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Resumo 

 

O presente trabalho é parte integrante do plano de estudos e elemento de avaliação do 

Mestrado em Análises Clínicas da Faculdade de Farmácia da Universidade de Lisboa. É 

composto por duas partes: uma primeira, que constitui o Relatório de Estágio e uma segunda, 

que constitui a monografia. 

O estágio profissional realizou-se no Laboratório de Análises Clínicas Dr. Joaquim Chaves 

no período compreendido entre 21/04/2022 a 15/09/2022 e entre 14/11/2022 a 25/11/2022. 

O Relatório de Estágio faz uma apresentação do local de estágio e descreve algumas das 

atividades desenvolvidas nos departamentos de imunologia, core laboratorial e química 

analítica do laboratório. Em cada secção do relatório foi escolhida uma lista de parâmetros 

analíticos para os quais se proporcionou uma introdução teórica que apresenta os aspetos 

relevantes para a compreensão do significado clínico de cada um, informação acerca do tipo de 

produto biológico necessário para a sua determinação e os fundamentos dos métodos e 

equipamento utilizado para tal. 

A segunda parte constitui a monografia, uma revisão bibliográfica que explora o tema: 

"Antibióticos: Potencializadores da Sobrevivência da Vida Humana ou Bacteriana?" 

A resistência aos antibióticos é considerada, pela Organização Mundial de Saúde, como uma 

das maiores ameaças de saúde pública. É um problema global e emergente que põe em risco a 

capacidade de tratar as doenças infeciosas mais comuns, uma vez que diminui a efetividade dos 

antibióticos. Esta monografia pretende abordar este problema da atualidade, mencionando 

alguns dos mecanismos de resistência mais comuns, focando-se nas suas consequências bem 

como medidas e alternativas que podem ser implementadas e que podem ajudar a combater a 

resistência bacteriana aos antibióticos. 

 

Palavras-chave: antibióticos, resistência aos antibióticos, mecanismos de resistência, MRSA. 
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Abstract 
 

The present work is an integral part of the study plan and an evaluation element of the 

Master’s In Laboratory Medicine of the Faculty of Pharmacy of the University of Lisbon. It 

consists of two parts: the first part comprises the Internship Report and the second part 

comprises the monograph. 

The professional internship took place at Laboratório de Análises Clínicas Dr. Joaquim 

Chaves from 04/21/2022 to 09/15/2022 and from 11/14/2022 to 11/25/2022. 

The Internship Report presents the internship location and describes some of the activities 

conducted in the immunology, laboratory core and analytical chemistry departments. In each 

section of the report, a list of analytical parameters was chosen. For each was provided a 

theoretical introduction which includes relevant aspects for understanding the clinical 

significance of each parameter, information about the type of biological sample necessary for 

its determination and the fundamentals of each method and equipment used for this purpose. 

The second part constitutes the monograph, a bibliographic review that explores the theme: 

"Antibiotics: Enhancers of the Survival of Human or Bacterial Life?" 

The World Health Organization has considered antibiotic resistance as one of the greatest 

threats to public health. It is a global and emerging problem that threatens the ability to treat 

the most common infectious diseases, as it reduces the effectiveness of antibiotics. This 

monograph intends to address this current problem, mentioning the most common resistance 

mechanisms, focusing on its consequences as well as giving examples of courses of action and 

alternatives that can be implemented to help combat bacterial resistance to antibiotics. 

 

Key words: antibiotics, antibiotic resistance, resistance mechanisms, MRSA. 
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1.  Introdução 
 

O Relatório de Estágio tem como finalidade a apresentação do local de estágio, sendo parte 

dos seus constituintes a descrição das atividades que foram desenvolvidas em cada um dos 

departamentos do laboratório. O laboratório encontra-se dividido em sete departamentos 

analíticos específicos: o serviço de genética, o core laboratorial, a imunologia, a química 

analítica, o radioimunoensaio, a microbiologia e a biologia molecular.  

O relatório de estágio vai incidir sobre os períodos de estágio realizados nos departamentos 

de imunologia, do core laboratorial e da química analítica. Em cada secção do relatório foi 

escolhida uma lista de parâmetros analíticos para os quais se proporcionou uma pequena 

introdução teórica que apresenta os aspetos mais relevantes para a compreensão do significado 

clínico de cada um, informação acerca do tipo de produto biológico necessário para a sua 

determinação e os fundamentos dos métodos e equipamento utilizado para tal. 

 

O estágio profissional realizou-se no Laboratório de Análises Clínicas Dr. Joaquim Chaves 

no período compreendido entre 21/04/2022 a 15/09/2022 e entre 14/11/2022 a 25/11/2022. 

 

 

1.1 Objetivo 
 

O estágio bem como a realização do relatório de estágio têm como principais objetivos 

aprofundar e consolidar os conhecimentos teóricos obtidos durante o Mestrado em Análises 

Clínicas, proporcionar a aquisição de competências de organização e métodos de trabalho 

típicos da rotina de um laboratório de análises clínicas. 

 

 

1.2 Caracterização do Laboratório de Análises Clínicas Dr. Joaquim 

Chaves 
 

A Joaquim Chaves Saúde (JCS) é um grupo português fundado em 1959 e com atividade 

exclusiva no sector da saúde que participa com competência e qualidade no progresso da 

medicina, apresentando um percurso de rigor e de qualidade na prestação de cuidados de saúde. 

O Laboratório de Análises Clínicas Dr. Joaquim Chaves foi a primeira empresa a ser 

constituída, e foi após a sua constituição que o grupo JCS cresceu de forma sustentada no sector 

da saúde com a sucessiva abertura de unidades em Portugal Continental, Madeira e Açores, 

com particular destaque para as áreas de Laboratório como as Análises Clínicas, Clínicas 

Médicas e o Tratamento Oncológico. 

O Laboratório de Análises Clínicas Dr. Joaquim Chaves é considerado uma referência de 

qualidade e rigor baseada na excelência dos seus profissionais e da tecnologia de que dispõe. O 

laboratório disponibiliza um painel de mais de 4200 parâmetros analíticos, de rotina e de 

urgência, e apresenta uma resposta rápida e eficaz no apoio à clínica.  
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1.2.1 Missão, Visão e Valores 

 

O grupo JCS tem como motivação e compromisso proporcionar aos utentes o acesso às 

melhores soluções atualmente existentes no setor da saúde, aliando uma elevada competência 

e especialização humana à disponibilização das tecnologias mais avançadas. 

A visão do grupo JCS é estar presente para os utentes, existindo um acompanhamento e uma 

proximidade permanentes entre as duas partes, tanto ao nível das análises clínicas como das 

clínicas médicas e do tratamento oncológico. 

O grupo JCS garante uma intervenção diferenciada e de qualidade, cada vez mais próxima e 

humanizada, nas mais diversas áreas da medicina moderna. Na Joaquim Chaves Saúde, os 

utentes são a principal preocupação, sendo que servi-los, estar atento e satisfazer as suas 

necessidades é o objetivo prioritário. O grupo JCS estimula um clima familiar, onde se respira 

saúde e, por isso, é também transversal a toda a atividade do grupo, o respeito pelo meio 

ambiente. 

 

 

1.3 Controlo de Qualidade 
 

A qualidade dos serviços do laboratório é assegurada por um sistema interno de controlo de 

qualidade e pela participação periódica em programas internacionais de avaliação externa da 

qualidade. 

Todos os laboratórios que executam exames laboratoriais devem ter em funcionamento um 

sistema de garantia e gestão da qualidade, dinâmico e contínuo. Este traduz-se na existência de 

procedimentos escritos que abrangem todas as áreas do laboratório e onde estão descritas as 

diferentes etapas de realização dos parâmetros analíticos e como estes são executados. Para 

além disso, abrange a descrição da formação e qualificação do pessoal técnico e administrativo 

do laboratório. No âmbito dos laboratórios de análises clínicas, a garantia da qualidade permite 

ter o domínio da organização de todas as tarefas que levam à qualidade, pelo que abrange as 

fases pré-analítica, analítica e pós-analítica e inclui procedimentos de controlo como o controlo 

de qualidade interno (CQI) e a avaliação externa da qualidade (AEQ) [1]. 

A norma ISO 9001 está consolidada na maior parte das unidades da Joaquim Chaves Saúde, 

realizando-se auditorias externas anuais a todas as unidades certificadas, incluindo o 

Laboratório de Análises Clínicas. 

 

1.3.1 Controlo de Qualidade Interno 

 

O CQI é, por definição, o conjunto de procedimentos adotados pelo laboratório que têm 

como finalidade permitir o controlo da qualidade dos resultados das análises ao longo de todo 

o processo analítico [1]. O controlo da qualidade interno é organizado pelo responsável da 

garantia da qualidade e é indispensável para a deteção de anomalias, avaliação de erros e sua 

imediata correção [1]. 

No Laboratório de Análises Clínicas Dr. Joaquim Chaves o controlo de qualidade interno é 

realizado diariamente e transversalmente a todas as áreas do laboratório. Normalmente, os 
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controlos são realizados antes ou durante a técnica de maneira a garantir que os resultados das 

amostras dos utentes estão válidos. Para além da rotina diária normal, existem outras situações 

em que é necessário processar os controlos, como por exemplo, após calibração, após mudança 

de reagente, após manutenção do equipamento ou sempre que se achar ser necessário.  

 

1.3.2 Avaliação Externa da Qualidade 

 

A avaliação externa da qualidade corresponde à avaliação da qualidade dos resultados do 

laboratório por uma organização exterior [1]. O laboratório deve participar em programas de 

avaliação externa da qualidade tanto nacionais como internacionais de modo a poder ser 

avaliado no que diz respeito à exatidão dos seus resultados. 

No Laboratório de Análises Clínicas Dr. Joaquim Chaves as amostras de conteúdo 

desconhecido do programa de avaliação externa da qualidade são processadas da mesma 

maneira que as amostras dos utentes e de acordo com um calendário previamente enviado. A 

avaliação externa da qualidade permite a comparação objetiva do desempenho laboratorial com 

as especificações de desempenho analítico e a comparação do laboratório com outros 

laboratórios. 

 

 

1.4 Fluxograma Geral de Trabalho 
 

O fluxograma de trabalho tem início no consultório médico com a prescrição das análises 

clínicas. Seguida a prescrição médica, realizada com base na sintomatologia do utente, este 

dirige-se para um dos postos de colheita do laboratório onde efetua a respetiva colheita das 

amostras biológicas necessárias à determinação dos parâmetros prescritos pelo médico. É no 

momento da colheita que é atribuído um número de processo a cada utente e um número de 

tubo que identifica todos os tubos daquele utente recolhidos naquela colheita específica. Para 

além disso, também se obtém informações como o nome, idade, morada, e outras consideradas 

pertinentes para a interpretação das análises prescritas.  

 Após colheita, as amostras são recolhidas pela rede de transportes do laboratório, para onde 

são enviadas. Na chegada das amostras ao laboratório, estas são rececionadas pela triagem onde 

é verificada a sua conformidade e se faz o registo de falhas de colheita, com consequente 

comunicação ao posto de colheita, laboratório ou hospital. É também na triagem que se procede 

à separação das amostras de acordo com o seu departamento de destino e onde se efetua a 

centrifugação de alguns tubos.  

Os técnicos de triagem procedem depois à distribuição das amostras pelos respetivos 

departamentos do laboratório. A maioria das amostras fica na secção pré-analítica do core 

laboratorial onde são efetuadas as alíquotas das amostras, que depois são distribuídas para o 

departamento respetivo. No departamento, as amostras são processadas de acordo com os 

protocolos técnicos e de qualidade estipulados para cada parâmetro analítico pelo laboratório. 

Após a determinação dos resultados dos parâmetros analíticos, estes são validados pelos 

especialistas do departamento, com a consequente emissão do boletim de resultados que é 

depois enviado para o utente ou recolhido por este no posto de colheita. 
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Figura 1. Esquema geral do fluxograma de trabalho aplicado no laboratório. 
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2.  Imunologia 
 

No departamento de Imunologia realizam-se análises que permitem o estudo qualitativo ou 

quantitativo ou a caracterização de anticorpos e antigénios. É também neste departamento que 

se deteta a presença de marcadores séricos característicos de doença infeciosa resultantes da 

resposta do hospedeiro a diversos agentes agressores, permitindo assim o seu diagnóstico. Por 

exemplo, faz-se a pesquisa direta de vírus, bactérias, fungos e parasitas. Para além disso, 

efetuam-se análises de determinação de citoquinas, moléculas de adesão, péptidos e 

antioxidantes, realizam-se estudos da auto reatividade através da pesquisa e doseamento dos 

autoanticorpos ou da identificação das suas especificidades antigénicas. 

O departamento de Imunologia está organizado em diversas secções. A cada uma está 

atribuído um determinado número de técnicas que são realizadas pelos técnicos responsáveis 

por essa secção. Assim, existe uma secção dedicada maioritariamente à realização de métodos 

serológicos, outra dedicada à realização de técnicas de autoimunidade, outra dedicada às 

doenças infeciosas, uma dedicada a técnicas bioquímicas, uma dedicada maioritariamente a 

técnicas de imunoabsorção enzimática, entre outras. 

 

Período de estágio: 30/05/2022 – 01/07/2022 

Atividades realizadas/acompanhadas: Processamento de amostras de utentes bem como 

amostras da AEQ, manutenção de equipamentos, execução e avaliação do CQI, validação 

técnica de resultados, gestão de stocks.  

 

 

2.1 Ensaio de Imunoabsorção Enzimática  
 

O ensaio de imunoabsorção enzimática (ELISA) é um método analítico baseado no conceito 

da reação antigénio-anticorpo que acontece entre os anticorpos produzidos pelos linfócitos e os 

seus respetivos antigénios [2]. 

É um método analítico quantitativo que permite identificar a presença e concentração de 

diversos tipos de moléculas através da deteção da formação de ligações antigénio-anticorpo por 

meio de um conjugado enzimático e do seu respetivo substrato [3]. 

Por meio desta reação antigénio-anticorpo é possível detetar analitos com concentrações 

muito baixas como péptidos/proteínas, hormonas, vitaminas, ácido nucleicos, entre outras, com 

baixo risco de interferência devido à alta especificidade desta ligação [2,3]. 

De uma forma geral, neste método existe primeiramente a ligação do antigénio ou anticorpo 

à fase sólida (normalmente microplacas de poliestireno, polivinil ou polipropileno). Após 

adição do analito existe a formação de uma ligação com o antigénio/anticorpo presente na fase 

sólida. De seguida existe um passo de lavagem que tem como objetivo remover os constituintes 

que não se ligaram aos componentes da fase sólida. A ligação antigénio-anticorpo formada é 

depois medida pela mudança de cor que se observa ao se adicionar um conjugado enzimático e 

o seu substrato correspondente. O produto final pode ser detetado após paragem da reação 

enzimática por leitura espetrofotométrica da microplaca no leitor de microplacas. Por fim, a 

absorvância lida é convertida5 em concentração com recurso a calibradores [4]. 
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As enzimas mais comumente utilizadas na marcação de anticorpos nos kits de ELISA são: a 

β-galactosidase, glucose oxidase, peroxidase e a fosfatase alcalina [5]. A reação enzimática é 

parada por adição de hidróxido de sódio, ácido clorídrico ou ácido sulfúrico. Depois de parada 

a reação, os resultados são lidos no espetrofotómetro entre 400 e 600 nm [3]. 

Este é um método que apresenta inúmeras vantagens, entre as quais podemos destacar: a 

simplicidade de execução do método, a alta especificidade e sensibilidade devidas à reação 

antigénio-anticorpo, a alta eficiência, a segurança do ensaio livre dos riscos de radiação e o 

facto de serem utilizados reagentes com relativamente baixo custo e em baixo volume [2,6].  

 

2.1.1 Tipos de ELISA 

 

Os ensaios imunoenzimáticos podem ser classificados em heterogéneos e homogéneos. Os 

ensaios heterogéneos caracterizam-se por apresentarem os complexos antigénio-anticorpo 

fisicamente separados do antigénio/anticorpo livres por via da utilização de um sistema de fase 

sólida. Por outro lado, nos ensaios homogéneos não existe essa separação, sendo que neste caso 

a ligação do antigénio ao anticorpo modifica a atividade da enzima sendo esta modificação 

proporcional à concentração do analítico de interesse [7]. 

O método de ELISA é um ensaio imunoenzimático heterogéneo utilizado para a deteção de 

uma enorme variedade de analitos solúveis específicos, pelo que existiu a necessidade de 

desenvolver diferentes tipos de ELISA adaptados às diferenças entre analitos, e assim melhorar 

a especificidade do ensaio [3]. 

 
Figura 2. Representação esquemática de exemplos dos diferentes tipos de ELISA. 

A1: Anticorpo primário; A2: Anticorpo secundário; AC: Anticorpo de captura; Ag: Antigénio da amostra; AgFS: Antigénio 

mobilizado na fase sólida; AgM: Antigénio marcado; E: Enzima; S: Sinal colorimétrico. 

Imagem criada em biorender.com. 

 

2.1.1.1 ELISA Direta 

  

Na ELISA direta (Figura 2a) a fase sólida contém o anticorpo/antigénio específico para o 

analito que se pretende determinar, ocorrendo a sua mobilização na fase sólida. A medição da 

concentração do analito é possível pela adição de um antigénio/anticorpo marcado por uma 

enzima. Depois de incubação e lavagem dos antigénios/anticorpos que não se ligaram, é 

adicionado o substrato enzimático que permite a produção de um sinal, através da alteração de 

cor, que é medido para determinar a quantidade do analito de interesse [3,8]. 
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2.1.1.2 ELISA Indireta 

 

A ELISA indireta (Figura 2b) difere da anterior, uma vez que, a concentração do analito de 

interesse é medida por um anticorpo secundário em vez do primário. Este passo adicional 

permite a amplificação do sinal [6] e tem como objetivo obter uma maior sensibilidade [9]. 

 Na fase sólida estão imobilizados antigénios específicos que, após incubação, formam 

complexos antigénio-anticorpo com o anticorpo primário. Para que se consiga medir a produção 

deste complexo há depois a adição de um anticorpo secundário marcado com uma enzima que 

produz sinal após adição do seu substrato [3,6,9]. 

 

2.1.1.3 ELISA Sandwich 

 

No ensaio do tipo sandwich (Figura 2c) existe a imobilização de anticorpos de captura na 

fase sólida, que se ligam ao analito de interesse e formam complexos antigénio-anticorpo. Após 

incubação e lavagem, estes complexos são detetados por anticorpos marcados enzimaticamente. 

A adição de substrato enzimático permite a medição da intensidade da coloração da reação 

enzimática, sendo a presença de coloração indicativa de um resultado positivo [2].  

O ensaio em sandwich é altamente específico uma vez que requer a ligação simultânea de 

dois anticorpos ao analito de interesse [6].  

 

2.1.1.4 ELISA Competitivo 

 

No tipo de ensaio competitivo (Figura 2d) o analito que se pretende medir e o 

antigénio/anticorpo marcados são adicionados ao poço simultaneamente. Assim, o analito a ser 

medido e o antigénio/anticorpo marcados competem para a ligação com o anticorpo/antigénio 

imobilizado na fase móvel. Depois da lavagem, é adicionado o substrato enzimático o que 

resulta em coloração dos poços e possibilita a determinação da concentração de analito. Neste 

caso, existe uma relação inversa entre a concentração de analito a determinar e a intensidade da 

coloração no poço [6,8]. 

 

2.1.2 Determinação Quantitativa da Pró-insulina no Soro 

 

A pró-insulina é um polipéptido sintetizado pelas células β dos ilhéus de Langerhans 

presentes no pâncreas [10], sendo posteriormente convertida em péptido C e insulina via formas 

intermediárias [11]. A insulina e o péptido C existem ambos em quantidades equimolares no 

sangue. No que diz respeito à pró-insulina, esta está presente em baixas concentrações no 

sangue de indivíduos saudáveis [12].  

Os níveis de pró-insulina podem refletir o estado das células β ou uma disfunção no processo 

de conversão ou secreção da pró-insulina [12]. Níveis elevados de pró-insulina estão presentes 

em várias condições clínicas como: insulinoma e Diabetes Mellitus tipo 2 [13]. 

 

Amostra: Soro. 

Método: Ensaio Imunoenzimático tipo sandwich. 
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Equipamento: Manual. 

 

O kit utilizado é um ensaio imunoenzimático do tipo sandwich. Neste ensaio requer-se a 

utilização de uma microplaca de 96 poços, onde cada poço está revestido com um anticorpo 

monoclonal capaz de se ligar à pró-insulina e às formas intermediárias des (31, 32)-pró-insulina 

e split (32, 33)-pró-insulina mas não à insulina nem ao péptido C ou outras formas “des” e 

“split” da pró-insulina. 

Previamente ao início do ensaio existe a adição de um tampão de bloqueio que previne a 

ligação não especifica dos componentes. De seguida, procede-se à adição de uma alíquota da 

amostra e incubação. Depois de lavagem para remoção dos componentes que não se ligaram, 

segue-se a incubação de um anticorpo anti-pró-insulina marcado enzimaticamente nos poços.  

Este anticorpo possui a capacidade de se ligar apenas à pró-insulina e às formas 

intermediárias des (64, 65)-pró-insulina e split (65, 66)-pró-insulina mas não se liga à insulina 

nem ao péptido C ou outras formas “des” e “split” da pró-insulina. Assim, a combinação destes 

dois anticorpos num ensaio imunoenzimático do tipo sandwich permite a deteção de apenas a 

forma intacta da pró-insulina. 

Após lavagem dos anticorpos marcados não ligados, procede-se à adição do substrato 

cromogénico da enzima. A intensidade da cor obtida é proporcional à concentração de pró-

insulina presente na amostra [14]. 

 

2.1.3 Determinação das Imunoglobulinas IgG/IgM Parainfluenza Tipo 3  

 

O vírus parainfluenza tipo 3 faz parte de um grupo de vírus comuns aos quais se dá o nome 

de vírus humanos parainfluenza (HPIV) [15]. Os HPIV são vírus que apresentam um invólucro, 

uma cadeia simples de RNA e pertencem à família Paramyxoviridae. De acordo com a sua 

variação genética e antigenética, estes podem ser divididos em quatro tipos [16].  

Os vírus deste grupo ligam-se e replicam-se nas células epiteliais ciliadas do trato 

respiratório superior e inferior, local onde causam infeção tanto em adultos como em crianças. 

Os HPIV estão associados a uma variedade de doenças respiratórias, como por exemplo: otite 

média, faringite, conjuntivite, bronquite laringo-traqueal e pneumonia [15].  

As infeções devidas a HPIV-3 estão mais associadas a infeções do trato respiratório inferior, 

causando especialmente bronquiolites e pneumonia em recém-nascidos e bebés e apresentam 

uma clínica que normalmente é indistinguível daquela que é devida a infeção pelo vírus 

respiratório sincicial [15]. 

As metodologias mais comumente utilizadas para diagnóstico de infeção por vírus HPIV-3 

são a neutralização do vírus, inibição da hemaglutinação, imunofluorescência indireta, fixação 

do complemento e ELISA.  

A ELISA é um método sensível, especialmente indicado para deteção de IgM em crianças 

menores de 6 meses uma vez que, permite evitar a deteção de anticorpos IgG procedentes da 

mãe e que possam ter influência no resultado. Para além disso, a deteção da presença de IgM 

numa amostra de soro ajuda no diagnóstico rápido numa fase inicial da doença. 

 

Amostra: Soro. 
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Método: Ensaio Imunoenzimático indireto. 

Equipamento: Manual. 

 

Para a realização deste ensaio utiliza-se uma microplaca de 96 poços onde se encontram 

fixos antigénios do vírus parainfluenza 3 na superfície de poliestireno da microplaca. O método 

é baseado na reação dos anticorpos presentes na amostra com o antigénio fixo. Após lavagem 

dos anticorpos que não se ligaram, adiciona-se um anticorpo anti-imunoglobulina (IgG ou IgM) 

humana marcada enzimaticamente. Após eliminação do que não se ligou, adiciona-se o 

substrato enzimático. Este provoca uma reação de cor azul que, após paragem da reação, se 

altera para amarelo. Cada poço é de seguida avaliado espetrofotometricamente num 

comprimento de onda de 450/620 nm. 

 

2.1.4 Determinação de Imunoglobulinas IgG Anti Helicobacter pylori  

 

A Helicobacter pylori (H. pylori) é uma bactéria Gram-negativa que tem como principal 

reservatório o estômago humano. Esta bactéria apresenta características que permitem a sua 

sobrevivência em condições adversas como o ambiente ácido gástrico. A transmissão acontece 

normalmente via oral-fecal, principalmente através de água e comida contaminadas, no entanto 

a transmissão via oral-oral também é possível [17]. 

A infeção por H. pylori é uma das infeções mais comuns na população global, com uma 

prevalência aproximada de 50% [18]. A infeção por esta bactéria é a principal causa de gastrite 

crónica e úlcera péptica, no entanto H. pylori tem também um papel determinante no 

desenvolvimento de adenocarcinoma gástrico e linfoma do tecido linfoide associado à mucosa 

[17]. 

 

Amostra: Soro. 

Método: Ensaio Imunoenzimático indireto. 

Equipamento: EUROIMMUN Analyzer I, da EUROIMMUN. 

 

O ensaio inicia-se pela incubação das amostras nos poços de uma microplaca de 96 poços 

que estão revestidos com antigénios de H. pylori. Se for caso, durante a incubação, os anticorpos 

IgG presentes nas amostras ligam-se aos respetivos antigénios. Após lavagem, para eliminação 

do que não se ligou, existe uma nova incubação, mas agora de uma imunoglobulina do tipo IgG 

anti-humana marcada enzimaticamente. Após adição de substrato enzimático, esta catalisa uma 

reação colorida que permite quantificar anticorpos do tipo IgG anti H. pylori após leitura 

espetrofotométrica da intensidade da cor num comprimento de onda de 450 nm. 

Esta técnica, à semelhança de outras que não foram mencionadas, é realizada utilizando um 

equipamento totalmente automático, desde a diluição das amostras à leitura espetrofotométrica.  
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2.2 Imunoblot 
 

A técnica de imunoblot permite a deteção de anticorpos específicos na amostra do utente 

através do contacto desta com uma fase sólida onde estão imobilizados antigénios específicos. 

Assim, se na amostra estiverem presentes anticorpos específicos para os antigénios da fase 

sólida, estes vão ligar-se a esses antigénios [19].  

Esta ligação pode posteriormente ser detetada por adição de um anticorpo marcado com 

fosfatase alcalina que se liga ao anticorpo da amostra. Esta enzima catalisa a reação de mudança 

de cor do seu substrato, pelo que se o anticorpo de interesse estiver presente então vai verificar-

se o aparecimento de uma linha escura na posição do respetivo antigénio e a intensidade dessa 

linha é diretamente proporcional à concentração de anticorpo na amostra [19]. 

Os antigénios utilizados são muito puros o que permite evitar resultados falsos positivos. 

Para além disso, são testes relativamente rápidos e de fácil interpretação. 

 

2.2.1 Vírus da Imunodeficiência Humana 

 

O vírus da imunodeficiência humana (HIV) é o agente causal da síndrome da 

imunodeficiência adquirida (SIDA) [20], pensando-se que tenha infetado mais de 75 milhões 

de pessoas em todo o mundo. A infeção pelo HIV é uma das principais causas de mortalidade 

e morbilidade em todo o mundo, mas em especial na África subsariana [20]. 

Após a transmissão do vírus, este aloja-se nos tecidos mucosos passando de seguida para os 

órgãos linfoides. O primeiro alvo do HIV são os linfócitos T CD4+. Dez dias após a transmissão, 

o vírus torna-se detetável no sangue e continua a sua replicação exponencial nas semanas que 

se seguem, atingindo um pico aos trinta dias após a transmissão, altura em que os níveis de 

anticorpos contra o vírus se tornam detetáveis [20].  

Após este período, o sistema imunitário estabelece um controlo e a replicação viral mantém-

se estável por alguns anos. Para além de causar a perda progressiva dos linfócitos T CD4+, o 

HIV também é responsável por outras anomalias do sistema imunitário que causam o 

desenvolvimento de imunodeficiência [20]. 

O HIV é um vírus com invólucro que possui um genoma RNA de cadeia simples. Os genes 

virais codificam para uma variedade de proteínas, o gene env codifica as glicoproteínas gp160, 

gp120 e gp41; o gene gag codifica as proteínas p24, p17, p7 e p9; o gene pol codifica para as 

proteínas p32, p66, p51, p11 [21]. 

Os métodos de deteção do HIV podem ser diferenciados em métodos indiretos e diretos. Os 

primeiros baseiam-se na deteção serológica de anticorpos contra o HIV, enquanto os segundos 

se baseiam na deteção de RNA e DNA viral, deteção do antigénio p24 e cultura viral [21]. 

 

Amostra: Soro. 

Método: Imunoblot. 

Equipamento: Manual. 

 

Neste ensaio, utilizam-se tiras de nitrocelulose onde se encontram proteínas características 

do HIV fracionadas por peso molecular. Se na amostra de soro estiverem presentes anticorpos 
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específicos contra o vírus então estes vão ligar-se às proteínas virais correspondentes. 

Posteriormente removido o que não se ligou, adiciona-se um conjugado de imunoglobulina 

marcada enzimaticamente que se liga aos anticorpos ligados às proteínas virais da tira, seguido 

de um substrato para a enzima. O excesso de conjugado é removido e adiciona-se um reagente 

revelador de cor que permite que os locais onde o anticorpo se ligou sejam identificados através 

da visualização de bandas de cor roxa. A posição e a intensidade das bandas é comparada aquela 

visualizada nas tiras de controlo positivo.  

Um resultado positivo apresenta, pelo menos, duas das bandas das glicoproteínas gp160 e/ou 

gp120, gp41 ou gp24. Por outro lado, numa amostra negativa não devem estar presentes bandas.  

 

2.2.2 Vírus da Hepatite C 

 

O vírus da hepatite C (HCV) é o agente infecioso responsável pela doença que lhe dá nome, 

acreditando-se que a prevalência de virémia global, ou seja, a prevalência de casos positivos 

para o RNA viral, é de aproximadamente 71 milhões de infetados. No entanto, a prevalência 

global baseada na positividade para anticorpos anti-HCV corresponde a 115 milhões de 

indivíduos, dos quais alguns estão livres do vírus quer espontaneamente quer como resultado 

do tratamento [22]. 

Como dito anteriormente, a infeção por HCV pode ser responsável pelo desenvolvimento de 

hepatite C aguda que, em 50 a 80% dos doentes, pode desenvolver para crónica. A infeção 

crónica despoleta um processo inflamatório crónico que pode causar problemas como fibrose 

do fígado, cirrose, carcinoma hepatocelular e até morte. A cura da infeção pelo HCV é dada 

quando não se deteta RNA viral no soro após 24 semanas ou 12 semanas após o fim da terapia 

[22]. 

O HCV é um vírus RNA da família Flaviviridae composto por um invólucro de bicamada 

lipídica, o qual envolve a nucleocápside viral. O vírus apresenta proteínas estruturais (core, E1 

e E2) e não estruturais (p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A e NS5B) [22]. Após a transmissão 

e de maneira a assegurar a sua replicação, o vírus liga-se aos recetores do hepatócito e sofre 

endocitose entrando na célula [23]. 

 

Amostra: Soro. 

Método: Imunoblot. 

Equipamento: Manual. 

 

Neste ensaio, uma tira de nitrocelulose onde se encontram antigénios do HCV é incubada 

com uma amostra de soro. Se na amostra de soro existirem anticorpos contra os antigénios 

presentes na tira, estes vão ligar-se. Depois da remoção daquilo que não se ligou, adiciona-se 

um conjugado anticorpo anti-humano marcado enzimaticamente. Depois da remoção do 

conteúdo não ligado, adiciona-se o substrato enzimático e depois uma solução que revela as 

bandas da tira em que houve ligação dos anticorpos da amostra. 

Um resultado positivo apresenta bandas das proteínas core 1 e core 2 ou da proteína core 1 

e outro antigénio ou da proteína core 2 e outro antigénio ou então apresenta banda em 3 

antigénios diferentes. Por outro lado, uma amostra negativa não apresenta bandas ou então 

apresenta uma banda isolada na proteína NS3, NS4 ou na NS5. 
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2.3 Testes de Aglutinação Serológicos 
 

A aglutinação caracteriza-se por ser a revelação de complexos antigénio-anticorpo sob a 

forma de aglomerados de partículas. Estes aglomerados formam-se, normalmente, devido à 

interação de antigénios insolúveis (normalmente associados a partículas de látex) com 

anticorpos específicos presentes no soro do utente [24]. Por exemplo, os anticorpos do soro 

podem ligar-se diretamente a antígenos da superfície de bactérias ou fungos causando a 

formação de ligações cruzadas e, consequentemente, a sua aglutinação [25].  

A aglutinação é um método semi-quantitativo considerado como sensível, fácil e rápido. No 

entanto, depende da concentração e avidez do antigénio, do anticorpo e do ambiente da reação 

[24].  

Para além disso, a aglutinação sofre um fenómeno ao qual se dá o nome de prozona. Este 

fenómeno ocorre quando não existe aglutinação devido a um rácio elevado de 

anticorpo:antigénio. Este rácio faz com que todos os epítopos de uma partícula se liguem a um 

único anticorpo, prevenindo assim as ligações cruzadas entre partículas e a sua consequente 

aglutinação. Assim, de modo a evitar este fenómeno, é usual realizar diluições seriadas do soro, 

uma vez que utilizar apenas uma concentração da amostra pode levar a conclusões erradas [26]. 

Deste modo, a presença de anticorpos é testada por pesquisa de aglutinação para diluições 

seriadas do soro. Desta testagem obtém-se o valor da titulação do anticorpo, que corresponde à 

maior diluição onde ainda se verifica aglutinação [25].  

Os ensaios de aglutinação podem ser classificados em diretos ou indiretos e passivos ou 

ativos. A aglutinação direta ocorre quando o antigénio é um constituinte natural do patógeno 

de interesse para detetar anticorpos específicos contra este. Neste caso é visível a formação de 

aglomerados que são prova da reação entre os antigénios presentes na superfície do patógeno e 

os anticorpos específicos do soro [24,26]. Na reação indireta, os antigénios ou anticorpos 

revestem a superfície de partículas, normalmente de látex [24]. 

Nos ensaios ativos, o epítopo de interesse está naturalmente presente nos antigénios a ser 

aglutinados, algo que não se verifica no ensaio passivo pelo que neste o epítopo deve ser 

quimicamente fixado [25]. 

 

2.3.1 Teste não Treponémico da Sífilis  

 

A sífilis é uma infeção multisistémica causada pelo Treponema pallidum subespécie 

pallidum e que é comumente transmitida via sexual, mas que pode também ser transmitida 

verticalmente durante a gravidez. Atualmente ainda são encontrados alguns desafios no que diz 

respeito ao diagnóstico desta infeção, diretamente relacionados com a interpretação dos 

diferentes testes e com a fase em que se encontra a doença [27].  

O diagnóstico da sífilis é realizado através de métodos serológicos que detetam anticorpos 

treponémicos e não treponémicos. Os testes serológicos são o único meio de rastreio de 

indivíduos assintomáticos e o método mais utilizado no diagnóstico daqueles que apresentam 

sinais e sintomas sugestivos da infeção [28]. No algoritmo tradicional, utiliza-se o teste não 

treponémico para um rasteio inicial da doença, sendo as amostras positivas posteriormente 

confirmadas por um teste treponémico [29]. 
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Amostra: Soro. 

Método: Aglutinação. 

Equipamento: Manual. 

 

Os testes não treponémicos são testes semi-quantitativos realizados em diluições seriadas do 

soro do utente de maneira a detetar os anticorpos totais (IgG e IgM) que são produzidos contra 

antigénios lipídicos (como a cardiolipina e a lecitina) libertados de células lesadas do 

hospedeiro ou das bactérias [27]. Os testes não treponémicos são úteis na deteção da sífilis 

ativa, no entanto, alguns dos casos podem não ser detetados uma vez que a presença destes 

anticorpos só é identificada entre 10-15 dias após a lesão primária [28]. 

Para além disso, estes anticorpos não são específicos para o patógeno, sendo que a sua 

especificidade pode ser afetada por diversos fatores, como por exemplo, outras doenças que 

levam à produção de anticorpos contra antigénios lipídicos, levando esta situação à produção 

de um resultado falso-positivo [30].  

O RPR é o teste não treponémico mais utilizado e caracteriza-se pela combinação dos 

anticorpos presentes no soro do utente com partículas de carbono revestidas com antigénios 

lipídicos. Esta reação é realizada em cartões de fundo branco que, juntamente com as partículas 

negras de carvão, permitem a visualização macroscópica da reação de aglutinação que confere 

a positividade do teste [27]. 

 

2.3.2 Teste de Widal 

 

O teste de Widal é uma técnica serológica que tem como objetivo o diagnóstico da febre 

tifoide, patologia com etiologia na infeção por Salmonella typhi [31]. 

Apesar do diagnóstico definitivo da febre tifoide apenas ser possível após cultura positiva 

de S. typhi a partir de amostras de sangue, fezes, urina ou outros fluidos corporais [31,32], o 

teste de Widal funciona como um rastreio permitindo detetar a presença de anticorpos contra 

antigénios da bactéria, como é o caso do antigénio H (flagelar) e O (somático).  

 

Amostra: Soro. 

Método: Aglutinação. 

Equipamento: Manual. 

 

O teste é realizado em lâmina de vidro, onde se adiciona uma quantidade igual de soro e de 

antigénio em suspensão. A visualização de aglutinação na mistura permite confirmar a reação 

antigénio-anticorpo e determinar assim um resultado positivo. 

 

2.3.3 Teste Weil-Felix 

 

O teste Weil-Felix é usado no diagnóstico de riquetsioses, um conjunto de doenças infeciosas 

causada por bactérias gram-negativas intracelulares da família Rickettsiaceae. Os sete géneros 

patógenos mais conhecidos podem ser divididos em três grupos: grupo do tifo endémico e 

epidémico, grupo do tifo esfoliante e o grupo da febre maculosa [33]. 
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Este teste foi desenvolvido com base no facto de alguns serotipos de bactérias do género 

Proteus apresentarem reações cruzadas antigénicas com espécies de bactérias do género 

Rickettsia [34]. 

Assim, através do isolamento de antigénios de Proteus, foi possível desenvolver uma reação 

de aglutinação que identificasse anticorpos contra os diversos grupos de riquetsioses. O 

antigénio OX19 de Proteus vulgaris reage com anticorpos anti grupo tifo, o antigénio OXK de 

Proteus mirabilis reage com anticorpos anti grupo esfoliante e os antigénios OX2 e OX19 de 

Proteus vulgaris reagem com anticorpos anti grupo da febre maculosa [34].  

 

Amostra: Soro. 

Método: Aglutinação. 

Equipamento: Manual. 

 

O ensaio é realizado em lâminas de vidro, onde se adiciona uma quantidade igual de soro e 

de antigénio em suspensão. Depois de misturar é possível visualizar macroscopicamente a 

presença ou ausência de aglutinação na mistura por comparação com os soros controlo. 

 

 

2.4 Bioquímica 
 

2.4.1 Determinação dos Oxalatos na Urina 

  

A urolitíase por acumulação de oxalatos é a causa mais frequente de nefrolitíase. Os oxalatos 

podem ter origem exógena, a partir da comida ingerida, ou endógena, sendo neste caso 

derivados metabólicos de percursores gerados principalmente no fígado. Para além de poderem 

ser parcialmente excretados via intestinal, a maioria é removido do sangue através dos rins. Os 

oxalatos podem precipitar e formar pedras nos rins, principalmente se se verificarem certas 

condições como uma concentração tubular elevada e danos ao nível do epitélio tubular [35]. 

 

Amostra: Urina de 24 horas ácida. 

Método: Espectrofotometria. 

Equipamento: Espetrofotómetro LAMBDA™ 365 UV-Vis, da PerkinElmer. 

 

Neste método os oxalatos presentes na urina são convertidos em dióxido de carbono e 

peróxido de hidrogénio pela oxalato oxidase. Recorrendo à reação de Trinder, a peroxidase 

reage com o peróxido de hidrogénio para formar um composto com coloração azul/violeta. A 

intensidade da cor produzida pela reação é diretamente proporcional à concentração de oxalatos 

na amostra de urina. 

 

2.4.2 Determinação da Xilose 

 

O teste da absorção da xilose é utilizado como medida da função do intestino delgado, 

funcionando como rastreio de utentes com suspeita de doença celíaca e outras doenças devidas 
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à má absorção [36]. A xilose não sofre nenhuma alteração quando é absorvida e o facto de não 

ser absorvida completamente permite que seja utilizada neste teste, ao contrário de outros 

monossacáridos, como a glucose, para os quais o intestino delgado tem uma maior capacidade 

de absorção [37]. 

 

Amostra: Soro e urina – toma previa de uma solução de 25g de xilose diluída em 200mL de 

água.  

Método: Espectrofotometria. 

Equipamento: Espetrofotómetro LAMBDA™ 365 UV-Vis, da PerkinElmer. 

 

Neste método, a adição de uma solução ácida à amostra permite que ocorra a desidratação 

da xilose e, consequentemente a produção de furfural. Este vai reagir com o floroglucinol e 

formar compostos cor-de-rosa, os quais a quantidade pode ser calculada por leitura no 

espectrofotómetro a 554 nm [38]. 

 

2.4.3 Determinação da Glucose-6-fosfato Desidrogenase  

 

 A deficiência em glucose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) foi a primeira enzimopatia a ser 

identificada e é causada por mutações hereditárias no gene G6PD ligadas ao cromossoma X. A 

maioria dos indivíduos com esta característica genética são assintomáticos até sofrerem 

exposição a agentes exógenos que despoletam anemia hemolítica aguda que se pode tornar 

severa ou até mesmo um risco para a vida [39].  

Para além do seu papel importante na produção de pentoses de açúcar necessárias à síntese 

dos ácidos nucleicos, a G6PD é o principal produtor de NADPH, um dador de eletrões que 

participa nas reações de biossíntese dos desoxiribonucleotidos, ácidos gordos e esteroides; é 

também uma coenzima do citocromo P450. O poder redutor do NADPH é necessário aos 

desafios oxidativos, algo que ocorre principalmente nos glóbulos vermelhos. Assim, a 

deficiência de G6PD, o principal fornecedor de NADPH, faz com os glóbulos vermelhos se 

tornem altamente vulneráveis ao dano oxidativo e, consequentemente, suscetíveis à hemólise 

[39]. 

 

Amostra: Sangue total. 

Método: Espectrofotometria ultravioleta. 

Equipamento: Espetrofotómetro LAMBDA™ 365 UV-Vis, da PerkinElmer. 

 

A técnica utilizada tira partido da redução do NADP pela G6PD na presença de glucose-6-

fosfato. A taxa de formação de NADPH é proporcional à atividade da G6PD, e é medida no 

espetrofotómetro como um aumento da absorvância aos 340 nm [40]. 

 

𝐺𝑙𝑢𝑐𝑜𝑠𝑒 − 6 − 𝑓𝑜𝑠𝑓𝑎𝑡𝑜 + 𝑁𝐴𝐷𝐻
𝐺6𝑃𝐷
→    6 − 𝑃𝐺 + 𝑁𝐴𝐷𝑃𝐻 + 𝐻+  
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2.5 Autoimunidade 
 

O sistema imunitário tem como função primária proteger o hospedeiro de agentes infeciosos, 

no entanto, este pode tornar-se a causa de patologia quando existe uma síndrome de deficiência 

ou uma doença autoimune [41].  

A autoimunidade pode ser classificada em fisiológica e patológica. A primeira ocorre em 

indivíduos saudáveis e caracteriza-se por ser transiente, que ocorre a partir do escape de um 

pequeno número de células T e B autoreativas ao controlo dos mecanismos de tolerância, mas 

que não causa evidencia clínica de doença. Outro exemplo é a presença de autoanticorpos 

naturais, como os anticorpos antinucleares e o fator reumatoide, que ajudam a eliminar 

antigénios endógenos ou outros de origem desconhecida de maneira a manter a homeostase. 

Por outro lado, quando os autoanticorpos e os linfócitos autoreativos estão envolvidos em 

processos inflamatórios que resultam em dano dos tecidos, estamos perante autoimunidade 

patológica [41].  

As doenças autoimunes afetam 3-5% da população, sendo as patologias autoimunes da 

tiroide e a diabetes mellitus tipo I as mais comuns. No entanto, as patologias autoimunes são 

bastantes variadas e distintas, umas caracterizam-se por ser especificas de órgãos (como a 

hepatite autoimune) enquanto noutras se verificam disfunções ao nível de vários órgãos (como 

no lupus eritematoso sistémico) [41]. 

  

2.5.1 Imunofluorescência Indireta 

 

Amostra: Soro, plasma ou líquido cefalorraquidiano (LCR). 

Método: Imunofluorescência indireta. 

Equipamento: Sprinter XL, da EUROIMMUN e microscópio de imunofluorescência. 

 

Neste kit utiliza-se lâminas de vidro onde foram fixados BIOCHIPs. Os BIOCHIPs são 

fragmentos milimétricos de substratos biológicos, como por exemplo, células, secções de 

tecidos, células que expressam antigénios ou antigénios purificados. Quando vários BIOCHIPs 

revestidos com diferentes substratos estão colocados no mesmo campo de reação, é possível 

investigar o comportamento dos anticorpos contra vários órgãos simultaneamente [42]. 

Relativamente ao ensaio, existe um primeiro passo de incubação onde os anticorpos da 

amostra se ligam aos antigénios presentes nos substratos. Para identificar essa ligação, segue-

se a adição de um conjugado (anticorpo marcado com fluoresceína) que se liga especificamente 

aos anticorpos da amostra. Por excitação no microscópio de fluorescência (450-490 nm) é 

possível visualizar os complexos e, posteriormente, analisar as imagens no software 

EUROLabOffice e assim chegar a um possível diagnóstico de acordo com o padrão visualizado 

[42]. 



Relatório de Estágio 

30  Rita Luzio 

 
Figura 3. Representação esquemática do ensaio de imunofluorescência indireta. 

F: Fluoresceína; L: Lâmina de vidro. Adaptado de [42]. Imagem criada em biorender.com. 

 

2.5.1.1 Diabetes Mellitus 

 

A diabetes mellitus tipo I é uma doença autoimune caracterizada pela destruição das células 

β produtoras de insulina que se encontram nos ilhéus de Langerhans do pâncreas. Esta 

destruição ocorre devido à infiltração de autoanticorpos direcionados contra vários antigénios 

dos ilhéus pancreáticos. Os autoanticorpos considerados mais relevantes são aqueles que 

reagem contra: a isoforma de 65 kDa da enzima descarboxílase do ácido glutâmico, as proteínas 

homólogas IA-2 da tirosina fosfatase, o transportador de zinco 8, a insulina e o seu precursor, 

a pró-insulina [43]. 

O diagnóstico da diabetes mellitus baseia-se nos seguintes critérios: a) glicémia em jejum ≥ 

126 mg/dl; ou b) sintomatologia clássica e glicemia ocasional ≥ 200 mg/dl; ou c) glicemia ≥ 

200 mg/dl às 2 horas, na prova de tolerância à glicose oral (PTGO) com 75g de glicose; ou d) 

hemoglobina glicada A1c (HbA1c) ≥ 6,5% [44]. 

 

Amostra: Soro ou plasma com EDTA, heparina ou citrato.  

Método: Imunofluorescência indireta. 

Equipamento: Manual ou Sprinter XL, da EUROIMMUN e microscópio de 

imunofluorescência. 

 

O kit de lâminas de imunofluorescência indireta fornece uma determinação qualitativa/semi 

quantitativa dos anticorpos humanos de classe IgG anti-ilhéus pancreáticos e anti 

descarboxilase do ácido glutâmico, apoiando assim o diagnóstico de diabetes mellitus tipo I. 

Após incubação da amostra com os campos de teste, se a reação for positiva, os anticorpos 

específicos vão ligar-se aos antigénios do tecido e tornar-se visíveis num padrão característico.  

 

2.5.1.2 Determinação de Anticorpos Antinucleares  

 

Os anticorpos antinucleares (ANA) são marcadores importantes de uma grande variedade de 

doenças autoimunes, em particulares as doenças reumáticas autoimunes sistémicas [45]. O 

ensaio de imunofluorescência indireta em células HEp-2 é considerado o método padrão para a 

deteção de ANA [46]. Para além de permitir detetar a presença ou ausência de anticorpos, a 
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imunofluorescência em células HEp-2 dá-nos também informação do título e padrão de 

fluorescência dos anticorpos [45].  

Através de titulações ou por avaliação da intensidade da fluorescência pode determinar-se o 

título de anticorpos presentes na amostra. Este nível é normalmente bastante relevante uma vez 

que um alto título de anticorpos está associado a doenças reumáticas e com a identificação de 

auto antigénios em testes posteriores [45]. Por exemplo, um alto título de anticorpos ANA em 

conjunto com sintomatologia clínica pode estar associado a lupus eritematoso sistémico (LES), 

doença mista do tecido conjuntivo (DMTC), entre outras [46]. 

Por outro lado, o padrão da imunofluorescência pode ser bastante importante uma vez que 

pode servir de critério de classificação [45]. Por exemplo, o padrão de centrómero está incluído 

no critério de classificação da esclerose múltipla, mas, por outro lado, o padrão de pontilhado 

fino denso é aparentemente bastante prevalente em indivíduos saudáveis sendo considerado um 

dos padrões mais comuns, mas também o menos específico [45,46]. 

 

Amostra: Soro ou plasma com EDTA, heparina ou citrato.  

Método: Imunofluorescência indireta. 

Equipamento: Sprinter XL, da EUROIMMUN e microscópio de imunofluorescência. 

 

Na determinação de anticorpos antinucleares, a preparação das lâminas de 

imunofluorescência é realizada exclusivamente de forma automática com auxílio do 

equipamento Sprinter XL. O padrão de fluorescência é posteriormente analisado num 

microscópio de imunofluorescência. 

 

 

2.6 Calprotectina Fecal 
 

A calprotectina é uma proteína citosólica dos neutrófilos, a sua fonte primária, no entanto, 

também pode ser derivada dos monócitos e macrófagos. A calprotectina apresenta propriedades 

antimicrobianas, que se acredita serem resultantes da sua capacidade de quelar metais e 

sequestrá-los dos patógenos, e apresenta também um papel no sistema imunitário inato [47]. 

A calprotectina está presente em vários fluidos corporais e sempre em concentração 

proporcional ao grau de inflamação. Em situações normais, os seus níveis nas fezes são seis 

vezes mais altos que no plasma, o que a torna num bom biomarcador de inflamação 

gastrointestinal [47]. 

A determinação da calprotectina é feita durante os cuidados primários e secundários em 

utentes que apresentam sintomas abdominais, de modo a auxiliar na diferenciação da doença 

inflamatória intestinal do síndrome do intestino irritável [48]. 

 

Amostra: Fezes.  

Método: Ensaio Imunofluorimétrico. 

Equipamento: Phadia™ 250, da Thermo Fisher Scientific. 
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Previamente à realização do ensaio é necessário proceder ao tratamento da amostra de fezes. 

Este tratamento consiste na extração da calprotectina das amostras de fezes de modo a facilitar 

a sua determinação no equipamento Phadia™ 250 da Thermo Fisher Scientific [49]. 

No equipamento existem poços individuais revestidos com anticorpos monoclonais anti-

calprotectina e aos quais a calprotectina se liga se estiver presente na amostra do utente. Após 

este passo de incubação, existe a lavagem dos poços para remoção dos componentes não 

ligados. De seguida são adicionados anticorpos anti calprotectina marcados enzimaticamente 

(conjugado). Após incubação, formação dos complexos e remoção do que não se ligou, 

adiciona-se a solução de desenvolvimento (substrato enzimático). Após o tempo de incubação, 

a reação é parada e é efetuada a leitura da fluorescência na mistura [50].  

O sistema está desenhado para calcular os valores de concentração de calprotectina a partir 

da curva de calibração previamente estabelecida. O valor da fluorescência tem uma relação 

diretamente proporcional com a concentração de calprotectina presente na amostra [50]. 

 

 

2.7 Análise do Esperma 
 

A infertilidade afeta milhares de pessoas em todo o mundo, estimando-se que um em cada 

seis casais necessitem de recorrer a técnicas de reprodução medicamente assistida para ter um 

filho. Em aproximadamente 40% dos casais inférteis, a impossibilidade de ter filhos deve-se a 

infertilidade masculina [51].  

Há evidência de que tem vindo a existir um declínio nas contagens de esperma ao longo dos 

anos [52], acreditando-se que tal seja causado por mudanças do estilo de vida e do ambiente 

que têm vindo a ocorrer, como exposição ao tabaco e poluição [53]. 

A análise do esperma tem assim um papel bastante importante no que diz respeito ao 

tratamento da infertilidade masculina. O volume de esperma, a concentração de 

espermatozoides, a percentagem de espermatozoides móveis e a morfologia normal dos 

mesmos são fatores a ter em consideração na classificação de um indivíduo como fértil, subfértil 

ou até mesmo infértil [54,55]. 

 

2.7.1 Espermograma 

 

O espermograma é uma análise feita ao esperma e na qual são avaliadas diversas 

características, como por exemplo, o volume, o pH, a viscosidade e aparência, e a concentração, 

motilidade e morfologia dos espermatozoides. 

Após colheita da amostra de esperma, esta deve ser mantida a uma temperatura de 37 ºC 

para evitar grandes alterações na temperatura que possam vir a afetar os espermatozoides [56]. 

Deve dar-se início à análise macroscópica e microscópica do sémen após a sua liquefação e 

entre 30 e 60 minutos após a colheita. 

 

Amostra: Esperma.  

Método: Ensaio de Microscopia Ótica/Análise de Esperma Orientada por Computador. 

Equipamento: Microscópio de contraste de fase e Sperm Class Analyzer®. 
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Inicia-se com a determinação do volume aproximado de esperma com auxílio de uma pipeta 

de plástico graduada, determina-se também o pH através da utilização de tiras de pH e analisa-

se a sua aparência e viscosidade, esta última por aspiração da amostra com uma pipeta de 

plástico e deixando-se cair a mesma por força da gravidade. 

O volume de esperma recolhido pode ser indicativo de obstrução ou complicações durante a 

colheita, quando o volume é baixo. Por outro lado, pode refletir exsudação excessiva em casos 

de inflamação dos órgãos acessórios, quando o volume é elevado [56]. 

O pH deve ser determinado o mais rápido possível após a colheita uma vez que o seu valor 

é influenciado pela perda de CO2 que ocorre após produção do esperma. Um pH menor que 7 

em conjunto com um baixo volume de amostra pode ser indicativo de obstrução. Por outro lado, 

valores altos de pH podem não ter significado clínico relevante uma vez que o seu valor 

aumenta ao longo do tempo após a colheita [56]. 

Uma amostra com viscosidade normal cai da pipeta em pequenas gotas enquanto numa 

amostra com viscosidade anormal a gota forma um arrastado com mais de 2 cm de comprimento 

[56]. 

Um esperma normal apresenta uma aparência homogénea e tem uma cor cinzenta 

opalescente. No entanto, pode apresentar uma aparência menos opaca se a concentração de 

espermatozoides for muito baixa, ou pode ter outra cor como avermelhado, se apresentar 

eritrócitos, ou amarelo, noutras situações [56]. 

A análise microscópica do esperma é realizada recorrendo a um microscópio de contraste de 

fase e ao Sperm Class Analizer® (SCA), um software que auxilia na determinação de alguns 

parâmetros do espermograma como a concentração e a motilidade dos espermatozoides. O SCA 

deteta automaticamente os espermatozoides, analisando a trajetória e a velocidade daqueles que 

são móveis [57]. 

O SCA determina a motilidade e classifica-a em progressiva, não progressiva e imóvel. A 

motilidade progressiva caracteriza-se pelo movimento dos espermatozoides quer seja linear 

como em círculo largo, independentemente da velocidade. A motilidade não progressiva 

classifica todos os outros padrões de mobilidade que tenham abstenção de progressão. Para 

além disso, o SCA também classifica a velocidade dos espermatozoides como rápida, média, 

lenta ou imóvel [56,57]. A motilidade progressiva dos espermatozoides está diretamente 

relacionada com as taxas de gravidez [58,59]. 

 

2.7.2 Determinação da Taxa de Fragmentação do DNA Espermático  

 

O espermograma é a análise clássica utilizada quando há necessidade de avaliação do 

esperma e da infertilidade masculina, no entanto existem vários casos em que todos os 

parâmetros do espermograma se encontram dentro de valores normais mas continua a existir 

um fator masculino causador de gravidez reduzida ou falhada [60]. A certo ponto, decidiu-se 

estudar o DNA dos espermatozoides, tendo sido determinado a existência de uma 

heterogeneidade na sua cromatina. Assim, o DNA espermático foi avaliado no que diz respeito 

à sua fragmentação, ou seja, a fragmentação das cadeias simples ou duplas do DNA nuclear 

que resultam numa potencial alteração ou até mesmo perda de material genético [60]. 
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A fragmentação do DNA espermático funciona, no fundo, como um marcador do dano da 

cromatina, existindo evidência de que este fator apresenta um papel no sucesso reprodutivo e 

na infertilidade masculina [61]. 

 

Amostra: Esperma.  

Método: Dispersão da Cromatina Espermática. 

Equipamento: Microscópio ótico.  

 

Neste método, os espermatozoides intactos são imersos num microgel de agarose inerte que 

é depois espalhado numa lâmina.  

Primeiro, a amostra é tratada com ácido, o que causa a desnaturação do DNA nas células 

espermáticas com DNA fragmentado. De seguida, adiciona-se uma solução de lise que remove 

a maior parte das proteínas nucleares. Por fim, procede-se à desidratação, coloração e 

visualização no microscópio. 

Quando há ausência de fragmentação de DNA, os nucleoides dos espermatozoides com 

DNA fragmentado mostram um halo de dispersão enquanto aqueles com presença de 

fragmentação não apresentam halos, ou estes são mínimos [62]. 
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3.  Core Laboratorial 
 

No departamento do core laboratorial realizam-se análises no âmbito da bioquímica clínica, 

da hematologia, da endocrinologia e da serologia de doenças infeciosas. Deste departamento 

fazem parte uma área responsável pela hematologia e outra responsável pela bioquímica. 

 

É no core laboratorial onde se realizam as análises de rotina, ou seja, a grande maioria das 

análises são realizadas de forma automatizada o que permite rentabilizar o tempo de resposta 

face ao grande volume de amostras que chega ao laboratório. 

Depois de terem passado pela triagem, a maioria das amostras que chega ao laboratório são 

encaminhadas para o core laboratorial onde vão ser submetidas ao sistema pré-analítico.  

O sistema pré-analítico é constituído por uma unidade de centrifugação (Cobas® p 471 

Centrifuge Unit, da Roche), que auxilia a triagem na centrifugação de amostra quando o volume 

de entrada é elevado, e por um módulo pré-analítico (Cobas® p 612 Pre-Analytical System, da 

Roche), responsável pela análise da qualidade da amostra, criação e etiquetagem de alíquotas e 

a sua separação conforme o departamento a que se destinam. Esta ação é possível devido à 

marcação de cada amostra com um código de barras personalizado que confere informação 

sobre as análises a efetuar na respetiva amostra. 

Se o departamento de destino for um dos que constitui o core laboratorial, as amostras são 

agrupadas em racks de acordo com o equipamento a que se destinam e são transportadas de 

forma automática por meio de uma cadeia (Cobas® Conection Modules, da Roche), desde o 

sistema pré-analítico até ao respetivo analisador automático. Se o departamento de destino se 

localizar fora do core laboratorial então as amostras são colocadas em suportes que, quando 

cheios, são removidos pelos técnicos responsáveis pelo sistema pré-analítico e depois 

encaminhados para o respetivo departamento pelos técnicos da triagem.  

As amostras que circulam na cadeia do core laboratorial são direcionadas para o sistema pós-

analítico (Cobas® p 701 Post-Analytical Unit, da Roche) assim que todas as análises definidas 

tenham sido realizadas. Este sistema pós-analítico é responsável pelo armazenamento das 

amostras durante um tempo finito determinado pelo laboratório. 

 

Período de estágio: 04/07/2022 – 05/08/2022 (hematologia) e 15/08/2023 – 09/09/2023 

(bioquímica). 

Atividades realizadas/acompanhadas: Processamento de amostras de utentes bem como 

amostras da AEQ, manutenção de equipamentos, execução e avaliação do CQI, gestão de 

stocks. 

 

 

3.1 Bioquímica  
 

Na área responsável pela bioquímica realizam-se análises que permitem o estudo dos 

sistemas metabólicos e da homeostasia dos diversos órgãos, avaliação dos eixos 

endocrinológicos, monitorização de terapias e pesquisa de substâncias psicoativas. 
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A área responsável pela bioquímica engloba um sistema de cadeia fechada constituído pelo 

sistema pré-analítico, o sistema pós-analítico, uma zona de urianálise (Cobas® 6500 Urine 

Analyzer series, da Roche), um analisador de imunoensaios (Cobas® e 411 Analyzer, da Roche) 

e três linhas. Duas linhas (Cobas® 8000 Modular Analyzer series, da Roche), cada uma 

constituída por: um módulo para determinação de ionograma (Cobas® 8000 ISE Module, da 

Roche), dois módulos de bioquímica (Cobas® c 702 Module, da Roche) e dois módulos de 

imunoquímica (Cobas® e 801 Analytical Unit, da Roche). E finalmente uma terceira linha 

constituída por um módulo de bioquímica (Cobas® c 502 Module, da Roche) e um módulo de 

imunoquímica (Cobas® e 602 Module, da Roche). 

 

3.1.1 Módulo Cobas® 8000 ISE 

 

O módulo ISE realiza a determinação da concentração de sódio, potássio e cloreto no soro, 

plasma ou na urina. Este módulo apresenta três elétrodos seletivos de iões que medem as 

concentrações dos iões respetivos em relação a um elétrodo de referência. A medição da tensão 

elétrica entre os elétrodos e o elétrodo de referência permite o cálculo e determinação da 

concentração de cada ião [63,64]. 

 

Análises: Ionograma de sódio, potássio e cloreto. 

Amostras: Soro, plasma e urina. 

Método: Potenciometria indireta. 

 

Os eletrólitos apresentam um papel bastante importante na manutenção da homeostase, 

desempenhando funções ao nível da manutenção dos níveis de água, do equilíbrio ácido-base, 

da função muscular e cardíaca e também funcionam como cofatores de diversas enzimas. A 

desregulação dos níveis de eletrólitos pode ser a causa ou a consequência de uma variedade de 

patologias [65]. 

Os eletrólitos considerados mais importantes fisiologicamente incluem: o sódio, o potássio, 

o cloreto, o cálcio, o magnésio, o bicarbonato, os fosfatos, o sulfato, entre outros aniões 

orgânicos. Destes, o sódio, o potássio e o cloreto são aqueles que são doseados mais 

frequentemente [65]. 

O sódio é o principal catião do fluido extracelular e tem como função principal a manutenção 

da distribuição da água e a pressão osmótica no compartimento extracelular [65]. Causas do 

aumento da concentração de sódio incluem perda excessiva de líquidos, aumento da ingestão 

de sódio, aumento da reabsorção renal, entre outras [66]. Por outro lado, a diminuição dos níveis 

de sódio deve-se principalmente devido a vómitos, diarreia, diminuição da reabsorção renal e 

retenção excessiva de líquidos, entre outras [67]. 

O potássio é o principal catião do fluido intracelular e tem um papel importante na atividade 

neurológica e muscular [65,68]. As principais causas do aumento dos níveis de potássio são a 

diminuição da excreção de potássio pelos rins, aumento da ingestão de potássio, danos nos 

tecidos, acidose metabólica, entre outras [69]. A diminuição dos níveis de potássio deve-se 

principalmente à ingestão de diuréticos, distúrbios gastrointestinais que levam à perda excessiva 

de potássio (vómitos, diarreia), redução da ingestão ou aumento da excreção renal [70]. 
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O cloreto é o principal anião do fluído extracelular e é responsável pela regulação e 

manutenção da distribuição da água, da pressão osmótica e do equilíbrio entre os aniões e 

catiões no compartimento extracelular [65]. As causas mais comuns de diminuição do cloreto 

incluem perda gastrointestinal (como vómitos), perda renal, redução da ingestão, entre outras. 

Um aumento dos níveis de cloreto verifica-se em casos de desidratação severa, insuficiência 

renal, em casos de acidose, entre outras. [71]. 

 

3.1.2 Módulo Cobas® c 702 

 

O módulo c 702 utiliza fotometria para determinar a concentração de uma enorme variedade 

de analitos. Este utiliza uma lâmpada que faz passar um feixe de luz através da amostra, depois, 

a partir da medição da absorvância do analito a determinar, o equipamento efetua os cálculos 

da concentração do analito a partir de uma curva de calibração. A maioria dos testes utiliza duas 

leituras de comprimento de onda diferentes, uma vez que a diferença entre as duas leituras 

permite eliminar interferências e ruído fotométrico [63]. 

 

Análises: Marcadores cardíacos, endócrinos, hematológicos, oncológicos, hepáticos, 

urológicos, pulmonares, entre outros.  

Amostras: Soro, plasma, LCR e urina. 

Método: Fotometria. 

 

3.1.2.1 Determinação Quantitativa da Creatinina Cinase 

 

A creatina cinase (CK) é uma guanidina cinase de aproximadamente 40 kDa que tem como 

principal função auxiliar na hidrólise do ATP. A CK só é funcionalmente ativa quando está na 

forma dimérica e encontra-se principalmente presente em tecidos que necessitam de níveis 

energéticos elevados como o cérebro e os músculos. A CK citosólica tem três isoenzimas 

distintas: uma isoenzima do tipo cerebral (CK-BB), uma do tipo miocárdica (CK-MB) e uma 

característica do musculo esquelético (CK-MM). Para alem destas, existe ainda uma isoenzima 

mitocondrial (Mt-CK) [72]. 

A determinação da CK é o teste de preferência nos casos em que há suspeita de dano 

muscular. Verifica-se um aumento dos níveis de CK no soro na maioria dos utentes com danos, 

inflamação ou necrose do músculo esquelético ou cardíaco [65]. 

 

Análise: Creatina cinase total. 

Amostras: Soro e plasma heparinado. 

Método: Fotometria. 

 

Este método baseia-se na capacidade que a creatina cinase apresenta de catalisar a 

conversão da creatina fosfato em creatina com a consequente fosforilação do ADP em ATP. O 

ATP produzido é medido via duas reações acopladas catalisadas pela hexocinase (HK) e pela 

glucose-6-fosfato desidrogenase (G6PD). A primeira catalisa a conversão da glucose em 

glucose-6-fosfato com a conversão de ATP em ADP e a segunda catalisa a conversão da 
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glucose-6-fosfato em 6-fosfogluconato com conversão de NADP+ em NADPH. Formam-se 

quantidades equimolares de NADPH e ATP à mesma velocidade, pelo que, a formação de 

NADPH medida espetroscopicamente a 340 nm é diretamente proporcional à atividade da CK 

[65]. 

𝐶𝑟𝑒𝑎𝑡𝑖𝑛𝑎 𝑓𝑜𝑠𝑓𝑎𝑡𝑜 + 𝐴𝐷𝑃 
𝐶𝐾
→  𝐶𝑟𝑒𝑎𝑡𝑖𝑛𝑎 + 𝐴𝑇𝑃 

𝐴𝑇𝑃 + 𝐺𝑙𝑢𝑐𝑜𝑠𝑒 
𝐻𝐾
→  𝐺𝑙𝑢𝑐𝑜𝑠𝑒 − 6 − 𝑓𝑜𝑠𝑓𝑎𝑡𝑜 + 𝐴𝐷𝑃 

𝐺𝑙𝑢𝑐𝑜𝑠𝑒 − 6 − 𝑓𝑜𝑠𝑓𝑎𝑡𝑜 + 𝑁𝐴𝐷𝑃+
𝐺6𝑃𝐷
→    6 − 𝑓𝑜𝑠𝑓𝑜𝑔𝑙𝑢𝑐𝑜𝑛𝑎𝑡𝑜 +  𝑁𝐴𝐷𝑃𝐻 + 𝐻+ 

 

3.1.2.2 Determinação Quantitativa das Aminotransferases 

 

As aminotransferases são parte de um grupo de enzimas que catalisam a interconversão de 

aminoácidos em ácidos 2-oxo por transferência de um grupo amino. A aspartato 

aminotransferase (AST) e a alanina aminotransferase (ALT) são duas das aminotransferases 

que apresentam maior interesse clínico. As aminotransferases estão distribuídas pelo 

organismo: a AST é mais frequentemente encontrada no coração, fígado, músculo esquelético 

e rins, enquanto a ALT é mais predominante no fígado e rins. Para além disso, ao passo que a 

ALT é exclusiva do citoplasma, a AST apresenta tanto uma forma citoplasmática como uma 

mitocondrial [65]. 

A causa mais importante do aumento da atividade das transaminases no soro é a doença 

hepática. Tanto a atividade da AST como da ALT podem aumentar em casos em que a 

integridade das células do fígado é afetada, no entanto, das duas enzimas a ALT é a considerada 

um marcador mais específico do fígado uma vez que, ao contrário da AST, apresenta uma 

atividade predominante no fígado [65]. 

 

Análise: Determinação quantitativa da AST e da ALT. 

Amostras: Soro e plasma heparinado. 

Método: Fotometria. 

 

A determinação da atividade da AST e da ALT baseia-se na capacidade que estas enzimas 

apresentam para catalisar a transferência de um grupo amino entre o L-aspartato ou a L-alanina, 

respetivamente, e o 2-oxoglutarato. Ambas as reações conduzem à produção de piruvato que é 

depois reduzido pelo NADH numa reação catalisada pelo malato desidrogenase (MDH) ou pela 

lactato desidrogenase (LDH), com formação de L-malato ou L-lactato e NAD+, respetivamente. 

A taxa de oxidação do NADH é diretamente proporcional à atividade das enzimas, que é 

determinada através da medição da diminuição da absorvância [73,74]. 

 

𝐿 − 𝑎𝑠𝑝𝑎𝑟𝑡𝑎𝑡𝑜 + 2 − 𝑜𝑥𝑜𝑔𝑙𝑢𝑡𝑢𝑟𝑎𝑡𝑜 
𝐴𝑆𝑇
→   𝑂𝑥𝑎𝑙𝑜𝑐𝑒𝑡𝑎𝑡𝑜 + 𝐿 − 𝑔𝑙𝑢𝑡𝑎𝑚𝑎𝑡𝑜 

𝑂𝑥𝑎𝑙𝑜𝑎𝑐𝑒𝑡𝑎𝑡𝑜 + 𝑁𝐴𝐷𝐻 + 𝐻+
𝑀𝐷𝐻
→   𝐿 − 𝑚𝑎𝑙𝑎𝑡𝑜 + 𝑁𝐴𝐷+ 

 

𝐿 − 𝑎𝑙𝑎𝑛𝑖𝑛𝑎 + 2 − 𝑜𝑥𝑎𝑔𝑙𝑢𝑡𝑎𝑟𝑎𝑡𝑜 
𝐴𝐿𝑇
→   𝑃𝑖𝑟𝑢𝑣𝑎𝑡𝑜 + 𝐿 − 𝑔𝑙𝑢𝑡𝑎𝑚𝑎𝑡𝑜 

𝑃𝑖𝑟𝑢𝑣𝑎𝑡𝑜 + 𝑁𝐴𝐷𝐻 + 𝐻+
𝐿𝐷𝐻
→   𝐿 − 𝐿𝑎𝑐𝑡𝑎𝑡𝑜 + 𝑁𝐴𝐷+ 
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3.1.2.3 Determinação Quantitativa da α1-Microglobulina 

 

A α1-microglobulina, também conhecida por proteína HC, é uma glicoproteína plasmática 

de 26 kDa que pertence à superfamília das lipocalinas [75,76]. A α1-microglobulina está 

principalmente distribuída no fígado, sangue e rins, ou seja, os locais onde ocorre o seu 

metabolismo [75]. A síntese da α1-microglobulina ocorre nos hepatócitos do fígado, sendo 

depois secretada para o sangue onde existe não só na sua forma livre, mas também numa 

variedade de complexos. A α1-microglobulina livre passa livremente pelas membranas 

glomerulares até à urina primária, de onde volta a ser reabsorvida pelas células dos túbulos 

proximais, onde a proteína vai sofrer catabolização [75]. 

É possível encontrar quantidades significativas de α1-microglobulina livre na urina normal, 

pelo que a sua concentração é um indicador de desordens ao nível da função tubular renal [75]. 

Em situações em que existe uma perturbação da função tubular a reabsorção da α1-

microglobulina está diminuída, verificando-se um aumento da concentração desta proteína na 

urina [75]. 

O impacto da função tubular na concentração urinaria da α1-microglobulina em conjunto 

com a sua elevada estabilidade na urina, tornam-na num marcador ideal das patologias tubulares 

renais [75]. 

 

Análise: Determinação quantitativa da α1-microglobulina. 

Amostras: Urina. 

Método: Nefelometria. 

 

Neste ensaio, os anticorpos anti α1-microglobulina, que se encontram na superfície de 

partículas de látex, reagem com a α1-microglobulina presente na amostra formando complexos 

antigénio/anticorpo. Após aglutinação, os complexos formados podem ser determinados 

turbidimetricamente como uma alteração da absorvância, sendo a magnitude da alteração 

proporcional à quantidade de α1-microglobulina presente na amostra. A concentração real é 

depois determinada a partir de uma curva de calibração que foi previamente preparada a partir 

de calibradores com concentrações conhecidas do analito [77]. 

 

3.1.3 Módulo Cobas® e 801 

 

O módulo e 801 utiliza tecnologia de eletroquimioluminescência (ECL) na realização de 

uma variedade de imunoensaios. Nesta tecnologia a amostra é incubada com dois anticorpos 

específicos para o analito a testar, um anticorpo marcado com biotina e um segundo anticorpo 

marcado com ruténio. Após formação do complexo, são adicionadas à mistura microesferas 

revestidas com estreptavidina, que formam uma ligação com a biotina. 

A mistura é de seguida transferida para a célula de medição, onde pela ação de um íman 

existe a deposição das microesferas revestidas com os complexos de antigénios e anticorpos. 

De seguida, introduz-se um tampão no sistema, que para além de fornecer tripropilamina (TPA), 

também remove da célula de medição todos os reagentes não ligados e outros constituintes da 

amostra sem interesse para a análise. 
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Após remoção do íman, é aplicada tensão no elétrodo de platina, na superfície do qual ocorre 

a reação de ECL. Primeiramente, dá-se a oxidação da TPA no elétrodo, ocorrendo a libertação 

de um eletrão e a formação de um catião radical que reage libertando um protão resultando na 

formação de um radical de TPA. Entretanto, o complexo de ruténio também sofre oxidação com 

a libertação de um eletrão e formação de um catião de ruténio. Este catião e o radical TPA 

reagem um com o outro resultando na redução do catião de ruténio e na formação de um estado 

excitado desta nova espécie reduzida. Devido à instabilidade deste estado excitado, este dissipa-

se com a emissão de um fotão a 620 nm para o estado fundamental.  

Esta emissão de luz por parte dos complexos é medida por um fotomultiplicador que 

converte o sinal de ECL para um sinal elétrico a partir do qual o aparelho calcula o resultado 

[63]. 

 

Análises: Marcadores cardíacos, dermatológicos, endócrinos, gastroenterológicos, 

ginecológicos, entre outros. 

Amostras: Soro, plasma e urina. 

Método: Eletroquimioluminescência. 

 
Figura 4. Representação esquemática da célula de medição de ECL. 

A: Microesferas magnéticas ligadas a complexos anticorpos/antigénio; B: Fotomultiplicador; C: Contraelétrodo; D: 

Anticorpo marcado com ruténio; E: Elétrodo de trabalho; F: Íman; G: Canal de fluxo. Retirado de [63]. 

 

  
Figura 5. Representação esquemática da reação de ECL.  

Ru(bpy): Complexo de ruténio. Retirado de [63]. 

 

3.1.3.1 Determinação Quantitativa e Qualitativa de IgG/IgM Anti-

Citomegalovirus e Avidez 

 

O citomegalovirus (CMV) é um vírus da família dos herpesvirus que, como os demais 

membros desta família, é responsável por causar uma infeção latente que dura toda a vida do 
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hospedeiro após ter ocorrido a infeção primária. Esta infeção latente pode ser reativada 

periodicamente com disseminação do vírus [78]. 

O CMV transmite-se através dos fluidos corporais como o sangue, secreções genitais e leite 

materno. A saliva e a urina de indivíduos infetados também podem servir como fonte de 

disseminação do vírus, principalmente em crianças [79]. 

A infeção primária em indivíduos imunocompetentes geralmente caracteriza-se por 

sintomatologia ligeira ou até mesmo assintomática. Os sintomas característicos são febre, dor 

de garganta, fadiga e inchaço das glândulas. No entanto, em indivíduos imunocomprometidos, 

a infeção por CMV pode causar problemas mais graves ao nível dos olhos, pulmões, fígado, 

esófago, estômago e intestino [80]. 

O CMV é também uma das causas mais comuns de infeção congénita. A maioria dos recém-

nascidos com infeção congénita por CMV não apresentam sinais nem sintomas de infeção, no 

entanto, alguns apresentam problemas de saúde logo à nascença ou então desenvolvem-nos 

mais tarde [80]. As características clínicas comuns da infeção congênita por CMV incluem 

icterícia, hepatoesplenomegalia, prematuridade, restrição de crescimento intrauterino, 

microcefalia, trombocitopenia e manifestações cutâneas como petéquias e púrpura [81]. Para 

além disso, alguns recém-nascidos podem apresentar problemas de saúde a longo termo como 

perda de audição, atraso motor e no desenvolvimento, perda de visão, microcefalia e convulsões 

[80]. 

O diagnóstico da infeção primaria aguda por CMV é normalmente feito através da deteção 

das imunoglobulinas IgG e IgM específicas. As amostras reativas para IgM indicam uma 

infeção aguda recente quer primária ou por reativação. É também frequente a determinação da 

avidez das IgG, uma vez que auxilia a classificação de uma infeção primária [79]. 

 

Análises: Determinação quantitativa e qualitativa de IgG/IgM anti-citomegalovirus e 

avidez. 

Amostras: Soro e plasma. 

Método: Eletroquimioluminescência. 

 

3.1.3.2 Determinação Quantitativa da Interleucina-6 

 

A interleucina-6 (IL-6) é uma citocina pleiotrópica com um variado leque de funções 

biológicas na regulação da imunidade, hematopoiese, inflamação e oncogénese. Diversos 

estudos mostram que a IL-6, para além de apresentar atividade estimuladora das células B, 

também apresenta atividade em células T, células estaminais, hepatócitos e células cerebrais 

[82]. 

A produção de IL-6 por células linfóides e não linfóides é induzida durante reações 

inflamatórias agudas associadas a ferimento, traumatismos, stress, infeções, neoplasias, entre 

outras situações [83].  

Concentrações elevadas no período pós-operatório ou em doentes em estado crítico podem 

ser indicativos da magnitude da resposta inflamatória, fornecendo informação sobre alguns dos 

mecanismos responsáveis pela resposta exagerada e possíveis desfechos, que incluem disfunção 

dos órgãos e mortalidade [84]. A determinação sequencial de IL-6 no soro ou plasma de doentes 
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internados na unidade de cuidados intensivos mostrou-se útil na avaliação da gravidade do 

síndrome de resposta inflamatória sistémica, da sépsis e do choque séptico e para prever o valor 

prognóstico [84]. Para além disso, os níveis de IL-6 apresentam-se elevados em doenças 

inflamatórias e apresenta um papel importante no desenvolvimento da inflamação crónica [85]. 

 

Análises: Determinação quantitativa de IL-6. 

Amostras: Soro e plasma. 

Método: Eletroquimioluminescência. 

 

3.1.4 Módulo Cobas® c 502 

 

O módulo c 502 utiliza fotometria, à semelhança do módulo c 702, para determinação 

qualitativa e quantitativa de um variado espetro de analitos [63]. 

 

Análises: Marcadores cardíacos, endócrinos, hematológicos, oncológicos, hepáticos, 

urológicos, pulmonares, entre outros. 

Amostras: Soro, plasma, sague total, LCR e urina. 

Método: Fotometria. 

 

3.1.4.1 Determinação Quantitativa da Glicoproteína α1‑Ácida 

 

A glicoproteína α1‑ácida, também denominada de orosomucoide, é uma proteína de fase 

aguda não especifica sintetizada nos hepatócitos [86]. É considerada um anti-inflamatório 

natural e um modulador do sistema imunitário, pelo que níveis elevados desta proteína podem 

limitar a inflamação ao atuar como um mecanismo de feedback negativo [86]. A concentração 

da glicoproteína α1‑ácida duplica após trauma cirúrgico, em condições inflamatórias como 

artrite reumatoide e em alguns tipos de cancro como o dos pulmões e o da mama [86,87]. 

 

Análises: Determinação quantitativa da glicoproteína α1‑ácida. 

Amostras: Soro e plasma. 

Método: Imunoturbidimetria. 

 

Neste ensaio, anticorpos anti glicoproteína α1‑ácida reagem com o antigénio presente na 

amostra formando complexos antigénio/anticorpo. Após aglutinação dos complexos, estes são 

medidos turbidimetricamente. A turbidez determinada está diretamente relacionada com a 

concentração de glicoproteína α1‑ácida [88]. 

 

3.1.5 Módulo Cobas® e 602 

 

O módulo e 602 é um analisador imunológico que utiliza, assim como o módulo e 801, 

tecnologia de ECL para a determinação de um grande leque de testes quantitativos e qualitativos 

[63]. 
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Análises: Marcadores cardíacos, dermatológicos, endócrinos, gastroenterológicos, 

ginecológicos, hepáticos, oncológicos, de doenças infeciosas, entre outros. 

Amostras: Soro, plasma e urina. 

Método: Eletroquimioluminescência. 

 

3.1.5.1 Determinação Quantitativa da βhCG Livre 

 

A gonadotrofina coriónica humana (hCG) é uma hormona glicoproteica que participa na 

regulação, desenvolvimento e manutenção da gravidez. É produzida nos trofoblastos e é 

responsável por processos como a implantação, placentação, angiogénese, desenvolvimento do 

feto e tolerância imunitária [89]. 

A hCG está presente apenas no sangue e na urina de pessoas grávidas. Numa gravidez 

saudável, a hCG apresenta um aumento inicial seguido de um período de diminuição 

compreendido entre a 10ª e a 14ª semanas de gestação [90]. 

Variações nos níveis desta hormona podem ser indicativos de algumas condições patológicas 

como: interrupção da gravidez, doença trofoblástica gestacional, coriocarcinoma, malignidades 

das células gestacionais e tumores não trofoblásticos de várias origens [89]. 

O aumento dos níveis de hCG em combinação com a diminuição dos níveis de proteína A 

plasmática associada à gravidez e a determinação de translucência nucal por ultrassom 

possibilita a identificação de um feto com elevado risco de ser afetado por aneuploidias, 

nomeadamente trissomia 21, durante o primeiro trimestre da gravidez [91]. 

 

Análises: Determinação quantitativa da βhCG livre. 

Amostras: Soro. 

Método: Eletroquimioluminescência. 

 

3.1.6 Série de Analisadores da Urina: Cobas® 6500 

 

A série de analisadores da urina Cobas® 6500 é um sistema de urianálise automático que 

integra dois módulos de analisadores: o Cobas® u 601 Urine Analyzer e o Cobas® u 701 

Microscopy Analyzer. 

O módulo u 601, também denominado analisador de tiras teste, destina-se à determinação 

qualitativa, quantitativa ou semi-quantitativa in vitro de analitos na urina. Alguns dos analitos 

e parâmetros determinados incluem o pH, leucócitos, eritrócitos, nitritos, proteínas, glucose, 

cetonas, urobilinogénio, cor e aspeto. 

O módulo u 701, também denominado de analisador de microscopia, efetua a determinação 

quantitativa in vitro de eritrócitos e leucócitos, a determinação semiquantitativa de células 

epiteliais, bactérias e cilindros hialinos, e ainda, determina qualitativamente cilindros 

patológicos, cristais, leveduras, muco e esperma na urina. 

 

Análises: Contagem dos elementos presentes na urina (Cobas® u 601) e análise microscópica 

do sedimento urinário (Cobas® u 701) 

Amostras: Urina. 
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Método: Tiras teste e microscopia ótica. 

 

3.1.6.1 pH 

 

O pH da urina pode variar entre 4,5 e 8, no entanto a maioria dos utentes apresenta uma urina 

ligeiramente ácida. A urina ácida pode ser observada em utentes com uma dieta rica em 

proteína, em casos de acidose metabólica e respiratória ou durante a toma de alguns 

medicamentos. A urina alcalina pode ser observada em utentes com uma dieta vegetariana, em 

casos de alcalose metabólica e respiratória e acidose tubular renal e na toma de alguns 

medicamentos [92]. 

A tira teste contem vermelho metileno, fenolftaleína e azul de bromotimol e reage 

especificamente com os iões H+ presentes na amostra [93]. 

 

3.1.6.2 Leucócitos 

 

Os leucócitos não aparecem normalmente na urina pelo que a sua presença pode ser 

indicativa de uma inflamação, normalmente associada a uma infeção do trato urinário [92]. 

Este teste revela a presença de esterases de leucócitos, uma enzima presente nos granulócitos 

que tem sido utilizada como indicador da presença de células inflamatórias em tecidos e 

amostras [93,94] . A tira teste contem um éster de indoxil que sofre clivagem pela esterase com 

libertação de indoxil que, consequentemente, reage com um sal de diazonio e produz um corante 

violeta [93]. 

 

3.1.6.3 Nitrito 

 

Normalmente, o nitrato é o analito que é excretado na urina, no entanto, a presença de alguns 

organismos com a capacidade de reduzir o nitrato a nitrito faz com que o nitrato seja reduzido 

a nitrito antes que este seja excretado na urina. Entre os microrganismos com esta capacidade, 

encontram-se alguns patógenos comuns como a E. coli, Proteus, Enterobacter e Klebsiella [92]. 

O teste do nitrito é um método barato e rápido que permite a testagem de infeções do trato 

urinário, no entanto, não deve substituir o teste microbiológico urinário [92]. 

O teste baseia-se no princípio do teste de Griss, revelando a presença de nitrito quando 

existe alteração da tira teste para rosa/vermelho [93]. 

 

3.1.6.4 Proteínas 

 

As proteínas estão normalmente presentes apenas em pequenas quantidades na urina. Após 

passagem através glomérulos, a maioria das proteínas plasmáticas mais pequenas é reabsorvida. 

A excreção da albumina em indivíduos saudáveis é de aproximadamente 30 mg por dia. Um 

aumento da excreção de albumina, ao qual se dá o nome de microalbuminuria, é definido como 

a excreção de 30 a 300 mg de albumina por dia na urina. A microalbuminuria pode servir como 

um indicador do dano glomerular e risco de progressão de doença renal, em particular associada 

a diabetes mellitus [92]. 
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O teste baseia-se no facto de que a um pH fixo, as proteínas funcionam como aceitadores 

de iões hidrogénio, o que causa a mudança de cor de alguns indicadores. O teste é 

particularmente sensível à albumina [92,93] . 

 

3.1.6.5 Glucose 

 

A glucose é um metabolito que é filtrado livremente pela membrana glomerular e que é 

depois reabsorvida a nível tubular quase na sua totalidade, no entanto, em condições saudáveis 

esta pode ser encontrada na urina em pequenas quantidades [92]. 

Normalmente, a deteção de glucose na urina é normalmente detetada quando os níveis de 

glicemia são superiores a 180 mg/dL, valor que excede a capacidade de reabsorção tubular. 

Para além da diabetes mellitus, a glicosúria pode ser detetada em patologias que afetem o 

sistema nervoso central, os rins, o sistema endócrino, o fígado, entre outras [92]. 

O teste baseia-se na reação da glucose oxidase e da peroxidase. A glucose oxidase converte 

a glucose em ácido glicónico com produção de peróxido de hidrogénio, o qual, via reação 

catalisada pela peroxidase, oxida o cromogéneo [92,93]. 

 

3.1.6.6 Corpos Cetónicos 

 

Os corpos cetónicos são um produto resultante do metabolismo incompleto das gorduras e 

são indicativos de um estado metabólico de gliconeogénese que pode acontecer em situações 

de fome, dieta pobre em carboidratos, doença febril ou em caso de diabetes mellitus 

descontrolado [92]. 

O ácido aceto acético, a acetona e o ácido β-hidroxibutírico são alguns dos corpos cetónicos 

libertados pelo fígado para a corrente sanguínea e que são depois utilizados por outros tecidos 

para a produção de energia. Naturalmente, alguns dos corpos cetónicos libertados são filtrados 

nos rins e excretados na urina [92]. 

O teste tira partido da reação do nitroprussiato na qual o nitroferricianeto de sódio e a glicina 

reagem com os corpos cetónicos em pH alcalino para produzir um produto de cor violeta. A 

reação é mais sensível ao ácido acetoacético do que à acetona [92,93]. 

 

3.1.6.7 Bilirrubina 

 

A bilirrubina é um produto da senescência dos glóbulos vermelhos no sistema 

reticuloendotelial e é principalmente excretada no fígado, sob a sua forma conjugada, na bílis. 

No intestino delgado a bilirrubina é convertida novamente à sua forma não conjugada e depois 

reduzida a urobilinogénio pela flora intestinal. Cerca de vinte por cento do urobilinogénio 

formado é reabsorvido e enviado para o fígado onde vai ser excretado para a vesicula biliar. 

Uma pequena quantidade continua na corrente sanguínea e é excretada nos rins [92]. 

A presença de bilirrubina na urina é indicativa de disfunções hepáticas e obstrução biliar 

intrínseca ou extrínseca, entre outras patologias [92]. 

O teste é baseado na reação de acoplamento da bilirrubina com um sal de diazónio, o que 

gera a produção de uma coloração rosa [93]. 
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3.1.6.8 Urobilinogénio 

 

O urobilinogénio é um produto do metabolismo da bilirrubina realizado por bactérias 

intestinais. A maioria do urobilinogénio é eliminado nas fezes, algum é reabsorvido e 

direcionado para o fígado onde volta a ser excretado na bílis. Se presente em excesso, o 

urobilinogénio remanescente é filtrado pelos rins e eliminado na urina [92]. 

Indivíduos que sofram de disfunções severas do fígado como cirrose ou hepatite não 

conseguem reabsorver o urobilinogénio, pelo que apresentam valores elevados deste tanto no 

soro como na urina [92]. 

Neste teste, um sal de diazónio reage com o urobilinogénio resultando na formação de um 

corante vermelho [93]. 

 

3.1.6.9 Sangue 

 

A urina de indivíduos saudáveis apresenta, aproximadamente, cinco glóbulos vermelhos por 

microlitro, uma quantidade tão pequena que não é detetada na tira teste. A hematúria acontece 

normalmente como resultado de sangramento do sistema urinário, desde os glomérulos até à 

uretra. Entre as causas de sangramento inclui-se tumores dos rins e da bexiga, trauma renal, 

glomerulonefrite, pielonefrite, cálculos renais e distúrbios hemorrágicos relacionados com o 

uso de anticoagulantes. A hematúria pode ainda ser um resultado da lise dos glóbulos vermelhos 

no trato urinário [92]. 

Este teste utiliza a capacidade que a hemoglobina apresenta de catalisar a reação de oxidação 

de um indicador por via do peróxido orgânico contido na tira teste. Uma reação positiva 

apresenta uma coloração azul-esverdeada [93]. 

 

3.1.6.10   Cor 

 

A coloração amarela da urina de indivíduos saudáveis é devida à presença de um pigmento 

natural, a urobilina. A cor da urina pode variar entre indivíduos e está dependente do estado de 

hidratação, dieta, medicação, entre outros [92]. 

Urina de cor vermelha caracteriza-se pela presença de hemoglobina, glóbulos vermelhos, 

mioglobina, porfirina, fuscina, consumo de beterraba ou pode acontecer devido a contaminação 

menstrual. A urina de cor preta está associada à presença de ácido homogentísico, melanina ou 

meta-hemoglobina. Urina verde é característica de infeções por Pseudomonas ou na presença 

de indicana ou clorofila. Uma urina de cor azul ou roxa é indicativo de excesso de porfirinas 

[92]. 

 

3.1.6.11   Cristais 

 

Devido ao papel dos rins na excreção metabólica e na manutenção da homeostase, os 

produtos finais do metabolismo são encontrados em concentrações altas, o que pode 

proporcionar a sua precipitação e a formação de cristais. Embora encontrar cristais no 
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sedimento urinário não esteja necessariamente associado a estados patológicos, alguns tipos de 

cristais anormais estão associados a doença [92]. 

Os cristais de leucina e tirosina estão associados a doença hepática grave, enquanto os 

cristais de colesterol são observados na síndrome nefrótica e na doença renal poliquística. Os 

cristais de ácido úrico, oxalato de cálcio e de fosfato amorfo são comumente observados em 

amostras normais [92]. 

 

3.1.6.12   Leucócitos 

 

A presença de um número aumentado de glóbulos brancos na urina é indicativa de um estado 

inflamatório, que normalmente está associado a uma infeção do trato urinário [92] 

 

3.1.6.13   Células Epiteliais 

 

Os três tipos de células epiteliais mais frequentemente observadas no sedimento urinário são 

as células tubulares renais, transicionais e as escamosas.  

O epitélio dos túbulos renais sofre constantemente um processo de renovação e, como 

resultado, é normal encontrar algumas dessas células no sedimento urinário. No entanto, o 

aumento do número dessas células é indicativo de dano tubular renal que pode resultar de 

necrose tubular renal, envenenamento por metais pesados, infeção por citomegalovirus, 

transplante renal ou trombose da veia renal.  

Tal como o epitélio dos túbulos renais, também o epitélio de transição apresenta uma alta 

taxa de renovação. O aumento do número dessas células na urina é observado em certas 

condições inflamatórias que afetam o trato urinário como os carcinomas da bexiga.  

Numa amostra que tenha sido devidamente colhida, deve-se observar um baixo número de 

células epiteliais escamosas, uma vez que a contaminação com conteúdo vaginal é a razão mais 

comum para valores elevado [92]. 

 

3.1.6.14   Cilindros 

 

Os cilindros são formados quando o conteúdo dentro dos túbulos renais solidifica e passa 

para a urina. Esse processo de solidificação pode ser resultado do aumento da concentração ou 

do aumento da filtração de certas proteínas, bem como da presença anormal de diferentes tipos 

de células ou compostos. Os cilindros assumem a forma do túbulo renal no qual são formados, 

pelo que, um exame cuidadoso pode fornecer informações sobre o estado do rim.  

Existem dois tipos de cilindros que aparecem normalmente no sedimento urinário: cilindros 

hialinos e cilindros finamente granulares. Em condições patológicas também é possível 

observar a formação de cilindros através de eritrócitos, leucócitos, sangue, células epiteliais 

tubulares renais, bactérias e fungos [92]. 
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3.1.6.15   Microrganismos 

 

Amostras em que se detete a presença de bactérias, fungos, parasitas ou células infetadas por 

vírus devem ser acompanhadas por microbiologia para confirmação e classificação do patógeno 

[92]. 

  

 

3.2 Hematologia 
 

Na área responsável pela hematologia faz-se o estudo dos elementos figurados do sangue, 

da hemostase, trombofilia e fibrinólise. Para além disso, realiza-se a determinação dos grupos 

sanguíneos e faz-se a identificação e quantificação dos anticorpos contra antigénios 

eritrocitários de elevada prevalência.  

 

Como mencionado anteriormente, a hematologia também faz parte do core laboratorial. 

Assim, à semelhança do que acontece na bioquímica, a maioria das análises efetuadas no 

laboratório de hematologia são realizadas com recurso a equipamentos automáticos estando 

estes também ligados ao sistema de cadeia fechada que existe no core laboratorial. 

Os equipamentos que fazem parte da área responsável pela hematologia são: os analisadores 

hematológicos automáticos (XN-1000™, Sysmex), sistema de realização automática de 

esfregaços de sangue (SP-10, Sysmex), analisadores da coagulação (STA R Max, Stago), 

analisador da velocidade de sedimentação (Starrsed Interrliner XN, Sysmex), analisador da 

hemoglobina glicada (Cobas® c 513, Roche), analisadores dos grupos sanguíneos (ORTHO 

VISION®, Ortho Clinical Diagnostics) e, por fim, um equipamento responsável pelo arquivo 

dos tubos de amostras (TS-10, Sysmex). 

 

3.2.1 Hemograma  

 

O hemograma é a análise mais requisitada no laboratório de hematologia. Esta análise inclui 

a medição, contagem e estudo das células do sangue, como os eritrócitos, leucócitos, plaquetas 

bem como a velocidade de sedimentação. Estes são alguns parâmetros principais que guiam o 

médico no diagnóstico diferencial do utente [95]. 

 

Amostra: Sangue total. 

Método: Sulfato lauril de sódio livre de cianeto (SLS), citometria de fluxo fluorescente e 

impedância com foco hidrodinâmico. 

Equipamento: XN-1000™, da Sysmex. 

 

3.2.1.1 Eritrócitos 

 

A contagem dos eritrócitos pode servir de guia no diagnóstico de patologias do foro 

sanguíneo [96]. As anemias são a patologia mais comumente associada à alteração do número 

de eritrócitos [97]. 
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Uma diminuição do número de eritrócitos está principalmente associada a anemias, no 

entanto também pode indicar algum tipo de deficiências nutricionais como, por exemplo, 

deficiência da vitamina B6, B12 ou de folatos, problemas renais ou até hemorragia interna [96]. 

No caso de um aumento dos níveis de eritrócitos, este pode estar associado a condições de saúde 

como doença congénita do coração, policitémia, desidratação, hipoxia, entre outras [96]. 

 

Método: Impedância com foco hidrodinâmico. 

 

O equipamento aspira uma porção do sangue total e mistura-a com um diluente. Uma 

quantidade definida dessa porção é enviada para a câmara de deteção e passa por uma abertura 

onde de situa um elétrodo em cada um dos seus lados [98].  

Esta tecnologia baseia-se no princípio de que um campo elétrico, criado entre dois elétrodos 

de carga oposta, pode ser usado para contar e determinar o tamanho das células. As células 

sanguíneas são más condutoras da eletricidade e o diluente no qual estas são suspensas é uma 

solução isotónica que é um bom condutor da eletricidade. Assim, quando as células suspensas 

no diluente passam pela abertura entre os dois elétrodos, cada célula individual aumentará 

momentaneamente a impedância (resistência) do circuito elétrico entre os elétrodos. Cada 

célula vai então gerar um pulso elétrico proporcional ao seu tamanho [99]. 

 

 
Figura 6. Representação esquemática do princípio da impedância com foco hidrodinâmico. Adaptado de [99].  

 

3.2.1.2 Hemoglobina 

 

A concentração de hemoglobina (Hb) é medida no sangue total e o seu valor expresso em 

g/dL [65]. A determinação da concentração de hemoglobina é um importante parâmetro no 

diagnóstico da anemia [100] quando se encontra a baixas concentrações. Já um valor elevado 

de hemoglobina pode estar associado a desidratação, policitémia reativa ou neoplásica [65]. 

 

Método: SLS. 

 

O analisador automático utiliza um método no qual todas as formas de hemoglobina 

presentes na amostra são convertidas a cianometemoglobina após lise celular. A absorvância 

da cianometemoglobina pode ser medida a 540 nm e é proporcional à concentração de 

hemoglobina presente na amostra [65,101]. 

 

Fluxo de revestimento 

Abertura de 

medição 

Amostra 
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3.2.1.3 Hematócrito 

 

O hematócrito (Ht) é o volume relativo ocupado pelos eritrócitos num determinado volume 

de sangue total (%) [100]. Um hematócrito diminuído pode ser encontrado em situações de 

anemia, já um aumento do hematócrito é característico de policitémia tanto reativa como 

neoplásica [65]. 

 

3.2.1.4 Volume Globular Médio  

 

O volume globular médio (VGM) corresponde ao volume médio dos eritrócitos e é expresso 

em fentolitros (fL) [100]. O VGM serve de base para a classificação das anemias relativamente 

ao tamanho dos eritrócitos. Uma anemia com um VGM aumentado é classificada como anemia 

macrocítica; uma anemia com um VGM dentro dos valores de referência classifica-se como 

anemia normocítica; por fim, uma anemia com um VGM baixo classifica-se como anemia 

microcítica. Esta classificação pode facilitar a determinação da etiologia de algumas anemias, 

no entanto algumas podem manifestar-se em mais do que uma forma [65]. 

O VGM pode ser calculado a partir da seguinte fórmula: 

 

𝑉𝐺𝑀 (𝑓𝐿) =
𝐻𝑡 (𝐿 𝐿⁄ )

𝐺𝑉 (𝑥1012 𝐿)⁄
 

 

3.2.1.5 Hemoglobina Globular Média 

 

A hemoglobina globular média (HGM) corresponde ao peso médio de hemoglobina contido 

num eritrócito e é expressa em picogramas. A HGM é diretamente proporcional à quantidade 

de hemoglobina e ao tamanho dos eritrócitos [95]. 

A HGM pode ser calculada a partir da seguinte fórmula: 

 

𝐻𝐺𝑀(𝑝𝑔) =
𝐻𝑏 (𝑔 𝑑𝐿)⁄  𝑥 10

𝐺𝑉 (𝑥1012 𝐿)⁄
 

 

3.2.1.6 Concentração de Hemoglobina Globular Média 

 

A concentração de hemoglobina globular média (CHGM) corresponde à concentração média 

de hemoglobina por unidade de volume de eritrócitos e é expressa em g/dL. Um valor diminuído 

de CHGM permite classificar os eritrócitos como hipocrómicos, normalmente associado a 

deficiência de ferro. Um valor aumentado de CHGM está associado a esferocitose (ou seja, 

aumento dos esferócitos), uma característica de patologias como a esferocitose hereditária, 

anemia hemolítica autoimune e anemia falciforme [65]. 

A CHGM pode ser calculada a partir da seguinte fórmula: 

 

𝐶𝐻𝐺𝑀 (𝑔 𝑑𝐿) =
𝐻𝑏 (𝑔 𝑑𝐿)⁄

𝐻𝑡 (𝐿 𝐿)⁄
⁄  
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3.2.1.7 Coeficiente de Dispersão do Volume Eritrocitário 

 

O coeficiente de dispersão do volume eritrocitário (RDW) corresponde ao coeficiente de 

variação de distribuição do volume eritrocitário. É um parâmetro calculado por contadores 

automáticos e pode ser expresso tanto em percentagem (%) como em fentolitros (fL). O RDW 

reflete o grau de anisocitose dos eritrócitos. Um elevado grau de anisocitose é característico de 

anemia por deficiência de ferro [65]. 

 

3.2.2 Esfregaço de Sangue 

 

O esfregaço de sangue periférico caracteriza-se por ser uma preparação de uma camada de 

células sanguíneas numa lâmina de vidro que tem como finalidade ser examinada ao 

microscópio após coloração. A partir do esfregaço de sangue é possível tirar conclusões como: 

a morfologia dos eritrócitos, leucócitos e plaquetas; estabelecer a fórmula leucocitária 

(percentagem de cada tipo de leucócito presente naquela amostra de sangue); realizar a 

contagem de plaquetas. 

 O exame do esfregaço de sangue periférico era considerado uma parte integral do 

hemograma uma vez que era a partir deste que se realizava a contagem de eritrócitos, leucócitos 

e plaquetas e se determinava os índices eritrocitários. No entanto, a automatização do 

laboratório de hematologia veio permitir a medição automática, mais rápida e precisa dos 

volumes celulares e das contagens diferencias dos leucócitos, o que faz com que o esfregaço de 

sangue periférico manual não seja realizado para a maioria das amostras [102]. 

 

Amostra: Sangue total. 

Método: Coloração de Wright-Giemsa. 

Equipamento: SP-10, da Sysmex. 

 

Na área responsável pela hematologia, após a realização do hemograma algumas amostras 

podem ser direcionadas para o sistema de realização e análise automática de esfregaços de 

sangue. Amostras que apresentam contagens de células do sangue e índices eritrocitários 

anormais, em que se verifique a presença de blastos, linfócitos anormais ou atípicos, 

eritroblastos, granulócitos imaturos, entre outras anomalias quantitativas e qualitativas podem 

ser encaminhadas para o sistema. 

O sistema realiza a preparação automática do esfregaço de sangue periférico a partir do tubo 

de hemograma, seguido da coloração do mesmo e análise ao microscópio. O equipamento inclui 

um microscópico automático com uma câmara digital de alta qualidade que localiza e tira uma 

foto de cada célula encontrada que é depois processada e classificada. O sistema consegue 

diferenciar os diversos tipos de leucócitos, artefactos, plaquetas gigantes, aglomerados de 

plaquetas e eritrócitos nucleados. Para além disso, consegue ainda analisar a policromasia, 

hipocromasia, anisocitose, macrocitose, microcitose e poiquilocitose dos eritrócitos [103]. 

Após análise automática, o sistema pode marcar algumas das amostras para que as imagens 

sejam revistas por um especialista. Estes vão primeiro rever as imagens que foram tiradas pelo 
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microscópio e confirmar se todas as células foram corretamente identificadas e, caso seja 

necessário procederão à visualização do esfregaço num microscópio ótico. 

 

3.2.3 Velocidade de Sedimentação 

 

A velocidade de sedimentação dos eritrócitos é um marcador não específico de reações de 

fase aguda, na inflamação crónica e em malignidades [95]. Durante a inflamação, a 

concentração das proteínas plasmáticas de fase aguda positiva, principalmente o fibrinogénio e 

as alfa globulinas, aumenta o que afeta a velocidade de sedimentação normal dos eritrócitos. 

Para além disso, a velocidade de sedimentação também é afetada pela concentração de albumina 

plasmática e imunoglobulinas e pelo número, tamanho e morfologia dos eritrócitos [104]. 

 

Amostra: Sangue total. 

Método: Método de Westergren. 

Equipamento: Starrsed Interrliner XN, da Sysmex. 

 

Neste método determina-se a viscosidade do plasma através da medição da distância, em 

milímetros, resultante da queda espontânea dos eritrócitos em suspensão no sangue total anti 

coagulado num tubo vertical padronizado e no período de uma hora [105]. 

 

3.2.4 Hemoglobina Glicada 

 

A hemoglobina é uma hemoproteína tetramérica presente nos eritrócitos cuja função 

primária é o transporte de oxigénio desde os pulmões até aos diferentes tecidos. 

A hemoglobina glicada (HbA1c) resulta da ligação da glucose à região N-terminal das cadeias 

β da hemoglobina [106]. Assim, a percentagem de hemoglobina glicada reflete a taxa média de 

glucose presente no plasma nos 3-4 meses anteriores, considerando-se um excelente marcador 

para a monitorização da diabetes e até do desenvolvimento de complicações devidas à doença 

[106,107]. 

 

Amostra: Sangue total. 

Método: Ensaio imunoturbidimetrico. 

Equipamento: Cobas® c 513. 

 

Neste método, após lise dos eritrócitos procede-se à medição espetrofotométrica da 

hemoglobina total presente na amostra. Ao mesmo tempo, a HbA1c reage com um anticorpo 

anti-HbA1c formando um complexo antigénio-anticorpo solúvel. Depois, o polihapteno 

presente no reagente reage com o excesso de anticorpos anti-HbA1c formando complexos 

insolúveis, os quais são medidos por turbidimetria a 340 nm. A concentração de HbA1c na 

amostra é então inversamente proporcional ao valor da turbidimetria e é expressa como a 

percentagem relativa à concentração de hemoglobina total presente na amostra [106,108]. 
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3.2.5 Imunohematologia 

 

O analisador ORTHO VISION® presente no laboratório de hematologia é um sistema 

automático de imunohematologia que utiliza uma tecnologia de aglutinação em coluna para 

obtenção dos resultados. O sistema integra a automatização de vários passos como a pipetagem 

de reagentes e amostras, incubação, centrifugação, interpretação de resultados, entre outros.  

O analisador é responsável pela determinação do fenótipo ABO e RH, realização do teste de 

antiglobulina direto (Coombs direto), pesquisa de anticorpos irregulares (Coombs indireto) e 

determinação de um painel de 11 células e determinação do D fraco. 

 

3.2.5.1 Determinação do Fenótipo ABO 

 

O sistema ABO é o fenótipo de grupo sanguíneo mais importante, uma vez que os anticorpos 

do sistema ABO são universais e tem um papel importante na hemólise intravascular devido ao 

facto de fixarem o complemento [65]. 

 O tipo de grupo sanguíneo do sistema ABO é definido pela presença de antigénios A e/ou 

B na superfície dos eritrócitos e pela presença de anticorpos anti-A e anti-B no soro [109]. Os 

antigénios A e B também podem ser encontrados nas membranas das células epiteliais e 

endoteliais [65]. Assim, os eritrócitos do grupo sanguíneo A apresentam antigénios, antigénios 

A e o soro contém anticorpos anti-B. O contrário acontece no grupo B, em que os eritrócitos 

apresentam antigénios B e o soro contém anticorpos anti-A. No tipo AB os eritrócitos 

apresentam ambos os antigénios A e B e o soro não apresenta anticorpos. Finalmente, no tipo 

O os eritrócitos não apresentam antigénios e o soro apresenta ambos os anticorpos anti-A e anti-

B [109]. 

O sistema ABO é o fator mais importante e determinante não só na compatibilidade 

sanguínea, mas também no transplante de órgãos e a sua determinação evita reações hemolíticas 

aquando de uma transfusão sanguínea ou um transplante [65]. 

 

Amostra: Sangue total. 

Método: Hemaglutinação. 

Equipamento: ORTHO VISION®, da Ortho Clinical Diagnostics. 

 

A determinação do fenótipo ABO baseia-se no princípio da aglutinação dos eritrócitos na 

presença dos seus anticorpos correspondentes. Este equipamento utiliza a tecnologia de 

aglutinação em coluna com esferas de vidro na qual está presente o anticorpo contra o antigénio 

que se pretende detetar. Após adição da amostra e centrifugação, os eritrócitos aglutinados não 

passam através da coluna de esferas de vidro pelo que ficam no topo da mesma (resultado 

positivo). Por outro lado, os eritrócitos não aglutinados passam para a base da coluna após a 

centrifugação (resultado negativo). 

 

 

 

 



Relatório de Estágio 

54  Rita Luzio 

3.2.5.2 Determinação do Fenótipo RH 

 

O sistema RH é o grupo sanguíneo mais polimórfico, sendo constituído por um conjunto de 

50 antigénios. Para além disso, é considerado o grupo sanguíneo mais relevante clinicamente, 

depois do sistema ABO [110]. No entanto, ao contrário do sistema ABO, os anticorpos contra 

os antigénios do sistema RH não ocorrem naturalmente e desenvolvem-se apenas após 

sensibilização, como por exemplo, após gravidez, transfusão, transplante de células estaminais, 

entre outros. 

Os antigénios RH mais relevantes são o D e o CcEe. A formação de anticorpos contra estes 

antigénios após a sensibilização do indivíduo pode levar, num segundo contacto, à destruição 

dos eritrócitos no sangue e ser responsável por patologias como a doença hemolítica do recém-

nascido ou reações pós-transfusionais [110]. 

 

Amostra: Sangue total. 

Método: Hemaglutinação. 

Equipamento: ORTHO VISION®, da Ortho Clinical Diagnostics. 

 

A determinação do fenótipo RH baseia-se no princípio da aglutinação dos eritrócitos na 

presença dos seus anticorpos correspondentes. Este equipamento utiliza a tecnologia de 

aglutinação em coluna com esferas de vidro na qual está presente o anticorpo contra o antigénio 

que se pretende detetar. Após adição da amostra e centrifugação, os eritrócitos aglutinados não 

passam através da coluna de esferas de vidro pelo que ficam no topo da mesma (resultado 

positivo). Por outro lado, os eritrócitos não aglutinados passam para a base da coluna após a 

centrifugação (resultado negativo). 

 

3.2.5.3 Pesquisa de Anticorpos Irregulares 

 

Este teste assiste a deteção de anticorpos contra antigénios de grupos sanguíneos e que 

podem ser clinicamente importantes para garantir o sucesso da transfusão ou da gravidez. 

 

Amostra: Soro. 

Método: Hemaglutinação. 

Equipamento: ORTHO VISION®, da Ortho Clinical Diagnostics. 

 

A determinação de anticorpos irregulares no soro baseia-se na aglutinação de eritrócitos na 

presença de anticorpos correspondentes. Este teste é realizado numa coluna com esferas de 

vidro à qual é adicionado o soro a testar e uma suspensão de células de um dador com 

determinado fenótipo (R1WR1, R2R2 ou rr). 

O soro é testado contra células com três fenótipos distintos, e a aglutinação dos eritrócitos 

numa das colunas determina um resultado positivo significando a presença de anticorpos contra 

o antigénio correspondente que se encontra nas células do dador. Perante um resultado positivo, 

procede-se à determinação da especificidade do anticorpo através da utilização de um painel de 

11 células. 
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4.  Química Analítica 
 

É no departamento da química analítica que se realiza o estudo de metabolitos, hormonas, 

vitaminas, elementos traço, neurotransmissores, metais pesados entre outros bio constituintes 

com recurso a sistemas analíticos próprios. É também na química analítica que se efetua a 

confirmação da presença de drogas ilícitas em diversos produtos biológicos, bem como a 

monitorização de fármacos e a identificação dos respetivos metabolitos. Para além disso, 

também se procede à análise físico-química e espectroscópica dos cálculos urinários, vesiculo-

biliares e prostáticos. 

 

Período de estágio: 11/09/2022 – 15/09/2022 

Atividades realizadas/acompanhadas: Processamento de amostras de utentes bem como 

amostras da AEQ, execução e avaliação do CQI, validação técnica de resultados, gestão de 

stocks. 

 

 

4.1 Prova da Lactose – Teste Respiratório de Intolerância à Lactose 
 

A lactose é um dissacárido constituído por uma molécula de glucose e uma de galactose 

ligadas por uma ligação β-glicosídica. A absorção da lactose no intestino delgado requere a 

ação da lactase, enzima responsável pela hidrólise do dissacárido [111]. 

A dor abdominal, o inchaço e a diarreia são alguns dos sintomas característicos da 

intolerância à lactose que podem ser atribuídos à má absorção da lactose [112]. Esta condição 

deve-se a uma redução ou ausência da atividade/síntese da lactase, uma alteração que determina 

uma redução na absorção de lactose pelo intestino com consequente aumento da sua 

fermentação pela flora bacteriana gastrointestinal e produção de ácidos gordos de cadeia curta 

e gases (maioritariamente, hidrogénio, dióxido de carbono e metano) [113]. 

Os gases produzidos (como o hidrogénio e o metano), para além de se acumularem no 

intestino, também atravessam a parede intestinal para a corrente sanguínea e são transportados 

até aos pulmões onde são excretados na expiração. Nos humanos, a produção de hidrogénio e 

metano só acontece a partir do metabolismo bacteriano dos hidratos de carbono [112]. 

 

Amostra: Ar expirado. 

Método: Eletroquímico/Infravermelho. 

Equipamento: GastroCH4ECK® Gastrolyzer®, da Bedfont Scientific. 

 

O teste respiratório baseia-se na medição dos gases produzidos no intestino que são depois 

expirados pelos pulmões após a ingestão de lactose. Realiza-se a medição da respiração basal 

(sem ingestão de lactose) e, de seguida, procede-se à medição de amostras colhidas aos 15, 30, 

60, 90 e 120 minutos após a ingestão de lactose. 

Este é um método seguro, barato e não invasivo que apresenta elevada sensibilidade e 

especificidade. No entanto, a percentagem de falsos negativos quando se determina apenas a 

concentração de hidrogénio é elevada, por exemplo devido a indivíduos não produtores de 
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hidrogénio ou a uma produção aumentada de metano. Assim, procede-se à determinação 

simultânea de hidrogénio e metano como forma de aumentar a precisão do teste.  

 

 

4.2 Cálculos Renais 
 

A nefrolitíase é uma patologia caracterizada pela presença de cálculos renais ou pedras nos 

rins, como são mais comumente denominadas. Os cálculos renais podem ocorrer ao nível da 

zona pélvica renal, da uretra ou da bexiga [65]. A formação de cálculos renais desenvolve-se 

quando existe sobressaturação da urina com sais. Uma baixa concentração de água na urina ou 

a presença de promotores físicos, químicos são fatores que podem potenciar a precipitação dos 

sais com consequente formação de cálculos [65]. 

A análise dos cálculos renais não é um substituto das análises metabólicas do sangue e da 

urina, no entanto, pode fornecer informação complementar do ambiente renal aquando da 

deposição dos cristais e permitir a identificação de fatores de risco ou patologias que possam 

ter conduzido à formação do cálculo [114]. 

 

Amostra: Cálculo. 

Método: Espectrofotometria de infravermelho. 

Equipamento: IRAffinity-1S, da Shimadzu. 

 

A análise dos cálculos renais é constituída por uma análise macroscópica e microscópica.  

Na análise macroscópica determina-se o número de cálculos renais, o seu peso e dimensão, 

a sua cor e forma. Para além disso procede-se ainda à verificação da presença de depósitos 

superficiais e da análise das estruturas internas. 

A análise microscópica é realizada por espectroscopia de infravermelho de uma pastilha 

constituída por cálculo que foi esmagado e brometo de potássio. Neste método a amostra é 

exposta à radiação infravermelha causando alongamento vibracional molecular e flexão de 

grupos de átomos covalentemente ligados como resposta à excitação. Esta técnica permite 

também a identificação de materiais não cristalinos como substâncias amorfas de gordura [114]. 

A determinação definitiva do composto é determinada com recurso a uma biblioteca de espetros 

de infravermelho. 

 

 

4.3 Porfirinas no Plasma e na Urina 
 

As porfirias são um grupo de doenças metabólicas de natureza genética que se caracterizam 

por uma disfunção catalítica de enzimas específicas da via da biossíntese do heme, levando à 

acumulação de intermediários da via. A sintomatologia é maioritariamente ao nível 

neurológicos e/ou foto cutâneo, dependendo do intermediário metabólico que se acumula. Em 

cada porfiria, os padrões distintos desses metabolitos no plasma, urina e fezes são a base para a 

determinação do defeito metabólico responsável pelos sintomas observados [115]. 
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O diagnóstico clínico das porfirinas é difícil uma vez que estas são um grupo de doenças 

com um espetro de sintomas largo e pouco específico. No entanto, quando existe suspeita de 

doença, o seu diagnóstico pode ser estabelecido por testes de laboratório facilmente acessíveis 

como por exemplo a determinação das porfirinas e seus precursores no plasma, sangue, urina e 

fezes [116]. 

 

Amostra: Urina de 24h ou plasma 

Método: Cromatografia líquida de alta-definição (HPLC). 

Equipamento: Analisador automático de HPLC. 

 

A determinação de porfirinas no plasma e na urina realiza-se por HPLC. O HPLC é uma 

técnica cromatográfica que permite separar, identificar e quantificar metabolitos de uma mistura 

como uma amostra biológica [117,118].  

O sistema de HPLC para determinação das porfirinas é constituído por uma fase estacionária 

e uma fase móvel. A fase móvel tem polaridade variável, sendo normalmente uma mistura de 

dois solventes de polaridade diferente que são utilizados em gradiente, fazendo com que a 

polaridade geral da fase móvel possa aumentar ou diminuir ao longo do tempo. A fase 

estacionária é normalmente constituída por partículas de sílica às quais estão ligados radicais 

que interagem com os componentes da amostra em diferentes graus afetando a sua separação 

[118]. Assim, os componentes da amostra interagem mais ou menos com a fase estacionária o 

que significa que para serem eluídos da coluna uns necessitam de uma maior polaridade que 

outros. O tempo que os metabolitos demoram a ser removidos da coluna é diferente para cada 

um, dentro das mesmas condições, e pode ser utilizado para identificar os diferentes compostos 

presentes na amostra [118]. 

 

 

4.4 Cobre na Urina   
  

O cobre é um elemento vestigial essencial na constituição de diversas enzimas celulares 

importantes e como componente estrutural de algumas proteínas, no entanto, um excesso de 

cobre pode ser prejudicial para as células. Apenas pequenas quantidades de cobre estão 

presentes nos fluidos biológicos e na maioria das vezes nunca na sua forma livre [65,119]. 

A determinação do cobre urinário é um parâmetro importante no diagnóstico e tratamento 

da doença de Wilson, doença genética que resulta em acumulação de cobre no fígado ou no 

sistema nervoso [119,120]. Para além disso, também é possível verificar níveis elevados de 

cobre urinário em casos de doença hepática, síndrome nefrótica e intoxicação por cobre [120]. 

 

Amostra: Urina aleatória ou de 24h. 

Método: Espetrofotometria de absorção atómica em forno de grafite. 

Equipamento: AA-7000, da Shimadzu. 
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O método utilizado para determinação do cobre na urina é a espetrofotometria de absorção 

atómica. Esta é uma técnica espetrofotométrica de absorção na qual o átomo metálico, neste 

caso o cobre, presente na amostra absorve radiação a um comprimento de onda específico [65].  

A análise da amostra tem início com a introdução automática da amostra no forno de grafite. 

A temperatura do forno aumenta iniciando-se o ciclo de secagem, importante para a remoção 

de solventes. Com a finalidade de decompor ou até remover alguns dos componentes da matriz 

utiliza-se um (ou mais) ciclos de pré-tratamento térmico. Durante estes ciclos (secagem e pré-

tratamento térmico) os vapores resultantes da volatização do solvente e da matriz vão sendo 

removidos do forno de grafite por um sistema de gás inerte interno que passa através do mesmo. 

Por fim, existe um aquecimento muito rápido e alto do forno de grafite e inicia-se o ciclo de 

atomização, onde se promove a vaporização e a atomização do analito de interesse. Durante 

este ciclo, o sistema de gás inerte é interrompido para assegurar que os átomos se mantêm no 

forno de grafite o maior tempo possível, uma vez que é durante esse período de tempo que a 

absorvância do analito é medida. As lâmpadas utilizadas emitem um espetro e o monocromador 

seleciona o comprimento de onda que vai passar através do forno de grafite. A concentração do 

analito é depois calculada com base numa curva de calibração [121].  
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5.  Conclusão 
 

O Mestrado em Análises Clínicas da Faculdade de Farmácia da Universidade de Lisboa 

proporciona as bases necessárias para que os alunos apresentem as capacidades práticas e 

conhecimentos teóricos necessários para trabalhar num laboratório de Análises Clínicas. A 

oportunidade que o Curso me ofereceu de realizar um Estágio Profissional num laboratório foi 

considerada uma mais-valia, onde tive a oportunidade de aprofundar e consolidar aquilo que 

aprendi.  

A realização do estágio no Laboratório de Análises Clínicas Dr. Joaquim Chaves Saúde foi 

uma experiência que considero enriquecedora, não só em termos profissionais, mas também em 

termos pessoais. De um modo geral, durante o período de estágio tive a possibilidade de realizar 

diversas tarefas do dia a dia do laboratório autonomamente, mas também em equipa. Para além 

disso pude desenvolver e partilhar conhecimentos teórico-práticos. O facto de o estágio se 

realizar em contexto real de trabalho e visto se tratar de um laboratório amplamente 

automatizado permitiu-me adquirir conhecimentos extraordinários e consolidar outros 

adquiridos no Curso. Assim, considero que se pode determinar que os objetivos de estágio 

propostos foram, não só alcançados, mas até superados. 
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1.  Antibióticos 
 

Está descrito que o nome “antibiótico” foi definido pela primeira vez em 1947 por Selman 

Abraham Waksman como uma substância química, produzida por microrganismos, que 

apresenta capacidade de inibir o crescimento (atividade bacteriostática) ou até mesmo matar 

(atividade bactericida) bactérias e outros microrganismos [122]. 

Atualmente, o termo antibiótico ganhou um significado mais abrangente, passando a incluir 

substâncias químicas tanto de origem natural como semissintética ou sintética que apresentem 

atividade bacteriostática ou bactericida contra bactérias e que são inúteis contra infeções virais 

[123,124]. 

 

1.1 Perspetiva Histórica 
 

A descoberta dos antibióticos e a sua produção em larga escala no início do século vinte é 

considerada por muitos como uma das maiores conquistas da história da medicina [125]. 

A introdução destes medicamentos inovadores aumentou a qualidade e a esperança média 

de vida de uma forma considerável, pois não só contribuiu para o tratamento de doenças 

infeciosas como também tornou possível a concretização de vários procedimentos médicos 

modernos como, por exemplo, tratamento de cancro, transplantes e outro tipo de cirurgias, uma 

vez que ajudou a diminuir as taxas de infeção nestas situações [125,126]. 

No entanto, isto é exemplo do que acontece nos países industrializados onde as doenças 

infeciosas se tornam um problema para pessoas com doenças imunes ou aquelas infetadas com 

microrganismos multirresistentes. Na maioria dos países de terceiro mundo a situação ainda é 

semelhante aquela que o mundo experienciou a partir de 1900, numa altura em que este tipo de 

doenças era responsável por uma enorme percentagem da mortalidade [125]. 

 

1.1.1 Era Pré Antibióticos 

 

O uso de microrganismos com propriedades antibióticas para a prevenção e cura de doenças 

data há mais de 2000 anos, havendo registo de remédios caseiros à base de pão bolorento usados 

para tratar feridas. Na verdade, o documento médico mais antigo, designado papiro de Ebers e 

datado de 1550 a.c., já mencionava os remédios caseiros à base de pão bolorento bem como 

solo medicinal na sua lista de remédios. Há também registo de uma receita anglo-saxónica com 

1000 anos capaz de matar Staphylococcus aureus resistentes à meticilina [126]. 

Claramente, estes remédios caseiros eram usados com pouco ou nenhum conhecimento dos 

agentes causais destas infeções. Foi apenas em 1863, quando Antonie van Leeuwenhoek 

observou, descreveu e desenhou bactérias pela primeira vez, que a história do desenvolvimento 

dos antibióticos teve realmente início. A partir dessa descoberta, cada vez mais cientistas 

começaram a tomar interesse nos fungos e na sua potencial atividade antibacteriana. Foram 

realizadas várias experiências ao longo do século dezanove, nomeadamente com Penicillium, 

no entanto ou as conclusões retiradas nunca eram as mais corretas, como aconteceu com 

Theodor Billroth, ou então, apesar de se verificar que o Penicillium era capaz de inibir o 
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crescimento bacteriano, a importância das bactérias como patógenos humanos ainda não estava 

provada, como aconteceu com John Tyndall [124]. 

Foi apenas na segunda metade do século dezanove que se começou a questionar qual seria a 

natureza das doenças infeciosas. Apesar de já se acreditar que os patógenos poderiam ser 

transmitidos entre seres vivos, Robert Koch foi o primeiro a conseguir provar esta teoria ao 

identificar o agente causal do antrax, da cólera e da tuberculose [124]. 

 

1.1.2 Era dos Antibióticos 

 

O primeiro antibiótico natural a ser descoberto foi o ácido micofenólico e foi reportado em 

1893 por um microbiologista e médico italiano, Bartolomeo Gosio. Enquanto estudava a 

etiologia dos casos de pelagra em comunidades do sul europeu e dos Estados Unidos, Gosio 

isolou e cultivou Penicillium brevi-compactum (atualmente Penicillium glaucum) do milho e, 

a partir deste, obteve um produto cristalino [124]. Após essa descoberta, foi verificado que o 

ácido micofenólico inibia o crescimento de Bacillus anthracis e, mais tarde, que este possui 

também propriedades antivirais, antifúngicas, anti tumorais e antipsóricas [127]. Esta 

descoberta passou despercebida até 1913, ano em que o ácido micofenólico foi redescoberto 

nos Estados Unidos [128]. No entanto, foi apenas em 1995 que este foi aprovado pela US Food 

and Drug Administration mas como um imunossupressor e não antibiótico [128].  

A primeira década do século vinte foi marcada pelo aparecimento do primeiro agente 

antibacteriano sintético, a arsfenamina, também conhecida como Salvarasan. Este foi 

sintetizado por Paul Ehrlich em colaboração com Alfred Bertheim e Sahachiro Hata e aprovado 

em 1910. Esta descoberta foi fruto de um projeto que começou em 1906, ano em que Ehrlich e 

o seu grupo começaram a sintetizar e a testar compostos derivados do ácido arsanílico em 

estirpes bacterianas. Depois de muitas experiências, finalmente o grupo descobriu um composto 

eficaz contra estirpes de espiroquetas e tripanossoma. Estas descobertas levaram a que o 

composto chegasse a ensaios clínicos e ao seu anúncio como eficaz no tratamento da sífilis, 

doença causada pelo Treponema pallidum. Durante quase 40 anos, Salvarasan foi a terapia de 

eleição para o tratamento da sífilis, tendo sido introduzidas versões melhoradas ao longo dos 

anos que causavam menos efeitos secundários [124,125]. 

Em 1928, depois de voltar de férias, Alexander Fleming, observou que à volta de uma grande 

colónia de um fungo contaminante, as colónias de Staphylococcus tinham-se tornado 

transparentes e sofreram lise [125]. Este acontecimento tornou-se a primeira demonstração de 

um halo de inibição [129]. Apesar desta descoberta já ter acontecido a outros cientistas, Fleming 

foi o primeiro que decidiu investigar mais a fundo. Assim, Fleming procedeu ao isolamento do 

fungo e aplicou filtrados de cultura do fungo em estirpes de bactérias patogénicas observando 

efeitos semelhantes aos de Staphylococcus, principalmente noutras bactérias Gram-positivas. 

Isto levou-o a concluir que o fungo era o responsável por libertar uma substância com 

capacidade de matar bactérias [124]. O fungo foi identificado como Penicillium notatum e ao 

filtrado foi dado o nome de penicilina [129]. No entanto, Fleming não foi capaz de produzir 

quantidades suficientes de penicilina nem foi capaz de determinar a sua estrutura, pelo que a 

produção em larga escala e a elucidação da estrutura da penicilina só viriam a tornar-se 

possíveis cerca de 10 anos depois [125]. 
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Howard Walter Florey e Ernst Boris Chain foram os responsáveis pela determinação da 

estrutura da penicilina em 1939, tendo Chain, mais tarde, conseguido também isolar uma 

pequena quantidade da substância. Subsequentemente, Norman Heatley melhorou o processo 

de extração da penicilina, possibilitando a obtenção de quantidades suficientes para efetuar os 

primeiros ensaios [125,130]. Assim, em 1940, já havia quantidade suficiente de penicilina para 

que Heatley e os seus colegas realizassem um ensaio em ratos, onde puderam demonstrar os 

efeitos da penicilina in vivo [130]. 

O próximo passo na história da penicilina seria a realização de ensaios em humanos. A 

primeira doente recebeu penicilina em 1941, mas sofreu efeitos secundários devido a impurezas 

que ainda estavam na mistura de penicilina. Devido a este incidente, um bioquímico do 

laboratório de Fleming, Edward Abraham, em conjunto com Chain, sugeriu que a penicilina 

poderia ser ainda mais purificada. Entre 1941 e 1942, Florey, Heatley e Chain conduziram uma 

série de ensaios em 170 doentes, que comprovaram os efeitos extraordinários da penicilina no 

combate de infeções bacterianas sem apresentar efeitos secundários tóxicos [130]. 

Depois do reconhecimento do potencial da penicilina para tratamento de soldados e civis 

durante a segunda guerra mundial, Florey e Heatley em conjunto com colegas americanos, 

criaram um projeto que tinha como objetivo melhorar a purificação da penicilina e encontrar 

uma empresa farmacêutica capaz de realizar a produção em massa do composto. Após a guerra, 

por volta de 1946, a penicilina passou a estar disponível para prescrição [130], sendo o primeiro 

antibiótico com capacidade de matar bactérias Gram-positivas, incluindo agentes patogénicos 

da gonorreia, sífilis e infeções puerperais. 

 A descoberta da penicilina em 1928 mudou o rumo da história da medicina e dos 

antibióticos, dando início à era da descoberta dos antibióticos que aconteceu entre 1940-1960 e 

cujo pico foi por volta de 1950. Foi durante este período que a maioria das classes de 

antibióticos que se usam atualmente foram identificadas, começando-se também erradamente a 

acreditar que ao ritmo a que estes eram descobertos, as doenças infeciosas iriam tornar-se um 

problema de saúde pública controlado [125]. 

A descoberta de atividade antibiótica da classe sintética das sulfonamidas por Paul Domagk 

em 1930 foi também um grande marco na história dos antibióticos. Tudo começou com uma 

testagem em larga escala (inspirada pelas descobertas de Ehrlich) de corantes antibacterianos 

in vitro e in vivo no instituto de Domagk. Em 1932, um corante de cor vermelha mostrou-se 

efetivo contra uma dose letal de Streptococcus, sendo proclamado por Domagk uma taxa de 

sucesso de 100%. Esta substância, a sulfamidocrisoidina, era bastante eficaz in vivo e quase 

ineficaz in vitro. Isto pôde ser explicado mais tarde por Tréfouël, que descobriu que a 

sulfamidocrisoidina é um precursor da sulfanilamida, a substância ativa que é obtida quando a 

primeira é degradada por enzimas humanas. Em 1935, logo após a comercialização do prontosil 

(nome de mercado), observou-se uma diminuição drástica das mortes devidas a pneumonia, 

febre puerperal e meningite uma vez que esta se trata de uma substância efetiva contra cocos 

Gram-positivos (principalmente Streptococcus) [125].  
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2.  Classes de Antibióticos 
 

Foi durante a era da descoberta dos antibióticos, entre 1940 e 1962, que se iniciou a 

comercialização de mais de vinte novas classes de antibióticos. Desde então, apenas duas novas 

classes foram introduzidas no mercado [131]. 

 

 

2.1 β-Lactâmicos 
 

Os antibióticos β-lactâmicos estão entre as classes de antibióticos mais utilizadas e englobam 

uma variedade de subclasses como as penicilinas, as cefalosporinas e os carbapenemos [132]. 

Foi desde a descoberta da penicilina que novos derivados e novas classes de β-lactâmicos foram 

desenvolvidos, sempre com o objetivo de aumentar o seu espetro de atividade ou então para 

contornar mecanismos de resistência que tenham surgido com a sua utilização [133].  

Os antibióticos β-lactâmicos são agentes bactericidas que atuam ao nível da formação da 

parede celular da bactéria. Todos os antibióticos β-lactâmicos apresentam o mesmo mecanismo 

de ação: ligam-se covalentemente ao sítio ativo das proteínas de ligação à penicilina (PBPs), 

enzimas necessárias ao último passo da formação das ligações cruzadas entre as cadeias 

polipeptídicas do peptidoglicano tanto em bactérias Gram-negativas como em Gram-positivas. 

Esta ligação impede a síntese do peptidoglicano, o que, consequentemente, origina auto lise e 

morte celular [133]. 

O mecanismo de ação das penicilinas foi descrito pela primeira vez por Tipper e Strominger 

em 1965, tendo estes mencionado a semelhança estrutural entre a penicilina e a região terminal 

do dipéptido da cadeia de peptidoglicano em formação numa célula bacteriana em fase de 

divisão [133]. 

 

 

2.2 Quinolonas e Fluoroquinolonas  
 

A classe das quinolonas é constituída por uma série de compostos de origem sintética que, 

em comum, apresentam um anel bicíclico associado à 4-quinolona. Foi desde a descoberta 

acidental em 1962 da primeira quinolona – o ácido nalidíxico. – que a importância clínica desta 

classe de antibióticos tem vindo a aumentar. É considerada uma terapia chave no tratamento de 

infeções comunitárias e hospitalares, por se pensar que apresenta uma elevada eficácia, um 

largo espetro de atividade, biodisponibilidade, elevadas concentrações séricas e baixa 

incidência de efeitos secundários [134]. 

Esta descoberta levou ao desenvolvimento de uma biblioteca de compostos que permitiram 

um melhor entendimento do mecanismo de ação das quinolonas, perceber que existia a 

possibilidade de modificar estruturalmente estes compostos de maneira a melhorar a sua ação 

e a alargar o espectro de atividade, melhorar as propriedades farmacocinéticas e 

farmacodinâmicas das quinolonas e entender a importância entre a estrutura e a atividade das 

quinolonas em relação à susceptibilidade aos mecanismos de resistência das diferentes bactérias 

e o seu potencial para causar efeitos adversos [135]. 
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Como resultado dessa pesquisa resultou o desenvolvimento das fluoroquinolonas, 

consequência da adição de um átomo de flúor ao carbono seis do anel bicíclico [135]. Estas 

apresentam um espetro de atividade mais alargado e um melhoramento da farmacocinética 

quando comparado com a primeira geração de quinolonas. Apresentam atividade contra 

bactérias Gram-negativas e Gram-positivas incluindo o agente causal da tuberculose [134]. 

As quinolonas atuam interferindo com a síntese e a replicação do DNA das bactérias e têm 

como alvo as enzimas topoisomerase II (DNA girase) e a topoisomerase IV.  Durante a 

replicação, estas enzimas criam ruturas na cadeia dupla do cromossoma bacteriano com o 

objetivo de relaxar as torções positivas do DNA. Tirando partido da atividade das 

topoisomerases, as quinolonas ligam-se não covalentemente ao complexo DNA-enzima 

inibindo o processo de replicação e levando à morte celular. 

A existência de um equilíbrio entre a rutura e a religação do DNA é crítico para a 

sobrevivência da célula, a ligação das quinolonas às topoisomerases pode perturbar esse 

equilíbrio por diferentes mecanismos como: (1) Se os níveis de rutura do DNA mediados pela 

DNA girase diminuem então a taxa de replicação diminui, causando implicações ao nível do 

crescimento celular. (2) Se os níveis de rutura do DNA mediados pela topoisomerase IV 

diminuem, as células não conseguem desenrolar os cromossomas filhos e morrem por falha 

mitótica. (3) Se os níveis de rutura mediada pela DNA girase ou pela topoisomerase IV se 

tornarem muito altos, os sistemas de verificação do DNA podem converter esses complexos em 

ruturas permanentes de cadeia dupla. Estas ruturas iniciam a resposta de emergência e outras 

vias da reparação do DNA, o que pode levar à morte celular [134,136].  

 

 

2.3 Aminoglicosídeos 
 

O primeiro aminoglicosídeo, a estreptomicina, foi introduzido em 1944 e foi isolado a partir 

de uma estirpe de Streptomyces anulatus, durante um estudo de substâncias antibacterianas que 

pretendia reproduzir a descoberta da penicilina. Desde essa descoberta houve a introdução de 

novos aminoglicosídeos como a gentamicina, a canamicina e a tobramicina, tendo estes 

estabelecido o uso desta classe no tratamento de infeções por bacilos Gram-negativos 

[125,137]. 

A estrutura dos aminoglicosídeos consiste num anel aminociclitol unido a dois ou mais 

açúcares aminados através de ligações glicosídicas. Os diferentes aminoglicosídeos são 

distinguidos pelos diferentes açúcares aminados que os constituem [137,138]. 

Os aminoglicosídeos são agentes bactericidas que inibem o processo da síntese proteica e 

alteram a integridade da membrana celular bacteriana. Estes ligam-se à subunidade 30S dos 

ribossomas associados à membrana celular o que leva à inibição da síntese proteica com 

consequente disrupção da estrutura da membrana plasmática e morte celular [137]. 
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2.4 Glicopéptidos 
 

Os antibióticos da classe dos glicopéptidos são produzidos por um grupo de actinomicetes 

que habitam o solo. O primeiro glicopéptido descrito foi a vancomicina, produzida por 

Amicolatopsis orientalis, e tornou-se disponível para uso clínico como um antibiótico anti 

estafilococos, especialmente para tratamento de Staphylococcus meticilina resistentes (MRSA) 

[125].  

Os glicopéptidos são moléculas complexas e únicas que podem ser sintetizadas por uma 

variedade de espécies. A sua estrutura apresenta um domínio heptapéptido relativamente 

conservado e no qual cinco dos resíduos de aminoácidos são comuns a todos os compostos. Os 

glicopéptidos vão poder ser distinguidos pelos aminoácidos presentes nas posições 1 e 3 [139]. 

Os glicopéptidos atuam por ligação à extermidade D-alanil-D-alanina do pentapéptido 

terminal do lípido II do peptidoglicano, prevenindo assim a transpeptidação e transglicolisação 

do peptidoglicano por sequestração do substrato e por impedimento estérico, respetivamente. 

Este mecanismo, exclusivo em bactérias Gram-positivas, impede a elongação das cadeias de 

peptidoglicano e consequentemente a síntese de peptidoglicano [125,139,140]. 

 

 

2.5 Macrólidos 
 

O primeiro macrólido isolado e descrito, a eritromicina, foi obtido a partir de uma estirpe de 

Streptomyces erythreus isolada de uma amostra de solo em 1952 [125]. 

Estruturalmente, todos os macrólidos são moléculas hidrofóbicas que apresentam um anel 

macrocíclico de lactona constituído por 12 a 16 cadeias, característica que confere o nome à 

classe [125,141]. 

Os macrólidos atuam inibindo a síntese proteica ao se ligarem à subunidade 50S do 

ribossoma e ocupando o local de saída do péptido nascente [142]. No entanto, parece que esta 

premissa não é assim tão certa e a interferência dos macrólidos na síntese proteica depende do 

péptido em formação [143].  

 

 

2.6 Tetraciclinas 
 

Os primeiros compostos da classe das tetraciclinas a serem descobertos foram a 

clortetraciclina e a oxitetraciclina, no final dos anos 40. Ambas as moléculas são bio produtos 

sintetizados a partir de microrganismos, Streptomyces aureofaciens e Streptomyces rimosus, 

respetivamente [144]. Ao longo dos anos, foi-se identificando outras moléculas pertencentes a 

esta classe de antibióticos, algumas com origem natural, outras semissintéticas e outras 

totalmente sintéticas [145]. 

O seu espectro de atividade alargado e a ausência de efeitos secundários graves, resultou no 

uso exagerado desta classe de antibióticos no tratamento de infeções em humanos e animais nos 

anos após a sua descoberta. Como tal, rapidamente se detetou a emergência de microrganismos 

resistentes a esta classe de antibióticos e consequentemente o declínio do seu uso [125,145]. 
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As tetraciclinas são constituídas por uma estrutura comum tetracíclica fundida linearmente 

à qual se podem ligar uma variedade de grupos funcionais [144], e atuam inibindo a síntese 

proteica da bactéria ao se ligarem ao 16S rRNA da subunidade 30S do ribossoma [145]. Esta 

ligação previne a associação do aminoacil-tRNA com o ribossoma e consequentemente impede 

a formação do péptido nascente [144]. 

 

 

2.7 Oxazolidinonas 
 

Esta classe de antibióticos foi identificada pela primeira vez após a era dos antibióticos, em 

1978 e é constituída por compostos sintéticos com atividade contra Gram-positivos [125].  

O elemento estrutural mais importante e comum a todas as moléculas desta classe é o anel 

heterocíclico de cinco membros de oxazolidinona ao qual está ligado um grupo acetamidometil 

[125]. 

As oxazolidinonas atuam por ligação à subunidade 50S do ribossoma, com a consequente 

inibição da fase inicial da tradução. Estas ligam-se ao sítio A do ribossoma interferindo na 

ligação da estrutura aminoacil do aminoacil-tRNA ao ribossoma [146]. 

 

 

2.8 Fosfomicina 
 

A fosfomicina é um agente antibiótico que foi descoberto em 1969. É produzido a partir de 

culturas de estirpes do género Streptomyces [147].  

É um agente bactericida que inibe a formação do precursor do peptidoglicano UDP ácido N-

acetilmurâmico ao se ligar covalentemente ao sítio ativo da enzima envolvida na formação deste 

percursor [148]. 
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3.  Resistência Bacteriana aos Antibióticos 
 

A resistência aos antibióticos define-se como a capacidade ao escape, por parte das bactérias, 

aos efeitos dos antibióticos [149]. 

 Foi logo após a descoberta da penicilina que se detetou o primeiro sinal de resistência aos 

antibióticos, reportado por Abraham e Chain em 1940. Estes afirmaram que uma estirpe de 

Escherichia coli possuía a capacidade de inativar a penicilina através da produção de uma 

enzima, a penicilinase [130].  

A resistência aos antibióticos ocorre de forma natural, no entanto, a introdução de novas 

classes de antibióticos no mercado e o seu uso prolongado e descuidado tem vindo a acelerar 

este processo [150]. 

A emergência de um fenótipo resistente não depende apenas da pressão seletiva criada com 

a utilização dos antibióticos, mas também de fatores como: o grau da expressão da resistência, 

capacidade da bactéria para tolerar o mecanismo de resistência, local inicial de colonização, 

entre outros [151].  

A resistência aos antibióticos é atualmente considerada como uma das maiores ameaças à 

saúde global, segurança alimentar e desenvolvimento. É uma grande preocupação de 

organizações de saúde como a Organização Mundial de Saúde uma vez que a disseminação de 

resistência tem grandes consequências como a diminuição da eficácia da terapia, aumento das 

complicações clínicas e até aumento da taxa de morbilidade [150,152]. 

 

 

3.1 Genética  
 

A resistência bacteriana aos antibióticos pode ser classificada como intrínseca ou adquirida. 

A resistência intrínseca é uma característica natural do microrganismo e é comum a todos os 

membros daquele género. Um exemplo é a resistência de Escherichia coli à vancomicina.  

A resistência adquirida ocorre quando uma bactéria anteriormente sensível ao antibiótico 

desenvolve resistência para esse antibiótico [153]. Neste caso, o desenvolvimento de resistência 

pode ocorrer através de mutações no material genético ou pela aquisição de novo DNA que 

contem a informação genética que confere a resistência [154]. 

 

3.1.1 Mutações 

 

As mutações genéticas são eventos espontâneos que ocorrem independentemente da 

presença de antibióticos, sendo por essa razão, também denominadas de mutações espontâneas 

ou dependentes do crescimento celular [151]. 

Aquando da replicação e síntese do DNA, a célula possui mecanismos que garantem a 

correção de erros e reparação do material genético caso for necessário. Assim, a frequência a 

que ocorrem mutações que não sejam deletérias para a célula e que confiram um mecanismo de 

resistência é relativamente baixa [154]. 

No entanto, a ocorrência destas mutações, apesar de rara, não é impossível e, na maioria das 

vezes, está relacionada com a alteração estrutural da molécula que serve de alvo ao antibiótico 
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[151]. Existem também mecanismos bioquímicos de resistência que estão associados à 

ocorrência de mutações como: a variação da expressão dos sistemas que permitem a entrada ou 

saída do antibiótico na célula, aumento da síntese de enzimas inativadoras do antibiótico, entre 

outros [155]. 

As bactérias com este tipo de mutações apresentam uma maior vantagem, quando na 

presença de antibióticos, comparativamente com células suscetíveis, levando à criação de uma 

população resistente [153]. 

 

3.1.2 Hipermutantes 

 

A hipermutabilidade carateriza-se pelo aumento das taxas de mutação espontâneas de um 

microrganismo. A bactéria entra este estado quando exposta a uma pressão seletiva prolongada. 

Se durante este estado uma célula obtém uma mutação que lhe confere vantagem no meio 

seletivo, esta cresce e replica-se ao mesmo tempo que termina o estado de hipermutabilidade 

[155].  

Este tipo de fenótipo foi detetado em vários microrganismos, como por exemplo: 

Escherichia coli, Salmonella enterica, Neisseria meningitidis, Haemophilus influenzae, 

Staphylococcus aureus, Helicobacter pylori, Streptococcus pneumoniae, Pseudomonas 

aeruginosa [155]. 

 

3.1.3 Mutagénese Adaptativa 

 

As mutações do material genético podem também ocorrer em células que não se encontram 

em divisão. Este tipo de mutações, denominadas mutações adaptativas, diferem das mutações 

espontâneas por ocorrerem apenas durante a presença de um meio de pressão seletiva que as 

favorece [155].  

Demostrou-se que alguns antibióticos, como as quinolonas, têm a capacidade de induzir a 

resposta mutagénica e aumentar a taxa de estirpes Escherichia coli resistentes [156]. Assim, 

este processo é considerado como uma das principais causas do desenvolvimento da resistência 

aos antibióticos [155]. 

 

3.1.4 Transferência Horizontal de Genes 

 

A transferência horizontal de genes é considerada o principal mecanismo pelo qual há 

transferência de genes de resistência aos antibióticos [155]. Este processo pode ocorrer através 

de vários mecanismos sendo os mais importantes: a transformação, a transdução e a conjugação. 

Durante a transformação, DNA extracelular é incorporado pelas células. Na transdução há a 

transferência de DNA cromossomal ou extracromossomal entre bactérias através de um 

bacteriófago, um vírus que utiliza as bactérias como via da sua replicação. A conjugação 

descreve a transferência de elementos genéticos movéis, como plasmídeos, entre bactérias 

[157]. 

Após cada um destes processos os genes são incorporados no genoma da bactéria por 

recombinação ou transposição, o que pode causar alterações na sequência genética. 
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3.2 Mecanismos de Resistência 

 

O entendimento dos diversos mecanismos de resistência é de bastante importância no 

desenvolvimento de novas terapias contra microrganismos resistentes a um ou mais 

antibióticos.  

A maneira como as bactérias adquirem resistência pode variar entre as diferentes espécies, 

no entanto existem apenas alguns mecanismos que conferem essa resistência [155].  

 

3.2.1 Inativação ou Modificação do Antibiótico 

 

a) Hidrólise 

 

Muitos dos antibióticos utilizados na terapêutica contra infeções bacterianas apresentam 

ligações químicas suscetíveis à hidrólise. Algumas bactérias desenvolvem enzimas com 

capacidade de hidrolisar essas ligações e assim inativarem os antibióticos antes destes chegarem 

ao seu alvo [158].  

Um exemplo muito estudado são as β-lactamases que são capazes de hidrolisar o anel β-

lactâmico das penicilinas e das cefalosporinas [158]. Nos últimos anos tem-se notado um 

aumento da incidência e da prevalência de β-lactamases de largo espetro, isto é, que apresentam 

a capacidade de hidrolisar antibióticos de diversas classes. Este tipo de β-lactamases já foi 

identificado em estirpes de Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacteriaceae e 

Pseudomonas aeruginosa [159]. Com o objetivo de restaurar o poder antibiótico dos β-

lactâmicos, desenvolveram-se moléculas com capacidade de inibir a ação das β-lactamases. 

Estes são administrados em simultâneo com o antibiótico e ligam-se às β-lactamases atuando 

como “protetores” do seu ataque contra o antibiótico. 

 
Figura 7. Mecanismo de resistência de modificação do antibiótico por hidrólise 

 

b) Adição de Grupos 

 

Existe um grupo de enzimas, as transferases, que apresentam a capacidade de inativar 

antibióticos pela adição de grupos adenilil, fosforil e acetil. Este processo ocorre durante o 

transporte do antibiótico pela membrana citoplasmática e afeta antibióticos como: 

aminoglicosídeos e macrólidos [151]. 
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A inativação enzimática dos aminoglicosidos por transferência de grupo é a mais prevalente 

forma de resistência contra esta classe de antibióticos, em situação clínica. Existem três enzimas 

principais responsáveis pela neutralização desta classe de antibióticos: a fosforiltransferase, a 

nucleotidiltransferase e acetiltransferase [160]. Para além disso, os genes destas enzimas podem 

ser transmitidos horizontalmente entre bactérias através de plasmídeos, intregrões ou 

transposões [150]. 

 
Figura 8. Mecanismo de resistência de modificação do antibiótico por adição de grupos. 

 

3.2.2 Modificação do Alvo 

 

A modificação do alvo antibiótico impede a sua correta ligação ao antibiótico. As 

modificações que ocorrem devem reduzir a suscetibilidade do alvo ao mesmo tempo que 

mantêm a função celular, para evitar prejudicar a célula. Em alguns casos a modificação do 

alvo é acompanhada por outras alterações na célula que vão compensar a alteração das 

características do alvo [155].  

 
Figura 9. Mecanismo de resistência de modificação do alvo do antibiótico. 

 

a) Alteração da Estrutura do Peptidoglicano 

 

As enzimas envolvidas na síntese do peptidoglicano são alvos excelentes para os 

antibióticos, uma vez que a manutenção da integridade desta estrutura é essencial para o 

crescimento e sobrevivência da célula [155].  

Por exemplo, a presença de mutações nas proteínas de ligação à penicilina tem como 

consequência a diminuição da afinidade dos antibióticos β-lactâmicos para esse alvo. Esta é a 
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explicação para a existência de resistência contra a ampicilina por parte de Enterococcus 

faecium e contra a penicilina por parte de Streptococcus pneumoniae [155,161]. 

Outro exemplo, seria a resistência de Staphylococcus aureus a alguns β-lactâmicos conferida 

pela síntese de uma nova proteína de ligação à penicilina, diferente daquela que normalmente 

é encontrada na bactéria. Esta proteína garante a sobrevivência da célula na presença desta 

classe de antibióticos ao cumprir a sua função na síntese do peptidoglicano [162]. 

 

b) Interferência na Síntese Proteica 

 

Uma grande variedade de antibióticos interfere com a síntese proteica, atuando a diversos 

níveis do metabolismo proteico sendo a fase de elongação um dos principais focos. Um dos 

alvos preferidos é o ribossoma bacteriano e as suas subunidades [155]. 

Um dos exemplos mais bem estudado e clinicamente relevante é o da metilação do RNA 

ribossomal por uma metiltransferase. Duas metiltransferases metilam dois átomos do RNA 

ribossomal da subunidade 16S levando à modificação do local de ligação do antibiótico ao 

ribossoma e conferindo resistência a antibióticos da classe dos aminoglicosidos [163]. 

 

c) Interferência na Síntese do DNA 

 

Os principais alvos antibióticos durante a síntese do DNA são as enzimas DNA girase e a 

topoisomerase IV. 

Os antibióticos da classe das quinolonas têm ação ao nível destas enzimas. Assim, algumas 

bactérias, como a Escherichia coli, apresentam mutações nos genes que codificam para a DNA 

girase e a topoisomerase IV causando modificações dessas enzimas e impedindo assim a ligação 

do antibiótico [164]. 

 

3.2.3 Modificações ao Nível da Membrana 

 

a) Bombas de Efluxo 

 

As bombas de efluxo afetam antibióticos de todas as classes, especialmente aqueles que 

necessitam de entrar na célula para atuar num alvo intracelular como os macrólidos, as 

tetraciclinas e as fluoroquinolonas [155].  

Este mecanismo de resistência está associado à resistência a múltiplos antibióticos por parte 

de um único microrganismo, uma vez que um único transportador apresenta a capacidade de 

expelir vários antibióticos com diferentes modos de ação. Muitos destes transportadores 

também apresentam uma expressão constitutiva que providencia uma resposta imediata quando 

detetam moléculas tóxicas para a célula. No entanto, a presença de antibióticos no meio leva à 

seleção de mutantes que apresentam a capacidade de sobreexpressar os transportadores e 

consequentemente uma resistência aumentada para os antibióticos [165].  

Este é o exemplo em Pseudomonas aeruginosa, em que a sua bomba de efluxo apresenta 

normalmente uma regulação positiva na presença de antibióticos, mas que, devido a mutações 

no seu regulador, pode apresentar uma sobreexpressão da bomba de efluxo conferindo um 

aumento da resistência a antibióticos, como β-lactâmicos, por parte desta bactéria [155]. 
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Figura 10. Mecanismo de resistência devido à presença de bombas de efluxo. 

 

b) Mudança na Permeabilidade da Membrana Externa 

 

As bactérias Gram-negativas apresentam uma membrana externa composta por uma 

membrana interna de fosfolípidos e uma membrana externa de LPS. Esta composição diminui 

a capacidade de penetração dos antibióticos pelo que estes podem ser transportados por: 

porinas, difusão através da bicamada ou por absorção autopromovida. Esta última ocorre no 

LPS em locais carregados negativamente (fosfato e/ou grupos carboxilo) que se ligam 

fortemente a catiões bivalentes como o Mg2+ e o Ca2+. A associação não-covalente entre o LPS 

e estes catiões é uma componente essencial da integridade da membrana externa. Há alguns 

antibióticos que parecem entrar desta forma, nomeadamente antibióticos policatiónicos [155]. 

As porinas são uma via de entrada para pequenos antibióticos hidrofílicos como os β-

lactâmicos, as tetraciclinas e as fluoroquinolonas. Assim, verifica-se que qualquer modificação 

que resulte na perda ou na mudança funcional das porinas e, consequentemente, na diminuição 

da sua capacidade de transportar estas moléculas para o interior da célula, pode originar 

resistência. Esta situação foi já reportada para uma variedade de microrganismos como 

Escherichia coli, Psedomonas aeruginosa, Neisseria gonorrhoeae, Enterobacter aerogenes e 

Klebsiella pneumoniae [166]. 

 

 
Figura 11.Mecanismo de resistência de alteração da permeabilidade da membrana. 
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4.  O Exemplo de Staphylococcus aureus Meticilina Resistentes 
 

 

4.1 Características Gerais  
 

Staphylococcus aureus (S. aureus) foi descrito pela primeira vez numa série de observações 

clínicas e experiências laboratoriais publicadas entre 1880 e 1882 por Ogston [167]. Esta 

identificação teve por base a observação de fluídos purulentos de abcessos e foi seguida pelo 

isolamento formal de S. aureus por Rosenbach [168]. 

Os S. aureus são bactérias Gram-positivas não móveis e que apresentam forma de cocos. 

São aeróbios facultativos e podem crescer a temperaturas entre 15 e 45 ºC e a concentrações de 

cloreto de sódio que podem chegar aos 15%. Uma característica que as permite distinguir de 

outras espécies de Staphylococcus é o facto de serem coagulase positivas [169].  

 

 

4.2 Patogenicidade 
 

 S. aureus é reconhecido como um patógeno importante das doenças humanas [170]. É um 

microrganismo comensal responsável por colonizar as fossas nasais (reservatório primário), as 

axilas, vagina, faringe e superfícies da pele com lesões. Assim, existe risco de infeção quando 

há uma rutura das barreiras cutâneas ou mucosas o que permite o acesso da bactéria aos tecidos 

e à corrente sanguínea e permite que este atue como um patógeno humano oportunista [171]. 

Pessoas com instrumentos médicos invasivos (como cateteres) e com o sistema imunitário 

comprometido são vulneráveis a infeções por S. aureus [167]. 

 

4.2.1 Staphyloccocus aureus Meticilina Resistentes 

 

A descoberta pioneira da penicilina que deu início à era dos antibióticos, trouxe algum alívio 

para o aumento de casos de infeções devidas a S. aureus que se verificava naquela altura. No 

entanto, pouco após a introdução da penicilina no mercado, nos anos 1940, o seu uso levou à 

seleção de S. aureus com fenótipo de resistência para os antibióticos β-lactâmicos. Esta 

resistência, mediada pela produção de uma β-lactamase bacteriana, teve uma proliferação na 

comunidade [172]. 

Em 1950, mais de 50% dos isolados de S. aureus apresentavam resistência à penicilina. 

Assim, em 1959, foi introduzido um novo antibiótico semissintético derivado da penicilina - a 

meticilina - mas, pouco tempo depois surgiram relatos de estirpes de S. aureus que adquiriram 

resistência a este novo antibiótico e às quais se deu o nome de Staphylococcus aureus meticilina 

resistentes (MRSA) [173]. 

As estirpes MRSA adquiriram resistência pela incorporação do gene mecA. Este gene 

codifica para uma proteína de ligação à penicilina específica, a PBP2a, que apresenta baixa 

afinidade para a maioria das penicilinas. Ao contrário da resistência mediada por uma β-
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lactamase, o gene mecA confere resistência de largo espetro que impede a ação de todos os 

antibióticos pertencentes à classe dos β-lactâmicos [174]. 

O gene mecA localiza-se num elemento móvel genético, a cassete cromossomal mec 

(SCCmec), teorizando-se que foi adquirida por transferência horizontal a partir de outra espécie 

de Staphyloccocus [175]. A resistência dos MRSA aos β-lactâmicos é devida, principalmente, 

ao gene mecA, no entanto, existe a expressão de outros genes e de fatores auxiliares da 

biossíntese do peptidoglicano que também apresentam um papel importante para a existência 

do fenótipo MRSA [176].  

Dez anos após a descrição das estirpes MRSA, estas foram identificadas como responsáveis 

por surtos hospitalares em várias partes do mundo, passando a ser referidas como MRSA 

associadas aos cuidados de saúde (HA-MRSA). No entanto, observou-se uma mudança na 

epidemiologia das MRSA quando se identificaram clones MRSA causadores de infeções em 

indivíduos saudáveis da comunidade e sem qualquer contacto com o meio hospitalar. Estas são 

referidas como MRSA associadas à comunidade (CA-MRSA). Por volta dos anos 2000, as 

MRSA foram também observadas associadas à pecuária (LA-MRSA) [177]. 

As estirpes MRSA podem causar uma variedade de infeções como: infeções da pele e tecidos 

moles, pneumonia, infeções osteoarticulares, síndrome do choque tóxico e bacterémia que se 

pode complicar em endocardite ou sépsis [167]. 

 

4.2.2 Epidemiologia  

 

A distribuição geográfica do fenótipo MRSA é global e apresenta uma prevalência variável. 

Existe maior prevalência em zonas da América (como a Argentina e os Estados Unidos) e da 

Ásia (como Coreia do Sul e a Índia), e menor prevalência na região da Escandinávia [178]. 

 

 

4.3 Fatores de Virulência 
 

S. aureus expressa uma gama variada de fatores de virulência, incluindo toxinas, fatores 

superficiais e enzimas que têm como principal objetivo promover a invasão dos tecidos e a 

defesa do sistema imunitário do hospedeiro [172].  

A maioria dos genes que conferem virulência estão associados a elemento genéticos móveis, 

pelo que a sua combinação difere entre clones e até mesmo entre estirpes relacionadas [177]. 

 

4.3.1 Início da Infeção  

 

As proteínas de superfície características de S. aureus, como as proteínas de ligação à 

fibronectina A e B (FnBPA e FnBPB), fatores de aglutinação A e B (ClfA e ClfB) e a adesina 

de ligação ao colagénio (Cna), ligam-se às proteínas da matriz extracelular promovendo a 

ligação das bactérias ao tecido e aí a sua multiplicação [179]. 

A capacidade que S. aureus tem de aderir e criar biofilmes em materiais artificiais como 

plásticos e metais torna este microrganismo uma causa frequente de infeções associadas ao uso 

de cateteres ou de pneumonias associadas a ventiladores em contexto hospitalar. Os biofilmes 
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são comunidades organizadas e funcionais de células microbianas que estão aderidas a uma 

superfície, biótica ou abiótica, e que estão envolvidas por uma matriz extracelular 

autoproduzida. Esta matriz funciona como uma barreira entre as células e os componentes 

extracelulares, protegendo as células do ataque do sistema imunitário do hospedeiro e da ação 

de alguns antibióticos, pelo que beneficia a colonização, propagação e infeção por S. aureus 

[180]. 

 

4.3.2 Formação do Abcesso 

 

As coagulases de S. aureus causam a formação de uma pseudo cápsula de fibrina que envolve 

a bactéria e leucócitos polimorfonucleares infiltrados e que previne o influxo de mais leucócitos 

[181]. 

As bactérias que são fagocitadas pelos leucócitos podem sobreviver através da atuação de 

mecanismos de eliminação dos leucócitos ou de toxinas. Muitos clones de MRSA associados à 

comunidade produzem uma série de componentes, como um péptido formador de poros, toxinas 

e leucocidinas, que atuam especificamente contra a membrana dos leucócitos do hospedeiro 

levando à formação de poros e consequentemente morte celular [182]. 

A resposta inflamatória induzida pelos leucócitos é aumentada por toxinas libertadas por S. 

aureus. Estas ligam-se ao complexo de histocompatibilidade classe II ativando células T que 

vão causar uma hiperinflamação [177]. 

 

4.3.3 Infeção Sistémica 

 

Os abcessos podem-se romper e libertar pus e bactérias, quer para a superfície da pele 

promovendo a transmissão do patógeno, quer para o sangue e causar bacterémia.  

S. aureus tem a capacidade de aderir às superfícies endoteliais e plaquetas, o que pode levar 

a endocardite, promover a formação de abcessos metásticos ou induzir a entrada de bactérias 

nas células endoteliais tornando os microrganismos difíceis de ser alcançados pelo sistema 

imunológico do hospedeiro ou antibióticos [177]. 
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5.  Impacto das Ações Humanas no Desenvolvimento e na      

Propagação de Resistência 
 

 

5.1 Uso Inadequado de Antibióticos 

 

5.1.1 Falta de Conhecimento por Parte da Comunidade 

 

O conhecimento (ou falta dele) e as crenças da comunidade perante os antibióticos e a 

resistência a antimicrobianos são determinantes para o uso incorreto de antibióticos. Muitas 

vezes, as pessoas apresentam conceções erradas ou falta de compreensão acerca da resistência 

aos antibióticos, chegando alguns mesmo a acreditar que, individualmente, não contribuem para 

o aparecimento de resistência ou que são os humanos, ao invés das bactérias, que se tornam 

resistentes. Outros acreditam que não contribuem para o desenvolvimento de resistência e 

atribuem esse problema às ações de outros, chegando mesmo a crer que apresentam baixo risco 

de serem atingidos por este problema [183,184]. 

Existe assim, uma necessidade enorme de aumentar a conscientização sobre o uso de 

antibióticos e a resistência entre a população mundial. Por exemplo, de acordo com o 

Eurobarómetro de 2018, cerca de 48% dos europeus acha que os antibióticos atuam contra vírus 

e 28% que são eficazes contra constipações. Também, apenas 33% dos europeus admitiu 

receber informação sobre o uso correto de antibióticos, sendo esta dada principalmente por 

médicos. No entanto, destes, cerca de 70% admite que essa informação não alterou a sua visão 

relativamente ao uso de antibióticos [185]. 

 

5.1.2 Automedicação 

 

O acesso aos antibióticos sem apresentação da prescrição médica potencia o uso irracional 

de antibióticos uma vez que está associado à falta de um diagnóstico apropriado e correto 

levando assim ao desenvolvimento e propagação da resistência aos antibióticos. Também a 

obtenção de antibióticos através da internet ou por compras noutros países contribui para a 

automedicação pelo utente [186]. De acordo com o Eurobarómetro de 2018, cerca de 93% dos 

europeus obtiveram antibióticos a partir de um médico e apenas 7% os obtiveram sem 

prescrição médica [185]. 

Outro caso que contribui para este problema ocorre quando o utente não adere à terapia ou 

quando a quantidade prescrita excede a duração do tratamento e existe a sobra de antibióticos, 

possibilitando que estes sejam usados uma segunda vez num ato de automedicação [187].  

Mesmo assim deve-se tentar reduzir estes números ao máximo uma vez que a 

automedicação, o uso de antibióticos sem que haja um guia prévio da terapia, está na base, não 

só do uso de dosagens incorretas ou desnecessárias de antibióticos, mas também de um 

tratamento prolongado ou repetido com antibióticos. Estes fatores promovem a seleção e 

emergência de bactérias resistentes numa microbiota bacteriana normal [186]. 
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5.1.3 Atitude dos Prestadores de Cuidados de Saúde 

 

O prescritor tem o poder de decisão no que diz respeito ao uso de antibióticos e à seleção 

dos mesmos. Assim, os seus conhecimentos, atitudes e a maneira como encaram o uso de 

antibióticos e a resistência a estes tem influência na decisão e qualidade da prescrição. 

A análise de vários estudos quantitativos realizados sobre a prescrição de antibióticos 

permitiu listar uma série de fatores que podem ter influência na prescrição por parte do médico 

como: fatores sociodemográficos (género, especialidade médica, experiência clínica, anos de 

prática, educação e formação), algumas atitudes por parte clínico (complacência para com o 

utente, receio de futuras complicações ou de perder o utente, ignorância, indiferença, 

responsabilidade, entre outras), fatores relacionados com o utente (idade, existência de outras 

condições clínicas, sinais, sintomas, fatores económicos, desejo por um tratamento rápido, entre 

outros), fatores relacionados com o sistema de saúde, entre outros [188]. 

Um estudo em Espanha mostrou que uma atitude complacente para com os utentes, o receio 

do aparecimento de complicações como consequência das infeções e falta de conhecimento 

sobre a resistência aos antibióticos são os fatores que mais têm influência na prescrição de 

antibióticos. Verificou-se que este receio está relacionado com uma tendência para a prescrição 

de antibióticos de largo espetro e para casos para os quais estes não são indicados. A 

complacência está associada com as prescrições, na medida em que o clínico tenta alcançar as 

expectativas do utente com a prescrição de antibióticos, tentando assim manter uma boa relação 

com o mesmo [189]. 

Foi também demonstrado numa revisão sistemática do conhecimento e crenças dos clínicos, 

que estes acreditam e reconhecem que a resistência aos antibióticos é um problema real e sério, 

consequência do uso de antibióticos, mas que não atinge o seu universo. Havia muito mais 

clínicos que acreditavam que o problema era a nível nacional ou global do que ao nível da sua 

prática clínica [190].  

 

5.1.4 Falta de Formação dos Prestadores de Cuidados de Saúde 

 

A falta de treino no que diz respeito à prescrição de antibióticos durante a educação e até 

mesmo durante o início da profissão pode contribuir para a sua prescrição inadequada. Uma 

boa prescrição de antibióticos ajuda a reduzir o desenvolvimento de resistência aos antibióticos 

e custos de saúde bem como taxas de mortalidade. A Organização Mundial de Saúde também 

reforçou que um bom treino de prescrição durante os anos de estudo promove a prescrição e o 

uso correto de antibióticos [191]. 

Um inquérito de 2018 sobre a autoavaliação que os estudantes de medicina de 29 países 

europeus realizaram no que diz respeito à prescrição de antibióticos indicou que, em média, 

66,1% mostram a necessidade de mais educação sobre o uso de antibióticos. Notou-se também 

uma correlação entre o sentimento de maior preparação e educação neste tópico com taxas mais 

elevadas de bactérias não suscetíveis a antibióticos [192]. 

Um estudo que teve como objetivo avaliar a capacidade de prescrição de antibióticos por 

alunos europeus do último ano de medicina, mostrou que, de forma geral, 52,7% das terapias 

apresentadas foram consideradas apropriadas, mas que no que diz respeito a duas doenças 
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infeciosas comuns (bronquite aguda e pneumonia adquirida na comunidade) quase metade 

(47%) das terapias prescritas foram consideradas inapropriadas, das quais 49% se consideraram 

como potencialmente prejudiciais para o utente. Estes resultados sugerem uma carência na 

educação acerca do uso e prescrição de antibióticos que pode ter consequências ao nível do 

desenvolvimento de resistência [191]. 

 

5.1.5 Influência da Indústria Farmacêutica 

 

Estima-se que as companhias farmacêuticas gastem à volta de 57,5 mil milhões de dólares 

em publicidade e divulgação só nos Estados Unidos, alegando que esta promoção fornece 

informação científica e educacional aos clínicos. No entanto, existe alguma evidência de que a 

divulgação farmacêutica pode ter influência no aumento das prescrições irracionais. Os 

representantes de vendas são treinados para persuadir e influenciar, pelo que a criação de 

relações com os médicos pode levar à influência na qualidade e quantidade das prescrições 

[193]. 

Uma revisão de vários estudos sobre este tópico publicada em 2010 mostrou que a exposição 

a informação proveniente das companhias farmacêuticas pode estar associada a uma maior 

frequência, mas menor qualidade da prescrição e a mais custos [193]. 

 

5.1.6 Falta de Diagnóstico Rápido e Suficiente ou Dados Sobre a 

Suscetibilidade aos Antibióticos 

 

A realização insuficiente e atempada de testes de diagnóstico para que rapidamente se 

identifique o microrganismo patogénico e o seu perfil de suscetibilidade, informação que guia 

a prescrição e reduz a necessidade de utilizar antibióticos de largo espetro, é um dos principais 

problemas por detrás da prescrição incorreta de antibióticos. A prática usual é a prescrição de 

um antibiótico de largo espetro que, depois de se obter a identificação da bactéria, pode ou não 

ser alterado para um de espetro mais estreito [194]. 

Nem sempre existem métodos de diagnóstico rápidos disponíveis ou então a sua 

disponibilidade não é uma certeza de uma prescrição adequada. Existe uma grande limitação 

destes testes na determinação de perfis de suscetibilidade completos uma vez que estes podem 

estar também dependentes e devem ser contextualizados de acordo com os guias de prescrição 

da região e da prevalência do patógeno [195].  

 

 

5.2 Sistemas de Tratamento de Águas Residuais 
 

Os sistemas de água residual são uma fonte de seleção de bactérias resistentes e da 

propagação de mecanismos de resistência devido à presença de antibióticos, metais pesados, 

bactérias resistentes e genes de resistência [196]. 

O descarte de resíduos contaminados com antibióticos e outros resíduos médicos 

provenientes de hospitais, por exemplo, facilita a contaminação do solo e da água do solo com 

resíduos de antibióticos. Aqueles antibióticos que não se degradam quando chegam ao ambiente 
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acumulam-se, podendo, mais tarde, detetar-se altas concentrações em amostras de água e 

sedimentos [197], tal como aconteceu no rio Liuxi na China [198]. Foi também mostrado, no 

Canadá, a presença abundante de genes de resistência a antibióticos em sistemas de tratamento 

de água para consumo e nos sistemas de distribuição. Verificou-se, inclusive, que a água obtida 

da torneira das áreas residenciais abastecidas continha genes de resistência contra classes de 

antibióticos considerados clinicamente importantes [199].  

O mau tratamento do esgoto também facilita a propagação e disseminação de genes de 

resistência e bactérias resistentes [200]. 

Este é um problema que deve ser tido em consideração quando se pensa em diminuir as taxas 

de bactérias resistentes e a sua propagação uma vez que mesmo baixas concentrações de 

antibióticos são suficientes para criar seletividade para bactérias altamente resistentes [201]. 

 

 

5.3 Indústria de Produção de Antibióticos  
 

A indústria de produção de antibióticos é responsável pelo despejo de concentrações 

significativas de antibióticos para o ambiente, poluindo tanto a água como o solo e o ar  

[200,202].  

Na Índia, por exemplo, existem aproximadamente 100 fábricas de produção farmacêutica 

que estão todas ligadas a um único sistema de tratamento de águas residuais. Foi reportado em 

2009 que efluentes dessa estação de tratamento alcançaram não só águas superficiais próximas, 

como lagos, bem como o solo e depósitos de água potável (como poços) e foram documentados 

valores de antibióticos que excediam as concentrações terapêuticas no plasma [203]. 

As altas concentrações de antibióticos criam um ambiente favorável à transferência de genes 

de resistência entre diferentes espécies, contribuindo para a sua propagação. É também de notar 

que já foi detetado um alto número de bactérias multirresistentes em sistemas de tratamento, 

estas incluem bactérias do ambiente, bactérias patogénicas para o humano e até bactérias 

comensais [204,205]. 

 

 

5.4 Resíduos Humanos e Animais 
 

A administração de antibióticos a humanos ou animais resulta na sua excreção pela urina ou 

fezes o que resulta na contaminação do ambiente [206]. Também a comida dos animais contém 

alguns antibióticos que se podem infiltrar diretamente no solo ou serem excretados para o solo 

depois de serem consumidos [207].  

Os resíduos animais e fertilizantes também podem ser uma fonte de genes de resistência e 

bactérias que infiltram o solo e a água do solo [207]. Um estudo na Holanda, revelou que mais 

de 30% das fezes de suínos e bovinos analisadas apresentavam resíduos de, pelo menos, um 

antibiótico [208]. 
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5.5 Bactérias comensais 
 

As bactérias comensais contribuem para o reservatório de genes de resistência presente no 

seu habitat, existindo até estudos que evidenciam a transferência de genes de resistência aos 

antibióticos entre bactérias comensais e bactérias patogénicas no intestino humano [209]. 

A E. coli fecal (uma bactéria comensal) tem servido como um indicador da transmissão de 

genes de resistência aos antibióticos entre patógenos na comunidade [210].  

Num estudo realizado com crianças saudáveis da Bolívia e do Peru, em que foram testadas 

amostras de fezes, detetou-se a presença de genes de resistência aos antibióticos em E. coli 

comensal [211]. Foram também isoladas estirpes E. coli resistentes a antibióticos da microbiota 

fecal de recém-nascidos (com menos de um mês de idade) e que não tinham historial de terapia 

com antibióticos [212].  

Estes exemplos realçam os riscos que as bactérias comensais portadoras deste tipo de genes 

de resistência podem ter na transmissão de resistência e na sua velocidade de propagação 

[211,212]. 
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6.  Impacto da Resistência dos Antibióticos na Vida Humana 
 

A emergência e propagação de patógenos resistentes à terapia e de novos mecanismos de 

resistência continua a ameaçar a capacidade de tratar infeções comuns.  

Em 2019 a Organização Mundial de Saúde identificou 32 antibióticos que se encontravam 

em desenvolvimento e que permitiam combater a lista de patógenos prioritários, no entanto 

destes apenas 6 foram considerados inovadores. Isto mostra que os antibióticos se estão a tornar 

cada vez menos eficientes e que existe uma urgência para a introdução de novos antibióticos 

[152]. 

Para além de ter consequências graves no tratamento de infeções, a resistência aos 

antibióticos também apresenta consequências económicas relacionadas com estadias 

prolongadas nos hospitais e a necessidade de cuidados de saúde mais caros e intensivos [152]. 

Os impactos clínicos e económicos da resistência aos antibióticos têm uma relação próxima.  

 

 

6.1 Impacto Clínico e Económico 

 

Uma análise publicada em 2019 estimou que, durante esse ano, existiram 4,95 milhões de 

mortes devidas a doenças nas quais a resistência aos antimicrobianos teve um papel importante. 

Deste total de casos, cerca de 1,27 milhões são inteiramente atribuídos a resistência, o que quer 

dizer que a resistência aos antimicrobianos foi causa de um maior número de mortes do que 

doenças como a SIDA ou a malária. [213]. 

Uma revisão da resistência aos antimicrobianos publicada em 2016 estima que, se não 

houver mudanças no sentido de melhorar este problema, a resistência pode ter um custo de até 

10 milhões de vidas cada ano até 2050 [214]. 

À medida que os antibióticos disponíveis se tornam menos eficazes, aumentam os riscos 

associados a muitos dos tratamentos que destes estão dependentes. Este problema vai pôr em 

causa, por exemplo, a viabilidade de quimioterapias, transplantações de órgãos e cirurgias 

invasivas. Os doentes entubados já são alvo de altas taxas de infeções causadas por 

microrganismos, incluindo aqueles resistentes à terapia, pelo que, este risco de infeção apenas 

vai aumentar no futuro se as opções de tratamento para estes casos esgotarem [214]. 

O tratamento de doentes com terapêuticas que podem não ser eficientes tende a resultar em 

internamentos mais longos que podem até passar pela unidade de cuidados intensivos ou camas 

de isolamento. Também a ocorrência de surtos hospitalares por bactérias resistentes pode levar 

ao fecho de parte do hospital. Todas estas situações de tratamentos intensivos e aumento da 

procura de recursos estão associadas a elevados custos, impacto monetário direto da resistência 

aos antibióticos nos cuidados de saúde, e que se prevê poder chegar a valores entre 300 mil 

milhões e 1 bilião de dólares anualmente até 2050 [215]. 

Globalmente existe uma disparidade substancial no padrão da resistência aos antibióticos, 

na medida que diferentes países experienciam diferentes tipos de obstáculos. Esta variação está 

relacionada com as diferenças no uso de antibióticos, sendo que um uso impróprio e excessivo 

contribui para o desenvolvimento de resistência [216]. Assim, pensa-se que o custo total da 
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resistência aos antibióticos no globo seja extremamente elevado, mas com diferenças entre cada 

país. 

O World Bank indica que a resistência aos antibióticos tem a capacidade de elevar a taxa de 

pobreza e ter um maior impacto nos países em desenvolvimento do que no resto do mundo, 

aumentando as diferenças entre os países em desenvolvimento e os países desenvolvidos. Para 

além disso, a resistência aos antibióticos tem uma grande influência no trabalho laboral devido 

à falta de produtividade causada pela doença ou pela morte prematura. Existe não só uma 

diminuição da classe trabalhadora, mas também uma diminuição da qualidade do capital 

humano do país [215].  

De acordo com um estudo onde foi criado um modelo teórico com o objetivo de estimar os 

impactos económicos da resistência aos antimicrobianos na mão de obra no futuro, se não 

existir nenhuma alteração no padrão de resistência nos próximos dez anos, então a idade da 

população trabalhadora vai diminuir em dois anos, sendo esta uma mudança que vai ser mais 

pronunciada na Eurásia. [215]  

O relatório do World Bank publicado em 2017 também refere que o produto interno bruto 

anual global poderá diminuir entre 1,1% a 3,8% como consequência da resistência aos 

antimicrobianos [217]. A verdade é que se não existir alteração das tendências da resistência 

aos antimicrobianos então a perda global pode ser de 28 mil milhões de dólares em dez anos. 

De acordo com este modelo, os países pertencentes à União Europeia e à Organização para a 

Cooperação e Desenvolvimento Económicos (OCDE) são aqueles previstos para perder mais a 

nível económico [215].  

As trocas globais também vão ser severamente afetadas se este problema persistir. O 

relatório do World Bank mostra que as exportações globais podem sofrer um decréscimo 

significativo (entre 1,1% a 3,8%) até 2050, sendo isto uma consequência dos efeitos, já 

referidos, da resistência aos antimicrobianos na população laboral [215,217]. 

É de referir que a resistência aos antibióticos também tem impactos ao nível do setor da 

pecuária. Estes efeitos serão principalmente devido ao aumento das mortalidade e morbilidade 

dos animais, consequência de infeções devidas a microrganismos resistentes e aos quais as 

opções de terapia são ineficazes. Os impactos vão ser principalmente a diminuição da produção 

e troca de animais o que resulta no aumento dos preços das proteínas de origem animal [215]. 

 

 

6.2 Estratégias para Melhorar o Problema da Resistência aos 

Antibióticos  
 

Ao longo dos anos têm existido esforços não só para melhorar a atividade de antibióticos já 

disponíveis, mas também para a descoberta de novos agentes que possam auxiliar na diminuição 

do desenvolvimento da resistência. No entanto, a descoberta de novos antibióticos tem sido 

deficiente nos últimos anos pelo que se tem verificado uma emergência de bactérias resistentes 

a antibióticos incluindo os antibióticos de última linha [216]. 

 

Grande parte das soluções que podem ser apresentadas para melhorar esta situação estão nas 

mãos dos políticos e respetivos governos. Estas decisões devem ter em conta a situação de 
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outros países e ser tomadas de maneira coordenada e a nível internacional, uma vez que este é 

um problema que não consegue ser resolvido por um único país. 

As mudanças têm de existir principalmente ao nível da toma e prescrição de antibióticos de 

maneira a se poder preservar aqueles que já existem e diminuir a necessidade de descobrir novos 

antibióticos. Para além dos governos, também os principais setores responsáveis pelo consumo 

de antibióticos, como os sistemas de saúde, a indústria farmacêutica e a indústria da pecuária e 

agricultura, devem assumir a responsabilidade [214]. 

 

Algumas das medidas (recomendadas) que devem ser tomadas para combater a resistência 

aos antibióticos relacionam-se com a criação de campanhas globais de consciencialização 

pública. Por exemplo, sensibilizar a população para a melhoria da higiene como prevenção da 

propagação da infeção, redução do uso desnecessário de antibióticos na agricultura para 

prevenção da sua disseminação para o ambiente, melhorar a supervisão e o registo dos padrões 

de resistência e de consumo de antibióticos tanto nos humanos como nos animais, promover 

diagnósticos rápidos que previnam o uso desnecessário de antibióticos, promover o 

desenvolvimento e uso de vacinas e outras terapias alternativas, melhorar o financiamento e o 

reconhecimento dos trabalhadores da área das doenças infeciosas e, por fim, incentivar o 

financiamento para o desenvolvimento de novas terapias e a melhoria daquelas já existentes 

[214]. 
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7.  A Resistência aos Antibióticos e a Pandemia 
 

No pico da pandemia do COVID-19, os sistemas de saúde da maior parte do globo 

encontravam-se esgotados, esta situação levou a que fosse necessário colocar de parte outros 

problemas de saúde pública [218]. Por exemplo, existiu a interrupção de alguns tratamentos, 

como tuberculose, o que pode ser um potenciador da seleção para a resistência [219]. 

Muitos dos problemas que foram ignorados durante a pandemia vão ser exacerbados nos 

anos que se seguem e podem ter consequências ainda mais graves do que aquelas que se 

verificavam na era pré COVID-19 [218]. Segundo o Centro para o Controlo e Prevenção de 

Doenças (CDC) a pandemia do COVID-19 teve impacto em principalmente quatro ações de 

combate à resistência aos antibióticos: recolha de dados estatísticos, prevenção de infeções, 

controlo do uso de antibióticos e investimento na terapêutica [220].  

 

 

7.1 Impacto na Recolha de Dados Estatísticos de Resistência aos 

Antibióticos 
 

 A recolha deste tipo de dados diminuiu bastante durante a pandemia COVID-19 devido às 

mudanças ocorridas no que diz respeito ao tratamento e testagem de doentes com este tipo de 

infeções e ao nível da disponibilidade das instituições de saúde para receber estes utentes [220]. 

 

 

7.2 Impacto na Prevenção de Infeções  
 

A pandemia COVID-19 enfraqueceu algumas práticas relacionadas com a prevenção e 

controlo de infeções. Para além disso, durante a pandemia existiu um maior número de doentes 

a necessitar o uso de cateteres e ventiladores, fatores de risco para a propagação de infeções 

nosocomiais, que associadas a desafios encontrados ao nível da falta de material de laboratório, 

falta de pessoal técnico e às estadias mais longas dos doentes nos hospitais, apresentam um 

impacto negativo e dificultam a prevenção, propagação e cura destas infeções [220]. 

 

 

7.3 Impacto no Uso de Antibióticos  
 

Durante a pandemia COVID-19 a prescrição de antibióticos a doentes com COVID-19 

passou a ser comum. Esta situação foi verificada principalmente em doentes hospitalizados 

onde se verificou que, entre março e outubro de 2020, aproximadamente 80% dos doentes 

hospitalizados com COVID-19 foram medicados com antibióticos [220]. Este é o reflexo da 

dificuldade inicial de diagnóstico da COVID-19 uma vez que esta é uma patologia que 

apresenta sintomas semelhantes à pneumonia bacteriana e que não apresenta terapia antiviral 

com eficácia confirmada, pelo que existiu a necessidade por parte dos prestadores de cuidados 
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de saúde de adotar estratégias empíricas para o tratamento de doentes com COVID-19, 

especialmente aqueles em estado crítico [218]. 

No caso de utentes externos, os valores do uso de antibióticos diminuíram em 2020 quando 

comparados com os valores de 2019, provavelmente devido à diminuição do foco do sistema 

de saúde por utentes não infetados com COVID-19 e também devido à diminuição do contágio 

de outro tipo de doenças respiratórias que podem ser confundidas com infeções bacterianas e 

assim levar à prescrição desnecessária de antibióticos. 

Apesar de se ter verificado uma redução global do uso de antibióticos, entre 2020 e dezembro 

de 2021, existiu um aumento de alguns antibióticos específicos como a azitromicina e a 

ceftriaxona [220]. 

 

 

7.4 Investimento na Terapia 
 

A pandemia COVID-19 realçou a importância de existir um fim à propagação dos 

microrganismos e mostrou-nos que o tratamento após a infeção não é nem deve ser tomado 

como a única solução para o combate de infeções.  

Esta é uma lição que deve ser aplicada ao nível da terapia de infeções provocadas por 

microrganismos resistentes devendo existir um maior investimento não só ao nível do 

desenvolvimento de novos antimicrobianos, mas também de novas vacinas que serão usadas 

principalmente como uma medida preventiva [220].  

 

 

7.5 Coinfeções e Infeções Secundárias 
 

As coinfeções bacterianas, ou seja, infeções que estão presentes no momento que o utente é 

admitido no hospital, são uma complicação frequente de infeções virais do trato respiratório 

[221]. Durante a pandemia do vírus influenza H1N1 em 2009, foi reportado que cerca de 18 a 

30% dos utentes a necessitar de admissão na unidade de cuidados intensivos apresentavam uma 

coinfeção bacteriana. No caso de outras infeções causadas por outros coronavírus esta 

prevalência não se encontra bem definida, no entanto, estima-se que 11% dos utentes com 

SARS-CoV-1 apresentem coinfeção com predominância para infeções secundárias [221]. 

As admissões hospitalares aumentam o risco de infeções nosocomiais e a transmissão de 

microrganismos multirresistentes o que, consequentemente, resulta no aumento do uso de 

antimicrobianos [219]. Isto é comprovado por um estudo realizado nas unidades de cuidados 

intensivos de 88 países nas quais se verificou que, apesar de apenas 54% dos doentes 

apresentarem suspeita ou confirmação de coinfeção bacteriana, 70% destes receberam, pelo 

menos, um antibiótico como tratamento ou como profilaxia antimicrobiana [222].  

A existência de factos que comprovam a importância das coinfeções bacterianas em doentes 

com infeções virais e a dificuldade em excluir uma coinfeção bacteriana ou de identificar os 

sintomas como sendo devido à COVID-19 são fatores que podem ter tido um papel importante 

durante a primeira fase da pandemia, principalmente ao nível das prescrições de antibióticos 

[218,223]. Uma revisão de diversos estudos publicados identificou que dos 72% dos doentes 
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hospitalizados com COVID-19 que receberam antibióticos, apenas 8% necessitavam 

efetivamente do mesmo [224].  
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8.  O Futuro dos Antibióticos 
 

Como já foi referido nos capítulos anteriores, o futuro da medicina está dependente da 

existência de antibióticos eficazes contra os diversos tipos de patógenos, incluindo aqueles que 

possuam algum tipo de resistência [225]. 

Entre 1930 e 1962, foram produzidas mais de vinte novas classes de antibióticos [131]. No 

entanto, desde então, e apesar de se continuar a procurar e a desenvolver novas terapias que 

combatam a resistência, a verdade é que a descoberta de novos antibióticos continua sem 

conseguir acompanhar as taxas de resistência [225]. A diminuição da introdução de novos 

antibióticos e a emergência da resistência aos antibióticos em conjunto com a pandemia da 

COVID-19 alertam-nos para a urgência existente na criação de planos de ação e alternativas 

terapêuticas que resultem no melhor tratamento das doenças infeciosas [226]. 

Naturalmente, e como já mencionado, o futuro da terapia antimicrobiana não está apenas 

dependente da introdução de novas formas de terapia, sendo também determinado pela melhoria 

na testagem e análise de dados relativos à suscetibilidade bacteriana, na melhoria dos sistemas 

de administração de medicamentos, na redução dos efeitos secundários das diferentes terapias 

e da consciencialização do papel dos prescritores e dos prescritos de antibióticos em “guardar” 

os antibióticos para as gerações futuras [129]. 

A realidade é que os antibióticos são uma categoria de medicamentos especial por ser a única 

que demonstra perda de eficácia ao longo do tempo [227]. Assim, deve-se tomar medidas com 

o intuito de manter a eficácia dos antibióticos atualmente utilizados na prática clínica e investir 

na descoberta de outros novos, contribuindo assim para a luta global contra a resistência. No 

entanto, e apesar de esta não ser a única solução para esta pandemia silenciosa, é necessário 

mudar o rumo da descoberta e procurar terapias inovadoras [226]. 

São poucas as novas classes de antibióticos que foram descobertas desde 1960 e são 

limitados os novos agentes que estão atualmente em desenvolvimento [228]. No entanto, nos 

últimos anos, o futuro da descoberta dos antibióticos tem-se mostrado promissor com a 

utilização de técnicas genéticas que auxiliam a descoberta de novos compostos naturais que 

apresentam bioatividade diversa [126]. Para além dos antibióticos tradicionais, tem-se também 

apostado em alternativas terapêuticas que incluem, por exemplo: bacteriófagos, compostos 

antivirulentos, probióticos, vacinas, estimulação do sistema imunitário, péptidos 

antimicrobianos, terapias anti biofilme, anticorpos, entre outros [229].   

 

 

8.1 Bacteriófagos  
 

Os bacteriófagos são vírus que infetam bactérias através do reconhecimento de recetores 

específicos que existem na superfície da célula. Durante o seu ciclo de vida os bacteriófagos 

apoderam-se da maquinaria celular da bactéria infetada e usam-na para se replicar o que, no 

momento da libertação das novas unidades de vírus, acaba por causar a lise da célula bacteriana 

infetada [230]. 
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Os bacteriófagos são microrganismos biologicamente diversos e abundantes o que os torna, 

não só, numa fonte de terapia antibacteriana, mas também, possíveis descontaminantes, 

controlos de infeção, detenção e diagnóstico [231]. 

A terapia fágica, como também é denominada, apresenta inúmeras vantagens em relação à 

terapia antibiótica, por exemplo: atua em infeções causadas por patógenos multirresistentes e é 

eficaz tanto contra bactérias Gram-positivas como Gram-negativas; apresenta uma 

especificidade elevada para a bactéria que infeta pelo que tem pouco efeito na microflora 

normal e é relativamente livre de efeitos secundários; os bacteriófagos são fáceis de isolar e 

selecionar o que reduz os seus custos; podem codificar enzimas que degradam biofilmes e assim 

permitir o acesso de outros antimicrobianos; é uma terapia relativamente segura e com baixa 

imunogenicidade; pode ser combinada em cocktails fágicos, o que permite alcançar uma maior 

diversidade de patógenos [232,233]. 

Um estudo investigou o efeito terapêutico dos fagos no tratamento de infeções pulmonares 

causadas por isolados de Acinetobacter baumannii multirresistentes em ratos. Foram isolados 

cerca de trinta bacteriófagos dos quais quatro foram descritos: SH-Ab 15599, SH-Ab 15708, 

SH-Ab 15497 e SH-Ab 15519. O cocktail dos quatro bacteriófagos mostrou-se efetivo contra 

88% dos isolados de A. Baumanni e para o bacteriófago SH-Ab 15519 foi determinada uma 

enzima como a causa da degradação exopolisacaridea bacteriana, caracterizada por absorção 

rápida e estabilidade elevada para intervalos de pH e temperatura largos [234]. 

Num outro estudo realizado em humanos adultos com infeções do trato urinário complicadas 

verificou-se, após terapia fágica, a normalização da urina e um perfil de segurança do 

tratamento favorável [235]. 

Foi também demonstrado num estudo que, um cocktail de bacteriófagos foi capaz de reduzir 

significativamente os níveis de uma estirpe de E. coli enterohemorrágica em ratos infetados. 

Verificou-se também que a eficácia da terapia fágica foi aproximada aquela observada na 

terapia com ampicilina e não deixou impactos na microbiota normal do intestino ao contrário 

do que se comprovou com o antibiótico. Outro aspeto examinado foi que a terapia fágica não 

teve consequências aparentes ao nível do peso dos ratos enquanto que para o antibiótico foi 

observado uma perda de peso bastante significativa [236]. 

Apesar de muitos estudos reportarem o potencial e a segurança do uso clínico dos 

bacteriófagos para o tratamento de infeções bacterianas estes apresentam algumas limitações e 

questões que devem ser respondidas. Algumas bactérias podem possuir resistência para os 

bacteriófagos [237], ou então os bacteriófagos podem ter o potencial de transferir genes de 

resistência ou virulência de umas bactérias para as outras [238]. A imunogenicidade dos 

bacteriófagos também é uma questão que deve ser avaliada uma vez que se forem reconhecidos 

pelo sistema imunitário como uma potencial ameaça podem ser removidos da circulação 

sanguínea resultando numa concentração menor que a aquela determinada para a sua eficácia 

[239].  

No final do ciclo celular dos bacteriófagos estes induzem a lise de um elevado número de 

células bacterianas in vivo, podendo este processo conduzir à libertação de endotoxinas e 

superantigénios de bactérias Gram-negativas. Esta libertação simultânea e considerável pode 

induzir a cascata de inflamação e consequentemente levar à falência de múltiplos órgãos [240]. 

Para além disso os bacteriófagos apresentam um espetro de alvos bacterianos relativamente 

limitado, pelo que, apesar de alguns bacteriófagos serem fáceis de obter para a maioria dos 
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patógenos (como E. coli, Salmonella, Campylobacteer, Pseudomonas aeruginosa e 

Staphylococcus aureus), para outras espécies têm-se mostrado difíceis de isolar (como 

Mycobacterium tuberculosis, Clostridium difficile) [240]. 

Ainda assim, a aplicação da terapia fágica é uma opção que deve ser considerada como 

alternativa aos antibióticos, especialmente no que diz respeito ao tratamento de infeções 

causadas por microrganismos resistentes, já que esta pode ser a única alternativa para estes 

utentes. 

 

 

8.2 Inibição da Virulência Bacteriana 
 

A virulência é caracterizada pela capacidade que um microrganismo apresenta para causar 

dano no hospedeiro e resulta de interações complexas entre o patógeno e o hospedeiro. Um 

fator de virulência é definido como o atributo genético que aumenta a possibilidade de o 

patógeno causar doença no hospedeiro [241]. Alguns exemplos de fatores de virulência incluem 

enzimas, toxinas, exopolisacaridos, sistemas de aquisição de metais, sistemas sinal, e estruturas 

da superfície celular como lipopolisacaridos, cápsulas e glico e lipoproteínas. Tendo isto em 

consideração e como resposta à atual resistência aos antibióticos iniciou-se o desenvolvimento 

de estratégias terapêuticas antivirulência [242]. 

Os sistemas de secreção das bactérias criam poros nas membranas celulares do hospedeiro 

permitindo assim a secreção de proteínas de virulência para o citosol, o que interfere com as 

funções normais da célula hospedeira e ajuda a persistência da bactéria [242,243].  

Estes sistemas apresentam estruturas, funções e síntese altamente conservadas entre 

diferentes estirpes da bactéria e, para além disso, as proteínas que os constituem estão situadas 

na superfície celular o que as torna acessíveis. Assim, inibidores destes sistemas podem 

apresentar a capacidade de atacar diferentes patógenos simultaneamente. Adicionalmente, 

como apenas bactérias patogénicas expressam este tipo de sistemas, a microbiota normal não 

patogénica não será afetada. Para além disso, como a inibição destes sistemas não influencia a 

sobrevivência da bactéria, acredita-se que a pressão seletiva para o desenvolvimento de 

resistência seja baixa [242]. 

Outra estratégia para combater a virulência é atacando os biofilmes. Os biofilmes conferem 

proteção às células que o constituem da ação tóxica dos antibióticos, raios UV, acidez, 

toxicidade metálica, ao sistema imunitário e fagócitos e são ainda um meio propício para a 

ocorrência de transferência horizontal de genes e mutações [244]. Assim, é importante 

desenvolver estratégias anti biofilme que minimizem ou erradiquem este tipo de infeções [245].  

Foi determinado que o óxido nítrico apresenta a capacidade de dispersar o biofilme formado 

por P. aeruginosa [246], no entanto, apresenta desafios clínicos ao nível da citotoxicidade, falta 

de especificidade para infeções provocadas por biofilmes e custo [247]. 

Durante a infeção bacteriana, o hospedeiro humano sequestra iões metálicos, como o ferro, 

para evitar que este seja adquirido pelos sideróforos dos patógenos [248], uma vez que é um 

metal fundamental ao processo celular por ser o cofator de diversas enzimas essenciais [249]. 

A produção de sideróforos como fatores de virulência é comum a várias bactérias como M. 

tuberculosis, B. anthracis, K. pneumoniae, S. aureus, P. aeruginosa e A. Baumanni [250].  
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A baulacimina A é um inibidor natural da síntese dos sideróforos produzido por 

Streptomyces tempisquencisis [250], tendo-se verificado este efeito em culturas líquidas de S. 

aureus e B. anthracis [251]. 

A adesão bacteriana é importante para a colonização de tecidos durante a infeção [252] mas 

está dependente das propriedades da superfície da célula bacteriana como os pilis de adesão, 

estruturas que medeiam as ligações entre células bacterianas e entre estas e o hospedeiro [253]. 

Estes são uma característica comum a vários patógenos bacterianos como E. coli, Salmonella, 

Yersinia, Haemophilus, Pseudomonas e Klebsiella [242].  

Um grupo de pilicidas foram avaliadas contra E. coli uropatogénica tendo-se verificado uma 

redução de aproximadamente 90% da aderência das células à bexiga e da formação de biofilme 

nos isolados laboratoriais e clínicos [254]. 

Apesar das terapias anti virulência serem uma alternativa promissora ao desenvolvimento de 

novos agentes antimicrobianos, ainda existem algumas questões que devem ser tidas em conta. 

O facto de os fatores de virulência serem específicos de certos patógenos e a sua expressão estar 

dependente de fatores como as condições do meio envolvente, do local da infeção ou do tempo 

da infeção são alguns dos desafios que devem ser avaliados e ultrapassados para que esta terapia 

chegue ao uso clínico [255].  

 

 

8.3 Anticorpos Antibacterianos 
 

Apesar deste tipo de terapia ser muito utilizado para o tratamento de patologias do foro 

oncológico e reumático, o seu potencial para o tratamento de doenças infeciosas ainda não foi 

totalmente examinado [256]. Prevê-se que este tipo de terapia seja eficiente no combate contra 

os diversos fatores de virulência bacterianos e na combinação de diferentes modos de ação 

[257]. 

Por exemplo, for verificado que anticorpos monoclonais contra a proteína A de S. aureus 

têm um efeito promissor no desenvolvimento de sépsis e peritonite em ratos [258]. 

Foi também verificada a ação protetora de anticorpos anti capsulares em infeções causadas 

por estirpes bastante virulentas e resistentes a carbapenemos de K. pneumoniae. Estes 

anticorpos mostraram-se eficazes na eliminação das bactérias através de processos extra e 

intracelulares e na prevenção da propagação da infeção dos pulmões para outros órgãos distais 

em ratos [259]. 

O potencial desta terapia mostra-se bastante encorajador, no entanto, é necessário mais 

trabalho e investimento para que estas descobertas científicas possam ser utilizadas 

clinicamente [126].  

 

 

8.4  Desafios e Perspetivas Futuras  
 

Os principais desafios encontrados na descoberta de novos antibióticos são principalmente 

financeiros que se complicam principalmente devido a obstáculos científicos e regulamentares 

[260,261]. Também a incerteza associada a este ramo científico resultou com que uma grande 
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parte das farmacêuticas tenha abandonado os seus programas de desenvolvimento de 

antibióticos [262], tendo-se verificado que, desde 1980, mais de 25 empresas farmacêuticas o 

fizeram e que atualmente muito poucas apresentam equipas de investigação dedicadas a esta 

área [263]. 

Este abandono por parte da indústria fez com que a pressão para a investigação e 

desenvolvimento de novas terapias caísse sobre grupos de investigação académicos e pequenas 

empresas que muitas vezes não têm a capacidade de liderar programas de investigação ou de 

suportar o seu impacto financeiro [261,264,265]. 

A verdade é que ainda muito está por ser investigado, por isso é necessário focar a nossa 

atenção na descoberta de novos alvos de ação, de novas classes de antibióticos e terapias 

alternativas para que possamos caminhar com sucesso para uma era pós antibiótica.  
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