atividade no contexto das normas NP EN ISO
9001:2015, NP EN ISO 15189 e Manual de Boas Praticas Laboratoriais (MBPL).

O laborat6rio apresenta um sistema de gestdo de qualidade desenhado de forma a permitir um
aperfeicoamento proativo e continuo do mesmo, por forma de utilizacdo de indicadores de
qualidade passiveis de serem mensuraveis nas demais fases de atuacdo do laboratorio,
demonstradas na Figura 20.

Pela utilizacdo dos indicadores e por uma estandardizacdo dos processos e as atividades do
laboratdrio, € possivel fazer-se um controlo mais apertado dos diferentes processos a ocorrer no
laboratério e uma maior prevencdo dos erros. Por exemplo, pela afixacdo das instrucdes de
trabalho, das manutencGes diarias, mensais e anuais de cada equipamento, procedimentos de
aplicacdo das diferentes calibracdes e utilizacdo dos controlos internos e os respectivos intervalos
temporais em que se devem realizar os mesmos. S&o ainda efetuadas frequentemente auditorias
internas e externas e aplicacdo de controlos externos de qualidade por entidades reguladas que
visam a avaliacdo do sistema de gestdo da qualidade e se 0 mesmo esta a ser respeitado pelo pessoal
do laboratorio.

Quando se é detetado algum erro, tomam-se acOes corretivas nos respectivos procedimentos,
equipamentos e ensaios, de forma a que o mesmo seja erradicado e a probabilidade de se voltar a

repetir seja muito reduzida.*

Controlo de Qualidade Interno

Uma das formas de controlar a qualidade de todo o processo analitico e de manter a mesma em
niveis desejados é o controlo apertado dos valores dos ensaios, que é possivel pela utilizacdo de
controlos para todos os ensaio praticados no laboratorio, tanto quantitativos como qualitativos e
semiquantitativos.

A utilizacdo destes controlos permite detetar varios tipos de problemas que possam afetam a
performance de um ensaio e 0s respetivos resultados por ele obtidos, sejam problemas mecanicos

dos equipamentos, problemas com os reagentes e até mesmo mau desempenho do pessoal. Estes
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problemas sdo depois avaliados e corre¢des sdo aplicadas conforme seja necessario, tornando todo
0 processo seguro e confiavel. Dependendo do tipo de ensaio em questdo os controlos vao
apresentar diferentes procedimentos de aplicacédo e diferentes formas de se avaliar a informagéo

que nos dizem.®

- Ensaios quantitativos

No caso dos ensaios quantitativos, temos uma tipo de atuacdo mais simples e direta, pois 0S
controlos deste tipo de ensaio tém como funcdo determinar se o equipamento estd a fornecer
resultados fidedignos, precisos e exatos. Isto é possivel pois os controlos sdo espécies que
mimetizam amostras bioldgicas ja com valores do analito conhecidos e, ap6s serem analisados nas
mesmas condi¢cdes que as amostras dos utentes, o equipamento da um determinacéo do valor de
analito no controlo.

Depois, com os varios valores obtidos para cada tipo de analito, sdo efetuados estudos
estatisticos que vao permitir ao laboratorio perceber se 0 equipamento/processo esta conforme o
desejado ou ndo, sendo 0 mais comum para estes estudos a realizacdo de cartas controlo com os
resultados obtidos ao longo de mais ou menos 30 dias.

Ap0s este periodo é seguro calcular-se uma a média e desvios-padréo fidedignos para cada
ensaio e fazer-se uma representacdo grafica do comportamento do controlo diariamente, onde se
vai aplicar as regras de Westgard, que nos permitem controlar de forma apertada e agir rapidamente
em caso de algum critério de rejeicdo seja detetado. %

No laboratério central SYNLAB é efetuado um estudo estatistico para cada controlo,
realizando-se uma obtencdo de 20 a 30 pontos antes de se comecar a utilizar o controlo, depois €
calculada uma média mével e 3 niveis positivos e negativos de desvio padrao e representa-se estas
informacdes calculadas, mais os pontos diarios, num grafico de Levey-Jennings, aplicando-se
regras de Westgard modificadas internamente.

Apo6s a formulacdo destes graficos cada ensaio € controlado vérias vezes por dia, sendo 0 mais
comum cerca de 3 vezes ao dia, em 3 niveis diferentes de concentracdo (nivel baixo, normal e
patoldgico) e todos esses pontos vao sendo adicionados aos graficos para avaliacdo e observagédo
da variabilidade da média mdvel. Quando um ponto ultrapassa o segundo nivel de desvio-padrao,

negativamente ou positivamente, ou quando se comeca a notar uma tendéncia no comportamento,
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0 processo € interrompido e sdo efetuadas medidas de corre¢do, como mudar o regente e calibrar o

ensaio e repete-se o controlo até 0 mesmo voltar para valores aceitaveis.

- Ensaios Qualitativos e semiquantitativos

Neste tipo de ensaios o controlo de qualidade funciona de uma forma diferente da dos ensaios
quantitativos, pois nestes ndo ha uma determinacdo exata da concentra¢do de um analito, mas sim
apenas a sua detecdo ou entdo a avaliacdo de alguma caracteristica celular, etc.

Assim, estes tipos de ensaios possuem uma grande variedade de diferentes tipos de controlo,
desde controlos internamente integrados no proprio teste, como € o caso dos testes rapidos, a
controlos tradicionais e culturas padréo na area da microbiologia.

No entanto, tal como nos ensaios quantitativos, estes controlos séo aplicados em varias alturas
do dia para um maior controlo e gestdo da qualidade dos resultados obtidos pelos ensaios e, em
caso de algum critério de rejeicao ser cumprido, faz-se também um estudo para se descobrir a fonte

do erro e corrige-se 0 mesmo.

Controlo de Qualidade Externo

O controlo de qualidade externo sera outro tipo de controlo de qualidade que qualquer
laboratério deve estar sujeito para conseguir manter a qualidade e confianga dos seus resultados.

A norma NP EN ISO 15189 indica que os laboratdrios de analises clinicas devem participar em
grupos interlaboratoriais de avaliacdo externa de qualidade, necessitando o laboratério de se
inscrever num programa de avaliacdo externa de qualidade em que sdo enviadas periodicamente
amostras com valores desconhecidos de certos analitos a analisar.

Os laboratdrios em teste tém o papel de analisar as amostras do programa, enviar 0S seus
resultados de volta para o programa, os resultados do grupo interlaboratorial sdo avaliados, é feita
uma comparacao estatistica entre todos os laboratorios e entre os resultados individuais em relagédo
ao valor real da amostra.

A importancia de todos este processo é que vai nos permitir ter uma determinacdo réapida e
eficaz dos certos erros sistematicos dificeis de detetar internamente, devido ao facto destas
amostras mistério serem tratadas e analisadas como se fossem amostras comuns de utentes, levando

a uma melhor representagdo da realidade dos processos analiticos do laboratdrio, ainda por ser um
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controlo sistemético periodico, permite ao mesmo tempo um processo de melhoria e monitorizagdo
continua dos mesmaos e assim os laboratorios em avaliacdo podem avaliar e validar os seus métodos
e desempenho do pessoal.!3®

O laboratério central SYNLAB, apresenta-se inscrito em alguns programas de avaliacdo
externa da qualidade, como o INSA, RIQAS, NEQAS e SEQC, efetuando todo este processo

anteriormente falado nas diversas areas do laboratério.

Conclusao

A realizacdo do estagio curricular no laboratorio central de Lisboa do grupo SynlabHealth II,
no ambito do Mestrado em Analises Clinicas, da Faculdade de Farméacia da Universidade de Lisboa,
permitiu-me o acompanhamento e participacdo na rotina laboratorial das areas da Triagem, Bioquimica,
Hematologia e Microbiologia. Nas quais consegui aprofundar e colocar em préatica conhecimentos obtidos
no mestrado, referente as valéncias das fases pré-analitica, analitica e pds-analitica.

Foi me possivel trabalhar com equipamentos de alta performance com Vvarios tipos de ensaios clinicos
nas varias areas do laboratério, assistir a colheita e tratamento de amostras, preparacdo de reagentes,
manutencdo dos equipamentos, proceder a coloracdo de amostras e acompanhar o processo de analise de
amostras com suspeitas de micobactérias.

No geral, foi de extrema importancia perceber os métodos de funcionamento, organizacéo e gestdo de
um grande laboratério, fornecendo-me competéncias e conhecimentos fulcrais para o futuro nesta area da

ciéncia.
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SEGUNDA PARTE
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Introducao

A Hepatite B é uma doenca hepatica necroinflamatéria causada pela infecdo pelo HBV e é um
problema mundial de salde considerado grave devido ao facto de, em 5-10% dos casos, 0
hospedeiro acabar por ndo conseguir eliminar o virus acabando por provocar, apés uma infecdo
inicial, uma infecdo persistente que leva a uma hepatite cronica. Esta estd associada a uma
inflamacdo cronica, com um ciclo repetido de dano e regenera¢do do tecido hepatico, promovendo
a tumorogénese deste e aumentando o risco de se desenvolver cirrose e hepatocarcinoma celular.
Este Gltimo apresenta uma incidéncia de 10-25% nas infegdes cronicas e a incidéncia de HCC
associado a HBV em figados cirréticos é de 70-90% dos casos.3384

De forma a elucidar a distribuicdo deste virus, é utilizado o marcador serologico HBsAg. Em
2016, estimava-se que existiam 292 milhdes de casos (3,9% da populacdo mundial), dos quais
apenas 10 milhdes tinham o diagndstico de infecdo por HBV e destes, apenas 4.8 milhdes tinham
recebido tratamento.*’

Actualmente, o nimero elevado de infe¢6es cronicas resulta em cerca de 800,000 de mortes a
cada ano devido a cirrose e HCC, que ¢é a quarta maior causa de morte por cancro por ano, sendo
10-100x maior o risco de desenvolver HCC em pessoas cronicamente infetadas com HBV em
comparacdo com pessoas nao-infetadas. Outro facto interessante, € que mesmo com tratamento e
apos ser dada como curada a infecdo por HBV este risco é reduzido, mas ndo eliminado.-%°

Um outro grave problema desta infecdo é a diversidade de vias de transmissdo, sendo
transmitido por exposicdo a sangue, saliva e sémen. A principal forma de transmissao é a vertical,
que acaba por ser a mais problematica devido ao facto de quanto mais cedo na vida se é infetado,
maior a probabilidade da infecdo se tornar cronica. Além desta temos a transmissao por
esterilizacdo inadequada dos instrumentos médicos e administracdo de produtos sanguineos ou
drogas e, por fim, a transmissao por via de relagdes sexuais nao protegidas.

Apesar da infecdo cronica por HBV em si, a longo prazo, estar associada a doenca crénica do
figado esta ndo se deve diretamente a danos provocados pelo virus, nem pelo seu ciclo de replicacdo
na célula. Varios estudos sugeriram que o HBV nao é citopatico e que, por exemplo na fase aguda

da infecdo em chimpanzés, antes da entrada dos linfécitos T no figado, ndo foi detetado qualquer
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dano nos figados de todos os chimpanzés infetados e que em individuos com as respostas celulares
imunes deficientes ou suprimidas, o HBV acaba mesmo por se replicar a niveis elevadissimos sem
causar nenhum dano ou alteragéo citoldgica.®’

Vaérios factores estdo intimamente interligados com a persisténcia e a cronicidade da infecdo
por HBV, sendo que isto leva a um estado inflamat6rio no tecido hepatico que acaba por promover
a fibrose, com a consequente cirrose e HCC, tornando importantissimo o diagndstico precoce e
uma monitorizagéo eficaz para que se consiga da melhor forma arranjar abordagens terapéuticas
inovadoras e eficazes que permitam o controlo da doenca. Por isto, o diagnostico e a monitorizacdo
efetuam-se de varias formas e utilizando diversas técnicas e marcadores, como 0s testes
serologicos, moleculares, gendmicos e bioquimicos, por histologia e outros biomarcadores da
infecdo. Actualmente, vérias situacfes clinicas e virologicas sdo observadas diariamente em
pessoas infetadas com o HBV, sendo possivel fazer-se uma interligacdo entre estas fases de
evolucdo da infecdo e os diversos marcadores, sejam quantitativos ou qualitativos. Por exemplo, a
quantificacdo dos antigénios, o titulo de DNA viral, e a presenca de determinados anticorpos séo
uteis na previsdo do desenvolvimento de doenca ou manutencdo/melhoria do estado atual ou até

mesmo a eficacia do tratamento. %613
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Caracteristicas gerais do HBV

O HBV é um virus pequeno, com um genoma de aproximadamente 3,2 kb, da familia
Hepadnaviridae, género Orthohepadnavirus, pertencendo ao grupo VII da classificagdo de
Baltimore (pararetrovirus). O HBV apenas possui a capacidade de infetar mamiferos, dos quais
mais especificamente primatas superiores como 0 humano e chimpanzés, e apresenta tropismo
exclusivamente para os hepatécitos, 138139

Como se € possivel observar na Figura 1, o virido tem uma estrutura esférica com simetria
icosaédrica apresentando normalmente no seu interior 0 genoma. Este é constituido por uma
molécula de DNA parcialmente de dupla cadeia, sempre acompanhado por uma retrotranscriptase
de origem viral, que se encontram dentro de uma capside composta por varias subunidades
proteicas do core, normalmente conhecidas por HBcAg do HBV. Cerca de 90% das particulas
virais possuem o seu genoma na forma rcDNA. Enquanto que as restantes particulas se apresentam

com a forma dsIDNA e uma fragdo residual na forma de RNA, 82140141
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Figura 21 - Estrutura do virido do HBV e as
formas possiveis de apresentacdo do seu genoma.
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O virido apresenta ainda um involucro constituido por uma bicamada lipidica, proveniente das
membranas celulares das células do hospedeiro, e 0 HBsSAg.

A partir da observacdo da Figura 2, é possivel de notar que o HBV se trata de um virus com
alguma diversidade sequencial apresentando na sequéncia nucleotidica do seu genoma 10
genotipos diferentes (A a J), resultantes de mutagdes provenientes da falta de proofreading da sua
retrotranscriptase. No seu genoma existem apenas 4 genes: um que codifica para a polimerase,
outro para as proteinas de superficie (S, pré-S1 e pré-S2), um para as proteinas do core (C) e um
para a proteina X. Para a sua traducdo o genoma também possui apenas quatro ORFs sobrepostas
e sdo traduzidas sete proteinas a partir destas ORF’s: trés isoformas do HBsAg (Large, Middle e
Small) pela ORF S; os HBcAg e HBeAG pela ORF C; a retrotranscriptase pela ORF P; e, por fim,
a ORF X que vai codificar a proteina X, 140.142-144

Figura 22 - Estrutura do genoma do HBV
Adaptado de
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Ciclo replicativo do Virus da Hepatite B

O ciclo replicativo do HBV, que se encontra esquematizado na Figura 3, vai-se iniciar com a
entrada das particulas virais nos hepatocitos, que se da, inicialmente, pela ancoragem do virido
através da ligacdo entre o HBSAQ e os proteoglicanos de sulfato de heparina, que se encontram nas
vilosidades dos hepatécitos que se estendem para 1a do espaco de Disse, junto das LSECs, por
interacGes de fraca especificidade. Posteriormente, da-se a entrada do virido por endocitose a partir
da ligagéo entre a regifo pré-S; do HBsAg e um recetor celular, 0 NTCP.142-145

Apos este processo, ocorre o transporte das capsides virais pelo citoplasma até ao nucleo dos
hepatocitos, libertando no seu interior o rcDNA. Este vai sofrer um processo de reparacao pelas
enzimas de reparagdo de DNA do hospedeiro, acabando por se converter em cccDNA. Esta forma
do material genético do HBV é bastante relevante, porque € o cccDNA que vai ser usado como
template para a transcri¢io da grande maioria dos mMRNAs, sub-gendémicos e pgRNA virais. 142144

E nesta fase que se comegam a formar as capsides virais, constituidas pelas proteinas do core e
no seu interior o pgRNA juntamente com a retrotranscriptase, que vai se encontrar ligada a regiao
épsilon do pgRNA. Este tem o papel de funcionar como template para a replicacdo viral por
transcricao reversa pela retrotranscriptase e de codificar tanto a prépria retrotranscriptase como as
proteinas do core. 146147

A este ponto inicia-se a replicacdo viral por transcricdo reversa, formando-se a cadeia (-) de
DNA, e, posteriormente, ha sintese da cadeia (+) de DNA, originando-se o rcDNA, que vai seguir
dois destinos: seguir para a continuacdo da formacao da particula viral no reticulo endoplasmatico
e ser libertado na corrente sanguinea; ou entdo o virido retornara para o nucleo e reforcara o pool
de cccDNA e recomegar o ciclo, 44148

No entanto, no passo da replicacdo, pode-se dar a formacdo de outro produto genémico, o
dsIDNA, devido a uma translocacdo de um primer para uma posicao incorreta, na fase da sintese
da cadeia (+) de DNA. As novas particulas virais constituidas por este tipo de material genémico
vao também: ou sofrer o processo de formacéo do invélucro e libertacdo na corrente sanguinea ou
voltardo para o nicleo. As moléculas de dsIDNA que forem transportadas para o ndcleo servirdo
para o reforco do pool de cccDNA ou serdo integradas no genoma da célula hospedeira, de forma
aleatdria, em regifes que a dupla cadeia da célula hospedeira se encontre com cortes, devido ao

funcionamento do sistema de reparagdo de DNA. 149-151

97



Relatério de Estagio | 2024

A regido do genoma do HBV que é integrada é constante e estabelecida, apesar de poder sofrer
mutac¢Oes devido aos diferentes mecanismos de reparacdo de DNA. No entanto, o iDNA ndo possui
a capacidade de replicacdo viral devido a falta de promotores das ORFs correspondentes ao
pPgRNA, ao HBCAg e a retrotranscriptase, apresentando apenas os promotores referentes as ORFs
S e, assim, produzindo apenas os HBsAgs (Large, Middle e Small).144152-154

Para além destes, 0 iDNA possui também o promotor para a ORF X com a capacidade de
produzir proteinas HBx que, devido as alteragdes sofridas anteriormente durante a integracéo,
apresentam mutacOes na regido terminal C. Apesar disso, aparentam manter as suas propriedades
transativadoras, algo que tem vindo a ser objeto de estudo no contexto do seu envolvimento na

hepatocarcinogénese derivada por HBV. 14415
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Patogénese das infecbes por HBV

A patogénese da infecdo pelo HBV, como ja foi referido anteriormente neste trabalho, é
exclusivamente mediada pelo sistema imunitario do hospedeiro, ou seja, 0 virus e 0 seu respectivo
ciclo replicativo ndo provocam diretamente dano nos hepatécitos. Tratando-se de um processo
extremamente complexo, este e as diferentes fases da infecdo, conhecidas até agora, encontram-se
ainda em estudo.

As infecbes por HBV podem ser agudas (infecdes recentes até 6 meses) ou cronicas
(persistentes, ou seja, que ultrapassam os 6 meses e podem durar toda a vida do hospedeiro), sendo
que dentro das infecGes cronicas sdo conhecidas varias subfases de infecdo com diferentes
caracteristicas, como, por exemplo, os valores dos marcadores bioquimicos e a histologia do tecido
hepatico. A evolucdo da infecdo depende de varios factores como a idade em que se deu a infegéo
(normalmente, quanto mais prematura a infecdo maior a probabilidade de evoluir para infecao
cronica), o estado imunitario do hospedeiro, a carga viral, coinfec¢bes com outros virus, 0 genotipo
de HBV com que se foi infetado, entre outros.™’

Estimativas da OMS apontam para que quase um terco da populacdo humana ja tenha estado
em contacto com o virus em algum ponto da sua vida e, dado que a grande maioria destes teve este
contacto apenas na idade adulta, praticamente todos 0s imunocompetentes terdo apenas
desenvolvido hepatite B aguda que acabou por se resolver autonomamente, 1°6-158

No entanto, como também ja referido anteriormente, véarios factores podem influenciar o

desfecho da infegdo, levando a que este se torne persistente no hospedeiro.
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Resposta imunitéria em infe¢es agudas por HBV

Uma resposta rapida e eficaz do sistema imunitario é de extrema importancia para o controlo
da infecdo por HBV, sendo esta resposta resultado da acdo e cooperagéo entre a resposta imune
inata e a resposta imune adaptativa.

Vaérios estudos consideram esta cooperacdo entre as duas respostas fulcral para determinar o
desfecho que a infecdo pode tomar. No caso das infegdes por HBV, apesar da resposta adaptativa
ser indiscutivelmente a que mais contribui para a eliminacdo do virus e das células infetadas,
quando ndo se da um priming eficiente dos linfécitos pelos mecanismos de resposta inata, na fase
inicial da infecdo, a probabilidade de se desenvolver uma infegdo cronica aumenta, 87141159

Uma infecdo por HBV pode ser definida como aguda quando, no decurso da mesma, se da a
eliminacdo completa dos niveis de HBsAg juntamente com o regresso ao normal dos niveis de
ALT em menos de 6 meses. Este periodo € algo incomum nas infecdes virais, devendo-se este facto

ao longo periodo de incubaco do HBV no individuo infetado.!>®

Imunidade inata

A imunidade inata deteta certos tipos de estruturas e moléculas de natureza virica bem como
moléculas originadas durante os processos de morte celular. Nestas incluem-se as proteinas virais,
acidos nucleicos virais e proteinas de dano tecidular, sendo o primeiro tipo de imunidade a ter
funcBes antivirais quando detetada uma infegdo.®

A resposta inata baseia-se em dois tipos de acéo:

- A acdo celular, como as celulas dendriticas que funcionam por apresentacao de antigénios as
células pertencentes a imunidade adaptativa, as KCs e os mondcitos inflamatérios, que véao ajudar
no processo inflamatdrio nos hepatdcitos, e as células NK.

- A acdo ndo-celular, em que participa a familia tipo | dos IFNs e das restantes citocinas
inflamatdrias e quimiocinas, que vao induzir o estado antiviral dos hepatocitos, direcionar a acao
celular, e promover a maturagéo e recrutamento da imunidade adaptativa. °

Como foi referido no capitulo anterior, 0 bom funcionamento deste tipo de reposta imune é
muito importante para o desfecho da infe¢do por HBV, pois sdo o0s seus tipos de acdo que véo
permitir um abrandamento inicial da replicagdo viral e também tém a funcgdo de fazer o priming

dos linfdcitos T para uma acéo efetora mais agressiva e eficiente dos mesmos.
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Em individuos imunocompetentes, a resposta inata € moderada devido a capacidade do virus
de suprimir a inducdo de producdo de citocinas proinflamatorias, havendo apenas a ativacao
moderada de algumas citocinas, como o IFN-a e IFN-8, TNF-« e a IL-15, através da detecdo de

componentes virais pelos TLRs, 60161

Reconhecimento antigénico e resposta do sistema inato a infegdo por HBV

No momento de uma infecdo viral, 0s componentes virais vao ser detetados pelos recetores de
reconhecimento de padrdes estranhos ao organismo, os PRRs. Estes, ao serem ativados vao induzir
sinalizacdo intracelular que conduz a diversas respostas inflamatérias e antivirais, como as
citocinas proinflamatorias e os I1SGs. Isto vai permitir as células infetadas controlarem a infegéo
até o sistema adaptativo entrar em acio e se resolver a infegdo.'%?

Dentro dos PRRs existem varios tipos de recetores que conseguem detetar diferentes antigénios
virais e que acabam por ativar os ISGs, como por exemplo os TLRs que véo detetar diversos
PAMPS, como o LPS, dsRNA, ssRNA e no caso do HBV, a proteina X. Temos depois o exemplo
dos recetores NLR, os RLR, os JAK/STAT e os NF-xB, que véo ter a sua fungédo especifica na
mediagdo da resposta imune e ativagio dos 1SGs.*6!

No entanto, como é se pode observar na Figura 4, o HBV tem a capacidade de ndo induzir em
grande escala a ativacdo dos ISGs, mesmo sendo os PRRs ativados por alguns dos componentes
virais, o que explica a resposta ineficaz detetada nas fases iniciais das infecdes por HBV.

Mesmo ap0s a fase inicial, quando se da a fase exponencial de replicacao viral e 0 virus passa

a estar detetavel, a resposta imune inata continua a desempenhar varios papeis importantes.*6°

HBsAg-specific antibody

Serum
HBV DNA

cCDNA persists

n hepatocytes

HBV-specitx
I cell response

Figura 24 - Curso normal de uma infecdo por HBV autolimitada
Adaptado de®”® .
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- Papel dos interferdes na resposta a infecdo por HBV

Os IFNs sdo um grupo de proteinas sinalizadoras muito importantes na detegao e restricdo da
propagacdo das infe¢des virais. Sao libertados por vérios tipos de células apds a detegdo de certos
PAMPS pelos PRRs referidos anteriormente. Estes actuam de forma autdcrina e paracrina na
inducdo de um estado antiviral em células infetadas e nas células vizinhas a estas, que possuam
recetores de IFN, isto € muito importante na.

Existem trés tipos de IFNs, os IFN-I, 11 e 111, diferenciados pela homologia e tipos de recetores
com os quais eles se associam, sendo os do tipo I, (IFN-o, IFN-B, IFN-®, IFN-t) 0s mais
importantes na resposta a infecdes virais.®

Os IFNs intervém na através da ativacdo dos ISGs, promovendo a producdo de citoquinas
inflamatorias, a funcéo efetora da acédo celular e apresentacao de antigénio.

Mais especificamente, no caso do HBV, o IFN-a e o IFN-y possuem a capacidade de interferir
com a sintese da cadeia (-) de DNA do HBV pela inducdo da inibicdo do funcionamento da
polimerase viral.'® Adicionalmente, o IFN-a consegue ainda reduzir a produgdo de DNA viral e
dos antigénios HBsAg e HBeAg pela inibicdo da transcricdo do cccDNA, consegue tambem inibir
a replicacdo do HBV por degradacdo do cccDNA e ainda tem a capacidade de inibir a libertagcéo

das particulas virais dos hepatdcitos pela inducédo da producdo da proteina Teterina, 165167

- Papel das citoguinas na resposta a infecdo por HBV

Uma das formas mais importantes na resolucdo de uma infecédo por HBV sdo 0s mecanismos
antivirais ndo-citopaticos efetuados pelas citocinas, mediadores inflamatorios que possuem varios
tipos de fungdes e acOes antivirais e que acabam por limitar a replicagéo viral.1®®

Sdo varias as citocinas produzidas no momento de uma infecdo por HBV. Apresentando
diversas propriedades pro-inflamatorias e acabando por contribuir para a eliminacdo do HBV.
Alguns exemplos destas propriedades sdo: a purga dos componentes virais estruturais nos
citoplasmas; a purga dos cccDNASs nos nucleos dos hepatdcitos infetados; a inibicdo da entrada
viral nos hepatdcitos saudaveis; o controlo epigenético da transcricdo dos cccDNAS; a prevencao
da traduc&o das proteinas virais e o blogueio da secrecdo viral dos hepatdcitos infetados. %172

Na Tabela 12, sdo apresentadas as citocinas importantes nesta resposta e as respectivas funcoes,

primarias e na resposta ao HBV.
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Tabela 12 - Citocinas importantes na resposta a infegdo por HBV.

‘ Citocina Funcéo Primaria Funcé&o na resposta ao HBV
e Funciona em sinergia com o0 TNF-a
promovendo a inflamagéo
IL-1 Funcéio proinflamatérias, . E§t|mulaga0 da sintese de fatores de adeséo nas
células endoteliais
e Diapedese dos leucdcitos e ativacdo dos
macrofagos.t’
Funcdo de proliferagdo de linfocitos )
T, atividade citolitica das células e Util na avaliacdo da funcao dos linfocitos T
IL-2 NK, promocéo do desenvolvimento e Promocdo da atividade do sistema imune do
e atividade supressora dos linfécitos hospedeiro!™17
Treg.
Promocéo da diferenciacéo e e Capacidade de suprimir a expressdo viral em
IL-4 imunidade humoral dos linfécitos diferentes tipos de linhagens celulares de
Th2. HCC.1®
Estimulacdo da produco de PFAs ° Regulagao_ dqs~n|ve|s dos NTCPs que leva a
; . ~ uma diminuicdo da entrada do HBV nos
pelo figado, estimulacédo da o
IL-6 . ~ PR hepatdcitos
proliferacédo de linfécitos B e . s _—
produciio de neutrofilos, e Capacidade de !nlblr_a transcricdo do cccDNA
por controlo epigenético do cccDNA. X717
e Estimula a sintese do IFN-y pelas células NK e
linfécitos T
Modulador da resposta inata nas ¢ Aumeqte} a C|toto?<|c!d§de, prollfer agao ¢
o - < sobrevivéncia dos linfocitos T especificos do
fases iniciais de uma infecéo, .
. : HBV e células NK
IL-12 fL_mcmnando como um mediador da e Estimula a maturacdo de linfécitos naive em
imunidade adaptativa, formando Thi
uma ligacao entre a imunidade ' . R .
inata e adaptativa.”® e Em fases mais avancadas tém a capacidade de
' resgatar a funcionalidade de Linfdcitos Tc que
estejam  “exaustos” da sobrestimulacido
antigénica, 18182
e Promocdo da capacidade proliferativa e
citotdxica dos linfocitos Tc
Diferenciacéo dos linfocitos B e e Promocao das vias citolitica e ndo-citolitica dos
IL-21 importante na producéo de linfécitos Tc, aumentando a contencdo e
anticorpos. eliminacéo viral.
e Supressdo da replicagdo viral por inibicdo da
secrecdo de 1L.-10.18
e Amplifica a reposta das Thl7 e a inflamacéo
Estimulagdo do funcionamento das hepatica
IL-23 células dendriticas, da sua produgdo | e Acaba por favorecer um ambiente pro-cancro
e manutencao dos linfdcitos Th17. em infecdes crénicas com producéo persistente
de |L_23184,185
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Tabela 12A - Citocinas importantes na resposta a infe¢do por HBV.

Citocina Funcé&o na resposta ao HBV

Principal mediadora da inflamagéo
aguda, importante no recrutamento

de leucdcitos por estimulagéo da o Mediador importante na imunidade anti-HBV
producéo de quimiocinas e e Capacidade de interferir com a integridade e
_ proteinas de membrana estabilidade do cccDNA nos hepatdcitos
TNF-a importantes para a diapedese. e Inibicdo da expressdo genética e replicacdo do
Ativago dos neutrofilos e da HBYV, por eliminacédo da capside viral.
cascata de coagulacéo no local do e Induzinflamacéo hepatica, levando a fibrose do
ataque, favorecendo a contencéo de mesmo, por inflamagéo persistente. %1%

agentes patogénicos e estimula a
cicatrizacéo dos tecidos.

- Papel das quimiocinas na resposta a infecdo por HBV

As quimiocinas, também conhecidas por citocinas quimiotaticas, sdo um subgrupo dentro do
grupo das citocinas que actuam na sinalizacdo e mobilidade dos leucocitos desde o sangue até aos
locais de atuacao nos tecidos.

Estas moléculas podem ser dividas em quatro familias, dependendo da sequéncia na vizinhanca
do residuo de cisteina no seu terminal-N, sendo estas a familia C, a CC, a CXC e CX3C.%

A sua acdo € muito importante na resposta a infecdo por HBV, intervindo em diversos fases
dos mecanismos de defesa contra o virus. Por exemplo intervém na diapedese, aumentando a
afinidade das integrinas, presentes nas membranas das células endoteliais, para com os leucdcitos;
regulam a polimerizacéo e despolimerizacdo da actina nos leucocitos permitindo a sua mobilidade
e migracéo entre tecidos; e ainda funcionam como sinalizadores para os linfocitos.”

Para alem do papel na mobilidade, as quimiocinas também possuem a capacidade de induzir
alguns leucacitos a destruir células por secrecdo de agentes citopaticos e de induzir outros a digerir
restos celulares de tecido danificado.!’®

As quimiocinas tém importancia na criacdo de condi¢des ideais para a activacao, diferenciacao
e proliferacdo de células imaturas e na orquestracdo de outros processos de respostas celulares
contra o HBV. Concretamente, a quimiocina CCR5, ja demonstrou ser essencial no controlo da
ativacdo das células imunes e na sua migracao durante a infe¢cdo por HBV. Um outro exemplo é a
CXCL10, em que ja foi demonstrado que a proteina HBx leva ao seu aumento e isto provoca a
sobre expressdo do NF-«kB, o que vai levar a amplificagdo da migragdo de leucdcitos periféricos

para o figado e obtendo-se assim uma capacidade efetora maior e mais eficaz & infegdo.601%
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- Papel das células dendriticas na resposta a infecao por HBV

As DCs séo essenciais na interligacdo da imunidade inata com a adaptativa pela sua funcéo de
células apresentadoras de antigénios, existindo no epitélio cutdneo, nas mucosa do tracto
respiratério e gastrointestinal, nos 6rgaos linfoides e no parénquima de varios 6rgaos, entre 0s quais
o figado.

Em situacOes de auséncia de infecdo, estas células encontram-se na sua forma imatura. Isto até
ao momento em que elas captem antigénios e sejam sinalizadas por citocinas inflamatorias,
produzidas pelas células em resposta a infecdo. Neste caso ficam ativadas, iniciando o processo de
migracdo até aos nodulos linfaticos mais proximos da regifo onde ocorreu a infegdo. %!

Nesta fase, esquematizada pela Figura 5, as DCs amadureceram e vao apresentar os antigenios
capturados as populagdes de linfocitos T imaturos presentes nos nddulos, ativando-os e assim
iniciando-se o seu priming para a resposta efetora por eles desempenhada. 1%

Nas infecdes por HBV, qualquer tipo de perturbacdo na funcdo ou processo de maturagédo das
DCs, impede uma boa resposta imunitaria e a probabilidade de evolugéo para infecao crénica por
HBV aumenta drasticamente. Isto, porque as DCs sdo as principais ativadoras dos linfécitos T
especificos para o HBV, pela detecéo de particulas virais pelos recetores MHC-1 e MHC-II e pela
detecdo de PAMPS pelos TLRs. As DCs vao ativar os linfocitos Tc e os Th, e vdo produzir citocinas
inflamatorias, como o TNF-q, IL-1, IL-6, IL-8, IL-12 e 0s IFNs, que serdo depois cruciais para uma

resposta imune eficiente e capaz de eliminar o virus, 19193194

MHC-II with
MHC- with P
//1? '/bounu peptide 4 bound peptide
m— —
antigen-presenting ® e APC ?
o ‘ T8-lymphocyte ‘ Ta-ymphocyte
e TCR
o ~cp4

Figura 25 - Processo de ativacdo dos Linfécitos T imaturos pelas DCs
Adaptado de 1°%,
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- Papel das células de Kupffer na resposta a infecao por HBV

As KCs sdo macrofagos teciduais especificos do figado, que se encontram alojados nos
sinusoides hepéticos, sendo a maior populacdo de células do sistema imune inato presente no
figado, onde desempenham funcdes de limpeza e fagocitose, importantes na remocao de restos
celulares, complexos proteicos e restos de células sanguineas, sendo uma das primeiras barreiras
contra agentes patogénicos no figado.®

Como nas DCs e outros macréfagos, as KCs também possuem recetores PRR com a fun¢édo de
detetar PAMPS que possam significar a presenca de uma infecdo. Quando hé ativacao das KCs por
PAMPS, estas vao produzir e libertar diversas respostas como a producdo de ROS, citoquinas
inflamatorias, quimiocinas, que, como ja foi referido anteriormente, vdo ser importantes no
recrutamento e ativacdo dos restantes constituintes da defesa imune inata e na prépria eliminacao
dos hepatécitos infetados. 19197

Além das funcbes anteriormente referidas, na resposta contra a infecdo por HBV, as KCs
possuem a capacidade de fazer o priming dos linfocitos T imaturos como as DCs, apesar de numa
menor extensdo e eficiéncia, Esta funcao € fundamental na resposta contra o HBV, pois aumenta o
recrutamento e activacdo dos leucdcitos pelas citocinas e quimiocinas e ainda permitem a
apresentacdo de antigénios.1%81°

No entanto, esta também reportado que as KCs, por fazerem a lise dos hepatocitos de uma
forma inespecifica, em relacdo do seu estado de infecdo por HBV, acabam por contribuir para o
dano hepatico, fibrose, cirrose e contribuicdo para a progressao para HCC em casos cronicos de
infecdo por HBV.1%

- Papel das Células NK na resposta a infecdo por HBV

As células NKs sdo um tipo especifico de linfdcito e os principais efetores citotdxico da
imunidade inata, em especial no figado onde representam 30% dos linfocitos intra-hepaticos.?%

Em termos funcionais, como esta descrito na Figura 6, as NKs promovem a eliminacao direta
de células infetadas ou tumorais pela libertacdo dos seus constituintes granulares, como a perforina
e granzima, em células com sub-expressao dos recetores membranares MHC-I (comum em células
infetadas e tumorais) e também possuem a capacidade de libertar citocinas inflamat6rias como o

IFN-y, TNF-a, algumas interleucinas importantes na inflamacdo e quimiocinas, acabando por

106



Relatério de Estagio | 2024

possuir um papel de regulacdo na resposta imune e de interligagdo entre as respostas imunes, inata
e adaptativa.?%

Na resposta a infecdo por HBV, as NKs parecem exercer preferencialmente a resposta néo-
citolitica. Tal foi reportado em estudos nos quais foi possivel observar uma redugdo no DNA viral
antes do pico de recrutamento de linfdcitos T, normalmente observado em infecGes autolimitadas
(ver Figura 4), na auséncia de elevagdo de ALT ou sintomas de lesdo hepética. Foi ainda possivel
detetar niveis aumentados de IFN-y e TNF-a nesta fase, 0 que vai de acordo com a hipdtese

anterior,202203
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Figura 26 - Vias de acdo das células NKs
numa infecdo por HBV.

Adaptado de ¢°,
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Imunidade Adaptativa

A imunidade adaptativa, ou imunidade adquirida, é o segundo tipo de imunidade para além da
imunidade inata. Em relacdo a imunidade inata, a imunidade adaptativa apresenta diferentes tipos
de mecanismos de acdo, diferentes agentes efectores e necessita de diferentes tipos de estimulacéo,
tanto para ser ativada, como para se desenvolver e acabar por ser mais eficiente na resposta ao
agente patogénico.

Esta imunidade é dependente de um antigénio para se ativar. Apos dias de desenvolvimento e
diversos mecanismos de ativacéo, proliferacdo e maturacdo, desencadeia uma resposta protetora
visando a eliminacéo do respectivo antigénio e do respectivo agente patogénico.

Tal como na imunidade inata, a imunidade adaptativa também possui duas formas distintas de

acao:
Imunidade Adaptativa
|
Imunidade humoral Imunidade celular
Exercida pelos anticorpos que sdo Exercida pelos linfocitos Tc,
produzidos pelos linfécitos B, em macrdéfagos ativados, linfécitos Th e
resposta a dete¢do de um antigénio. as citocinas inflamatorias.

No entanto, a imunidade adaptativa vai depender da acdo apresentadora de antigénios da imunidade
inata para que se possa iniciar o processo de ativacdo, maturacdo e proliferacdo dos linfécitos
imaturos, presentes nos 6rgdos linfoides. Dai a importancia da ponte de ligacdo entre as duas
imunidades, as células apresentadoras de antigénio, que, como ja foi referido anteriormente, vao
captar o novo antigénio e transporta-lo até aos linfocitos imaturos para ativa-los e com eles toda a
imunidade adaptativa.

A partir deste ponto, os linfocitos que foram ativados e se proliferaram vao passar a possuir nas
suas membranas 0s recetores proprios para 0s epitopos do antigénio, deixando de necessitar de

intermediarios para a detecdo daquele antigénio especifico, formando-se depois células de
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memoria. Desta forma, numa reinfecdo, a resposta adaptativa serd mais répida e eficaz contra

aquele agente patogénico. 2%

Resposta da imunidade adaptativa a infecdo por HBV

Nas infecdes por HBV, é a resposta adaptativa celular que vai acabar por efetuar a maior parte
do controlo e eliminagdo da infecdo. Nas fases mais avancadas, depois da infecdo ter sido
controlada, é a imunidade humoral que vai ter mais impacto, pois apenas nesta fase sdo produzidos
anticorpos neutralizantes contra os antigénios do HBV e que véao fornecer protecdo contra
reinfecBes futuras.8”14

Outra questdo importante, ja referida, é a questdo do priming dos linfocitos T nas fases iniciais
da infecdo e a sua importancia no desenrolar da infecdo, que quando se fala em infe¢Ges por HBV
ganha ainda mais importancia na capacidade da resposta imunitaria em eliminar o virus. Isto deve-
se ao facto de que tanto é necessaria uma maturacao e proliferagéo eficiente dos linfécitos Tc, como
é para os Th, pois ja esta estabelecido que a interacdo entre as duas linhagens e a imunidade inata

é fulcral para que se dé a eliminacao do virus, e se resolva a infecéo.

- Papel dos linfocitos B e dos seus anticorpos produzidos na resposta a infecdo por HBV

Os linfocitos B sdo as células responsaveis pelo funcionamento da imunidade humoral, sendo
também um constituinte crucial na regulacéo do sistema imune, funcionando como produtores de
anticorpos, apresentadores de antigénios, suporte a outras células imunes para além de serem
produtores de citocinas importantes na resposta inflamatdria, como a IL-6 € TNF-0..2%

A sua ativacao pode ocorrer por duas vias diferentes, uma dependente dos linfocitos Th e outra
independente destes, sendo que os linfécitos B costumam encontrar-se na forma imatura nos 6rgaos
linfoides secundarios até serem ativados por alguma das duas vias. O tipo de antigénio detetado
vai determinar qual das duas vias possiveis de ativacdo dos linfocitos B vai ocorrer.

Antigénios de natureza proteica vao ativar a via dependente de linfocitos Th pela sua detecédo a
partir dos recetores BCR, sendo depois internalizados e voltando para a superficie membranar da
celula associados a recetores MHC-II.

Nesta fase, se 0 antigénio for realmente de uma ameaga externa, vdo existir linfocitos Th

especificos para esse antigénio que vao entrar em contacto com o linfécito B sendo os antigénios
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apresentados em associacdo a recetores MHC-I1. Apds este contacto os linfécitos T véo libertar
citocinas que vao estimular a ativagdo, proliferacdo e maturagdo desse linfcito B.2%

Por outro lado, antigénios de natureza nao-proteica como os polissacarideos e o LPS, véo ativar
os linfécitos B pelos recetores BCR e pelos TLR presentes na membrana dos linfécitos B. Por esta
via, os linfocitos B vao ser ativados diretamente, promovendo a sua proliferacdo e diferenciacédo
contra esse antigénio especifico, sem que haja a necessidade de haver a apresentacao e confirmacao
pelos linfécitos Th.2%

No caso da infecdo por HBV, 0s antigénios detetados sdo de natureza proteica, o que implica
que a via mais prevalente e mais importante sera a mediada pelos linfocitos Th. Este facto evidencia
a importancia de um bom priming dos linfocitos T para a uma boa resposta a infecdo, pois se 0s
linfécitos Th ndo tiverem a capacidade de ativar eficientemente os linfécitos B, estes acabam por
estar em numero insuficiente e disfuncionais.?*®

Nas infecdes agudas em que ha cura funcional da infecéo, o papel dos linfocitos B é bastante
importante na luta contra o virus. Estes, apds serem ativados, vao dividir-se por mitose em clones
e esses clones vao-se diferenciar em plasmdcitos produtores de anticorpos. A detecdo dos diferentes
anticorpos permite a elucidacédo das diferentes fases da infecdo em que se situa o utente e se houve
ou ndo resolucio da infec¢éo.?"’

Os anticorpos anti-HBs e anti-HBc sdo produzidos em diferentes momentos. Os anticorpos anti-
-HBs significam cura funcional, sendo detetados apenas ap0s a redugdo para niveis indetetaveis
dos niveis plasmaticos do DNA viral e HBsAg; os anticorpos anti-HBc sdo detetados
precocemente, apos a fase exponencial da replicacéo viral, e ficam elevados durante todas as fases
da infecdo. J& a seroconversdo dos anticorpos anti-HBe costuma significar uma recuperacdo de
uma infecdo aguda ou um estado inativo da replicacdo viral numa infecdo cronica, no entanto esta
pode continuar ativa em certos casos. Podendo estes aparecer em qualquer uma destas duas
situacoes.

A funcdo dos anticorpos na resposta ao virus tem sido amplamente elucidada e ja se sabe que
sdo muito importantes no controlo da infecdo, através do controlo da entrada viral nos hepatdcitos

e pela eliminac&o das particulas virais por opsonizacdo das mesmas.8207
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Papel dos Linfécitos T helper na resposta & infecdo por HBV

Os linfocitos Th sdo células do sistema imune adaptativo que tém um dos papeis mais
importantes nas respostas imunologicas a agressdes externas e internas, sendo mesmo consideradas
as mais importantes por alguns autores, pois a sua acdo € necessaria em praticamente todas as
respostas do sistema imune adaptativo. A sua funcdo é de extrema importancia, pois facilita e
melhora a resposta de muitas outras células efetoras do sistema imune, como as DCs, macré6fagos,
linfocitos B, linfocitos Tc e células NK.208:209

Inicialmente, os linfocitos Th sdo designados como linfécitos TCD4+ imaturos, podendo-se
diferenciar em diversos tipos de Th, ver Figura 7, como os Thl, Th2, Th7/17, Th9, Th22 e Th
foliculares, dependendo do tipo de estimulo a que foram expostos, . Os diferentes estimulos que
podem receber sdo as citoquinas libertadas por outros linfocitos Th e pelas respostas do sistema

imune inato, para além de certos fatores de transcricdo, moléculas de adesdo, entre outros.?!°
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Figura 27 - Diferentes tipos de linfécitos Th e os estimulos que os
provocam.

Adaptado de 2°,

Cada um dos subtipos destas células possui diferentes fungdes na resposta imune, no entanto,
quando em resposta ao HBV, os subtipos mais importantes sdo os linfocitos Thl, Th2 e Th
foliculares. Ao contrario, os Thl7 e Th22, por possuirem uma agdo anti-inflamatéria e

imunomoduladora, acabam por interferir com a agdo antiviral dos anteriores.?!!?12
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Na Figura 8, é possivel observar-se como os linfocitos T especificos para HBV séo
normalmente orientados para uma resposta imunitaria do tipo I. A sua funcdo principal é a
mediagdo da resposta imune e da inflamacéo contra bactérias, fungos e virus intracelulares. Esta
mediacdo da-se pela regulacdo das funcbes efetoras das células com capacidade citolitica, a partir
da producéo de elevadas quantidades de IFN-y, que vai ativar ¢ aumentar a atividade citolitica dos
macrdfagos e linfocitos Tc que identificam e destroem as células infetadas. Secundariamente, ao
produzirem quantidades elevadas de IFN-y, acabam por também contribuir para a destruigdo e
reducéo dos niveis de DNA viral através da fungdo ndo-citolitica desta tipo de interfero.20%213

Por outro lado, os linfocitos Th2, apesar de estarem em menores proporcles, também
apresentam bastante importancia. A sua fungéo esta mais orientada para o controlo dos niveis de
particulas virais extracelulares, a partir da ativacéo e regulacdo da maturacéo dos linfdcitos B, para
a producdo dos anticorpos especificos contra o HBV para além das restantes fungdes mencionadas
no capitulo anterior,?132%4

Virus

HBV-infected =
hepatocytes

Clearance of HBV-
infected cells

Helper T cells C
Expansion of immune response O —

modulates inflammatory events
\ /Y\< & o
B cells >, <>
Neutralize free virus through Ab . / \{
production

Figura 28 - Acdo antiviral adaptativa durante a resposta a infecéo por HBV.
Adaptado de 23,

Estas fungdes sdo muito importantes no controlo e resolugdo da infecdo, sendo comum em
infecBes autolimitadas detetar-se um decréscimo dos niveis de componentes virais dentro de duas
a trés semanas, ap0s o pico replicativo do virus. Para além destes factos, existe também uma

correlagédo forte entre o esgotamento, ndo-funcionalidade ou a fraca resposta destes grupos de
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celulas e a evolugdo para infegdo cronica o que fortalece a importancia dos linfocitos Th para o

bom prognostico das infecdes por este virus.*%213

- Papel dos linfécitos citotdxicos na resposta a infecdo por HBV

Os linfdcitos Tc sdo linfécitos T CD8+ ativados que possuem a funcao de eliminar células que
estejam danificadas, infetadas, ou que sejam cancerigenas. Sdo particularmente importantes no
combate a patégenos intracelulares, como é o caso dos virus e bactérias intracelulares, que se
encontram fora do alcance dos anticorpos especificos para 0s mesmos. S&o varios 0s mecanismos
que Ihes permitem efetuar as suas fungdes, tanto de forma citolitica como de forma ndo-citolitica.?*®

Inicialmente, os linfécitos Tc encontram-se na sua forma imatura e a sua ativacao vai necessitar
de dois sinais para que se realize completamente. No primeiro sinal, tem de haver a interacdo entre
o recetor TCR do linfécito T CD8+ e um antigénio que esteja agregado a um recetor MHC-I na
célula apresentadora de antigénio, sendo esta interacdo estabilizada pela coligacdo do CD8 com o
MHC-I. O segundo sinal vai funcionar como um sinal de co-estimulacdo para confirmar a
necessidade da célula T CD8+ de se ativar, proliferar e maturar em célula Tc. Esta confirmacéo da-
se, normalmente, pela ligacdo do recetor CD28 no linfécito com os recetores CD80 e CD86 na
célula apresentadora de antigénio. No entanto, este mecanismo pode ser auxiliado ou mesmo
substituido pela estimulagdo do linfocito CD8+ com citocinas libertadas pela células
apresentadoras de antigénio. Apos esta fase, a célula T CD8+ estara ativada e iniciara 0 processo
de proliferagdo e diferenciacdo em linfdcitos Tc efetoras e células T de memdria.?*®

Uma vez ativados, os linfécitos Tc podem efetuar a sua funcéo por varias formas diferentes,
comecando pela libertacdo de granulos citotoxicos, que contém perforina e granzima, em direcao
a célula-alvo, através da sinapse imunoldgica, de forma a evitar dano nas células circundantes. Esta
funcdo culmina com a destruicdo da célula infetada, nomeadamente por inducdo da apoptose da
mesma.

Outra forma de acdo € a inducdo de apoptose da célula-alvo pela ligacdo do recetor CD178
(ligando Fas), na membrana do linfécito Tc, ao recetor CD95 (Fas) na célula-alvo, que vai ativar

as caspases e induzir a apoptose desta Ultima.
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Por fim, temos a libertacdo de citocinas como o IFN-y e TNF-a que, pelas vias ja referidas
anteriormente, vdo permitir um combate a infecdo das células infetadas por uma forma néo-

citolitica.?>216
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Figura 29 - Activacdo e agdo dos linfécitos T citotoxicos.
Adaptado de 2%°
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A importancia dos linfocitos Tc nas infe¢es por HBV esta bastante documentada, estando ja
estabelecido que durante as infecdes por HBV o controlo da replicacdo viral e patogénese da
hepatite se devem em grande parte as funcgdes dos linfocitos Tc.

Os linfécitos Tc desempenham um papel crucial na luta do sistema imune contra o0 HBV,
existindo uma correlacéo entre os niveis e funcionalidade elevados destas células e a eliminacao
viral/resolucéo da infecéo.?!’

Como se pode observar pela Figura 9, a sua forma de acdo contra 0 HBV engloba a atividade
citolitica e a atividade ndo-citolitica destas células, possuindo a capacidade de controlar a infecéo
por inducdo de um estado apoptdtico nos hepatécitos infetados, causando dano hepatico.
Paralelamente, controlam a replicacdo do DNA viral e a producdo dos componentes virais, de
forma ndo-citopatica, a partir da agdo do IFN-y e TNF-a, por eles libertados.

Até recentemente, considerava-se que a forma citopatica seria a forma mais utilizada e

importante com que os linfocitos Tc controlavam a infecdo, mas em estudos recentes utilizando
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diferentes modelos de estudo de infeces por HBV, foi possivel observar que, muito
provavelmente, este controlo se deve a fungdo das citocinas, IFN-y e TNF-q.218-220

Na Figura 10 estd esquematizado o processo de imunovigilancia hepética efetuado pelos
linfdcitos Tc. Inicialmente, estes sdo mobilizados para o figado, acumulando-se nos sinusoides,
onde, nas suas paredes, se vao encontram aglomerados de plaquetas ativadas, agregados as células
endoteliais pela ligacdo entre o &cido hialurénico destas e o recetor CD44 das plaquetas. Estas sdo
cruciais, pois os linfécitos Tc vado se ancorar as mesmas, iniciar a sua mobilizacdo ao longo das
paredes vasculares e vdo reconhecendo antigénios hepatocelulares. Nesta fase, iniciam-se 0s
processos efetores de libertacdo das citocinas e da morte dos hepatdcitos. No entanto, o processo
de morte dos hepatdcitos demonstra-se ineficaz como método de controlo, pois 0 nimero de
hepatocitos infetados, na altura em que os linfocitos séo mobilizados, € significantemente superior
ao numero de linfocitos Tc e tendo em consideragdo que o efeito citolitico obriga a um contacto
direto com os hepatdcitos, € muito improvavel que este seja conseguido no pouco tempo até a

diminuigéo rapida dos niveis de DNA viral no figado.??!222
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Figura 30 - Imunovigilancia do figado por parte dos linfécitos Tc.
Adaptado de 14,

Assim, 0 processo ndo-citopatico desempenhado pelas citocinas produzidas parece ser o mais
provavel de levar ao controlo da infecdo, apoiado pela diminuicdo de DNA e particulas virais antes
da elevacdo das transaminases. Além disso, seria de esperar danos muito superiores no tecido
hepatico, caso fosse 0 método citolitico o principal utilizado, em contradicdo com o que se verifica
nos individuos que conseguem autoresolver a infegdo.?21222

Ainda assim, ambos 0s processos sao cruciais e detetaveis, o que permite concluir que o sistema
imune utiliza ambos em equilibrio de forma a maximizar a eliminacdo do cccDNA e 0s seus
intermediarios da maioria dos hepatdcitos, apesar da sobrevivéncia de um pequeno nimero de

hepatocitos com cccDNA funcional. Estes acabam por ser controlados pelos linfocitos Tc de
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memoria produzidos apds a resolucéo da infecdo e pelos anticorpos, prevenindo a reativacéo da

doen(}a 223,224
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Infecdo cronica por HBV

Uma infecdo cronica por HBV é definida pela continuacdo da dete¢cdo do HBsAg no soro de
um individuo infetado por HBV, passados seis meses desde 0 momento de infecdo. Em individuos
imunocompetentes € um acontecimento raro, acontecendo em apenas aproximadamente cinco
porcento dos casos. No entanto, nas infecBes perinatais ou em idades jovens, os himeros sobem,
sendo que até 90 % das infecdes acabam por evoluir para a cronicidade.?®

Este estado avancado da doenga, pode ser caracterizado pela incapacidade de o sistema imune
adaptativo produzir uma resposta vigorosa, coordenada e eficaz contra o virus. O que resulta

derradeiramente na persisténcia da infec&o.?2®

Evolucéo temporal da infecdo cronica por HBV

O curso natural da evolucéo da doenca acaba por envolver uma interagdo complexa e dindmica
entre 0s mecanismos virais e as respostas do sistema imune do hospedeiro. Como consequéncia
verifica-se um grande leque de situacGes clinicas, existindo uma grande porcdo dos infetados a
desenvolver cirrose, acompanhada das suas complicacdes, e HCC. Enquanto que, por outro lado,
estdo reportados casos de infecdes quiescentes de longa duracao que acabam por nao necessitar de
tratamentos antivirais,6227:228

O reflexo desta interacdo pode ser observado nas quatro fases distintas em que uma infecédo
cronica por HBV se encontra dividida. Nos individuos infetados cronicamente, estas fases estéo ja
descritas, apesar de estarem em constante revisdo com base nas diferencas entre os seus perfis

bioguimicos, seroldgicos, virais e histologicos.??

- Primeira fase: Infecdo cronica com HBeAq positivo

Na Figura 11 é possivel observar o decorrer da primeira fase, outrora conhecida por fase da
imunotolerancia. Esta € uma fase mais comum em individuos infetados na infancia e tende a dar-
se entre 0s 10 e 20 anos de idade, sendo caracterizada pelos niveis elevados de DNA viral no soro
(normalmente niveis superiores a 10" U/mL). No entanto, é apresentado um perfil histolgico do
figado praticamente normal com alteragdes necroinflamatdrias minimas e o0s niveis das

aminotransferases normais. Outra caracteristica interessante é a positividade do HBeAg, uma
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proteina truncada derivada do gene do HBCcA(g, que pensa-se ter capacidade imunomoduladora na

resposta dos linfécitos T especificos para 0 HBV.86:226.230
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Figura 31 - Esquema da primeira fase de uma
infecdo crénica por HBV.
Adaptado de 2?6

- Segunda fase: Hepatite cronica com HBeAq positivo

A segunda fase da infecdo normalmente ocorre durante a terceira ou quarta década de vida dos
individuos infetados em idades jovens.?®

Como se pode observar pela Figura 12, esta fase inicia-se com 0 aumento da expressao do
HBCcAg nos hepatocitos. Simultaneamente, € detetado um aumento da atividade das células
apresentadoras de antigénio, que levam ao recrutamento e ativacdo dos linfocitos T especificos
para o HBV. Por via dos linfocitos Tc, o figado entra num estado necroinflamatdrio imuno-mediado
com dano hepatico, elevagio das transaminases e reducédo dos niveis de DNA viral circulante,?2°22

No entanto, esta resposta imune ndo € suficiente para eliminar o virus, acabando por haver
periodos com flutuacBes de atuacao e dos niveis das transaminases e DNA viral. O que contribui
para o dano continuo do tecido ao longo da evolucdo desta fase, levando a que por vezes 0s
individuos desenvolvam fibrose e cirrose no figado.8226

Em consequéncia da resposta imune, é comum observar-se supressao da replicacdo viral, com
reducdo do nimero de hepatécitos infetados, juntamente com o decréscimo dos niveis de DNA
viral. Sendo comum dar-se nesta altura a seroconversdo do HBeAg e comecar-se a detetar

anticorpos anti-HBe no soro.?2°226:231
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A idade a que se d& esta seroconversdo pode servir de progndéstico da evolucdo da doenca.
Existindo evidéncias que os individuos infetados que apresentam a seroconversao do HBeAg
depois dos quarenta anos de idade, apresentam um maior risco de desenvolverem HCC no futuro

quando comparado com aqueles que tém a seroconversio antes dessa idade. 2%
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Figura 32 - Esquema da segunda fase de uma
infecdo cronica por HBV.

Adaptado de 2%,

-Terceira fase: Infecdo cronica com HBeAg negativo

A seroconversdo indica o inicio da terceira fase, como se encontra esquematizado na Figura
13. Esta fase, até recentemente, era conhecida pela fase do portador inativo, distinguindo-se pelos
niveis baixos de DNA viral no soro (<2000 Ul/mL) e niveis normais das transaminases, com 0
HBeAg indetetavel.??
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Figura 33 - Esquema da terceira fase de uma infecdo crénica
por HBV.
Adaptado de ?2°.
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Normalmente, é uma fase longa em que os individuos infetados costumam possuir ainda niveis
intermédios a elevados de replicacdo, o que leva a uma maior velocidade de evolugdo da doenca
para cirrose. Ainda assim, uma fracdo reduzida dos individuos infetados (0,2-2,0%) parece
conseguir eliminar o HBsAg do soro, apresentando anticorpos anti-HBs. Este acontecimento é
indiscutivelmente de bom prognostico , por significar uma cura funcional da doenca. De realcar
que o DNA do virus ainda persiste intrahepaticamente sob a forma de cccDNA e eventualmente
DNA integrado no DNA do hospedeiro, apresentando niveis reduzidos de replicacdo e

transcrigdo.?26:233

-Quarta fase: Hepatite créonica com HBeAq negativo

Por fim, uma porcéo dos individuos entra nesta fase em que, como se pode observar na Figura
14, é possivel detetar-se uma espécie de reativacdo da doenca. Existindo flutuagdes dos niveis das
transaminases e do DNA viral, com certos casos a sofrerem uma reversdo para positividade de

HBeAg no soro.?2%231
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Figura 34 - Esquema da quarta fase de uma infecdo crénica por
HBV.

Adaptado de %6,
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Factores e mecanismos de persisténcia da infecédo por HBV

Uma cura funcional, ou recuperacdo clinica, ndo significa diretamente uma resolucdo completa
da infecdo por HBV, ja que existe a possibilidade da persisténcia do genoma viral sob a forma de
cccDNA e de DNA integrado, nos niicleos de alguns hepatdcitos.?3+-23¢

Nestes casos, a persisténcia do virus pode ser considerada como a varia¢do entre um estado
ativo e um estado oculto da infecdo ao longo do tempo, sendo possivel distingui-los pelos
marcadores de atividade do virus como, por exemplo, 0 DNA viral, HBsAg e o HBeAg.

Tabela 13 - Definigoes dos diferentes estados da infecdo por HBV.2%

O HBsAg e DNA viral tornam-se indetetaveis
de forma continua no soro. Podendo existir,
ou ndo, a seroconversao para anticorpos anti-
Cura funcional HBs apds a resolucdo de uma infe¢do aguda
ou a recuperacao de uma infecdo crénica de
forma espontanea ou por acao de tratamento
antiviral.

Eliminacdo completa de todo o DNA

integrado e todo cccDNA com total

capacidade de replicacdo dos virides
presentes nos hepatacitos.

Cura completa

Infecdo ativa ou ouvert HBsAg detetavel no soro.

Detecdo continua de HBsAg no soro, durante

Infecdo cronica e
6 meses no minimo.

Presenca de DNA viral com total capacidade
Infecéo oculta replicativa (cccDNA) nos hepatdcitos quando
0s niveis de HBsAg sao indetetaveis.

Como é apresentado na Tabela 13, a presenca de cccDNA com total capacidade replicativa
acaba por ser essencial no estabelecimento de uma infecéo crénica oculta, sendo que para se obter
a cura completa é necesséria a eliminacdo dos hepatocitos contendo este material genético,
abolindo a capacidade replicativa do virus.

Atualmente, sabe-se que o HBV utiliza diversos mecanismos que permitem a instauracéo de

infecBes cronicas. Estes mecanismos tém a funcdo de suprimir e manipular ambas as respostas,

121



Relatério de Estagio | 2024

inata e adaptativa, 0 que acaba por possibilitar a persisténcia da infecdo aguda e evolugéo para

infecdo cronica.?*®

Mecanismos de imunossupressao do sistema imunitario inato

Como foi referido anteriormente, ha bastantes evidéncia que o HBV ter-se-4 adaptado ao nosso
sistema imune inato, de forma a conseguir evitar as suas respostas e facilitar a sua replicacdo nos
hepatocitos.

A sua adaptacdo pode ser observada nos momentos inicias da infecdo, comecando pelo seu
ciclo replicativo. O virus utiliza o nucleo da célula infetada como refugio do seu material genetico,
que como possui uma estrutura semelhante a estrutura do material genético da célula hospedeira
consegue escapar aos sensores de DNA viral. E no ntcleo que serdo produzidos os seus produtos
transcricionais (MRNAS), que tambem apresentam estrutura semelhante aos da célula infetada, pois
apresentam capping e poliadenilizagéo, permitindo-lhes ndo serem detetados pelos mecanismos de
defesa da célula. Posteriormente, sdo traduzidos em proteinas virais que vao integrar o virido e
servir de protecéo para o seu genoma replicativo.8”2%

Ap0s a producdo dos virides, este estdo prontos para entrar na circulacéo hepatica e infetar mais
hepatocitos. Sendo que nesta fase entram em acdo outros tipos de factores e mecanismos de

supressdo e modulacédo do sistema imune inato.

- Imunossupressao dos PRRs e da cascata de sinalizacdo da familia dos interferdes

Os PRRs e a consequente cascata de sinalizacdo da familia dos IFNs sdo vias de sinalizacéo
muito importantes na reposta antiviral inata contra a infecdo por HBV. A detecdo de PAMPs leva
a ativacdo das cascatas de sinaliza¢do e por consequente a producdo de citocinas inflamatorias e
interleucinas como o IFN-a, TNF-a, IL-1, IL-12, entre outras. Os mecanismos replicativos e
genoma virais sdo bastantes sensiveis a acdo efetuada por estes moléculas, como ja foi referido
anteriormente.

Sempre se pensou que o HBV age como um virus com capacidade de evadir o sistema imune
inato, por induzir respostas muito fracas ou até mesmo indetetaveis da familia dos interferdes e dos
ISGs. No entanto, varios estudos realizados em chimpanzés, ratos transgénicos e culturas celulares

modificadas para oferecerem um ambiente semelhante ao dos hepatdcitos (células HepG2),
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indicam que o mais provavel € que o virus para além de conseguir evadir as defesas do hospedeiro,
consegue ainda inibir as mesmas defesas. Na Figura 15 é possivel observar as acles
imunorreguladoras que os antigénios do HBV exercem sobre o sistema imune, quando 0s seus
niveis plasmaticos se elevam exponencialmente, 238240

Os antigénios HBs e HBe sdo proteinas virais com importantes fungdes no estabelecimento de
uma infecdo cronica. Estes antigénios sd@o dos mais importantes na supressdo da cascata de
sinalizag&o dos interferdes, pois a sua a¢do assenta na inibicdo direta dos TLRs nas membranas dos
hepatdcitos, como das células efetoras dos sistema imune inato.6!

Um dos relatos é que estes recetores aparecem em sub-expressao nas CMSPs e nos hepat6citos
de individuos com infecdo cronica com HBeAg positivo, quando comparados com individuos
infetados cronicamente com HBeAg negativo. Outros estudos também apontam o HBeAg como
inibidor primario de outros recetores da familia dos TLRs, como é o caso do TIR, que s&o
importantes na cascata de ativacao dos ISGs e de promotores de atividade dos interferdes. Tal como
0 HBeAg, os niveis elevados de HBsAg também estdo relacionados com os niveis reduzidos de
expressdo dos mesmos tipos de recetores membranares, nas mesmas células que o HBeAg afeta.
Adicionalmente, o HBsAg também estd relacionado com a disfuncionalidade das células
dendriticas, inibindo a capacidade de producdo dos interferfes e outras citocinas inflamatorias
importantes nas mesmas.?41-24

Assim, as respostas imunes mediadas pelos recetores do tipo dos TLRs sdo quase
completamente inibidas pelos niveis elevados de HBeAg e HBsAg, promovendo a elevada
replicacdo do HBV e a persisténcia da sua infecao. O que esta de acordo com o facto de estes serem
0s antigénios que se mantém em niveis elevados durante a maior parte das infecdes cronicas, devido
as particulas subvirais (particulas ndo-infeciosas, por serem capsides sem material genético viral
no seu interior, compostas unicamente por antigénios HBc e HBs) que sdo produzidas em niveis
muito mais elevados que os virides em si.?46:247

O antigénio HBc também é conhecido por ter um papel na regulacdo do sistema imune inato e
na inflamacdo, por possuir a capacidade de levar a sobre-expressao do recetor TLR2 nas KCs e,
depois, ativar este mesmo recetor. Ao ativar-se 0 TLR2 nestas celulas estimula-se a sua producao
de IL-10, induzindo-se a supressao dos linfocitos Tc. O HBcAg tem ainda capacidade de inibir a
proteina MxA, que se trata de uma proteina intracitoplasméatica com agdo antiviral crucial no
combate aos RNAs do HBV.248:24
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Outro antigénio importante nesta questdo é a proteina viral HBx, sendo relatado que esta possui
a capacidade de regular e modular as vias de sinalizacdo dos PRRs. Sendo varios os mecanismos
utilizados, como a promocé&o da degradacéo e inibicdo do MAVS, a inibicdo da activagao dos genes
RIG-1 e MDA-5, a partir da inducdo da sobre-expressdo da enzima ADARL que vai impedir a
transcricdo dos RIG-I e MDA-5 e ainda consegue suprimir a capacidade dos hepatocitos
reconhecerem 0 RNA,250-253

Por fim, a polimerase viral estd também referenciada por conseguir inibir os mecanismos
relacionados com a producdo de IFN. A sua sobre-expressdo acaba por inibir a activacdo de varios
indutores da producéo de IFN-f em diversas linhagens celulares, como o IRF, NF-kB e o STING.
Isto leva a uma melhor capacidade de evaséo das defesas inatas e também confere uma resisténcia

a tratamentos com IFN.254-2%
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- Imunorrequlacao da atividade das células dendriticas pelo HBV

As DCs, devido a sua funcéo de apresentacao de antigénios, sao consideradas a ponte de ligacao
entre a resposta imune inata e a ativacao da resposta imune adaptativa. Tendo sido reportado por
varios autores que a sua disfuncionalidade acaba por ser um dos factores importantes na
cronicidade das infecbes por HBV e progressao de doenca hepética. Adicionalmente, € comum ser
detetado um menor nimero de DCs no sangue periférico em pessoas com infecéo crénica ,quando

comparado com esse nimero em pessoas saudaveis. Tal facto provoca provavelmente uma indugéo
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ineficaz da resposta adaptativa e, como consequéncia, a disfuncionalidade dos linfécitos T
especificos para 0 HBV.%’

Esta disfuncionalidade das DCs advém de um conjunto de alteragdes mediadas pelo virus.
Verifica-se um decréscimo da capacidade de apresentacdo de antigénios e de migracdo, devido a
uma reducdo da expressao de um transdutor de sinal da IL-6, 0 gp130. Adicionalmente, é comum
observar-se uma supressdo na transducdo dos sinais de coestimulacdo dos linfécitos T, por sub-
expressdo dos CD80, CD83, CD86 e CD40 nas membranas das DCs.2%’

Alguns dos antigénios virais também parecem exercer uma acdo moduladora da estrutura das
DCs. Comecando pelo HBsAg, que tem a capacidade de reduzir a producdo de IL-12 pelo
comprometimento da via de sinalizagdo JNK-MAPK, o que leva a um fenotipo celular bastante
tolerogénico. O HBeAg também tem a capacidade de induzir a conversdo das DCs derivadas da
medula Ossea num tipo especifico de DCs regulatérias, que demonstram uma capacidade
estimulatéria dos linfocitos T e de producdo de IL-12, extremamente reduzida. Por fim, os
antigénios virais com especial foco no HBsAg conseguem diminuir a expressao dos recetores TLR
importantes na maturacdo das DCs, o que resulta numa reducdo na secre¢do das citocinas
importantes como a IL-12, TNF-o, IFN (-0, -y1 e -y2).2%8-261

- Imunorregulacao dos macroéfagos pelo HBV

Os macrofagos hepaticos, denominados por KCs, sdo células efetoras do sistema imune inato
importantes no combate ao HBV. Isto pela sua capacidade de apresentacdo de antigénios, por
também conseguirem produzir citocinas importantes no recrutamento e maturacdo da resposta
imune adaptativa e por corresponderem a maior populacdo de células do sistema imune inato
presente no figado.26?

A infecdo por HBV induz a producéo de citocinas imunomoduladoras como a IL-10 e 0 TGF-
B, juntamente com a expressdo de PD-1 e PD-2, que acabam por ter uma agdo supressora da
resposta adaptativa anti-HBV.2%3

As respostas das KCs aos diferentes antigénios virais acabam por promover a persisténcia do
virus. A excecdo da interacdo com o HBsAg, em que as KCs sdo induzidas a produzir citocinas
proinflamatdrias como a IL-6 e TNF-a. No entanto, no caso do HBcAg, este vai ativar o recetores

TLR2 e promover um ambiente de imunotolerancia no figado, pela producédo de IL-10. Sendo esta
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interagcdo comprovada em estudos onde a remocdo ou do TLR2 ou das KCs levou a um aumento
da eliminagc&o viral e das fungdes dos linfocitos Tc contra o virus, 26426

O HBeAg também acaba por alterar a funcdo destas células por supressdo de cascatas de
sinalizacdo importantes na maturagdo e producdo de certas citocinas proinflamatérias e na
producdo de espécies reativas de oxigénio.?%

Os macro6fagos derivados de mondcitos provenientes do sangue periférico, também sofrem
alteracOes na sua atividade pela acdo do HBV e dos seus antigénios, tendo sido ja referido que os
macrofagos, apds fagocitose de HBcAg, acabam por apresentar maior atividade anti-inflamatoria.
A interacdo com o HBsAg também acaba por inibir a producdo das citocinas proinflamatorias,
anteriormente referidas. Por fim, os monadcitos, ao entrarem em contacto com o HBV, acabam por
se maturar em macrofagos do tipo M2. Estes promovem a atividade imunossupressora dos
linfécitos Treg que, em conjunto com os mecanismos falados nos paragrafos anteriores, vao
promover a manutencao e persisténcia da infecéo e a aceleracdo dos processos de fibrose no tecido

hepéatico.267-269

- Imunorrequlacao das células NK pelo HBV

As células NK sdo consideradas as principais células efetoras do sistema imune inato. Este
grupo de células constitui até metade dos linfocitos intra-hepaticos, nos seres humanos, e sao a
primeira linha de defesa contra organismos patogénicos. A sua ativacao e funcdes estdo associadas
com uma contencdo eficiente da infecdo por HBV. Em particular, a sua ativacdo mediada por
anticorpos, desempenha um papel vital na resolucéo das infe¢des agudas autolimitadas.?’%2"

Actualmente, sabe-se que a disfuncionalidade e a expressdo anormal dos recetores de
membrana das células NK hepaticas contribuem para a persisténcia das infecdes por HBV. Para
além disto, estes factores acabam também por contribuir na progressdo da infe¢do cronica para
HCC, sendo comum estarem relacionadas com mau progndstico da doenca e sobrevivéncia dos
individuos. Esta disfuncdo, detetada em infecdes cronicas por HBV, parece estar associada com
0s niveis reduzidos de recetores de ativacdo das NK e de citocinas proinflamatérias, juntamente
com 0 aumento de recetores e citocinas com funcéo inibitoria das NK.272-274

Por outro lado, os papeis dos antigénios virais na imunorregulacdo destas células ainda néo se

encontra totalmente compreendido. Recentemente, foi possivel observar-se que os antigénios HBs
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e HBe funcionam como mediadores inibitérios das células NK por interacdo direta, pois estes
acabam por interferir com a capacidade de se ativar os recetores STAT1, NF-«xB e p38-MAPK.2"®

Quando a ativacdo destes recetores € afetada, € comum observar-se uma perda de capacidade
citotoxica e de producdo de citocinas proinflamatérias. Adicionalmente, os mondécitos que tenham
sido ativados pelo HBsAg, acabam por se tornar mondcitos imunossupressores, com a capacidade
de promoverem uma conversdo das células NK em células NK regulatérias, por agdo do PD-L1 e
MHC-I. Este tipo de NKs sdo produtoras de IL-10, o que acaba por contribuir também para a

persisténcia da infegéo crénica.?%82>

Mecanismos de imunossupressao do sistema imunitario adaptativo

Como ja foi referido no capitulo anterior, a imunidade adaptativa possui um papel critico na
defesa do organismo contra uma infecdo por HBV. Pela acdo das APCs da-se a ativacéo,
proliferacdo e maturacdo dos linfocitos Th e Tc especificos para 0 HBV e estes dois grupos de
células vao orquestrar e induzir a resposta contra 0 HBV de forma vigorosa. No entanto, no caso
das infecbes crénicas por HBV, esta imunidade encontra-se fraca quantitativamente e
funcionalmente. As causas destes acontecimentos podem ser devidas ao facto da capacidade de
apresentar antigénios pela imunidade inata se encontrar inibida, como foi falado anteriormente, em
conjunto com a acdo imunomoduladora dos antigénios virais sobre a imunidade adaptativa, levando

a persisténcia da infecao.

- Imunossupressdo dos linfocitos citotoxicos pelo HBV

A alteracdo da capacidade da imunidade inata ativar a imunidade adaptativa é o principal
mecanismo indireto de imunossupressdo dos linfdcitos Tc. A partir dos mecanismos falados nos
capitulos anteriores, a sub-expressdo das moléculas e recetores co-estimulatorios das APCs e a
inibicdo da producdo de citocinas pro-inflamatérias e cascatas de sinalizagdo, tornam a ativacao
dos linfécitos Tc ineficaz. Como consequéncia, as suas funcdes acabam por ser afetadas
negativamente e a sua capacidade de resposta ao HBV diminui, 0 que promove a persisténcia da
infecéo.

Os mecanismos diretos reportados, sdo mecanismos que alteram efetivamente a estrutura e
funcionalidade dos linfocitos Tc, estabelecendo-se um estado de fadiga funcional dos mesmos. A

infecdo por HBV leva a sobre-expressdo de diversas moléculas membranares com acdes pro-
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apoptdticas como a proteina 11 Bcl-2-like e também de certos recetores inibitorios como o PD-1,
CTLA-4, CD244, entre outros. Estes acabam por levar a um estado de exaustdo dos linfécitos Tc
que resulta na incapacidade de estes produzirem citocinas importantes como a IL-2, IFN-y e TNF-
0, juntamente com a perda das suas capacidades citotoxicas e proliferativas?’®2’®. Por fim, o
mecanismo de supressdo mais reportado € a estimulacdo excessiva dos linfocitos Tc com os
antigénios virais, HBs e HBe, de uma forma continua. Durante a infecdo por HBV, da-se a
producéo continua de HBsAg sob a forma de particulas subvirais numa proporc¢do de até mil vezes
maior que a quantidade de virides infeciosos. Esta quantidade excessiva de particulas subvirais
acaba por funcionar como um método de evasao e defesa das particulas virais contra as defesas do
sistema imune adaptativo humoral e celular. As particulas subvirais acabam por funcionarem como
um engodo para o sistema imune, promovendo um estado de anergia dos linfécitos T especificos
para 0 HBV devido ao facto de estarem constantemente a ativarem as cascatas de sinalizacdo dos
linfécitos levando a sua exaustdo. Em conjunto com a acdo do HBsAg, o HBeAg também consegue
promover um estado de tolerancia viral por levar a sub-expressdo do CD28 nos linfocitos Tc, que
funciona como uma molécula co-estimulatdria importante na ativagdo dos mesmos.?80-282
Concluindo, estes mecanismos em conjunto acabam por conseguir levar a um estado de
exaustdo e disfuncdo dos linfocitos Tc especificos para 0 HBV, o0 que acaba por ser crucial para a

persisténcia da infecdo na maioria das infecdes cronicas.

- Imunossupressao dos linfocitos T helper pelo HBV

Os linfocitos Th sdo muito importantes na regulacdo da acao antiviral dos linfocito Tc durante
as infecbes por HBV. Dada a sua importancia, a sua disfuncionalidade é considerada o factor mais
importante envolvido na incapacidade de resposta e falha da acéo dos linfocitos Tc contra a infecéo.

Assim, tem sido dada cada vez mais importancia e atencdo as consequéncias da exaustdo dos
linfécitos Th, estando ja identificada a importancia dos antigénios virais, HBs e HBc, nesta
exaustdo. Por exemplo, o HBcAg tem a capacidade de aumentar a expressao de certas moléculas
inibitérias, como o PD-1, na superficie membranar dos linfécitos Th, resultando na disrupg¢éo das
funcgdes e dos niveis dos mesmos. Por outro lado, os niveis elevados de HBsAg resultam na sobre-
expressao de inibidores que véo afetar a capacidade de iniciar as cascatas de ativacéo dos linfocitos

Th, nomeadamente as cascatas ERK e p38 MAPK. Foi também j& demonstrado que as infecBes
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por HBV levam a expressdo aumentada de recetores TRAIL, que acabam por se tornar alvos de
linfocitos NK TRAIL*, contribuindo ainda mais a reducéo dos niveis deste grupo de células.?8-288

Dentro do grupo dos linfocitos Th temos os linfécitos Tfh, que sdo importantes na formacdo e
maturacdo de plasmdcitos, nos centros germinativos do tecido linfoide, e na sua funcéo secretora
de anticorpos. Esta acdo demonstra a sua importancia na regulacdo e orquestracdo da resposta
humoral e, em especifico, na seroconversdo em anticorpos anti-HBs, que por sua vez auxilia na
formacé&o de centros germinativos no baco e, por conseguinte, a uma menor eficiéncia da acédo da
resposta humoral. Adicionalmente, as infe¢fes por HBV promovem significativamente a formagéo
de linfécitos Tth regulatorios. Estes expressam niveis elevados de recetores inibitorios, como o
PD-1 e CTLA-4, e secretam niveis elevados de citocinas anti-inflamatorias, resultando na
supressdo dos centros germinativos e da agdo dos linfocitos B e Tc.287-2%0

Em suma, o HBV tem a capacidade de alterar fortemente a acédo dos linfocitos Th e ainda de
reduzir os seus niveis, o que leva a uma exaustdo funcional dos mesmos. A disfuncionalidade dos
linfécitos Th resulta numa menor capacidade de resposta a infecdo por HBV, devida a menor
capacidade de ativacdo, proliferacdo e maturacao dos linfocitos Tc e ainda, ao atrofiar a capacidade
de producao de citocinas anti-inflamatérias dos linfécitos Th, o que promove uma exaustao precoce
dos Tc.

- Imunossupressao dos linfécitos B pelo HBV

Os linfécitos B apresentam fungdes essenciais no combate e controlo da infe¢do por HBV e,
como tal, o virus apresenta mecanismos de supressao dessas fungoes.

Como jé foi referido anteriormente, sdo os linfécitos B que produzem os anticorpos especificos
para os antigénios do HBV. A funcdo destes anticorpos vai desde a prevencdo da entrada das
particulas virais nos hepatdcitos, a opsonizacdo das particulas virais no meio extracelular. Funcdes
estas que, em conjunto com os restantes mecanismos de defesa, promovem nos casos normais o
controlo e eliminacdo da infe¢do. No entanto, apesar de se saber que o numero total de linfocitos
B esta aumentado nos casos de infe¢do cronica por HBV, o nimero de linfécitos B especificos para
0 HBV encontra-se reduzido e as suas fung¢des encontram-se comprometidas. Como por exemplo,
a capacidade de produzir anticorpos anti-HBs e de proliferacdo, especialmente nos linfocitos B

hiperativados e a expressar CD69 e CD71,%13291-2%
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Um estudo efetuado por Burton et al. permitiu identificar um fenotipo atipico dos linfocitos B
de memoria (CD21°CD27°) em individuos infetados cronicamente por HBV. Para além do fendtipo
atipico, foi possivel detetar-se recetores de membrana inibitérios como o PD-1, BTLA e CD22,
que no seu conjunto levam ao comprometimento das capacidades de sobrevivéncia, proliferacéo e
producdo de anticorpos e citocinas proinflamatérias. Para além destas funces, a capacidade dos
linfécitos B se diferenciarem em plasmaocitos produtores de anticorpos também se encontrava
afetada, o que leva a uma incapacidade de estabelecer uma resposta humoral eficaz e vigorosa nos
individuos infetados cronicamente.?*

Outro mecanismo reportado, € a acdo imunossupressora que 0 HBCcAg tem sobre os linfécitos
B. Este antigénio ao ligar-se a estes linfdcitos tanto consegue induzir uma sobre-expresséo de certos
recetores inibitérios, como consegue induzir fenotipos disfuncionais. Além disso, suprime a
proliferacdo e ativacdo dos mesmos pela inibicdo da cascata de sinalizacdo mediada pelos TLRs.
Adicionalmente, o HBcAg parece levar a uma diferenciacao dos linfocitos B normais em linfocitos
B regulatorios, produtores de IL-10. Estes linfcitos B regulatérios acabam por suprimir a acéo dos
linfocitos Tc e conseguem ainda promover a conversdao de linfocitos Th efetores em Th
regulatorios, aprofundando ainda mais a acao de supresséo dos linfocitos Tc e a manutencdo de um
ambiente de imunotolerancia no figado.?%22%

Por fim, os linfdcitos B também sdo conhecidos pela sua capacidade de apresentar antigénios.
No entanto, esta acdo nos individuos com infecdo crénica por HBV apresenta-se bastante
comprometida devido a reducdo da expressdo de recetores co-estimulatorios, como o CD80 e
CDA40, nos proprios linfocitos B. Isto vai afetar as interacdes entre estes e os linfocitos Th efetores,

contribuindo para o ja referido estado de exaustdo dos linfocitos T.2%
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Fatores de persisténcia da infe¢cdo por HBV

No momento de uma infecdo por HBV ha certos factores, virais e do hospedeiro, que véo
influenciar o desenrolar da infecdo. Como exemplos temos as mutagdes ocasionais e polimorfismos
que podem acontecer nos epitopos virais, a idade do hospedeiro quando € infetado, o estadio da
infecdo da mée no momento da gravidez e o nivel da carga viral no momento da infecéo.

Todos estes factores tém a sua influéncia e sdo muitas vezes fulcrais no evolugédo da infegéo:

autolimitada com cura e convalescenca, ou persistente e crénica.

- Mutacodes e polimorfismos nos epitopos virais

Os sistemas HLA-I e -1 presentes nos linfocitos T e nas APCs, possuem um papel crucial no
momento da ativacdo da imunidade adaptativa, ditando a capacidade das APCs apresentarem 0s
péptidos (antigénios) aos linfécitos T naive.

O sistema HLA-II apresenta diferentes alelos, como o0 HLA-DP, HLA-DQ e HLA-DR, que
codificam os MHC-I1. Estes complexos sdo as estruturas que vao permitir a troca de antigénios
entre as APCs e os linfocitos Th, ativando a resposta imune ao HBV.

Os diferentes alelos apresentam uma variabilidade genética, sendo detetados varios
polimorfismos entre cada individuo, permitindo assim uma vasta gama de estruturas MCH-I1 que
acaba por determinar uma grande variabilidade de antigénios que podem ser apresentados. Esta
descrito em diferentes regides do mundo que, durante uma infecdo por HBV, certos tipos de
polimorfismos genéticos podem levar a uma maior imunotolerancia devido a alteracdo das
propriedades de ligacdo dos antigénios virais. Este acontecimento pode afetar a resposta
imunoldgica ao virus e consequentemente resultar na persisténcia da infegdo.2% 3%

Para além disto, como ja foi referido anteriormente, 0 HBV tem a capacidade de reduzir a
expressdo deste tipo de moléculas nas membranas das células envolvidas na apresentacdo de
antigénios, o que por sua vez também acaba por influenciar a qualidade da resposta imunolégica

ao virus.
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- Influéncia da carqa viral na evolucao da infecdo por HBV

Asabe et al. relata a importancia da carga viral presente no in6culo no desenrolar da infecéo
por HBV. As diferentes quantidades de genoma viral nesse indculo podem ditar a persisténcia ou
resolucdo da infecdo aguda, tendo-se concluido que um indculo considerado reduzido, como 10° a
10! moléculas de DNA viral, leva a uma propagagdo lenta, mas total, do virus no figado.
Progredindo, na maioria dos casos, para infecdo cronica. Por outro lado, indculos intermédios (10*
a10") e elevados (>107) estdo associados a bons progndsticos e a resolucéo das infegdes, existindo
apenas uma diferenca na amplitude da infecdo. Enquanto as infe¢6es de indculo intermédio acabam
por ter uma propagacédo limitada no figado (<0,1% dos hepatocitos infetados) seguida de uma
abrupta resolucdo da infecdo, as infecGes de elevado indculo demonstraram uma propagacao do
virus a todo o tecido hepatico, tal como se verifica nas infe¢des de baixo inoculo. Ambas acabam
por evoluir favoravelmente com a resolugcdo da infecdo, apesar desta ser mais demorada nas
infecBes de indculo elevado devido & maior propagacéo da infegdo.3%

A conclusdo a que se chegou foi que a carga viral influencia a qualidade do priming dos
linfécitos Th, sendo este muito mais eficaz nas quantidades dos dois Gltimos cenarios, o que
conduzia a uma ac¢do mais vigorosa e sincronizada dos linfocitos Tc, permitindo a resolugédo da
infecéo.

No caso das infe¢Bes de baixo indculo para além do facto do priming dos linfécitos Th ndo ser
tdo eficaz, pensa-se também que o diferente destino das infe¢cGes com este indculo pode advir de
uma resposta por IFNs do tipo I. Os IFNs tém a capacidade de inibir a replicacdo viral a varios
niveis, particularmente quando as cargas virais sdo elevadas. No entanto, quando as cargas virias
do in6culo séo reduzidas, verifica-se uma resposta diminuida dos IFNs, que por sua vez parece ter
a capacidade de estimular a expressdo dos genes virais. Esta estimulacdo da-se pela ativacdo do
factor nuclear 3y dos hepatdcitos (HNF3y) que estimula o promotor I do genoma viral e este, por
sua vez, promove 0 aumento da expressdo dos genes virais e 0 aumento da replicacdo viral nas

fases iniciais da infecdo, contribuindo assim para a persisténcia das infecdes.30%3%
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- Influéncia da idade do hospedeiro na resposta imunitario ao HBV

Como é evidente, a idade tem influéncia no desenvolvimento das infe¢des por HBV. A maioria
das infecdes na idade adulta resulta na resolucdo das mesmas, enquanto que as infe¢es em idades
jovens terminam, na sua maioria, em infecdes cronicas. Assim, € seguro de se hipotetizar que esta
diferenca de desfechos se deva a diferenca do estado de maturagdo da imunidade de um adulto e
de uma crianga.

Dois estudos confirmam esta hipdtese a partir do estudo da evolucdo de infe¢cdes em modelos
animais (marmotas e ratos transgénicos) em diferentes fases de desenvolvimento.3%43% Foj
possivel observar que, apos a infecdo de um grupo jovem e um grupo adulto, todos o0s animais
adultos conseguiram resolver a infe¢do, enquanto que o mesmo nao se observou em nenhum dos
animais jovens, tendo-se verificado em todos a persisténcia da infe¢d0.3%4%% Uma possivel
explicacdo encontrada num dos estudos foi que nos ratos adultos detetou-se uma maior producéo
de IL-21 em relacdo aos rato jovens. Esta producdo advém, em maior grau, dos linfocitos Th
foliculares e demonstrou-se ser crucial para o correto desenvolvimento das respostas por parte dos
linfocitos Tc e B. Outro estudo realizado em individuos infetados confirma os estudos anteriores,
ao constatarem que os individuos infetados que resolveram a infecao por HBV apresentavam niveis
mais elevados de IL-21 em comparagdo com os individuos infetados cronicamente. Neste estudo
foi também sugerido que a expressdo nas KCs de um recetor dependente da idade, 0 CXCL13,
desempenha um papel crucial na resposta ao HBV: é importante para o recrutamento de linfocitos
B, bem como na arquitetura e desenvolvimento linfoide. Como tal, ao encontrar-se reduzido em
idades mais jovens, acaba por ser outro factor a promover a persisténcia da infecdo nessa faixa

etaria,304-306

- O efeito do estado infecioso materno e a persisténcia da infecdo por HBV

Um outro factor crucial na persisténcia das infecdes por HBV em idades jovens € o estado
infecioso da progenitora durante a gestacdo. Isto foi relatado por estudos recentes, em que se foi
possivel observar que os ratos transgénicos HBV negativos, nascidos de mées HBV-positivas,
quando eram infetados em adultos eram mais suscetiveis a infecdo, demorando mais tempo a
resolverem a mesma ou chegando mesmo a cronificar. Por outro lado, os ratos adultos nascidos de
mées HBV-negativas demonstravam-se muito mais capazes do que 0s anteriores, conseguindo

resolver as infecBes numa questdo de poucas semanas. A explicagdo para este acontecimento é a
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debilitacdo da resposta dos linfécitos Tc especificos do HBV, causada pelo aumento da expressdo
do recetor PD-1 nas membranas destes linfdcitos e o respectivo ligando (PD-L1) nas KCs, tendo
isto também sido detetado em individuos com infe¢Bes crénicas por HBV. Como ja foi referido
anteriormente, este recetor é um regulador da atividade dos linfécitos Tc e a interacdo entre o
recetor e o seu ligando leva a uma supressao da atividade e fungdo dos linfécitos. A confirmacédo
da importéncia do PD-1 foi demonstrada quando se inibiu esta interacdo, o que levou a recuperacao
da funcionalidade dos linfocitos Tc e, posteriormente, a resolucéo da infegéo. 0730

Varios estudos relatam outro factor com bastante influéncia no desenvolvimento da infeg&o por
HBV: A positividade de HBeAg da progenitora durante a gestacdo. E relatado que o HBeAg
materno tem a capacidade de passar a placenta e de precondicionar as KCs da crianca a tornarem-
se macrofagos anti-inflamatorios do tipo M2, depois de serem estimulados novamente pelo HBeAg
apos o parto. Isto leva a formacgédo de um ambiente hepatico tolerogénico e imunossupressivo e esta
associado a persisténcia da infecdo, uma vez que levam a exaustdo dos linfocitos Tc especificos do
HBV, sendo que estes macrdfagos por terem tempos de sobrevida longos, permitem uma supressao

dos linfdcitos durante longos periodos de tempo.307310
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Hepatocarcinogénese relacionada com a infecdo por HBV

O HCC é o quarto cancro mais mortal nivel mundial e o seu factor de risco mais comum é a
infecdo cronica por HBV. Nestas infecfes, a probabilidade de se desenvolver HCC é dez a mil
vezes maior do que nas pessoas saudaveis e, para além desta aumentar com o passar dos anos de
infecdo, existem varios factores, virais e do hospedeiro, que promovem a evolugéo para HCC.311:312

Como ja foi referido anteriormente, a patogénese € exclusivamente mediada pelo sistema imune
do hospedeiro. Apo6s a detecdo da infegdo, € despoletada uma resposta imune contra o HBV e, nas
infecBes cronicas, inicia-se um ciclo crénico de inflamagdo e dano hepatico, seguido da
regeneracdo do tecido ao longo de decadas. Isto leva a uma progressdo do dano hepatico, pela
forma de fibrose do tecido, que acaba por promover o desenvolvimento de cirrose e tumorogenese.

Apesar de ndo provocar dano direto no figado, 0 HBV possui a capacidade de promover a
tumorogénese na fase avangada da infecdo, a partir de alguns mecanismos mediados por certos

componentes virais.

Relacéo entre o DNA viral séricoe HCC

O DNA viral é o material genético do HBV e a sua quantificacdo no plasma reflete os niveis da
replicacdo viral. No entanto, a concentracdo de DNA viral no plasma também aparenta estar
relacionada com a progressao da doenca, sabendo-se que este se encontra associado a certos

mecanismos diretos e indiretos de tumorogénese.

DNA viral
plasmatico

;

Mecanismos indiretos <¢— Infecdo de hepatécitos —»  Mecanismos diretos

i saudaveis ¢
Recomeco do ciclo replicativo Integracdo no DNA do hospedeiro
Produgdo de antigénios em elevadas Instabilidade genomica «———
guantidades (em especial o HBs) Inserc¢do de
N «
Expressdo de proteinas mutagoes

Aumento da inflamacé&o e progressao . L.
_ _ virais pro-oncogénicas
do dano hepatico crénico
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Relacdo entre o antigénio HBs e HCC

O HBsAg pode ser traduzido a partir do cccDNA e do DNA integrado. O HBV possui dois
MRNAs que codificam as trés variantes do HBsAg. Estas formas do HBsAg tém a capacidade de
formar os virides normais que serdo libertados da célula para infetar outras células, mas também
conseguem formar particulas virais ndo-infeciosas no reticulo endoplasmatico. As particulas
subvirais costumam possuir formas esféricas ou filamentosas, podendo chegar a quantidades 1000
a 10000 vezes superior que aos virides no soro.’

Como ja foi referido nos capitulos anteriores, estas particulas ndo-infeciosas podem servir como
mecanismo de imunomodulacdo, a partir do sequestro dos anticorpos anti-HBs e por poderem
servir de isco as células do sistema imune. Tal estratégia permite aos virides continuarem o ciclo
de infecdo sem serem detetado e promover a persisténcia da infecao.

A relacéo deste antigénio com o HCC esta ja bastante documentada, sendo relatado que niveis
séricos elevados de HBsSAg estdo associados a um maior risco de progressao para HCC.
Proporcionalmente, a seroconversao do anti-HBs esté associada a um bom prognostico e um menor
risco de desenvolver HCC 314316

A inflamacdo crénica promovida pelas respostas do hospedeiro contra 0 HBsSAg parecem
promover a oncogénese. Num estudo utilizando ratos transgénicos, foram transplantados
hepatocitos produtores de HBsAg nos ratos. Os resultados foram um despoletar das defesas
mediadas pelos linfocitos Tc, com apoptose dos hepatdcitos e inflamacgéo cronica que acabou por
progredir para HCC. Para além da inflamacdo crdnica, também ja foi reportado em modelos in
vitro que o HBsAg consegue promover a capacidade invasiva do HCC a partir da cascata de
sinalizagdo TLR2/MyD88/NF-«B 317318

Outro mecanismo relatado é o que refere que antigénios HBs com mutag6es nas regides Pre-S1
e Pre-S2, ou formas truncadas, podem exercer acdo oncogénica direta, pela sua capacidade de
alterar o metabolismo lipidico da célula hospedeira. Isto leva a um stress no reticulo
endoplasmatico, induzindo dano oxidativo no DNA da célula e instabilidade gendmica,
aumentando o risco de desenvolvimento de HCC. Adicionalmente, foi ja& demonstrado que estas
formas truncadas conseguem inibir a reparacdo das quebras de dupla-cadeia no DNA do hospedeiro

e contribuir para a instabilidade genémica e para a transformagéo neoplasica dos hepatdcitos.3®-
322
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Relacdo entre a integracdo do DNA viral e HCC

Como ja foi referido anteriormente, o DNA viral integrado ndo vai possuir a capacidade de
replicacdo viral devido a falta de promotores das ORFs correspondentes ao pgRNA, ao HBcAg e
a retrotranscriptase. Apresentando apenas os promotores referentes as ORF S e ORF X e assim
possuindo a capacidade de produzir apenas o HBsAg e a proteina X, que sdo ambos conhecidos

por estarem relacionados com o desenvolvimento de HCC.
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Figura 36 - Mecanismos carcinogénicos despoletados pela integracéo
do DNA viral
Adaptado de 1.

A integracdo do DNA viral é conhecida por desregular os genes circundantes a sua zona de
integracdo. Como se pode observar na Figura 16, esta desregulacdo pode ativar mecanismos que
podem despoletar uma selecdo de clones dos hepatdcitos que possuam propriedades anormais de

sobrevivéncia e proliferagdo, causando a sua transformac&o neoplasica.323-32°

- Desrequlacdo de genes oncogénicos

Este mecanismo resulta da integracdo do DNA viral numa zona em que estdo presentes genes
que regulam funcdes celulares cruciais, como genes de regulacdo do ciclo celular, da imortalizacédo
celular, de regulacdo da interacdo intercelular e sinalizacdo celular. A integracdo nestas zonas pode
induzir alteracBes nesses genes e levar a uma aquisicdo de propriedades pro-oncogénicas pelo
hepatécito infetado. 326327

Vaérios estudos relatam que, apesar de a integracdo do DNA viral parecer dar-se aleatoriamente

no genoma dos tecidos infetados ndo-tumorais, quando se analisa bidpsias de tumores hepaticos é
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possivel observar-se que a integracdo nestes tecidos é recorrente em certas zonas especificas do
genoma que estdo envolvidas em mecanismos carcinogénicos. Os genes mais frequentemente
detetados sdo TERT, MAPK1, MLL2 e MLL4, CCNE1 e CCNE2, TP53, CTNNB1, FAR2, ITPR1
e IRAK2. Entre estes os TERT, CCNE1 e CCNA2 sdo os que apresentam maior frequéncia de
integracdo e revelou-se que mais de 90% das bidpsias de tumor apresentam integracdo nestes genes
enquanto que apenas menos de 10% das biopsias ndo tumorais apresentam integracao nos mesmaos.
Este facto reforca a hip6tese de estes possuirem um papel nos mecanismos de carcinogénese
relacionada com HBV.3%

Recentemente descobriu-se que a integracdo especifica do promotor | do HBV a montante do
gene TERT aumenta a expressao deste mesmo gene. Isto leva a uma maior capacidade de manter
a integridade dos telomeros e aumenta a estabilidade dos hepatocitos danificados. o que é crucial
para estes hepatdcitos superarem 0 mecanismo de senescéncia celular e iniciarem uma

transformacéo neoplasica.®2%3%

-  Expressdo de transcritos quiméricos virus-hospedeiro com propriedades

transativadoras

Como no caso do aumento da expressao do gene TERT, ja mencionado, é possivel que se dé a
producdo de transcritos com origem na fusdo de genes do virus e do hospedeiro. Um dos exemplos
deste mecanismo € o transcrito resultante da fusdo entre os genes que codificam a proteina X do
HBV e os genes LINE1 do hospedeiro. Este transcrito pode atuar como um ativador da via de
sinalizagdo Wnt/B-catenina, que regula varias funcdes celulares importantes como a proliferacéo,
diferenciacdo, migracdo, entre outras. A desregulacdo desta via de sinalizacdo pode trazer vérias

consequéncias tal como a promogado do desenvolvimento de HCC,332-3%

- Producédo de proteinas virais truncadas

O DNA viral integrado é uma das fontes principais das proteinas virais HBx e HBs e/ou das
suas formas alteradas. O que por sua vez contribui para a persisténcia da infe¢do e com isto o dano
hepatico continuo e progressao para HCC.

No caso da HBX, esta acaba por ser produzida em elevadas quantidades com uma delecéo na

sua extremidade C-terminal. Esta forma da HBx consegue inibir a apoptose do hepatdcito e induzir
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0 ganho de propriedades tipicas de célula estaminal e assim acaba também por promover a
transformacao neoplasica dos hepatdcitos.3*®

No caso do antigénio HBs, como ja foi referido no capitulo anterior, este promove a manutencdo
da inflamag&o e protege os virides da resposta imune do hospedeiro. No entanto, em certos casos,
da-se a producdo de antigénios S truncados, que como foi referido anteriormente, acabam por
promover o stress oxidativo, dano no DNA do hospedeiro e inibigdo da reparagdo do DNA

genomico celular.

- Inducédo de instabilidade cromossdémica

Por fim, a integracdo do DNA viral pode levar a um estado geral de instabilidade gendmica,
aumentando o risco de se acumularem rearranjos que promovem ainda mais a transformacéo
neoplasica dos hepatdcitos, 336338

Num estudo recente efetuado por analise dos perfis de integracdo do DNA viral em bidpsias de
tecido tumoral, observou-se que as integracfes no genoma celular podem causar modificagdes
catastroficas, como fusdes de cromossomas nao-homdlogos, cromossomas dicéntricos e longas
delecdes dos telomeros. Estes eventos sao criticos, pois podem conduzir a perda de certos genes
oncosupressores como 0 TP53, ARID1A, RB1, RPS6KAS3 e o IRF2. Adicionalmente, este estudo
estimou que estes eventos podem ter ocorrido décadas antes da manifestacdo do tumor, reforcando

assim o seu papel promotor da hepatocarcinogénese.3°
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Diagnostico e Monitorizacéo de infecdes por HBV

Em 2011, a OMS decidiu reconhecer as hepatites virais como um problema de saide mundial.
Em 2015 publicou o primeiro plano de acéo para o controlo da infe¢des por HBV, sendo o objetivo
deste plano reduzir até 2030 a morbilidade e a mortalidade observadas nos individuos com hepatites
cronicas.

Em consequéncia do aumento da adeséo a vacinacao neonatal e tratamento prepartum, pensa-
se ser possivel erradicar a hepatite B. No entanto, como ja foi referido, ainda existem centenas de
milhdes de individuos com hepatite B crénica espalhados pelo mundo com apenas 10 milhdes
destes diagnosticados. Isto € um problema grave e um obstaculo tanto ao tratamento e cuidado dos
individuos infetados cronicamente, como a prevencao da transmissdo. Assim, para que se consiga
um rastreio e diagnostico eficiente, é necessaria uma abordagem multifatorial de forma a conseguir-
se uma avaliacéo clinica completa do estado dos individuos infetados, permitir um progndstico e

planear a abordagem clinica a ter-se com cada caso.

Diagndstico e monitorizacéo utilizando marcadores virais

As recomendac@es publicadas pela CDC, em 2023, recomenda: (i) o rastreio da infecdo por
HBV, pelo painel triplo de testes (HBsAg, Anti-HBs e Anti-HBc), para todos os adultos acima dos
18 anos pelo menos uma vez na vida; (ii) o rastreio de todas as mulheres gravidas pela detecdo do
HBsA(g, independentemente do estado de vacinacao das mesmas e do seu histérico de testes; e (iii)
efetuar-se o rastreio periodico recorrendo ao painel triplo de testes a qualquer pessoa que seja
considerada suscetivel.>4°

Como exemplos de riscos de exposi¢do ao virus, temos:

e Historial de ISTs ou multiplos parceiros sexuais

e Infecdo com HCV ou historial de infecdo por HCV

e Estar ou ter estado recentemente na prisdo ou outro estabelecimento de detencéo
e Criangas nascidas de mées HBsAg-positivas

e Pessoas nascidas em zonas com prevaléncia de infe¢des por HBV >2%

e Historial de abuso de drogas

e Pessoas com transaminases elevadas
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Apos infecdo, a maioria dos infetados acaba por ndo desenvolver nenhum sintoma na fase aguda
da infecdo. No entanto, nos casos sintomaticos os sintomas mais comuns podem ser:34
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- HBsAqg quantitativo

A funcdo priméria do HBsSAg como componente estrutural dos viriGes é estar presente no
involucro viral. Funcionalmente, possui um papel crucial na ligacdo do virus a membrana celular
dos hepatdcitos e assim dar inicio ao processo de infegéo.

Como se pode observar na Figura 17, os niveis de HBsAg sofrem flutuacdes ao longo do
desenrolar da infecdo. Encontrando-se particularmente elevados durante a fase aguda da infecdo,
mantendo-se elevados durante a primeira fase da infecdo cronica e nas restantes fases variam entre
valores intermédios e baixos.

A quantificacdo deste antigénio vai permitir o rastreio e diagnostico de uma infecdo por HBV,
sendo o teste normalmente utilizado para o efeito. No entanto, com o desenvolvimento de novos
testes, comecou a ser possivel utilizar esta quantificacdo como previsdo do desfecho da infecéo e
como um instrumento de monitorizagdo dos niveis de replicacédo viral, da evolucao da infecéo e da
resposta do doente ao tratamento.**

Um exemplo de um dos testes mais utilizados nos estudos clinicos é o Architect HBsAg QT, da
casa comercial Abbott. Trata-se de um imunoensaio, do tipo sandwich, com microparticulas
quimioluminiscentes que utiliza amostras de soro ou plasma. Baseia-se no sequestro do HBsAg
presente na amostra, por anticorpos anti-HBs presentes no revestimento de microparticulas
paramagnéticas e, posteriormente, a detecdo destes complexos usando anticorpos anti-HBs
marcados com acridinio. As unidades de luminescéncia emitidas véo ser medidas e inseridas numa
curva de calibracdo, previamente calculada, determinando-se assim a concentracdo de antigénio

HBs presente na amostra.>*2

- Anti-HBc

O anticorpo anti-HBc € muito utilizado no rastreio de infe¢bes agudas por HBV. Isto porque é
0 Unico sinal de infecdo detetado em infecBes agudas quando os niveis de HBsAg se tornam
indetetaveis, como se pode observar na Figura 17 (A). Sendo comum 0s seus niveis encontrarem-
se elevados nesta fase e baixos ou indetetaveis nas infecdes crénicas, a excecdo de casos de
hepatites fulminantes ou agudas em infe¢Bes cronicas em que 0s niveis destes anticorpos podem
voltar a sofrer um aumento. Adicionalmente, a partir da diferenciagdo dos anticorpos em

imunoglobulinas G ou M, podemos indicar se a infecéo é atual ou se é uma infegéo antiga.3*
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- Anti-Hbs

O anticorpo anti-HBs costuma ser produzido apds a seroconversdo do HBsAg numa infecdo
por HBV ou entdo ap6s a vacinagdo contra o virus, fornecendo prote¢do contra 0 mesmo em futuros
contactos. Este teste é frequentemente utilizado para monitorizar o sucesso da vacinacdo contra o
HBV, a partir da sua dete¢do apds o momento da vacinacdo. Para além disto, como ja foi referido,
este teste também € utilizado para monitorizar a resolugdo de uma infegdo aguda ou para rastrear
algum tipo de contacto prévio com o virus, por exemplo, em pessoas com estilos de vida suscetiveis

para tal acontecimento.*4

- HBeAq

Desde a sua descoberta na década de 1970, que o HBeAg se tornou num indicador da replicagéo
viral e da infecciosidade de um individuo. No entanto, com o introducdo da quantificacdo do DNA
viral, o HBeAg deixou de ser utilizado com este intuito e passou a ser utilizado como indicador da
evolucdo da infecdo por HBV, servindo para monitorizar e distinguir as diferentes fases da mesma,
como ja foi demonstrado num capitulo anterior.3*®

Este antigénio também possui um poder preditivo da progressdo ou ndo da doenca. A
persisténcia de HBeAg esta associado a progressao da doenca e também € considerada um factor
de risco para o desenvolvimento de cirrose e HCC. Se esta persisténcia se mantiver apos os 40 anos
de vida é um mau indicador e esta associado a piores progndsticos e maior incidéncia de cirrose.
Por outro lado, a seroconversao espontanea do HBeAg estd normalmente associada a menores
niveis de DNA viral e remissdo da doenga.36-348

Outra utilidade deste teste € a monitorizacdo da resposta aos tratamentos, em que uma reducao
rapida dos niveis séricos de HBeAg e a sua seroconversao para anti-HBe, significa o éxito do
tratamento. Por outro lado, niveis elevados deste antigénio, fazem prever a ndo resposta ao

tratamento e permite alterar antecipadamente o mesmo.3
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- DNA do HBV

A presenca de DNA viral no soro € um marcador seguro do nivel de replicagdo viral num dado
momento, permitindo obter uma ideia, dependendo do niveis de DNA viral, da infecciosidade do
individuo.

Os niveis de DNA viral, normalmente, ndo apresentam uma relacdo direta com o grau de
doenga hepética, sendo 0 mais comum detetar-se o pico de DNA viral em individuos com o figado
normal, na terceira fase da infecdo cronica. No entanto, varios estudos correlacionam niveis muito
elevados de DNA viral sérico com mau progndstico e futura progressdo de doenca hepéatica. Uma
vez que estes niveis elevados refletem uma elevada atividade replicativa, como se pode observar
pela elevacdo paralela dos niveis de HBsAg na Figura 17 (B), 0 que esta intrinsecamente
interligado com a extensdo da progressdo da doenca. Ja a sua supressdo para niveis indetetaveis
apresenta-se associada a bons prognaésticos com risco reduzido de cirrose e HCC. Juntamente com
outros testes, como os ja referidos, torna-se uma ferramenta crucial no delineamento de estratégias

de tratamento e na monitorizagdo da resposta ao mesmo.3°0-3>2

Diagnadsticos point-of-care (POC)

Nos paises mais desfavorecidos, em gue se torna complicado o rastreio deste tipo de infecdes,
tanto por desconhecimento da populacdo como por falta de recursos, os testes POC podem ser uma
solucéo plausivel.

Uma meta-analise recente sumarizou os resultados de varios estudos efetuados em zonas de
maior suscetibilidade e menores recursos do continente africano. Neste estudo foram avaliados
diversos testes POC, com diferentes abordagens, como autotestes e testagem efetuada em
laboratério. Os resultados foram bastante positivos com sensibilidades e especificidades dos
autotestes de 88,5% a 90% e 99,8% a 100% respectivamente. Nos testes efetuados em laboratoério
os resultados foram de 93,9% a 95,3% para a sensibilidade e 93,3% a 94,7% para a especificidade.
Assim, como se pode concluir com os resultados obtidos, os POC podem ser uma solucéo precisa,
barata e rapida para o rastreio do HBV nestes paises, quando comparado ao rastreio serolégico

laboratorial . 3°3:3%4
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Marcadores gendmicos e novos marcadores moleculares

Os diferentes genotipos do HBV parecem poder oferecer um poder preditivo de como seré a
evolucdo da infecdo e da doenca hepatica e também da resposta as terapias, dependendo de que
gendtipo seja detetado no individuo infetado.%®

Atualmente conhecem-se 10 gendtipos do HBV, sendo cada genétipo classificado por uma
divergéncia > 8% na sequéncia nucleotidica dos respetivos genomas. Os genotipos mais comuns a
nivel mundial, sdo os genotipos A-D. Os gendtipos A e D sdo os mais comuns na América do
Norte, Africa e Europa, enquanto que os genétipos B e C s&o 0os mais comuns na Asia. 35635

Cada gendtipo apresenta suscetibilidades distintas as diferentes terapias antivirais utilizadas,
sendo relatada uma melhor resposta ao tratamento com interferdo nos genotipos A e B, enquanto
que todos 0s genotipos parecem responder bem ao tratamento com inibidores da transcriptase
reversa analogos de nucleétidos. Por outro lado, para além das respostas as terapias serem
diferentes, os diferentes genotipos apresentam diferentes taxas de progressdo para doenca. No caso
do gendtipo C, parece estar mais associado a um maior atraso na seroconversdo do HBeAg e um
maior risco de reativacdo da infecdo na fase HBeAg-negativo. Adicionalmente, os infetados com
0 gendtipo C apresentam fibrose mais avancada e maior dano hepatico, do que os infetados com os
restantes genotipos. Numa meta-andlise de 14.545 individuos infetados, chegou-se a conclusao de
que os individuos infetados com o geno6tipo C tinham um risco muito maior de desenvolver HCC,
do que os infetados pelos restantes gendtipos. Especificamente, na mesma regido geografica, 0s
infetados pelo gendtipo C apresentam mais casos de fibrose, cirrose e HCC quando comparado
com os infetados com o genotipo B. No entanto, em Hong Kong e Taiwan foi possivel observar-se
que, apesar do maior risco de doenga mais grave associada ao genotipo C, existiam mais casos de
desenvolvimento de HCC em jovens nado-cirroticos infetados com o gendtipo B. Na Europa, o
padrdo é semelhante, com o gen6tipo D a apresentar um maior risco de cirrose e HCC do que o

genotipo A, 360366
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Avaliacdo e monitorizacdo do dano e fibrose hepatica

Existem vérias formas de avaliar e monitorizar o estado do tecido hepético e, no caso de estar
presente, avaliar e monitorizar a evolugao da fibrose no mesmo.

Em termos de inflamacdo e dano hepéatico sdo normalmente utilizados os marcadores
seroldgicos mais comuns e conhecidos de avaliacdo do tecido hepético: a alanina aminotransferase
sérica, a gama-glutamil transferase e a bilirrubina total.

Em termos de avaliacdo do nivel de fibrose hepética, existem diversos tipos de processos
invasivos e ndo-invasivos que podem ser utilizados. Nos invasivos temos a bidpsia percutanea
como o processo mais utilizado e considerado tradicionalmente o melhor, para quando se quer
medir e diagnosticar o nivel de fibrose hepatica a nivel clinico. Por outro lado, cada vez mais véo
sendo disponibilizados novos tipos de exames e testes ndo-invasivos que utilizam novas
tecnologias para a avaliacdo da fibrose hepética, como a medi¢do por elastografia hepatica por

ultrassom e por ressonancia magnética entre outros.

Marcadores serologicos hepaticos na avaliacdo e monitorizacdo da doenca

hepatica

Apesar de ser considerada um marcador hepatico especifico e sensivel, os niveis de alanina
aminotransferase (ALT) podem variar devido a varios fatores, incluindo a fase de infecdo do
individuo. Assim, existem muitas limitagdes quando pensamos na mesma como marcador
independente. Sendo mais eficaz e seguro, na previsao do dano e fibrose hepatica, a utilizacdo da
combinacao de varios marcadores serologicos, como a a-2-macroglobulina, apolipoproteina Al,
haptoglobina, y-glutamil transpeptidase, bilirrubina total e a propria ALT. Esta ja documentado
que estes marcadores sdo indicadores precisos da fibrose relacionada com a infecdo por HBV,
quando comparados com a bidpsia. Também se demonstrou ser possivel definir-se um progndstico
e estatuto de portador inativo se utilizados em conjunto com a carga viral. Adicionalmente estes
marcadores podem ser também uma maneira eficaz de se fazer uma monitorizacdo ndo-invasiva do

estado do tecido hepatico durante a terapia antiviral.*¢"-%%°
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Avaliacdo e monitorizacdo da fibrose hepatica por testes invasivos e nao

invasivos

Como ja foi referido anteriormente, a biopsia percutanea de tecido hepatico costuma ser o
melhor método de analise a ser usado quando o clinico necessita de fazer a avaliacdo do estado
fibrético do figado de um individuo infetado com HBV. No entanto, é um teste bastante limitado
como teste de prética clinica rotineira. Isto deve-se a sua natureza invasiva, com um potencial risco
de complicacGes durante o procedimento, a dificuldade da selecéo do local correto para se retirar a
bidpsia, a selecdo de uma bidpsia suficientemente grande para a analise e pela heterogeneidade dos

resultados das analises efetuadas por diferentes patologistas.3’%37*

Sensitivity Specificity
Noninvasive test Features Advantages Disadvantages (reference) (reference)
Physical
Shear wave elastography
Transient elastography  Ultrasound-based liver stiffness measurement  Useful across different liver disease entities;  Less reliable in obese patients, in severe  =F2, 0716; =F3, =F2, 0.816; =F3,
by shear wave velocity determination with special probes designed for different acute exacerbations of hepatitis, and 0.790; =F4, 0.846; =F4,
a specific probe body builds; measures liver fat at the in posttreatment fibrosis stages in 0.800 (265) 0.866 (265)
same time with CAP, can identify no or CHB or CHC patients
minimal fibrosis
Point shear wave Uses the force of the ultrasound beam (ARFI)  No additional apparatus except an Difficult to define a cutoff; experience in ~ =F3, 0.84; =F4, =F3, 0.90; =F4,
elastography to assess the longitudinal displacement ultrasound machine is needed; can ultrasound B mode imaging is 0.86 (266) 0.84 (266)
(PSWE) reflect disease progression; results are needed
available in real time; fewer technical
difficulties are associated with it; it is
accurate with overweight or obese
patients; results can be expressed in
kilopascals or meters per second
Multidimensional Ultrasound measurement of shear wave No additional apparatus except an Limited studies on its clinical NA NA
shear wave velodity ultrasound machine is needed; elasticity application
elastography (2D- can be reflected by numbers or colors;
SWE, 3D-SWE) sensitive for early-stage fibrosis; results
can be expressed in kilopascals or
meters per second
Magnetic resonance Phase-contrast imaging depending on Less operator dependent and fewer High cost; limited availability in some =F2,0928; =F3, =F2, 0937, =F3,
elastography mechanical wave propagation technical failures; limited effect by countries or regions; more 0.896; =F4, 0,932, =F4,
obesity or ascites; can assess time-consuming; not applicable with 0.895 (265) 0.920 (265)

complications; sensitive for detection of
early-stage fibrosis; reproducible results

patients with iron overload or
hemaochromatosis; limited studies on
its clinical application

Figura 38 - Exemplos de Procedimentos ndo-invasivos fisicos para a avaliacdo da fibrose hepética.
Adaptado de ¥,

Como é possivel observar-se na Figura 18, tém-se vindo a desenvolver um vasto leque de
procedimentos ndo-invasivos, classificados como testes ndo-invasivos fisicos e, os referidos no
capitulo anterior, testes de marcadores seroldgicos. No grupo dos fisicos temos a elastografia por
ultrassom e a elastografia por ressonancia magnética. Comecando pela elastografia por ultrassom,
o teste FibroScan é uma das melhores ferramentas de medicdo do estado de fibrose hepética e das
mais utilizadas no mundo. O seu principio cientifico baseia-se numa sonda que transmite uma onda
de cisalhamento, seguida de uma onda de ultrassom emitida por outra sonda colocada junto a regido
do parénquima hepatico. Este procedimento permite medir o nivel de rigidez do figado e a partir

de um Doppler é possivel calcular-se a velocidade com que a onde passa pelo figado, permitindo a
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avaliacdo do nivel de fibrose do tecido. Permite descriminar entre fibrose severa, fibrose inexistente
ou minima e cirrose, e fornece informacao relevante para a distingdo de varias doencas hepaéticas,
como hepatite B cronica, HCC e hepatite autoimune. No entanto, este procedimento nao é eficiente
em individuos com obesidade, sendo necesséria a utilizacdo de uma sonda de maiores dimensoes,
0 que nem sempre é possivel 37237

Outro procedimento muito eficaz é a elastografia por ressonancia magnética que permite avaliar
a rigidez hepética por um método de imagem de contraste de fase. Este teste permite a avaliagdo
em pessoas com obesidade e casos extremos de ascite, ndo sendo tdo dependente do operador, nem
tdo propenso a erros técnicos como nos outros testes de elastografia, permitindo ainda distinguir
estados de fibrose leve. Apresenta, no entanto, desvantagens como seja o facto de ser um
procedimento mais caro, mais lento e menos tolerado pelos individuos do que a tecnologia por

ultrassom.376:377
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Concluséo e Perspetivas Futuras

O HBV mantém-se um problema grave de salde publica ao longo da Gltima década. Existindo
avancos na prevencao de novas infe¢des em idades jovens, pela adeséo a vacinagdo geral em recém-
nascidos e tratamento das gravidas. No entanto, existem ainda centenas de milhdes de infetados
mundialmente, com apenas uma porcao destes encontrando-se diagnosticados, e contabilizando-se
centenas de milhares de mortes anualmente, por complicac@es relacionadas a infe¢Ges cronicas por
HBV.

Num individuo adulto imunocompetente, uma infecdo por HBV costuma ser autolimitada.
Sendo comum este acabar por produzir anticorpos anti-HBs que servirdo de protecdo contra
contactos futuros com o virus. No entanto, numa pequena porcao das infe¢cbes em individuos
adultos imunocompetentes e grande parte das infecdes em criancas, as infecdes por HBV acabam
por evoluir para infe¢fes crénicas. Levando em muitos dos casos a complicagcdes graves a longo
prazo, como cirrose e HCC. Os mecanismos que levam a persisténcia da infecao e a progresséo da
doenca, ndo estdo totalmente esclarecidos, sabendo-se que existe uma relacédo forte entre varios
mecanismos virais de supressdo e imunomodulacdo do sistema imune do hospedeiro e certos
factores tanto do virus como do hospedeiro.

As infecBes cronicas apresentam um risco elevado de se desenvolver HCC. Existindo varios
mecanismos propostos para como os diferentes componentes virais podem promover a progressao
da doenca. No entanto, devido as questdes éticas e dificuldade de ter modelos fidedignos, estes
mecanismos ainda ndo se encontram completamente esclarecidos. O que acaba por dificultar o
avancgo no conhecimento destes mecanismos e desenvolvimento de tratamentos mais eficazes.

Tendo em conta a elevada morbilidade e mortalidade a longo-prazo, devido as infecBes por este
virus, o seu diagndstico precoce e uma monitorizacdo constante do estado da infecdo tornam-se
imperativos. Existindo varios biomarcadores séricos e histoldgicos que permitem um diagnostico
rapido, seja qual for o estado da infecdo, e que também permitem uma avalia¢do e monitorizacao
da progressdo da doenca. No entanto, o maior obstaculo ao diagnéstico geral dos individuos
infetados, é a falta de conhecimento e o facto de normalmente se tratar de uma infecdo
assintomatica até certo ponto da doenca.

Num futuro proximo, é importante aumentar a consciencializa¢do para esta doenca e promover

0 rastreio em massa das populagdes. Para que seja possivel prevenir ou atrasar a evolugdo da mesma

149



Relatério de Estagio | 2024

para fases mais agressivas e debilitantes e, a0 mesmo tempo, prevenir a continuidade da
transmissdo. Por outro lado, é também importante aumentar o conhecimento cientifico em relagéo
aos mecanismos de agéo virais, de forma a se desenvolver novos tratamentos e abordagens mais

eficazes ao tratamento dos individuos infetados.
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