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Resumo

O presente trabalho diz respeito a componente final de avaliagcao do Mestrado de Analises
Clinicas da Faculdade de Farmacia da Universidade de Lisboa. Estruturalmente, este
trabalho encontra-se dividido em duas partes. A primeira parte refere-se ao relatorio de
estagio curricular realizado no Laboratorio Affidea, enquanto a segunda parte consiste na
monografia tedrica.

No relatério de estagio sdo descritas as atividades realizadas durante o estdgio no
Laboratorio Affidea. As éreas abordadas neste relatorio sdo a Hematologia, a
Microbiologia, a Imunologia, a Bioquimica e a Genética Molecular Humana, sendo
descritas as principais metodologias e equipamentos utilizados, assim como o0s
parametros analiticos determinados, realcando o seu interesse e significado clinico.

A monografia debruga-se sobre a Sindrome de Leigh, também denominada de
encefalomielopatia subaguda necrotizante, que ¢ uma doenca mitocondrial
neurodegenerativa que se manifesta tipicamente durante a infancia. Clinicamente, a
sindrome de Leigh ¢ bastante heterogénea, possuindo, porém, algumas manifestacdes
mais prevalentes como ataxia, atraso no desenvolvimento psicomotor, hipotonia axial e
perturbagdes do movimento. Estas apresentacdes sao causadas pelas caracteristicas lesoes
necrdticas focais, simétricas e bilaterais que ocorrem predominantemente nos ganglios da
base, talamo e tronco cerebral. A sindrome de Leigh pode ser causada por mutagdes em
mais de 75 genes diferentes que codificam para proteinas envolvidas na produgdo de
energia, comprometendo o normal funcionamento deste processo essencial das células.
Tanto mutagdes em genes nucleares, assim como em genes presentes no genoma
mitocondrial podem causar a sindrome de Leigh. Assim, os padroes de hereditariedade
observados nesta doenca podem ser autossomico recessivo, autossomico dominante,
mitocondrial ou matrilinear, ligado ao cromossoma X, e de novo. Sendo uma doenga rara,
com uma elevada heterogeneidade clinica e genética, o seu diagnostico carece de normas
estandardizadas, o que a torna dificil de ser diagnosticada e de se estabelecerem
associagdes entre as mutagdes e os fenotipos apresentados. Com o surgimento dos
métodos de sequenciagdo de nova geragdo (NGS), deu-se uma revolugdo na abordagem
do diagnostico, permitindo aumentar a capacidade de diagnodstico em conjugagao com 0s
métodos tradicionais, bem como descobrir novas mutagdes patogénicas.

Palavras-chave: Sindrome de Leigh, doengas mitocondriais, diagndstico



Abstract

The present work is the final evaluation element pertaining to the Masters in Laboratorial
Medicine of the Faculty of Pharmacy of the University of Lisbon. Structurally speaking,
this work is divided by two main sections. The first sections refers to the report of the
curricular internship that took place in the Affidea Laboratory, while the second section
is the theoretical monography.

In the curricular internship report is described the activities developed during the
internship in the Affidea Laboratory. The encompassed areas in this report are
Hematology, Microbiology, Imunology, Clinical Biochemistry and Human Molecular
Genetics. For each area is described the main methodologies and equipment used, as well
as, the analytical parameters determined, emphasizing their clinical interest and
significance.

The monography relates to Leigh Syndrome, also known as subacute necrotizing
encephalomyelopathy, which is a neurodegenerative mitochondrial disease that often
manifests in infancy or early childhood. Clinically speaking, Leigh syndrome is highly
heterogeneous, although it encompasses some typical clinical presentations such as
ataxia, development delay, hypotonia, and motor weakness. These presentations are
caused by the characteristic symmetrical bilateral necrotic lesions in basal ganglia,
thalamus and brainstem. Pathogenic mutations described in more than 75 disease genes
can lead to Leigh syndrome. Most of these mutations occur in genes that encode proteins
involved in oxidative phosphorylation, leading to defects in this essential cellular process.
Leigh Syndrome mutations can affect genes in both the nuclear and mitochondrial
genomes. Thus, this disease is associated with autosomal and X-linked patterns of
inheritance for nDNA mutations and with a maternal pattern of inheritance for mutations
in the mtDNA; additionally, de novo mutations can appear. Since Leigh syndrome is a
rare disease, clinically and genetically heterogeneous, diagnosis is challenging and lacks
standardized procedures. This leads to an inherent difficulty in diagnosing it and in
establishing associations between the phenotype and the mutations causing it. With the
rise of next-generation sequencing techniques (NGS), diagnosis approaches have shifted,
contributing to a better diagnostic capacity in conjunction with other traditional methods
and allowing the discovery of new pathogenic mutations.

Key-words: Leigh Syndrome, mitochondrial diseases, diagnosis
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Complexo piruvato desidrogenase
Coeficiente de dispersao plaquetaria
Polientilenoglicol
Progressive External Ophthalmoplegia (Oftalmoplegia externa
progressiva)
Plaquetas
Primary Mitochondrial Diseases (Doengas mitocondriais primarias)

Particulas paramagnéticas
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PSA
PTH
RBC
RCF
RDW
RHCC
RIA
RLU
RM
RNA-seq
ROS
RPR
RRF
rRNA
SDS-PAGE
SH

SDH
SMD

SNVs
SRM
T3
T4
TFG
THF
TIG
TnT
Tnl
TPHA
TRH

Antigénio especifico da prostata
Paratormona
Red blood cell (Globulos vermelhos / Eritrocitos)
Relative Centrifugal Force (Forga centrifuga relativa)
Coeficiente de dispersao eritrocitaria
Concentragao celular de hemoglobina reticulocitaria
Radioimunoensaio
Relative Light Units (Unidades de luz relativa)
Ressonancia magnética
RNA sequencing (sequenciacao do RNA)
Reactive Oxygen Species (Espécies reativas de oxigénio)
Rapid Plasma Reagin
Ragged Red Fibres (Fibras vermelhas rasgadas)
RNA ribossomal
Sodium dodecyl-sulfate polyacrylamide gel electrophoresis
Sample Handler
Succinato-desidrogenase
Secundary Mitochondrial Diseases (Doengas mitocondriais
secundarias)
Single Nucleotide Variants
Storage Retrieval and Disposal Module
Tritodotironina
Tiroxina
Taxa de filtracdo glomerular
Acido tetrahidrof6lico
Teste imunoldgico de gravidez
Troponina T
Troponina I
Treponema pallidum Hemaglutination Assay

Hormona de libertacao de tirotropina

14



tRNA
TSA
TSH
UFC
VDRL
VGM
VMR
VPM
VS
VUS

WBC
WES
WGS

Acido Ribonucleico de transferéncia

Teste de Sensibilidade aos Antibioticos

Hormona Tireoestimulante

Unidades Formadoras de Coldnias

Venereal Diseases Research Laboratory

Volume Globular Médio

Volume Reticulocitario Médio

Volume Plaquetéario Médio

Velocidade de Sedimentacgao

Variant of Undetermined Significance (Variante de significado
indeterminado)

White Blood Cell (Glébulos brancos / Leucocitos)
Whole Exome Sequencing (Sequenciagao completa do exoma)

Whole Genome Sequencing, (Sequenciacdo completa do genoma)
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Parte I
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1. Introducao

O presente relatorio descreve as atividades realizadas durante o estagio curricular, no
ambito do Mestrado em Analises Clinicas da Faculdade de Farmacia da Universidade de
Lisboa. O estagio teve lugar no Laboratério Affidea durante os meses de margo a junho,
sob a supervisdao do Dr. Marco Marques especialista em Analises Clinicas pela Ordem
dos Farmacéuticos e Diretor Técnico do laboratorio.

Neste estagio foram abrangidas as areas de Hematologia, Microbiologia, Imunologia,
Bioquimica e Genética Molecular Humana. Durante o periodo de estagio tive a
oportunidade de integrar o meio profissional, contactando com a rotina laboratorial das
diferentes secgdes constituintes do laboratério. Foi-me possivel aplicar os conhecimentos
teoricos adquiridos ao longo do mestrado no contexto laboratorial, através do
manuseamento das diferentes amostras, da execug¢ao de técnicas manuais, assim como,
na utilizagdo de diferentes equipamentos presentes no laboratorio. Adicionalmente, este
estagio permitiu-me adquirir competéncias praticas, que conduziram a consolidagdao dos
conhecimentos obtidos durante o periodo de aulas do mestrado.

Neste relatorio serd feita uma apresentacao e descricao geral de cada uma das secgdes do
laboratorio dando a conhecer um pouco da rotina laboratorial. Por cada sec¢do serdo
discutidos os principais parametros analiticos determinados, explicitando as técnicas
manuais € os equipamentos utilizados nas suas determinagdes, também serd dada uma
contextualizagdo tedrica do significado clinico de cada parametro discutido. Por fim, serd
brevemente abordado o controlo de qualidade no laboratorio, referindo o controlo de
qualidade interno e a avaliagdo externa da qualidade.

2. Core Laboratorial

O core laboratorial ¢ uma area do laboratério altamente automatizada, na qual sdo
processadas, diariamente, um grande volume de amostras. Sdo realizadas diversas
determinagdes analiticas, a partir de amostras de soro, plasma e urina nas areas da quimica
analitica, endocrinologia, imunologia, rastreio pré-natal e sorologia de doencas
infeciosas.

A quimica clinica € o ramo do laboratorio que estuda a quimica dos processos bioldgicos
que acontecem no organismo. Sdo doseados varios analitos que refletem as vias e
processos metabodlicos no organismo, permitindo detetar alteragdes que ocorram nestes,
de modo a auxiliar no diagnodstico de patologias e monitorizar ou prevenir doengas.
Alguns dos pardmetros doseados sdo proteinas, glicidos, lipidos, vitaminas, sais
minerais, assim como a monitorizagio de terapéutica de farmacos'.

A endocrinologia ¢ a area que estuda o funcionamento das glandulas enddcrinas e as suas
doengas, através do doseamento de hormonas e outros metabolitos. Doencas como
diabetes, alteragdes da tiroide e doencas do metabolismo sdo objeto de estudo da
endocrinologia. O doseamento dos parametros ¢ feito, maioritariamente, através de
técnicas de quimiluminescéncia, porém alguns doseamentos sdo realizados através de
técnicas de radioimunoensaio (RIA)?.
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A imunologia estuda os mecanismos e reagdes que constituem o sistema imunitario. No
contexto clinico, a imunologia foca-se no diagnostico de doengas infeciosas, bem como
no estudo de doengas autoimunes. Para o seu estudo sdo utilizadas técnicas que visam
detetar e quantificar marcadores séricos resultantes da resposta imunologica, que sdo na
sua maioria a detegdo de antigénios e anticorpos’.

2.1. Equipamentos Automaticos e Metodologias Utilizadas

Em relagdo a disposi¢do do core laboratorial, este estd estruturado em varios modulos
ligados em cadeia através do sistema Aptio® Automation da Siemens Healthineers. Este
sistema ¢ composto por um modulo de entrada e saida de amostras (Input/Output Module
- IOM) trés equipamentos de quimica clinica (Atellica® CH 930), trés analisadores de
imunoensaio (Atellica® IM 1600 Analyzer), e um mddulo que permite o armazenamento,
recuperacio e descarte de amostras (Storage Retrieval and Disposal Module - SRM)*.

O IOM (Figura 1) constitui o médulo comum para entrada e saida de amostras, possui um
canal de entrada rdpida para a priorizacdo de amostras urgentes, realiza o retorno de
amostras problemadticas (amostras com volume insuficiente, amostras com erros de
integridade, erros na leitura de codigo de barras, etc) e permite ainda, a recuperagao rapida
de amostras solicitadas pelo operador. Este modulo facilita a gestdo e manuseamento das
amostras, assim como a sua rastreabilidade®.

Figura 1. Mddulo de entrada e saida de amostras (IOM) do sistema Aptio® Automation da
Siemens Healthineers.

A entrada das amostras na cadeia ¢ feita consoante a sua prioridade ¢ a sua ordem de
chegada. De acordo com as andlises pedidas, estas sdo distribuidas pelas linhas de
aparelhos. Esta distribuicdo ¢ executada pelo Atellica Magline™ Transport, uma
tecnologia patenteada de transporte magnético e bidirecional que assegura a priorizagao
de amostras de caracter urgente, sem necessidade de interrupcio do fluxo de trabalho®.

O core laboratorial possui duas linhas de aparelhos: uma linha é constituida por um
moédulo de quimica (Atellica® CH 930) e dois modulos de imunologia, e outra linha
composta por dois mddulos de quimica e um modulo de imunologia (Atellica® IM 1600).

(Figuras 2 e 3). Os equipamentos sdo espelhados, isto €, certas analises sdo feitas em
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ambas as linhas, assegurando a realiza¢do das analises caso ocorra alguma avaria num
dos modulos.

Figura 2. Linha de aparelhos Atellica® composta por um aparelho CH 930 e dois aparelhos IM
1600.

Figura 3. Linha de aparelhos Atellica® composta por dois aparelhos CH930 e um aparelho
IM1600.

Cada linha de aparelhos possui um Atellica® Sample Handler (SH), que consiste num
componente de elevada capacidade de processamento e monitorizacdo de amostras,
permitindo a entrada e saida das mesmas, diretamente nas linhas e ndo pela cadeia®.

O Atellica® CH 930 é um analisador automatico de quimica clinica para a realizacao de
testes de diagnostico in vitro. Neste analisador sdo realizados ensaios quimicos e
imunoguimicos, usando técnicas de fotometria, turbidimetria, e uma tecnologia de
multisensor integrado (IMT), para a quantificagdo de eletrdlitos®. A fotometria consiste
na medicdo da luz absorvida, num comprimento de onda especifico, quando a solucdo é
atravessada por um feixe de luz. O multisensor integrado (IMT) permite determinar as
concentracdes de eletrélitos por meio de método de potenciometria, cujo principio se
baseia na medicéo de potencial elétrico entre dois elétrodos numa célula eletroquimica®.

O Atellica® IM 1600 ¢ um analisador automatico de imunoensaios que, através da

utiliza¢do da técnica de quimiluminescéncia, realiza testes de diagnostico in vitro. Como
molécula quimiluminescente, os testes do Atellica® IM 1600 utilizam o éster de acridina
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(EA). A quimiluminescéncia consiste na emissdo de um fotdo de luz resultante de uma
reacao quimica, neste caso, as moléculas de éster de acridina na presenca de H,O> e a pH
alcalino sdo oxidadas formando uma molécula instavel, que espontaneamente retorna a
uma forma mais estavel, emitindo luz a0 mesmo tempo. Quanto ao tipo de imunoensaios
que sdo utilizados, podem ser: ndo competitivos (tipo sanduiche), competitivos e de
captura de anticorpo°.

Nos imunoensaios do tipo sanduiche, para a detecdo de antigénios, sdo usados anticorpos
especificos para esse antigénio marcados com éster de acridina, que se ligam ao antigénio
em estudo na amostra. De seguida, sdo adicionadas particulas paramagnéticas (PMP)
revestidas com anticorpos especificos para o antigénio. Estas particulas vao-se ligar aos
antigénios ja ligados aos anticorpos marcados com éster de acridina, criando um
complexo = PMP-anticorpo-antigénio-anticorpo-AE.  Durante = a  reacdo  de
quimiluminescéncia, a emissdo de luz produzida pela oxidagdo do éster de acridina ¢
medida pelo sistema em unidades de luz relativa (RLU), esta emissdao de luz em RLU ¢
diretamente proporcional a concentracdo de antigénio®.

Nos imunoensaios do tipo competitivo, podem ser empregues duas formas: uma utiliza
antigénios marcados com éster de acridina que competem com o antigénio presente na
amostra, para uma quantidade limitada de locais de ligagdo dos anticorpos que revestem
as particulas paramagnéticas; na outra forma, o antigénio presente na amostra compete
com um andlogo desse antigénio que se encontra covalentemente ligado a particulas
paramagnéticas, para uma quantidade limitada de anticorpos marcados com éster de
acridina. Em ambos os casos, a concentragao do antigénio especifico presente na amostra,
é inversamente proporcional a emissdo de luz detetada pelo sistema®.

Os imunoensaios em formato de captura sdo utilizados normalmente para a detecdo e
quantificagdo de anticorpos. Por exemplo, no caso da detecao de anticorpos IgM para um
determinado antigénio, sdo adicionadas particulas paramagnéticas revestidas com
anticorpos anti-IgM humanos, que se ligam aos IgMs presentes na amostra.
Posteriormente ¢ adicionado o antigénio especifico marcado com éster de acridina, que
se vai ligar as IgMs especificas formando imunocomplexos. A quantidade de luz emitida
é, portanto, diretamente proporcional a concentragdo de anticorpos na amostra’.

Findadas, todas as analises, as amostras sdo transferidas para o SRM, no qual vao ser
armazenadas durante 7 dias em refrigeracdo. Deste modo, ¢ possivel durante esse periodo,
fazer repeticdes de qualquer pardmetro ou fazer novas determinagdes caso sejam
requisitadas analises adicionais. Por vezes ¢ necessario fazer aliquotas das amostras,
casos por exemplo de parametros que nao determinados todos os dias da semana, as
aliquotas sdo armazenadas num arquivo exterior durante mais ou menos um meés.
Amostras em que sdo realizadas andlises de sorologia infeciosas e do rastreio pré-natal
sdo armazenadas numa soroteca, durante 6 meses.

2.2. Rotina Diaria

Diariamente, durante o periodo da manha, sdo executadas algumas tarefas de extrema
importancia de prepara¢do dos equipamentos para a rececdo das amostras. Em primeiro
lugar, antes de iniciar o trabalho, hd que confirmar se os equipamentos realizaram as
manutengdes programadas sem qualquer erro. Posteriormente, procede-se a reposicao de
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reagentes e consumiveis do equipamento, durante a reposi¢cdo deve ter-se atencao ao lote
do reagente, uma vez que um novo lote de reagentes implica realizar uma calibragao nova,
lendo primeiro a carta da curva de calibragao (se aplicavel). Outras tarefas incluem avaliar
a estabilidade on-board dos controlos, reagentes e auxiliares que se encontram
armazenados dentro do aparelho. Caso tenha expirado o prazo de estabilidade, deve-se
substituir e colocar novos reagentes. E importante também verificar o estado de calibragio
dos reagentes, normalmente, o proprio aparelho indica quando € necessario fazer novas
calibragdes, estas sdo maioritariamente feitas por lote, sendo executada nalguns casos por
pack, uma vez que o reagente ndo se gasta com muita frequéncia. Por fim, a tltima tarefa
a realizar ¢ analisar os resultados do controlo de qualidade interno das amostras através
do programa Unity Real Time BioRad.

3. Analises Realizadas no Core Laboratorial

3.1. Proteinas

As proteinas sao macromoléculas essenciais ao organismo. Desempenham varias fungdes
no organismo tais como transporte de outas moléculas, fungdes estruturais de tecidos e
c€lulas, catalisagao de varias reagdes, participacao no sistema imunitario € manutencao
da pressao oncotica, entre outras. A maioria das proteinas plasmaticas sao sintetizadas no
figado, com a exce¢do das imunoglobulinas, que sdo sintetizadas por plasmocitos. Estas
dividem-se em dois grupos principais: a albumina e as globulinas, sendo que dentro das
globulinas existem 4 tipos diferentes de globulinas com propriedades diferentes®’.

3.1.1. Proteinas totais no soro e urina

A concentragdo sérica das proteinas totais reflete o estado nutricional do individuo. Os
seus valores vao variar consoante a sintese, a distribui¢ao a nivel extracelular e as perdas
no organismo. O seu doseamento € importante, na medida que € um parametro que auxilia
no diagnostico de varias patologias, tais como doencas hepdticas, doencas renais e

distarbios metabolicos e nutricionais®”.

O método usado para fazer o doseamento de proteinas totais no soro ¢ o método do
biureto. No qual as ligagdes peptidicas interagem com ides cupricos para formar um

complexo roxo que ¢ medido a um comprimento de onda de 545 nm numa reacao a ponto
final®.

Os valores de referéncia para as proteinas totais no soro variam entre 6,4 e 8,3 g/dL, no
individuo adulto. Hiperproteinémia, que consiste em niveis séricos de proteinas totais
superiores a 8,3 g/dL, pode ocorrer em situagcdes de desidratacdo (hd um aumento
proporcional de todas as proteinas plasmaticas) ou no decorrer de processos
inflamatorios, devido ao aumento da sintese de proteinas de fase aguda. Hipoproteinémia,
que consiste em niveis séricos de proteinas totais inferiores a 6,4g/dL, ocorre em casos
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sintese hepatica diminuida, doenca renal, ma absorcao intestinal, ou na gravidez (processo
fisiologico)®.

Também ¢ feita a determinacdo do teor de proteinas totais na urina. Deve usar-se uma
amostra de urina de 24 h para fazer esta determinacdo. O método utlizado usa o complexo
vermelho de pirogalol-molibdato que reage com as proteinas formando um complexo
roxo-azulado que absorve a 600 nm’. Um valor elevado de proteinas na urina (proteinuria)
pode resultar de danos ao nivel dos glomérulos ou dos tubulos renais, ou ainda de um
aumento da concentra¢do plasmatica de proteinas livremente filtradas pelo rim, como a
proteina de Bence-Jones®’.

3.1.2. Albumina

A albumina € uma proteina, com aproximadamente 66 kDa de peso molecular, sintetizada
no figado. E a proteina mais abundante no plasma, com uma concentragio plasmatica, no
adulto, entre 3,5 — 5,5 g/dL. As suas principais func¢des sdo a ligacao e transporte de varios
compostos no sangue (Ca**, hormonas tiroideias, Mg>*, entre outros) e a manutengio da
pressdo oncoOtica no espaco vascular. Concentragdes diminuidas de albumina
(hipoalbuminémia) podem verificar-se em situagdes de doenca hepética, inflamacdes
aguda e cronica, ma-nutricio ou por aumento da sua excrecdo em situagdes de
queimaduras, doengas inflamatérias intestinais ou por disfungdes renais®’.

O doseamento de albumina no soro ¢ feito usando o indicador verde bromocresol que se
liga seletivamente a albumina formando um complexo corado, que ¢ medido como uma
reacdo de ponto final a 596nm'°.

Adicionalmente, ¢ também feita a quantificagdo de albumina na urina
(microalbuminuria). A quantidade de albumina que ¢ excretada na urina ¢ bastante
reduzida (< 30mg/24h), uma vez que o seu tamanho impede que seja livremente filtrada
pelo glomérulo. No entanto, em situagdes iniciais de lesdo glomerular ou tubular, os teores
de albumina na urina podem aumentar, verificando-se teores de albumina urinéria
superiores 30 mg/24h, ao que se designa de microalbumintria. A microalbumintria
constitui um indicador inicial de lesdo glomerular, que pode ocorrer na diabetes ¢ em
vérias formas de glomerulonefrite, entre outras patologias. E especialmente importante
monitorizar os doentes com diabetes mellitus, através da microalbuminuria, uma vez que
estes apresentam um risco elevado de desenvolverem nefropatia diabética'l.

O doseamento da microalbumina ¢ feito através de um método de imunoturbidimetria
reforcada com PEG (polientilenoglicol), no qual a albumina reage com um antissoro
especifico para formar um precipitado que pode ser medido de forma turbidimétrica a
340nm!2,

3.1.3.  Proteinas Especificas

No Laboratério Affidea sdo ainda realizadas determinacdes quantitativas das seguintes
proteinas:

e ol- antitripsina (AAT)
e [2 —macroglobulina
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e Anti-estreptolisina

e Proteina do complemento C3

e Proteina do complemento C4

e Imunoglobulinas (IgG, IgM, IgA e IgE total)
e Lipoproteina (a)

e Fator Reumatodide

e Transferrina

e Proteina C reativa

Deste conjunto irei apenas falar em detalhe de algumas. Comegando pela al1-Antitripsina
(AAT), esta ¢ uma glicoproteina sintetizada no figado, cuja principal funcdo € a inibicao
da elastase libertada pelos neutrofilos. A deficiéncia em al- antitripsina € causada por
mutagdes no gene SERPINAI. Esta deficiéncia conduz a um risco elevado de
desenvolvimento de enfisema pulmonar e cirrose hepatica. Niveis elevados de al-
antitripsina verificam-se em reagdes inflamatérias’. O seu doseamento ¢é feito através de
um ensaio imunotubidimétrico'?.

As imunoglobulinas sdo proteinas produzidas pelos plasmocitos (linfocitos B
diferenciados) e constituem as moléculas efetoras da resposta imunitaria humoral. Sao
compostas por duas cadeias pesadas idénticas e 2 duas cadeias leves também idénticas.
Existem 5 classes diferentes de imunoglobulinas que sdo determinadas pelo tipo de
cadeias pesadas que as constituem. Temos as IgG, IgM, IgA, IgD e IgE, que
correspondem as cadeias v, a, W, 0, €. As cadeias leves podem ser de dois tipos kappa (k)
ou lambda (1)!. No laboratério Affidea sio doseadas as imunoglobulinas IgG, IgA, IgM
por um método de imunoturbidimetria reforgada com polietilenoglicol (PEG), e também
¢ doseado a IgE total através de um método de imunoensaio tipo sanduiche por
quimioluminescéncia!#!>16:17,

A proteina C reativa € sintetizada no figado e ¢ uma das principais proteinas de fase aguda
que se eleva em estados inflamatorios. A utilidade da sua medigdo tem que ver com o
facto desta proteina em condi¢des normais existir no plasma em concentragdes muito
baixas (< 5mg/L). Contudo, a sua concentracdo pode aumentar 100 vezes mais no
decorrer de uma infecdo bacteriana, viral ou devido a reagdes inflamatorias ¢ enfarte do
miocardio. A proteina C reativa €, no entanto, um marcador de inflamacao nao especifico,
pois a sua elevacdo ndo permite determinar causa subjacente®. No laboratorio Affidea, a
determinagdo da CRP ¢ feita por dois métodos: um método de medi¢dao de intervalo
alargado, usando um ensaio por imunoturbidimetria reforcada com latex, e outro por meio
de ensaios de alta sensibilidade. Este tltimo ¢ usado como biomarcador para a avaliagao
do risco de doenca cardiovascular'®!".

3.1.4.  Eletroforese de proteinas

A eletroforese de proteinas ¢ um método de separagdo das diferentes proteinas
plasmaticas com base nas suas diferencas de carga elétrica e tamanho. O método usado
no Laboratorio Affidea € a eletroforese por capilaridade que € realizado no equipamento
CAPILLARYS 3 OCTA Sebia (Figura 4). Na eletroforese por capilaridade a separacao
ocorre num capilar de silica, no qual as proteinas sdo separadas através da sua mobilidade
eletroforética a um pH especifico com um tampao alcalino. A aplicagdo de um campo
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elétrico faz migrar as moléculas com carga positiva (tampao) para o catodo, as proteinas
com carga negativa para o anodo. No entanto, quando ¢ aplicada alta voltagem no capilar
gera-se um fluxo eletro-osmotico, que € mais forte do que a mobilidade eletroforética das
proteinas, levando a que estas migrem também para o catodo, onde se encontra um detetor
de luz UV/Visivel, que mede a absorvancia das proteinas, permitindo a sua identificagdo
e quantificacio’.

Figura 4. Equipamento CAPILLARY'S 3 OCTA Sebia

E através da eletroforese capilar de proteinas que se obtém um perfil eletroforético no
qual ¢ possivel distinguir as diferentes fragdes proteicas: albumina, al-globulinas, a2-
globulinas, P1-globulinas, P2-globulinas e ¢y-globulinas. (Figura 5). Cada fracao
corresponde a uma ou mais proteinas, na tabela 1 estdo descritas as diferentes proteinas
que constituem cada fracao.

Albumin al a2 p1 B2 y

Figura 5. Perfil eletroforético normal de proteinas. Adaptado de: (20).
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Tabela 1. Fragdes proteicas e respetivas proteinas constituintes

Fracao Proteinas

Albumina Albumina

al-antitripsina
al al-glicoproteina acida
al-fetoproteina
a2-macroglobulina
02 Haptoglobina
Ceruloplasmina
Transferrina
p1 Hemopexina

Proteinas do Complemento (C3 e C4)
B2 2-microglobulina
Subpopulagdes de IgA
Imunoblogulinas (IgG, IgA, 1gM, IgD,
Y IgE) CRP

A grande aplicabilidade da eletroforese de proteinas ¢ poder avaliar alteragdes qualitativas
das diferentes fracdes proteicas. Em especial esta técnica ¢ muito usada para a
monitorizagdo ¢ detecdo de gamapatias monoclonais. As gamapatias monoclonais
caracterizam-se por uma proliferagdo aumentada de um unico clone de plasmocitos. No
perfil eletroforético ¢ caracterizado pelo aparecimento de um “pico” afilado na
normalmente na fragio y, mas nalguns casos pode surgir nas fracdes P ou a. As
imunoglobulinas monoclonais observadas nestas condi¢des designam-se por
paraproteinas ou proteina M?°. Um aspeto importante da eletroforese de proteinas ¢ o tipo
amostra que se deve usar, que neste caso ¢ o soro. O soro ao contrario do plasma nao
contém fibrinogénio, uma vez que passa a fibrina para formar o codgulo. O problema do
fibrinogénio ¢ que migra exatamente entre a fracdo 2 ey, o que pode mascarar um pico
monoclonal e dificultar a interpretacdo do grafico?'.

3.1.5. Imunofixacio sérica

Em seguida a dete¢dao de um pico monoclonal, é necessdrio fazer sua caracterizagao, isto
¢, determinar qual ¢ o tipo de imunoglobulina monoclonal. Para tal no Laboratoro Affidea
realiza-se a imunofixacdo sérica por meio do aparelho HYDRASYS 2 SCAN
FOCUSING Sebia. (Figura 6)
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Figura 6. HYDRASYS 2 SCAN FOCUSING Sebia

Basicamente, a imunofixagdo sérica consiste em realizar uma eletrofrese em gel das
proteinas séricas que depois vai ser incubada com diversos anti-soros (anti-I1gG, anti-IgA,
anti-IgM, anti-x e anti-A) que se vao ligar especificamente as diferentes proteinas,
conduzindo a sua precipitagdo. As proteinas ndo precipitadas sdo removidas do gel por
lavagem e absor¢ao com papel de filtro, enquanto as proteinas precipitadas ficam retidas
na matriz do gel. Ao adicionar-se o corante violeta acido, este vai ligar-se ao
imunoprecipitado e permitir visualizar essas bandas. No perfil eletroforético a
precipitacao difusa e leve das bandas ¢ indicativa de um padrao compativel com um perfil
policlonal, enquanto a presenga de uma banda estreita, com a mesma mobilidade numa
pista das cadeias pesadas e numa pista das cadeias leves, indica a presenca de uma banda
monoclonal®!.

3.2. Metabolismo dos Hidratos de Carbono

3.2.1. Glucose

A glucose ¢ a fonte primaria de energia para o organismo. Todos as células estao
dependentes deste monossacarido para a obtengdo de ATP, essencial para multiplas
atividades celulares. Em especial, o cérebro, ao contrario de outros 6rgaos e tecidos,
apenas usa a glucose como fonte de energia. Devido a este facto, as concentragdes séricas
de glucose sdo altamente reguladas por varios mecanismos envolvendo hormonas. Num
individuo saudavel, os niveis de glucose variam entre 74 e 100 mg/dL. Valores que
excedam este intervalo (hiperglicemia), ou que sejam inferiores (hipoglicémia) sdo
indicativos de possiveis alteragdes no metabolismo glucidico. Por isso, a determinagao
quantitativa de glucose permite estabelecer o diagndstico de doengas como a diabetes
mellitus, hipoglicemia neonatal, hipoglicémia idiopética e sobredosagem de insulina®’.

O método usado para dosear a glucose ¢ o método da hexocinase. Fazendo uso das
enzimas hexocinase e glucose-6-fosfato-desidrogenase, ¢ medida a absorvancia a 340nm
da reducdo do NAD* %2,

a) Diagnostico e Monitorizacio de Diabetes mellitus

A diabetes mellitus ¢ uma doenga metabolica de etiologia multipla, que se caracteriza por
uma hiperglicemia crénica. O seu estabelecimento resulta na altera¢do da secre¢do e/ou
acdo da insulina. A diabetes mellitus pode ser classificada em diferentes tipos®:
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e Tipo 1 (resulta da destruicdo das células beta do pancreas, levando a um défice
absoluto ou um teor muito baixo de insulina)

e Tipo 2 (causada por um desequilibrio progressivo entre os niveis de insulina e a
sensibilidade para a insulina, conduzindo a um défice funcional de insulina)

e Gestacional (diabetes que se manifesta pela primeira vez durante a gravidez)

e Qutros tipos especificos

De acordo com a norma n°002/2011 da Direc¢do-Geral da Saude, o diagnostico de
diabetes é feito com base nos critérios*:

1) Glicemia de jejum > 126 mg/dl (ou > 7,0 mmol/l); ou

2) Sintomas classicos + glicemia ocasional > 200 mg/dl (ou > 11,1 mmol/l); ou

3) Glicemia > 200 mg/dl (ou > 11,1 mmol/l) as 2 horas, na prova de tolerancia a
glicose oral (PTGO) com 75g de glicose; ou

4) Hemoglobina glicada Alc (HbAlc) > 6,5%.

De acordo com a mesma norma da Direc¢do-Geral da Saude, o diagnostico da diabetes
gestacional faz-se com base nos seguintes valores?*:

1) Glicemia de jejum, a realizar na 1.* consulta de gravidez, > 92 mg/dl e < 126 mg/dl
(ou>5,1 e <7,0 mmol/l),

2) Se glicemia de jejum < 92 mg/dl, realiza-se PTGO com 75 g de glicose, as 24-28
semanas de gestacdo. E critério para diagnostico de diabetes gestacional, a
confirmacao de um ou mais valores

1) as 0 horas, glicemia > 92 mg/dl (ou > 5,1 mmol/l);
1) a 1 hora, glicemia > 180 mg/dl (ou > 10,0 mmol/l);
1i1) as 2 horas, glicemia > 153 mg/dl (ou > 8,5 mmol/l).

b) Prova de Tolerancia a Glucose Oral (PTGO)

A prova de tolerancia a glucose oral (PTGO) consiste na determinacao da glicémia, antes
e depois da administragio oral de 75 g de glucose. E principalmente utilizada no
diagnostico de anomalia da glicémia em jejum, tolerancia diminuida a glucose e de
diabetes gestacional. Esta prova avalia a clearance de glucose apdés uma sobrecarga
definida em condi¢des controladas e avalia a capacidade pancreatica residual®’.

Na PTOG do adulto sdo feitas determinacdes de glucose, aos 0 minutos, antes da
administracdo da sobrecarga, e aos 120 minutos ap6s a sobrecarga. Em mulheres gravidas,
¢ feita a prova entre as semanas 24 e 28 de gestacdo, caso a glicémia em jejum seja inferior
a 92 mg/dL, e ¢ doseada as Oh, 1h e 2h.

3.2.2. Insulina

A insulina ¢ a hormona primaria responsavel pela entrada de glucose nas células. Esta ¢
sintetizada nas células beta dos ilhéus de Langerhans do pancreas. Aquando de uma
refeicdo, o teor de glucose no sangue aumenta, estas células detetam este aumento
promovendo a libertacdo de insulina para a corrente sanguinea. A insulina vai diminuir os
niveis plasmaticos de glucose, aumentando a entrada de glucose no musculo e tecido
adiposo por via de recetores ndo especificos’.
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O método usado na determinagd@o da insulina ¢ um imunoensaio do tipo sanduiche. Apesar
da sua determinacdo ndo ser usada como critério de diagndstico, esta pode ser 1til no
estudo da fisiopatologia da diabetes, na avaliagdo de utentes com hipoglicemia em jejum,
na determinacao da resisténcia a insulina na populag¢do em geral e na avaliag¢do da funcao
secretora das células beta®.

3.3. Metabolismo Lipidico

A avaliacdo do metabolismo lipidico ¢ feita com base na quantificagdo das principais
lipoproteinas e lipidos. Sao medidos os niveis de colesterol total (CT), triglicéridos (TG),
colesterol HDL (c-HDL) e colesterol LDL (c-LDL). Estas determinagdes sao
fundamentais para a o diagndstico de dislipidémias, que sdo um dos principais fatores de
risco da aterosclerose, que por sua vez ¢ um fator de risco para o desenvolvimento de
doengas cardiovasculares® 2°.

3.3.1. Colesterol

,

E um composto alcool esteroide que pode ser produzido endogenamente no figado e
intestino, ou adquirido através da dieta (via exdgena). E um componente estrutural da
membrana das células, ¢ um precursor da sintese dos acidos biliares e esta envolvido na
sintese de hormonas esteroides e da vitamina D’. No organismo este pode existir em duas
formas principais: na forma esterificada ligado a 4cidos gordos ou na forma livre. Em
ambas as formas, o colesterol ¢ transportado por meio das lipoproteinas. Valores
aumentados de colesterol estdo correlacionados com um risco aumentado de
desenvolvimento de doencas cardiovasculares®’.

O método utilizado para dosear o colesterol ¢ um método enziméatico que utiliza a as
enzimas colesterol-esterase e colesterol-oxidase, seguidas de uma reacao a ponto final
Trinder, medindo a absorvancia do produto corado a 505 nm?’.

Os valores de colesterol devem ser < 200 mg/dL, pois sdo indicativos de um risco baixo
de desenvolvimento de doenca cardiovascular. Valores entre 200 e 239 mg/dL apresentam
um risco moderado, enquanto niveis superiores a 239 mg/dL constituem um risco elevado.
Contudo, os valores de colesterol por si s6 nao sdo suficientes para avaliar o risco de
doenca cardiovascular, devem ser interpretados com outros parametros nomeadamente,
com o c-LDL e o c-HDL?®.

3.3.2.  Triglicéridos

Os triglicéridos sdo ésteres de glicerol que constituem 95 % do armazenamento tecidular
das gorduras e sdo uma importante fonte de energia para as células. Podem ser obtidos
através da dieta ou sintetizados a nivel hepatico®. A medigdo dos triglicéridos ¢ usada
para auxiliar no diagnostico de dislipidemias e na avalia¢do do risco cardiovascular. Os
valores normais de triglicéridos no soro devem ser < 150 mg/dL’.
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O método de doseamento dos triglicéridos utiliza as enzimas lipoproteina lipase, glicerol
cinase, glicerol-3-fosfato oxidase e peroxidase para obter um produto colorido, medindo
a sua absorvancia a 505nm, que ¢ diretamente proporcional a quantidade de triglicéridos
na amostra?®,

3.3.3. Colesterol HDL e Colesterol LDL

As HDL sdo responsaveis pelo transporte reverso do colesterol, processo que remove o
excesso de colesterol de macréfagos e outras células da parede arterial, transportando-o
para o figado. As concentragdes séricas de c-HDL correlacionam-se inversamente com o
risco de DCV, pelo que concentragdes elevadas tém um efeito protetor, estando assim
associadas a um menor risco cardiovascular. Contrariamente, valores diminuidos de c-
HDL estdo associados a um aumento do risco cardiovascular®’.

O doseamento do c-HDL engloba dois passos distintos: em primeiro lugar sao eliminadas
as quilomicras, VLDL e LDL, pela colesterol esterase e colesterol oxidase, € s6 depois ¢
que se faz a determinacdo especifica do c-HDL?.

As LDL sao constituidas maioritariamente por colesterol e t€m como fungao transportar
essas moléculas de colesterol para diferentes tecidos. Quando existem em teores elevados
no sangue, € por terem um tempo médio de vida de 3 dias, podem sofrer modificacdes
que as tornam irreconheciveis pelos recetores celulares. Assim, acumulam-se e podendo
depositar-se nas paredes arteriais contribuindo para a formagao de placas de aterosclerose.
Deste modo, niveis aumentados de c-LDL sdo um importante fator de risco de
desenvolvimento de doenca cardiovascular®.

A determinagdo quantitativa do cLDL ¢ realizada indiretamente, através de calculo,
utilizando a féormula de Friedwald:

Triglicéridos

cLDL = colesterol total — (cHDL + z

Contudo, amostras com teores de triglicéridos superiores a 400 mg/dL, devem ser
determinadas usando um método direto de medi¢ao do c-LDL. Isto deve-se ao facto de
do fator Triglicéridos/5 nao obter um valor correto do colesterol VLDL, conduzindo a
erros no valor do c-LDL calculado®-2°.

3.3.4. Apolipoproteina Al e Apolipoproteina B100

Apolipoproteina A1(ApoAl) ¢ a principal apoproteina constituinte das HDL. E ativadora
da enzima LCAT, que desempenha um papel essencial no transporte reverso do colesterol.
Apolipoproteina B100 (ApoB100) ¢ a unica lipoproteina das LDL, mas encontra-se
presente também nas VLDL e IDL. Desempenha um papel importante no reconhecimento
das LDL pelos recetores celulares. Niveis elevados de ApoB100 e niveis reduzidos de
ApoAl estdo associados a um risco aumentado de doenca aterosclerdtica. As suas
determinagdes servem como analitos auxiliares na avaliagdo do risco da aterosclerose e
doengas corondrias’.

Os seus doseamentos sdo feitos por métodos imunoturbidimétricos refor¢cados com
polietilenoglicol (PEG)**!,
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3.4. Funcao renal

Para a avaliacdo da funcdo renal sdo usados como pardmetros a creatinina, a ureia € o
acido urico. Estas trés moléculas sdo compostos azotados ndo proteicos que resultam do

catabolismo de proteinas, acidos nucleicos e aminoacidos, que sdo excretados pelo rim®.

3.4.1. Creatinina

A creatinina ¢ um produto resultante do metabolismo da fosfocreatina e da creatina, que
sdo compostos usados pelo musculo para obtengdo répida de ATP. A quantidade de
creatinina, que € produzida diariamente, ¢ bastante constante, uma vez que depende da
massa muscular do individuo. A creatinina ¢ livremente filtrada no glomérulo e ndo ¢
reabsorvida nos tibulos renais, sendo apenas uma pequena quantidade secretada para o
limen tubular. Constitui, assim, um excelente marcador enddgeno da taxa de filtragao
glomerular (TFG). Os niveis de creatinina plasmatica sdo inversamente proporcionais a
taxa de filtragdo glomerular, ou seja, um aumento de creatinina no soro ¢ indicativo de
uma possivel lesdo renal. Contudo, a creatinina plasmatica ¢ um marcador pouco sensivel,
ja que se eleva apenas em casos em que haja uma lesdo renal significativa®”!!.

A clearance da creatinina mede a velocidade a que a creatinina ¢ removida do sangue
pelos rins (normalmente expressa em mL/min) e a sua determinacdo ¢ utilizada para
calcular a TFG. Para a determinagdo da clearance da creatinina, para além da amostra de
soro, € necessaria uma amostra de urina de 24 horas. Esta ¢ calculada a partir da seguinte
formula:

Ucreatinina(mg/dL) X Vurina(mlL)
Pcreatinina (mg/dL) X 1440 (min)

Clearance creatinina (ml/min) =

Ucreatinina — concentragao da creatinina na urina
Vurina — volume excretado durante as 24h
Pcreatinina — concentragao da creatinina no soro

Dependendo dos valores de TFG ¢ possivel obter estddios da doenga renal crénica. Tabela
2 ilustra essa classificacao.

Tabela 2. Classificacdo dos estadios da doenga renal. Adaptado de: (11)

Estadio Descricao TFG (mL/min)
1 Lesao renal ¢/TFG normal ou aumentada >90
2 Lesao renal ¢/TFG ligeiramente diminuida 60-89
3 Lesao renal ¢/TFG moderadamente diminuida 30-59
4 Lesao renal ¢/TFG gravemente diminuida 15-29
5 Insuficiéncia Renal Cronica Terminal (IRCT) <15
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A creatinina ¢ determinada através do método de Jaffé. Este ¢ um método cinético que
consiste na reacdo da creatinina com acido picrico em meio alcalino, conduzindo a
formagio de um complexo avermelhado ao qual se mede a sua absorbancia a 505 nm?2.

3.4.2. Ureia

A ureia é o principal produto de excrecio do catabolismo proteico. E formada no figado
a partir dos grupos amina de aminoacidos que integram o ciclo da ureia. Desempenha
uma funcdo essencial na manutencdo do equilibrio do azoto no organismo. A ureia €
livremente filtrada no glomérulo, mas uma parte significativa é reabsorvida, sendo que
que esta difusdo depende do fluxo urinario e do nivel de hidratagdo. E usada como
marcador da funcdo renal, no entanto existem fatores ndo renais que podem influenciar a
sua concentracdo, como por exemplo o consumo de uma dieta rica em proteinas, faz
aumentar a sua concentragao. Em adultos saudaveis, a concentragdo de ureia no soro varia
entre 6 ¢ 20 mg/dL. Valores de ureia aumentados no soro designam-se por azotémia e
podem ter origem em causas pré-renais, renais ou pos-renais®’.

O doseamento da ureia pode ser feito no soro e urina e tem por base o método enzimatico

que utiliza as enzimas urease e glutamato desidrogenase, na qual ¢ medida a reducdo da

absorvancia de NADH a 340 nm que ¢ diretamente proporcional a concentracdo de
.33

ureia’.

3.43. Acido urico

O é4cido trico ¢ o produto primario do catabolismo das purinas (adenosina e guanosina).
Este produto ¢ formado no figado e ¢ excretado pelos rins, mas 0 seu percurso no rim
envolve uma série de ciclos de reabsor¢ao e secre¢do a nivel das varias regides do
nefronio. O doseamento de 4cido urico ¢ importante na avaliagdo de doengas hereditarias
do metabolismo das purinas, no diagndstico € monitorizagdo do tratamento da gota, no
auxilio ao diagnostico de calculos renais e também na detecao de disfuncao renal. Sao
considerados normais, valores séricos de acido urico entre 4,4 ¢ 7,6 mg/dL no sexo

masculino e, entre 2,3 e 6,6 mg/dL no sexo feminino®’.

O método de determinagao do acido urico, baseia-se na reacao enzimatica de Fossati que
utiliza a enzima uricase, que oxida o acido urico em alantoina, formando peroxido de
hidrogénio que é medido através de uma reacio de Trinder a 545 nm>*,

3.5. Eletrolitos

Os eletroélitos sdo ides que possuem carga elétrica, que desempenham fungdes essenciais
no organismo. Os quatro principais eletrolitos do organismo sdo: o sodio (Na*), o potassio
(K*,), o cloro (CI') e o bicarbonato (HCOs"). Estdo envolvidos em processos como a
regulagdo da pressdo osmotica, a regulagdo da distribuicdo da 4gua no organismo, o
equilibrio 4acido-base, contragdo muscular entre outros®’. O ionograma consiste na
avaliagdo de trés dos principais eletrdlitos, o sodio (Na*), o potassio (K¥) e o cloro (CI"),
sendo que também irei falar sobre a determinagdo do HCO3'.
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3.5.1. Sodio

O sodio (Na") é o principal catiio do fluido extracelular, ¢ é um dos principais
determinantes da osmolaridade plasmatica. O sodio € obtido através da dieta e € excretado
na urina, suor e ao nivel do intestino®.

Os valores séricos num individuo adulto saudavel encontram-se entre 136 ¢ 145 mEq/L.
Concentragdes séricas diminuidas de Na+ (hiponatrémia) podem ocorrer devido a uma
perda aumentada (diminuicdo da produgdo de aldosterona, uso de determinados
diuréticos, nefropatia, vomito prolongado), a retengdo de agua (insuficiéncia renal,
cardiaca) ou a uma ingestao excessiva de agua. Por outro lado, situacdes de hipernatrémia
podem resultar de uma perda aumentada de 4gua em relacdo a perda de Na+ (diabetes
insipidus, patologia tubular renal, queimaduras severas), de uma ingestao diminuida de
agua, ou ainda de uma ingestdo ou retengao excessivas de Na+ (administragao de solucdes
de sodio hipertonicas, hiperaldosteronismo)®’. E de realgar que valores de sodio < 120 ou
> 160 mEql/L sdo considerados valores criticos*>.

Na obtencao de amostras para a determinagdo do sddio ndo se deverd usar plasma em
EDTA, uma vez que este pode interferir na sua determinag@o. A hemolise ndo interfere de
forma significativa na determinagdo do Na".

3.5.2. Potassio

O potassio (K*) é o principal catido do espago intracelular. E mantido um gradiente de
concentracao do potassio entre o espaco intracelular e extracelular, por acado de bombas
sodio/potassio que consomem energia. Esta envolvido em varios processos no organismo,
nomeadamente, na concentragdo do musculo esquelético e cardiaco, assim como na
regulagao do volume do liquido intracelular. A concentragdo de potdssio no plasma ¢
regulada pela agdo de hormona aldosterona e a fungao renal. Alteragdes na caliémia vao
ter repercussoes ao nivel da excitabilidade das membranas celulares em especial ao nivel
do musculo cardiaco®’.

A hipocaliémia (K+ < 3,5 mEg/L) é causada por perdas gastrointestinais (vomitos e
diarreias prolongadas), ingestao insuficiente de potassio ou diminui¢ao da sua reabsor¢ao
renal. A hipercaliémia (K+ > 5,1 mEqg/L), pode dever-s a estados de acidose metabdlica,
a toma de farmacos inibidores de aldosterona, ou a uma diminui¢do da sua excrecao
urinaria, devido sobretudo a insuficiéncia renal®’. A semelhanca do que acontece com o
sodio, valores de potassio < 3,0 ou > 6,1 mEq/L sdo valores criticos™.

Um aspeto importante na determinacdo do potéssio ¢ a colheita das amostras. A hemolise
¢ um interferente na determinagao deste catido, uma vez que os eritrocitos contem no seu
interior quantidades de K" bastante elevadas. Ora, ao lisarem, o seu conteudo intracelular
desloca-se para o plasma fazendo elevar o teor de K, conduzindo a teores falsamente
aumentados deste catido®.

3.5.3. Cloro

O cloro (CI') ¢ o principal anido extracelular, possui um papel fundamental na regulagao
dos fluidos corporais, no equilibrio eletrolitico, na preservagdo da neutralidade elétrica e

32



no equilibrio acido-base. O cloro segue passivamente os niveis de sddio e, portanto, as
alteracdes nos niveis de cloro refletem também altera¢des no nivel de sodio, e t€ém origem
nas mesmas causas. Os valores normais de Cl” variam entre 98 e¢ 107 mEq/L. A

determinagdo da sua concentragdo ¢ util no diagnostico diferencial de desequilibrios
4cido-base®’.

Para a determinacao destes trés ides o método usado ¢ a potenciometria. Os equipamentos
Atellica® CH 930 de quimica possuem um multisensor integrado (IMT) que faz as
determinagdes quantitativas de Na", K™ e CI. Este multisensor possui 4 elétrodos: trés
desses elétrodos sdo seletivo para Na®, K™ e CI" e um elétrodo de referéncia. Basicamente,
os 10es presentes nas amostras estabelecem um equilibrio com a superficie do elétrodo
gerando uma diferenca de potencial. Esta diferenca de potencial ¢ depois comparada com
o potencial de uma solugio padrio, permitindo calcular a concentrag¢io dos ides>®.

3.5.4. Bicarbonato

O bicarbonato ¢ o segundo anido mais abundante no fluido extracelular. Na medicao do
teor de CO2 no sangue ¢ usada a determinagdo do ido bicarbonato, uma vez que este 130
compreende cerca de 95% da quantidade total de CO; no organismo. O bicarbonato ¢ um
dos principais tampdes fisiologicos do organismo’.

E usado, em conjunto com outras medi¢des, como marcador na avaliagdo do equilibrio
acido-base. Os pulmoes e rins sdo os o6rgaos que regulam o equilibrio acido-base, sendo
que o controlo exercido pelo rim ¢ feito por via do HCOz3". E portanto, alteragdes na
concentracao de bicarbonato sdo causadas por desequilibrios acido-base. A concentracao
de bicarbonato em individuos saudaveis esta ente 23 a 30 mEq/mL. Niveis diminuidos de
HCOs™ verificam-se em situagdes de acidose metabolica, por diminui¢ao da excrecao de
H' pelo rim, perdas de bicarbonato pelo trato gastrointestinal ou urina, ou aumento da
producdo/ingestdo de H'. Niveis aumentados de HCOs verificam-se em situagdes de
alcalose metabodlica, que pode ser causada por vomitos severos, toma de certos diuréticos,
hipoaldosteronismo e ingestio de bases’’.

A determinagao do bicarbonato ¢ feita através de um método enzimatico que usa a enzima
fosfoenolpiruvato carboxilase para obtencdo de oxalatoacetato. No segundo passo com
recurso a malato desidrogenase, um analogo de NADH ¢ oxidado a NAD+, sendo medida

a redugdo da absorvanica a 410nm, que ¢ diretamente proporcional a concentragao de
HCO5 38,

Com os valores de Na', K", CI" ¢ HCO3™ ¢ possivel determinar o gap anidnico, que
consiste na diferenga entre os dois principais catides € os dois principais anides no
organismo, como ilustra a férmula:

Gap anionico = ([Na™] + [K*]) — ([Cl"] + [HCO3])

Esta ¢ uma ferramenta bioquimica que permite avaliar as causas de acidose metabolica.
O valor normal de gap anionico ¢ entre 10 e 20 mmol/L. Aumentos no gap anionico
podem ser causados por insuficiéncia renal, cetoacidose diabética e acidose latica’.
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3.6. Funcao Pancreatica

3.6.1. Amilase

A amilase ¢ uma enzima pertencente a classe de hidrolases, que catalisa a hidrélise de
ligagdes glicosidicas a-1,4 nos hidratos de carbono. Existe em varios orgdos e tecidos
com maior concentragao no pancreas e nas glandulas salivares. O seu doseamento ¢ usado
principalmente como marcador de pancreatite aguda, uma vez que os seus valores
aumentam substancialmente. No entanto, a amilase ndo ¢ um marcador especifico de
pancreatite aguda, pois verifica-se que os seus niveis também aumentam noutras
patologias como na gravidez ectopica, colestase, obstrucdo intestinal e
macroamilasémia’.

O doseamento da amilase ¢ feito por um método cromogéneo, no qual se utiliza um
substrato para a amilase que est4 ligado a um grupo p-nitrofenil (incolor). Ap6s a hidrélise
produzida pela amilase, este ¢ convertido num composto corado, o p-nitrofenol, cuja
formagio é monitorizada a 410 nm3%,

3.6.2. Lipase

r

A lipase ¢ uma enzima que hidrolisa as ligacdes éster dos triglicéridos. Encontra-se
principalmente no pancreas, mas também pode estar presente no estdmago e intestino
delgado. O seu doseamento ¢é util para o diagndstico de pancreatite aguda. E um marcador
mais especifico do que a amilase, mas também pode estar elevado noutras situagdes
patologicas como carcinoma pancreatico e nalgumas patologias intra-abdominais. Ambas
as enzimas aumentam rapidamente no decorrer de uma pancreatite aguda, no entanto, a
lipase permanece elevada durante mais tempo em relagdo a amilase’.

O doseamento da lipase ¢ feito através de um método espetrofotométrico no qual a
formagdo de um produto com cor ¢ medido a 571 nm. A formacao deste produto ¢
diretamente proporcional a atividade da lipase na amostra*!.

3.7. Func¢ao Hepatica

3.7.1. Transaminases - Aspartato Aminotransferase (AST) e Alanina
aminotransferase (ALT)

Aspartato Aminotransferase (AST) e Alanina aminotransferase (ALT) sdo
enzimas pertencentes a classe das transferases que catalisam a transferéncia de um grupo
amina de um o.-aminodcido para um a-cetodcido. Encontram-se amplamente distribuidas
no organismo, estando presentes em tecidos como o figado, o musculo cardiaco e
esquelético, os rins e os eritrocitos. Sao importantes marcadores de avaliagdo da doenga
hepatocelular, uma vez que existem no interior dos hepatdcitos e sao libertadas para a
corrente sanguinea quando ocorrem danos no tecido hepatico. Os valores em individuos
saudaveis sdo < 34 U/L no caso da AST e entre 10 ¢ 49 U/L no caso da ALT. A elevagao
dos seus teores, no contexto da funcdo hepatica, pode ser causada por hepatite aguda ou
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crénica, hepatite viral, cirrose, hepatite alcodlica ou por uma neoplasia. Apesar de se
verificar um aumento na concentracdo de qualquer uma das aminotransferases no
decorrer de doenca hepatica, a ALT ¢ considerada a mais especifica do figado, pois
raramente se verifica um aumento da sua concentragdo em patologias que ndo sejam
hepaticas®’.

Um aspeto a ter em atencao aquando da determinacdo da AST, ¢ o facto desta enzima
existir nos eritrocitos em quantidades apreciaveis. Ora, se amostra de soro estiver
hemolisada havera uma elevacdo dos teores de AST, porque ao lisarem os eritrocitos
libertam o seu contetdo intracelular para o plasma, provocando um falso aumento da
AST®,

As transaminases sdo determinadas através de métodos que medem a atividade das
enzimas, acoplando as reacdes que catalisam as enzimas malato desidrogenase, no caso
da AST, e lactato desidrogenase, no caso da ALT, para a oxidagdo de NADH para NAD+.
E medida a redugio absorvéncia a 340 nm que ¢é diretamente proporcional a atividade da
enzima*>*,

3.7.2. Gama — glutamiltransferase (yGT)

A gama-glutamiltransferase ¢ uma enzima que catalisa a transferéncia de um grupo v-
glutamil para outros péptidos. Esta presente principalmente no rim, figado, pancreas e
intestino. Embora o rim apresente a concentragao mais elevada de yGT, a enzima que esta
presente no soro tem origem essencialmente no sistema hepatobiliar. E um marcador
sensivel para avaliagdo de doengas hepatobiliares, apesar de ndo ser especifico. Os seus
teores estao elevados em situagdes como a obstrucao biliar intra-hepatica e extra-hepatica,
hepatites e neoplasias. Em casos de alcoolismo, a concentracao de yGT esta bastante
aumentada®’.

A determinagdo da yGT ¢ feita através de um ensaio cinético usando um substrato
sintético, dador do grupo y-glutamil e a glicilglicina que serve com aceitadora do grupo,
permitindo a libertacdo do composto cromogéneo, ao qual vai ser medida a velocidade da
sua formacdo a 410 nm, que é diretamente proporcional a atividade da yGT*.

3.7.3. Fosfatase alcalina (ALP)

A fosfatase alcalina (ALP) ¢ uma enzima que catalisa a hidrolise de uma série de
substratos, a pH alcalino. Estd presente na maior parte dos tecidos do organismo,
encontrando-se em concentragdes particularmente elevadas no figado, osso, rim e
intestino. Teores aumentados da ALP verificam-se em situa¢des de doenga hepatobiliar,
doenca dssea, mas também estd aumentada em situagdes fisiologicas como a gravidez
(em especial no 3° trimestre) e durante o crescimento. Dentro das doencas hepatobiliares,
os valores de ALP sdo mais elevados em casos de obstrucdo extra-hepatica, do que na
obstrugdo intra-hepética®’.

O doseamento da ALP deve ser feito a partir de amostras de soro ou de plasma
heparinizado, uma vez que a ALP tem como cofator os ides Mg?". O uso de EDTA iria
impedir que fosse doseada esta enzima, pois ¢ um agente quelante de ides divalentes®.
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3.7.4. Bilirrubina total e direta

A bilirrubina é um pigmento que se obtém a partir do catabolismo do grupo heme da
hemoglobina aquando da destrui¢do dos eritrocitos. Apoés a sua formacdo, esta ¢
transportada para o figado ligada a albumina, uma vez que ¢ insolivel em meio aquoso.
No figado ocorre o processo de conjugacdo com o acido glucorénico, sendo de seguida
excretada na bilis e posteriormente entra para o intestino. A bilirrubina existe no
organismo em duas formas principais: forma conjugada (hidrossoluvel) e a forma nao
conjugada (ndo hidrossolivel). O aumento dos niveis de bilirrubina designa-se por
hiperbilirrubinémia, e pode ter origem: pré-hepatica, como ¢ o caso das anemias
hemoliticas e caracteriza-se pelo aumento da fracdo ndo conjugada; hepatica, que pode
ser causada por alteracdes no metabolismo e transporte de bilirrubina ou devido a
destruicao e lesdo hepatocelular; ou pés-hepatica, que resulta de uma doenga hepatobiliar
obstrutiva, caracterizando-se por um aumento da fracdo conjugada. Um sinal visivel da
acumulacdo de bilirrubina é a ictericia®’.

No laboratorio Affidea € feita a determinagdo da bilirrubina conjugada e da bilirrubina
total (soma das fragdes conjugada e nao conjugada). Ambos os métodos usam o vanadato
para oxidarem a bilirrubina e produzir biliverdina. Esta reacdo de oxidacdo provoca uma
redugdo na densidade oOtica da cor amarela, o que € especifico da bilirrubina, sendo tal
medido a 451 nm. Contudo, para determinar a bilirrubina total ¢ adicionado um detergente
para solubilizar a fragio niio conjugada*®*’.

Na medicao da bilirrubina hd que proteger as amostras de luz solar, uma vez que a
radiacdo UV degrada-a. Outros interferentes sdo a hemolise que origina valores
falsamente diminuidos, e a lipémia que origina valores falsamente aumentados®.

3.8. Funcao Cardiaca

Os biomarcadores cardiacos sdao usados como ferramentas auxiliares ao diagndstico e
monitorizagdo de variadas patologias cardiacas, como o enfarte agudo do miocardio e
insuficiéncia cardiaca. Estes marcadores podem ser classificados como marcadores de
lesdao cardiovascular (CK, CK-MB, troponinas cardiacas ¢ mioglobina), marcadores de
stress hemodinamico (péptidos natriuréticos) e, por fim, marcadores de inflamagao e
prognostico (homocisteina e a proteina C reativa de alta sensibilidade)*®.

No laboratorio Affidea sdo determinados os seguintes biomarcadores: CK, CK-MB,
troponina I, mioglobina, homocisteina, proteina C reativa de alta sensibilidade e fragdo
N-terminal do pro-BNP. Destes todos irei apenas destacar os marcadores de lesdao
cardiaca.

3.8.1. Creatinina Cinase
A creatina cinase ¢ uma enzima citosolica dimérica que catalisa a fosforilagdo do ADP a

ATP. Esté presente em vdrios tecidos, com especial relevancia no musculo esquelético,
musculo cardiaco e no cérebro. Existindo 3 isoenzimas principais: CK-BB (predominante
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no cérebro), CK-MM (predominante no musculo esquelético) e a CK-MB (predominante
no musculo cardiaco)’.

Os niveis séricos elevados de CK verificam-se em situacdes de lesdo do musculo
esquelético, em especial em casos de distrofia muscular e lesdo do musculo cardiaco. No
entanto, o seu aumento ¢ pouco especifico para o enfarte agudo do miocardio, sendo,
portanto, necessario determinar a fragdo CK-MB, que ¢ mais especifica do tecido
cardiaco. A elevacdo de CK-MB ocorre 4 a 6 horas ap6s o inicio da dor toracica e atinge
o pico entre 10 e 12 horas ap6s o enfarte do miocardio*®.

A determinagdo da fragdo CK-MB ¢ feita através de um ensaio de imunoinibi¢ao, no qual
um anticorpo anti- CK-M vai-se ligar a subunidade M da enzima, permitindo que apenas
seja medida a atividade da subunidade B*.

3.8.2. Mioglobina

A mioglobina € uma hemoproteina que tem como fung¢ao assistir no transporte de oxigénio
no tecido muscular. Esta presente em ambos os musculo cardiaco e o musculo esquelético.
No enfarte agudo do miocardio ¢ libertada para a circulagdo mais ou menos 1 hora apds
o dano celular atingindo o pico em cerca de 8 a 10 horas, mais rapidamente do que as
troponinas e CK-MB. E um indicador precoce de dano cardiaco, embora seja inespecifico
para o miocardio, ja que se verificam niveis elevados em situagdes de doengas do musculo
esquelético, insuficiéncia renal e apos exercicio fisico intenso. A mioglobina como
marcador cardiaco tem sido usada como um preditor negativo de enfarte agudo do
miocardio’*®,

A determinacdo da mioglobina ¢ feita através de um imunoensaio tipo sanduiche com
dete¢do por quimiluminescéncia™.

3.8.2. Troponina

A troponina ¢ um complexo de trés proteinas (troponina T, I e C) que se encontram ligadas
a actina do musculo cardiaco e do musculo esquelético, e que tém como fungao regular a
contragdo muscular. As isoformas cardiacas das troponinas mais utlizadas para o
diagnostico de enfarte agudo do miocardio sdo as troponinas T (TnT) e I (Tnl). Ambas
sdo altamente especificas e sensiveis a lesdo no miocardio, sendo os marcadores
preferenciais no diagndstico do enfarte agudo do miocardio. A troponina cardiaca I
aumenta em 4 a 6 horas apds o dano, atinge o pico em 12 horas e retorna aos niveis basais
em 3 a 10 dias, enquanto a troponina T permanece elevada por 12 a 48 horas e volta ao
normal em 10 dias” .

No laboratdrio Affidea € realizada a determinagdo da Troponina I de alta sensibilidade
(TnHI), através de um método imunoensaio tipo sanduiche com detecdo por

quimiluminescéncia®®.

37



3.9. Funcao Tiroideia

A glandula da tiroide € responsavel pela producgao de duas hormonas tiroideias: a tiroxina
e trilodotironina, mais comummente designadas de T4 e T3, respetivamente. A avaliacdo
funcional da tiroide pode ser feita recorrendo a medigdo de varios pardmetros. O objetivo
desta avaliacdo ¢ poder determinar as causas por detrds dos niveis levados
(hipertiroidismo) e reduzidos (hipotiroidismo) das hormonas tiroideias.

No laboratoério Affidea sdo determinadas a hormona estimulante de tiroide (TSH), T4 e
T3 livre, T4 e T3 total, tiroglobulina, anticorpos anti-recetor da TSH (TRAD), anticorpos
anti-peroxidase tiroideia (anti-TPO) e anticorpos anti-tiroglobulina. Irei apenas destacar
com mais detalhe as determinagdes das hormonas tiroideias e da TSH.

3.9.1. Hormona estimulante da tiroide (TSH)

A TSH ¢ uma glicoproteina produzida na pituitaria anterior cuja fungdo principal ¢
estimular a glandula da tiroide a sintetizar e secretar as hormonas T3 e T4. A TSH liga-se
a recetores especificos nas células foliculares da tiroide, promovendo a entrada de iodo
nas células foliculares, a sintese de tiroglobulina e da peroxidase tiroideia e a protedlise
da tiroglobulina que vai permitir que se obtenha T3 e T4. Ao mesmo tempo, a estimulacao
da TSH faz aumentar o tamanho e o nimero de células foliculares da tiroide. Por sua vez,
a sintese de TSH na hipofise estd dependente da estimulagdo pela hormona de libertadora
de tirotrofina (TRH), que ¢ sintetizada no hipotalamo. Deste modo, estabelece-se um eixo
de regulagdo da produgao das hormonas tiroideias, que ¢ controlado por um mecanismo
de feedback negativo. Concentragdes elevadas de T3 e T4 no sangue inibem a sintese de
TSH e TRH, enquanto concentra¢des diminuidas de T3 e T4 estimulam a sua secre¢do®’

A determinagdo da TSH ¢ um marcador essencial no diagnostico de disfungdes da tiroide,
especialmente para distinguir se as alteragdes na tiroide sdo causadas por alteragdes na
propria glandula da tiroide, ou por disfungdes no hipotadlamo e hipdfise. Em casos de
hipotiroidismo primario, os niveis de TSH encontram-se aumentados, enquanto no
hipotiroidismo secundério os seus niveis estio diminuidos’. Além disso, a determinagio
de TSH ¢ importante para o diagndstico das formas subclinicas de hipotiroidismo e
hipertiroidismo.

O doseamento da TSH ¢ realizado por um imunoensaio de 3* geracdo com detecdo por
quimiluminescéncia direta. E utilizado um anticorpo antifluresceina (anti-FITC)
monoclonal ligado covalentemente a particulas paramagnéticas, um anticorpo anti-TSH
marcado com fluoresceina e um anticorpo anti-TSH monoclonal de rato conjugado com

albumina de soro bovino>2.

3.9.2. T3livre e T4 livre

As hormonas T3 e T4 produzidas na tiroide existem no organismo em duas formas: forma
livre, que ¢ metabolicamente ativa, e na forma ligada a proteinas, em especial a a
globulina fixadora de tiroxina (TBG) e a albumina em menor proporc¢do. Alteragdes
nestas proteinas transportadoras conduzem a altera¢des nos teores de T3 e T4 totais, pelo
que a melhor forma de avaliar a atividade funcional da tiroide ¢ medindo as fragdes livres
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destas hormonas. Na figura 7 encontra-se explicitado a interpretacdo dos resultados destes
parametros®’.

|
Increased  e— TSH \—N‘ Decreased !
FT4 { FT4 \

Low Normal High Low Normal High
Primary Subclinical Assay interference Secondary Subclinical Primary
hypothyroidism  hypothyroidism -TSH-oma hypothyroidism hyperthyroidism hyperthyroidism

-THR l

F13

Normal: subclinical hyperthyroidism

Increased: T3-toxicosis
Figura 7. Algoritmo de interpretagdo dos resultados. Adaptado de: (53).

A causa mais comum de hipotiroidismo primario ¢ a tiroidite de Hashimoto. Esta trata-se
de uma doenga autoimune na qual ocorre a destrui¢ao das células foliculares. Pode-se
confirmar o diagnostico determinando anticorpos anti-TPO. No caso do hipertireoidismo
primario, a causa mais frequente ¢ a doenca de Graves, na qual autoanticorpos anti-recetor
TSH (TRab) estimulam a glandula da tiroide a produzir mais hormonas. Para auxiliar no
diagnostico devem ser determinados os TRab>?.

O doseamento de T3 e T4 livre ¢ feita através de um imunoensaio do tipo competitivo,
no qual as hormonas na amostra competem com um analogo de T3 e T4, que esta ligado
a particulas paramagnéticas na fase sélida, por uma quantidade limitada de anticorpo
monoclonal anti-T3 e anti-T4 marcado com éster de acridina. O sinal de
quimiluminescéncia obtido ¢ inversamente proporcional a concentragao das hormonas na
amostra®*>,

3.10. Metabolismo fosfo-calcio

3.10.1. Cilcio (Ca*)

O célcio ¢ o catido mais abundante no organismo. A grande maioria da sua concentracao
no organismo encontra-se nos 0ssoOs € apenas uma pequena parte ¢ que circula no sangue.
No sangue o célcio circula em 3 formas diferentes: 50% existe na forma ionizada ou livre
(fisiologicamente ativo), 40% esté ligado a proteinas (principalmente a albumina) e 10%
encontra-se complexado com anides. Este elemento desempenha varias fungdes no
organismo entre as quais, a mineralizagdo do esqueleto, a contragdo muscular, a
coagulagdo sanguinea e no crescimento e divisdo celular. A concentragdo de calcio
plasmatico ¢ regulada principalmente pela paratormona (PTH) e pela vitamina D. E estas
hormonas atuam principalmente em trés 6rgdos: no intestino, onde o calcio ¢ absorvido
da dieta, nos 0ssos, que constitui o maior reservatorio de calcio e no rim, onde se da a sua
reabsorcdo e excregio®’.
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Alteragdes no metabolismo do célcio podem ser separadas naquelas que causam
hipocalcemia (reducdo da concentracdo sérica total de calcio) e as que causam
hipercalcemia (aumento da concentragdo sérica total de célcio). Dentro das causas que
originam hipocalcemia podem ser, ma nutrigdo, hipoparatiroidismo primario, a
insuficiéncia renal crénica e deficiéncia em vitamina D. Causas de hipercalcémia sdo o
hiperparatiroidismo e sindromes paraneoplasicos produtores de PTHrP (péptido
relacionado com a PTH)%’.

No laboratério Affidea, o calcio total é doseado através de uma reacao com Arsenazo III,
formando um composto colorido estavel a pH acido. A formagao deste composto ¢ medida
a 658 nm, sendo proporcional a concentracio total de calcio™®.

Para a determinacdo do calcio nao podem ser usadas amostras de plasma em EDTA, ja
que este anticoagulante ¢ um agente quelante de i10es divalentes, o que iria conduzir a
resultados falsamente reduzidos deste i1do.

3.10.2. Fosforo

O fosforo no organismo existe em duas formas: na forma organica, que esta presente
principalmente nos tecidos moles, ¢ na forma inorganica, que esta presente
principalmente no osso (hidroxiapatite) e uma pequena parte no liquido extracelular. E
esta fracdo inorganica no soro e plasma que ¢ doseada. No plasma o fosfato inorganico
pode estar sob a forma de ides monovalentes (H2PO4) ou divalentes (HPO4*). Em
semelhanga ao que acontece com o calcio, o fosfato pode circular na forma livre,
complexado a catides, ou ligado a proteinas. Este elemento desempenha funcdes
relacionadas com mineralizacao 0ssea, contracdo muscular, armazenamento de energia
(ATP), e tem um papel estrutural nos acidos nucleicos e nos fosfolipidos. E normalmente
determinado em conjunto como calcio, pois alteragdes nas concentragdes de calcio podem
também influenciar as concentracdes de fosfato. A hiperfosfatémia pode ter origem em
doencas como insuficiéncia renal e hipoparatiroidismo, enquanto a hipofosfatémia pode
ser causada por deficiéncia de vitamina D, hipertparatiroidismo ou uma tubulopatia
renal®’.

O doseamento de fosforo ¢ baseado numa reagdo com o molibdato de amoénia na presenca
de acido sulfurico, que conduz a formagdo de um composto de fosfomolibdato, cuja
absorvancia é medida a 340 nm®’.

Para a determinagao de fosforo plasmatico deve ser usado uma amostra de soro ou plasma
heparinizado. O EDTA ndo deve ser usado, uma vez que interfere na formacdo do
complexo de fosfomolibdato.

3.10.3. Paratohormona (PTH)

A paratormona (PTH) ¢ sintetizada pelas células principais das glandulas paratiroides.
Desempenha um papel essencial na regulagao da concentragdo do calcio sérico e fosfato.
Atua ao nivel dos ossos, estimulando a reabsor¢do Ossea pelos osteoclastos, nos rins
aumenta a reabsor¢ao tubular renal de calcio e a excregdo de fosfato, e também favorece
conversao de 25-hidroxivitamina D a 1,25-dihidroxivitamina D, através da estimulagdo
da atividade da 1 o hidroxilase renal, estimulando indiretamente a absor¢ao de calcio no

40



intestino. Nas glandulas da paratiroide existem recetores de calcio especializados, que
estimulam ou inibem a producdo de PTH face as concentragdes diminuidas ou
aumentadas de calcio no sangue, respetivamente. Para além da concentragdo de calcio
sérico, também a concentragdo vitamina D regula a sintese da PTH, sendo que niveis
aumentados de vitamina D vio inibir a sintese de PTH®’.

O doseamento da PTH no soro ¢ util no diagnodstico diferencial de hipercalcemia e
hipocalcemia, bem como na avaliagdo da funcdo das glandulas paratiroides em patologias
dsseas e na insuficiéncia renal®.

A determinacao da PTH ¢ feita através de um imunoensaio do tipo sanduiche efetuado
em dois locais com detecio por eletroquimiluminescéncia direta’®.

3.10.4. Vitamina D

A vitamina D ¢ uma hormona esteroide que tem como fun¢do estimular a absor¢ao de
calcio e fosforo no intestino delgado, e desempenha fungdes importantes na mineralizagao
Ossea. A sua origem provém de duas fontes: sintese endogena na pele que origina vitamina
D3 ou proveniente da alimentagdo (fonte exdgena). Ambas as formas sdo convertidas em
25-hidroxivitamina D no figado e s6 no rim sofrem uma segunda hidroxilagao originado
o metabolito ativo, 1,25-dihidroxivitamina D. Para a determina¢ao dos niveis séricos de
vitamina D, ndo ¢ usada a forma ativa da hormona, mas sim a sua precursora, a 25-
hidroxivitamina D. Isto deve-se ao facto de a 1,25-dihidroxivitamina D ter um tempo de
meia-vida muito curto no sangue e os seus niveis serem altamente regulados pela PTH,
calcio e fosfato, ou seja, mesmo em casos severos de deficiéncia de vitamina D, os seus
niveis nunca se alteraram significativamente. Assim, o uso de 25-hidroxivitamina D ¢ um
indicador mais fidedigno da quantidade de vitamina D obtida através da ingestdo
alimentar e da exposi¢do a luz solar, assim como da vitamina D que sera convertida na
forma ativa®’.

O doseamento da vitamina D tem como objetivo determinar o estado nutricional desta
hormona. Concentracdes de vitamina D entre 30 e 100 ng/mL sdo consideradas como
niveis suficientes, concentragdes entre 20 ¢ 30 ng/mL sdo indicadoras de insuficiéncia de
vitamina D, e concentracdes inferiores a 20 ng/mL sdo consideradas como uma
deficiéncia em vitamina D®.

O doseamento de 25-hidroxivitamina D ¢ feito por um imunoensaio do tipo competitivo
por quimiluminescéncia, no qual a quantidade de luz detetada sera inversamente
proporcional & quantidade de vitamina D na amostra®”.

3.11. Marcadores de Anemia

A anemia ¢ definida como uma redugdo do conteudo de hemoglobina no sangue. O seu
diagnostico ¢ feito através do uso de um contador hematoldgico que permite obter a
contagem de eritrocitos, concentragdo de hemoglobina, hematocrito, os indices
eritrocitarios e a contagem de plaquetas e globulos brancos. Contudo, para auxiliar na
determinagdo etioldgica da anemia podem ser realizados outros testes laboratoriais.
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Dentro da quimica analitica podem ser determinados parametros relacionados com o
metabolismo do ferro (ferro total sérico, transferrina, ferritina sérica, capacidade total de
fixagcdo do ferro) no caso de anemias microciticas, mas também podem ser doseados os
teores de acido félico e vitamina B, para auxiliar no estudo de anemias macrociticas®.

3.11.1. Ferro

O ferro ¢ um elemento essencial ao organismo. Participa em varios processos tais como,
reacdes de oxidacao-reducao na cadeia transportadora de eletrdes e é necessario a sintese
de proteinas transportadoras de oxigénio, nomeadamente a hemoglobina e a mioglobina.
O ferro ¢ obtido através da alimentagdo, sobretudo na forma férrica (Fe*"), sendo
posteriormente absorvido no intestino na sua forma ferrosa (Fe?"). No plasma o ferro é
transportado ligado a transferrina na forma férrica, sendo preferencialmente direcionado
para a medula 6ssea para a producao de eritrocitos. Todo o ferro que ndo € necessario no
imediato € armazenado sob a forma de ferritina e hemossiderina. A ferritina constitui as
reservas de ferro no organismo que sdo rapidamente mobilizdveis, enquanto a
hemossiderina sdo as reservas que sdo lentamente mobilizdveis. A regulacdo das
concentracdes de ferro ¢ feita através do controlo das quantidades de ferro que sao
absorvidas no intestino, sendo tal dependente das reservas existentes no organismo, assim
como da atividade eritropoética®’-’,

r

A determinacao do ferro total sérico ¢ utilizada para o estudo de alteragdes do
metabolismo do ferro, em particular permite auxiliar no diagnostico diferencial e
monitorizagdo de anemias. Valores diminuidos de ferro podem ser causados por um baixo
aporte de ferro na dieta, uma absorcao deficiente, por perdas como hemorragias e
menstruacao, e também por patologias inflamatérias cronicas. Valores séricos totais de
ferro aumentados tém origem em patologias como a hemocromatose ou patologias
hepaticas®’-¢0.

Para o doseamento de ferro, este ¢ primeiramente desagregado da transferrina em meio
acido, levando a sua reducao para a forma ferrosa. O ferro ferroso ¢ depois complexado
a ferrozina, produzindo um croméforo colorido que absorve a 571 nm®'.

3.11.2. Ferritina

A ferritina é constituida por uma proteina, a apoferritna, e moléculas de Fe** que se ligam
a ela. A sua funcdo ¢ de armazenamento do ferro no organismo. Esta proteina existe em
varias células do corpo, com maior relevancia nas células do sistema reticuloendotelial,
mas também, no bago, medula 6ssea e figado. A ferritina armazena o excesso de ferro
intracelular, permitindo que face a uma situacdo aguda da necessidade de ferro, este seja
prontamente mobilizavel. A concentracdo sérica de ferritina reflete o estado das reservas
de ferro do organismo. Por isso, ¢ utlizada como marcador sensivel de deficiéncia em
ferro. Em conjunto com os outros marcadores de avaliagdo do metabolismo do ferro
permite diferenciar casos de anemias ferropénicas de anemias das doengas cronicas, como
também de anemias causadas por talassémias ou hemocromatose®*°,

O doseamento da ferritina ¢ feito por meio de um imunoensaio tipo sanduiche com
dete¢do por quimiluminescéncia direta®.
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3.11.3. Transferrina

A transferrina ¢ uma glicoproteina, produzida no figado, constituida por apotransferrina
e Fe**. A sua principal fungdo é transportar o ferro no sangue, fazendo-o chegar as células
que possuem recetores da transferrina nas suas membranas, como os eritroblastos na
medula 6ssea. No estado fisioldgico encontra-se saturada a mais ou menos 30%. O seu
doseamento representa a capacidade latente de fixacdo do ferro. Os seus niveis estdo
elevados em situacdes de deficiéncia de ferro, gravidez e hepatites. Os niveis reduzidos
de transferrina verificam-se em situagdes de inflamagdo aguda (proteina de fase aguda
negativa), doencga hepatica cronica e hemocromatose®®.

O seu doseamento ¢ feito por um método imunotubidimétrico reforgado com PEG. A
amostra reage com um antissoro especifico para formar um precipitado que pode ser
medido de forma turbidimétrica a 340/596 nm®.

3.11.4. Capacidade total de fixacao do ferro (TIBC)

Capacidade total de fixa¢do do ferro consiste na soma da concentracdo de ferro sérico
(transferrina saturada) com a capacidade latente de fixacao do ferro (transferrina nao
saturada). Este parametro permite avaliar a capacidade da transferrina se ligar ao ferro,
permitindo distinguir anemias ferropénicas de anemias das doengas cronicas. No caso de
anemia ferropénica o TIBC encontra-se aumentado, pois a quantidade de ferro ¢ baixa
para a quantidade de transferrina disponivel, enquanto na anemia das doengas cronicas o
TIBC é menor. Em situagoes de excesso de ferro como a hemocromatose, o TIBC também
esta diminuido®.

Para se determinar o TIBC ¢ utilizado um método sequencial monitorizado
espetrofotometricamente. No primeiro passo ¢ medido o ferro presente no soro por meio
da formagdo de um complexo colorido com Chromazurol B, em pH 4cido. No segundo
passo ¢ medido a transferrina, o pH da reacdo aumenta e a transferrina livre liga-se ao
ferro dissociando-o do complexo anteriormente formado. A redugdo da absorvancia do
complexo colorido é diretamente proporcional a TIBC®.

3.11.5. Vitamina B

A vitamina Bi2 ou cianocobalamina ¢ obtida através da dieta exclusivamente a partir do
consumo de produtos de origem animal. Para que seja absorvida no intestino, esta
necessita de se ligar a proteina fator intrinseco que € produzida pelas células parietais do
estdmago. Uma vez chegado ao ileo, o complexo fator intrinseco-vitamina B1> liga-se a
recetores especificos e passa para o sangue portal. Na corrente sanguinea, a vitamina B,
¢ transportada pela proteina transcobolamina, levando-a para as células da medula ossea,
nomeadamente os eritroblastos. O excesso de Vitamina Bi, ¢ armazenado no figado. A
vitamina Bj, funciona como cofator a vdarias enzimas, em particular nas enzimas
metionina sintase e metilmalonil-CoA mutase. Desempenha um papel indireto na sintese
do DNA por meio da conversdo de metil-THF em THF, que é o substrato para a sintese
5,10-metileno tetrahidropoliglutamato. Esta ultima coenzima esta envolvida na sintese de
timidina, que ¢ usada na sintese de DNA %,
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A deficiéncia em vitamina Bi> esta associada a ao estabelecimento de uma anemia
macrocitica megalobléstica. Tendo como causas subjacentes, uma absor¢ao diminuida,
principalmente devida a uma producao deficiente de fator intrinseco (anemia perniciosa),
mas também outras patologias de ma absor¢do intestinal ou mesmo uma ingestdo
insuficiente da vitamina podem causar uma deficiéncia em vitamina B1,%.

Para dosear a vitmanina B2 é usado um imunoensaio competitivo com detecdo por
quimioluminescéncia. Existindo uma relacdo inversa entre a quantidade de vitamina B12
na amostra e quantidade de sinal emitido®®.

3.11.6. Folatos (acido folico)

Os folatos ¢ o termo genérico atribuido a um conjunto de compostos que englobam o
acido folico e os seus derivados, sendo que as formas metabolicamente ativas sdo o acido
dihidrofélico (DHF) e o 4cido tetrahidrofélico (THF), com derivados metil e metileno.
Os folatos sdo obtidos através da alimentagdo na forma de poliglutamatos e sdo
absorvidos ao nivel do jejuno, onde sdo cindidos em monoglutamatos passando para a
corrente sanguinea na forma de metil-THF. Os folatos funcionam como coenzimas ou co-
substratos envolvidos em reagdes de transferéncia de grupos metilo, necessarios para a
sintese de 4cidos nucleicos e o metabolismo de aminoacidos. Em particular, o metil-THF
¢ dador de grupos metilo para a conversao de homocisteina em metionina, nesta reagao
também intervém a vitamina B1,. Os folatos sdo também necessarios para a metilagao de
dTMP, que ¢ um precursor do nucledtido de timidina e constitui um dos quatros
precursores necessarios a sintese de DNA. Assim, uma deficiéncia em folatos vai
comprometer a sintese de DNA que é fundamental para a normal divisio celular’-%.

Em semelhanca ao que acontecia com a vitamina Bi», uma deficiéncia em folatos vai
causar o estabelecimento de uma anemia macrocitica ou megalobléstica. A deficiéncia em
folatos pode ser causada por uma ingestao insuficiente, ma absor¢ao ou ainda, a uma
necessidade acrescida como no caso da gravidez®.

O doseamento dos folatos ¢ feito por um imunoensaio competitivo com dete¢ao por
quimioluminescéncia. Existindo uma relagdao inversa entre a quantidade de folatos na
amostra e quantidade de sinal emitido®’.

3.12. Marcadores Tumorais

Os marcadores tumorais sao moléculas que funcionam como indicadores bioquimicos
mensuraveis da presenga de um tumor. Estas moléculas podem ser produzidas pelas
proprias células tumorais, ou serem produzidas em resposta ao tumor pelas células nao
tumorais. Os marcadores tumorais englobam varios tipos de moléculas, que podem ser
enzimas, hormonas, antigénios oncofetais, glicoproteinas, proteinas, recetores, entre
outros®7-68,

Idealmente, um marcador tumoral deveria ser especifico para um tipo de cancro, estar
ausente num individuo saudével e ser sensivel o suficiente para permitir detetar tumores
ainda nas fases iniciais, permitindo obter um diagndstico mais precoce. Contudo, a grande
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maioria destes marcadores sdo pouco especificos, uma vez que muitos sdo produzidos
tanto em células normais como em cé¢lulas cancerigenas. Além disso, os marcadores
tumorais muitas vezes nao sao detetaveis em estadios iniciais do cancro e alguns destes
podem ser detetados em mais do que um tipo de cancro. Posto isto, a utilidade do
doseamento de marcadores tumorais ¢ mais na Otica da avaliagdo e progressdo da

neoplasia apos o tratamento, ou como indicador de prognoéstico ou de recidivas

6,7,68

Na tabela 3, estdo explicitados os diferentes marcadores que sdo doseados no laboratorio
Affidea, com excec¢ao do PSA, que irei falar em maior detalhe. Sao apresentadas as suas
caracteristicas principais e a sua utilidade clinica.

Marcador Tumoral

a-Fetoproteina

CA15.3

CA19.9

CEA (antigénio
carcinoenbrionario)

CA 125

3.12.1.

Tabela 3. Marcadores tumorais

Caracteristicas
Glicoproteina estruturalmente
semelhante a  albumina. E

produzida durante

(o)

desenvolvimento embrionario pelo

saco vitelino e posteriormente pel
figado fetal

Glicoproteina de superficie celular

pertencente ao grupo das mucinas

Glicoproteina de superficie

(o)

Glicoproteina de superficie
pertencente a  familia  das
imunoglobulinas

Glicoproteina de superficie celular

pertencente ao grupo das mucinas

Especifico da Prostata (fPSA)

Utilidade Clinica

Marcador de prognostico e
monitorizagdo da terapéutica do
carcinoma hepatocelular

Marcador de monitorizacdo do
tratamento e da progressao do
carcinoma da mama metastico
Marcador de monitorizagdo ¢
determinagdo do progndstico do
carcinoma do pancreas e outros
carcinomas gastrointestinais
(colorretal e gastrico)

Marcador de monitorizagdo pos-
tratamento do carcinoma
colorretal e monitorizagdo de
carcinomas da mama, pulmao e
gastrointestinais.

Marcador de monitorizagao da
resposta ao tratamento e detegdo
de recidivas do carcinoma do
ovario.

Antigénio Especifico da Prostata (PSA) e Antigénio Livre

O antigénio especifico da prostata (PSA) ¢ uma glicoproteina produzida exclusivamente
pelas células epiteliais dos 4cinos e ductos da glandula da préstata. E uma protease serina
que tem como funcdo regular a viscosidade do liquido seminal, dissolvendo o muco
cervical. Em individuos saudaveis sdo detetaveis niveis séricos baixos desta proteina. O
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PSA existe em circulagdo sob duas formas: na forma livre (PSA livre) e na forma
complexada a proteinas como a o.1-antitripsina e a a.2-macroglobulina®’.

Os niveis elevados de PSA podem ser detetados no cancro da prdstata, mas também
noutras patologias benignas como prostatite, hipertrofia benigna da préstata e na idade
avancada. Deste modo, ¢ importante distinguir valores elevados PSA que sdo causados
por condi¢des benignas, daqueles que tem origem numa neoplasia. Para tal é recorre-se a
determinagdo do PSA livre e do PSA total. Quando os valores de PSA total se encontram
dentro de intervalo de 4 — 10 pug/L, designada de zona cinzenta, deve-se determinar o PSA
livre, para que se calcule a razdo PSA livre/PSA total. O que acontece ¢ que, no caso de
a elevacdo ser causada por uma neoplasia a existe mais PSA na forma complexada, e
menos PSA na forma livre, quando comparado com uma hiperplasia benigna da
prostata®’.

Para a detecdo de ambos o PSA livre e PSA total ¢ utilizado um imunoensaio do tipo
sanduiche com dete¢do por quimiluminescéncia®®™.

3.13. Sorologia Infeciosa

A sorologia infeciosa consiste na determinagdo quantitativa e qualitativa de anticorpos
especificos (IgG e IgM) que sdo desenvolvidos pelo organismo em resposta a um agente
patogénico. Consiste numa abordagem indireta de fazer o diagnostico a diferentes
infecdes causadas por virus, bactérias e parasitas. Para além da determinagdo de
anticoprpos podem também ser determinados antigénios especificos dos agentes
infeciosos. A vantagem de utilizar esta metodologia prende-se com o facto de varios
agentes patogénicos serem de crescimento dificil em meio de cultura, nomeadamente
virus ou até mesmo bactérias como o Treponema pallidum.

No laboratorio Affidea sao realizados sorologias para os seguintes microrganismos: Virus
Hepatite A, B e C, Toxoplasma gondii, Virus da Rubéola, Citomegalovirus (CMV), Virus
Epstein-Barr (EBV), HIV e Treponema pallidum. Os ensaios sao realizados no Atellica®
IM 1600, com exce¢do do Virus Epstein-Barr e das repeti¢des de resultados duvidosos e
confirmacdo de alguns testes, que sdo realizados no aparelho VIDAS®.

3.13.1. Virus da Hepatite B

O Virus da Hepatite B (HBV) ¢ um dos principais agentes causadores de hepatites virais.
E transmitido por contacto direto com sangue, contacto sexual e por verticalmente de mae
para o feto. Possui tropismo para os hepatdcitos e induz uma inflamagao aguda deste
6rgdo, que em cerca de 90-95% dos casos leva a uma convalescenca e cura com
imunidade protetora. Contudo, cerca de 5% das infeg¢des primarias podem evoluir para
uma infe¢do cronica, com replicagdo viral persistente por mais de 6 meses. Nestes casos
a uma probabilidade acrescida do desenvolvimento de cirrose e carcinoma
hepatocelular’’.
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No diagnostico de uma infecdo por HBV devem ser detetados os seguintes antigénios e
anticorpos: antigénio HBs, antigénio HBe, anticorpo anti-HBS, anticorpo anti-HBc IgM
e IgG e anticorpo anti-HBe. Através da combinacdo destes marcadores serologicos ¢
possivel identificar as diferentes fases da infecdo por HBV, como se pode observar na
tabela 4.

Tabela 4. Interpretacdo dos marcadores serologicos do HBV. Adaptado de (71)

HBsAg HBeAg  Anti- Anti- Anti- Anti- Interpretacao
HBc HBc HBe HBs
total IgM

+ +/- - - = - Fase de incubacdo

+ + + + - - Fase aguda da infecéo
Periodo de “janela” ou

- - + - +/- - anti-HBs com titulo
baixo; ou falso
positivo.

- - + - +/- + Imunidade apos
infe¢do pelo HBV
Infecdo cronica

+ + L - - - portador com alta
infecciosidade
Infecao cronica

+ - + - + - portador assintomatico
com baixa
infecciosidade

- - - = = + Imunidade apoés
vacinagao

- - - - - - Sem contacto prévio

3.13.2.  Virus da imunodeficiéncia humana (HIV)

O HIV ¢ um retrovirus pertencente ao género Lentivirus, sao reconhecidas duas espécies
o HIV-1 e o HIV-2. Sao transmitidos por contacto sexual, contacto direto com sangue e
verticalmente de mae para o feto. Possuem tropismo para linfocitos, mondcitos e células
dendriticas, causando a sindrome de imunodeficiéncia adquirida (SIDA) que se
caracteriza por uma deplecdo de linfocitos T CD4+"!.

No diagnodstico do HIV, no laboratorio Affidea ¢ utlizado um teste de rastreio de 4*
geracdo que combina a detecdo em simultdneo de anticorpos anti-HIV-1 e anti-HIV-2 e
do antigénio p24. A detegdo destes ¢ feita usando um imunoensaio tipo sanduiche por
quimiluminescéncia, no qual os anticorpos sdo detetados por ligagdo a antigénios
biotinilados dos virus HIV-1 e HIV-2, e o antigénio p24 presente na amostra, ¢ detetado
por ligacdo a anticorpos anti-p24. Este ensaio permite reduzir o tempo ap6s a infecdo
inicial durante o qual ndo ha resultados positivos, uma vez que os anticorpos so atingem
niveis detetaveis 4 semanas ap0s a infe¢do. Contudo, o antigénio p24 ¢ detetdvel mais ou
menos 2 a 3 semanas ap6s a infe¢do’?. No laboratério, caso haja um resultado positivo
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este ¢ confirmado pelo ensaio realizado no aparelho VIDAS. Uma vez confirmado, ¢
pedida uma repeticao de colheita, e é a partir desta que se vai realizar o teste confirmatorio
do HIV, Bio-Rad Geenius™ HIV 1/2 Confirmatory Assay. Este teste ¢ um teste
imunocromatografico que permite diferenciar os anticorpos individuais para o HIV-1 e
HIV-2". E constituido por seis bandas que correspondem a diferentes proteinas
constituintes dos virus HIV:

e Banda 1: gp36 (glicoproteina do involucro do HIV-2)

e Banda 2: gp140 (glicoproteina do invélucro do HIV-2)

e Banda 3: p31 (polimerase HIV-1)

e Banda 4: gp160 (involucro HIV-1)

e Banda 5: p24 (proteina da cépside do HIV-1)

e Banda 6: gp41 (glicoproteina do involucro do HIV-, Grupo M e O)
e Banda 7: proteina A (banda de controlo)

A interpretacao dos resultados ¢ feita de acordo com o aparecimento das bandas, como se
pode observar nas tabelas 5 e 6.

Tabela 5. Critérios de interpretacdo para o HIV-1. Adaptado de: (73)

Interpretaciao Critérios BioRad
Quaisquer 2 bandas das 4 linhas de teste
Positivo de HIV-1 com pelo menos 1 ENV - gp160
(Banda 4) ou gp41 (Banda 6)
Negativo Auséncia de bandas
S6 um abanda ENV (Banda 4 ou 6)
Indeterminado S6 uma banda GAG (Banda 5)
S6 uma banda POL (Banda 3)
Uma banda GAG e uma banda POL
(Bandas 5 ¢ 3)

Tabela 6. Critérios de interpretagao para o HIV-2. Adaptado de: (73)

Interpretacio Critérios BioRad
Positivo As duas do HIV-2 tem de estar presentes
gp36 (Banda 1) e gp140 (Banda 2)
Negativo Auséncia de bandas
Indeterminado Apenas a banda 1 esta presente

Apenas a banda 2 esta presente

3.13.3. Toxoplasmose, Rubéola e Citomegalovirus — Grupo
TORCH

O grupo TORCH representa um grupo de agentes patogénicos que conseguem atravessar
a barreira placentdria e causarem infecdes congénitas, levando muitas vezes a
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consequéncias graves para o feto. Deste grupo incluem-se agentes como Toxoplasma
gondii, virus da rubéola, citomegalovirus (CMV), o virus herpes simplex e outros agentes
como a Treponema palliidum ou HIV. Deste modo, torna-se fundamental rastrear a
mulher gravida para possiveis primo-infe¢cdes por estes agentes, uma vez que € nestes
casos que ocorre a transmissdo vertical .

O Toxoplasma gondii ¢ um parasita protozoario intracelular obrigatério. O seu hospedeiro
principal é o gato e ¢é transmitido aos humanos principalmente pela ingestao de alimentos
ou agua contaminados com fezes de gato que contém esporozoitos. A toxoplasmose ¢é
frequentemente uma infe¢do assintomadtica ou com sintomas ligeiros, no entanto, ¢ no
contexto de individuos imunodeprimidos ou em mulheres gravidas, que a infecao pode
ser mais grave. Se durante a gravidez a mulher for infetada pela primeira vez pelo
Toxplasma gondii, hd um risco de haver uma infe¢do congénita. Como consequéncias
desta infecdo, podem ocorrer alteragdes e lesdes fetais que podem levar ao aborto, a um
parto prematuro e recém-nascidos com anomalias graves como microcefalias.

O virus da rubéola ¢ transmitido por goticulas de saliva e secre¢cdes nasofaringeas sendo
esta infecdo muito comum ocorrer em idades na faixa do pré-escolar. Origina infegoes
autolimitadas sem sintomatologia ou pode originar uma erup¢ao maculo-papulosa na face
caracteristica, acompanhada de febre moderada e linfoadenopatia. De igual modo ao que
acontece na toxoplasmose, as primoinfecdes durante a gravidez, em especial durante o 1°
trimestre, podem ser transmitidas verticalmente por via placentdria, provocando
complicagdes graves no feto. No caso de uma reinfeg¢do, raramente estd associado o perigo
de transmissdo vertical’’.

O citomegalovirus (CMV) ¢ um virus pertencente a familia dos Herpesviridae. Causa
infe¢des benigna, assintomaticas ou com uma sindrome mononucledsica, ficando depois
latente em células como mondcitos e macréfagos, podendo ocasionar reativacdes. Na
mulher gravida, o CMV ¢ o principal agente viral que causa infecdes congénitas, sendo
que uma infe¢do primdria na gravidez resulta numa probabilidade de 40% de o feto ser
infetado e 10% de probabilidade de se desenvolverem anomalias no recém-nascido’".

O diagnostico pré-natal de infegdes por estes agentes € imperioso na mulher gravida. Para
tal sdo determinados os anticorpos da classe IgM e IgG especificos para cada um destes
microrganismos (anti-toxoplasma, anti-rubéola e anti-CMV). O objetivo deste rastreio ¢
poder diferenciar situagdes de primo-infe¢ao de situagdes de reinfe¢do, uma vez que ¢
durante a primoinfecdo que se dé a transmissdo vertical. Numa reinfe¢do, a gestante ja
possui imunidade protetora como sendo as IgG especificas. Na figura 8 estd explicitada a
interpretagao resumida dos resultados para estas trés infegoes.
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IgM IgG especificas

Toxoplasmose,
Rubéola e CMV

IgG - IgG + IgG - 1gG +
IgM- IgM - IgM + IgM +
Sem evidéncia Provavel infegdo Possivel infecdo Possivelinfegao
seroldgica de passada ou aguda ou falso agudaou
contacto com o vacinagéo no caso da positivo para IgM reinfecéo/reativagéo
agente patogénico rubeola
Repetir com nova Determinagao da
amostra apos 3 avidez das IgGs
semanas

Figura 8. Interpretagdo dos resultados da serologia para Toxoplasmose, Rubéola e CMV

Os métodos usados para determinar a anticoprpos IgM e IgG para estes agentes sdo
imunoensaios tipo sanduiche com dete¢ao por quimioluminescencia. No laboratério
Affidea, caso o resultado dos ensaios de determinacao das IgM der reativo, ¢ feita a
confirmagao no aparelho VIDAS. No caso da toxolasmose ¢ ainda feito um ensaio para
avaliar a avidez das IgGs, que utiliza a ureia como agente dissociador da ligagao
anticorpo-antigénio. Neste ensaio ¢ medida a forca de ligagao das IgGs ao seu antigénio,
sendo que IgGs com alta avidez sdo encontradas em infecoes com mais de 4 meses, por
outro lado IgGs de baixa avidez sdo caracteristicas de infe¢cdes mais recentes (com menos
de 4 meses).

3.13.4. Sifilis

A sifilis ¢ uma doenga causada pela bactéria Treponema pallidum. E transmitida por via
sexual, sanguinea e vertical. A sifilis se ndo for devidamente tratada pode durar varios
anos e apresenta diferentes etapas com apresentacdes clinicas distintas. A sifilis precoce
engloba a sifilis primadria, a sifilis secundaria e a sifilis latente precoce, sendo que ¢ nestas
fases em que se da a transmissdao da bactéria. A sifilis tardia consiste na sifilis latente
tardia e sifilis terciaria (neurossifilis, cardiossifilis e goma), nesta fase ja ndo ocorre

transmissdo’.

A bactéria Treponema pallidum tem a particularidade de ndo crescer em meios de cultura,
e de apenas ser observavel ao microscopio 6tico em microscopia de campo escuro ou
recorrendo a coloracdes com fluorescéncia. Assim, o diagnostico da sifilis € feito
maioritariamente recorrendo a testes serologicos de detecdo de anticorpos. Sao usadas
duas técnicas principais para o diagndstico da sifilis: testes ndo treponémicos e testes
treponémicos. Os testes ndo treponémicos medem os anticorpos IgM e IgG que se
desenvolvem quando as células infetadas libertam material lipidico durante os estadios
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iniciais da doenca (também denominados de anticorpos anti-reaginas). Os testes mais
comummente usados sdo o VDRL (Venereal Diseases Research Laboratory) e o RPR (
Rapid Plasma Reagin). S3o métodos de screening e também como forma de
monitorizagdo da terapéutica, uma vez que, se esta for bem-sucedida, os testes revertem
para resultados ndo reativos. Um resultado positivo nestes testes deve ser confirmado com
um teste treponémico, pois pode haver falsos positivos com outras situagdes como
doencas autoimunes, gravidez ou apds uma vacinagio’>.

No laboratério Affidea ¢ usado o método RPR. Neste método ¢ usado um reagente de
particulas de carvao vegetal revestidas com um complexo lipidico, cardiolipina, lectina e
colesterol, que ¢ adicionado ao soro dos pacientes. Caso dé um resultado positivo observa-
se aglutinacao das particulas. Este ¢ um método semi-quantitativo, uma vez que permite
por meio de dilui¢des seriadas obter o titulo de anticorpos, como se pode observar na
figura 9. O titulo dos anticorpos corresponde ao inverso da menor diluicdo em que se
verifica aglutinacao.

Figura 9. Resultado da diluicdo do RPR (positivo até 1/32)

Os testes treponémicos detetam anticorpos especificos anti-Treponema pallidum. Estes
testes sdo mais sensiveis e especificos quando comparados aos testes ndo treponémicos.
Sao utilizados para a detecdo da sifilis precoce, uma vez que positivam antes dos testes
ndo treponémicos, mas ndo sdo bons métodos para avaliacdo da terapia uma vez que os
anticorpos anti-Treponema pallidum vai ser sempre positivos durante a vida toda’.

No laboratdrio Affidea sdo usados dois testes treponémicos. O primeiro € o teste Syph
que ¢ feito nos Atellica IM, que consiste num teste qualitativo, imunoensaio direto tipo
sanduiche com detecdo por quimiluminescéncia’®. O segundo é o TPHA (Treponema
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pallidum hemaglutination assay) que usa eritrocitos revestidos com antigénios do
Treponema pallidum e ao regirem com o soro de doentes infetados formam uma
aglutinacdo. Permite que se determine o titulo de anticorpos anti- Treponema pallidum
por meio de dilui¢des seriadas, como se pode observar na figura 10.

Figura 10. Resultados Teste de TPHA

3.14. Radioimunoensaio (RIA)

O radioimunoensaio ¢ técnica, que utiliza isétopos radioativos, principalmente o '*I,

como marcadores, para a medi¢ao quantitativa de varios analitos. A principal vantagem
das técnicas de RIA tem que ver com a sua elevada sensibilidade, uma vez que as
interacdes antigénio-anticorpo que ocorrem nestes imunoensaios sao muito especificas, o
que permite determinar baixas concentragdes de analitos®’. No laboratério Affidea é
usada a técnica de RIA para dosear os parametros apresentados na tabela 7.

Tabela 7. Parametros determinados por RIA e amostras utilizadas

Parametro Amostra
Renina Plasma EDTA
Aldosterona Soro e urina
Testosterona Livre Soro
17a-Hidroxiprogesterona Soro
Androstenediona Soro

E usado um imunoensaio competitivo, para dosear a aldosterona, testosterona livre, 170-
hidroxiprogesterona e androstenediona. Dois antigénios, um marcado com o isdtopo
radioativo (fracer) e outor ndo marcado (amostra) competem para a ligagdo com um
anticorpo especifico que reveste o tubo onde ocorre a reagdo. Apds a lavagem que elimina
as ligagdes ndo especificas, ¢ medida a radiagdo gamma usando um contador de radiagao
gamma, 0 GAMMA-CI12. O valor de radiagdo obtido ¢ inversamente proporcional a
concentracdo do analito na amostra. Para a determinagdo da renina ¢ usado um
imunoensaio tipo sanduiche e, portanto, a radia¢cdo medida ¢ diretamente proporcional a
quantidade de renina na amostra. Para converter as medi¢des de radiacdo em
concentracdes, sao utlizados calibradores com concentragdes conhecidas e crescentes
para se construir uma curva de calibragdo, para cada um dos analitos medidos’”*°.
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3.15. Testes Rapidos Imunocromatograficos

3.15.1. TIG — Teste Imunologico da Gravidez

E utilizado um dispositivo de testagem rapida de imunoensaio cromatografico para a
detegdo qualitativa da gonodotrofina coridnica humana (hCG) a partir de uma amostra de
urina, para auxiliar na dete¢do precoce da gravidez. A hCG ¢é uma glicoproteina produzida
pelos sinciotrofoblastos da placenta que ¢ detetada normalmente tanto no soro como na
urina uma semana ap0s a fertilizagdo. E um importante marcador na detegio da gravidez,
uma vez que s6 no primeiro trimestre os niveis de hCG no soro e urina aumentam
exponencialmente®!. Este teste utiliza dois anticorpos monoclonais para detetar os niveis
de hCG na urina, um encontra-se no pog¢o da cassete conjugado com ouro coloidal de cor
bord6 e outro encontra-se impregnado na linha de teste. Na linha de controlo, esta
presente um anticopor anti-IgG. A amostra ao migrar por capilaridade ao longo da
membrana reage com o conjugado positivo. Amostras positivas reagem com o anticorpo
especifico de hCG para formar uma linha colorida na zona de linha de teste da membrana.
A auséncia desta linha significa um resultado negativo. Devera aparecer sempre uma linha
colorida na zona de controlo, indicando que o teste ¢ valido e foi adicionado volume
suficiente.

3.15.2. Testes de detecdo de drogas na urina

Os testes de detecao de drogas consistem em ensaios imunocromatograficos do tipo
competitivo que permitem a determinacao qualitativa de variadas drogas e metabolitos de
drogas a partir de amostras de urina. Ao contrario do que acontece com os testes
imunologicos de gravidez, num resultado positivo para uma droga nao aparece a linha de
teste na cassete, uma vez que a droga presente na amostra se liga aos anticorpos presentes
na zona de imersao do teste, saturando todos os locais de ligagdo dos anticorpos,
impedindo que estes se liguem a droga alvo impregnada na zona de linha de teste. No
caso, de amostra ndo ter a droga em estudo, os anticorpos conjugados com particulas de
ouro estao livres e ligam-se a droga alvo impregnada e aparece uma linha vermelha na
zona de linha de teste da cassete®?. Vérias drogas sdo analisadas no Laboratorio Affidea,
sendo que o teste mais frequente ¢ a detegao de canabindides (THC), dos opiaceos (MOR
- mais especificamente da morfina) e da cocaina (COC) (Figura 11).
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Figura 11. Cassete de detegdo simultidnea de canabinoides (THC), dos opiaceos (MOR - mais
especificamente da morfina) e da cocaina (COC).

3.16. Testes de aglutinacao

No laboratdrio Affidea séo realizados varios testes de aglutinacdo em cards que permitem
detetar rapidamente a presenca de diferentes tipos de anticorpos que sdo desenvolvidos
face a infe¢Ges bacterianas, virais ou até mesmo em casos de doengas autoimunes. Os
testes realizados séo os seguintes: Monoteste, teste L.E.S. latéx, teste Waller-Rose, teste
Widal, teste de Weil-Felix e o teste de Rosa de Bengala. Nas proximas seccgoes irei
destacar alguns destes testes, que correspondem aos que tive oportunidade de ver fazer
com mais frequéncia.

3.16.1. Monoteste (Teste de Paul Bunnell)

O Monoteste consiste num teste rapido de aglutinacdo para a detecdo de anticorpos
heterdfilos a partir de uma amostra de soro. A producdo de anticorpos heterofilos esta
associada a mononucleose infeciosa e resulta de ativacdo ndo especifica das células B
pelo virus Epstein-Barr que conduz a producdo de anticorpos, maioritariamente IgM que
reagem com antigénios presentes em eritrocitos de varias espécies. Os anticorpos
heterdfilos aparecem, normalmente, na mesma altura em que surgem os sintomas e podem
permanecer detetaveis durante varios meses. Sdo utilizados como indicador de infecdo
pelo virus Epstein-Barr, no entanto, sdo muito pouco especificos havendo frequentemente
reacOes falsamente positivas e negativas. Uma reacdo positiva deve ser sempre
confirmada com o esfregaco de sangue periférico e contagem de células (especialmente
o numero de linfocitos) e também olhar para o perfil das transaminases que costumam
estar elevadas na mononucleose’ .

O Monoteste consiste num reagente de particulas de latex revestidas com glicoproteinas
parcialmente purificadas de glébulos vermelhos bovinos, que é adicionado ao soro do
paciente. Numa reacdo positiva ocorre aglutinacdo (Figura 12), enquanto a auséncia de
aglutinacéo informa a inexisténcia destes anticorpos na amostra®3,
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Figura 12. Monoteste reagao positiva (com aglutinagio).

3.16.2. Teste Waller-Rose

Teste Waller-Rose é um teste de aglutinacdo usado para a determinacdo qualitativa e
semi-quantitativa do fator reumatoide a partir de amostras de soro. O fator reumatoide
séo auto-anticorpos, normalmente IgMs, que séo polireativos as regides Fc de 1gGs. Estes
auto-anticorpos ligam-se a IgGs circulantes formando imunocomplexos que se podem
depositar nas articulagcbes. Esta presente em doencas autoimunes como a artrite
reumat6ide®.

O teste Waller-Rose consiste na adicdo de um reagente, que contém eritrocitos cobertos
com 1gGs, a amostras de soro. Caso exista fator reumatoide, havera uma reagdo de
aglutinacio®. Os resultados obtidos por este devem estar em concordancia com o teste
do fator reumatoide executado pela cadeia dos Attelicas.

3.16.3. Teste Widal

Teste Widal é um teste de aglutinacdo usado na detecdo qualitativa e semi-quantitativa de
anticorpos associados a infecOes pela bactéria Salmonella spp. Sdo usados quatro
reagentes coloridos que contém diferentes suspensdes de bactérias inativas:

Salmonella typhi O
Salmonella typhi H
Salmonella paratyphi AO
Salmonella paratiphy BO

Estes reagentes sdo misturados a amostra de soro e se houver aglutinagdo com algum dos
reagentes anteriores confirma-se a presenca do respetivo anticorpo, procede-se a
confirmacgdo do resultado por meio de titulacdo dos anticorpos através de dilui¢des
seriadas, que devem ir desde 1/20 até 1/640%". E essencial complementar esta avaliagdo
com outros métodos como a hemocultura ou a coprocultura para a confirmagao destes
resultados.
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3.16.4. Teste Weil-Felix

Teste Weil-Felix ¢ um teste de aglutinacdo para a determinagdo de anticorpos associados
a infe¢des por Rickettsias. As Rickettsias sdo bactérias intracelulares obrigatorias que sao
transmitidas por meio de vetores, em particular pela picada de carragas. As Rickettsias
ndo crescem em meios de cultura artificiais, pelo que o diagnostico destas infeg¢des € feito
através de testes serologicos.

O teste de Weil-Felix baseia-se na particularidade de que certos serotipos de Proteus
produzem reagdes antigénicas cruzadas espécies de rickettsias. Assim, sdo utilizados
antigénios OX de proteus (antigénio OXK, antigénio OX19, antigénio OX2) para detetar
anticorpos anti-rickettsias. Este €, no entanto, um teste de aglutinagdo nado especifico pelo
que pode haver resultados falsamente positivos. Quando um resultado da positivo nalgum
dos antigénios no teste de aglutinacdo, deve ser depois confirmado fazendo uma
determinagdo do titulo de anticorpos, em tubo, através de dilui¢des seriadas, que devem
ir desde 1/20 até 1/640%,

3.17. Analise da Urina Tipo II

A andlise de urina tipo II, também designada de exame sumario da urina, ¢ uma das
analises mais frequentemente realizadas no laboratério. Através desta € possivel obter-se
informacodes clinicas uteis ndo so para a detecao de doencas que afetam o trato urinario,
como também, permite a detegdo de outras doencas sistémicas, em particular, doengas
metabolicas e endocrinas®’.

A analise de urina tipo II compreende trés exames: o exame fisico, a analise quimica e o
exame microscopico do sedimento urindrio. A amostra preferencialmente a ser usada,
deve ser a primeira urina da manha, uma vez que esta ¢ a mais concentrada, assegurando
a detegdo de substancias quimicas ou de elementos figurados que possam nao ser
detetados numa amostra aleatoria, adicionalmente, possibilita a avaliagdo de proteindria
ortostatica®’.

No laboratério Affidea, a analise sumaria da urina ¢ realizada no equipamento Atellica®
1500 Automated Urinalysis System (Figura 13). Este sistema automatizado ¢ composto
por dois analisadores, CLINITEK Novus® que faz a analise quimica da urina e o
Atellica™ UAS 800, que realiza o exame microscopico do sedimento urinario.
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Figura 13. Equipamento Atellica® 1500 Automated Urinalysis System.

No analisador CLINITEK Novus®, para a anélise quimica da urina, sdo usadas tiras-
testes que permitem a avaliagdo de: pH, proteinas, cetona, bilirrubina, sangue, glucose,
esterase leucocitaria, nitritos e urobilinogénio. No exame fisico sdo analisados a cor,
turvagio e a densidade’. Na tabela 8 estdo explicitados os pardmetros analisados no
exame fisico e quimico do sedimento urindrio e o seu respetivo significado clinico.

Tabela 8. Parametros analisados no exame fisico e quimico do sedimento urinrio com o
respetivo significado clinico. Adaptado de: (89).

Parametro Significado clinico
Analise Quimica
- S6 ¢ detetavel na urina quando a
Glucose concentragdo plasmatica ultrapassa o limiar de
reabsorc¢ao renal
- Ha glicostria na diabetes mellitus e na
doenca tubular renal
- Quantidade aumentada de proteinas na urina
Proteinas ¢ indicativa de patologia renal
- Faz-se o doseamento de proteinas urinarias
quando a tira revela um valor > 3g/L
- Um resultado positivo na tira teste indica a
presenca de  eritrocitos  (hematuria),
hemoglobina (hemoglobinuria) ou
Sangue mioglobina (mioglobinuria)
- Associado a patologias de origem renal ou
urogenitais, hemolise intravascular e dano

muscular
- O pH normal da urina ¢ cerca de 5,5 — 6,0
pH - O pH pode estar alterado face ao tipo de

dieta, a presenca de litiase renal, infecdes
bacterianas ¢ em distarbios acido-base

Urobilinogénio - Pigmento biliar presente nas urinas normais
- Valores aumentados sdo observados em
doenca hepatica e doenga hemolitica
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Tabela 8 (cont). Parametros analisados no exame fisico e quimico do sedimento
urinario com o respetivo significado clinico. Adaptado de: (89).

- A sua presen¢a na urina ¢ indicativa de

Bilirrubina possivel obstrugdo do ducto biliar, hepatite e
colestase
- Ausente em urinas de individuos saudaveis

Corpos cetonicos - Aparecem em situagdes de cetoacidose
diabética, jejum prolongado

Nitritos - O seu surgimento na urina ¢ indicativo de

uma possivel infecdo urinaria, ja que algumas
bactérias sdo capazes de reduzir o nitrato a
nitrito

Esterase leucocitaria - Atividade da esterase leucocitaria é usada
como marcador para a detecdo (indireta) de
leucocitos na urina
- O numero elevado de leucdcitos na urina
pode indicar a presenca de uma infegdo
urinaria

Exame Fisico

- Pode variar entre incolor a preto

Cor - Cor amarela devido a presenga do pigmento
urocromo
- Outras variagdes na core podem ser devidas
a presenga de eritrocitos, pigmentos biliares

- Valores de densidade normais entre 1.016 a
Densidade 1.022

- Indica o estado de hidratacdo do individuo,

da capacidade de concentrag@o dos rins

- Refere-se a transparéncia da urina

- Urina ¢ por norma limpida podendo por
Turvacio vezes apresentar turvagdo ndo patologica

causada por células epiteliais de escamagao e

muco

- Turvagdo patologica causada pela presenca

de leucocitos, eritrocitos, bactérias, cristais,

lipidos...

3.17.1. Exame microscopico do sedimento urinario

O exame microscopico do sedimento urinario tem como principal objetivo identificar e
quantificar os componentes insoliveis presentes no sedimento urindrio, que muitas vezes
ndo conseguem ser detetados apenas com o exame fisico-quimico. Neste exame podem
ser observados varios elementos entre os quais células, cristais, cilindros e
microrganismos. A presenga destes elementos ndo implica necessariamente uma situagao
patoldgica, a nio ser que estejam presentes em quantidades elevadas®.
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Com ja foi referido anteriormente, o sedimento urinario ¢ analisado pelo moddulo
Atellica™ UAS 800 permitindo fazer a detegdo de:

e Eritrocitos - quando em numero elevado podem sugerir lesdo renal e do trato
urinario inferior®.

e Leucécitos — em urinas de individuos saudaveis ¢ comum existirem cerca de 5
leucdcitos por campo, sendo que nas mulheres este nimero pode ser ligeiramente
mais elevado. A presenca de piuria ¢ indicativa de infe¢cdo ou inflamagao do trato
urinario®.

e (¢lulas epiteliais de escamagdo — sdo as células mais frequentemente observadas
no sedimento urinario e refletem a descamacdo normal do trato urinario®’.

e (élulas tubulares renais - quando presentes podem ser resultado de necrose
tubular com possibilidade de comprometimento da fungio renal®.

e C(Cristais - formam-se devido a precipitagdo de sais urinarios face a alteragcdes no
pH, temperatura e concentragdo que alteram a sua solubilidade. Na identificagao
do tipo de cristais ¢ importante saber o pH da urina, uma vez que este ¢ que
determina que tipo de cristais ¢ que se formam. Por exemplo, urinas acidas levam
a precipitacao de cristais de acido trico e cristais de urato. Apenas os cristais de
cisteina e leucina sdo inerentemente patologicos quando presentes, os restantes
cristais como oxalato de calcio ou &cido urico possuem apenas significado clinico
quando estdo presentes em quantidades elevadas®’.

e C(Cilindros - sdo os unicos elementos encontrados no sedimento urindrio cuja
origem ¢ exclusivamente renal. Podem ter varias formas, aparéncias e tamanhos,
sendo que os mais comummente encontrados sao os cilindros hialinos, que
consistem essencialmente em proteinas de Tamm-Horsfall. Os cilindros existem
em numero reduzido na urina de individuos saudaveis, porém podem surgir em
elevado numero no caso de doenca renal. A sua formacao aumenta em casos de
pH reduzido, aumento da concentragao idnica na presenca de estase ou obstrugao
do nefrénio e quando a concentracdo de proteinas nos tubulos renais esta

aumentada®’.
e Bactérias
e Fungos
e Espermatozoides
e Muco

Os resultados das quantidades relativas de cada um dos elementos sdo expressos sob a

2 ¢ 2% ¢

forma de: “raros”, “alguns”, “muitos” e “abundantes”.

Antes de serem transcritos para o boletim, os resultados da analise do sedimento urinario
emitidos pelo aparelho tém de ser previamente validados. Nesta validacao a que verificar
se os resultados estdo de acordo com as imagens/fotografias do sedimento. Isto ¢, muitas
vezes o0 equipamento pode identificar incorretamente certos achados microscopicos, para
tal ¢ sempre essencial examinar as imagens do sedimento urinario e confirmar se estao
bem identificadas. Deve-se também olhar para o exame fisico-quimico, de modo a
corroborar o que se observa no sedimento. Por exemplo, no caso de o equipamento
identificar eritrocitos no sedimento urinario, deverd aparecer a presenca de sangue no
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exame quimico, ou no caso de serem observados cristais de fosfato de amonia ou
magnésio, o exame quimico devera revelar que a urina possui um pH alcalino.
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4. Hematologia

A hematologia ¢ a area que se dedica ao estuda do sangue e dos seus constituintes, dos
6rgaos hematopoiéticos, ¢ mecanismos de hemostase. Por meio de varias analises ¢
possivel prevenir, detetar e diagnosticar varias doengas hematoldgicas, assim como
algumas doencas sistémicas que provocam alteragdes nas células sanguineas®’.

No laboratorio Affidea, as analises realizadas na sec¢do de hematologia sdo: o
hemograma, a determinacao da velocidade de sedimentagao (VS), estudo morfoldgico do
sangue periférico, o estudo das hemoglobinopatias, a determinagdo dos niveis de
hemoglobina glicada (HbAlc), a avaliagdio da coagulagio e o estudo da
imunohematologia.

Quanto a disposicdo da seccao da hematologia esta ¢ constituida por varios aparelhos.
Existem trés analisadores hematologicos automaticos, sendo que dois destes sao Yumizen
H2500, que permitem adicionalmente a determinacdo dos parametros do hemograma, a
contagem de reticuldcitos e a contagem plaquetas por densidade otica. O outro analisador
hematolégico ¢ um Yumizen H1500, que estd acoplado ao Yumizen SPS, que ¢ um
aparelho que realiza esfregagos automaticamente. Para a determinagdo da velocidade de
sedimentagdo existem 3 aparelhos Diesse Ves-Matic Cube 30 Touch. Quanto a coagulagao
existem dois analisadores automaticos de hemostase BCS® XP System. Existem dois
equipamentos de HPLC HLC-723G11 (G11) para a determinagao da hemoglobina glicada
e um analisador automatico HLC-723G8 (G8) para a detegao de hemoglobinas anormais.
Por fim, para o estudo da imunohematologia ¢ usado o analisador automatico WA Diana,
Grifols.

Relativamente ao processamento das amostras, estas sdo triadas primeiramente,
conferindo as analises que sdo requisitadas e o seu estado, isto €, se por exemplo existir
algum coagulo no tubo, a amostra ¢ rejeitada e ¢ requisitada uma nova colheita. A ordem
de processamento das amostras ¢ feita de acordo com a ordem de chegada, dando apenas
prioridade a amostras urgentes. Na hematologia sdo usados dois tipos de tubos para a
colha de sangue:

e Sangue total colhido em tubo com K2 EDTA, que ¢ usado para se fazer o
hemograma, a VS, a determinagdo de HbAlc, a eletroforese de hemoglobinas e
para a determinacdo do grupo sanguineo e o teste de Coombs; O EDTA remove o
Ca?" através de um processo irreversivel de quelagio, impedindo a coagulacio do
sangue.

e Sangue total colhido para um tubo com anticoagulante de citrato trissodio,
utilizado para os testes da hemostase. O citrato trissodico impede a coagulacao do
sangue por neutraliza¢do dos 1des calcio num processo reversivel. Nestes tubos, €
especialmente importante ter em atengdo a propor¢do de sangue para
anticoagulante, pois se ndo for mantida os resultados dos testes de hemostase
poderdo vir alterados. A propor¢do a manter ¢ de 9 volumes de sangue para 1
volume de anticoagulante®®!,

No caso do estudo da coagulacdo e da imunohematologia, os tubos devem ser
previamente centrifugados a 1000 RCF durante 15 minutos, para se obter o plasma
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separado dos elementos figurados do sangue. Relativamente a sequéncia de passagem
pelos equipamentos, os tubos de EDTA passam primeiro pelos analisadores
hematologicos, para ser realizado o hemograma, caso seja pedido a determinagao de VS
sdo depois passados para 14, e no caso ainda seja preciso dosear a HbAlc, este € o tltimo
equipamento pelo qual passam as amostras. As amostras que requerem eletroforese de
hemoglobinas passam primeiramente por uma pesquisa de hemoglobinas anormais por
HPLC e, se forem identificados picos caracteristicos de hemoglobinas anormais, ¢ entdo
realizada a eletroforese.

4.1. Hemograma

O hemograma agrupa uma série de paradmetros que avaliam a integridade quantitativa e
qualitativa dos elementos figurados presentes no sangue: eritrocitos, leucocitos e
plaquetas. E um dos exames mais requisitados no laboratorio, uma vez que permite
através de varias determinacdes obter informacdes sobre a fungcdo hematoldgica e ajuda
a diagnosticar uma série de doengas, bem como monitorizar a progressao das mesmas e
a resposta a diferentes tratamentos.

O hemograma engloba trés exames: o eritrograma, que constitui o exame do perfil
hematolédgico da série vermelha, o leucograma, que € a analise da série branca e por fim
o plaquetograma, que € o estudo da série plaquetaria. Como ja foi referido anteriormente,
no laboratorio Affidea o hemograma ¢ realizado no analisador hematoldgico automatico
Yumizen H2500/H1500 Horiba Medical.

4.1.1. Analisador Hematologico Yumizen H2500/H1500 Horiba
Medical

O analisador Hematolégico Yumizen H2500/H1500 Horiba Medical ¢ um equipamento
automatico capaz de processar 120 amostras/hora, possui um mecanismo de
homogeneizagdo automatica por rotagao a 360° e ainda, de uma camara de contagem
termostatizada a 37°C, o que permite a estabilidade dos resultados. Este equipamento ¢
capaz de determinar até 55 parametros, incluindo as plaquetas dticas. O equipamento
utiliza canais de reagdo distintos e diferentes métodos analiticos, tais como impedancia
elétrica, fotometria, citometria de fluxo, fluorometria, citoquimica ¢ o sistema DHSS

(Double Hydrodynamic Sequential System), para realizar as diferentes determinagdes®?.

A contagem total de células ¢ feita usando a tecnologia de impedancia elétrica. Este
método baseia-se no facto de as células serem maus condutores de eletricidade. Para tal,
a amostra de sangue ¢ diluida numa solugdo tampao de eletrélitos (ABX Diluent) e, apos
homogeneizagdo, ¢ aspirada por uma micro-abertura calibrada onde ¢ aplicada uma
corrente elétrica continua, por meio de dois elétrodos. A abertura ¢ de tal modo estreita
que permite apenas a passagem de uma célula de cada vez. Quando a célula passa por
essa abertura, hd uma interrupgao da corrente elétrica, a que se chama impedancia. Esta
interrupgdo ¢ quantificada como um pequeno pulso elétrico, sendo que o nimero de
pulsos corresponde ao numero de células. Adicionalmente, a altura do pulso, ou seja, a
resisténcia elétrica entre os dois elétrodos, ¢ proporcional ao volume das células,
permitindo fazer uma discriminag@o na contagem de células com um volume especifico.
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Posteriormente, o equipamento processa os dados eletronicamente para obter os dados
padronizados, construindo um histograma que representa a distribuicdo do volume de
células contadas em fun¢do do seu nimero relativo (Figura 14).

RBC Histogram PLT Histogram
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Figura 14. Histogramas de distribui¢do de globulos vermelhos (esquerda) e plaquetas (direita).
Adaptado de: (91).

Para a contagem total das células sdo usados dois canais distintos®*>9?:

e (Canal RBC/PLT: dedicado a contagem de eritrocitos e plaquetas

e (Canal WBC/HGB: dedicado a contagem de leucécitos e a quantificacdo de
hemoglobina

O doseamento da hemoglobina ¢ feito através de um método espetrofotométrico. A
amostra ¢ diluida com o reagente ABX Lysebio, conduzindo a lise dos eritrocitos e
libertando a hemoglobina. O ferro presente no grupo heme ¢ oxidado e estabilizado com
a consequente formacdo de metahemoglobina. Todos os complexos resultantes da
oxidacdo sdo quantificados espetrofotometricamente a um comprimento de onda de 550
nm, sendo depois as absorvéncias convertidas em concentracdo de hemoglobina®*®3.

Para a contagem dos reticulocitos € usada uma tecnologia de citometria de fluxo, usando
o método de impedancia para a contagem e um método fluorométrico para diferenciar os
reticuldcitos. E adicionado & amostra um reagente, ABX Fluocyte, que contém na sua
composi¢do um fluorocromo, o tiazol de laranja, que ¢ especifico para os acidos
nucleicos. Assim, as moléculas de corante atravessam a membrana dos eritrocitos e
fixam-se as moléculas de RNA ainda presentes no citoplasma dos reticuldcitos. Através
de um laser na camara de citometria ¢ medido o volume celular e a fluorescéncia das
células, permitindo gerar uma matriz de reticulocitos. De igual modo, a detecao o6tica de
plaquetas ¢ também realizada na cdmara de RET, e ¢ usado o mesmo reagente, ABX
Fluocyte. A amostra ¢ enviada para o citometro onde sdo medidos o volume celular por
impedancia e a absorvéncia dtica por citoquimica. Esta medi¢do ao contrario do método
de contagem de plaquetas por impedancia permite melhor distinguir as plaquetas de
eritrocitos microciticos, por exemplo, uma vez que a fluorescéncia permite diferenciar as

plaquetas dos eritrocitos’>®.

Quanto aos leucoécitos a sua contagem ¢ realizada em trés canais: o canal TNC/HGB, no
qual se faz uma contagem global de células, o canal LMNE, que permite fazer a contagem
diferencial de leucocitos € o canal BASO/TNC2 para a contagem de basofilos™.
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Comegando pela contagem de basoéfilos esta € feita através de um método de impedancia,
no canal BASO/TNC2. E adicionado & amostra o reagente Abx Basolyse que vai causar
a lise de todos os leucocitos, com a exce¢do dos basofilos, permitindo fazer a sua
contagem sem a interferéncia dos outros leucocitos. No canal LMNE ¢ realizada a
contagem e classificagdo diferencial das diferentes linhagens de leucocitos, mais a
contagem de células imaturas®*°>%

A tecnologia aplicada para realizar esta contagem ¢ a citometria de fluxo com um sistema
sequencial hidrodinamico duplo (DHSS), ilustrado na figura 15. Esta tecnologia combina
um método de impedancia com medi¢do da transmissdo otica. Em primeiro lugar ¢
adicionado um reagente litico especifico, o Abx Nucleodiff, de maneira a promover a lise
dos eritrocitos e a estabilizar os leucocitos. De seguida, as células passam por uma
abertura uma a uma, para serem contadas através de um método de impedancia elétrica,
como se pode observar na figura 15. Adicionalmente, cada uma das células atravessa um
feixe de luz a um angulo de 0°, de modo a avaliar o seu volume/complexidade. Uma parte
da luz ¢ absorvida, outra ¢ desviada e a restante passa através da célula (transmissao
Otica). A absorbancia ¢ determinada a partir dessa transmissdao Otica, possibilitando a
constru¢do de uma matriz LMNE, presente na figura 16. Nesta matriz, o eixo dos y
corresponde a absorbancia, e o eixo dos x corresponde ao volume celular. Assim, a
distribuicdo das células na matriz depende do seu volume e complexidade interna,
permitindo uma clara diferenciacdo das populagdes de leucocitos’?>%.

Os linfocitos encontram-se posicionados na parte inferior do eixo do y e do eixo do X,
uma vez que sao cé¢lulas com tamanho pequeno e possuem um citoplasma condensado e
pobre em granulagdes com um nucleo simples. Os monocitos encontram-se na area a
direita dos linfocitos, pois sdo células maiores com citoplasma grande com algum
material intracelular e com alguns vactolos, o que as faz absorver mais luz em
comparacao com os linfocitos. Em relagdo aos neutrofilos, estes apresentam material
granular no se citoplasma, juntamente com um nucleo segmentado. Estes ficam
posicionados no eixo dos x, entre os linfocitos e monocitos, mas mais acima no eixo dos
y. Os eosinofilos assemelham-se aos neutrofilos em termos de tamanho, contudo,
apresentam maior granulagdo no citoplasma, situando-se mais acima no eixo dos Y.
Adicionalmente, na matriz LMNE ¢ possivel ainda distinguir as populag¢des de linfécitos
atipicos e de células grandes e imaturas. O grupo das células grandes e imaturas engloba
trés populacdes distintas: a linhagem linfoide imatura (IML), a linhagem monocitica
imatura (IMM) e as células granulociticas imaturas (IMG). Por fim, ¢ possivel ainda
distinguir a populagio de eritroblastos (NRBC)**%3%,
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Figura 15. Representagdo do sistema DHSS — Horiba Medical. (1) Medi¢ao da impedancia; (2)
Medigao da absorbancia. Adpatado de: (95).

/ ]

Figura 16. Matriz LMNE. Linfocitos (LYM), mondcitos (MON), neutréfilos (NEU), eosinofilos
(EOS), granulécitos imaturos (IMG), monécitos imaturos (IMM), linfocitos imaturos (IML),
linfécios atipicos (ALY), eritroblastos (NRBC). Adaptado de: (96)

4.1.2. Eritrograma

O eritrograma constitui a parte do hemograma que faz a avalia¢ao da série vermelha. Este
¢ constituido por varias andlises, que pretendem aferir parametros quantitativos e
qualitativos dos eritrocitos. As suas partes constituintes sao:

a) Contagem de eritrocitos

A contagem de eritrdcitos constitui o niimero de eritrocitos presentes por volume de
sangue. As unidades utilizadas sdo nimero de células por litro. Este parametro reflete o
estado de producdo de eritrocitos e o seu tempo de vida. Valores normais em adulto
rondam os 4,5 + 0,5 x 10'? células/L, sendo que situagdes como policitemia vera os
valores encontram-se aumentados, e em situacdes de anemia, hemorragias e algumas
leucemias os valores podem estar diminuidos®®*,
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b) Hematocrito
O hematocrito corresponde ao volume relativo ocupado pelos eritrécitos, num dado

volume de sangue total. E calculado indiretamente através da formula do VGM e é
expresso em % de volume de sangue ou L/L. Os valores de referéncia normais do
hematocrito sdo entre 40-52 % para o sexo masculino e 36-48 % para o sexo

feminino®%-6>%4,

¢) Concentracio de hemoglobina

A hemoglobina (Hb) ¢ a proteina responsavel pelo transporte de oxigénio dos pulmdes
para os tecidos. E uma metaloproteina constituida por dois pares de globulinas e quatro
grupos hemes, que contém ferro complexado a um anel protoporfirina. A determinagao
da concentracao de hemoglobina ¢ o principal parametro na avaliacao das anemias, uma
vez que uma diminui¢do na concentragio de hemoglobina é indicativa de uma anemia. E
importante que sejam mantidas as concentragdes normais de hemoglobina, uma vez que
a sua concentracao reflete a quantidade de oxigénio que chega aos tecidos. Outras
situagdes como uma diminui¢do do hematocrito ou uma diminuicdo da contagem de
eritrocitos podem também conduzir a niveis reduzidos de hemoglobina. A concentragdo
de hemoglobina ¢ expressa em g/dL. As concentragdes de hemoglobina normais num
individuo adulto sdo entre 14-18 g/dL para o sexo masculino e 12-16 g/dL para o sexo
feminino®®,

d) Indices eritrécitarios
Os indicies eritrocitarios sao parametros que revelam informacdes sobre o tamanho dos
eritrocitos e a quantidade de hemoglobina contida em cada célula. Estes indices podem
ser determinados diretamente ou indiretamente com recurso a formulas. Os indices
eritrocitarios sao ainda ferramentas essenciais na classificagdo morfologica das
anemias®®%*,

1) Volume globular médio (VGM)

O VGM indica o volume médio de um eritrdcito e expressa-se em fentolitros (fL, 10L).
O VGM ¢ calculado diretamente a partir do histograma dos glébulos vermelhos. Os
valores do VGM permitem classificar os eritrocitos relativamente ao seu tamanho: sao

microciticos se o valor de VGM for < 80 fLL, normociticos se o valor de VGM se encontrar
entre 80-100 fL e sdo macrociticos caso, 0 VGM seja > 100 L5094,

i1) Hemoglobina globular média (HGM)

O HGM indica o peso médio de hemoglobina contida num globulo vermelho e expressa-
se em picogramas (pg, 10"1?g). Os valores normais de HGM variam entre 26 ¢ 32 pg. A
determinacdo do HGM é feita pelo equipamento através de um célculo matematico®*4;

Hb (g/dl) 10
GV (x 1012/L>

HGM (pg) = (

1i1) Concentraciao de hemoglobina globular média (CHGM)

O CHGM indica a concentragdo média de hemoglobina por unidade de volume de
globulos vermelhos, expressa-se g/dL. Indica a cromia dos eritrocitos. Eritrocitos
normocroémicos possuem CHGM entre 32 e 36 g/dl, eritrécitos hipocromicos, que sdo
comummente encontrados em situagdes de anemias ferropénicas e em talassemias
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possuem CHGM < 32 g/dL. A determinacdo do CHGM pelo equipamento ¢ feita com
recurso a formula®®%4;
Hb (g/dL)

iv) Coeficiente de dispersao do volume eritrocitario (RDW)

O RDW ¢ um indice de distribui¢do do volume de eritrdcitos, este permite quantificar a
anisocitose e contribui para a caracterizagdo de anormalidades morfoldgicas dos
eritrocitos. Existem duas maneiras de expressar o RDW: RDW-SD (fL) consiste no
desvio padrdao do volume dos glébulos vermelhos, calculado diretamente da curva de
distribuicao (histograma) dos RBC independente do VGM, e o RDW-CV (%) que ¢
calculado usando o0 VGM e o desvio padrao. Valores > 15% de RDW sao indicativos de
anisocitose®*4,

e) Reticuldcitos

A contagem de reticuldcitos ndo € um parametro obrigatorio do eritrograma, mas pode
ser util a sua realizagdo em certas situagdes. Os reticuldcitos sdo os precursores imediatos
dos eritrocitos maduros, possuem ainda alguns restos de RNA no seu citoplasma e tem
tamanhos maiores do que os eritrocitos. A sua contagem ¢ util na avaliacao da eritropoiese
da medula 6ssea. O niamero de reticulocitos no sangue periférico encontra-se aumentado
em situagdes de anemias regenerativas, € diminuido em situagdes de anemias
arregenerativas, por exemplo. A contagem de reticuldcitos também pode ser usada na
monitorizagdo de tratamentos de anemias e como indicador da fun¢cdo medular apos
quimioterapia®’.

4.1.3. Leucograma

O leucograma corresponde a avaliagdo da série leucocitdria no hemograma, e ¢
constituido pela contagem total de leucécitos e pela formula leucocitaria.

a) Contagem total de leucocitos

A contagem total de leucocitos consiste, como o proprio nome indica, no nimero de
leucécitos que existem num dado volume de sangue, expressando-se em células por litro.
Os valores normais de leucdcitos encontram-se entre 4,0 ¢ 11,0 x 10° células/L. Um
aumento no numero de leucdécitos (leucocitose) pode ser devido a causas benignas, como
infecdes, processos inflamatorios ou reagdes de hipersensibilidade, mas também pode se
dever a alteragdes malignas. Valores diminuidos de leucocitos (leucopenia) podem ser
observados em situagdes de quimioterapia, infe¢des virais, sindromes mielodisplasicos,
imunodeficiéncias, entre outras®’.

b) Formula leucocitaria
A formula leucocitaria corresponde a contagem de cada um dos diferentes tipos de
leucocitos: neutrofilos, linfocitos, monocitos, eosinofilos e basofilos. Os resultados sao
expressos em valor absoluto (nimero de células por litro) e em percentagem, como se
pode observar na tabela 9.

67



Tabela 9. Valores de referéncia da formula leucocitaria em individuos adultos. Adaptado de:

(60)
Percentagem Valor absoluto
Neutrofilos 47 - 70 % 1,8—7,5x 10°/L
Eosindfilos 1-5% 0,04 — 0,44 x 10°/L
Basofilos 0-1% 0,01 —0,1x 10°/L
Linfocitos 20—-40 % 1,5-3,5x 10°/L
Mondcitos 2-10% 0,2-0,8x 10°/L

E a partir da contagem diferencial dos leucocitos que se consegue identificar a populagio
ou populagdes de leucocitos que tem os seus valores alterados. Adicionalmente, permite
detetar e identificar células imaturas e células anormais presentes no sangue. Diferentes
patologias benignas e malignas podem alterar os valores absolutos de uma ou mais
linhagem dos leucécitos, por exemplo, numa situacdo de infecdo bacteriana, pode-se
observar uma neutrofilia (aumento do nimero de neutrofilos) e um desvio a esquerda,
isto €, o aumento de elementos imaturos da série mieloide no sangue periférico,
particularmente os neutréfilos em banda. Na mononucleose infeciosa, por exemplo, ¢
comum haver uma leucocitose moderada com a presenga de linfocitos atipicos, € uma
inversao da formula leucocitaria, na qual a quantidade de linfocitos € superior a
quantidade de neutrdfilos®.

4.1.4. Plaquetograma

O plaquetograma refere-se ao estudo da série plaquetaria, e inclui a contagem de
plaquetas, o volume plaquetario médio e o indice distribui¢do plaquetario.

a) Contagem de plaquetas

A contagem de plaquetas diz respeito ao nimero de plaquetas existentes num dado
volume de sangue e ¢ expressa em numero de células por litro. As plaquetas sdo
fragmentos do citoplasma dos megacaridcitos, desempenham funcgdes essenciais na
coagulacdo, intervindo na formagdo do trombo plaquetario permitindo a formacao do
coagulo estavel de fibrina. Os valores de referéncia normais das plaquetas encontram-se
entre 150 — 400 x 10%/L. Valores aumentados (trombocitose) verificam-se em neoplasias
mieloproliferativas, policitémia vera, ou em resposta a uma hemorragia aguda, por
exemplo. Valores diminuidos (trombocitopenia) podem ser causados por uma diminui¢do
da produ¢dao medular de megacariocitos, a um aumento da destruicdo das plaquetas face

a um consumo aumentado ou devido a um aumento da sequestragdio esplénica®®.

b) Volume plaquetario médio (VPM)
O volume plaquetario médio indica o volume médio das plaquetas de um individuo e ¢
expresso em fL. Este ¢ determinado pelo equipamento através do histograma das
plaquetas®. Os valores de referéncia normais encontram-se entre 7,0 — 12,0 fL.%°,

¢) Indice distribuicio plaquetaria (PDW)
No que diz respeito ao coeficiente de dispersdo plaquetiria (PDW), este ¢ calculado
através da curva de distribuicdo das plaquetas, e revela a variagdo do volume das
plaquetas e permite quantificar a anisocitose plaquetaria’.
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4.1.5. Estudo Morfologico do Sangue Periférico — Esfregaco
Sanguineo

O esfregaco sanguineo consiste na preparagao de uma fina camada de células sanguineas
sobre uma lamina de vidro para exame microscopico. Os esfregacos e a coloragdo dos
mesmos sao realizados pelo equipamento Yumizen SPS que se encontra acoplado ao
analisador Yumizen H1500 (Figura 17).

Figura 17. Analisador automatico Yumizen H1500 com sistema Yumizen SPS.

Este aparelho permite obter um esfregaco liso, regular, homogéneo e com bordos bem
definidos. O esfregago deve apresentar trés zonas: a cabeca, corpo e cauda (ou franja),
com diminuicao da espessura da cabeca para a cauda, como se pode ver representado na
figura 18. As coloragdes utilizadas pelo equipamento sao a coloragdo de May Grunwald
Giemsa e a coloragdao de Wright.

Lymphocytes + Polymorphs ++
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too thin
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Figura 18. Representacdo esquematica de um esfregaco de sangue periférico. Adaptado de:
91).

Através do esfregaco sanguineo € possivel analisar as trés linhagens celulares, permitindo
confirmar e detetar possiveis alteragdes quantitativas e qualitativas que possam ocorrer.
Ao nivel dos eritrocitos ¢ possivel observar alteracdes no tamanho, na cor, na forma a
presenca de inclusdes eritrocitarias e a presenca de eritroblastos. Quanto aos leucdcitos,
a observagao do esfregago permite estabelecer a formula leucocitaria e detetar alteragdes
morfolégicas no nucleo e citoplasma dos leucdcitos, como por exemplo a
hipersegmentardo de neutréfilos. Adicionalmente, ¢ também possivel serem detetados os
precursores das linhagens mieloides e linfoides®%>%7,
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Normalmente, os esfregacos de sangue sdo realizados quando hd um pedido cinico para
ser estudado a morfologia do sangue periférico, ou aquando da validagdo dos resultados
dos hemogramas sejam emitidos alarmes pelos analisadores hematologicos. Por exemplo
caso seja detetado um nimero de plaquetas reduzidos no hemograma ou a presenca de
formas imaturas, ¢ pedida a realizacdo de um esfregago de sangue, com o intuito de
confirmar este alarme. Muitas vezes, as trombocitopénias detetadas pelos contadores
hematologicos nao sdo de facto verdadeiras, trata-se apenas de pseudotrombocitopénias
induzidas pelo EDTA, que levam a formagdo de agregados plaquetarios, que nao sio
reconhecidos pelo aparelho como plaquetas’®.

4.2. Velocidade de sedimentacao (VS)

A velocidade de sedimentacdo consiste na medi¢cdo da velocidade de queda espontinea
dos eritrocitos, em suspensao no plasma durante 1 hora. A velocidade de sedimentacao
resulta da diferenca da gravidade especifica existente entre os eritrocitos e o plasma e da
atracdo eletrostatica que se gera entre os eritrocitos, que possuem cargas elétricas
negativas na superficie das suas membranas, e certas proteinas plasmaticas (fibrinogénio,
imunoglobulinas e outras proteinas de fase aguda), que possuem cargas elétricas
positivas, conduzindo a formagdo de rouleaux. Em situacdes estados inflamatoérios,
infecdes ou doengas autoimunes, ocorre 0 aumento da concentragdo destas proteinas
plasmaticas, conduzindo a um aumento na velocidade de sedimentagdo dos eritrocitos.
Contudo, a VS nao ¢ um teste especifico para as doengas inflamatorias, podendo estar
elevada noutras condi¢cdes como gravidez, anemias ou a idade avancada. Os valores de
referéncia para a VS em individuos adultos sdo entre 0 ¢ 15 mm/h no sexo masculino, 0
e 20 mm/h no sexo feminino, ambos até aos 50 anos de idade. Apds os 50 anos, verifica-
se um amento dos valores, sendo entre 0 e 20 mm/h no sexo masculino e 0 e 30 mm/h no
sexo feminino®%’.

A determinagdo da VS ¢ feita através do equipamento Ves-Matic Cube 30 Touch, da
A.Menarini diagnostics (Figura 19), sendo executada de forma totalmente automatica a
partir do tubo de EDTA usado no hemograma. A grande vantagem deste equipamento ¢
que permite fazer a determinagdo da VS em apenas 20 minutos, com resultados
comparaveis com os obtidos pelo método de Westergren em 1 hora. Contudo, para ser
feita a determinagdo da VS pelo método automatico € necessario que a amostra contenha
um volume minimo de 1,5mL. Caso tal ndo se verifique, € necessario recorrer a0 método
manual de Westergreen modificado. No método manual de Westergreen ¢ usada uma
pipeta de Westergreen graduada (0-200 mm), para a aspirar a amostra até a marca de 0
mm. Findada a aspiragdo, deve-se manter o tubo na vertical ¢ em repouso durante 1 hora,
ao fim da qual ler-se-a os resultados de acordo com a separagdo entre o plasma e os
globulos vermelhos®*-9%:1%,
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Figura 19. Analisador automatico Ves-Matic Cube 30 Touch.

4.3. Estudo das hemoglobinopatias

A hemoglobina (Hb) é uma proteina tetramérica constituida por dois pares diferentes
subunidades proteicas, globinas, e quatro grupos heme, ligados a cada uma das globinas.
A sua funcéo principal no organismo é fazer o transporte de oxigénio dos pulmdes para
os tecidos, tal é conseguido pela capacidade desta proteina se ligar reversivelmente ao
oxigénio. Num individuo adulto existem trés tipos de hemoglobinas: a Hb A (a22) que é
a maioritaria, constituindo cerca da 95-98% da hemoglobina total, Hb A2 (a262) que esta
presente em quantidades que rondam os 1,5 até 3,5% e por fim, a Hb F (aw2y2) que existe
apenas em quantidades vestigiais de cerca de 1%, sendo que esta Ultima é a principal
hemoglobina presente no sangue do feto e do recém-nascido®%,

As hemoglobinopatias sdo um grupo de patologias genéticas autossomicas recessivas que
afetam a sintese de hemoglobina. Os genes afetados pelas mutac6es podem codificar para
a as proprias cadeias globinicas constituintes da hemoglobina ou para proteinas
envolvidas na sintese ou na regulacdo da sintese das cadeias globinicas. A sintese da
hemoglobina pode ser afetada de duas formas®®¢°:

e Defeito qualitativo, na qual a mutacdo subjacente resulta numa alteracdo da
estrutura e funcdo da cadeia globinica, originando uma hemoglobina variante.
Exemplos séo a drepanocitose (HbS), HbD e HbE.

e Defeito quantitativo, neste caso a mutacdo subjacente conduz a uma auséncia ou
diminuicdo da sintese de uma cadeia globinica. Aqui incluem-se as o e B-
talassemia.

As hemoglobinopatias sdo acompanhadas de alteracbes nos parametros do
hemograma em particular na concentracdo de hemoglobina que esta persistentemente
reduzida, ou seja, sdo acompanhadas de anemia. Nalguns casos como na
drepanocitose, pode ser til fazer um esfregaco sanguineo, de forma a observar a
presenca de drepandcitos.

No laboratorio Affidea, os métodos usados para a identificacdo e quantificacdo de
hemoglobinopatias sdo a técnica de HPLC e a eletroforese capilar de hemoglobinas.
Sendo que, primeiramente é realizada a analise por HPLC para a pesquisa de
hemoglobinas anormais e caso sejam detetadas hemoglobinas ndo identificaveis pelo
método de HPLC é realizada a eletroforese capilar.
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A técnica de HPLC de troca catidnica é realizada no analisador automatico HLC-
723G8 (G8) da TOSOH (Figura 20) no modo Beta-thala analysis, na qual uma
mistura de hemoglobinas carregadas é separada nas diferentes hemoglobinas através
da adsorcdo a fase estacionéria (carregada negativamente) presente numa coluna
cromatogréafica seguida de eluicdo pela fase movel. A fase mével € uma solugédo
liguida com uma concentracdo crescente de catiGes, que vao competir com as
hemoglobinas na ligagdo a fase estacionéria. As fraces de hemoglobina eluidas séo
detetadas por um detetor de luz UV/visivel e sdo identificadas com base no seu tempo
de retengdo e quantificadas através da area dos picos obtidos no cromatograma.
Através deste método é possivel identificar e quantificar as HbA2, HbF e HbA1l
(corresponde ao somatorio da HbAO, L-HbAlc e s-HbA1c), bem como detetar outras
hemoglobinas anormais®®?.

Figura 20. Equipamento HLC-723G8 (G8)

4.3.1. Hemoglobina glicada (HbA1c)

A hemoglobina glicada resulta de uma reacdo ndo enzimatica irreversivel entre a glucose
em circulacdo na corrente sanguinea e 0s grupos amina livres da hemoglobina dos
eritrocitos. A glicacdo das proteinas, na qual se inclui a hemoglobina, € um processo
fisiolégico que ocorre no organismo. Contudo, com o aumento prolongado da
concentracdo de glucose no sangue (0 que acontece no caso da diabetes mellitus), ocorre
também o aumento destas reacdes de glicacdo em proteinas, e, portanto, hd o aumento da
quantidade HbA1lc. A hemoglobina tem a particularidade de possuir um tempo médio de
vida de cerca 120 dias o que a faz uma das proteinas com maior tempo de vida no plasma.
Assim, a analise da hemoglobina glicada (HbA1c) no sangue fornece evidéncias sobre os
niveis médios de glicose no sangue durante 0s 2 a 3 meses anteriores, que correspondem
ao tempo de meia-vida no plasma. Outras situacGes para além da concentracédo de glucose
podem afetar os valores de HbA1c tais como, situacdes que alterem o tempo de vida
média dos eritrécitos, isto é, hemoglobinopatias, anemias ferropénicas, ou anemias
hemoliticas!®? 103,

Em diabéticos os valores sdao > 6,5% e sdo tanto mais elevados, quanto maiores e mais
prolongadas forem as glicémias. A determinacdo da HbAlc é feita, por rotina, em todas
as pessoas com diabetes mellitus, para avaliar o grau de controlo glicémico. Estas
determinacOes devem ser realizadas semestralmente ou de 3 em 3 meses, no caso de
individuos com diabetes cujo tratamento mudou recentemente ou que ndo alcangaram 0s
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objetivos terapéuticos preconizados. Normalmente, os valores de HbAlc vém
acompanhados de um valor da glicémia média estimada, que é obtida por célculo a partir
do valor da HbAlc em percentagem e pelo resultado em mmol/mol, de acordo com a
IFCC%3,

A determinacdo da HbAlc é feita pela técnica de HPLC pelo analisador HLC-723 (G11)
da TOSOH (Figura 21) que apresenta um funcionamento muito semelhante ao G8. Este
equipamento é mais rapido na analise quando comparado com o G8, processando um
maior nimero de amostras.
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Figura 21. Equipamento HLC-723(G11).

4.4. Estudo da Hemostase

A hemdstase engloba um conjunto complexo de processos que mantém o sangue
circulante num estado fluido, e aquando de uma leséo vascular permite a formagéo de um
codgulo que impede uma hemorragia descontrolada. A hemostase compreende Varios
intervenientes fundamentais, sendo eles 0s vasos sanguineos, as plaquetas, os fatores de
coagulacdo, os inibidores anticoagulantes e o sistema fibrinolitico. Todos estes
intervenientes interagem estabelecendo um equilibrio dindmico que mantém controlado
0 risco de hemorragia e o risco de trombose no organismo®,

A hemostase divide-se em trés fases principais: a hemostase primaria, hemdstase
secundaria e a hemostase terciaria. A hemostase primaria refere-se ao papel que 0s vasos
sanguineos e as plaquetas desempenham aquando de uma lesdo vascular, culminando na
formacdo do trombo plaquetario. A hemostase secundaria ou a coagulacéo consiste na
ativacdo proteolitica em cascata de varias proteinas precursoras (fatores da coagulacao),
resultando na formacdo de trombina, que por sua vez vai converter o fibrinogénio
plasmatico em fibrina, originado o coadgulo estavel de fibrina. Finalmente, a hemdstase
terciaria ou fibrinolise consiste no processo de remoc¢édo do coagulo de fibrina dos vasos
danificados, desempenhando um papel importante na remodelacdo e reparacdo dos
tecidos apos lesdes®8d,

A avaliacdo da hemostase, consiste na realizacdo de uma série de testes especificos que
tém como objetivo detetar alteracdes em qualquer das fases da hemdstase. Deste modo,
hemastase primaria pode ser estudada através de testes como a contagem plaquetaria ou
0 doseamento do fator de von Willebrand, a hemdstase secundéaria € avaliada através de
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testes coagulimétricos que medem a formacdo do coagulo de fibrina, assim como o
doseamento de fatores de coagulacdo especificos, enquanto na avaliagdo da fibrindlise
sdo usadas determinagdes dos produtos de degradacdo do coagulo e o doseamento de
outras proteinas especificas® 8.

No laboratério Affidea sdo realizadas sdo realizadas algumas determinagdes que
permitem auxiliar o estudo da coagulagdo e hemostase, tais como: Tempo de Protrombina
(TP), Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada (APTT), o doseamento de fibrinogénio,
doseamento da antitrombina I11 (AT-I1I) e o doseamento dos D-Dimeros.

Para a realizacdo dos testes de hemdstase sdo utilizadas amostras de plasma que sdo
obtidas a partir da centrifugacdo de sangue total colhido num tubo com anticoagulante
citrato trissodico. Os equipamentos utilizados para a realiza¢do dos testes sdo o analisador
automatico de coagulacdo Siemens BCS® XP (Figura 22), e o imunoanalisador
automatico Vidas® da Biomérieux, apenas para o doseamento dos D-dimeros.
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Figura 22. Analisador automatico de coagulagao Siemens BCS® XP

O equipamento Siemens BCS XP utiliza fotometria para efetuar a leitura dos resultados
e permitem realizar trés tipos de testes: coagulométricos, cromogénicos e imunoldgicos.
Os métodos coagulométricos sdo utilizados para a determinacdo do PT, APTT e do
fibrinogénio. Basicamente, € usado um método turbidimétrico através do qual o
equipamento deteta uma alteracdo da densidade Otica do plasma quando ocorre a
formacdo do coagulo. A determinacdo da antitrombina é feita através de um método
cromogénico, no qual é adicionado ao plasma um excesso de fator Xa e heparina. Na
presenca de heparina uma percentagem da enzima € complexada e inativada pela
antitrombina presente na amostra. O fator Xa em excesso nao inibido cliva depois um
substrato cromogénico sintético. Este ao ser clivado liberta um cromoforo, a p-
nitroanilina (pNA), que é monitorizado pelo aumento do valor de absorvéncia a um
comprimento de onda de 405 nm. A libertacdo do corante € inversamente proporcional a
atividade inibidora de antitrombina na amostra de plasma®®-1%4,

4.4.1. Tempo de Protrombina (TP)

O tempo de protrombina permite avaliar a via extrinseca da cascata da coagulacéo e a via
comum. Permite determinar deficiéncias congénitas ou adquiridas dos fatores que
constituem a via extrinseca e a viacomum (fatores V, X, VII, protrombina e fibrinogénio).
Este teste serve também para monitorizar a terapéutica anticoagulante e ainda na
avaliagdo da funcdo hepatica. O TP encontra-se aumentado em situagdes como,
deficiéncia nos fatores X, VII, V ou I, insuficiéncia hepética que causa a diminuicao da
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sintese de vérios fatores de coagulagdo, ou situacdes de deficiéncia de vitamina K, devido
a mé-absorcdo desta vitamina ou por tratamento com anticoagulantes antagonistas da
vitamina K como é o caso da varfarina®5°,

Para a determinagdo do TP é adicionado ao plasma tromboplastina, que consiste numa
mistura de fator tecidular e fosfolipidos. Esta mistura é mantida a 37°C ao qual depois é
adicionado o calcio, levando a coagulacdo, sendo o tempo decorrido até a formacéo do
coagulo medido. Uma vez que as amostras de tromboplastina diferem consideravelmente
de reagente para reagente, observou-se que os resultados do TP em segundos variavam
substancialmente entre laboratdrios. Posto isto, foi introduzido o INR (Razdo
Normalizada Internacional) pela OMS, de modo a uniformizar os resultados obtidos nos
diferentes laboratdrios. O INR é calculado a partir da seguinte formula:

INR TP amostra (seg) 18t

B ( MNTP >

O ISI consiste no Indice de Sensibilidade Internacional e varia de acordo com o lote do
reagente, sendo que este reflete a sensibilidade da tromboplastina utilizada relativamente
a uma preparacédo de referéncia internacional, que por defini¢cdo tem um ISl de 1,0. O
MNPT consiste na média geométrica do tempo de protrombina na populacdo normal. Os
valores de INR para individuos que ndo tomem anticoagulantes antagonistas da vitamina
K devem situar-se entre 1,00 e 1,20, caso tomem esta medicacédo o intervalo vai de 2,50
a 3,50. Caso o valor de INR seja superior a 4,0 deve ser repetida a medicdo para a
confirmacéo do valor. Caso este valor se confirme deve observar-se a amostra e verificar
se 0 volume estd correto ou se se encontra coagulada, hemolisada, ictérica ou
lipémica®0.658°,

4.4.2. Tempo de tromboplastina parcial ativada (APTT)

O APTT avalia a via intrinseca e a via comum da cascata da coagulacdo, sendo sensivel
aos fatores constituintes de ambas as vias (fatores XII, XI, IX, VIII, X, V, Il e
fibrinogénio). Permite também detetar a presenca do anticoagulante lUpico, que por
norma causa um aumento do APTT. Por fim, € possivel monitorizar a terapéutica com
heparina nédo fracionada, através da medicdo do APTT, sendo que o prolongamento do
tempo de coagulagdo é proporcional ao nivel de heparina®>92,

Para determinar o APTT é adicionada ao plasma da amostra uma mistura de fosfolipidos
com um ativador de contacto e cloreto de célcio, levando a uma ativagdo da via intrinseca
da cascata da coagulacéo, sendo medido o tempo decorrido até a formagao do coagulo®®°?,

4.4.3. Fibrinogénio

O fibrinogénio ou fator | € uma proteina plasmatica sintetizado no figado, que se converte
em fibrina para a formacdo do coagulo, sob a acdo da trombina. Niveis diminuidos de
fibrinogénio sdo encontrados em casos de hipofibrinogenemia ou afibrinogenemia
congénitas ou adquiridas, sendo estas ultimas causadas por exemplo por insuficiéncia
hepatica ou coagulopatia intravascular disseminada, devido a um aumento do consumo
de fatores de coagulacdo. Os valores de fibrinogénio aumentam em idades avancadas e
situacGes de inflamag&o, ja que esta é uma proteina de fase aguda positiva®®L,
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A determinag&o quantitativa do fibrinogénio é feita usando um método de Klaus, no qual
é adicionado ao plasma diluido uma quantidade excessiva de trombina, sendo depois
medido o tempo de formagdo do codgulo. Deste modo, a formacgdo do codgulo néo
depende da quantidade de trombina presente na amostra, permitindo estabelecer uma
relacdo do tempo de formacdo do coagulo com a quantidade de fibrinogénio presente na
amostra®%9L,

4.4.4. Antitrombina III (AT-III)

A antitrombina é uma glicoproteina plasmatica sintetizada no figado, que tem como
funcdo principal inibir a trombina, mas também inibe os fatores Xa, 1Xa e Xla. A
antitrombina liga-se a trombina covalentemente formando um complexo antitrobina-
trombina inativo, esta ligacdo é potenciada pela heparina. A quantificacdo de AT-III ativa
funcional tem por objetivo auxiliar no diagndstico de défices hereditarios ou adquiridos
em AT-111%5%°,

4.4.5. D-Dimeros

Os D-dimeros sdo um dos produtos de degradacéo do coagulo de fibrina. Na degradagéo
do coagulo, o plasminogénio é convertido em plasmina, que vai conduzir a degradacao
da fibrina varios fragmentos D, E, X, Y e em D-dimeros. Os D-dimeros em particular sdo
um produto especifico da degradacdo da fibrina estabilizada insolGvel apés agdo da
trombina e do fator Xllla, distinguindo-o dos restantes produtos de degradagdo. S&o um
marcador til no diagndéstico de tromboembolismo venoso, uma vez que tem um elevado
valor preditivo negativo para esta patologia. Podem também ser utilizados no auxilio do
diagnostico da coagulacdo disseminada vascular (CID).

O meétodo usado para 0 seu doseamento € um imunoensaio do tipo sanduiche com detecédo
final por fluorescéncia®®%,

4.5. Imunohematologia

A imunohematologia ¢ a area que estuda os antigénios presentes nos varios componentes
do sangue total (eritrocitos, plaquetas, leucdcitos), os anticorpos que reconhecem estes

antigénios e as interagdes estabelecidas entre eles'®.

No laboratorio Affidea, sdo realizadas as determinagdes dos grupos sanguineos do sistema
ABO e Rh (D), bem como a realizacio dos testes de Coombs Diretos e indiretos através
da técnica de hemaglutinagdo em gel. Todas estas determinagdes sdo realizadas no
Analisador automatico WA Diana da Grifols (Figura 23), permitindo processar as
amostras mais rapidamente do que no método manual.
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Figura 23. Analisador automatico WA Diana da Grifols

As amostras usadas para as técnicas de imunohematologia sdo tubos de sangue total
colhido em EDTA, os quais sdo centrifugados, permitindo obter plasma e um sedimento
de eritrocitos. O sedimento de eritrocitos ¢ usado nas determinagdes dos Grupos
Sanguineos ABO e Rh.

O sistema ABO ¢ caracterizado pela presenca ou auséncia de um ou ambos os antigénios
A e B nos eritrécitos, assim como a presenca de anticorpos no soro correspondentes ao
antigénio ou antigénios ausentes. Estes antigénios sdo estruturas de carbohidratos que se
encontram a superficie dos eritrdocitos e correspondem a um produto indireto da expressao
de um gene. Os genes ABO codificam para enzimas (glicosiltranfrases) que transferem
um monossacarido especifico a uma cadeia oligossacaridica precursora. Existem 4 grupos
sanguineos neste sistema: A, B, AB e O. Apenas no fendtipo O nao ocorre a transferéncia
de um monossacarido, uma vez que ndo ha a expressao de uma enzima ativa. Os
anticorpos surgem durante os primeiros meses de vida em resposta a antigénios
semelhantes aos antigénios A e B existentes substancias obtidas através da dieta e
existentes no ambiente. Assim, um individuo com o grupo A apenas vai desenvolver
anticorpos anti-B, em individuos do grupo B sdo desenvolvidos anticorpos anti-A, no
grupo O desenvolvem-se ambos e no grupo AB ndo sdo desenvolvidos anticorpos.
Normalmente, estes anticorpos pertencem a classe IgM, tirando alguns casos de
individuos do grupo O que podem produzir IgGs. A existéncia destes anticorpos € que
leva a rejeicdes de dadivas (reagdes transfusionais hemoliticas) de sangue que ndo
apresentem compatibilidade®>2!-1%8,

O sistema Rh(D) ¢ definido pela presenca ou auséncia do antigénio D nos eritrocitos. Este
antigénio consiste numa proteina transmembranar que ¢ altamente imunogénica, sendo
de elevada importancia clinica a sua determinagao. Nao existem anticorpos naturais como
no sistema ABO, apenas se desenvolvem como resultado de uma aloimunizagdo,
principalmente através de transfusdes ou gravidez. Estes anticorpos sdo da classe das IgGs
e, portanto, sdo capazes de atravessar a barreira placentaria. Deste modo, ¢ importante
fazer este teste em mulheres gravidas, uma vez que ao atravessarem a barreira placentaria
vao sensibilizar os eritrocitos do feto, os quais vao ser prematuramente eliminados
estabelecendo-se um quadro de anemia hemolitica imune. E de realcar que apenas
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gestantes Rh(D)™ previamente imunizadas ¢ que vao desenvolver estes anticorpos e
comprometer a saide do feto®1:1%8,

A determinac¢do do grupo ABO e Rh(D) ¢ feita através de um método de aglutinagdo em
colunas de gel (Figura 24). Nestas colunas encontram-se microesferas de gel de dextrano
e acrilamida polimerizadas misturados com um reagente que contém anticorpos
especificos. Os eritrocitos ao entrarem em contacto com os anti-soros formam
imunocomplexos que aglutinam. As cassetes com as colunas sdo centrifugadas e a coluna
de gel atua como um filtro que retém os eritrocitos aglutinados a medida que a atravessam
durante a centrifugag¢do do cartdo. Os eritrocitos ndo aglutinados, apo6s a centrifugacao,
depositam-se no fundo da coluna formando um sedimento, enquanto os eritrocitos
aglutinados ficam retidos no topo do tubo. Esta ultima ¢ classificada como uma reacao
positiva e o numero de células capturadas no gel ¢ indicativo da for¢a do anticorpo, como
se pode observar na figura 25°1!%®  Na tabela 10 e 11 encontram-se explicitados os
possiveis resultados que podem ser obtidos para os testes de determinagdo do sistema
ABO e do sistema Rh.

Figura 24. Cassete de colunas de confirmagdo do grupo sanguineo ABO e Rh (D). DG Gel®

Confirm P.
\v
!
w - I L)
i
NEG +/- 1+ 2+ 3+ 4+ DP H

Figura 25. Padrdo de leitura dos resultados possiveis. Legenda: NEG — sem aglutinacdo; +/- -
pequenos aglutinados apenas visiveis no fundo da coluna; 1+ - alguns aglutinados de células na
metade de baixo da coluna; 2+ acumulacdo de aglutinados de células médios ou pequenos por
toda a coluna; 3+ - presenca de aglutinados de tamanho médio na metade de cima da coluna; 4+
- banda bem definida de aglutinac@o de eritrocitos no topo da coluna; DP — populagao dupla
(banda dupla de hemacias no fundo e parte superior da coluna); H — hemolise. Adaptado: (105).
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Tabela 10. Interpretagdo dos resultados do sistema ABO. Legenda: + - reagdo positiva; 0 —
reagdo negativa. Adaptado: (105)

Microtubo A Microtubo B Microtubo Ctl. Grupo ABO
0 0 0 O
+ 0 0 A
0 + 0 B
+ + 0 AB

Tabela 11. Interpretacdo dos resultados sistema Rh (antigeneo D). Adaptado: (105).

Microtubo D Microtubo Ctl. Interpretacio
+ 0 D positivo
0 0 D negativo

O teste de Coombs ou o teste da antiglobulina ¢ um teste usado para a dete¢do de
anticorpos anti-eritrocitarios que sdo responsaveis pelo estabelecimento de reagdes
hemoliticas. O teste de Coombs pode ser realizado de duas formas: teste de Coombs direto
e o teste de Coombs indireto®-1%.

O teste de Coombs direto ¢ usado para detetar eritrocitos sensibilizados por
imunoglobulinas ou fracdes do complemento in vivo. Neste teste adiciona-se aos
eritrocitos do paciente o reagente de Antiglobulina Humana Polivalente (AHG), que vai
levar a aglutinagdo dos eritrocitos caso estes ja se encontrem sensibilizados previamente
in vivo. Assim, o teste de Coombs direto positivo confirma a presenca de anticorpos
ligados aos eritrocitos. Os casos que se verificam testes de Coombs positivos sdo em
anemias hemoliticas autoimunes, reagdes hemoliticas transfusionais ¢ na doenca
hemolitica do recém-nascido®®1%.

No teste de Coombs indireto € testado o plasma dos pacientes para a detegao de anticorpos
anti-eritrocitarios irregulares circulantes. Estes anticorpos sao potencialmente causadores
de hemolise dos eritrocitos. Neste teste, a amostra de soro ou plasma do paciente ¢
incubada primeiramente com eritrocitos testes. Se existirem anticorpos anti-eritrocitos no
soro do paciente, estes ir-se-ao ligar aos eritrocitos. Posteriormente, ¢ adicionado o
reagente AHG, que vai conduzir a aglutina¢do dos eritrocitos. No caso de um resultado
positivo no teste de Coombs, devem ser realizados testes de identificacio da
especificidade dos anticorpos irregulares encontrados. O teste de Coombs indireto ¢
realizado em gravidas no contexto de vigilancia da gravidez®-1%6:197,
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5. Microbiologia

O laboratério de microbiologia clinica desempenha um papel importante no diagnostico,
tratamento e monitoriza¢cdo de doengas infeciosas de etiologia bacteriana, micoldgica e
parasitologica!®®,

Ao laboratorio de microbiologia chegam diversos tipos de amostras: urina, sangue, fezes,
amostras respiratorias (expetoracdo) e exsudados (vaginal, retal, faringeo, purulentos
profundos e superficiais, entre outros). A partir destes produtos biologicos, realizam-se
varias técnicas e procedimentos que visam fazer pesquisa, identificacio e caracterizacao
dos diferentes microrganismos que possam estar presentes nessas amostras. Sao também
realizados testes de suscetibilidade a antibidticos e fungicidas, com o intuito de auxiliar
o clinico na escolha da terapia mais adequada.

No tempo que estive no laboratério de microbiologia, tive a oportunidade de contactar
com os varios métodos utilizados e familiarizar-me com o trajeto de processamento e
manuseamento dos diferentes produtos bioldgicos. Adicionalmente, foi-me possivel
desenvolver um olhar critico e interpretativo dos resultados obtidos.

De um modo resumido o processamento geral das amostras ocorre dentro dos seguintes
moldes: as amostras sdo recebidas, triadas no laboratorio e tratadas pela ordem de
chegada. De seguida realiza-se o exame cultural e o exame microscopico (quando
aplicavel) e nos dias seguintes observa-se o crescimento microbioldgico nas placas
estabelecendo correlacdes com o exame microscopico. Observa-se a morfologia das
coldnias nas quais que sao avaliadas caracteristicas como o tamanho, cor, forma, aspeto,
cheiro e alteracdes no meio de cultura provocadas pelo crescimento dos microrganismos.
Quando existem resultados valorizaveis parte-se para as técnicas de identificagdo dos
microrganismos e a realizacao de testes de sensibilidade aos antibioticos (TSA). Esta € s6
uma visdo geral de como se desenrolam as atividades no laboratério de microbiologia,
obviamente existem excegoes a este procedimento.

5.1. Exame Cultural

O exame cultural consiste na inoculacdo de amostras em diferentes meios de cultura, com
o proposito de permitir o crescimento suficiente e desenvolvimento de microrganismos a
partir das amostras bioldgicas. Além disso, o exame cultural tem como objetivo a
obtencdo de culturas puras, que garante que os passos seguintes de identificacdo dos

microrganismos e a realizagio dos TSA seja fidedigna e se obtenham resultados claros!!’.

Existe uma panoplia de meios de cultura com diferentes composi¢cdes que garantem o
crescimento de quase todos os microrganismos. Estes podem ser meios solidos (geloses)
ou meios liquidos (caldos), estes ultimos sdo usados como meios de enriquecimento, com
o objetivo de enriquecer o contetido bacteriano da amostra. Outra classificagdo dos meios
de cultura prende-se com a sua seletividade ou ndo no crescimento dos microrganismos.
Por isso podemos ter: meios ndo seletivos enriquecidos, meios seletivos e meios
deferenciais''!"!!. A escolha dos meios a usar vai depender do tipo de amostra, e do tipo
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de microrganismos que se pretende isolar. Na tabela 12 encontram-se listados os meios

que sdo usados no laboratorio Affidea.

Tabela 12. Principais meios de cultura utilizados no Laboratorio Affidea

Meio de cultura
Gelose CHROMID® CPS® Elite (CPSE)

Gelose Mac Conkey (MCK)

Gelose ANC + 5% de sangue de carneiro
(CNA)

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

Gelose de Mueller Hinton E (MHE)

Caracteristicas
- Meio cromogénico para isolamento, contagem
e identificagdo direta ou presuntiva de
microrganismos infeciosos do trato urinario
- Identificag@o direta para Escherichia coli
- Identificacdo presuntiva para FEnterococcus
spp., Klebsiella spp., Enterobacter spp., Serratia
spp., Citrobacter spp., Proteus spp., Morganella
spp. € Providencia spp.
- Meio para isolamento seletivo de bactérias
Gram negativas
- Presenca de sais biliares e cristais de violeta
que inibem o crescimento de bactérias Gram
positivas
- Deteta a fermentacdo de lactose através da
alteragdo da cor do meio para vermelho
- Microrganismos fermentadores de lactose
originam colonias cor-de-rosa a vermelho
- Microrganismos ndo fermentadores de lactose
originam colonias incolores ou beges
- Meio para isolamento seletivo de bactérias
Gram positivas
- Presenga de sangue no meio permite a detegédo
do padrao de hemolise
- A presenca de acido nalidixico e colimicina
inibe o crescimento da maioria das bactérias
Gram negativas e Bacillus
- Meio de isolamento nutritivo muito rico que
permite o crescimento da maioria das espécies
bacterianas
- Presenca de sangue no meio permite a detecao
do padrao de hemdlise

- Meio que se destina a realizagdo de
antibiogramas por difusdo e a determinagdo de
concentragdes minimas inibitérias (CMI)
utilizando o método ETEST

- Permite o crescimento de bactérias ndo
exigentes  (enterobactérias, bacilos Gram
negativos nao fermentadores, staphylococci e
enterococci)
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Tabela 13 (cont). Principais meios de cultura utilizados no Laboratorio Affidea

Gelose Campylosel (CAMPY)

Gelose CASA

Gelose CHROMID® Strepto B (STRB)

Gelose CHROMID® MRSA SMART
(MRSM)

Gelose CHROMID CARBA SMART
(CARB/OXA)

Caldo Coracgao -Cérebro (BHI-T)

Caldo de selenito

Gelose Chocolate Haemophilus 2 (HAE)

- Meio seletivo para isolamento de
Campylobacter spp. a partir de amostras de fezes
- As colonias de Campylobacter spp. sao
pequenas ¢ acinzentadas. - Contém antibidticos e
antifingicos que inibem o crescimento da maior
parte das bactérias e fungos

- Meio  seletivo  cromogénico  para
Campylobacter spp.

- Coloénias de Campylobacter spp.: cor de tijolo

- Meio seletivo e de rastreio para Streptococcus
agalactiae (grupo B)

- Colonias de Streptococcus agalactiae: rosa-
palidas a vermelhas, redondas em forma de
pérola

- Os restantes microrganismos sdo inibidos de
crescerem ou podem crescer, mas as suas
colonias apresentam cores diferentes

- Meio cromogénico para rastreio de
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina
(MRSA)

- Colonias de estipes de MRSA: rosa a vermelho
- Meio cromogénico seletivo para isolar
enterobactérias produtoras de carbapenemases

- Meio bi-plate

- Permite a detecdo simultdnea de estirpes
produtoras de KPC ¢ NDM-1 num lado, ¢ noutro
lado estirpes produtoras de OXA-48

- Meio liquido composto por uma base rica
nutritiva com peptonas e extrato de cérebro e
coragao.

- Permite o crescimento de microrganismos
aerdbios exigentes

- Meio enriquecido para o isolamento de
Salmonella spp. e de algumas espécies de
Shigella.

- O selenito de sodio inibe o crescimento de
outras bactérias de Gram + e de Gram —
presentes em amostras fecais

- Meio de isolamento seletivo para as diferentes
espécies de Haemophilus spp.

- Possui uma base nutritiva rica em fatores X
(hemina) e V (NAD)

- Inibe o crescimento da maioria das bactérias
Gram positivas e leveduras gragas a presenca de
variados antibidticos e antifungicos
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Tabela 14 (cont). Principais meios de cultura utilizados no Laboratorio Affidea

Gelose Chocolate PolyViteX (PVX) - Meio de isolamento para o crescimento de
microrganismos exigentes como os pertencentes
aos géneros Neisseria, Haemophilus ¢
Streptococcus pneumoniae.

- Possui uma base nutritiva rica em fatores X

(hemina) e V (NAD)
Gelose Chocolate PolyViteX™ VCAT3 - Meio de isolamento seletivo para Neisseria
(VCA3) gonorrhoeae e Neisseria meningitidis
- Possui uma base nutritiva rica em fatores X
(hemina) e V (NAD)

- Inibe o crescimento das bactérias e leveduras
ndo pesquisadas gragas a presenga de variados
antibioticos e antifungicos

Gelose CHROMID® Candida (CAN2) - Meio cromogénico para o isolamento seletivo
de fungos leveduriformes e identificacdo direta
de Candida albicans
- Colonias azuis: Candida albicans
- Colénias rosas: Candida tropicalis
- Colodnias brancas/bejes: Candida spp.

Gelose Sabouraud Gentamicina - Isolamento seletivo de fungos leveduriformes e
Cloranfenicol 2 (SGC2) filamentosos
- Dextrose e peptonas favorecem o crescimento
de fungos

- A ag@o conjunta da gentamicina e cloranfenicol
permite inibir o crescimento bacteriano

Gelose Hektoen (HEKT) - Meio de isolamento seletivo de Salmonella spp.
e Shigella spp. a partir de amostras de fezes
- Microrganismos produtores de H»S formam
coldnias com centro preto
- Microrganismos que fermentem um dos trés
agucares constituintes do meio forma coldnias
amarelas ou cor-de-rosa amarelado; os outros
produzem colénias verdes a verdes-azuladas
- Colénias de Salmonella spp.: cor verde a verde-
azulado com ou sem centro preto
- Colénias de Shigella spp.: cor verde a verde-
azulado sem um centro preto

A forma de como se faz a inoculagdo da amostra nos meio solidos difere consoante o
produto bioldgico e o objetivo da inoculacdo. Na maioria dos produtos bioldgicos €
utilizada a técnica de sementeira por esgotamento, ou por quatro quadrantes, ilustrada na
figura 26, sendo para isso utilizada uma ansa calibrada de 10 pL. Esta técnica permite
obter coldnias isoladas e fazer uma andlise semi-quantitativa das colonias no meio de
cultura. Para a semear as amostras de urina utiliza-se uma técnica de sementeira por
estrias (Figura 26), para a qual ¢ utilizada uma ansa calibrada de 10 pL. Esta técnica ao
contrario da anterior ¢ quantitativa, permitindo determinar o numero de unidades
formadoras de colonias (UFC) por mililitro na amostra.
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Specimen is placed on plate
with 1:100 or 1:000 uL loop

Colonies growing
after 18-24 hour
incubation

Figura 26. Técnicas de sementeira por quadrantes (esquerda) e por estrias (direita). Adaptado
de: (111)

Além dos nutrientes fornecidos pelos meios de cultura é necessario fornecer aos
microrganismos as condicdes ambientais ideais ao seu crescimento. Estas incluem a
temperatura e atmosfera de incubacdo (O2 e COz). Assim, apos a inoculacdo nos meios
de cultura, estes devem ser colocados dentro de estufas para serem incubados de maneira
a promover o seu crescimento. A grande maioria de culturas sdao incubadas a temperaturas
de 35-37°C, embora alguns microrganismos como sendo os fungos filamentosos precisem
de temperaturas que rondem os 25-30*C. Os microrganismos aerobios crescem em
atmosfera normal, enquanto os microrganismos anaerobios, sao incapazes de crescerem
na presenga de oxigénio, € os microaerdfilos necessitam de crescer em ambientes com
quantidades de O, reduzidas e de CO> aumentadas. Para se obterem as atmosferas ideias
ao crescimento de cada um destes grupos de microrganismos sao usadas jarras geradoras
de CO>. Quanto ao tempo de incubacao necessario para o crescimento, este depende dos
microrganismos, sendo que geralmente os meios de cultura sao incubados durante 24-48
horas. No caso dos anaerébios, o tempo de crescimento pode ser superior, sendo
necessdria a incubagdo durante um maior periodo de tempo!!®!!,

5.2. Exame microscopico

O exame microscopico ¢ uma das etapas constituintes do processo de analise de amostras
bioldgicas. Tem como objetivo auxiliar na identificagdo preliminar ou definitiva de
microrganismos. Também pode ser usado para caracterizar melhor os microrganismos
que crescem em cultura. No contexto clinico, a observa¢ao ao microscopio ¢ usada para
detetar a presenca de bactérias, elementos leveduriformes, elementos filamentosos e
parasitas (ovos, larvas ou formas adultas)'!?. O exame microscopico abrange o exame a
fresco e o exame ap0s coloracao.
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5.2.1. Exame a fresco

O exame a fresco ¢ o método com a preparagao mais simples, bastando apenas colocar o
produto a analisar entre ldmina e lamela e observar ao microscopio com a objetiva de
40X. A preparacao do esfregaco vai depender do tipo de amostra bioldgica.

5.2.2. Exame apos coloracio

Muitas vezes a observacdo a fresco das mostras biologicas ndo ¢ suficientemente capaz
de fornecer informagao sobre que tipo de microrganismos estao presentes nas amostras.
Posto isto, € necessario recorrer a coloracdes diferenciais que permitem determinar com
mais detalhe as caracteristicas morfologicas dos microrganismos. Além disso, a propria
afinidade para os corantes de certas estruturas celulares dos microrganismos permite a
sua identificacdo!!!. No laboratdrio Affidea sdo utilizadas duas colora¢des: a coloracio
de Gram e a coloracao de Zichl-Neelsen.

A coloracao de Gram ¢ a mais comummente usada no laboratério de microbiologia.
Permite diferenciar os dois grupos principais de bactérias, as bactérias de Gram positivo
e as de Gram negativo. Esta diferenciacdo tem por base a afinidade para os corantes
utilizados, que ¢ determinada por diferengas na estrutura da parede celular das bactérias.
Nesta coloragdo, adiciona-se em primeiro lugar o corante cristal de violeta (roxo), seguido
de uma solucdo de lugol (iodo) que aumenta a ligacdo do corante a parede celular das
bactérias, e depois uma solucao descorante de alcool-acetona, que remove o corante. Por
fim, adiciona-se o corante safranina (rosa). As bactérias de Gram positivo retém o cristal-
violeta devido a sua camada espessa de peptidoglicano, adquirindo uma coloracao roxa.
As bactérias de Gram negativo, pelo contrario, ndo possuem uma camada espessa de
peptidoglicano, pelo que perdem o cristal-violeta durante o processo de descoloragao.
Ficam apenas coradas pelo segundo corante, a safranina, adquirindo uma coloragao
rosal10111

A coloragao de Ziehl-Neelsen ¢ usada para a detegao de bactérias alcool-acido resistentes
(BAAR), nomeadamente as bactérias do género Mycobacterium, como o M. tuberculosis.
A parede celular das bactérias alcool-acido resistentes ¢ constituida por acidos micélicos,
pelo que as torna resistentes a descoloragdo por solugdes alcool-acidas. Deste modo, ao
adicionar-se o primeiro corante, carbofucsina, este fica retido nas bactérias alcool-acido
resistentes € mantém-se apos a aplicacdo da solugdo descorante (alcool-acido).
Posteriormente, cobre-se o esfregaco com o corante azul de metileno, que vai corar as
células e outros microrganismos. Assim, as bactérias alcool-acido resistentes adquirem
uma coloragdo rosa, ao passo que os outros elementos ficam corados de azul. No
laboratério Affidea, esta coloracdo ¢ usada para corar esfregacos provenientes de
amostras de expetoragao 1o,

5.3. Testes de Identificacdo de Microrganismos - Sistema
automatizado VITEK ®2

Nos casos em que a observacdo das colonias das placas ndo nos permite esclarecer qual
¢ exatamente a espécie causadora de infegdo recorre-se ao equipamento VITEK® 2 XL
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(Figura 27). Este aparelho automatizado permite por meio de cartas de identificacdo, que
contém 64 pocos com diferentes substratos, fazer uma identificagdo definitiva da espécie.
O equipamento faz uma monitorizagdo continua do crescimento e da atividade dos
microrganismos em cada poco de teste, fazendo essa medigdo através de um sistema 6tico
de transmitancia. A cada 15 minutos o aparelho faz uma medi¢ao da transmitancia até ao
fim do tempo de incubagdo das cartas. A capacidade ou incapacidade de utilizar certos
substratos por parte dos microrganismos origina reagdes com produtos coloridos que sdo
medidos pelo sistema o6tico. Ao conjugar os resultados de todas as reagdes € possivel fazer
a identificagdo do microrganismo!!?.

Figura 27. Equipamento VITEK® 2 XL

Na tabela 13 estdo organizadas as diferentes cartas de identificacdo do VITEK ®2 usadas
no laboratorio. Para a preparacao das amostras no VITEK® ¢ necessario fazer-se uma
suspensao de microbiana. Para tal repicam-se colonias de placas de culturas puras e
suspendem-se numa solugdo salina estéril até obter-se uma turvagao especifica na escala
de Mac Farland. Dependendo da carta que se vai utilizar este valor de turvagao varia. Para
as cartas VITEK® GN e VITEK® GP a suspensao devera ter uma turvacao de entre 0,5
— 0,55 Mac Farland. No caso das cartas VITEK® NH e VITEK® ANC, a suspensao
devera ter uma turvacao entre 2,7 — 3,3 Mac Farland. Por fim, na carta de identificacao
de fungos, VITEK® YST, a suspensao a utilizar devera ser de 1,8 — 2,20 Mac Farland. A
turvacdo das suspensdes ¢ medida com recuso a um densitdmetro (DensiCHECK ™),

Tabela 15. Cartas de identificagdo usadas no Laboratorio Affidea. Adaptado de: (113)

Carta de identificacao Utilizacao

VITEK® GN Identificacdo de bacilos Gram negativos ndo
fermentadores e fermentadores

VITEK® GP Identificagdo de bactérias Gram positivas

VITEK® NH Identificagdo de Neisseria spp., Haemophilus
spp. € outras bactérias Gram negativas
fastidiosas

VITEK® ANC Identificacdo de bactérias anaerdbias e
corineformes

VITEK® YST Identificagdo de leveduras e microrganismos
similares
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5.4. Teste de sensibilidade aos antibidticos (TSA)

O objetivo do teste de sensibilidade aos antibiodticos ¢ determinar o perfil de resisténcias
aos antibiodticos de bactérias isolados de amostras clinicas, de forma a auxiliar o clinico
na escolha de uma terapia eficaz contra o agente patogénico. Sao também realizados testes
de sensibilidade aos antiflingicos. Estes testes tém por base métodos que permitem
determinar da Concentragdes Minimas Inibitdorias (CMI), isto ¢ a menor concentracao de
antibidtico que inibe o crescimento de um microrganismo in vitro''’. No laboratério
Affidea, a determinagdo da suscetibilidade a antibidticos pode ser feita por dois métodos:

método de difusdo em disco ou método de microdilui¢do usando o equipamento VITEK
®2.

5.4.1. Método de microdiluicdo - VITEK ®2

O VITEK ®2 permite a realizagdo do teste de sensibilidade aos antibioticos, fazendo uso
de diferentes cartas AST que contém antibioticos selecionados, em concentragdes
crescentes, desidratados e com meio de cultura. O principio por de detras das cartas AST
¢ basicamente o método das microdilui¢des. Cada carta possui 64 pogos, sendo que um
poco € o controlo, apenas possuindo meio de cultura. Os restantes pogos sao constituidos
por antibioticos selecionados, em concentragdes crescentes, juntamente com meio de
cultura. Na tabela 14 encontram-se as diferentes cartas VITEK ®2 AST que sao utilizadas

no laboratorio!'2.

Tabela 16. Cartas VITEK ®2 AST. Adaptado de: (114)

Carta de AST Utilizacao
VITEK® AST-N246 Determinacdo da sensibilidade de bacilos
Gram-negativos aerobios a antibidticos
VITEK® AST-N427 Determinacdo da sensibilidade de bacilos

Gram-negativos aerobios a antibioticos.

Usada para Pseudomonas spp. Acinetobacter
spp. € quando um microrganismo tenha muitas
resisténcias aos antibioticos na carta AST-

N426

VITEK® AST-P648 Determinacao da sensibilidade de
Staphylococcus spp. a antibidticos

VITEK® AST-P586 Determinacao da sensibilidade de
Enterococcus spp. a antibioticos

VITEK® AST-STO03 Determinagao da sensibilidade de

Streptococcus  pneumoniae, Streptococcus
agalactiae e Streptococcus do grupo A a
antibioticos

VITEK® AST-YS08 Determinacao de sensibilidade aos
antifingicos

Para a preparagdo das amostras no VITEK® ¢é necessario fazer-se uma suspensdo
bacteriana. Para tal repicam-se coldnias e suspendem-se numa solucdo salina estéril até
obter-se uma turvacdo especifica na escala de Mac Farland. O valor de turvacgdo
necessario ¢€ entre 0,5 — 0,55 Mac Farland.
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5.4.2. Antibiograma manual

Outro método utilizado para a determinacdo da sensibilidade aos antibioticos € através do
método da difusdo em discos (ou método de Kirby-Bauer). Neste caso, faz-se uma
suspensdo de bactérias repicando colonias e suspendendo-as numa solugdo salina estéril
até se obter uma turvagdo compativel com o grau 0,5 de Mac Farland (1x 10° UFC/ml),
sendo isto medido num turbidimetro. De seguida, embebe-se uma zaragatoa estéril nesta
suspensao e semeia-se em meio Mueller-Hinton em todas as dire¢des da placa de forma
a abranger toda a superficie. Posteriormente, sdo colocados os discos impregnados com
os antibidticos na placa e esta vai ser incubada a 37°C durante 18 — 24 horas. Durante o
periodo de incubacdo, os antibidticos difundem-se radialmente e, caso o microrganismo
seja sensivel aos mesmos, verifica-se um halo de inibicdo de crescimento. Findado o
periodo de incubagdo, utiliza-se uma régua para medir os didmetros dos halos inibitorios.
E de realgar que a concentragio de antibiotico diminui a distancias maiores do disco?. No
caso das amostras de exsudado vaginal para a pesquisa de Streptococcus do grupo B,
quando positivas, o antibiograma nao ¢ feito em Mueller-Hinton, mas sim em COS. De
igual modo, amostras semeadas em PVX para pesquisa de Neisseria gonorrhoeae ou de
Haemophilus influezae (que sao identificados pela carta VITEK® NH), o antibiograma ¢
feito em PVX. Assim como os microrganismos identificados pela carta VITEK® ANC, o
antibiograma ¢ feito em COS. No caso dos fungos, o antibiograma ¢ na maioria das fezes
feitos pelo método de difusdao em discos em meio Sabouraud.

Discos usados na rotina do laboratorio:

e Amoxicilina

e Amoxicilina + 4cido clavulanico

e Trimetoprim — sulfametoxazol (STX)

e Fosfomicina

e Nitrofurantoina

e (Cefuroxima

e Ciprofloxacina

e (efotaxime (nas bactérias de Gram positivo em COS)

No caso do antibiograma manual para os isolados de Streptococcus agalactiae (do grupo
B) de amostras vaginais e retais:

e (Clindamicina
e Fritromicina
e Penicilina

No antifungigrama manual, realizado em Saboraud sdo usados:

e Fluconazol
e Nistatina

e (Cetoconazol
e Clotrimazol
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5.5. Urinas Assépticas

A colheita de urina devera ser a primeira da manha por mic¢ao “jato médio”, ou seja,
descartando o primeiro jato urindrio e recolhendo o jato intermédio diretamente para
recipiente esterilizado. A urina é um liquido biolégico estéril. Contudo, a sua passagem
através da uretra durante a micgdo arrasta os microrganismos que a colonizam, podendo
induzir erros na interpretacdo da urocultura. Assim, de forma a manter as condigdes de
assepsia o utente devera fazer uma higienizagio correta dos genitais externos'!>.

Para a cultura em placa utiliza-se uma ansa calibrada de 10 pl que ¢ imersa na urina e
semeia-se pelo método de espalhamento em meio CHROMID® CPS® Elite (meio
cromogénico que permite diferenciar alguns microrganismos). Este posteriormente ¢
incubado a 37°C em aerobiose durante 18-24h na estufa. Algumas amostras que sdo
provenientes de hospitais ou lares o seu processamento € feito de maneira ligeiramente
diferente. Além de se fazer a sementeira em meio CPS, faz-se também em meio Mac
Conkey e em meio CNA. A razdo prende-se com a possibilidade de nestas amostras
ocorrerem infegdes mistas, pelo que pode haver uma ocultagdo do crescimento de um
microrganismo por outro em CPS.

O tubo para a andlise do sedimento a fresco ¢ colocado e analisado pelo aparelho Atellica
1500 Siemens. Dentro do aparelho as urinas sao centrifugadas e o modulo de microscopio
incorporado no equipamento permite a obten¢ao de varias imagens. Nalguns casos, como
por exemplo um tubo de urina com volume insuficiente para o aparelho, a analise do
sedimento pode ser feita manualmente com recurso a um microscéopio otico. No exame a
fresco do sedimento urinario, o que se pretende observar € a presenga ou auséncia de
bactérias, leucocitos, células epiteliais, leveduras, hemacias, cristais e cilindros e fazer
uma contagem destes. Esta contagem ¢ garantida pelo Atellica® 1500 Automated
Urinalysis System.

Na manha do dia seguinte ¢ quando as amostras do dia anterior sdo analisadas. Para que
uma amostra possa ser considerada como uma infecdo urinaria existem alguns pré-
requisitos que esta deve cumprir. Em primeiro lugar, a leucocitaria, que ¢ um marcador
muito indicativo de infe¢ao urinaria. Em segundo, se hé crescimento microbiano na placa
e se este podera ser devido a uma possivel infe¢ao urinaria, ou se, pelo contrario, se deve
a uma possivel contaminacao vaginal/uretral, ou seja, uma ma colheita, que nao foi feita
de acordo com as condig¢des de assepsia. E importante olhar também para os pardmetros
da urina tipo II, se tiver sido pedida, nomeadamente se tem nitritos positivos e esterase
leucocitaria positiva. Por fim, conjugar todos estes dados com a idade, o sexo e se o utente
apresenta sintomatologia de infecdo urindria, para se poder concluir se o utente tem de
facto uma infecdo urinaria e posteriormente proceder a identificacdo do agente etiologico
e realizar-se o teste de sensibilidade aos antibioticos.

A utilizagdo do meio CPS como primeiro meio para realizar a sementeira garante que seja
possivel fazer uma identificacdo direta de E.coli e uma identificacdo presuntiva de outros
microrganismos. O meio CPS permite também distinguir colonias de bactérias de Gram
negativo de coldnias de bactérias de Gram positivo. No primeiro grupo, as colonias sao
maiores, mais transllicidas e possuem um aspeto “mucoide”. As colonias de bactérias de
Gram positivo sdo menores, € tém uma aparéncia mais opaca, conferindo-lhes um aspeto
mais “leitoso”.

89



O meio CPS tem a vantagem de coldnias de microrganismos diferentes poderem produzir
cores diferentes, o que facilita a sua identificacdo e ajuda a definir os passos seguintes,
isto ¢, se se deve partir para identificagdo e antibiograma ou apenas basta fazer o
antibiograma, uma vez que a identificacdo ¢ clara pelo tipo de colonia. As coldnias de
E.coli em CPS tém uma coloragado rosa forte de estirpes produtoras de beta-glucuronidase
(beta-GUR) ou beta-galactosidase (beta-GAL). Os microrganismos do género
Enterococcus em CPS originam coldnias de coloracdo azul com tom turquesa, de tamanho
pequeno. O grupo KESC engloba as bactérias dos géneros Klebsiella, Enterobacter,
Serratia e Citrobacter, e, em meio CPS as suas coldnias apresentam-se em tons de azul a
verde. Ja os Proteus, Morganella e Providencia em CPS originam coldnias em tons
amarelos-acastanhados, sendo que no caso de Proteus mirabilis ¢ comum estas colonias
apresentarem swarming e terem um cheiro a amonia caracteristico. E possivel ainda
identificar outros microrganismos em CPS, designadamente Staphylococcus
saprophyticus, que se caracteriza pelo aparecimento de colonias pequenas em tons de
rosa-claro, e, Streptococcus agalactiae, que da origem a colonias em tons violeta-azulado.
Outros microrganismos como Staphylococcus aureus obtém-se colonias brancas ou
incolores, mas nestes casos ¢ requerida sempre uma identificacdo do microrganismo, que
¢ feita pelo VITEK 2. As colonias anteriormente descritas em meio CPS podem ser
observadas na figura 28.

Figura 28. Diferentes colonias de bactérias em meio CHROMID® CPS® Elite. (A) Em cima:
Staphylococcus saprophyticus; em baixo: Escherichia coli; (B) Sterptococcus agalactiaea; (C)
Pseudomonas aeruginosa; (D) Klebsiella spp.
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Durante o processo de validagdo dos resultados ¢ importante ter em atengdo alguns
aspetos:

Utentes gravidas vao ter leucdcitos elevados na urina. No entanto, esta presenga ¢
fisiologica na gravida pelo que ndo se deve ter em conta como indicador valido
de infecio urinaria nesta populagio. E importante olhar para a placa e verificar se
sdo obtidas culturas puras ou pelo contrario hé varios tipos de bactérias na placa.
Ainda falando das grévidas ¢ importante estar alerta para a presenca de
Streptococcus agalactiae (grupo B), na urina uma vez que uma infe¢ao por este
agente pode ter consequéncias graves para o feto.

A presenca em elevado numero de células epiteliais na urina poderd indicar que a
colheita foi feita de forma incorreta, podendo estar contaminada com exsudado
vaginal ou uretral.

O crescimento polimicrobiano nas placas, isto ¢ de varios tipos de colonias de
microrganismos, pode ser indicativo de contaminacao/falta de assepsia durante a
colheita da amostra de urina. No entanto, ¢ sempre importante olhar para o teor
de leucocitos e a sintomatologia.

Os nitritos positivos na urina sdo um parametro de alerta para uma possivel
infecdo urindria, uma vez que existem bactérias capazes de reduzirem nitratos a
nitritos. (Atengdo a falsos positivos nos nitritos: teores elevados de bilirrubina e
hemoglobina na urina).

Placas com crescimento bacteriano inferior a 10° UFC/ml e leucécitos inferiores
a 10%/ml (leucécitos abaixo de 12 por campo) sido consideradas como negativas.
Uma situagdo que pode ocorrer ¢ nos homens mais jovens apresentarem sintomas
de infecdo urindria, terem leucodcitos elevados, mas apresentarem uma placa
limpa. Nestes casos ¢ importante fazer uma nova cultura, mas desta vez em meio
PVX, que ¢ mais rico e permite o crescimento de microrganismos fastidiosos,
nomeadamente a Neisseria gonorrhoeae.

Caso exista crescimento de mais do que um microrganismo na placa e os
leucécitos estejam elevados, deve-se fazer um re-isolamento de cada uma das
coloénias em CPS ou CNA e MCK para se oberem culturas puras e fazer-se
posteriormente o TSA. Desta maneira ¢ possivel estabelecer o perfil de
sensibilidade dos antibioticos de cada bactéria em separado, sem haver
interferéncia.

Se os resultados presentes na placa, ndo forem concordantes com os resultados da
analise do sedimento e com a sintomatologia, deve-se fazer uma nova cultura
escolhendo os meios de MCK e CNA e/ou PVX.

As infegdes do trato urinario (UTI) sdo das infegdes mais frequentes no ser humano. O
principal agente causador destas infegdes € a E.coli, mas também outras bactérias como
Klebsiella pneumoniaie, Proteus mirabilis, podem desencadear infecdes urinarias. O
Enterococcus faecalis e Entrococcus faecium também podem causar infe¢des urinarias,
no entanto sdo apenas relevantes em doentes do sexo masculino, pois existe uma maior
propensao de homens desenvolverem infe¢des urindrias causadas por Enterococcus spp.
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do que as mulheres!'. Também pode haver infecdes urindrias causadas por
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, mais frequente em utentes
hospitalizados. Bactérias como Steptococcus agalactiae e Staphylocuccus saprophyticus,
também podem originar infe¢des urindrias, sendo o primeiro mais comum em mulheres
gravidas e o segundo em jovens mulheres sexualmente ativas.

5.6. Exsudado vaginal

Para a analise dos exsudados vaginais sdo necessarias pelo menos duas zaragatoas. Uma
zaragatoa transportada num tubo com meio de transporte, que vai ser usada para fazer a
cultura, e outra zaragatoa seca que servira para fazer o esfregaco do exame microscopico.
Normalmente, o esfregaco para a anélise microscopica € feito no posto de colheitas e,
portanto, ja chega a lamina pronta ao laboratorio, sendo s6 necessario fazer a coloragao
de Gram. Adicionalmente, se for pedida a pesquisa de Mycoplasma spp. € Ureaplasma
spp., € necessaria uma zaragatoa seca adicional. A zaragatoa ¢ introduzida no canal
vaginal por cerca de 5 cm e roda-se a suavemente nas paredes da vagina durante mais ou
menos 30 segundos. Para fazer a pesquisa de Neisseria spp., Chlamydia trachomatis,
Mycoplasma spp. e Ureaplasma spp. deve fazer-se colheita no endocérvix. Para tal ¢
necessario usar um espéculo para facilitar a introducio da zaragatoa no endocérvix'.

Recebidas as amostras, a zaragatoa em meio de transporte € inoculada em varios meios
de cultura, sdo eles: CNA, PVX e CAN2, pela técnica de esgotamento. A ordem de
inoculagdo da zaragatoa ¢ do meio menos seletivo, para o meio mais seletivo. As placas
sdo incubadas durante 48h a 35 -37°C, sendo que a os meios de CNA e PVX sdo incubados
em anaerobiose (atmosfera 5% COz) e CAN2 ¢ incubado em aerobiose. Quanto ao exame
microscopico, a lamina ¢ corada com a coloragdo de Gram, para observacao no
microscopio 6tico. E também feito um exame fresco direto que é observado no Atellica®

1500 Automated Urinalysis System.

Os principais agentes etiologicos causadores de infecdes vaginais, que sdo a Candida
spp., Gardnerella vaginalis, Streptococcus do grupo B, entre outros'!’. Passadas as 48h
de incubagdo, é observado o crescimento microbioldgico nas placas. E de realgar que a
vagina ¢ colonizada por uma flora saproéfita variada e, portanto, ¢ expectavel haver sempre
crescimento microbiano nas placas. O que ¢ importante ¢ saber identificar o tipo de
colonias que os microrganismos causadores de infecdes vaginais apresentam nos
diferentes meios, como se pode observar na figura 29. Adicionalmente, ¢ essencial
correlacionar o crescimento microbiano das placas com as observagdes microscopicas do
exsudado vaginal. O que se vai observar sdo os bacilos de Doderlein, células epiteliais,
a presenca ou auséncia de trofozoitos de Trichomonas vaginalis, formas leveduriformes,
cocos Gram negativos intracelulares agrupados aos pares caracteristicos de Neisseria
gonorrhoeae e as Clue Cells caracteristicas da Gardnerella vaginalis. No exame a fresco
direto, o que se pretende observar ¢ a presenga de leucocitos, células epiteliais, células
leveduriformes e trofozoitos de Trichomonas vaginalis (Figura 30).
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Figura 29. Placas com crescimento microbioldgico de exsudado vaginal. (A) Colonias de
Gardnerella vaginalis (colonias mais pequenas e brilhantes) em CNA; (B) Meio CAN2; Lado
esquerdo: colonias de Candida tropicalis; lado direito: colonias de Candida spp.

Figura 30. Esfregaco de exsudado vaginal com coloragdo de Gram (400X). (A) “Clue cells”,
células epiteliais envolvidas por pequenos bacilos de Gram variavel; (B) Levedura a gemular.

5.6.1. Pesquisa de Streptococcus agalactiae (grupo B)

Streptococcus agalactiae sao cocos Gram positivos que colonizam o trato gastrointestinal
e urogenital. E a tinica bactéria pertencente ao grupo B de acordo com a classificacio de
Lancefield, e possui um padrao de hemdlise completa, ou seja, B hemolise. A sua detecdo
¢ especialmente importante durante a gravidez, ja que esta bactéria pode causar sepsis,
pneumonias € meningites em recém-nascidos. A transmissdo ocorre durante o parto se a
gestante estiver colonizada no canal vaginal por Streptococcus agalactiae''’. Deste modo,
¢ recomendado pela Direcdo Geral da Satde a todas as gravidas fazerem o
Rastreio do Streptococcus B hemolitico do grupo B entre as semanas 35 e 37 da
gravidez!'8. Sio obtidas duas zaragatoas uma do 1/3 externo da vagina e outra ano-retal,
que sdo inoculadas em meio STRB pelo método de esgotamento. As placas sdo incubadas
por um periodo de 24h a 35-37°C, 5%CO.. O Streptococcus agalactiae origina coldnias
vermelhas neste meio, como se observa figura 31. Apds 24h a gelose € observada e se ndo
existir crescimento de microrganismos a incubagao € prolongada por mais 24h. Face aum
resultado positivo para Streptococcus 3 hemolitico do grupo B, procede-se a realiza¢ao
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do teste de sensibilidade aos antibioticos manual em meio COS com 3 antibidticos:
penicilina, eritromicina e clindamicina.

Figura 31. Colonias de Streptococcus agalactiae em meio STRB.

5.7. Exsudado uretral

Para a colheita das amostras de exsudado uretral deve ser usada uma zaragatoa fina e
flexivel para seja introduzida entre 2 a 4 cm na uretra, fazendo movimentos de rotagao.
A colheita deve ser feita antes da primeira mic¢do da manha, se nao for possivel, deve-se
fazer a colheita 1 hora apds a ultima micc¢do. Igualmente ao que acontece no exsudado
vaginal, sdo colhidas duas zaragatoas, uma seca para o esfregago e outra para o exame
cultural que deve vir em meio de transporte. Os meios a inocular sdo os mesmos usados
para o exsudado vaginal. Caso seja pedido uma pesquisa de Neisseria gonorrhoeae ¢
também inoculada a zaragatoa em meio VCA3, meio enriquecido e seletivo para

Neisseria gonorrhoeae'.

As uretrites sdo causadas maioritariamente por patdgenos sexualmente transmissiveis
sendo os mais comuns a Neisseria gonorrhoeae € a Chlamydia trachomatis. As uretrites
podem ser classificadas como gonocdcica (se o agente etiologico for a Neisseria
gonorrhoeae) ou ndo gonococica. Outros agentes como Mycoplasma hominis,
Ureaplasma urealyticum ou Candida spp. . também podem causar uretrites. No caso
da Neisseria gonorrhoeae, as colonias obtidas sdo acinzentadas de bordos irregulares. No
exame microscopico observa-se diplococos de Gram negativo intracelulares.

5.8. Pesquisa de micoplasmas urogenitais

Os micoplasmas s3o os microrganismos mais pequenos auto-replicaveis independentes.
Uma caracteristica que os diferencia das demais bactérias ¢ a auséncia de parede de
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celular, o que os torna naturalmente resistentes aos antibidticos da classe beta-lactdmicos.
Sao pleomorficos, de crescimento lento e fastidiosos. Os micoplasmas urogenitais que
sd0 Mycoplasma hominis, Mycoplasma genitalium, Ureaplasma urealyticum, e
Ureaplasma parvum sdo transmitidos sexualmente e sdo agentes causadores de infe¢des
do trato urogenital'?’,

A pesquisa de Mycoplasma spp. € Ureaplasma spp. pode ser feita a partir de amostras de
urina, exsudados vaginais ou exsudados uretrais. Para o diagndstico dos micoplasmas
urogenitais ¢ usado o dispositivo Mycoplasma IST3, figura 32. Este permite, a cultura,
identificacdo da espécie, contagem indicativa e a determinagdo da sensibilidade aos
antibidticos. Este método associa um caldo de cultura seletivo a uma galeria que contém
25 testes. Existem substratos especificos como a ureia para Ureaplasma spp. € a arginina
para M. hominis, que sdo metabolizados em amonia, alterando o pH do meio para alcalino.
Esta alteracdo de pH ¢ visualizada pela mudanga de cor caldo para um rosa, devido a
presenga e um indicador de pH (vermelho fenol), ou seja, em caso de cultura positiva
ocorre esta alteragdo de cor. Quanto aos antibidticos, ¢ testada a sensibilidade do
Ureaplasma spp. para levofloxacina, moxifloxacina, tetraciclina, eritromicina e
telitromicina; e para o Mycoplasma hominis ¢ avaliada a sensibilidade para levofloxacina,
moxifloxacina, tetraciclina e clindamicina.

Figura 32. Galeria de identificagdo Mycoplasma IST3

5.9. Exsudado faringeo

A colheita do exsudado faringeo ¢ realizada com uma zaragatoa estéril, baixando a lingua
com uma espatula colhendo na faringe posterior ou amigdalas na 4rea inflamada ou
ulcerada, evitando o contacto com a cavidade bocal e principalmente com a saliva. No
caso do exsudado nasofaringeo deve-se introduzir uma zaragatoa flexivel através do nariz
até a nasofaringe posterior e rodar. Ambas as zaragatoas devem ser transportadas em meio
de transporte adequado!!®. As amostras sdo depois inoculadas em meio CNA e PVX (caso
seja uma amostra pertencente a uma crianca com menos 5 anos), pelo método de
esgotamento, e sdo incubadas a 35-37°C em atmosfera 5% CO> durante 48h.

O trato respiratdrio superior, que engloba as areas da nasofaringe e da orofaringe, ¢
colonizado por uma microbiota saprofita que tem uma fungdo protetora da colonizagao
por outros microrganismos patogénicos. Deste modo, haverd sempre crescimento
microbiano nas placas, pelo que ¢ essencial realizar uma boa colheita que minimize
contaminagdes, mas também valorizar apenas o crescimento de certos microrganismos,
bem como avaliar a sua abundancia nas placas. Os principais microrganismos a valorizar
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sdo: Streptococcus pyogenes (grupo A), que em CNA origina colonias brancas pequenas
com beta-hemolise; Streptococcus pneumoniae, que origina coldnias caracteristicamente
esverdeadas, mucoides com alfa-hemolise; Staphylococcus aureus, que origina coldnias
brancas grandes com beta-hemolise. Na figura 33 podem ser observadas estas colonias de
Staphylococcus aureus em CNA.

Para auxiliar na identificacdo destes microrganismos podem ser feitos alguns testes
rapidos e/ou confirmatoérios, a partir colonias obtidas. Por exemplo, no caso de
Staphylococcus aureus pode-se realizar um teste de identificagdo rapida com latéx
(Pastorex™ Staph-Plus da Bio-Rad). Este ¢ basicamente um teste da coagulase no qual
particulas de latex sdo revestidas por fibrinogénio, IgGs e anticorpos monoclonais anti-
capsula polissacaridica do S. aureus. Estas particulas de latex ao entram em contacto com
S. aureus vao aglutinar, uma vez que a coagulase do S. aureus converte o fibrinogénio em
fibrina. Ocorre também a ligacao especifica dos anticorpos monoclonais aos componentes
capsulares e da proteina A (presente em S. aureus) a porcao Fc das [gGs. Um resultado
positivo para a S. aureus observa-se quando uma colonia isolada ao entrar em contacto
com uma gota de reagente forma aglutinacio, como se pode observar na figura 342!,

Outro teste que se pode realizar € o teste de sensibilidade a optoquinina, para identificacao
presuntiva de Streptococcus pneumoniae. Este teste tem por base a particularidade de que
ao contrario das restantes espécies de estreptococos alfa-hemoliticos, o Streptococcus
pneumoniae ser sensivel a optoquinina. O procedimento a realizar comega pela
inoculagdo de uma colonia bem isolada, do microrganismo em estudo, em meio COS. De
seguida, ¢ colocado um disco impregnado com optoquina no centro da placa. A cultura ¢
depois incubada a 35-37°C em atmosfera 5% CO> por 24h. Findada a incubagdo, a
presenca de um halo de inibicdo de crescimento a volta do disco com diametro igual ou

superior a 14 mm ou 16 mm indica a presenca de Streptococcus pneumoniae'?.

Em muitos casos, ¢ requisitada a pesquisa direta de Streptococcus pyogenes,
especialmente em criangas. No laboratorio Affidea ¢ usado um teste rapido de
imunocromatografia para a detecdo de antigénios de Streptococcus do grupo A, a partir
de zaragatoas de exsudado faringeo!?}. O procedimento esta ilustrado na figura 35A e a
interpretagdo dos resultados estao ilustradas na figura 35B.
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Figura 34. Teste de Identificacio Rapida de Staphylococcus aureus. Na esquerda: resultado
positivo, ha aglutinagdo. Na direita: resultado negativo, auséncia de aglutinag@o.
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Figura 35. Teste Clearview Exact Strep A Cassette (A) Procedimento; (B) Interprtacao dos
resultados. Adaptado de: (121)
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5.10. Exsudado nasal

Para proceder a colheita inserem-se duas zaragatoas estéril, uma em cada narina, rodando-
as contra a mucosa nasal'!?. Estas zaragatoas sio depois inoculadas em meio CNA. Caso,
se pedida a pesquisa de MRSA, as zaragatoas devem ser inoculadas em meio MRSM
(meio cromogénico para MRSA). As placas sdo incubadas a 35-37°C durante 24 horas,
sendo as de CNA incubadas em atmosfera 5% CO2 e as de MRSM em aerobiose.

Quanto aos agentes etiologicos a valorizar sdo os mesmos do exsudado faringeo, com

especial interesse Staphylococccus aureus''’.

5.11. Expetoracoes

A obten¢do de amostras de expetoracao deve ser feita logo pela manha, para se obter a
primeira amostra da manha. Deve-se lavar a boca s6 com agua antes da colheita. Para se
obter a expetoragdo deve-se forcar a tosse profunda e desprezar amostras de saliva e
rinorreia posteriores. A expetoragdo deve ser colhida para um recipiente estéril de boca

larga e com tampa de rosca'>.

O trato respiratorio inferior ¢ normalmente estéril, porém o diagnostico das infegdes
respiratorias inferiores ¢ muitas vezes dificultado pela contaminacao das amostras por
parte da microbiota comensal da orofaringe, durante a colheita._Este facto pode interferir
com o isolamento de microrganismos patogénicos e tornar a interpretagdo dificil.

E primeiro realizado um esfregaco da amostra através da técnica de estiramento ou
esmagamento entre duas laminas, sendo usada os fragmentos mais purulentos da amostra.
Uma lamina ¢ corada com a coloragdo de Gram e observada no microscopio com a
objetiva 10x, para avaliacao qualitativa da amostra tendo em conta a presenca de células
epiteliais e leucocitos na amostra. A outra lamina ¢ corada com a coloragdo de Ziehl-
Neelsen, para a pesquisa de BAAR.

A expetoracao ¢ depois inoculada nos meios MCK, CNA ou COS, HAE ¢ PVX, pela
técnica dos quadrantes. Sendo incubados a 35-37°C com uma atmosfera de 5% CO», a
excecao do MCK que fica em aerobiose durante 48h. Caso se isole coldnias suspeitas
procede-se a sua identificagdo pelo Vitek e realizagdo do teste de sensibilidade aos
antibioticos.

Alguns dos microrganismos a valorizar quando isolados das amostras de expetoragdo sdo:
Staphylococcus aureus, Haemophilus infuenzae, Klebsiella pneumoniae, Streptococcus
pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Aspergillus spp., Pseudomonas aeruginosa, entre

outros''?.

5.12. Exsudados purulentos de feridas

Ao laboratorio Affidea costumam chegar amostras de exsudados purulentos de feridas em
zaragatoas. Estas amostras sdo depois inoculadas em varios meios, para se poder
determinar o agente etiologico. Os meios usados sdo COS, CNA, HAE2, PVX, MCK e
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SGC. Nalguns casos pode vir pedido a pesquisa MRSA, geralmente de amostras
hospitalares, e, portanto, semeia-se também em meio MRSM. As placas de COS, CNA,
HAE2 sdo incubadas a 35-37°C em atmosfera de 5% CO- durante 48h. As placas de MCK,
SGC e MRSM sido incubadas a mesma temperatura s6 que em aerobiose durante 48h. As
placas sdo observadas ap6s 24h de incubagdo, caso ndo haja crescimento incubam-se mais
24h, caso haja pode-se partir logo para a identificagdo do microrganismo e realizagdo de
testes de sensibilidade aos antibidticos.

O microrganismo identificado a que depois ser valorizado consoante a origem do
exsudado e se provém de uma ferida profunda ou superficial. Alguns dos microrganismos
causadores de infecdes na pele e tecidos sdo: Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Enterococcus spp., Escherichia coli, Enterobacter spp., Klebsiella spp.,
Candida spp., entre outros''’.

5.13. Hemocultura

A presenca de bactérias viaveis no sangue denomina-se de bacteriemia. A hemocultura
consiste no exame cultural das amostras de sangue para identificacdo de agentes

causadores de bacterémias'!!.

O sangue ¢ um fluido bioldgico estéril pelo que o isolamento de um microrganismo a
partir de uma hemocultura ¢ de valorizar e investigar. Contudo, hd que ter em atencao
possiveis contaminacdes com a flora saprofita da pele aquando da colheita.

A colheita do sangue ¢ feita para frascos especificos que contém um meio liquido, os
frascos de cultura BacT/ALERT®, figura 36, que apds a triagem sao colocados no
equipamento BacT/ALERT® 3D. Sao recebidos frascos para a detecdo de
microrganismos aerobios (tampa verde), de microrganismos anaerdbios (tampa laranja).
A colheita de sangue ¢ feita por venopungao e deve-se encher as garrafas todas até a marca
indicada. Sao obtidas 3 amostras de hemoculturas, uma vez que, no caso de s6 se realizar
uma amostra poder-se-ia nao diagnosticar uma bacterémia intermitente, ou poderia ser
mais dificil a interpretagdo do significado clinico do isolamento de certos
microrganismos, em particular os pertencentes a flora saprofita da pele!'>.

'/

e TN
D :
i - A/
o
280
e 12
x4
-

;
1

Figura 36. Frascos de hemocultura. Adaptado de: (124)
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O BacT/ALERT® 3D ¢ um sistema automatico de dete¢do microbiana, utilizado para
determinar a presenga de microrganismos em amostras de sangue. O principio da sua
detegdo baseia-se na producdo de CO> por parte dos microrganismos, que quando estdo
presentes metabolizam os substratos presentes no meio de cultura. O CO; produzido faz
alterar o pH do meio, que ¢ detetado por um sensor colorimétrico presente no fundo dos
tubos que muda de cor de cinzento para amarelo (figura 37)'**. O equipamento monitoriza
os frascos de cultura e faz a leitura da refletancia de 10 em 10 minutos. Os frascos sdo
recebidos e incubados no equipamento por 5 dias a 37°C. Caso seja detetado crescimento
de microrganismos, o sistema emite um alarme sonoro e visual, para que o ou os frascos
em questdo sejam retirados do equipamento.

Positive

Negative

Figura 37. Sensor colorimétrico dos frascos de hemocultura. Adaptado de: (124)

Caso seja detetada uma hemocultura positiva procede-se a uma subcultura em meios
solidos, nomeadamente COS, PVX e CPS. A incubagao das placas de COS e PVX ¢ feita
a 35-37°C em atmosfera 5% CO., enquanto o CPS ¢ incubado @ mesma temperatura em
aerobiose. As placas sdo observadas apds 24h de incubagdo, caso nao haja crescimento
incubam-se mais 24h, caso haja pode-se partir logo para a identificagao do microrganismo
e realizacao de testes de sensibilidade aos antibiodticos.

5.14. Fezes

As infegdes gastrointestinais sdo das doengas infeciosas que mais frequentemente
ocorrem. A sua origem pode ser bacteriana, viral ou parasitaria'®. Na analise
microbioldgica das fezes utilizam-se varios métodos de diagndstico para determinar o
agente causal destas infecdes. Para se proceder a andlise das fezes, devem ser colhidas 3
amostras em dias diferentes, para serem entregues ao laboratorio em frascos de colheita
estéreis''>. No laboratorio Affidea sdo feitas analises como a coprocultura, o exame
parasitolégico das fezes e também podem ser realizados testes rapidos
imunocromatograficos para detegao de antigénios especificos nas amostras de fezes.

5.14.1. Coprocultura

A coprocultura consiste na analise bacteriologica das fezes por via de meios de cultura
para detegdo e estudo de microrganismos que infetam o trato gastrointestinal. Na rotina
do laboratério sdo feitas as pesquisas de Salmonella spp., Shigella spp. e Campylobacter
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spp. Para tal o procedimento e processamento das fezes no laboratdrio ¢ feito do seguinte
modo: as fezes devem ser inoculadas em meio liquido de selenito (meio de
enriquecimento para Salmonella spp., Shigella spp.) que deve ser incubado a 35-37°C em
aerobiose durante 24h. Em paralelo, para a pesquisa de Campylobacter spp. as amostras
devem ser inoculadas em meio Campylosel (meio seletivo para isolamento de
Campylobacter spp.) e em meio CASA (meio seletivo cromogénico para Campylobacter
spp.). A incubagdo destas placas é feita numa estufa a 42°C em atmosfera de
microaerofilia (5% de Oz, 10% deCO», e 85% de N), durante 48h. Findas as 24h de
incubag¢do no meio de selenito, sdo feitas subculturas para os meios CPS e HEKT, os quais
sdo posteriormente incubados mais 24h a 35-37°C em atmosfera de aerobiose. Culturas
positivas para Campylobacter apresentam coldnias pequenas e acinzentadas em meio
Campylosel e coldnias cor de tijolo no meio CASA. O passo seguinte consiste na
identificacdo por via do equipamento Vitek e realizar o teste de sensibilidade de
antibidticos. Culturas positivas para Salmonella spp. e Shigella spp. originam coldnias
verdes ou verde-azuladas em HEKT, sendo que algumas colonias de Salmonella spp.
podem apresentar um centro negro, € em CPS crescem coldnias brancas. Normalmente,
as culturas obtidas ndo sdo puras e portanto, sdo feitos re-isolamentos dessas colonias
suspeitas como forma de confirmacao do resultado, mas também para quando se realizar
a identificacdo e o TSA ndo ocorra interferéncias com outras bactérias.

5.14.2. Exame parasitologico das fezes

Apesar de ocorrerem com muito menor frequéncia do que as infeg¢des bacterianas, as
infecdes gastrointestinais podem muitas vezes serem causadas por parasitas. Os parasitas
que sao encontrados com mais frequéncia sdao Giardia lamblia, Enterobius

vermicularis'°.

O exame parasitologico das fezes consiste na observacao ao microscopio de amostras de
fezes para pesquisa de ovos e larva de helmintos, quistos de protozoarios € ooquistos.
Contudo, antes de se fazer o exame microscopico ha que fazer uma analise macroscépica
das fezes descrevendo algumas caracteristicas como a consisténcia, a cor, a presenga de
muco e/ou sangue ¢ a dete¢ao de possiveis vermes adultos e progldtides de ténias.

Para ajudar na observagao das estruturas parasitarias ¢ usado um concentrador parasitario
para amostras de fezes (MINI PARASEP®), que proporciona uma limpa recuperagao das
amostras e uma eficaz concentracdo das estruturas parasitarias. O procedimento de
utilizagdo encontra-se ilustrado na figura 38. A observagdo ao microscopio € feita através
de uma preparacgao a fresco e visualizada com a objetiva de 40X.
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Step 1 Step 2 Step 3 Step 4

Sample preparation Emulsification Centrifugation Examination
Introduce sample to Vortex or shake Spin at 1,200g for Slide preparation
the fixative/solvent to emulsify 3 minutes

|

Figura 38. Procedimento de utilizagdo do concentrador de parasitas MINI PARASEP®.
Adaptado de: (126)
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Fatty plug

supernatant

Sediment

5.14.3. Testes rapidos de imunocromatografia de fluxo
lateral

a) Pesquisa de Rotavirus, Adenovirus e Norovirus

As infegdes por rotavirus constituem a principal causa de diarreias e infecdes
gastrointestinais em criangas com menos de 5 anos. Nos adultos as infegdes por rotavirus
sdo mais ligeiras, sendo que individuos imunodeprimidos podem desenvolver
sintomatologia mais severa. Os adenovirus sdo virus que estdo implicados em varias
doencas, sendo os serotipos 40 ¢ 41 os que mais frequentemente estdo associados a
infecdes gastrointestinais. Os norovirus sao a principal causa de gastroenterites de origem
ndo bacteriana nos adultos, comummente associados a gastroenterites epidémicas'?’.

No laboratorio Affidea a detecdo destes virus ¢ feita com recuso ao ensaio
imunocromatografico ROTA-ADENO MonlabTest® ¢ NOROVIRUS MonlabTest®.
Estes testes permitem detetar antigénios virais a partir de amostras de fezes. O principio
do funcionamento dos testes ¢ idéntico para ambos. Basicamente, sdo usados anticorpos
contra antigénios virais (anti-VP6 para rotavirus grupo A, anti-antigénio hexon do
adenovirus e anti-antigénios do grupo genético I e II dos norovirus) marcados com
particulas de latex coloridas. Durante o teste a amostra reage com os anticorpos formando
um imuncomplexo que migram na membrana por a¢do capilar. Quando chega a linha de
teste (T), liga-se ao anticorpo pré-revestido para formar um imunocomplexo, revelando
uma linha colorida na zona T'?%!°, Na figura 39 estdo ilustradas as interpretagdes destes
testes rapidos.
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Figura 39. Testes rapidos de imunocromatografia de fluxo lateral. (A) Interpretacdo do teste
ROTA-ADENO MonlabTest®; (B) Interpretacdo do teste NOROVIRUS MonlabTest®.
Adaptado de: (128), (129).

b) Pesquisa de Giardia

A Giardia ¢ o protozoario mais comummente identificado como causador de infe¢des do
trato gastrointestinal. A sua transmissdao ¢ feita por ingestdao de aguas ou alimentos
contaminados.

No laboratorio Affidea a detecao deste parasita para além do exame microscopico pode
ser feita através do teste rapido de imunocromatografia de fluxo lateral Giardia+
MonlabTest® (Figura 40). Neste teste pretende-se detetar o antigénio al-giardin em
amostra de fezes'’’. Segue o mesmo principio de funcionamento que os testes
anteriormente descritos.

DTS [y VT ) v ¢

POSITIVE NEGATIVE INVALID INVALID

Figura 40. Interpretacdo dos resultados de Giardia+ MonlabTest®. Adaptado de: (128).

¢) Pesquisa de Eschericia coli OH157:H7

Eschericia coli OH157:H7 ¢ uma estirpe pertencente ao grupo de Eschericia coli
enterohemorragicas (EHEC) que se caracterizam pela produgdo da toxina shiga. Esta
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toxina provoca sintomas como diarreia, dores abdominais, febre, nduseas e vomitos. A
maioria dos pacientes recupera em dez dias, mas numa pequena percentagem de casos
(especialmente criangas com menos 5 anos e idosos) a infe¢dao pode levar a uma doenca
potencialmente fatal, como a Sindrome Hemolitico-Urémica (SHU)!!. Esta ¢é

caracterizada por falha renal aguda, anemia hemolitica e trombocitopenia'!!.

Para detetar Eschericia coli OH157:H7 ¢ usado Biotical E. coli O157:H7 card, a partir de
amostras de fezes. Utiliza anticorpos direcionados contra antigénios especificos de
Eschericia coli OH157:H7 (Figura 41).

OO0

1 - NEGATIVE 2 - POSITIVE 3 < INVALID 3 < INVALID

Figura 41. Interpretacdo dos resultados Biotical E. coli O157:H7 card. Adaptado de: (131)

d) Pesquisa de Helicobacter pylori

Helicobacter pylori sao bactérias que possuem a capacidade colonizarem células gastricas
secretoras de muco do estdmago. Foi estabelecida uma associagcdo bastante forte da
colonizagdo de Helicobacter pylori com ulceras gastricas e duodenais, gastrite cronica e

carcinoma géstrico'>.

Para detecao do Helicobacter pylori € utilizado o teste respiratorio com ureia marcada. O
principio deste teste baseia-se na capacidade do Helicobacter pylori conseguir
metabolizar a ureia gragas a sua enzima urease. Assim, os utentes engolem uma capsula
com ureia marcada com o isotopo '*C, e o Helicobacter pylori ao metabolizar a ureia
obtém-se CO, marcado com o *C, que difunde pelo sangue e chega aos pulmdes onde é
expirado na respiracao. Através de cartdes de captura da respiracao (BreathCard) e do
aparelho Heliprobe®Analyzer consegue-se medir os teores de *C radioativo'** (Figura
42).
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Figura 42. Heliprobe®Analyzer

105



6. Biologia Molecular

A biologia molecular como ferramenta de diagnostico tem vindo a ser cada vez mais
desenvolvida, comegando a desempenhar um papel preponderante no diagnéstico de
vérias patologias'*®>. A biologia molecular é usada em varias 4reas do laboratério,
nomeadamente, na hematologia, imunologia e microbiologia.

O laboratério de biologia molecular é constituido por quatro salas: uma sala para a
triagem das amostras, uma sala de extragdo, na qual se realiza a extragdo dos acidos
nucleicos a partir das amostras, uma sala de pré-amplifica¢do, na qual se prepara a mix
de amplificagdo e, por fim, uma sala de amplificagdo, na qual se adiciona a mix de
amplificacdo as amostras e onde existem os termocicladores para a amplificagdo. Esta
disposicao sequencial das salas garante que sejam evitadas possiveis contaminacoes.

No laboratério Affidea sdo realizadas algumas andlises por biologia molecular, em
particular, a detecdo do alelo HLA-B27 e o diagnéstico de doengas sexualmente
transmissiveis com recurso a técnicas de amplificacao do seu genoma.

6.1. Detecao do alelo HLA-B227

Os HLA (antigénios leucocitarios humanos) sdo proteinas que se encontram nas
membranas celulares e pertencem ao complexo major de histocompatibilidade (MHC) da
classe I. As moléculas do MHC atuam como estruturas apresentadoras de antigénios aos
linfécitos T, e o conjunto particular de moléculas MHC expressas por um individuo vai
influenciar o repertorio de antigénios aos quais aos linfocitos T do individuo podem
responder. Deste modo, o MHC determina parcialmente a resposta de um individuo a
antigenos de organismos infeciosos e, portanto, tem sido implicado na suscetibilidade a
doengas e no desenvolvimento da autoimunidade. Uma destas moléculas existentes a
superficie das células ¢ o HLA-B27, que existe em praticamente todas as células
nucleadas. O HLA-B27 tem vindo a ser associado com o desenvolvimento da espondilite
anquilosante, uma doenga autoimune ¢ inflamatdria que afeta as vértebras da coluna e
articulagdes. Cerca de 90% dos pacientes com esta patologia apresentam o alelo HLA-
B27. Contudo, a presenca deste alelo ndo ¢ suficiente para que se desenvolva a patologia,
estando outros fatores, ainda desconhecidos, envolvidos na fisiopatologia da doenca.
Deste modo, a detecao do alelo HLA-B27 tem um significado diagndstico muito elevado
para a probabilidade de desenvolver esta doenga'*>!3¢,

Para a detecdo deste gene sdo usadas amostras de sangue total colhidas em EDTA, a partir
das quais se procede a extracdo do DNA por meio do kit GXT NA Extraction Kit da Hain
que € realizado no equipamento GenoXtract® da Hain (Figura 43). Este kit e equipamento
permitem a extracdo de acidos nucleicos a partir de varios tipos de amostra de forma
automatizado diretamente da amostra original do paciente, sem necessidade de
preparagdo extensa antes da extra¢do. Antes de se realizar a extracdo deve-se apenas
preparar uma mix de extracdo com proteinase K e PBS, de forma a lisar as células e
inativar nucleases que degradem os acidos nucleicos. O kit GXT NA Extraction Kit da
Hain utiliza uma tecnologia de esferas magnéticas para a extragdo do DNA.
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. WGenoXtract

Figura 43. Equipamento automatico de extrag@o de acidos nucleicos GenoXtract® da Hain

Apbs a extragdo, procede-se a preparagdo da mix de amplificagdo a partir dos reagentes
do kit FluoroType® HLA-B27 da Hain. Esta mix ¢ depois adicionada as amostras e a
amplificacao por PCR ¢ feito no equipamento FluoroCycler® da Hain (Figura 44).

Figura 44. Termociclador FluoroCycler® 12 da Hain

Em conjunto com as amostras sdo corridas também um controlo negativo (que consiste
em apenas a mix de amplificagdo e a4gua) e um controlo positivo (que consiste na mix e
num fragmento correspondente ao gene HLA-B27). De forma a averiguar se a extracdo e
amplificacdo ocorram sem interferéncias, ¢ amplificado o gene da mioglobina, presente
em todas as células, como controlo interno. De modo a detetar o DNA amplificado sdo
usadas sondas marcadas com moléculas fluorescentes que possuem complementaridade
para regides do gene a ser amplificado. Assim, os resultados obtidos das curvas de
melting podem ser ilustrados na figura 4537138,
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Figura 45. Interpretacdo dos resultados de PCR para detecdo do alelo HLA-B27. (A) Resultado
positivo; (B) resultado negativo.

6.2. Diagnostico molecular de doencas sexualmente
transmissiveis

Os métodos de amplificacdo de acidos nucleicos tém vindo a ser amplamente usados em
laboratdrios clinicos para a detecdo direta de agentes patogénicos em amostras clinicas.
Uma das grandes vantagens destes métodos é a sua elevada sensibilidade e especificidade,
permitindo que mesmo em quantidades pequenas seja possivel detetar estes agentes.

No laboratorio Affidea, aplica-se esta metodologia para a detecdo de doencas
sexualmente transmissiveis, nomeadamente infecbes por Chlamydia trachomatis,
Neisseria gonorrhoeae, Mycoplasma spp. e Ureaplasma spp. Sdo usados trés Kits para a
detecdo destes microrganismos:

e 0 FluoroType® STI, que é um método de PCR multiplex que permite fazer a
detecdo simultdnea de varios agentes causadores de doencas sexualmente
transmissiveis (Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae, Mycoplasma
genitalum, Mycoplasma hominis. Ureaplasma parvum e Ureaplasma urealyticum),
neste kit estdo incluidos vérios pares de primers especificos para cada
microrganismo®3°.

e 0 FluoroType® CT, que é um Kit de detecdo de Chlamydia trachomatis a partir de
amostras de urina, exsudado cervical e uretral em zaragatoa e esperma. Este teste
identifica duas sequéncias alvo, uma dentro do genoma de Chlamydia trachomatis
e outra dentro do seu plasmideo criptico®.

e 0 FluoroType® NG, que é um kit de detecdo de Neisseria gonorrhoeae a partir de
amostras de urina e exsudado cervical e uretral em zaragatoa. 4,

Para a extracdo do DNA das amostras é usado o kit de extracdo GXT NA Extraction
Kit da Hain e € realizado no equipamento GenoXtract® da Hain. Dependendo do tipo
de mostra a preparacdo da mesma para a extracao varia ligeiramente. No caso das
amostras de urina estas devem ser agitadas para ficarem homogeneizadas, no caso das
zaragatoas secas, estas devem ser lavadas com um tampdo de lavagem de modo a
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solubilizar o exsudado. Posteriormente, é preparado a mix de extracdo que consiste
em proteinase K e um controlo interno. O controlo interno serve para avaliar se a
extracdo ocorreu sem problemas, se ocorreu ou ndo inibicdo da amplificacdo,
permitindo controlar o desempenho do teste e o funcionamento apropriado dos
constituintes do kit. Uma vez concluida a extragdo do DNA procede-se a preparacao
da mix de amplificacdo. De igual modo ao que acontecia com o HLA-B27 sdo
preparados dois controlos: um controlo positivo e um controlo negativo. O controlo
positivo consiste numa amostra de polinucledtidos com uma sequéncia especifica dos
microrganismos a serem detetados, e o controlo negativo, serve para detetar possiveis
eventos de contaminagdes®®140141,

As doengas sexualmente transmissiveis sdo um grupo diversificado de doencas
infeciosas com uma ampla variedade de patdgenos e manifestacdes clinicas
abrangentes. Os testes de amplificagcdo de &cidos nucleicos tornam-se extremamente
vantajosos para o diagnostico de infecGes causadas por estes agentes, mas em
particular para infe¢cbes causadas por Chlamydia trachomatis. A Chlamydia
trachomatis é uma bactéria intracelular obrigatdria, que apresenta dois tipos celulares
principais: o corpo elementar, que & metabolicamente inativo, mas infecioso, e o corpo
reticular, que é metabolicamente ativo e capaz de se multiplicar. Tradicionalmente, o
diagnostico da Chlamydia trachomatis € feito por métodos culturais necessitando de
linhas celulares para o seu crescimento. Este é um método muito complexo e necessita
de que as amostras sejam mantidas em condi¢fes estaveis de modo a manter o
microrganismo viavel. A utilizacdo de métodos de PCR veio permitir uma mais facil
detecdo, ndo exigindo que 0s organismos se mantenham vidveis para a sua
detegéo”o'm'm.
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7. Controlo da Qualidade

O controlo da qualidade ¢ um processo que envolve a utilizagdo de varias técnicas e
atividades que visam o cumprimento dos requisitos de qualidade. Mais concretamente, ¢
consiste numa analise estatistica de ensaios com produtos de controlo de qualidade, com
o intuito de monitorizar e avaliar os processos analiticos®. O controlo da qualidade na
fase analitica engloba o Controlo da Qualidade Interno (CQI) e a Avaliagao Externa da
Qualidade (AEQ).

7.1. Controlo da Qualidade Interno (CQI)

O objetivo do controlo da qualidade interno ¢ detetar problemas de precisdo na rotina
laboratorial e avaliar a variabilidade dos resultados analiticos®. A precisdo corresponde a
variabilidade dos resultados analiticos em torno do valor médio e a concordancia entre as
medidas repetidas. A precisdo pode ser quantificada através de indices estatisticos, sendo
estes o desvio padrao e o coeficiente de variagao.

Sao utilizadas amostras de controlo com uma matriz bioldgica semelhante as amostras
dos doentes e com concentra¢des conhecidas. Geralmente sao utilizados 2 ou 3 niveis de
controlo dependendo do analito em concreto. A sua determinagdo € realizada todos os
dias, excetuando os casos de anélises que ndo sdo realizadas todos os dias da semana. Nos
controlos existe sempre um nivel normal e um nivel patolégico ou, no caso de se usarem
trés niveis de controlo, um corresponde ao nivel normal e dois correspondem a niveis
patologicos, sendo um deles um nivel alto patologico e outro um nivel baixo patologico.
Os controlos sao testados nas mesmas condigoes das amostras dos doentes e os resultados
obtidos sdo depois analisados estatisticamente. O programa Unity real time BioRad
permite fazer a gestdo estatistica do controlo de qualidade em tempo real, permitindo a
constru¢do de cartas de controlo (graficos de Levey-Jennings). Estes graficos sao
construidos calculando a média dos resultados, o desvio padrao (DP) e os limites do CQ
(limites de confianga, a média = 2 DP e os limites de controlo, a media &= 3 DP). Assim, ¢
possivel obter uma representacao visual dos resultados do controlo de qualidade obtidos
dia a dia, permitindo detetar comportamentos tendenciais mais facilmente e atuar para os
contrariar. Para auxiliar na avaliacdo da qualidade das corridas analiticas sdo usadas as
regras de Westgard. Se os resultados dos controlos estiverem dentro dos limites de
aceitacdo, pode-se proceder a andlise das amostras. Caso os resultados dos controlos
estejam fora dos limites definidos, significa que o desempenho do sistema analitico ndo
¢ adequado e que os resultados obtidos ndo serdo validos, pelo que devem ser aplicadas
medidas corretivas para eliminar a fonte do erro®. Por exemplo, por vezes os valores do
controlo estdo alterados devido a criacdo de depositos nos reagentes, bastando proceder
a homogeneizacdo dos mesmos, ou nalguns casos ¢ mesmo necessario proceder a uma
calibracdo para normalizar os valores do controlo. Sempre que sejam feitas trocas de
reagentes com novos lotes € necessario proceder a calibragdo e a realizacdo do controlo
de qualidade. Qualquer agdo feita, como a repeticdo do controlo, uma calibragdo nova,
deve ser devidamente registada tanto no programa Unity real time BioRad, assim como
nos documentos em papel que se encontram junto dos equipamentos.
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No laboratorio de microbiologia, as amostras usadas para o CQI sdo estirpes bacterianas
padrdo da American Type Culture Collection (ATCC®, Virginia, Estados Unidos da
América). Estas estirpes possuem caracteristicas fenotipicas conhecidas, o que permite
que sejam usadas para testar os meios de cultura presentes no laboratorio. Sdo feitos
isolamentos destas estirpes todas as semanas, sendo que as estirpes ATCC novas sdo
semeadas pela primeira vez em COS e PVX, constituindo a cultura de trabalho. A partir
da cultura de trabalho, as estirpes sdo depois semeadas nos restantes meios. No controlo
interno que ¢ realizado semanalmente ¢ feita a identificagdo da estirpe e o teste de
suscetibilidade aos antibidticos. Normalmente sdo testadas 2 estirpes um Gram negativa
e uma Gram positiva em cada meio. O intuito deste controlo ¢ verificar se em meios
seletivos por exemplo, para Gram negativos, como o MCK, crescem apenas estirpes de
Gram negativas e ndo de Gram positivas. O inverso deve acontecer para meios seletivos
de Gram positivos. Assim, este controlo permite assegurar que os meios usados sao de
facto fiaveis e, portanto, os resultados que dao sdao confiaveis. No teste de suscetibilidade
aos antibiodticos o padrao de resisténcia e sensibilidade devera ser concordante com o que
¢ caracteristico da estirpe.

Estirpes ATCC® usadas:

e Escherichia coli ATCC 25922
e Staphylococcus aureus ATCC 29213
e Pseudomonas aeruginosa ATCC 25783

e Streptococcus pneumoniae ATCC 49619
o  Haemophilus influenza ATCC 4868

7.2. Avaliacao Externa da Qualidade (AEQ)

A avaliagdo externa da qualidade permite avaliar o desempenho do laboratorio, através
da participa¢do em ensaios interlaboratoriais organizados por entidades externas®.

O laboratorio recebe amostras liofilizadas enviadas, periodicamente, pelas entidades
organizadoras das avaliagdes externas da qualidade. Estas amostras pertencem a
programas diferentes e pretendem avaliar andlises especificas. As amostras sao
processadas e testadas nas mesmas condigdes que as amostras dos doentes e os resultados
sdo depois enviados a respetiva entidade, que os analisa e elabora um relatério de
avaliacdo, no qual os resultados do laboratério sao comparados aos resultados esperados
e aos resultados obtidos pelos outros laboratorios participantes no programa de AEQ. O
laboratério Affidea participa nos programas de AEQ organizados pelo RIQAS (Randox
International Quality Assessment Scheme), pelo INSA (Instituto Nacional de Saude
Doutor Ricardo Jorge) e LabQuality — EQAS.

Assim, a AEQ permite que se estabelecam comparagdes dos resultados obtidos com os
resultados de outros laboratdrios que usam os mesmos métodos analiticos, permitindo
detetar problemas de exatiddo dos resultados®.
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1. Introducao

As doencas mitocondriais sao um grupo importante de doencas genéticas hereditérias do
metabolismo. Caracterizam-se por conduzirem a perturbagdes no funcionamento das
mitocondrias, resultando numa producdo de energia deficiente, muitas vezes
acompanhada de disfuncdo da cadeia respiratoria. Estas patologias tém origem em
mutacdes patogénicas presentes em genes que codificam para as proteinas constituintes
da cadeia respiratoria e para outras proteinas mitocondriais. As mutacdes afetam tanto
genes presentes no genoma nuclear (nDNA) e que, portanto, sdo transmitidas de acordo
com os padrbes de hereditariedade mendeliana, como genes do genoma mitocondrial
(mtDNA), sendo estas herdadas por via materna. Clinicamente, as doengas mitocondriais
sdo amplamente heterogéneas, uma vez que podem surgir em qualquer idade e
manifestarem-se em qualquer 6rgdo ou érgdos, com um leque variado de sintomas e
apresentacdes clinicas. Normalmente, os 6rgaos mais fortemente afetados sdo aqueles que
possuem requisitos energéticos mais elevados, como é o caso do musculo esquelético e
do cérebro'®,

Muitas vezes é possivel agrupar os sintomas e sinais clinicos em sindromes especificas
que renem uma constelacdo caracteristica destes achados. E o caso da sindrome de
Leigh, também designada por encefalopatia subaguda necrotizante, que é a mais
frequente doenca mitocondrial neurodegenerativa a manifestar-se na infancia. Tal como
as outras doencas mitocondriais, possui uma clinica variada, mas distingue-se devido ao
aparecimento de lesGes necrdticas focais, simétricas e bilaterais, no sistema nervoso
central. O surgimento da sindrome de Leigh esta associado ao aparecimento de
deficiéncias isoladas ou combinadas dos complexos da cadeia respiratdria. Estas
deficiéncias, por sua vez, sdo causadas por mutacfes patogenicas em genes mitocondriais
e nucleares!#*,

O objetivo principal deste trabalho € expor algumas das mutacGes genéticas subjacentes
a sindrome de Leigh, em particular as mutacdes que afetam os complexos da cadeia
respiratoria e o complexo da piruvato desidrogenase, elaborando sobre as diferencas
bioquimicas e clinicas que estas provocam. Por fim, neste trabalho falar-se-a sobre o
diagnostico da sindrome de Leigh, serdo discutidas as principais metodologias usadas no
diagnostico, sendo dado especial destaque ao diagnostico genético, atraves de técnicas de
sequenciacdo de nova geracdo (NGS), como ferramenta indispensavel para acelerar o
diagnostico e descobrir novas mutacdes.

1.1. Papel das mitocondrias na célula - estrutura e funcio

As mitocondrias sdo organelos constituintes de todas as células, com excecdo dos
eritrocitos'®®, Estruturalmente, possuem uma forma oval e sdo constituidas por duas
membranas, uma membrana interna e uma membrana externa. O espaco entre as duas
membranas é denominado de espaco intermembranar. No interior da membrana interna
encontra-se a matriz mitocondrial, na qual estdo presentes as enzimas responsaveis pelas
reacdes principais do metabolismo oxidativo, e o seu material genéticol®¢, A
membrana interna possui invaginacdes, denominadas cristas, nas quais se localizam as
proteinas constituintes dos complexos da cadeia respiratorial®.
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As mitocdndrias desempenham varios papeis fundamentais para o normal funcionamento
da célula, incluindo o metabolismo energético, a biossintese de moléculas, como o heme
e os fosfolipidos, mas também na homeostase do célcio e na regulacdo da apoptose!’.
Uma das suas principais funcdes é a producdo de adenosina trifosfato (ATP) através do
processo de fosforilacdo oxidativa (OXPHOS), que ocorre na cadeia respiratoria (CR).
Nos primeiros passos deste processo, macromoléculas como gllcidos e lipidos sdo
convertidas em acetil-coenzima A, por meio de vias catabdlicas, nomeadamente atraves
da glicdlise e oxidacao do piruvato, no caso dos glucidos, e através da beta-oxidacdo, no
caso dos lipidos. O grupo acetil da molécula de acetil-CoA é posteriormente transferido
para a molécula de oxaloacetato, originado a molécula de citrato. Este é o primeiro
constituinte do ciclo de Krebs, que é seguido por mais sete reacdes enzimaticas,
culminando na producéo de duas moléculas de CO> e na obtencéo dos cofatores NADH
e FADHa, os quais transportam os eletrfes que se obtém nas reacGes do ciclo. Estes
transportadores de eletrdes sdo depois encaminhados para a cadeia respiratoria,
fornecendo os eletrBes necessarios para iniciarem o processo de formacdo do gradiente
de protdes, essencial para a sintese de ATP, na cadeia transportadora de eletrdes (Figura
46).

Complexo | Complexo llI Complexo IV Citocromo C Complexo V
NADH Desidrogenase Citocromo C Ubiquinol Redutase oxidase (COX) ATP Sintase
H* H* H*

Espaco intermembranar

AN

m FADH,  FAD m ADP + Pi
NADH | NAD*+H*

Complexo Il e H,0

. . H*
Succinato desidrogenase

Figura 46. Representacdo esquematica da cadeia transportadora de eletrdes.

A cadeia transportadora de eletrfes é constituida por cinco complexos enzimaticos que
se encontram na membrana interna mitocondrial. Quatro destes complexos (complexos I-
IV) estdo envolvidos no processo de transporte de eletres por meio de reacdes de
oxidacdo-reducdo acopladas, que culminam na reducao da molécula de oxigénio em agua,
enquanto o complexo V é responsavel pela sintese de ATP145:146.147,148

O NADH e o FADH; séo oxidados pelas enzimas NADH-ubiquinona oxirredutase
(Complexo 1) e succinato-Coenzima Q redutase (complexo Il), respetivamente. Nestas
reacdes, ocorre a transferéncia dos eletres provenientes destes substratos para a molécula
de coenzima Qio (CoQ1o), que é deste modo reduzida. A coenzima Qio desloca-se
livremente no interior da membrana mitocondrial interna, uma vez que é lipossoluvel.
Esta desloca-se para o complexo Ill da cadeia respiratdria (citocromo ¢ ubiquinol
redutase), que catalisa a transferéncia dos eletrdes transportados pela coenzima Q1o para
a molécula citocromo c, levando a reducdo do citocromo c e a oxidacao da coenzima Q1.
O citocromo C é uma molécula transportadora de eletrdes mdvel hidrofilica, que se
encontra a superficie da membrana interna mitocondrial. Esta desloca-se para o complexo
IV (citocromo c oxidase), no qual é catalisada a transferéncia dos eletrdes provenientes

114



do citocromo c para a molécula de O culminando na formacdo de H-O.
Concomitantemente ao transporte de eletrdes, nos complexos I, 111 e IV ocorre a passagem
de protdes da matriz mitocondrial para o espaco intermembranar, gerando um gradiente
protonico. Este gradiente é posteriormente usado pela ATP sintase (complexo V), como
fonte de energia para a sintese de ATP a partir das moléculas de ADP e fosfato
inorganico'#5146147.148 ' através deste processo que as células conseguem obter a maior
parte do ATP que é essencial para inlmeros processos, entre 0s quais a contracdo
muscular'#® a transmissdo dos impulsos nervosos, e a fungdo de neurotransmissor®®C,

1.2. Genoma mitocondrial e genoma nuclear diferencas e
como interagem

De acordo com a teoria da endossimbiose, as mitocondrias evoluiram a partir de uma
proteobactéria que foi endocitada por uma célula eucaridtica ancestral. O facto de as
mitocondrias possuirem o seu préprio genoma e pequenas diferencas no seu codigo
genético, em relagdo ao do DNA nuclear, corroboram esta teoria. Com o decorrer da
evolucdo, grande parte dos genes presentes no genoma mitocondrial ancestral foram
perdidos, para serem integrados no DNA nuclear (n(DNA)™. Este facto explica de certo
modo a dependéncia do genoma mitocondrial para com o genoma nuclear, necessitando
de varios fatores codificados pelo nDNA para a sua replicacio e integridade®®?,

O DNA mitocondrial (mtDNA) é uma molécula circular em cadeia dupla, com cerca de
16,6 Kb, possuindo uma cadeia pesada (H — heavy) e uma cadeia leve (L — light). Os
genes do genoma mitocondrial carecem de intrdes, ao contrario do que acontece com a
maioria dos genes nucleares, e possuem uma regido regulatoria de 1121pb designada de
D loop, que é responsavel pelo controlo da replicacdo e transcricdo. O mtDNA ¢é
constituido por 37 genes, dos quais 13 codificam para subunidades dos complexos da
cadeia respiratdria, 22 genes codificam para tRNAs e 2 genes codificam para rRNA,
sendo estes dois ultimos grupos de genes necessarios para a sintese de proteinas que
ocorre dentro da mitocondria®® (Figura 47).

No entanto, 0s genes presentes no genoma mitocondrial constituem uma pequena fracao
de um conjunto de cerca de 1500 genes que sdo necessarios para o normal funcionamento
das mitocondrias'*®. Os restantes, sio genes localizados no genoma nuclear e podem
subdividir-se nos seguintes grupos: genes que codificam para subunidades estruturais da
cadeia respiratéria, genes que codificam para os fatores de montagem da cadeia
respiratoria, e genes cujos produtos estdo envolvidos na manutencdo do mtDNA e na
biogénese das mitocondrias'®*. Alguns exemplos séo o gene POLG que codifica para uma
subunidade catalitica da DNA polimerase y que € responsavel pela replicacédo e reparacao
do mtDNA, ou o gene SURF1 que é um fator de montagem do complexo IV da cadeia
respiratoria®®. Estes genes, presentes no ndicleo, sio primeiramente traduzidos no citosol
sob a forma de proteinas precursoras que possuem sequéncias sinalizadoras clivaveis, que
as permite serem translocadas para dentro das mitocéndrias. Este transporte é levado a
cabo por translocases (TOM- Translocase of the Outer Membrane e TIM- Translocase of
the Inner Membrane)'®. As mitocondrias possuem, portanto, uma dupla regulagio
genética, ja que dependem de ambos 0s genomas, nuclear e mitocondrial.
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Figura 47. Genoma Mitocondrial com as principais mutacdes que causam doengas
mitocondriais (), distribuicdo dos genes codificantes das subunidades dos complexos da cadeia
respiratéria (b). Adaptado de: (155), MITOMAP: A Human Mitochondrial Genome Database.
http://www.mitomap.org, 2023.

Ambos 0s genomas nuclear e mitocondrial apresentam diferencas que se encontram
listadas na tabela 15. Contrariamente ao DNA nuclear (nDNA), o mtDNA ndo esta
associado a histonas; além disso, a existéncia de um sistema de reparacdo do DNA menos
eficaz do que o nuclear, e ainda a exposicdo do mtDNA a quantidades elevadas de
espécies reativas de oxigenio (ROS) produzidas pela cadeia respiratoria, conseguem
explicar a mais elevada taxa mutacional média do genoma mitocondrial, em comparacgéo
com o genoma nuclear'®. Outro aspeto em que 0s genomas mitocondrial e nuclear
diferem, é o padrdo de hereditariedade. Enquanto os genes nucleares obedecem a um
padrdo de hereditariedade mendeliano, o mtDNA possui uma hereditariedade matrilinear,
uma vez que as mitocondrias do zigoto provém do évulo. Deste modo, uma mutagdo no
mtDNA de uma mée é transmitida a todos os filhos, mas apenas as filhas é que irdo
transmitir essa mutagdo a geragédo seguinte®®?,

Outra caracteristica em que diferem o nDNA e o mtDNA tem que ver com o0 himero de
cbpias de cada uma destas moléculas por célula. Enquanto no nDNA existem apenas 2
cdpias de cada cromossoma no nucleo, numa mitocéndria existem entre 2-10 copias do
mtDNA, e dado que uma célula possui centenas de mitocondrias, conclui-se que dentro
de uma célula existem milhares de cdpias do genoma mitocondrial, ou seja, 0 genoma
mitocondrial é poliploide'®’. Quando todas as copias de mtDNA s&o idénticas dizemos
que estamos numa situacao de homoplasmia, tal & o que acontece num individuo saudavel.
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Fala-se em heteroplasmia, quando dentro de uma célula ou tecido coexistem duas ou mais
populagbes de mtDNA, sendo uma parte das copias de mtDNA normal e outra parte
mutada.

Tabela 17. Principais diferengas entre o genoma mitocondrial e o genoma nuclear. Adaptado de:
(157)

Molécula circular em cadeia Molécula linear em cadeia dupla

dupla na matriz mitocondrial

Um cromossoma

Tamanho de 16.569 pares de
base DNA

Contém 37 genes, 13 codificam
proteinas, 22 tRNAs e 2 rRNAs

N&o possui intrdes, sendo apenas
3% do DNA néo codificante

Ndo se encontra associado a
histonas

Maior taxa mutacional com
sistema de reparacdo do DNA
menos eficaz do que o nuclear

Padrdo de  hereditariedade
matrilinear
Replicacdo independente do

ciclo celular

Uma mitocdndria contém varias
dezenas de cdpias do mtDNA e
cada célula contém varias
mitocondrias

presente no nucleo das células

23 cromossomas diferentes nas
células XX ou 24 nas XY

Tamanho de 3.3 mil milhdes de
pares de base DNA

Contém entre 20 000 a 25 000
genes codificando proteinas e
RNAs

Possui introes, sendo 93% do
nDNA nao codificante

Esta associado a histonas

Menor taxa mutacional com um
sistema de reparacdo do DNA
mais rigoroso

Hereditariedade por ambos o0s
progenitores

Replicacdo ocorre apenas na fase
S do ciclo celular

Cada célula possui apenas duas
cdpias de cada cromossoma

Outro aspeto a ter em conta em relacdo ao mtDNA é que a sua replicacdo e divisdo sao
independentes da replicacdo do genoma nuclear e, portanto, do ciclo celular. Durante a
divisdo celular ndo ha uma distribuicdo igualitaria das mitocondrias entre as células-
filhas, a isto designa-se de segregacdo mitdtica®®s. Isto é, a partir de uma célula com 2
populacdes de mtDNA podem obter-se células-filhas com propor¢6es diferentes das
copias de mtDNA. Este fendmeno pode levar a que haja uma maior concentracdo de
mtDNA mutado em certas células, e menos quantidade de mtDNA mutado noutras
células. Tal facto explica a existéncia de variabilidade na propor¢cdo de DNA mutado entre
diferentes 6rgaos e tecidos nas doengas mitocondriais. Este fendmeno, aliado a replicagdo
autonoma do mtDNA, pode conduzir a que se atinja um nivel de mtDNA mutado na célula
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a partir do qual o funcionamento da cadeia respiratoria fiqgue comprometido. Este nivel
designa-se por efeito limiar. Este limiar vai ser diferente consoante o tipo de mutagéo e
consoante o tecido afetado, sendo que érgdos com elevada dependéncia energética, como
o cérebro, musculo esquelético, retina e coragdo terdo um limiar mais baixo™®2.

2. Doencas mitocondriais

As doencas mitocondriais consistem num grupo de patologias bastantes heterogéneas que
se caracterizam por originarem alteracdes no metabolismo energético mitocondrial. Estas
alteracbes sdo causadas por mutacdes em genes que codificam para as subunidades
estruturais dos complexos da cadeia respiratéria, em genes envolvidos na manutencgéo do
mtDNA, na biogénese das mitocondrias e na montagem dos complexos®®. Dado que a
regulacdo genética das mitocondrias € dupla, estas mutacfes tanto podem ocorrer no
mtDNA como no nDNA. Podemos classificar as doengas mitocondriais em dois grupos
principais: as doengas mitocondriais primérias (PMD — primary mitochondrial diseases)
e as doengas mitocondriais secundarias (SMD — secondary mitochondrial diseases). As
PMD caracterizam-se por serem um grupo de doencas que s@o originadas por mutacoes
em genes que codificam as subunidades estruturais da cadeia respiratoria, mas também
em genes que codificam produtos que desempenham funcdes auxiliares na fosforilagcdo
oxidativa®®, Por outro lado, as SMD s&o causadas por mutagdes patogénicas em genes
envolvidos na biogénese de proteinas, de lipidos e no ciclo de Krebs, ou seja, genes que
ndo estdo diretamente implicados na fosforilacdo oxidativa, mas que podem comprometer
o normal funcionamento da cadeia respiratéria*®®. Adicionalmente, em oposicao as PMD,
as SMD podem também ser adquiridas por patologias que fagam, por exemplo, elevar o
stress oxidativo, podendo conduzir a alteragdes no mtDNA®816% Neste trabalho, o foco
vai estar sobre as PMD, uma vez que aa sindrome de Leigh faz parte deste grupo.

E de notar que as doencas mitocondriais s&o clinicamente muito heterogéneas. O inicio
dos sintomas pode dar-se logo nos primeiros anos de vida, ou apenas manifestarem-se so
ja em idade adulta’®!. Estes sintomas podem ser altamente variados, podendo limitarem-
se a um orgdo, ou pelo contrario afetarem varios®2, A apresentacdo clinica é muito
diversa, podendo afetar o sistema nervoso central e periférico, neuromuscular,
cardiovascular, gastrointestinal, endécrino e renal. E possivel agrupar certas
caracteristicas clinicas, que costumam ocorrer em simultaneo, em sindromes clinicas
distintas*®. Porém, nem sempre se consegue encaixar um doente numa sindrome
especifica, pois muitas vezes a sintomatologia sobrepfe varias sindromes. Algumas
justificacbes dadas para explicar esta heterogeneidade clinica sdo a presenca das
mitocéndrias em quase todos os tecidos no organismo e a propria genética mitocondrial,
nomeadamente a heteroplasmia do mtDNA3,

Para além da heterogeneidade clinica, as doencas mitocondriais sdo também
geneticamente heterogéneas. Este facto torna dificil poderem ser estabelecidas
associacBes entre o gendtipo e o fendtipo apresentado pelos doentes!®®. Muitas vezes,
diferentes mutagdes causam o mesmo fenotipo, como € o caso da Sindrome de Leigh que
esta associada a mutagGes em mais de 75 genes diferentes!®®, Ha também casos de
diferentes variantes no mesmo gene poderem originar fendtipos distintos. As mutacdes
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no gene POLG produzem um leque variado de apresentacdes clinicas, impossibilitando
gue se consiga estabelecer uma correlacdo consistente entre o fenétipo e gen6tipo®.

Em termos epidemioldgicos, as doencas mitocondriais sdo bastante raras quando
observadas caso a caso, mas, no seu conjunto, estima-se que a prevaléncia minima seja
de 1 em cada 5.000 individuos®+%, fazendo delas um dos grupos mais frequentes das
doencas hereditéarias do metabolismo. E de realcar que, dependendo da regido geogréfica,
os valores de prevaléncia variam. Fendmenos como a frequéncia de casamentos
consanguineos e mutagdes de efeito fundador sdo algumas causas para esta discrepancia.
Um exemplo deste fendmeno acontece exatamente na sindrome de Leigh que apresenta
uma prevaléncia de aproximadamente 2,5 casos por 100.000 nascimentos, mas na regiéo
de Saguenay-Lac-Saint-Jean, no Canada, devido a uma mutacdo com efeito fundador no
gene LRPPRC, possui uma prevaléncia de 1 caso em cada 2.000 nascimentost®4,

Como ja foi referido anteriormente, as doencgas mitocondriais podem ser causadas por
mutacdes patogénicas que ocorrem tanto no mtDNA, como no nDNA, pelo que podemos
classific-las de acordo com a sua origem.

2.1. Doencas causadas por mutacoes no mtDNA

As mutacdes no mtDNA podem afetar dois grandes grupos de genes: os que codificam
para as subunidades da cadeia respiratoria, e os que codificam para rRNA e tRNA, e que,
portanto, interferem na sintese proteica dentro da mitocondria'®’. Relativamente ao tipo
de mutacdes, podem ocorrer delecdes simples ou mutagdes pontuais'e.

Comecando pelas delecGes simples (tamanhos entre 1,3 — 10 Kb), estas sdo tipicamente
esporadicas, raramente sdo transmitidas hereditariamente. Podem também estar
associadas a duplicacbes que podem ser transmitidas por via materna®®’. Pensa-se que
estas delecdes, que dao origem a doengas mitocondriais primarias, ocorrem durante a
embriogénese, apesar de as delecbes no genoma mitocondrial poderem ocorrer em
qualquer altura da vida'®®. Este tipo de mutacéo é subjacente a sindromes especificas,
como a sindrome de Pearson, a sindrome de Kearns-Sayre (KSS), a oftalmoplegia externa
progressiva (POE), e delecbes simples que originam sintomas ndo especificos de
nenhuma sindrome!™. A sindrome de Pearson manifesta-se por uma franca anemia
siderobléastica associada a uma disfuncéo pancreética, que na infancia pode ser mortal. A
sindrome de Kearns-Sayre caracteriza-se por ser uma patologia de apresentacdo multi-
sistémica com oftalmoplegia externa progressiva e retinite pigmentar, tendo inicio antes
dos 20 anos de idade. Os doentes afetados por esta sindrome podem ainda ter ataxia, ou
bloqueio cardiaco, ou proteinas no LCR numa concentracdo superior a 100 mg/dl. Por
fim, a POE é uma sindrome mais benigna que afeta 0 masculo esquelético e evidencia
ptose, oftalmoplegia e fraqueza muscular proximal.!® Ainda ndo ha evidéncias
suficientes que permitam explicar os diferentes fen6tipos, mas pressupdem-se que podera
ser devido a modificacBes na carga mutacional (mutation load) do mtDNA em diferentes
tecidos, do tipo de mutacéo e quais sio os genes deletados®®172,

O segundo grupo de mutacdes a afetar o mtDNA sdo as mutagdes pontuais, na sua maioria
do tipo missense, que afetam tanto genes que codificam proteinas, como genes que
codificam para tRNAs e rRNA. Até a data, mais de 200 mutacGes foram documentadas
como  causadoras de  doengcas  mitocondriais (MITOMAP  Database,
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http://www.mitomap.org). Estas mutagdes sdo na sua maioria herdadas por via materna e
tém apresentacdo multi-sistémica, embora também possam ser esporadicas e apenas
estarem presentes num tecido especificol®’. Grande parte destas mutages origina
fendtipos de encefalomiopatias, e dentro deste grupo de patologias destacam-se quatro
sindromes principais. Comecando pela neuropatia Otica de Leber ou LHON (Leber
hereditary optic neuropathy). Esta doenca caracteriza-se por uma atrofia ética bilateral,
conduzindo a um condicionamento da visdo elevado que pode evoluir para cegueiral’,
Afeta mais frequentemente pessoas do sexo masculino e tem inicio durante a
adolescéncia. As mutacgdes nos genes MT-ND1, MT-ND4, MT-NDAL, e MT-ND6, estdo
associadas a esta doenca, sendo que as trés muta¢ées mais comuns sdo m.11778 G>A no
gene MT-ND4, m.3460 G>A no gene MT-ND1 e m.14484 T>C no gene MT-ND6'"4. Em
seguida, a sindrome de MELAS (Mitochondrial Encephalomyopathy, Lactic Acidosis,
Stroke-like episodes), que tem como principais sintomas, episodios semelhantes a AVC,
elevacdo dos teores de lactato como o proprio nome indica, mas também apresenta
sintomas como, deméncia, epilepsia, miopatia, cefaleias recorrentes, surdez, diabetes e
baixa estatura'’>. A mutacdo mais frequentemente associada a sindrome de MELAS é a
m.3243A>G no gene MT-TL1 que codifica para o tRNALeu mitocondrial. Mutagdes
noutros genes como MT-ND1, MD-ND5, MT-TH e MT-TV também estdo associadas a
sindrome de MELAS'’®. Adicionalmente, a sindrome de MERRF (Myoclonic Epilepsy
Ragged Red Fibres) caracteriza-se pela presenca de mioclonias, convulsdes e ataxia. E
originada por varias mutagfes pontuais no mtDNA sendo que a mais comumente
encontrada é mutacio no gene MT-TK m.8344A>G que codifica para o tRNA de lisinal’®.
Por fim, dentro deste grupo de patologias, destaca-se a sindrome de Leigh (encefalopatia
necrosante subaguda), e a sindrome NARP (Neuropatia, Ataxia e Retinite Pigmentosa)
nas quais debrucar-se-a este trabalho.

2.2. Doencas causadas por mutacoes no nDNA

As mutacdes no nDNA séo tao significativas como as no mtDNA. Apesar de a primeira
vista se poder pensar que uma mutacdo no mtDNA terd muito mais implicacdes para com
o funcionamento das mitocdndrias, € importante ter em mente que 0 proteoma
mitocondrial humano compreende um total aproximado de 1500 proteinas, em que apenas
13 s&o codificadas pelo mtDNA"’. Assim, a maior parte das proteinas necessarias ao
normal funcionamento das mitocondrias sdo, de facto, codificados pelo genoma nuclear.
Estes genes codificam para proteinas estruturais das subunidades da cadeia respiratoria,
proteinas auxiliares com fungdes na montagem dos complexos da cadeia respiratoria,
proteinas envolvidas na sinalizacdo intergendémica, na importacdo de proteinas do
citoplasma e em proteinas envolvidas na motilidade do organelo e a sua estrutura®”:170.178,
Ao contrario do que acontece com as mutacGes no mtDNA, as mutacdes no nDNA sédo
herdadas de acordo com os padrdes de hereditariedade mendeliana, autossémico
recessivo, autossomico dominante ou ligado ao cromossoma X.

Um dos grupos mais significativos de mutacdes no nDNA sdo aquelas que vao interferir
com a sinalizacdo intergendmica, nomeadamente mutacdes em genes envolvidos na
replicacio do mtDNA e genes envolvidos na manutencdo da pool de
desoxiribonucledtidos. Estas mutagdes vao interferir com a normal sintese e manutencéo
do mtDNA, conduzindo a alteracdes quantitativas e qualitativas do mtDNA",
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As alteragBes quantitativas consistem em deplecdes acentuadas do contedido de mtDNA
(Figura 48) nos tecidos e 6rgdos afetados!®. Alguns exemplos de alteracdes quantitativas
sdo as mutacdes nos genes TK2 e POLG, que codificam para a timidina cinase 2
mitocondrial e para a subunidade catalitica da DNA polimerase gama. No primeiro caso
a proteina codificada pelo gene TK2 desempenha um papel fundamental na via de
recuperacdo de nucledsidos de pirimidina e, por conseguinte, uma mutacéo neste gene
causa um comprometimento da sintese de dNTPs mitocondriais, essenciais para a sintese
de mtDNA®_ No segundo caso, a DNA polimerase gama ¢ essencial para a replicacio
do mtDNA, e portanto, mutacdes no gene POLG conduzem a uma diminuicdo da
atividade da polimerase, ou seja uma sintese de mtDNA insuficiente face as necessidades
da célula e de turn-over dos organelos*’®8, Em ambos os casos verifica-se uma reducio
do contetdo de mtDNA, isto €, ha uma deplecdo de mtDNA. Em relacdo as manifestacoes
clinicas, as altera¢des quantitativas do mtDNA podem ser agrupadas em quatro formas:
miopatica, encefalomiopatica, hepatocerebral e neurogastrointestinal. A cada forma
clinica estdo associadas mutacfes em genes especificos. Usando os genes discutidos
anteriormente como exemplos, as mutagdes no gene TK2 estéo relacionadas com formas
miopaticas, enquanto as mutaces no gene POLG estdo frequentemente associadas a
formas hepatocerebrais'®. No entanto, é de realcar que, dependendo da mutagio
subjacente, 0 mesmo gene pode originar diferentes fendtipos!®?, sendo isto especialmente
relevante para o gene POLG.

As alteracbes qualitativas resultam de multiplas delecdes do mtDNA (Figura 48),
causadas por mutacdes em genes com func¢des na manutencao, replicacdo e integridade
do mtDNA*. Os fenétipos mais comummente observados sdo a oftalmoplegia externa
progressiva (PEO) e a sindrome de encefalomiopatia neurogastrintestinal mitocondrial
(MNGIE). No caso da PEO, esta tem como etiologia mutacdes nos genes ANT1, PEO1
e POLG, que apresentam um padrdo de hereditariedade autossomico dominante e/ou
recessivo. O gene ANT1 ou SLC25A4 codifica para uma proteina translocadora do
nucleotido de adenina (ANT1) a qual se encontra na membrana interna mitocondrial e
tem como funcdo fazer o transporte de ATP para o citosol e de ADP para a matriz
mitocondrial. O gene PEOL codifica para uma helicase, também denominada de Twinkle,
que intervém na replicacdo do mtDNA3"4!, Em relacdo a MNGIE, esta é devida a
mutac6es no gene TYMP, que codifica para a timidina fosforilase que é responsavel pela
conversao de desoxitimidina em timina, afetando o equilibrio necessario para manter uma
pool de nucledtidos mitocondriais estaveis, 18318
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Figura 48. Southern blot de mtDNA linearizado demonstrando no lado esquerdo mdltiplas
delecBes do mtDNA, e no lado direito uma deplecdo do mtDNA. (C, controlo; P, doente).
Adaptado de: (183).

Outro grupo de mutacdes no NDNA bastante significativas sdo aquelas que ocorrem em
genes que codificam para proteinas auxiliares ou constituintes da cadeia respiratoria. De
acordo com o gene que afetam, este grupo de mutacdes pode ainda ser subdividido em
direct hits ou indirect hits'®3. Os direct hits incluem as mutages que ocorrem em genes
nucleares que codificam para subunidades constituintes da cadeia transportadora de
eletrbes. Os indirect hits sdo o grupo de mutagdes que afetam genes que codificam para
proteinas que desempenham papeis na montagem dos complexos da cadeia respiratdria,
que ndo sdo partes estruturais da cadeia transportadora de eletrbes, mas sdo essenciais
para o seu funcionamento. Comecando pelos direct hits, em todos os complexos da cadeia
respiratoria existem tais mutagdes, sendo que sao muito mais frequentes no complexo 1.
Em termos clinicos, estas mutacfes, na sua maioria, podem manifestar-se na forma de
sindrome de Leigh, e ao contrario do que acontecia nas mutacdes do mtDNA, estas
aparecem durante os primeiros anos de vida e si0 muitas vezes letais*’®'43, Passando
agora aos indirect hits, existem variadas proteinas que ajudam na montagem e maturagéo
dos complexos da cadeia respiratoria, um exemplo é a proteina BCS1L. A BCS1L é uma
chaperone que intervém na montagem do complexo Ill. Conhecem-se cerca de 30
mutacOes diferentes no gene BCSIL, que originam feno6tipos como a sindrome de
GRACILE (atraso no crescimento, aminoaciddria, colestase, excesso de ferro, acidose
lactica e morte prematura), ou sindrome de Bjornstad, que se caracteriza por uma perda
auditiva neurossensorial e pilli torti 1%,

3 - Sindrome de Leigh

Foi em 1951 que a sindrome de Leigh (OMIM #256000) foi pela primeira vez descrita
pelo médico Denis Archibald Leigh, que reportou um caso de um bebé de 7 meses de
idade que morreu num periodo de 6 semanas'®®. Leigh descreveu as caracteristicas
neuropatoldgicas e histoldgicas descrevendo as lesdes como sendo bilaterais, simétricas,
de espongiose, proliferacdo vascular e astrocitose, afetando os ganglios da base, tronco
cerebral e medula espinal. O primeiro nome dado por Leigh a esta apresentacdo foi de
encefalomielopatia necrosante subaguda, dai também ser conhecida como tal. Esta
sindrome caracteriza-se por ser uma doenca neurodegenerativa progressiva que surge em
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criancas durante os primeiros anos de vida, e que pode resultar em morte. Estima-se que
a sua prevaléncia seja por volta de 1 a cada 40.000 nascimentos'®’. Em populacdes
especificas a incidéncia é maior devido a mutagGes resultantes de um efeito fundador, por
exemplo no caso da populagdo da regido de Saguenay Lac-Saint-Jean do Québec, no
Canad4, em que a incidéncia é de 1:2.000%%, ou em populagdes das ilhas Faroé com uma
incidéncia reportada de 1:1.700%, Algumas das caracteristicas principais desta sindrome
sdo: a presenca de um atraso motor e intelectual, niveis de lactato elevados tanto no
sangue como no liquido cefalorraquidiano, disfungdo do tronco cerebral e ganglios da
base e a evidéncia de uma alteragdo do metabolismo energético®®.

3.1 - Apresentacio clinica

Antes de listar as variadas caracteristicas clinicas associadas a sindrome de Leigh, é
importante ter em conta que esta é uma doenca rara, o que dificulta encontrar populagdes
suficientemente grandes para se identificarem os sintomas predominantes. No entanto, a
realizacdo de varios estudos com populacdes afetadas pela sindrome de Leigh em
diferentes regides do globo, permitiu reunir informagdes clinicas, bioquimicas,
moleculares e radioldgicas que a caracterizam®-1%2, As apresentacdes clinicas sdo muito
heterogéneas com um variado leque de drgdos afetados. Esta heterogeneidade nas
apresentacdes clinicas pode ser explicada, em parte, por fatores como a heteroplasmia nas
mutacfes no genoma mitocondrial, mas talvez a razdo principal, que ainda ndo é
totalmente compreendida, seja a propria complexidade da cadeia respiratoria
mitocondrial. Como ja foi dito anteriormente, para o seu funcionamento, a cadeia
respiratoria necessita mais de 1.500 proteinas codificadas no genoma nuclear e
mitocondrial. Uma mutacdo em qualquer uma destas proteinas vai afetar o seu
funcionamento, e por consequéncia comprometer a producédo de ATP. Isto vai causar nas
células uma maior propensdo a producdo de ROS. Dessa forma, iniciam-se processos
inflamatorios e de aumento do stress oxidativo que, se mantidos de forma crénica,
culminam na morte celular, o que origina as diferentes apresentagGes clinicas'*. A
sindrome de Leigh pode estar associada a uma qualquer deficiéncia nos cinco complexos
que constituem a cadeia respiratdria, sendo que estas deficiéncias podem ser isoladas ou
combinadas, isto é, envolvendo mais do que um complexo. Outras proteinas que nédo
constituem os complexos da cadeia respiratdria, mas estdo também associadas ao
surgimento da sindrome de Leigh, sdo as deficiéncias no complexo piruvato
desidrogenase ou na coenzima Q10'®*. A ubiquidade das mitocondrias em todas as células
nucleadas ajuda a compreender o porqué de praticamente todos os 6rgaos poderem ser
afetados. Contudo, sdo os Orgaos com maiores requisitos energéticos, como seja o
cérebro, o masculo esquelético e os olhos que sdo mais fortemente afetados e, portanto,
as apresentacOes clinicas mais frequentes sdo as que afetam esses mesmos 0rgaos.

Na sindrome de Leigh, a idade de surgimento dos sintomas € por norma antes dos 2 anos
de idade; no entanto, existem casos que relatam o surgimento dos sintomas em idades
superiores %419 Isto ¢ relevante, pois os sintomas diferem de um grupo em relagdo ao
outro. Sendo que, criancas que desenvolvam sintomas antes dos 2 anos de idade, por
norma, tém sintomatologia mais grave e com pior prognostico, do que as criancas que
desenvolvem sintomas em idades mais avangadas®. O surgimento dos sintomas acontece
frequentemente apds um episdédio de uma infecdo viral aguda ou doenca que cause um
stress metabdlico®’.
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Os sintomas que caracterizam a sindrome de Leigh podem ser subdivididos em dois
grupos principais: sintomas neuroldgicos e sintomas multissistémicos!** (Figura 49).
Comecando pelos sintomas neuroldgicos, estes sdo 0s mais comummente encontrados e
que estdo mais associados a esta sindrome. Sdo caracterizados por anomalias motoras,
como ataxia, hipotonia, distonia, regressao psicomotora, mas também por anomalias
oculares, tais como ptose, atrofia Gtica, nistagmo, oftalmoplegia e estrabismo. S&o
também reportados casos de convulsdes, atraso mental, episodios de apneia e problemas
de degluticdo por causa de alteragdes no tronco cerebral. No outro grupo de sintomas
multissistémicos, podem surgir anomalias cardiacas, tais como arritmias e cardiomiopatia
hipertréfica, anomalias gastrointestinais, que incluem obstipacdo, diarreia, megacdlon,
disfagia, vémitos e paralisia intestinal, disfuncdo renal, disfuncdo hepatica com niveis
elevados das transaminases e hepatomegalia e anomalias hematoldgicas, em particular
anemia®*+1971%  Contudo, existem muitos casos documentados na literatura que ndo se
enquadram perfeitamente nos critérios de diagndstico para a sindrome de Leigh, sendo
designados de sindrome Leigh-like, uma vez que apresentam achados neuropatol6gicos e
neurorradioldgicos atipicos, mas que sdao sugestivos de sindrome de Leigh mesmo
assim®®®. O padrdo neurorradioldgico que é caracteristico da sindrome de Leigh sdo as
hiperdensidades focais, bilaterais e simétricas observadas em imagens T2 na ressonancia
magnética. Estas hiperdensidades estdo normalmente localizadas nos ganglios da base
e/ou no tronco cerebral, no tdlamo, medula espinal, substancia nigra, nacleo rubro e
substancia branca cerebral981%°,

[ Neuroldgicos ] [Multissistémicos]
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Figura 49. ManifestacOes clinicas da Sindrome de Leigh. Adaptado de: (143),(144)
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3.2 - Genética da Sindrome de Leigh

A sindrome de Leigh, para além de ser clinicamente muito heterogénea, é igualmente
heterogénea a nivel genético. Até a data existem mais de 75 genes com mutacdes que
causam esta patologia e 0 seu nimero continua em expansdo gracas as técnicas de
sequenciacdo de nova geragéo, que vieram facilitar e acelerar a identificacdo de novos
genes candidatos'®*. De igual modo ao que acontece nas outras doencas mitocondriais, as
mutacdes ocorrem principalmente em genes que codificam para proteinas estruturais da
cadeia respiratéria, ou em genes que codificam proteinas envolvidas na montagem e
estabilidade dos complexos constituintes da cadeia respiratoria. Contudo, mais
recentemente, tém sido descobertas mutacfes em genes que codificam proteinas com
funcdes na manutencdo do mtDNA, na biossintese de cofatores, na traducdo do mtDNA
e em funcdes da dindmica das mitocondrias®® (Tabela 16). Tanto genes do genoma
nuclear como do genoma mitocondrial apresentam mutacfes causadoras da sindrome de
Leigh e, portanto, os padrdes de hereditariedade podem ser autossomico recessivo e
ligado ao cromossoma X materno no caso das mutagfes no mtDNA, e mutagdes de novo.
Na parte final deste trabalho ir-se-a falar e analisar algumas das mutacdes causadoras
desta sindrome, nomeadamente mutacfes que ocorrem nas proteinas constituintes da
cadeia transportadora de eletrdes, discutindo-se os seus efeitos bioquimicos e clinicos.

3.2.1 — Mutag¢des no complexo I

O complexo | (nicotinamina adenina dinucledtido: ubiquinona oxidorredutase) é a
primeira e maior enzima multimérica da cadeia transportadora de eletrdes, constituida por
45 subunidades, sendo que 38 sdo codificadas pelo genoma nuclear, e 7 (MTDN1-
MTDNG6, MTDNA4L) pelo genoma mitocondrial. Adicionalmente, para além das proteinas
estruturais deste complexo, sdo ainda necessarias mais 11 proteinas auxiliares para a sua
montagem. O complexo | oxida 0 NADH, ao mesmo tempo que reduz a coenzima Q10
ou ubiquinona (CoQ1o0), gerando energia que permite a translocacdo de protdes para o
espaco intermembranar, contribuindo para a manutencdo de um gradiente eletroquimico
por toda a membrana mitocondrial interna?.

Uma deficiéncia no complexo | da cadeia respiratoria tem sido a causa mais
frequentemente de doencas mitocondriais com surgimento na infancia®®. A
sintomatologia € muito heterogénea podendo ir de acidose lactica neonatal fatal até casos
de cardiomiopatia hipertrofica isolada ou até a sindrome de MELAS ou sindrome de
LHON. Contudo, é a sindrome de Leigh que é mais frequentemente observada como
resultado de mutagGes que causam deficiéncia no complexo 122, Dos 38 genes nucleares
que codificam para proteinas estruturais do complexo I, apenas em 14 destes foram
identificadas mutacGes associadas a sindrome de Leigh. Dos genes que codificam para
proteinas auxiliares na montagem do complexo I, foram documentadas mutacdes em 7
genes. Por fim, nas 7 subunidades codificadas no genoma mitocondrial, ja forma
documentados casos de mutacGes nos genes MTDN1, MTDN2, MTDN3, MTDN4,
MTDN5 e MTDNG6, sendo que as mutacdes nos genes MTDN3 e MTDN5 sdo as mais
prevalentes?®,
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Tabela 18. Genes nos quais mutagdes causam sindrome de Leigh. Legenda: XL — ligada ao
cromossoma X; AR — autossomica recessiva. Adaptado de: (144), (200)

Disfungéo mitocondrial

Deficiéncia do complexo |

Deficiéncia do complexo Il

Deficiéncia do complexo 11

Deficiéncia do complexo IV

Deficiéncia do complexo V

Deficiéncia do complexo
Piruvato Desidrogenase
(PDHCc)

Deficiéncia do CoQ1o
Deficiéncia da Biotinidase
Metabolismo Tiamina
Metabolismo de aminoacidos

Manutencdo do mtDNA

Traducdo do mtDNA

Dinamica mitocondrial

Genes envolvidos ( padréo de hereditariedade)

NDUFA1(XL); NDUFA2, NDUFA9, NDUFA10,

NDUFA12, NDUFS1, NDUFS2, NDUFS3,
NDUFS4, NDUFS7, NDUFS8, NDUFV1,
NDUFV2 (AR); MT-ND1, MT-ND2, MT-ND3,
MT-ND4, MT-ND5, MT-MD6 (maternal);

NDUFAF2, NDUFAF4, NDUFAF5, NDUFAFG,
C170RF89, FOXRED1, NUBPL (AR)

SDHA, SDHAF1 (AR)

UQCRQ, BCSLL, TTC19 (AR)
NDUFA4, SURF1, COX8A, COX10, COXI5,

SCO2, PET100, LRPPRC, TACO1, ETHEL (AR);
MT-CO3 (maternal)

MT-ATP6 (maternal)

PDHAL (XL); PDHX, PDHB, DLAT, DLD (AR)

COQ9, PDSS2 (AR)

BTD (AR)

SLC19A3, TPK1 (AR)

HIBCH, ECHS1 (AR)

POLG, SUCLA2, SUCLG1, FBXL4 (AR)

GFM1, GFM2, TSFM, TRMU, MTFMT, GTPBP3,
TACO1, C120RF65, LRPPRC, EARS2, FARS2,

IARS2, NARS2 (AR); MT-TI, MT-TK, MT-TL1,
MT-TL2, MT-TV, MT-TW (maternal)

SLC25A46 (AR), DNMLL (AD)

O gene NDUFS4 foi dos primeiros genes no qual foi identificada uma mutacdo em
homozigotia que conduz a sindrome de Leigh com deficiéncia no complexo 12%°. O gene
NDUFS4 codifica para a subunidade acessodria estrutural de 18 kDa, pertencente a NADH
desidrogenase (complexo I). Este gene localiza-se no cromossoma 5q11.2 e estrutura-se
em 5 exdes. A proteina NDUFS4 possui um péptido sinal mitocondrial de 42 aminoacidos
que é clivado ap06s o transporte para a mitocondria. Adicionalmente, possui uma regido
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consenso de fosforilagdo na posicdo 171 — 173 (RVS), que é fosforilada pela proteina
cinase A cAMP dependente (PKA). Pensa-se que a sua funcéo esteja relacionada com a
montagem e estabilizacdo do complexo 12%. A primeira mutagéo descrita neste gene foi
uma duplicacdo de 5 pb nas posic¢des 466-470 (c.466-470 dup). Esta duplicagdo causa um
frameshift (alteracdo da grelha de leitura) no coddo Lys158, conduzindo a producdo de
uma proteina com mais 14 aminoéacidos que a proteina selvagem, e leva também a
destruicdo do local consenso de fosforilacdo presente na regido c-terminal da proteina
(aminodacidos 171-173)%%®. Como consequéncia, a auséncia da subunidade NDUFS4
“normal” parece conduzir a uma perda do complexo I completamente montado
(aproximadamente 1 MDa), mas verifica-se uma acumulacdo de um complexo |
intermediario com cerca de 830 kDa em analise de BN-PAGE?"’. Outras mutagdes neste
gene também estdo associadas a sindrome de Leigh, tais como a mutacdo pontual
c.44G>A, que leva a introdugdo de um codéo stop prematuro na posi¢do 15 na regido do
péptido sinal mitocondrial, conduzindo a uma completa auséncia do complexo 12, Outro
tipo de mutacdes, tais como mutacdes missense?®®, dele¢des?'?, e mutagdes que alteram o
padrdo de splicing®!!, também estdo associadas a sindrome de Leigh. Os sintomas
associados a estas mutacdes mais frequentes s@o hipotonia, anomalias oculares e atraso
psicomotor. Por norma, 0 prognostico de mutacfes neste gene é bastante reservado,
levando & morte antes dos 3 anos de idade?'2.

O gene NDUFV1 localiza-se no cromossoma 11g13.2 e é composto por 10 exdes.
Codifica para uma subunidade core da NADH desidrogenase (complexo 1) de 51 KDa, e
na sua estrutura possui um local de ligacdo ao NADH e um local de ligacdo ao cofator
mononucledtido de flavina (FMN) e ao cofator ferro-enxofre [Fe-S]?%3.

Foi documentado o caso de um individuo heterozigético composto com uma mutagéo no
exdo 5 deste gene em que a mutagéo ¢.616 T>G provinha da mée e a mutacédo c.611 A>G
provinha do pai. A primeira mutacdo causa uma troca de um residuo de cisteina por um
de glicina na posicdo 206 (p.Cys206Gly), enquanto que a segunda causa uma alteracédo
do aminoacido tirosina por uma cisteina na posicdo 204 (p.Tyr204Cys). Este doente
apresentava ptosis, estrabismo, ataxia, hipotonia e oftalmoplegia. Os niveis de lactato
eram elevados e apresentava uma deficiéncia enzimatica no complexo 124, Estudos feitos
em Yarrowia lipolytica com estas mesmas mutacOes revelaram a total auséncia de
expressdo do complexo I, por analise de BN-PAGE, no caso da variante p.Tyr204Cys.
Na variante p.Cys206Gly, o complexo | estava intacto mas incapaz de oxidar o NADH.
Ambas as mutacOes afetam o local de ligacdo a FMN, que é um importante cofator para
o funcionamento do complexo 1223,

N&o s6 mutacbes em genes nucleares causam deficiéncia no complexo I. Estdo também
documentadas mutac6es em 6 dos 7 genes mitocondriais que codificam para subunidades
do complexo I, sendo que as mutacdes com maior prevaléncia sao as que afetam os genes
MT-DN3 e MT-DN5%%, O gene MT-DN3 codifica para a subunidade ND3 da NADH
desidrogenase (complexo 1) com um peso molecular aproximado de 13,2 KDa. Duas das
mutacBes missense que sdo mais frequentemente associadas a sindrome de Leigh sdo
m.10191 T>C e m.10197 G>A. Na primeira, esta troca de um nucleétido de timina por
citosina, conduz a substituicdo de uma serina, que € hidrofilica, por uma prolina, que €
hidrofobica, na posicdo 45 numa regido conservada da proteina ND3 (p.Ser45Pro)?%°. Na
segunda mutacdo, a troca de uma guanina por uma adenina, leva a troca de uma alanina
hidrofébica por uma treonina hidrofilica, na posicdo 47 (p.Ala47Thr) da mesma regido
conservada do loop transmembranar da proteina ND3226,

127



Na mutacdo m.1091 T>C, o doente tinha 42 anos quando foi descoberta a mutacdo.
Durante a infancia foi normal sem qualquer apresentacdo clinica sugestiva, mas a partir
dos 24 anos comecou a apresentar episddios progressivos de epilepsia, atrofia bilateral
6tica e um declinio cognitivo. Na analise feita por PCR-RFLP, demonstrou-se niveis de
77% de heteroplasmia no musculo esquelético e 14% no sangue. A mesma mutacéo foi
detetada na mde com uma heteroplasmia de 3%. O efeito patogénico desta mutacdo
traduz-se numa reducdo de cerca de 60% da atividade enzimatica do complexo 12%°,

Na mutacdo m.10197 G>A, trés familias de diferentes haplogrupos apresentam esta
mutacdo. Ao analisar-se a carga mutacional em diferentes tecidos dos doentes (leucécitos,
fibroblastos e musculo esquelético), verificou-se que esta era homoplasmica nos doentes
com a clinica neuroldgica mais grave, enquanto nos doentes com clinica mais discreta, e
até mesmo sem sintomatologia, era heteroplasmatica. Em concreto, as maes destas
familias apresentavam niveis de heteroplasmia de 74%, 64% e 50% em leucdécitos, ao
passo que os seus filhos apresentavam taxas de 100% de mtDNA mutado, ou seja,
homoplasmia. A mae com 50% de homoplasmia ndo apresentava qualquer sintomatologia
clinica. As maes com 64% e 74% de heteroplasmia comecaram a desenvolver sintomas
de hipotonia e atraso mental a partir dos 14 anos, e partir dos 6 anos de distonia
generalizada com lesdes bilaterais nos ganglios basais, respetivamente. Os doentes com
niveis de 100% mtDNA mutado apresentavam hipotonia, sindrome piramidal, niveis da
lactato elevados no plasma e/ou no liquido cefalorraquidiano, e lesdes observadas na
ressonancia magnética caracteristicas da sindrome de Leigh. Em todos os doentes
estudados observou-se uma reducéo substancial da atividade do complexo 128,

O gene MT-ND?5 codifica para a subunidade 5 da NADH desidrogenase (complexo I) com
um peso molecular aproximado de 66,6 kDa. Diferentes mutacdes neste gene podem
causar varias doencas mitocondriais como a atrofia otica de Leber, a sindrome de MELAS
e a sindrome de Leigh. Uma das mutacGes que causa a sindrome de Leigh é m.12706
T>C. Nesta mutagdo missense, a troca de uma timina por uma citosina, leva a substitui¢éo
de uma fenilalanina por uma alanina na posi¢cdo 124 (p.Phel24Ala), que é uma posi¢do
altamente conservada envolvida na formacdo de uma das 18 hélices transmembranares
estruturais da proteina ND52Y’. O doente comegou por desenvolver aos 6 anos uma atrofia
otica do lado esquerdo, que evoluiu para bilateral por volta dos 20 anos, acompanhada de
ataxia, fragueza dos musculos faciais, perda auditiva, oftalmoplegia e enfraquecimento
dos musculos da mastigacdo, do palato e da laringe, com niveis elevados de lactato. O
doente acabou por falecer aos 24 anos. Na determinacdo dos niveis de heteroplasmia
verificou-se que 43% era mtDNA mutado no musculo esquelético e 30% em fibroblastos.
Ao nivel bioquimico, verificou-se uma reducdo significativa da atividade do complexo
I”®. Esta mutacgdo apresenta um baixo limiar (threshold) para originar sintomatologia
clinica, ou seja, é patogénica a niveis de heteroplasmia baixos?!’, ao contrario do que
acontecia nas mutac@es anteriormente descritas.

3.2.2 — Mutag¢oes do complexo 11

O complexo Il (succinato desidrogenase) é constituido por 4 subunidades estruturais
(SDHA, SDHB, SDHC e SDHD) e por 2 fatores auxiliares de montagem (SDHAF1 e
SDHF2), todas codificadas pelo genoma nuclear. Este complexo tem como funcao oxidar
0 FADH; em FAD, e ao mesmo tempo, transferir os eletrdes libertados pela reagéo
anterior para a Coenzima Q1o (CoQ10). Este complexo tem a particularidade de participar
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em ambos os processos da cadeia transportadora de eletrbes e no ciclo do &cido
citrico?01218,

As mutagdes no complexo Il, que originam deficiéncias na fosforilagdo oxidativa, sdo
mais raras que as mutac6es no complexo | e, portanto, originam menos casos de sindrome
de Leigh?'®. De todos os genes constituintes do complexo |1, apenas as mutages nos
genes SDHA e SDHAF1 estéo associadas a deficiéncias neste complexo.

O gene SDHA localiza-se no cromossoma 5p15.33, existindo também um pseudogene no
cromossoma 3g29. O SDHA codifica para uma das duas subunidades cataliticas do
complexo I1. Esta subunidade € uma flavoproteina contendo na sua estrutura um local de
ligacdo ao seu cofator, o FAD. Exemplos de mutacGes no gene SDHA que originam a
sindrome de Leigh sdo as mutacfes c.356 G>A e ¢.248 C>T. Estas mutacGes foram
descritas num doente com 9 anos de idade heterozigético composto. A mutagdo c.356
G>A no exao 4 provinha do pai, enquanto que a mutacdo c.248 C>T no exdo 3 provinha
da mde. Ambos os pais eram heterozigéticos para as respetivas mutacdes. Na mutacdo
vinda do pai, a alteracdo de uma guanina por uma adenina conduz a introdugdo de um
codao stop na posicdo 119 (p.Trp 119 X), conduzindo a uma destruicdo do mRNA por
nonsense mediated MRNA decay. No caso da mutacdo herdada da mae, a substituicao de
uma citosina por timina leva a introducdo de um novo local dador de splicing, o que
resulta na delecéo in-frame dos ultimos 66 nucleotidos do exdo 3 o que origina uma
proteina mutada com um padrao de splicing alterado (p.Ala83_GIn104del). Contudo, esta
proteina proveniente do mRNA com o splicing alterado nédo foi detetada, 0 que sugere
que deve ser instavel. Clinicamente, 0s primeiros sintomas surgiram aos 5 meses com
evolucdo para uma doenca neurodegenerativa progressiva grave que causou episodios de
epilepsia, atraso psicomotor e perda visual total. Bioquimicamente, as biopsias
musculares feitas revelaram um decréscimo acentuado da atividade do complexo 11220221,

O gene SDHAF1 encontra-se no cromossoma 19q13.22 e codifica para um fator auxiliar
que é essencial para a montagem do complexo Il. Este gene possui apenas um exdo. Num
estudo, as mutacdes missense ¢.169G>C e ¢.164G>C no gene SDHAF1 foram analisadas
e concluiu-se que esta proteina auxiliar é essencial para a montagem do complexo Il, uma
vez que os doentes que possuiam estas mutacdes apresentavam diminuicdes substanciais
da atividade do complexo 11?22, Clinicamente, apresentavam regressdo psicomotora com
evolucdo para quadriparésia e distonia. Os padrdes das ressonancias magnéticas feitas ao
cérebro eram compativeis com os observados na sindrome de Leigh, apresentando
também leucodistrofia???2%,

3.2.3 - Mutacoes do complexo 111

O complexo 111 da cadeia respiratoria (citocromo ¢ ubiquinol redutase) é constituido por
11 subunidades, sendo que dez destas sdo codificadas pelo genoma nuclear e apenas uma
subunidade (citocromo b) é codificada pelo mtDNA. Para além das subunidades
estruturais, o complexo I11 possui dois fatores auxiliares essenciais para a sua montagem,
que sdo o BCSI1L e o TTC19. O complexo Il catalisa a transferéncia dos eletrdes
provenientes da succinato desidrogenase ou da NADH desidrogenase para a molécula de
citocromo ¢, a0 mesmo tempo a energia obtida por esta reacdo de oxidacgdo-redugéo
permite a translocagéo de protdes para a membrana interna mitocondrial?®t:224,
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A semelhanca das mutagBes no complexo Il, as mutagBes nos genes constituintes do
complexo Il sdo responsdveis por uma pequena percentagem de casos de doencas
mitocondriais!#*, estando descritas mutagdes em apenas 3 genes com associagio direta a
sindrome de Leigh, o gene BCSIL, 0 gene TTC19 e 0 gene UQCRB4,

Comecando pelo gene UQCRB, este codifica para a subunidade do complexo Il
ubiquinol citocromo c oxirredutase com 9,5 KDa e localiza-se no cromossoma 5g31.1. A
mutacao missense ¢.208C>T esté associada a sindrome de Leigh e conduz a substituicao
de um residuo de serina por um de fenilalanina na posicdo 45 (p.Ser45Phe)?%. Esta troca
de aminoéacido acontece numa posicao critica da estrutura da molécula, que determina a
orientacdo de um dominio extramembranar. A serina possui uma cadeia lateral polar, ao
contrario da fenilalanina que possui um anel aromatico que é apolar. Ora, isto altera
significativamente a estrutura tridimensional da molécula. Esta mutacéo foi descoberta
num grupo de israelitas Bedouib com relagbes de parentesco e casamentos
consanguineos. Os doentes apresentavam atraso psicomotor, sindrome extrapiramidal,
distonia, ataxia e incapacidade de comunicacao verbal, com niveis de lactato sanguineo
ligeiramente elevados??. As biopsias musculares revelaram uma diminuicdo na atividade
do complexo I11, assim como uma diminuicdo na atividade do complexo I. Tal é comum,
pois para o normal funcionamento e estabilidade do complexo | é necessario que o
complexo 111 esteja operacional. Quanto ao padrdo de hereditariedade, esta mutagéo é
autossdmica recessiva?®.

O gene BCS1L codifica para uma chaperone do complexo ubiquinol citocromo c redutase
com funcéo auxiliar namontagem do complexo I11. Este gene encontra-se no cromossoma
2035 e possui 7 ex0des e 6 intrdes. Existem documentadas varias mutagdes neste gene com
fendtipos que vao desde a sindrome de Bjornstad??®, sindrome GRACILE?? e sindrome
de Leigh/ sindrome Leigh-like. Num estudo realizado em 2001, foram reportadas varias
mutacOes neste gene que conduziam a uma apresentacédo clinica, em todos os 6 doentes
estudados, bastante caracteristica de acidose metabolica, tubulopatia neonatal,
comprometimento da funcéo hepatica (citolise hepatica até mesmo insuficiéncia hepatica)
e encefalopatia??®. Dois dos doentes apresentavam nos exames por ressonancia magnética
lesBes no tronco cerebral compativeis com as que tipicamente surgem na sindrome de
Leigh. A mutacdo missense subjacente, ¢.296 C>T, origina a troca de uma prolina por
uma lisina na posicao 99 da proteina (p.Pro99Lys), que é uma regido bastante conservada
em varias espécies. A atividade do complexo Il medida em bidpsias de figado e
fibroblastos encontrava-se bastante reduzida??®.

Por dltimo, foram também associadas mutacdes no gene TTC19 a sindrome de Leigh.
Este gene localiza-se no cromossoma 17p12 e codifica para uma proteina que contém
varios dominios com repeticdes tetratricopeptidicas. Esta proteina encontra-se inserida na
membrana mitocondrial interna e desempenha um papel na formacdo e montagem do
complexo 11122°. Num caso foi descrito um doente com 4 anos de idade que apresentava
atraso no desenvolvimento, regressdo da fala e um padrdo de ressonancia magnética
cerebral tipico de sindrome de Leigh??. Foram feitas analises moleculares que revelaram
que este doente era heterozig6tico composto para duas mutaces no gene TTC19, a
mutacdo ¢.557 G>A e a mutacdo ¢.964 967delGGT. A mutacdo ¢.557 G>A conduz a
introducdo de um coddo stop prematuro na posicdo 186 (p.Trpl86Stop). A mutacdo
€.964 967delGGCT é uma delecdo de quatro pares de base que origina a um frameshift
na posicao 322 de uma glicina, trocando-a por uma metionina, o que leva a introducéo de
um cod&o stop prematuro na posicao 8 da nova grelha de leitura. Ambas as mutacoes tém
como efeito a perda de funcéo da proteina, ja que esta fica truncada ou ocorre a destrui¢éo
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do seu mRNA por um mecanismo de mRNA nosnsense mediated decay??°.

3.2.4. Mutacoes do complexo IV

O complexo 1V (citocromo ¢ oxidase - COX) é uma enzima multimérica constituida por
13 subunidades, trés das quais formam o core catalitico do complexo e sdo codificadas
pelo genoma mitocondrial (MT-COX 1-3). As restantes subunidades séo codificadas pelo
genoma nuclear e desempenham funcdes relacionadas com a estabilidade estrutural do
complexo e a modulacdo da atividade enzimatica. Adicionalmente, sdo necessarios pelo
menos mais 18 fatores auxiliares para a montagem do complexo?®2°, Este complexo
catalisa a transferéncia de 2 eletrbes do citocromo ¢ para a molécula de oxigénio,
culminado na formacédo de 4gua. Ao mesmo tempo, da-se a translocacdo de 4 protbes da
matriz mitocondrial para o espaco intermembranar, contribuindo para a formacdo do
gradiente de protdes®3,

Uma deficiéncia isolada do complexo IV é uma das principais causas subjacentes a
sindrome de Leigh, representando cerca de 15% de todos os casos da sindrome de
Leigh'®4. Varios genes sdo alvos de mutacdes que podem originar uma deficiéncia do
complexo IV com sindrome de Leigh. Contudo, sdo as mutagdes no gene SURF1 que
mais frequentemente causam esta patologia?®2. O gene SURF1 contém 4696 pb e localiza-
se no cromossoma 9qg34.2 num cluster de genes denominados de surfeit, que sdo
altamente conservados. Este gene codifica para um polipéptido com cerca de 300
aminoacidos, que se encontra inserido na membrana interna mitocondrial, e tem como
funcdo auxiliar na montagem e manutencao do complexo IV. Atualmente, existem mais
de 40 mutacbes documentadas neste gene com associacdo a sindrome de Leigh. As
mutacOes descritas neste gene podem ser missense, nonsense ou delecdes e insercdes que
alteram a grelha de leitura ou o padrdo de splicing. Cerca de 80% das mutagdes
encontradas sdo mutacGes nonsense, ou frameshift, que conduzem a producdo de
proteinas truncadas e, portanto, a auséncia da proteina SURF1 funcional. Relativamente
ao fenotipo que estas mutacgdes originam, os doentes revelam uma apresentacéo clinica e
bioguimica bastante homogénea com caracteristicas tipicas da sindrome de Leigh?332%,
Nalguns doentes é também documentado a presenca de hipertricose. Foi observado que
os doentes com mutacgdes frameshift que resultam em proteinas truncadas na regido C-
terminal da proteina SURF1 apresentam um melhor progndstico na progressdo da
doenga33:234

As mutacdes no gene LRPPRC sdo também uma das principais causas de deficiéncia do
complexo 1V, resultando numa deficiéncia da atividade no citocromo ¢ oxidase (COX)
em tecidos como o figado, cérebro e musculo®®. Este gene localiza-se no cromossoma
2021 e codifica para uma proteina rica em leucina com um motivo de repeticdo
pentatricopeptidico (PPR). Esta proteina possui vérias funcfes na célula, em particular,
intervém no metabolismo energético através da regulacdo da transcricéo, do splicing e da
traducdo de genes mitocondriais®®. As mutagdes no gene LRPPRC foram primeiramente
descritas nas comunidades da regido Saguenay-Lac St-Jean no Québec, Canadd, sendo
esta uma regido onde existe uma elevada incidéncia de sindrome de Leigh. Num estudo
de coorte realizado em 2015, em que foram analisados 56 doentes com a variante franco-
canadense da sindrome de Leigh, 55 eram homozigo6ticos para a mutagdo missense
p.Ala354Val®®. A posicdo 354 na proteina LRPRRC ¢é uma das posicdes conservadas da
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proteina, e a alteracdo de um amino&cido nesta posi¢do conduz a uma diminuicdo dos
niveis de expressdo da proteina LRPPRC na mitocéndria, conduzindo a uma diminuicéo
dos niveis de transcricio do mRNA da COX | e COX 1127238, Quanto as apresentacdes
clinicas na sindrome de Leigh Franco-Canadense, os doentes possuem atrasos no
desenvolvimento, dismorfia facial caracteristica e principalmente crises agudas
metabdlicas, com acidose latica e episodios semelhantes a acidente vascular cerebral?®,
Quando comparada com a sintomatologia causada por mutagdes no gene SURF1, por
exemplo, os doentes com mutagdes no gene LRPPRC possuem sintomatologia mais
grave. Verifica-se também que as taxas de mortalidade sdo mais elevadas e em idades
mais precoces, muito devido a ocorréncia de crises metabélicas agudas?®.

O gene NDUFAA4, que anteriormente tinha sido classificado como codificante para uma
proteina constituinte do complexo I, foi recentemente comprovado codificar para uma
subunidade do complexo 1V, por meio de estudos em linhas celulares®. Este gene
encontra-se localizado no cromossoma 7p21.3 possuindo um tamanho de 8211 pbpb.
Num estudo realizado em 2013%*! a uma familia paquistanesa consanguinea, 4 dos seus
membros apresentavam sindrome de Leigh, causada por uma deficiéncia isolada do
complexo 1V. Os doentes apresentavam acidose lactica, atraso no crescimento,
dificuldades de aprendizagem, distonia e ataxia, mas com sobrevivéncia até a idade
adulta. As ressonancias magnéticas apresentavam um padrdo caracteristico da sindrome
de Leigh com hiperdensidades nas regides do tronco cerebral, tAlamo e substancia branca
cerebral®*!. Através de sequenciacio total do genoma e por mapeamento de homozigotia,
foi identificada em todos os membros afetados desta familia uma mutacdo no gene
NDUFA4. A mutacgdo ¢.42+1G>C origina a ativacdo de um sitio criptico dador de splicing
4 pb a jusante do local da mutacéo no intrdo 1, fazendo com que sejam adicionados mais
4 pb ao exdo 1. Adicionalmente, esta mutacdo causa uma alteracdo na grelha de leitura,
introduzindo um codao stop prematuro no exao 3. Na analise do transcrito, verificou-se
uma reducdo significativa do mRNA de NDUFA4 wild-type e o aparecimento de um
transcrito aberrante que se fosse traduzido produziria uma proteina com 14 aminoacidos
in-frame e os restantes 35 out-of-frame. Nas analises de Western blot e imunoquimica,
verificou-se que os niveis steady-state da proteina NDUFA4 eram indetetaveis, o que
significa que a mutagéo conduz a um efeito de perda de fungio?*.

3.2.5. Mutacoes do complexo V

O complexo V da cadeia respiratoria, mais comummente designado por ATP sintase, é a
enzima terminal da cadeia transportadora de eletrdes. Este complexo é constituido por 19
subunidades, das quais 17 sdo codificadas pelo genoma nuclear e 2 pelo genoma
mitocondrial (MT-ATP6 e MT-ATP8). Adicionalmente, sdo necessarias mais 4 proteinas
auxiliares para a sua montagem que sdo codificadas pelo genoma nuclear.
Estruturalmente, a ATP sintase é composta por dois dominios funcionais, Foe F1 ligados
um ao outro. O dominio Fo é hidrofobico e encontra-se na membrana interna mitocondrial
contendo um canal por onde os protdes passam. O dominio Fi encontra-se na matriz
mitocondrial sendo, portanto, hidrofilico. Este dominio possui o centro catalitico para a
sintese de ATP, catalisando a reacdo de fosforilagdo do ADP em ATP na matriz
mitocondrial, sendo utilizada como fonte de energia, o gradiente eletroquimico de protdes
produzido pelos anteriores complexos da cadeia respiratoria?®t242,
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A causa mais frequente de deficiéncia do complexo V deve-se a mutagdes no gene
mitocondrial MT-ATP6 sendo as mutaces herdadas por via materna. O gene MT-
ATP6 codifica para a subunidade “a” do dominio Fo da ATP sintase, que é uma
componente fundamental do canal de prot6es. Este canal conduz os protdes da membrana
mitocondrial interna para a matriz mitocondrial, sendo que o seu fluxo leva a rotacéo do
anel “c” que por sua vez vai induzir alteragdes conformacionais no dominio Fi, mais
especificamente ao nivel dos locais cataliticos nos quais se sintetiza ATP?*22%3, Uma das
primeiras mutacbes a ser documentada no gene MT-ATP6 foi a mutacdo pontual
m.8993T>G, que origina a substituicdo de uma leucina por uma arginina numa posi¢ao
bastante conservada na estrutura da proteina (p.Leul56Arg)?*. Mais tarde, foi também
documentada uma mutacao pontual no mesmo nucleétido da mutacao anterior, mas neste
caso o nucledtido de timina € substituido por um de citosina (m.8993T>C), conduzindo a
substituicdo da leucina por uma prolina (p.Leul56Pro)?*. Ambas as mutagdes estdo
associadas as apresentacdes clinicas de MILS (Sindrome de Leigh de Hereditariedade
Matrilinear) e a sindrome de NARP (Neuropatia, Ataxia e Retinite Pigmentosa). E de
realcar que a sindrome de Leigh possui um fen6tipo mais grave e 0 seu surgimento
acontece em idades mais precoces, contrariamente ao que acontece na sindrome de NARP
que se manifesta mais tardiamente e é menos grave®*®. O fendtipo desenvolvido pelos
doentes vai depender do nivel de heteroplasmia da mutacdo presente. Por exemplo, no
caso da m.8993T>G individuos com niveis inferiores a 60% de heteroplasmia sdo
normalmente assintomaticos, enquanto os individuos com valores de heteroplasmia entre
70% e 90% apresentam o fendtipo da sindrome de NARP e apenas com valores superiores
a 90% € que se desenvolve MILS. Relativamente a mutacdo m.8993T>C apenas se
verifica sintomatologia a niveis de heteroplasmia superior a 90%2%. Além disso, esta
ltima mutacédo origina fenotipos mais suaves e que surgem mais tarde, resultando num
tempo de vida superior, comparativamente & mutagio m.8993T>G 247, A diferenca na
gravidade clinica destas duas mutacGes pressupde que cada mutacdo deva desencadear
diferentes mecanismos patofisioldgicos. E neste sentido foi realizado um estudo em que
se compararam as alteracdes bioquimicas causadas por cada uma destas mutacdes. Pode-
se concluir que nos mutantes com m.8993T>G verificava-se um aumento no potencial de
membrana mitocondrial, ou seja existia um impedimento do fluxo de protdes, e no caso
da m.8993T>C a diferenca de potencial na membrana mitocondrial rondava os valores
proximos dos normais. Contudo nos mutantes com a m.8993T>C verificou-se um
aumento da producdo de ROS, que na m.8993T>G era bastante inferior?*®24%, Uma
possivel explicacdo para este facto, pode ser devido a troca de aminoacidos na posicao
conservada da proteina MT-ATP6. No caso da m.8993T>C é mantido um aminoacido
apolar, enquanto na m.8993T>G ha a substituicdo de um aminoacido apolar por um
carregado positivamente, o que pode causar uma desestabilizacdo na regido catalitica da
ATP sintase!,

Outras mutacdes neste gene, como m.9176T>G e m.9185T>C, estdo também associadas
ao surgimento da sindrome de Leigh. Na primeira mutagcdo, m.9176T>G, ocorre a troca
de um residuo de leucina por um residuo de arginina na posi¢do 217 (p.Leu217Arg)>*°,
enquanto a segunda mutacdo, m.9185T>C, origina a troca de uma leucina na posi¢édo 220
por uma prolina (p.Leu220Pro)?®!. Em ambas as mutagGes os casos reportados com
sintomatologia clinica apresentavam niveis de heteroplasmia no sangue e muasculos acima
dos 90% com familiares da linhagem maternal com percentagens de heteroplasmia
inferiores?>%2%!, Estas mutacgOes estdo associadas ao desenvolvimento de sindrome de
Leigh em idades adultas?2.
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3.2.6. Mutacoes do complexo piruvato desidrogenase (PDHc)

O complexo piruvato desidrogenase (PDHc) é um complexo multienzimético de elevada
importancia para o metabolismo energético, uma vez que é responsavel por fazer a
conexdo entre a glicélise e o ciclo de Krebs e, consequentemente, com a fosforilacdo
oxidativa. Especificamente, este complexo catalisa a descarboxilacdo do piruvato,
molécula final da glicolise, em acetil-CoA que depois é incorporada no ciclo de Krebs. O
PDHc é composto por 3 enzimas distintas designadas por piruvato desidrogenase (E1),
dihidrolipoil transacetilase (E2) e dihidrolipoil desidrogenasase (E3) e por uma proteina
estrutural, a proteina de ligacdo a E3. Para além destas enzimas estruturais o0 PDHc é
possui 5 coenzimas e grupos prostéticos, sendo eles a tiamina pirofosfato, acido lipoico,
coenzima A, FAD e NAD* %32 Todas as proteinas que compdem o PDHc sdo
codificadas por genes localizados em autossomas, com a excec¢ao do gene PDHA1L que se
localiza no cromossoma Xp222%°,

A deficiéncia primaria do complexo piruvato desidrogenase caracteriza-se por um
conjunto amplo de sintomatologia englobando manifestacdes neuroldgicas, como
hipotonia e epilepsia, bem como alteragfes metabolicas como acidose lactica e niveis
elevados de piruvato. A sua associagdo com a sindrome de Leigh encontra-se bastante
bem documentada. Num estudo realizado em 2012 com 59 doentes com deficiéncia
priméaria do complexo piruvato desidrogenase, 35% apresentavam sindrome de Leigh?®,
e noutro estudo de revisdo, realizado no mesmo ano, 50 doentes num grupo de 371 com
deficiéncia do PDHc apresentavam sindrome de Leigh?®®. A maioria dos casos de
deficiéncia do PDHc resultam de mutagdes no gene PDHAL. Este gene codifica para a
subunidade o da enzima E1 (a enzima E1 € um heterotetramero constituido por 2
subunidades a e 2 subunidades B3, que sdo respetivamente codificadas pelos genes PDHAL
e PDHB). O gene PDHA1 possui 11 exfes, sendo que a maior parte das mutagdes
encontram-se nos ultimos 6 exdes, especialmente nos exdes 10 e 11. Ao todo existem
documentadas mais de 100 mutagGes diferentes neste gene®’. Sendo o padrdo de
hereditariedade destas mutacdes ligado ao cromossoma X, verifica-se que os doentes do
sexo masculino sdo hemizogdticos, ou seja, em todas as células é expressa a mutagéo.
Isto faz com que o fendtipo apresentado dependa apenas da atividade residual da PDHc e
deste modo, constata-se que o0s doentes do sexo masculino apresentam mais
frequentemente mutacGes missense, que na sua maioria S80 menos graves e permitem
ainda que enzima mutada seja parcialmente funcional®”2%, MutagGes muito graves, que
resultem em nenhuma ou quase nenhuma atividade do PDHc, sdo muitas vezes
incompativeis com a vida, podendo conduzir a morte do feto®’. No caso das mulheres, a
inativacdo do cromossoma X permite que existam mutacdes mais graves observando-se
uma maior frequéncia de mutagdes frameshift em mulheres®®®. Isto ndo quer dizer que as
mulheres apenas apresentem mutacdes do tipo framshift, as mutacbes missense também
existem em mulheres. Contudo, estas mutacGes menos graves passam mais
despercebidas, uma vez que originam fenOtipos mais suaves ou até mesmo
assintomaticos, ndo levando a uma suspeicdo de uma deficiéncia do PDHc?’. O padréo
de inativacdo do cromossoma X pode, no entanto, conduzir a que a expressao fenotipica
de uma mesma mutacdo seja diferente. Por exemplo, num caso relatado de gémeas
monozigdticas que apresentavam uma mutacdo missense no exdo 11 do gene PDHAL
(c.1100A>T), constatou-se que a gémea com a clinica mais grave apresentava um padrdo
de inativacdo do cromossoma X enviesado de 75:25, favorecendo a expressao da enzima
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mutada, Enquanto a gémea com sintomatologia menos severa apresentava uma propor¢do
de inativagio de cerca de 50:50%%°,

4. Diagnostico da Sindrome de Leigh

4.1. Perspetiva geral do diagnostico das doencas mitocondriais

As doencas mitocondriais sdo caracterizadas por terem na sua generalidade uma
significativa heterogeneidade clinica e genética, bem como a auséncia de uma boa
correlacdo entre o fendtipo e gendtipo. Estas caracteristicas tornam a obtencdo de um
diagnostico, um processo complexo e moroso. Na maioria dos casos, o diagndstico das
doengas mitocondriais engloba varias areas de estudo, nomeadamente a avaliacdo de
achados clinicos, a investigacdo de parametros bioquimicos e a realizacdo de testes
genéticos. De um modo geral, para se iniciar o diagndéstico destas patologias deve-se partir
de uma suspeigdo clinica de doenca mitocondrial?®®. Normalmente, esta consiste no
aparecimento de uma doenca progressiva que afeta multiplos 6rgdos sem aparente
relacdo, acompanhada de acidose metabdlica e outros sintomas como episédios
mimetizadores de AVC, ataxia, epilepsia, ou atraso no crescimento?%?1, De seguida,
devem ser realizados testes laboratoriais para a medigédo de varios metabolitos no sangue,
urina e LCR, bem como outros exames complementares que avaliem o0s aspetos
neuroldgicos, oftalmoldgicos, gastroenterologicos, endocrinos, cardiacos entre
outros?®%?61 Apés a determinagdo de um quadro completo da sintomatologia e dos
achados laboratoriais e imagioldgicos, averigua-se se o0 doente se enquadra nalguma das
formas sindromicas das doencas mitocondriais, como a sindrome de Leigh, ou se pelo
contrario ndo satisfaz todos os critérios existentes para as formas sindrémicas e €
categorizado como sendo uma doenga mitocondrial ndo sindromica®®!. Caso pertenca a
uma sindrome especifica pode-se partir logo para a pesquisa das mutacfes que sdo mais
frequentemente encontradas. Caso ndo pertenca, deve proceder-se a outras analises,
nomeadamente estudos bioguimicos e analises genéticas mais abrangentes?!2%2, O
processo descrito acima consiste na abordagem tradicional do diagnostico das doencas
mitocondriais, no qual se prioriza o estudo fenotipico e s6 depois séo realizadas analises
geneticas. Contudo, atualmente a abordagem esta a modificar-se, dando um papel mais
preponderante as metodologias genéticas, como primeiro passo no diagnostico das
doencas mitocondriais?®?,

No restante deste trabalho ir-se-a falar sobre as diferentes vertentes do diagndstico da
sindrome de Leigh, sendo elas o exame clinico e histéria familiar, as investigacdes
bioquimicas laboratoriais e em biopsias musculares, o diagnostico radiolégico e o
diagndstico genético?®4. Na figura 50 esta esquematizado um possivel algoritmo para o
diagnostico da sindrome de Leigh.
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[ Exame clinico e ] [ Investigagao ] [ Diagnéstico ]

histéria familiar bioquimica laboratorial imagioldgico

+ Sintomas mais comuns: ataxia, « Acidose lactica * Lesoes simétricas sugestivas da
hipotonia, atraso de crescimento, * Niveis de lactato e piruvato elevados sindrome de Leigh (hipertensidades
disfagia, recusa alimentar, « Récio lactato/piruvato (> 25) focais, bilaterais e simétricas
convulsoes, ptose palpebral, « Hiperalalinémia localizadas nos ganglios da base e/ou no
nistagmo... « Aminoécidos acidos organicos tronco cerebral, em imagens T2 RM)

« Historia familiar (consanguinidade, urinarios * Pico de lactato em espetroscopia
casos semelhantes) « Citrulina reduzida (m.8993T>G) proténica

{ ]

[ Diagnéstico ]
genético

surgem na sindrome de Leigh
« Painel NGS de genes nucleares candidatos (Ex:
l Complexo | e IV)

Pesquisar mutagoes que mais frequentemente
Resultado positivo

Resultado negativo

* Mutagdes no mt-DNA mais comuns (ex: MT-

ATP6, MT-ND3 & MT-ND5) WES/WGS
+ Sequenciagao completa do
Diagnéstico da Sindrome ] mt-DNA (NGS)
de Leigh confirmado f

Resultado positivo

vus

Biépsia muscular
e/ou fibroblastos

+ Histologia e histoquimica

* Medicao da atividade das
enzimas da cadeia respiratdria

+ Extracao do mt-DNA ( detecao
de deplegdes e rearranjos)

« Estudos funcionais

Figura 50. Algoritmo de diagndstico para a sindrome de Leigh. Adaptado de: (264).

4.2. Exame clinico e historia familiar

A primeira abordagem no diagnostico € a realizagdo de um estudo abrangente da
sintomatologia clinica apresentada. No caso da sindrome de Leigh, os sintomas séo
altamente heterogéneos sendo que existem manifestaces clinicas em quase todos os
orgdos. Contudo, as apresentagdes clinicas mais frequentemente observadas sdo aquelas
que afetam o sistema nervoso, os musculos e os olhos**+1971% Qs sintomas que sdo
habitualmente encontrados sdo a ataxia, hipotonia, atraso de crescimento, disfagia, recusa
alimentar, convulsdes, ptose palpebral e nistagmo. Outras apresentacGes clinicas menos
comuns sdo tubulopatia renal, diabetes, cardiomiopatia hipertréfica e
hepatomegalial**1°"1%  Deste modo, devem ser realizados os mais diversos tipos de
exames, que avaliem os aspetos neuroldgicos, oftalmologicos, gastroenterologicos,
enddcrinos, cardiacos, entre outros. Adicionalmente, ha que evidenciar quando € que se
deu o inicio da doenca e qual foi o stress metabolico que espoletou o surgimento dos
sintomas®%4,

Sempre que possivel € essencial realizar-se uma histéria familiar detalhada com pelo
menos trés geracdes, devendo os membros ser interrogados sobre a existéncia de
consanguinidade e de casos semelhantes na familia?®*. Caso tal se verifique, a construgdo
de heredogramas pode elucidar sobre qual sera o padrdo de hereditariedade genética que
esta subjacente. Esta avaliacdo da historia familiar permite também avaliar a penetrancia
da doenca, a heterogeneidade fenotipica ao longo das geracdes e elucidar uma possivel
evolucdo da doencal®’. Na eventualidade de se conseguir estabelecer um padrdo de
hereditariedade evidente, é possivel direcionar a subsequente procura de mutagdes. Por
exemplo, face a um padrdo de hereditariedade matrilinear, 0 caminho a seguir sera
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sequenciar o DNA mitocondrial, de modo a encontrar a mutagao presente. Pelo contrario,
numa situacdo em que apenas uma geracao é afetada pela doenca, pode-se assumir que
esta serd causada por uma mutag¢do autossoémica recessiva ou de novo, levando a que o
foco dos estudos genéticos se direcione para o genoma nuclear®’.

4.3. Investigacao bioquimica

Uma das primeiras abordagens no diagnostico das doengas mitocondriais é a analise de
metabolitos no sangue e urina. Os metabolitos que classicamente s&o medidos sdo o
piruvato e o lactato®®. De facto, deficiéncias na fosforilagdo oxidativa conduzem a
alteracBes no equilibrio redox nas células, levando a uma reducdo do racio NAD*/NADH,
0 que vai influenciar a atividade de varias enzimas envolvidas em processos
metabdlicos?®®. Uma destas enzimas afetadas é o complexo piruvato desidrogenase
(PDHc), que esta encarregue de converter o piruvato em acetil-CoA, ao mesmo tempo
que reduz o NAD* em NADH. Uma reducéo do racio NAD*/NADH inibe o PDHc, o que
conduz a um aumento dos niveis de piruvato. O piruvato acumulado é depois
metabolizado em lactato pela enzima lactato desidrogenase, ou pode sofrer uma reacao
de transaminacdo catalisada pela alanina aminotransferase levando a formacéo de alanina.
Assim, ambos os metabolitos (lactato e alanina) ficam aumentados no sangue, urina e
LLCR?65266 Um aumento do lactato provoca acidose lactica, que € um dos achados clinicos
que muitas vezes surge nas doencas mitocondriais. Adicionalmente, uma forma de
averiguar se o potencial redox esta afetado por um defeito primario na cadeia respiratoria,
é através da determinacdo do racio lactato/piruvato. Este racio encontra-se aumentado
(>25) quando ha uma alteracdo do potencial redox celular. Contudo, no caso de uma
deficiéncia no PDHc este racio encontra-se normal ou reduzido, apesar de ambos 0s
metabolitos se encontrarem elevados?®?. Na sindrome de Leigh, em particular nos casos
de deficiéncias do complexo I, um estudo verificou que os niveis de lactato se
encontravam elevados no sangue e LCR, porém esta elevacdo nao permitia distinguir as
diferentes mutacOes subjacentes, servindo apenas como indicador de uma alteracdo na
fosforilagdo oxidativa?®l. Além disso, as determinagBes destes metabolitos ndo sdo
especificas das doengas mitocondriais, podendo estar elevados noutras condigdes?6225°,
No caso de os valores de lactato serem normais, mas houver uma suspeicdo clinica de
uma deficiéncia na fosforilacdo oxidativa, deve realizar-se uma prova de sobrecarga com
glucose com doseamento no sangue do lactato, de modo a revelar uma alteracdo no
metabolismo energético mitocondrial®?,

Para além destes metabolitos podem ainda ser determinados os valores de creatina cinase,
carnitina total e livre, e acilcarnitinas no plasma e urina, bem como aminoacidos e acidos
organicos urinarios. Estes metabolitos ndo sdo suficientemente especificos para
apontarem para uma mutacdo em concreto, mas podem direcionar a pesquisa de certas
mutacBes e complementar a avaliacéo clinica?’. Outro metabolito que pode ser doseado
no plasma é a citrulina cujo teor se encontra reduzido em doentes com a mutacdo
m.8993T>G, sendo um possivel marcador para esta mutacdo?®®. Mais recentemente,
foram identificados dois novos biomarcadores que apresentam maior sensibilidade e
especificidade para as doencas mitocondriais. Sdo eles o fator de crescimento de
fibroblastos-21 (FGF-21) e fator de crescimento e diferenciacdo-15 (GDF-15). O
primeiro marcador foi demonstrado como estando elevado em doentes com manifestagoes
musculares de deficiéncias da fosforilagdo oxidativa, e o segundo foi apontado como um
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bom marcador na previsdo da gravidade da doenca®’. Contudo, ambos também podem
estar elevados noutras doengas ndo mitocondriais, como cancro, diabetes ou doenca
hepatica?®®. Mais estudos deverdo ser feitos para poderem ser implementados na pratica
clinica.

4.4. Diagnostico imagiologico

Um dos aspetos basilares no diagnéstico da sindrome de Leigh € a realizacdo de exames
imagioldgicos do cérebro. O exame em que melhor se observa as lesdes no cérebro € a
ressonancia magnética. Tipicamente, na sindrome de Leigh, os achados mais comuns, na
imagem em T2, sdo as hiperdensidades focais, bilaterais e simétricas localizadas nos
ganglios da base e/ou no tronco cerebral, como se pode observar na figura 51. Estas lesoes
podem também surgir noutras regides do cérebro, como cerebelo, talamo, medula espinal,
substancia nigra, ntcleo rubro e substancia branca cerebral*®26526°  De facto, estas lesdes
observadas na ressonancia magnética sao exatamente as lesdes espongiformes focais,
necrotizantes e simétricas descritas por Denis Leigh em bidpsias cerebrais'®. Outro
exame que se pode realizar é a espetroscopia protonica, que fornece dados sobre as
concentragdes dos metabolitos ao nivel do LCR e do parénquima cerebral, sendo que no
caso das doencas mitocondriais € comum haver uma elevacdo da concentracdo de
lactato'®®. Contudo, nem sempre os niveis de lactato se encontram elevados neste
exame?®,

Através de diferentes achados na ressonancia magnética é possivel tirar algumas ilagdes
das mutacdes que podem estar subjacentes. Por exemplo, em doentes com mutac6es no
gene SURF1 é comum o aparecimento de degenerescéncia olivar hipertréfica®’®. Foi
também estabelecido um padrdo caracteristico na ressonancia magnética em doentes com
deficiéncias no complexo I, nos quais a presenca de lesbes bilaterais e simétricas no
tronco cerebral em conjunto com pelo menos uma anomalia no corpo estriado e elevagédo
dos teores de lactato é mais frequentemente observavel neste grupo de doentes do que
noutros doentes com deficiéncias na fosforilagdo oxidativa®’?.

Figura 51. Imagens de ressonancia magnética T2, em que as setas demonstram hiperdensidades
focais, bilaterais e simétricas localizadas nos ganglios da base, que sdo comummente encontrados
na sindrome de Leigh.. Adaptado de: (272).
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4.5. Histoquimica do musculo e medi¢cao da atividade das
enzimas da cadeia respiratoria

Caso néo se consiga chegar a nenhuma conclusao sobre quais 0s genes que poderao estar
envolvidos na origem da doenca, ter-se-a de partir para outras avaliagcdes bioquimicas,
nomeadamente, a realizacdo de bidpsias de tecido muscular e/ou de outros tecidos, de
modo a poderem ser realizados exames histoldgicos e de doseamento da atividade dos
complexos da cadeia respiratoria. Os exames histoldgicos sdo uma ferramenta auxiliar de
diagndstico, que tradicionalmente englobam a preparacdo de cortes histologicos de
musculo esquelético para a detecdo de alteracfes morfoldgicas e estruturais. Na figura 52
encontram-se cortes histolégicos de musculo esquelético com diferentes coloragdes,
demostrando alteracBes patoldgicas caracteristicas das doencas mitocondriais. Como
primeira coloragdo para observacdo destes achados é usada a hematoxilina e a eosina.
Uma das observagOes ultra-estruturais mais frequentemente analisada nas doencas
mitocondriais sdo as fibras vermelhas rasgadas (RRF)?%°. A sua observacio é feita com a
coloracdo de tricrémio Gomorri modificada, e estas consistem em fibras musculares com
uma acumulacéo subsarcolémica de mitocondrias andmalas, que € um achado comum nas
doencas mitocondriais?°273274275 No entanto, as RRFs podem aparecer noutras
condicOes para além das doengas mitocondriais como distrofia muscular, polimiosite e
até no musculo de atletas saudaveis®®. Além disso, no caso da sindrome de Leigh causado
por mutagdes no gene MT-ATPS6, a presenca destes achados é incomum?”3, Além desta,
sdo utilizadas outras técnicas de histoquimica para a caracterizacdo de enzimas oxidativas
como a citocromo ¢ oxidase (COX) e succinato desidrogenase (SDH). A coloragéo da
succinato desidrogenase é usada para avaliar a atividade do complexo 11273276277 No caso
da coloracdo da COX, a auséncia de fibras com coloracdo COX positiva é indicativa de
uma deficiéncia da atividade do complexo V273276, E comum nos doentes com
deficiéncias da COX, a existéncia de mosaicismo nos cortes histoldgicos, isto revela que
a mutacdo subjacente é heteroplasmatica, havendo, portanto, diferentes percentagens de
mtDNA mutado nas células?’>?%277 Nos doentes com sindrome de Leigh pode observar-
se a presenca de fibras musculares COX negativas com deficiéncia em succinato
desidrogenase, porém ha também o relato de casos em que as biopsias musculares sao
normais!®®. Embora estas técnicas ainda sejam utilizadas, estes padrdes histoldgicos
também sdo observados nas doencas mitocondriais secundarias, o que torna dificil de
distingui-las das doencas mitocondriais primarias. Adicionalmente, existem casos de
doencas mitocondriais primarias sem alteracdes histoldgicas, 0 que nao permite fazer um
diagndstico definitivo a partir destes achados?0261.262,
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Figura 52. Cortes histol6gicos de musculo esquelético com alteraces patoldgicas
caracteristicas das doencas mitocondriais. (A) Hematoxilina e eosina; (B) Fibras vermelhas
rasgadas (RRF) com coloracéo de tricromio Gomorri modificada; (C) Coloracdo para succinato
desidrogenase com proliferacdo mitocondrial (SDH); (D) Coloracéo para COX de um doente
com LS devido a mutacGes no gene SURF1. Adaptado de: (273), (274)

A medicdo da atividade enzimatica dos complexos e das enzimas individuais da cadeia
respiratoria tem sido o gold standard do diagnostico das doencas mitocondriais®’®. A
realizacdo destas medicdes permite obter informacdes sobre o estado global da
fosforilagdo oxidativa, assim como da atividade enzimatica de cada um dos componentes
da cadeia respiratdria®®®. Relativamente ao tipo de amostra que ¢ usada para a realizacio
destas determinacdes, devem ser utilizadas preferencialmente bidpsias de musculo
esquelético fresco ou entdo, se ndo for possivel a analise imediata, estas deverdo ser
prontamente congeladas a -70°C?55278 - A preferéncia do musculo esquelético deve-se ao
facto de este ser um tecido rico em mitocondrias e possuir uma elevada exigéncia
energética, bem como o facto de na maioria das doencas mitocondriais o tecido muscular
ser afetado?%®. Podem também ser utilizados fibroblastos através de bidpsia de pele, com
a vantagem que este tecido poder ser armazenado e utilizado para testes futuros. As
medicOes das atividades das enzimas da cadeia respiratdria sao feitas atraves de métodos
espetrofotométricos, que detetam alterac6es nos valores de absorvéncias face a formacéo
ou consumo de certos compostos, a comprimentos de onda especificos?®>278, Por
exemplo, para a medicdo da atividade do complexo | (a sua deficiéncia é uma das
principais causas da sindrome de Leigh) é medido o decréscimo da absorvéncia devido a
oxidacdo do NADH a 340nm, na presenca de ubiquinona?’®. E recomendado que sejam
usados controlos internos dentro do ensaio aquando da interpretacdo dos resultados, de
forma a poderem ser estabelecidas comparacdes entre os valores dos controlos e dos
doentes?®®. Adicionalmente, devem ser medidas as atividades de enzimas mitocondriais
de referéncia, como a citatro sintase e a succinato desidrogenase, para se poder normalizar
a atividade dos complexos face a atividade destas enzimas, garantindo resultados mais
fidedignos6>278,

Para determinar a capacidade global de geracdo de energia pelas mitocondrias, s&o
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usados métodos de determinam a taxa de producio de **CO,. Para tal sio administrados
substratos (piruvato, malato ou succinato) marcados com “C as células, sendo depois
avaliada a taxa de conversdo destes substratos através da medicdo de #CO; que é
libertado?®®. Outro método utilizado é a medicdo da taxa de consumo de oxigénio na
presenca de diferentes substratos em mitocondrias isoladas por respirometria262264.265,

4.6. Diagnostico genético

Tradicionalmente, o diagnostico de doengas mitocondriais segue a abordagem function to
gene centrada na realizacdo de uma bidpsia muscular. Isto significa que se comega por
avaliar o fen6tipo, as caracteristicas bioquimicas e enzimaticas, e s6 depois € que se parte
para a sequenciacio de genes candidatos individuais?’®?%, Contudo, esta abordagem
possui algumas desvantagens, em particular o facto destas medicdes apresentarem baixa
especificidade e sensibilidade para as doengas mitocondriais®’®, e a obtencdo de uma
biopsia muscular ser um processo invasivo que exige anestesia, algo que inibe a fungéo
mitocondrial, podendo levar a complicacdes nestes doentes?®!. De facto, ao longo dos
anos varios autores criaram critérios de diagnostico para as doengas mitocondriais, com
0 intuito de estandardizar o diagndstico destas doencas e auxiliar os clinicos aquando da
observacdo destes doentes??2%3, Estes critérios tém por base a conjugacdo das
observac0es clinicas, com os achados bioguimicos, enzimaticos e funcionais, de forma a
criar critérios major e minor. Assim, dependendo do cumprimento dos critérios pode-se
obter um diagndstico de doenca mitocondrial “definitiva”, “possivel”, “provavel” ou
“improvavel”?8228  Contudo, apesar de serem sensiveis, estes critérios ndo sdo
especificos, uma vez que individuos com doencas mitocondriais podem apresentar
analises laboratoriais normais ou histologia muscular normal. Até mesmo outras doengas
podem enquadrar-se dentro destes critérios?®l. Com o desenvolvimento e maior
facilidade de utilizagéo de técnicas de sequenciacdo de nova geracdo (NGS), tem havido
necessidade de se repensar a abordagem do diagndstico das doencgas mitocondriais, dando
prioridade aos testes genéticos, seguidos de testes funcionais para validagao?’®280.284,
Além disso, para se obter um diagndstico definitivo, é necessario saber-se qual é a causa
subjacente, isto &, saber qual ou quais sdo as mutacGes subjacentes, sendo necessario
recorrer a métodos de NGS?%4. Os métodos de NGS englobam varias metodologias, entre
as quais a sequenciacdo total do mtDNA, o uso de painéis de sequenciacdo de genes, a
sequenciacao completa do exoma (WES) e a sequenciacdo completa do genoma (WGS).
Na figura 53 estdo esguematizadas as abordagens de diagnostico das doencas
mitocondriais (a abordagem tradicional e as novas abordagens centradas na genética).
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Figura 53. Comparacdo entre a abordagem tradicional de diagndstico das doengas
mitocondriais e as novas abordagens focadas na genética. Adaptado de: (279)

Nalguns casos, uma primeira abordagem no diagnostico genéetico comeca por partir logo
para 0 screening de mutacOes especificas. Estes casos sdo possiveis quando a clinica
apresentada € bastante definida e sabe-se que é causada por um numero limitado de
mutacOes. O exemplo mais classico é a sindrome de MELAS que é causada na maioria
dos casos pela mutagdo m.3243A>G2%, Contudo, no caso da sindrome de Leigh isto ndo
acontece, pois para além da clinica ser variada, esta é geneticamente heterogénea, com
cerca de 90 genes nucleares e mitocondriais associados ao surgimento dos sintomas?®,
Deste modo, o diagndstico genético devera ser mais abrangente avaliando ambos 0s
genomas, mitocondrial e nuclear. Como primeira abordagem deve analisar-se 0 mtDNA.
Devem ser realizados trés tipos de analises: long range PCR para a detecdo de rearranjos
de grande escala, sequenciacdo do mtDNA, idealmente por métodos de NGS, ou através
da sequenciacdo de Sanger para a detecdo de single nucleotide variants (SNVs) e
quantificacdo dos niveis de heteroplasmia e, por fim, real time PCR para quantificar o
niimero de cdpias do mtDNA?, Podem ser usadas amostras de sangue ou urina, porém
para analisar o numero de cdpias, a replicacdo e a heteroplasmia do mtDNA é melhor
utilizar-se a biopsia muscular, pois algumas mutacdes, delecdes e deple¢bes do mtDNA
sdo apenas detetaveis em tecidos com elevadas necessidades energética, e onde o fenotipo
é expresso?®*. Caso ndo seja detetada nenhuma mutacgdo no mtDNA, deve entéo proceder-
se a investigacdo do genoma nuclear.

Para a testagem de mutacfes nos genes nucleares podem ser usadas duas estratégias
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principais: a sequenciacao especifica de genes (ja explicada anteriormente) ou a utilizacdo
de painéis de genes por NGS, WES ou WGS?¥". Quanto aos painéis de genes, estes podem
ser expansivos englobando regides exdnicas de até 1000 genes, todos envolvidos em
doencas mitocondriais de hereditariedade mendeliana, ou entdo podem ser usados paineis
direcionados a genes especificos?®. Por exemplo, no caso de se constatar que existe uma
deficiéncia no complexo I, pode requisitar-se um painel para todos os genes que
constituem o complexo I, bem como como para 0s genes que codifiquem para os fatores
de montagem e proteinas auxiliares deste complexo?®2%7, As vantagens sdo a elevada
cobertura e a facilidade de interpretacdo dos dados. A grande desvantagem € que estes
paneis podem rapidamente ficar desatualizados devido a continua descoberta de novos
genes com mutages?®*. Na eventualidade de ndo se conseguir determinar uma mutagao
com recurso a painéis de genes, deve entdo partir-se para WES e WGS. No WES faz-se
a sequenciacao dos exdes, que correspondem a regido codificante do genoma, enquanto
no WGS faz-se a sequenciacdo de todo o genoma. A grande vantagem destas técnicas é
que sdo métodos imparciais de detecdo de variantes, ou seja, sao ideais para a pesquisa
de novos genes com mutacGes. Na globalidade, a utilizacdo de WES e WGS permite obter
uma capacidade de diagnéstico de cerca de 60%2%3239, Num estudo de coorte realizado a
um grupo de doentes com sindrome de Leigh, foi possivel detetar por métodos NGS 49
novas variantes, sendo que duas delas foram detetadas por WGS localizadas em regifes
intronicas do gene NARS22%. Noutro artigo é descrito o caso de um doente diagnosticado
com sindrome de Leigh aos 3 anos de idade, mas que apenas aos 19 anos foi possivel
identificar a mutacdo subjacente. Neste caso, a doenca era causada por uma mutacao
missense no gene ECHS1 que foi descoberta atraves de analise por WES e uma delegéo
de um gene inteiro que foi detetada por analise de microarray?®. Idealmente, as analises
de WES e WGS devem ser feitas em trio, isto &, devem ser analisadas as amostras do
doente e dos seus progenitores, 0 que permite estudar a segregacdo familiar e ainda
identificar mutacdes de novo, aumentando a capacidade de diagndstico?*.

Numa analise de WES/WGS podem ser obtidos varios resultados: 1) pode ser identificada
uma variante conhecida num gene conhecido associado a doenca; 2) pode ser identificada
uma variante nova num gene conhecido que causa a doenca; 3) pode ser identificada uma
variante num gene conhecido, mas que até entdo nao se tinha associado a doenca; 4) pode
ser identificada uma variante num gene que codifica para uma proteina com funcgéo
desconhecida; 5) ou entdo pode ndo se conseguir identificar nenhuma variante que
consiga explicar o fenétipo do doente?®2. Apenas no primeiro caso € que se consegue
chegar a um diagnostico genético concreto e com certezas?®®. Nos restantes resultados em
que sdo descobertas novas variantes ha que classifica-las como patogénicas ou ndo. Para
tal podem ser empregues os critérios do American College of Medical Genetics (ACMG)
para classificar as mutacfes como patogénicas, provavelmente patogénicas, variantes de
significado clinico indeterminado (VUS), provavelmente benignas e benignas?®*. Os
principais critérios de patogenicidade sdo: se a variante resulta numa perda de funcao
(causada por uma mutacdo frameshift, alteracdo do padrdo de splicing ou mutagédo
nonsense); se a variante resulta na mesma troca de aminoacidos que uma outra variante
patogénica nesse local; se é uma mutacdo de novo; se forem realizados estudos funcionais
que demonstrem os efeitos patogénicos da mutacéo; e por fim se a prevaléncia da variante
for mais elevada em individuos afetados do que nos controlos?®*. No caso de serem
descobertas novas variantes no mtDNA, a sua patogenicidade pode ser avaliada usando
0S mesmos critérios, mas deve ter-se em atencdo as caracteristicas Unicas do mtDNA,
nomeadamente, a existéncia de haplogrupos que podem ter mutacbes em frequéncias
variaveis, e a heteroplasmia do mtDNA, que varia de tecido para tecido, e o seu nivel num
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tecido especifico deve correlacionar-se com a apresentacéo clinica?®”2%®, Como primeira
abordagem para a avaliagdo da patogenicidade das mutacGes missense podem ser
utlizadas ferramentas computacionais (ex.: Polyphen-2, SIFT, MutationTaster) que
prevejam o efeito que as variantes encontradas poderdo causar na funcgdo da proteina?®.
De facto, num estudo realizado em Portugal a um grupo de 40 doentes com sindrome de
Leigh, foram descobertas duas novas mutac¢des no gene NDUFS1, as quais foram testadas
por meio de ferramentas computacionais aliadas a estudos de segregagédo, de modo a
comprovar a sua possivel patogenicidade!®?. Contudo, estes métodos ndo devem ser
considerados como provas definitivas de patogenicidade, sendo necessario por vezes
recorrer a métodos mais robustos, particularmente quando sdo obtidas variantes de
significado clinico indeterminado (VUS). Efetivamente, a melhor estratégia para
averiguar a patogenicidade de uma VUS ¢ a realizacdo de estudos funcionais®®. Na
realizacdo destes estudos podem ser usadas diferentes abordagens, ndo existindo um
método que seja transversal para a validacao de todas as mutacGes. Deste modo, 0 método
a utilizar vai depender de caso para caso?®?. Um dos métodos usados, é o estudo da
expressdo das proteinas da cadeia respiratdria. Classicamente, a técnica utilizada para
averiguar se a variante genética resulta numa diminuicdo da expressdo da proteina
correspondente € o Western Blot. Outras técnicas, como SDS-PAGE e blue-native PAGE,
sdo usadas para detetar alteragdes nos niveis de steady-state, e avaliar a integridade das
proteinas constituintes dos complexos?842922% Nestes estudos s&0 usadas como amostras
biopsias de musculo ou fibroblastos dos doentes. Nos estudos de validagdo funcional, o
tipo de ensaios que sdo mais frequentemente aplicados séo o0s rescue experiments. Estes
basicamente consistem na reintroducdo do gene wild type (sem a mutacdo) em células
com a mutacdo em estudo, e na observacao de uma normalizacdo do fenotipo apds a sua
reintroducdo. Para estes ensaios serem realizados é essencial que o fenotipo bioquimico
ou celular que se vai tentar restabelecer seja dependente do gene em estudo®®. Caso
contrario, nao é possivel demonstrar a patogenicidade da mutacdo. Como sistema para a
realizacdo destes ensaios podem ser usadas celulas do doente, linhas celulares,
organismos modelo e células estaminais pluripotentes induzidas (iPSCs)?922%,

Uma abordagem que ainda esta no inicio da sua utilizacéo para o diagnostico das doencas
mitocondriais € a transcritomica. Na andalise do transcritoma é utilizado o RNA-seq, que
consiste na utilizacdo de técnicas NGS para avaliar a quantidade e a sequéncia das
moléculas de mMRNA presentes nas células. No contexto do diagnostico, a utilizacdo de
RNA-seq fornece informaces sobre o efeito que certas muta¢des podem ter na expressao
do mRNA. Em concreto, permite detetar eventos de splicing alternativo aberrante,
alteracOes nos niveis dos transcritos e consegue detetar a expressdo mono-alélica?8+2%,
Como ja foi dito anteriormente, muitas vezes ap6s a analise de WES e WGS podem ser
obtidas variantes que dependem da comprovacdo da sua patogenicidade, assim como
podem ndo ser encontradas variantes candidatas. Uma das vantagens na utilizacdo de
RNA-seq é poder ser conjugado com WES e WGS para a validacdo funcional de certas
variantes e ajudar na descoberta de novas variantes?842922%_Foj efetuado um estudo em
que se realizou RNA-seq em fibroblastos de 48 doentes com doencas mitocondriais, nos
quais ndo se tinha conseguido esclarecer a causa genética por WES. A utilizacdo de RNA-
seq permitiu diagnosticar cinco doentes dos 48, e identificar variantes candidatas nos
restantes doentes, contribuindo para aumentar em 10% a capacidade de diagnéstico WES
quando acoplado a RNA-seg?®’. Noutro estudo feito a um grupo de 22 doentes com
fenotipos neuroldgicos complexos (com inicio na idade pediatrica), nos quais o
diagnostico por WES tinha sido inconclusivo ou negativo, realizou-se uma analise
conjunta de WGS e RNA-seq. Um diagnostico concreto foi obtido em 25% dos casos,
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demonstrando o potencial da utilizacdo de RNA-seq em conjunto com técnicas de
sequenciagdo gendmica, para o diagndstico destas doengas®®e,
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5. Conclusao

As doencas mitocondriais sdo um grupo importante de patologias que pertencem as
doencas hereditarias do metabolismo. A sua fisiopatologia advém do facto de provocarem
disfuncbes no metabolismo energético mitocondrial. Estas disfuncbes sdo causadas por
mutacdes patogénicas em genes nucleares e mitocondriais que codificam para proteinas,
ndo so envolvidas no metabolismo energético mitocondrial, como também em proteinas
envolvidas na manutencdo do mtDNA e na biogénese das mitocdndrias. Dentro das
doencas mitocondriais podem ser distinguidas diferentes sindromes, que relnem
conjuntos de sinais e sintomas caracteristicos. Uma dessas sindromes é a sindrome de
Leigh.

A sindrome de Leigh ou encefalomielopatia subaguda necrotizante, € uma das doencas
neurodegenerativas mitocondriais mais frequentemente observada em criangas. Possui
uma ampla variedade fenotipica, sendo os sintomas mais proeminentes as manifestacdes
neuromusculares. Uma das principais caracteristicas da sindrome de Leigh é o surgimento
de lesbes simétricas necrotizantes no tronco cerebral e nos ganglios da base.
Geneticamente, a sindrome de Leigh € igualmente heterogénea, podendo ser causada por
mutacOes em varios genes nucleares e mitocondriais. As principais disfungdes
mitocondriais a cursarem com esta sindrome s&o as deficiéncias no complexo I, no
complexo IV (causadas por mutaces no gene SURF1 principalmente) e no complexo V
da cadeia respiratoria (afetando o gene MT-ATP6).

O diagndstico da sindrome de Leigh requer uma abordagem multidisciplinar. Esta
abordagem engloba a realizacdo de exames laboratoriais para a detecdo de metabolitos
(principalmente piruvato e lactato), um exame clinico detalhado, exames imagioldgicos
(para detecéo das lesbes cerebrais caracteristicas) e exames histopatologicos e de medicao
da atividade dos complexos da cadeia respiratoria. Contudo, o foco do diagndstico,
atualmente, tem sido a utilizacdo de técnicas NGS como primeira abordagem. As analises
de WES e WGS vieram revolucionar o diagnostico, permitindo uma maior rapidez na
obtencdo de resultados e uma expansdo do conhecimento das mutacdes que originam a
sindrome de Leigh. No entanto, estes métodos possuem alguns desafios, nomeadamente
a validacdo de VUS. E necessario, portanto, realizar outras anélises e estudos funcionais
gue permitam comprovar a patogenicidade das novas mutacfes descobertas. Podem ser
usados técnicas mais tradicionais como a determinacdo da atividade enzimatica dos
complexos da CR ou ensaios de recuperacao do fendtipo; no entanto, novas metodologias
como a transcritbmica tém vindo a provar ser um instrumento Gtil na validacdo deste tipo
de variantes.
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