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Mestrado em Anélises Clinicas

Resumo

O presente trabalho é parte integrante do plano de estudos e elemento de avaliagdo do
Mestrado em Analises Clinicas da Faculdade de Farmécia da Universidade de Lishoa. E
composto por duas partes: uma primeira, que constitui o Relatorio de Estagio e uma segunda,
que constitui a monografia.

O estégio profissional realizou-se no Laboratério de Andlises Clinicas Dr. Joaquim Chaves
no periodo compreendido entre 21/04/2022 a 15/09/2022 e entre 14/11/2022 a 25/11/2022.

O Relatorio de Estagio faz uma apresentacdo do local de estagio e descreve algumas das
atividades desenvolvidas nos departamentos de imunologia, core laboratorial e quimica
analitica do laboratorio. Em cada seccdo do relatorio foi escolhida uma lista de parametros
analiticos para 0s quais se proporcionou uma introducdo tedrica que apresenta 0s aspetos
relevantes para a compreensdo do significado clinico de cada um, informacéo acerca do tipo de
produto biol6gico necessério para a sua determinacdo e os fundamentos dos métodos e
equipamento utilizado para tal.

A segunda parte constitui a monografia, uma revisdo bibliogréfica que explora o tema:
"Antibidticos: Potencializadores da Sobrevivéncia da Vida Humana ou Bacteriana?"

A resisténcia aos antibioticos é considerada, pela Organizacdo Mundial de Saude, como uma
das maiores ameacas de saude publica. E um problema global e emergente que pde em risco a
capacidade de tratar as doencas infeciosas mais comuns, uma vez que diminui a efetividade dos
antibioticos. Esta monografia pretende abordar este problema da atualidade, mencionando
alguns dos mecanismos de resisténcia mais comuns, focando-se nas suas consequéncias bem
como medidas e alternativas que podem ser implementadas e que podem ajudar a combater a
resisténcia bacteriana aos antibidticos.

Palavras-chave: antibioticos, resisténcia aos antibioticos, mecanismos de resisténcia, 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 Laboratério de Andlises Clinicas 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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Relatério de Estagio

1. Introducao

O Relatdrio de Estagio tem como finalidade a apresentacao do local de estagio, sendo parte
dos seus constituintes a descricdo das atividades que foram desenvolvidas em cada um dos
departamentos do laboratorio. O laboratorio encontra-se dividido em sete departamentos
analiticos especificos: o servico de genética, o core laboratorial, a imunologia, a quimica
analitica, o radioimunoensaio, a microbiologia e a biologia molecular.

O relatorio de estagio vai incidir sobre os periodos de estagio realizados nos departamentos
de imunologia, do core laboratorial e da quimica analitica. Em cada seccdo do relatdrio foi
escolhida uma lista de parametros analiticos para 0s quais se proporcionou uma pequena
introducao tedrica que apresenta os aspetos mais relevantes para a compreensao do significado
clinico de cada um, informacdo acerca do tipo de produto biolégico necessario para a sua
determinacdo e os fundamentos dos métodos e equipamento utilizado para tal.

O estégio profissional realizou-se no Laboratério de Andlises Clinicas Dr. Joaquim Chaves
no periodo compreendido entre 21/04/2022 a 15/09/2022 e entre 14/11/2022 a 25/11/2022.

1.1 Objetivo

O estdgio bem como a realizagdo do relatorio de estagio tém como principais objetivos
aprofundar e consolidar os conhecimentos tedricos obtidos durante o Mestrado em Analises
Clinicas, proporcionar a aquisicdo de competéncias de organizacdo e métodos de trabalho
tipicos da rotina de um laboratério de analises clinicas.

1.2 Caracterizacdo do Laboratdrio de Analises Clinicas Dr. Joaquim
Chaves

A Joaquim Chaves Saude (JCS) é um grupo portugués fundado em 1959 e com atividade
exclusiva no sector da saude que participa com competéncia e qualidade no progresso da
medicina, apresentando um percurso de rigor e de qualidade na prestacéo de cuidados de saude.

O Laboratério de Andlises Clinicas Dr. Joaquim Chaves foi a primeira empresa a ser
constituida, e foi apos a sua constitui¢do que o grupo JCS cresceu de forma sustentada no sector
da saude com a sucessiva abertura de unidades em Portugal Continental, Madeira e Acores,
com particular destaque para as areas de Laboratério como as Analises Clinicas, Clinicas
Médicas e o Tratamento Oncoldgico.

O Laboratorio de Analises Clinicas Dr. Joaquim Chaves é considerado uma referéncia de
qualidade e rigor baseada na exceléncia dos seus profissionais e da tecnologia de que dispde. O
laboratorio disponibiliza um painel de mais de 4200 parametros analiticos, de rotina e de
urgéncia, e apresenta uma resposta rapida e eficaz no apoio a clinica.
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1.2.1 Missao, Visao e Valores

O grupo JCS tem como motivagdo e compromisso proporcionar aos utentes 0 acesso as
melhores solucdes atualmente existentes no setor da saude, aliando uma elevada competéncia
e especializagdo humana a disponibilizacédo das tecnologias mais avangadas.

A visdo do grupo JCS é estar presente para os utentes, existindo um acompanhamento e uma
proximidade permanentes entre as duas partes, tanto ao nivel das analises clinicas como das
clinicas médicas e do tratamento oncoldgico.

O grupo JCS garante uma intervencdo diferenciada e de qualidade, cada vez mais proxima e
humanizada, nas mais diversas areas da medicina moderna. Na Joaquim Chaves Saude, 0s
utentes sdo a principal preocupacdo, sendo que servi-los, estar atento e satisfazer as suas
necessidades € o objetivo prioritario. O grupo JCS estimula um clima familiar, onde se respira
salde 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 servicos do laboratorio é assegurada por um sistema interno de controlo de
qualidade e pela participacdo periédica em programas internacionais de avaliacdo externa da
qualidade.

Todos os laboratorios que executam exames laboratoriais devem ter em funcionamento um
sistema de garantia e gestdo da qualidade, dindmico e continuo. Este traduz-se na existéncia de
procedimentos escritos que abrangem todas as areas do laboratdrio e onde estdo descritas as
diferentes etapas de realizacdo dos parametros analiticos e como estes sdo executados. Para
além disso, abrange a descricdo da formacéo e qualificacdo do pessoal técnico e administrativo
do laboratério. No &mbito dos laborat6rios de andlises clinicas, a garantia da qualidade permite
ter o dominio da organizacdo de todas as tarefas que levam a qualidade, pelo que abrange as
fases pré-analitica, analitica e pos-analitica e inclui procedimentos de controlo como o controlo
de qualidade interno (CQI) e a avaliacdo externa da qualidade (AEQ) [1].

A norma ISO 9001 esta consolidada na maior parte das unidades da Joaquim Chaves Salde,
realizando-se auditorias externas anuais a todas as unidades certificadas, incluindo o
Laboratdrio de Analises Clinicas.

1.3.1 Controlo de Qualidade Interno

O CQI é, por definicdo, o conjunto de procedimentos adotados pelo laboratério que tém
como finalidade permitir o controlo da qualidade dos resultados das analises ao longo de todo
0 processo analitico [1]. O controlo da qualidade interno é organizado pelo responsavel da
garantia da qualidade e € indispensavel para a detecdo de anomalias, avaliacdo de erros e sua
imediata correcao [1].

No Laboratorio de Analises Clinicas Dr. Joaquim Chaves o controlo de qualidade interno é
realizado diariamente e transversalmente a todas as areas do laboratorio. Normalmente, os
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controlos sdo realizados antes ou durante a técnica de maneira a garantir que os resultados das
amostras dos utentes estdo validos. Para além da rotina diaria normal, existem outras situacdes
em que é necessario processar os controlos, como por exemplo, apos calibragdo, apds mudanca
de reagente, apds manutencdo do equipamento ou sempre que Se achar ser necessario.

1.3.2 Avaliacdo Externa da Qualidade

A avaliacdo externa da qualidade corresponde a avaliagdo da qualidade dos resultados do
laboratério por uma organizacao exterior [1]. O laboratério deve participar em programas de
avaliagdo externa da qualidade tanto nacionais como internacionais de modo a poder ser
avaliado no que diz respeito a exatiddo dos seus resultados.

No Laboratério de Andlises Clinicas Dr. Joaquim Chaves as amostras de conteldo
desconhecido do programa de avaliacdo externa da qualidade sdo processadas da mesma
maneira que as amostras dos utentes e de acordo com um calendéario previamente enviado. A
avaliacdo externa da qualidade permite a comparacao objetiva do desempenho laboratorial com
as especificacbes de desempenho analitico e a comparacdo do laboratdério com outros
laboratdrios.

1.4 Fluxograma Geral de Trabalho

O fluxograma de trabalho tem inicio no consultério médico com a prescricdo das analises
clinicas. Seguida a prescri¢cdo médica, realizada com base na sintomatologia do utente, este
dirige-se para um dos postos de colheita do laboratério onde efetua a respetiva colheita das
amostras biologicas necessarias a determinacio dos parametros prescritos pelo médico. E no
momento da colheita que é atribuido um nimero de processo a cada utente e um nimero de
tubo que identifica todos os tubos daquele utente recolhidos naquela colheita especifica. Para
além disso, também se obtém informagdes como 0 nome, idade, morada, e outras consideradas
pertinentes para a interpretacao das analises prescritas.

Ap0s colheita, as amostras sdo recolhidas pela rede de transportes do laboratério, para onde
sdo enviadas. Na chegada das amostras ao laboratdrio, estas sdo rececionadas pela triagem onde
é verificada a sua conformidade e se faz o registo de falhas de colheita, com consequente
comunicago ao posto de colheita, laboratério ou hospital. E também na triagem que se procede
a separacdo das amostras de acordo com o seu departamento de destino e onde se efetua a
centrifugacdo de alguns tubos.

Os técnicos de triagem procedem depois a distribuicdo das amostras pelos respetivos
departamentos do laboratério. A maioria das amostras fica na secgdo pré-analitica do core
laboratorial onde sdo efetuadas as aliquotas das amostras, que depois sdo distribuidas para o
departamento respetivo. No departamento, as amostras sao processadas de acordo com 0s
protocolos técnicos e de qualidade estipulados para cada parametro analitico pelo laboratério.

Apos a determinacdo dos resultados dos parametros analiticos, estes sdo validados pelos
especialistas do departamento, com a consequente emissdo do boletim de resultados que €
depois enviado para o utente ou recolhido por este no posto de colheita.
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2. Imunologia

No departamento de Imunologia realizam-se analises que permitem o estudo qualitativo ou
quantitativo ou a caracterizacio de anticorpos e antigénios. E também neste departamento que
se deteta a presenca de marcadores sericos caracteristicos de doenga infeciosa resultantes da
resposta do hospedeiro a diversos agentes agressores, permitindo assim o seu diagndstico. Por
exemplo, faz-se a pesquisa direta de virus, bactérias, fungos e parasitas. Para além disso,
efetuam-se anélises de determinacdo de citoquinas, moléculas de adesdo, péptidos e
antioxidantes, realizam-se estudos da auto reatividade através da pesquisa e doseamento dos
autoanticorpos ou da identificacdo das suas especificidades antigénicas.

O departamento de Imunologia estd organizado em diversas sec¢des. A cada uma esta
atribuido um determinado numero de técnicas que séo realizadas pelos técnicos responsaveis
por essa seccdo. Assim, existe uma sec¢do dedicada maioritariamente a realizacdo de métodos
seroldgicos, outra dedicada a realizacdo de técnicas de autoimunidade, outra dedicada as
doencas infeciosas, uma dedicada a técnicas bioquimicas, uma dedicada maioritariamente a
técnicas de imunoabsorcao enzimatica, entre outras.

Periodo de estagio: 30/05/2022 — 01/07/2022

Atividades realizadas/acompanhadas: Processamento de amostras de utentes bem como
amostras da AEQ, manutencdo de equipamentos, execucdo e avaliacdo do CQI, validagédo
técnica de resultados, gestdo de stocks.

2.1 Ensaio de Imunoabsorcdo Enzimatica

O ensaio de imunoabsorcdo enzimatica (ELISA) € um método analitico baseado no conceito
da reacdo antigénio-anticorpo que acontece entre os anticorpos produzidos pelos linfécitos e os
seus respetivos antigénios [2].

E um método analitico quantitativo que permite identificar a presenca e concentracio de
diversos tipos de moléculas através da detecdo da formacao de ligaces antigénio-anticorpo por
meio de um conjugado enzimatico e do seu respetivo substrato [3].

Por meio desta reacdo antigénio-anticorpo € possivel detetar analitos com concentracGes
muito baixas como péptidos/proteinas, hormonas, vitaminas, cido nucleicos, entre outras, com
baixo risco de interferéncia devido a alta especificidade desta ligagéo [2,3].

De uma forma geral, neste método existe primeiramente a ligagcdo do antigénio ou anticorpo
a fase sdlida (normalmente microplacas de poliestireno, polivinil ou polipropileno). Apds
adicdo do analito existe a formag&o de uma ligagdo com o antigénio/anticorpo presente na fase
solida. De seguida existe um passo de lavagem que tem como objetivo remover os constituintes
que ndo se ligaram aos componentes da fase solida. A ligacdo antigénio-anticorpo formada é
depois medida pela mudanca de cor que se observa ao se adicionar um conjugado enzimatico e
0 seu substrato correspondente. O produto final pode ser detetado apds paragem da reagédo
enzimatica por leitura espetrofotométrica da microplaca no leitor de microplacas. Por fim, a
absorvancia lida é convertida5 em concentra¢do com recurso a calibradores [4].
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As enzimas mais comumente utilizadas na marcacgéo de anticorpos nos kits de ELISA s&o: a
B-galactosidase, glucose oxidase, peroxidase e a fosfatase alcalina [5]. A reagdo enzimatica é
parada por adicdo de hidroxido de sddio, acido cloridrico ou &cido sulfurico. Depois de parada
a reacdo, os resultados sdo lidos no espetrofotometro entre 400 e 600 nm [3].

Este € um método que apresenta inlmeras vantagens, entre as quais podemos destacar: a
simplicidade de execucdo do método, a alta especificidade e sensibilidade devidas a reagédo
antigénio-anticorpo, a alta eficiéncia, a seguranca do ensaio livre dos riscos de radiacédo 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 imunoenzimaticos podem ser classificados em heterogéneos e homogéneos. Os
ensaios heterogéneos caracterizam-se por apresentarem o0s complexos antigénio-anticorpo
fisicamente separados do antigénio/anticorpo livres por via da utilizacdo de um sistema de fase
solida. Por outro lado, nos ensaios homogéneos ndo existe essa separacao, sendo que neste caso
a ligacdo do antigénio ao anticorpo modifica a atividade da enzima sendo esta modificacédo
proporcional a concentracao do analitico de interesse [7].

O método de ELISA é um ensaio imunoenzimatico heterogéneo utilizado para a detecdo de
uma enorme variedade de analitos solUveis especificos, pelo que existiu a necessidade de
desenvolver diferentes tipos de ELISA adaptados as diferencas entre analitos, e assim melhorar
a especificidade do ensaio [3].

Substrato

Substrate

(a) (b) . (c) . S (d)
Substrato Az >
Al L 5 Al k Ag - ﬁo (5 S
agrsC M agrs % \ AC AC
ELISA Direta ELISA Indireta ELISA Sandwich ELISA Competitiva

Figura 2. Representacgdo esquematica de exemplos dos diferentes tipos de ELISA.
Al: Anticorpo primario; A2: Anticorpo secundario; AC: Anticorpo de captura; Ag: Antigénio da amostra; AgFS: Antigénio
mobilizado na fase sélida; 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 solida contém o anticorpo/antigénio especifico para o
analito que se pretende determinar, ocorrendo a sua mobilizagdo na fase solida. A medigéo da
concentracdo do analito é possivel pela adicdo de um antigénio/anticorpo marcado por uma
enzima. Depois de incubacdo e lavagem dos antigénios/anticorpos que ndo se ligaram, é
adicionado o substrato enzimatico que permite a producdo de um sinal, através da alteragdo 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 concentracdo do analito de
interesse € medida por um anticorpo secundario em vez do primario. Este passo adicional
permite a amplificagdo do sinal [6] e tem como objetivo obter uma maior sensibilidade [9].

Na fase sélida estdo imobilizados antigénios especificos que, ap6s incubacdo, formam
complexos antigénio-anticorpo com o anticorpo primério. Para que se consiga medir a producgao
deste complexo ha depois a adi¢do de um anticorpo secundario marcado com uma enzima que
produz sinal apos adicao do seu substrato [3,6,9].

2.1.1.3 ELISA Sandwich

No ensaio do tipo sandwich (Figura 2c) existe a imobilizacdo de anticorpos de captura na
fase solida, que se ligam ao analito de interesse e formam complexos antigénio-anticorpo. Apos
incubacdo e lavagem, estes complexos sdo detetados por anticorpos marcados enzimaticamente.
A adicdo de substrato enzimatico permite a medicdo da intensidade da coloracdo da reagédo
enzimatica, sendo a presenca de coloragéo indicativa de um resultado positivo [2].

O ensaio em sandwich ¢é altamente especifico uma vez que requer a ligacdo simultanea 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 sdo adicionados ao poco simultaneamente. Assim, o analito a ser
medido e o antigénio/anticorpo marcados competem para a liga¢cdo com o anticorpo/antigénio
imobilizado na fase mével. Depois da lavagem, é adicionado o substrato enzimatico o que
resulta em coloracdo dos pocos e possibilita a determinacdo da concentracdo de analito. Neste
caso, existe uma relacdo inversa entre a concentracdo de analito a determinar e a intensidade da
coloragéo no poco [6,8].

2.1.2 Determinacdo Quantitativa da Pro-insulina no Soro

A pro-insulina é um polipéptido sintetizado pelas células B dos ilhéus de Langerhans
presentes no pancreas [10], sendo posteriormente convertida em péptido C e insulina via formas
intermediarias [11]. A insulina e o péptido C existem ambos em quantidades equimolares no
sangue. No que diz respeito a pro-insulina, esta esta presente em baixas concentra¢cdes no
sangue de individuos saudaveis [12].

Os niveis de pro-insulina podem refletir o estado das células f ou uma disfuncéo no processo
de conversdo ou secrecao da pro-insulina [12]. Niveis elevados de pro-insulina estdo presentes
em varias condigdes clinicas como: insulinoma e Diabetes Mellitus tipo 2 [13].

Amostra: Soro.
Meétodo: Ensaio Imunoenzimatico tipo sandwich.
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Equipamento: Manual.

O kit utilizado é um ensaio imunoenzimatico do tipo sandwich. Neste ensaio requer-se a
utilizacdo de uma microplaca de 96 pocos, onde cada poco esta revestido com um anticorpo
monoclonal capaz de se ligar a pré-insulina e as formas intermediarias des (31, 32)-pro-insulina
e split (32, 33)-pré-insulina mas ndo a insulina nem ao péptido C ou outras formas “des” e
“split” da pro-insulina.

Previamente ao inicio do ensaio existe a adi¢do de um tamp&o de bloqueio que previne a
ligacdo ndo especifica dos componentes. De seguida, procede-se a adi¢do de uma aliquota da
amostra e incubacdo. Depois de lavagem para remogéo dos componentes que ndo se ligaram,
segue-se a incubacdo de um anticorpo anti-pré-insulina marcado enzimaticamente nos pogos.

Este anticorpo possui a capacidade de se ligar apenas a pré-insulina e as formas
intermedidrias des (64, 65)-pro-insulina e split (65, 66)-pré-insulina mas ndo se liga a insulina
nem ao péptido C ou outras formas “des” e “split” da pro-insulina. Assim, a combinacao destes
dois anticorpos num ensaio imunoenzimatico do tipo sandwich permite a detecdo de apenas a
forma intacta da pré-insulina.

Apos lavagem dos anticorpos marcados ndo ligados, procede-se a adi¢do do substrato
cromogeénico da enzima. A intensidade da cor obtida é proporcional a concentracdo de pro-
insulina presente na amostra [14].

2.1.3 Determinacéo das Imunoglobulinas 1gG/IgM Parainfluenza Tipo 3

O virus parainfluenza tipo 3 faz parte de um grupo de virus comuns aos quais se da 0 nome
de virus humanos parainfluenza (HP1V) [15]. Os HPIV sdo virus que apresentam um invélucro,
uma cadeia simples de RNA e pertencem a familia Paramyxoviridae. De acordo com a sua
variacao genética e antigenética, estes podem ser divididos em quatro tipos [16].

Os virus deste grupo ligam-se e replicam-se nas células epiteliais ciliadas do trato
respiratdrio superior e inferior, local onde causam infe¢do tanto em adultos como em criangas.
Os HPIV estdo associados a uma variedade de doencas respiratorias, como por exemplo: otite
média, faringite, conjuntivite, bronquite laringo-traqueal e pneumonia [15].

As infecOes devidas a HP1V-3 estdo mais associadas a infecdes do trato respiratorio inferior,
causando especialmente bronquiolites e pneumonia em recém-nascidos e bebés e apresentam
uma clinica que normalmente é indistinguivel daquela que € devida a infecdo pelo virus
respiratdrio sincicial [15].

As metodologias mais comumente utilizadas para diagnostico de infecdo por virus HPIV-3
sdo a neutralizacao do virus, inibicdo da hemaglutinacdo, imunofluorescéncia indireta, fixacdo
do complemento e ELISA.

A ELISA é um método sensivel, especialmente indicado para detecdo de IgM em criangas
menores de 6 meses uma vez que, permite evitar a detecdo de anticorpos IgG procedentes da
mde e que possam ter influéncia no resultado. Para além disso, a detecdo da presenca de IgM
numa amostra de soro ajuda no diagndstico rapido numa fase inicial da doenga.

Amostra: Soro.
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Método: Ensaio Imunoenzimatico indireto.
Equipamento: Manual.

Para a realizacdo deste ensaio utiliza-se uma microplaca de 96 pocos onde se encontram
fixos antigénios do virus parainfluenza 3 na superficie de poliestireno da microplaca. O método
é baseado na reacdo dos anticorpos presentes na amostra com o antigénio fixo. Apos lavagem
dos anticorpos que nao se ligaram, adiciona-se um anticorpo anti-imunoglobulina (1gG ou IgM)
humana marcada enzimaticamente. Apds eliminacdo do que ndo se ligou, adiciona-se o
substrato enzimatico. Este provoca uma reacdo de cor azul que, ap6s paragem da reacao, se
altera para amarelo. Cada pog¢o é de seguida avaliado espetrofotometricamente num
comprimento de onda de 450/620 nm.

2.1.4 Determinacédo de Imunoglobulinas IgG Anti Helicobacter pylori

A Helicobacter pylori (H. pylori) é uma bactéria Gram-negativa que tem como principal
reservatorio o estbmago humano. Esta bactéria apresenta caracteristicas que permitem a sua
sobrevivéncia em condi¢6es adversas como 0 ambiente acido gastrico. A transmissao acontece
normalmente via oral-fecal, principalmente atraves de 4gua e comida contaminadas, no entanto
a transmissdo via oral-oral também é possivel [17].

A infecdo por H. pylori é uma das infe¢cbes mais comuns na populagdo global, com uma
prevaléncia aproximada de 50% [18]. A infecdo por esta bactéria é a principal causa de gastrite
cronica e Ulcera péptica, no entanto H. pylori tem também um papel determinante no
desenvolvimento de adenocarcinoma gastrico e linfoma do tecido linfoide associado a mucosa
[17].

Amostra: Soro.
Método: Ensaio Imunoenzimatico indireto.
Equipamento: EUROIMMUN Analyzer |, da EUROIMMUN.

O ensaio inicia-se pela incubacdo das amostras nos pocos de uma microplaca de 96 pocos
que estdo revestidos com antigénios de H. pylori. Se for caso, durante a incubacéo, os anticorpos
IgG presentes nas amostras ligam-se aos respetivos antigénios. Apos lavagem, para eliminacéo
do que ndo se ligou, existe uma nova incubacgdo, mas agora de uma imunoglobulina do tipo 19G
anti-humana marcada enzimaticamente. Apds adi¢éo de substrato enzimatico, esta catalisa uma
reacdo colorida que permite quantificar anticorpos do tipo IgG anti H. pylori apés leitura
espetrofotométrica da intensidade da cor num comprimento de onda de 450 nm.

Esta técnica, a semelhanca de outras que ndo foram mencionadas, é realizada utilizando um
equipamento totalmente automatico, desde a diluicdo das amostras a leitura espetrofotométrica.
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2.2 Imunoblot

A técnica de imunoblot permite a detecdo de anticorpos especificos na amostra do utente
através do contacto desta com uma fase solida onde estdo imobilizados antigénios especificos.
Assim, se na amostra estiverem presentes anticorpos especificos para os antigénios da fase
solida, estes vao ligar-se a esses antigénios [19].

Esta ligacdo pode posteriormente ser detetada por adicdo de um anticorpo marcado com
fosfatase alcalina que se liga ao anticorpo da amostra. Esta enzima catalisa a reagéo de mudanca
de cor do seu substrato, pelo que se o anticorpo de interesse estiver presente entdo vai verificar-
se 0 aparecimento de uma linha escura na posi¢do do respetivo antigénio e a intensidade dessa
linha é diretamente proporcional a concentracdo de anticorpo na amostra [19].

Os antigénios utilizados sdo muito puros o que permite evitar resultados falsos positivos.
Para além disso, sdo testes relativamente rapidos e de facil interpretacao.

2.2.1 Virus da Imunodeficiéncia Humana

O virus da imunodeficiéncia humana (HIV) é o agente causal da sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (SIDA) [20], pensando-se que tenha infetado mais de 75 milhdes
de pessoas em todo 0 mundo. A infegdo pelo HIV é uma das principais causas de mortalidade
e morbilidade em todo 0 mundo, mas em especial na Africa subsariana [20].

Apds a transmissao do virus, este aloja-se nos tecidos mucosos passando de seguida para 0s
orgdos linfoides. O primeiro alvo do HIV séo os linfécitos T CD4". Dez dias apds a transmissao,
0 virus torna-se detetavel no sangue e continua a sua replicacdo exponencial nas semanas que
se seguem, atingindo um pico aos trinta dias apds a transmissdo, altura em que os niveis de
anticorpos contra o virus se tornam detetaveis [20].

Apos este periodo, o sistema imunitario estabelece um controlo e a replicac¢do viral mantém-
se estavel por alguns anos. Para além de causar a perda progressiva dos linfécitos T CD4", o
HIV também é responsavel por outras anomalias do sistema imunitario que causam o
desenvolvimento de imunodeficiéncia [20].

O HIV € um virus com involucro que possui um genoma RNA de cadeia simples. Os genes
virais codificam para uma variedade de proteinas, o gene env codifica as glicoproteinas gp160,
gp120 e gp41; o gene gag codifica as proteinas p24, pl17, p7 e p9; o gene pol codifica para as
proteinas p32, p66, p51, p11 [21].

Os métodos de detecdo do HIV podem ser diferenciados em metodos indiretos e diretos. Os
primeiros baseiam-se na detecédo seroldgica de anticorpos contra o HIV, enquanto os segundos
se baseiam na detecdo de RNA e DNA viral, detecdo do antigénio p24 e cultura viral [21].

Amostra: Soro.

Meétodo: Imunoblot.

Equipamento: Manual.

Neste ensaio, utilizam-se tiras de nitrocelulose onde se encontram proteinas caracteristicas

do HIV fracionadas por peso molecular. Se na amostra de soro estiverem presentes anticorpos
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especificos contra o virus entdo estes vao ligar-se as proteinas virais correspondentes.
Posteriormente removido o que ndo se ligou, adiciona-se um conjugado de imunoglobulina
marcada enzimaticamente que se liga aos anticorpos ligados as proteinas 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 visualizacéo de bandas de cor roxa. A posicéo e a intensidade das bandas é comparada aquela
visualizada nas tiras de controlo positivo.

Um resultado positivo apresenta, pelo menos, duas das bandas das glicoproteinas gp160 e/ou
gp120, gp41 ou gp24. Por outro lado, numa amostra negativa ndo devem estar presentes bandas.

2.2.2 Virus da Hepatite C

O virus da hepatite C (HCV) € o agente infecioso responsavel pela doenca que lhe d&d nome,
acreditando-se que a prevaléncia de virémia global, ou seja, a prevaléncia de casos positivos
para 0 RNA viral, é de aproximadamente 71 milhdes de infetados. No entanto, a prevaléncia
global baseada na positividade para anticorpos anti-HCV corresponde a 115 milhdes de
individuos, dos quais alguns estdo livres do virus quer espontaneamente quer como resultado
do tratamento [22].

Como dito anteriormente, a infecdo por HCV pode ser responsavel pelo desenvolvimento de
hepatite C aguda que, em 50 a 80% dos doentes, pode desenvolver para crénica. A infecéo
cronica despoleta um processo inflamatdrio cronico que pode causar problemas como fibrose
do figado, cirrose, carcinoma hepatocelular e até morte. A cura da infecdo pelo HCV é dada
guando ndo se deteta RNA viral no soro ap0s 24 semanas ou 12 semanas ap0s o fim da terapia
[22].

O HCV ¢é um virus RNA da familia Flaviviridae composto por um involucro de bicamada
lipidica, o qual envolve a nucleocépside viral. O virus apresenta proteinas estruturais (core, E1
e E2) e ndo estruturais (p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A e NS5B) [22]. Apo6s a transmissao
e de maneira a assegurar a sua replicacdo, o virus liga-se aos recetores do hepatdcito 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 0s antigénios
presentes na tira, estes vao ligar-se. Depois da remocdao daquilo que nédo se ligou, adiciona-se
um conjugado anticorpo anti-humano marcado enzimaticamente. Depois da remoc¢do do
contetdo ndo ligado, adiciona-se o substrato enzimatico e depois uma solucdo que revela as
bandas da tira em que houve ligagdo dos anticorpos da amostra.

Um resultado positivo apresenta bandas das proteinas core 1 e core 2 ou da proteina core 1
e outro antigénio ou da proteina core 2 e outro antigénio ou entdo apresenta banda em 3
antigénios diferentes. Por outro lado, uma amostra negativa ndo apresenta bandas ou entéo
apresenta uma banda isolada na proteina NS3, NS4 ou na NS5.
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2.3 Testes de Aglutinacao Serologicos

A aglutinacdo caracteriza-se por ser a revelacdo de complexos antigénio-anticorpo sob a
forma de aglomerados de particulas. Estes aglomerados formam-se, normalmente, devido a
interacdo de antigénios insolUveis (normalmente associados a particulas de latex) com
anticorpos especificos presentes no soro do utente [24]. Por exemplo, os anticorpos do soro
podem ligar-se diretamente a antigenos da superficie de bactérias ou fungos causando a
formacéo de ligacOes cruzadas e, consequentemente, a sua aglutinagéo [25].

A aglutinacdo ¢ um método semi-quantitativo considerado como sensivel, facil e rapido. No
entanto, depende da concentracdo e avidez do antigénio, do anticorpo e do ambiente da reagdo
[24].

Para além disso, a aglutinacdo sofre um fenémeno ao qual se da o nome de prozona. Este
fendmeno ocorre quando ndo existe aglutinacdo devido a um racio elevado de
anticorpo:antigénio. Este racio faz com que todos os epitopos de uma particula se liguem a um
unico anticorpo, prevenindo assim as ligacGes cruzadas entre particulas e a sua consequente
aglutinacdo. Assim, de modo a evitar este fendbmeno, é usual realizar dilui¢des seriadas do soro,
uma vez que utilizar apenas uma concentragdo da amostra pode levar a conclusdes erradas [26].

Deste modo, a presenca de anticorpos €é testada por pesquisa de aglutinagdo para dilui¢bes
seriadas do soro. Desta testagem obtém-se o valor da titulagdo do anticorpo, que corresponde a
maior dilui¢cdo onde ainda se verifica aglutinacao [25].

Os ensaios de aglutinacdo podem ser classificados em diretos ou indiretos e passivos ou
ativos. A aglutinacdo direta ocorre quando o antigénio é um constituinte natural do patdégeno
de interesse para detetar anticorpos especificos contra este. Neste caso € visivel a formacao de
aglomerados que sdo prova da reacdo entre os antigénios presentes na superficie do patégeno e
os anticorpos especificos do soro [24,26]. Na reacdo indireta, os antigénios ou anticorpos
revestem a superficie de particulas, normalmente de latex [24].

Nos ensaios ativos, 0 epitopo de interesse estd naturalmente presente nos antigénios a ser
aglutinados, algo que nédo se verifica no ensaio passivo pelo que neste o epitopo deve ser
guimicamente fixado [25].

2.3.1 Teste ndo Treponémico da Sifilis

A sifilis € uma infecdo 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 sdo encontrados alguns desafios no que diz
respeito ao diagnostico desta infecdo, diretamente relacionados com a interpretacdo dos
diferentes testes e com a fase em que se encontra a doenca [27].

O diagnostico da sifilis é realizado através de métodos seroldgicos que detetam anticorpos
treponémicos e ndo treponémicos. Os testes seroldgicos sdo 0 Unico meio de rastreio de
individuos assintomaticos e o0 método mais utilizado no diagndstico daqueles que apresentam
sinais e sintomas sugestivos da infecdo [28]. No algoritmo tradicional, utiliza-se o teste ndo
treponémico para um rasteio inicial da doenca, sendo as amostras positivas posteriormente
confirmadas por um teste treponémico [29].
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Amostra: Soro.
Método: Aglutinaco.
Equipamento: Manual.

Os testes ndo treponémicos sao testes semi-quantitativos realizados em dilui¢des seriadas do
soro do utente de maneira a detetar os anticorpos totais (IgG e IgM) que sdo produzidos contra
antigénios lipidicos (como a cardiolipina e a lecitina) libertados de células lesadas do
hospedeiro ou das bactérias [27]. Os testes ndo treponémicos sdo Uteis na detecdo da sifilis
ativa, no entanto, alguns dos casos podem ndo ser detetados uma vez que a presenca destes
anticorpos so é identificada entre 10-15 dias ap0s a lesdo primaria [28].

Para além disso, estes anticorpos ndo sdo especificos para o patdgeno, sendo que a sua
especificidade pode ser afetada por diversos fatores, como por exemplo, outras doencas que
levam a producdo de anticorpos contra antigénios lipidicos, levando esta situacdo a producao
de um resultado falso-positivo [30].

O RPR é o teste ndo treponémico mais utilizado e caracteriza-se pela combinacdo dos
anticorpos presentes no soro do utente com particulas de carbono revestidas com antigénios
lipidicos. Esta reacdo é realizada em cartdes de fundo branco que, juntamente com as particulas
negras de carvao, permitem a visualizacdo macroscépica da reacdo de aglutinacéo que confere
a positividade do teste [27].

2.3.2 Teste de Widal

O teste de Widal é uma técnica seroldgica que tem como objetivo o diagnostico da febre
tifoide, patologia com etiologia na infecdo por Salmonella typhi [31].

Apesar do diagndstico definitivo da febre tifoide apenas ser possivel apds cultura positiva
de S. typhi a partir de amostras de sangue, fezes, urina ou outros fluidos corporais [31,32], 0
teste de Widal funciona como um rastreio permitindo detetar a presenca de anticorpos contra
antigénios da bactéria, como é o caso do antigénio H (flagelar) e O (somaético).

Amostra: Soro.
Meétodo: Aglutinacéo.
Equipamento: Manual.

O teste é realizado em lamina de vidro, onde se adiciona uma quantidade igual de soro e de
antigénio em suspensdo. A visualizacdo de aglutinagdo na mistura permite confirmar a reagédo
antigénio-anticorpo e determinar assim um resultado positivo.

2.3.3 Teste Weil-Felix
O teste Weil-Felix é usado no diagnostico de riquetsioses, um conjunto de doencas infeciosas
causada por bactérias gram-negativas intracelulares da familia Rickettsiaceae. Os sete géneros

patdgenos mais conhecidos podem ser divididos em trés 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 reagOes cruzadas antigénicas com espécies de bactérias do genero
Rickettsia [34].

Assim, através do isolamento de antigénios de Proteus, foi possivel desenvolver uma reacéo
de aglutinacdo 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: Aglutinacdo.
Equipamento: Manual.

O ensaio é realizado em laminas de vidro, onde se adiciona uma quantidade igual de soro e
de antigénio em suspensdo. Depois de misturar é possivel visualizar macroscopicamente a
presenca ou auséncia de aglutina¢do na mistura por comparag¢do com 0s soros controlo.

2.4 Bioquimica
2.4.1 Determinacdo dos Oxalatos na Urina

A urolitiase por acumulacdo de oxalatos € a causa mais frequente de nefrolitiase. Os oxalatos
podem ter origem exdgena, a partir da comida ingerida, ou enddgena, sendo neste caso
derivados metabolicos de percursores gerados principalmente no figado. 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
condigdes como uma concentragdo tubular elevada e danos ao nivel do epitélio tubular [35].

Amostra: Urina de 24 horas acida.
Meétodo: Espectrofotometria.
Equipamento: Espetrofotometro LAMBDA™ 365 UV-Vis, da PerkinElmer.

Neste método os oxalatos presentes na urina sdo convertidos em didxido de carbono e
peréxido de hidrogénio pela oxalato oxidase. Recorrendo a reacdo de Trinder, a peroxidase
reage com o perdxido de hidrogénio para formar um composto com coloragdo azul/violeta. A
intensidade da cor produzida pela reacéo € diretamente proporcional a concentracdo de oxalatos
na amostra de urina.

2.4.2 Determinacéo da Xilose

O teste da absorcéo da xilose é utilizado como medida da fungdo do intestino delgado,
funcionando como rastreio de utentes com suspeita de doenca celiaca e outras doencas devidas
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a ma absorc¢do [36]. A xilose ndo sofre nenhuma alteracdo quando é absorvida e o facto de ndo
ser absorvida completamente permite que seja utilizada neste teste, ao contrario de outros
monossacaridos, como a glucose, para 0s quais o intestino delgado tem uma maior capacidade
de absorcéo [37].

Amostra: Soro e urina —toma previa de uma solucdo de 25g de xilose diluida em 200mL de
agua.

Método: Espectrofotometria.

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

Neste método, a adi¢cdo de uma solugdo acida a amostra permite que ocorra a desidratacao
da xilose e, consequentemente a producgédo de furfural. Este vai reagir com o floroglucinol e
formar compostos cor-de-rosa, 0s quais a quantidade pode ser calculada por leitura no
espectrofotometro a 554 nm [38].

2.4.3 Determinacédo da Glucose-6-fosfato Desidrogenase

A deficiéncia em glucose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) foi a primeira enzimopatia a ser
identificada e é causada por mutacGes hereditarias no gene G6PD ligadas ao cromossoma X. A
maioria dos individuos com esta caracteristica genética sdo assintomaticos até sofrerem
exposicdo a agentes exdgenos que despoletam anemia hemolitica aguda que se pode tornar
severa ou até mesmo um risco para a vida [39].

Para além do seu papel importante na producdo de pentoses de aclcar necessarias a sintese
dos &cidos nucleicos, a G6PD ¢ o principal produtor de NADPH, um dador de eletrbes que
participa nas reacfes de biossintese dos desoxiribonucleotidos, &cidos gordos e esteroides; é
também uma coenzima do citocromo P450. O poder redutor do NADPH €é necessario aos
desafios oxidativos, algo que ocorre principalmente nos glébulos vermelhos. Assim, a
deficiéncia de G6PD, o principal fornecedor de NADPH, faz com os gl6bulos vermelhos se
tornem altamente vulneraveis ao dano oxidativo e, consequentemente, suscetiveis a hemdlise
[39].

Amostra: Sangue total.

Metodo: Espectrofotometria ultravioleta.

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

A técnica utilizada tira partido da reducdo do NADP pela G6PD na presenca de glucose-6-

fosfato. A taxa de formacdo de NADPH é proporcional a atividade da G6PD, e é medida no
espetrofotdbmetro como um aumento da absorvancia aos 340 nm [40].

G6PD
Glucose — 6 — fosfato + NADH — 6 — PG + NADPH + H*
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2.5 Autoimunidade

O sistema imunitario tem como fungéo primaria proteger o hospedeiro de agentes infeciosos,
no entanto, este pode tornar-se a causa de patologia quando existe uma sindrome de deficiéncia
ou uma doenga autoimune [41].

A autoimunidade pode ser classificada em fisiologica e patoldgica. A primeira ocorre em
individuos saudaveis e caracteriza-se por ser transiente, que ocorre a partir do escape de um
pequeno numero de células T e B autoreativas ao controlo dos mecanismos de tolerancia, mas
que ndo causa evidencia clinica de doenca. Outro exemplo é a presenca de autoanticorpos
naturais, como os anticorpos antinucleares e o fator reumatoide, que ajudam a eliminar
antigénios enddgenos ou outros de origem desconhecida de maneira a manter a homeostase.
Por outro lado, quando os autoanticorpos e os linfocitos autoreativos estdo envolvidos em
processos inflamatdrios que resultam em dano dos tecidos, estamos perante autoimunidade
patoldgica [41].

As doencas autoimunes afetam 3-5% da populacdo, sendo as patologias autoimunes da
tiroide e a diabetes mellitus tipo | as mais comuns. No entanto, as patologias autoimunes séo
bastantes variadas e distintas, umas caracterizam-se por ser especificas de 6rgdos (como a
hepatite autoimune) enquanto noutras se verificam disfuncdes ao nivel de véarios 6rgdos (como
no lupus eritematoso sistémico) [41].

2.5.1 Imunofluorescéncia Indireta

Amostra: Soro, plasma ou liquido cefalorraquidiano (LCR).
Método: Imunofluorescéncia indireta.
Equipamento: Sprinter XL, da EUROIMMUN e microscopio de imunofluorescéncia.

Neste kit utiliza-se laminas de vidro onde foram fixados BIOCHIPs. Os BIOCHIPs sé&o
fragmentos milimétricos de substratos biol6gicos, como por exemplo, células, sec¢des de
tecidos, células que expressam antigénios ou antigénios purificados. Quando varios BIOCHIPs
revestidos com diferentes substratos estdo colocados no mesmo campo de reacdo, é possivel
investigar o comportamento dos anticorpos contra varios 6rgaos simultaneamente [42].

Relativamente ao ensaio, existe um primeiro passo de incubacdo onde os anticorpos da
amostra se ligam aos antigénios presentes nos substratos. Para identificar essa ligacdo, segue-
se a adicao de um conjugado (anticorpo marcado com fluoresceina) que se liga especificamente
aos anticorpos da amostra. Por excitacdo no microscopio de fluorescéncia (450-490 nm) &
possivel visualizar os complexos e, posteriormente, analisar as imagens no software
EUROLabOffice e assim chegar a um possivel diagnostico de acordo com o padrao visualizado
[42].
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Figura 3. Representagédo esquematica do ensaio de imunofluorescéncia indireta.
F: Fluoresceina; L: Lamina de vidro. Adaptado de [42]. Imagem criada em biorender.com.

2.5.1.1 Diabetes Mellitus

A diabetes mellitus tipo | € uma doenca autoimune caracterizada pela destruicdo das células
B produtoras de insulina que se encontram nos ilhéus de Langerhans do pancreas. Esta
destruicdo ocorre devido a infiltracdo de autoanticorpos direcionados contra varios antigénios
dos ilhéus pancreaticos. Os autoanticorpos considerados mais relevantes sdo aqueles que
reagem contra: a isoforma de 65 kDa da enzima descarboxilase do &cido glutdmico, as proteinas
homdlogas 1A-2 da tirosina fosfatase, o transportador de zinco 8, a insulina e o seu precursor,
a pro-insulina [43].

O diagnostico da diabetes mellitus baseia-se nos seguintes critérios: a) glicémia em jejum >
126 mg/dl; ou b) sintomatologia classica e glicemia ocasional > 200 mg/dl; ou c¢) glicemia >
200 mg/dl as 2 horas, na prova de tolerancia a glicose oral (PTGO) com 75¢g de glicose; ou d)
hemoglobina glicada Alc (HbA1c) > 6,5% [44].

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

Método: Imunofluorescéncia indireta.

Equipamento: Manual ou Sprinter XL, da EUROIMMUN e microscépio de
imunofluorescéncia.

O kit de 1daminas de imunofluorescéncia indireta fornece uma determinacdo qualitativa/semi
guantitativa dos anticorpos humanos de classe IgG anti-ilhéus pancreaticos e anti
descarboxilase do acido glutamico, apoiando assim o diagnostico de diabetes mellitus tipo |.
Ap0s incubacdo da amostra com os campos de teste, se a reacdo for positiva, 0s anticorpos
especificos vao ligar-se aos antigénios do tecido e tornar-se visiveis num padrao caracteristico.

2.5.1.2 Determinagéo de Anticorpos Antinucleares
Os anticorpos antinucleares (ANA) sdo marcadores importantes de uma grande variedade de
doengas autoimunes, em particulares as doencas reumaticas autoimunes sistémicas [45]. O

ensaio de imunofluorescéncia indireta em células HEp-2 é considerado o método padrdo para a
detecdo de ANA [46]. Para além de permitir detetar a presenca ou auséncia de anticorpos, a
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imunofluorescéncia em células HEp-2 da-nos também informacdo do titulo e padrdo de
fluorescéncia dos anticorpos [45].

Através de titulagdes ou por avaliacdo da intensidade da fluorescéncia pode determinar-se o
titulo de anticorpos presentes na amostra. Este nivel é normalmente bastante relevante uma vez
que um alto titulo de anticorpos esta associado a doencas reumaticas e com a identificacao de
auto antigenios em testes posteriores [45]. Por exemplo, um alto titulo de anticorpos ANA em
conjunto com sintomatologia clinica pode estar associado a lupus eritematoso sistémico (LES),
doenga mista do tecido conjuntivo (DMTC), entre outras [46].

Por outro lado, o padrdo da imunofluorescéncia pode ser bastante importante uma vez que
pode servir de critério de classificacdo [45]. Por exemplo, o padréo de centrémero esté incluido
no critério de classificacdo da esclerose maltipla, mas, por outro lado, o padréo de pontilhado
fino denso é aparentemente bastante prevalente em individuos saudaveis sendo considerado um
dos padrfes mais comuns, mas também o menos especifico [45,46].

Amostra: Soro ou plasma com EDTA, heparina ou citrato.
Meétodo: Imunofluorescéncia indireta.
Equipamento: Sprinter XL, da EUROIMMUN e microscopio de imunofluorescéncia.

Na determinacdo de anticorpos antinucleares, a preparacdo das laminas de
imunofluorescéncia é realizada exclusivamente de forma automéatica com auxilio do
equipamento Sprinter XL. O padrdo de fluorescéncia é posteriormente analisado num
microscopio de imunofluorescéncia.

2.6 Calprotectina Fecal

A calprotectina é uma proteina citosélica dos neutréfilos, a sua fonte primaria, no entanto,
também pode ser derivada dos mondcitos e macrofagos. A calprotectina apresenta propriedades
antimicrobianas, que se acredita serem resultantes da sua capacidade de quelar metais e
sequestra-los dos patdgenos, e apresenta também um papel no sistema imunitario inato [47].

A calprotectina estd presente em varios fluidos corporais e sempre em concentracao
proporcional ao grau de inflamacdo. Em situa¢6es normais, 0s seus niveis nas fezes sdo seis
vezes mais altos que no plasma, o que a torna num bom biomarcador de inflamacgéo
gastrointestinal [47].

A determinacdo da calprotectina é feita durante os cuidados primarios e secundarios em
utentes que apresentam sintomas abdominais, de modo a auxiliar na diferenciagdo da doenga
inflamatdria intestinal do sindrome do intestino irritavel [48].

Amostra: Fezes.

Meétodo: Ensaio Imunofluorimétrico.
Equipamento: Phadia™ 250, da Thermo Fisher Scientific.
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Previamente a realizag0o do ensaio é necessario proceder ao tratamento da amostra de fezes.
Este tratamento consiste na extragdo da calprotectina das amostras de fezes de modo a facilitar
a sua determinagéo no equipamento Phadia™ 250 da Thermo Fisher Scientific [49].

No equipamento existem pocos individuais revestidos com anticorpos monoclonais anti-
calprotectina e aos quais a calprotectina se liga se estiver presente na amostra do utente. Apds
este passo de incubacdo, existe a lavagem dos po¢os para remocdo dos componentes nédo
ligados. De seguida séo adicionados anticorpos anti calprotectina marcados enzimaticamente
(conjugado). Apos incubacdo, formacgdo dos complexos e remogdo do que ndo se ligou,
adiciona-se a solucdo de desenvolvimento (substrato enzimatico). Apds o tempo de incubac&o,
a reacdo é parada e ¢ efetuada a leitura da fluorescéncia na mistura [50].

O sistema est4 desenhado para calcular os valores de concentragdo de calprotectina a partir
da curva de calibragdo previamente estabelecida. O valor da fluorescéncia tem uma relagéo
diretamente proporcional com a concentracdo de calprotectina presente na amostra [50].

2.7 Anaélise do Esperma

A infertilidade afeta milhares de pessoas em todo 0 mundo, estimando-se que um em cada
seis casais necessitem de recorrer a técnicas de reproducdo medicamente assistida para ter um
filho. Em aproximadamente 40% dos casais inférteis, a impossibilidade de ter filhos deve-se a
infertilidade masculina [51].

Héa evidéncia de que tem vindo a existir um declinio nas contagens de esperma ao longo dos
anos [52], acreditando-se que tal seja causado por mudancas do estilo de vida e do ambiente
que tém vindo a ocorrer, como exposic¢do ao tabaco e poluicdo [53].

A analise do esperma tem assim um papel bastante importante no que diz respeito ao
tratamento da infertilidade masculina. O volume de esperma, a concentracdo de
espermatozoides, a percentagem de espermatozoides mdéveis e a morfologia normal dos
mesmos sdo fatores a ter em consideracdo na classificacdo de um individuo como fértil, subfértil
ou até mesmo infértil [54,55].

2.7.1 Espermograma

O espermograma € uma andlise feita ao esperma e na qual sdo avaliadas diversas
caracteristicas, como por exemplo, o volume, o pH, a viscosidade e aparéncia, e a concentracéo,
motilidade e morfologia dos espermatozoides.

Apbs colheita da amostra de esperma, esta deve ser mantida a uma temperatura de 37 °C
para evitar grandes alterac0es na temperatura que possam Vir a afetar os espermatozoides [56].
Deve dar-se inicio & analise macroscépica e microscopica do sémen apoés a sua liquefacdo e
entre 30 e 60 minutos apos a colheita.

Amostra: Esperma.

Método: Ensaio de Microscopia Otica/Analise de Esperma Orientada por Computador.
Equipamento: Microscépio de contraste de fase e Sperm Class Analyzer®.
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Inicia-se com a determinagdo do volume aproximado de esperma com auxilio de uma pipeta
de pléstico graduada, determina-se tambeém o pH através da utilizac&o de tiras de pH e analisa-
se a sua aparéncia e viscosidade, esta Ultima por aspiracdo da amostra com uma pipeta de
plastico e deixando-se cair a mesma por forca da gravidade.

O volume de esperma recolhido pode ser indicativo de obstrucdo ou complicagdes durante a
colheita, quando o volume ¢ baixo. Por outro lado, pode refletir exsudagdo excessiva em casos
de inflamac&o dos 6rgéaos acessorios, quando o volume € elevado [56].

O pH deve ser determinado o mais rapido possivel apds a colheita uma vez que o seu valor
é influenciado pela perda de CO- que ocorre ap6s producdo do esperma. Um pH menor que 7
em conjunto com um baixo volume de amostra pode ser indicativo de obstrugéo. Por outro lado,
valores altos de pH podem n&o ter significado clinico relevante uma vez que o seu valor
aumenta ao longo do tempo apés 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 aparéncia homogénea e tem uma cor cinzenta
opalescente. No entanto, pode apresentar uma aparéncia menos opaca se a concentracao de
espermatozoides for muito baixa, ou pode ter outra cor como avermelhado, se apresentar
eritrécitos, ou amarelo, noutras situacoes [56].

A andlise microscopica do esperma é realizada recorrendo a um microscopio de contraste de
fase e ao Sperm Class Analizer® (SCA), um software que auxilia na determinacéo de alguns
parametros do espermograma como a concentracdo e a motilidade dos espermatozoides. O SCA
deteta automaticamente os espermatozoides, analisando a trajetoria e a velocidade daqueles que
sdo maveis [57].

O SCA determina a motilidade e classifica-a em progressiva, ndo progressiva e imével. A
motilidade progressiva caracteriza-se pelo movimento dos espermatozoides quer seja linear
como em circulo largo, independentemente da velocidade. A motilidade ndo progressiva
classifica todos os outros padroes de mobilidade que tenham abstencdo de progressdo. Para
além disso, o SCA também classifica a velocidade dos espermatozoides como rapida, média,
lenta ou imovel [56,57]. A motilidade progressiva dos espermatozoides estd diretamente
relacionada com as taxas de gravidez [58,59].

2.7.2 Determinacédo da Taxa de Fragmentacdo do DNA Espermatico

O espermograma € a analise classica utilizada quando ha necessidade de avaliacdo do
esperma e da infertilidade masculina, no entanto existem varios casos em que todos o0s
parametros 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 existéncia de uma
heterogeneidade na sua cromatina. Assim, o DNA espermatico foi avaliado no que diz respeito
a sua fragmentacdo, ou seja, a fragmentagdo das cadeias simples ou duplas do DNA nuclear
que resultam numa potencial alteracdo ou até mesmo perda de material genético [60].
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A fragmentacdo do DNA espermaético funciona, no fundo, como um marcador do dano da
cromatina, existindo evidéncia de que este fator apresenta um papel no sucesso reprodutivo e
na infertilidade masculina [61].

Amostra: Esperma.
Metodo: Dispersdo da Cromatina Espermatica.
Equipamento: Microscépio 6tico.

Neste método, 0s espermatozoides intactos sdo imersos num microgel de agarose inerte que
é depois espalhado numa lamina.

Primeiro, a amostra é tratada com acido, o que causa a desnaturacdo do DNA nas células
espermaticas com DNA fragmentado. De seguida, adiciona-se uma solugéo de lise que remove
a maior parte das proteinas nucleares. Por fim, procede-se a desidratacdo, coloracdo e
visualizacdo no microscopio.

Quando héa auséncia de fragmentacdo de DNA, os nucleoides dos espermatozoides com
DNA fragmentado mostram um halo de dispersdo enquanto aqueles com presenca de
fragmentacdo ndo apresentam halos, ou estes sdo minimos [62].
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3. Core Laboratorial

No departamento do core laboratorial realizam-se analises no &mbito da bioquimica clinica,
da hematologia, da endocrinologia e da serologia de doengas infeciosas. Deste departamento
fazem parte uma &rea responsavel pela hematologia e outra responsavel pela bioquimica.

E no core laboratorial onde se realizam as anélises de rotina, ou seja, a grande maioria das
andlises sdo realizadas de forma automatizada o que permite rentabilizar o tempo de resposta
face ao grande volume de amostras que chega ao laboratorio.

Depois de terem passado pela triagem, a maioria das amostras que chega ao laboratorio sao
encaminhadas para o core laboratorial onde véo ser submetidas ao sistema pré-analitico.

O sistema pré-analitico é constituido por uma unidade de centrifugacdo (Cobas® p 471
Centrifuge Unit, da Roche), que auxilia a triagem na centrifugacao de amostra quando o volume
de entrada é elevado, e por um modulo pré-analitico (Cobas® p 612 Pre-Analytical System, da
Roche), responsavel pela anélise da qualidade da amostra, criagdo e etiquetagem de aliquotas e
a sua separacdo conforme o departamento a que se destinam. Esta acdo é possivel devido a
marcacdo de cada amostra com um cddigo de barras personalizado que confere informacéo
sobre as analises a efetuar na respetiva amostra.

Se o departamento de destino for um dos gque constitui o core laboratorial, as amostras sdo
agrupadas em racks de acordo com o equipamento a que se destinam e sdo transportadas de
forma automatica por meio de uma cadeia (Cobas® Conection Modules, da Roche), desde o
sistema pré-analitico até ao respetivo analisador automatico. Se o departamento de destino se
localizar fora do core laboratorial entdo as amostras sdo colocadas em suportes que, quando
cheios, sdo removidos pelos técnicos responsaveis pelo sistema pré-analitico e depois
encaminhados para o respetivo departamento pelos técnicos da triagem.

As amostras que circulam na cadeia do core laboratorial sdo direcionadas para o sistema pos-
analitico (Cobas® p 701 Post-Analytical Unit, da Roche) assim que todas as analises definidas
tenham sido realizadas. Este sistema pés-analitico é responsavel pelo armazenamento das
amostras durante um tempo finito determinado pelo laboratorio.

Periodo de estagio: 04/07/2022 — 05/08/2022 (hematologia) e 15/08/2023 — 09/09/2023
(bioquimica).

Atividades realizadas/acompanhadas: Processamento de amostras de utentes bem como
amostras da AEQ, manutencdo de equipamentos, execucdo e avaliacdo do CQI, gestéo de
stocks.

3.1 Bioguimica

Na area responsavel pela bioquimica realizam-se analises que permitem o estudo dos
sistemas metabolicos e da homeostasia dos diversos oOrgdos, avaliagdo dos eixos
endocrinolégicos, monitorizagdo de terapias e pesquisa de substancias psicoativas.
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A érea responsavel pela bioquimica engloba um sistema de cadeia fechada constituido pelo
sistema pré-analitico, o sistema pés-analitico, uma zona de urianalise (Cobas® 6500 Urine
Analyzer series, da Roche), um analisador de imunoensaios (Cobas® e 411 Analyzer, da Roche)
e trés linhas. Duas linhas (Cobas® 8000 Modular Analyzer series, da Roche), cada uma
constituida por: um médulo para determinagdo de ionograma (Cobas® 8000 ISE Module, da
Roche), dois mddulos de bioquimica (Cobas® ¢ 702 Module, da Roche) e dois modulos de
imunoquimica (Cobas® e 801 Analytical Unit, da Roche). E finalmente uma terceira linha
constituida por um modulo de bioquimica (Cobas® ¢ 502 Module, da Roche) e um modulo de
imunoquimica (Cobas® e 602 Module, da Roche).

3.1.1 Modulo Cobas® 8000 ISE

O modulo ISE realiza a determinacdo da concentracdo de sodio, potassio e cloreto no soro,
plasma ou na urina. Este mddulo apresenta trés elétrodos seletivos de iBes que medem as
concentragdes dos ides respetivos em relacdo a um elétrodo de referéncia. A medicéo da tensédo
elétrica entre os elétrodos e o elétrodo de referéncia permite o célculo e determinacdo da
concentracéo de cada ido [63,64].

Anélises: lonograma de sédio, potassio e cloreto.
Amostras: Soro, plasma e urina.
Meétodo: Potenciometria indireta.

Os eletrolitos apresentam um papel bastante importante na manutencdo da homeostase,
desempenhando funcBes ao nivel da manutencao dos niveis de agua, do equilibrio &cido-base,
da funcdo muscular e cardiaca e também funcionam como cofatores de diversas enzimas. A
desregulacdo dos niveis de eletrolitos pode ser a causa ou a consequéncia de uma variedade de
patologias [65].

Os eletrdlitos considerados mais importantes fisiologicamente incluem: o sédio, o potassio,
o cloreto, o célcio, 0 magnésio, o bicarbonato, os fosfatos, o sulfato, entre outros anides
organicos. Destes, 0 sddio, o potéssio e o cloreto sdo aqueles que sdo doseados mais
frequentemente [65].

O sodio € o principal catido do fluido extracelular e tem como funcéo principal a manutencéo
da distribuicdo da agua e a pressdo osmotica no compartimento extracelular [65]. Causas do
aumento da concentracao de sodio incluem perda excessiva de liquidos, aumento da ingestdo
de sddio, aumento da reabsorcao renal, entre outras [66]. Por outro lado, a diminuicao dos niveis
de sodio deve-se principalmente devido a vomitos, diarreia, diminuicdo da reabsorcédo renal e
retencdo excessiva de liquidos, entre outras [67].

O potassio € o principal catido do fluido intracelular e tem um papel importante na atividade
neuroldgica e muscular [65,68]. As principais causas do aumento dos niveis de potassio sdo a
diminuicdo da excre¢do de potassio pelos rins, aumento da ingestdo de potéssio, danos nos
tecidos, acidose metabdlica, entre outras [69]. A diminuicdo dos niveis de potéssio deve-se
principalmente a ingestéo de diuréticos, distirbios gastrointestinais que levam a perda excessiva
de potassio (vomitos, diarreia), reducdo da ingestdo ou aumento da excrecao renal [70].
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O cloreto € o principal anido do fluido extracelular e é responsavel pela regulacdo e
manutencdo da distribuicdo da agua, da pressdo osmotica e do equilibrio entre os anides e
catides no compartimento extracelular [65]. As causas mais comuns de diminui¢do do cloreto
incluem perda gastrointestinal (como vomitos), perda renal, reducdo da ingestdo, entre outras.
Um aumento dos niveis de cloreto verifica-se em casos de desidratacdo severa, insuficiéncia
renal, em casos de acidose, entre outras. [71].

3.1.2 Modulo Cobas® ¢ 702

O modulo ¢ 702 utiliza fotometria para determinar a concentragdo de uma enorme variedade
de analitos. Este utiliza uma lampada que faz passar um feixe de luz através da amostra, depois,
a partir da medicao da absorvancia do analito a determinar, o equipamento efetua os calculos
da concentracao do analito a partir de uma curva de calibracdo. A maioria dos testes utiliza duas
leituras de comprimento de onda diferentes, uma vez que a diferenca entre as duas leituras
permite eliminar interferéncias e ruido fotométrico [63].

Anélises: Marcadores cardiacos, endocrinos, hematoldgicos, oncoldgicos, hepaticos,
urolégicos, pulmonares, entre outros.

Amostras: Soro, plasma, LCR e urina.

Método: Fotometria.

3.1.2.1 Determinagdo Quantitativa da Creatinina Cinase

A creatina cinase (CK) é uma guanidina cinase de aproximadamente 40 kDa que tem como
principal funcdo auxiliar na hidrélise do ATP. A CK sé é funcionalmente ativa quando esta na
forma dimérica e encontra-se principalmente presente em tecidos que necessitam de niveis
energéticos elevados como o cérebro e os musculos. A CK citosolica tem trés isoenzimas
distintas: uma isoenzima do tipo cerebral (CK-BB), uma do tipo miocardica (CK-MB) e uma
caracteristica do musculo esquelético (CK-MM). Para alem destas, existe ainda uma isoenzima
mitocondrial (Mt-CK) [72].

A determinacdo da CK é o teste de preferéncia nos casos em que ha suspeita de dano
muscular. Verifica-se um aumento dos niveis de CK no soro na maioria dos utentes com danos,
inflamacdo ou necrose do musculo esquelético ou cardiaco [65].

Andlise: Creatina cinase total.
Amostras: Soro e plasma heparinado.
Método: Fotometria.

Este método baseia-se na capacidade que a creatina cinase apresenta de catalisar a
converséo da creatina fosfato em creatina com a consequente fosforilagdo do ADP em ATP. O
ATP produzido é medido via duas reagdes acopladas catalisadas pela hexocinase (HK) e pela
glucose-6-fosfato desidrogenase (G6PD). A primeira catalisa a conversdo da glucose em
glucose-6-fosfato com a conversdo de ATP em ADP e a segunda catalisa a conversédo da
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glucose-6-fosfato em 6-fosfogluconato com conversdo de NADP* em NADPH. Formam-se
quantidades equimolares de NADPH e ATP a mesma velocidade, pelo que, a formacéo de
NADPH medida espetroscopicamente a 340 nm é diretamente proporcional a atividade da CK
[65].

CK
Creatina fosfato + ADP — C(Creatina + ATP
HK
ATP + Glucose — Glucose — 6 — fosfato + ADP
G6PD
Glucose — 6 — fosfato + NADP* — 6 — fosfogluconato + NADPH + H*

3.1.2.2 Determinacdo Quantitativa das Aminotransferases

As aminotransferases sdo parte de um grupo de enzimas que catalisam a interconverséo de
aminoacidos em acidos 2-oxo por transferéncia de um grupo amino. A aspartato
aminotransferase (AST) e a alanina aminotransferase (ALT) sdo duas das aminotransferases
qgue apresentam maior interesse clinico. As aminotransferases estdo distribuidas pelo
organismo: a AST é mais frequentemente encontrada no coracao, figado, musculo esquelético
e rins, enquanto a ALT é mais predominante no figado e rins. Para além disso, ao passo que a
ALT ¢é exclusiva do citoplasma, a AST apresenta tanto uma forma citoplasméatica como uma
mitocondrial [65].

A causa mais importante do aumento da atividade das transaminases no soro é a doenga
hepéatica. Tanto a atividade da AST como da ALT podem aumentar em casos em que a
integridade das células do figado ¢ afetada, no entanto, das duas enzimas a ALT é a considerada
um marcador mais especifico do figado uma vez que, ao contrério da AST, apresenta uma
atividade predominante no figado [65].

Analise: Determinacdo quantitativa da AST e da ALT.
Amostras: Soro e plasma heparinado.
Método: Fotometria.

A determinacdo da atividade da AST e da ALT baseia-se na capacidade que estas enzimas
apresentam para catalisar a transferéncia de um grupo amino entre o L-aspartato ou a L-alanina,
respetivamente, e 0 2-oxoglutarato. Ambas as reacGes conduzem a producéo de piruvato que é
depois reduzido pelo NADH numa reacdo catalisada pelo malato desidrogenase (MDH) ou pela
lactato desidrogenase (LDH), com formacdao de L-malato ou L-lactato e NAD", respetivamente.
A taxa de oxidacdo do NADH e diretamente proporcional a atividade das enzimas, que é
determinada através da medigéo da diminuig&o da absorvéncia [73,74].

AST
L — aspartato + 2 — oxogluturato — Oxalocetato + L — glutamato

MDH
Oxaloacetato + NADH + HY — L — malato + NAD*

ALT
L — alanina + 2 — oxaglutarato — Piruvato + L — glutamato

LDH
Piruvato + NADH + Ht* — L — Lactato + NAD*
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3.1.2.3 Determinacdo Quantitativa da a1-Microglobulina

A al-microglobulina, também conhecida por proteina HC, é uma glicoproteina plasmatica
de 26 kDa que pertence a superfamilia das lipocalinas [75,76]. A al-microglobulina esta
principalmente distribuida no figado, sangue e rins, ou seja, os locais onde ocorre o0 seu
metabolismo [75]. A sintese da al-microglobulina ocorre nos hepatdcitos do figado, sendo
depois secretada para o sangue onde existe ndo sé na sua forma livre, mas também numa
variedade de complexos. A al-microglobulina livre passa livremente pelas membranas
glomerulares até a urina primaria, de onde volta a ser reabsorvida pelas células dos tubulos
proximais, onde a proteina vai sofrer catabolizacdo [75].

E possivel encontrar quantidades significativas de a.1-microglobulina livre na urina normal,
pelo que a sua concentracdo é um indicador de desordens ao nivel da funcéo tubular renal [75].
Em situacbes em que existe uma perturbacdo da funcdo tubular a reabsorcdo da al-
microglobulina estd diminuida, verificando-se um aumento da concentracdo desta proteina na
urina [75].

O impacto da funcéo tubular na concentracdo urinaria da al-microglobulina em conjunto
com a sua elevada estabilidade na urina, tornam-na num marcador ideal das patologias tubulares
renais [75].

Analise: Determinacdo quantitativa da o1-microglobulina.
Amostras: Urina.
Método: Nefelometria.

Neste ensaio, 0s anticorpos anti al-microglobulina, que se encontram na superficie de
particulas de latex, reagem com a o.1-microglobulina presente na amostra formando complexos
antigénio/anticorpo. Apos aglutinacdo, os complexos formados podem ser determinados
turbidimetricamente como uma alteracdo da absorvancia, sendo a magnitude da alteracéo
proporcional a quantidade de al-microglobulina presente na amostra. A concentragéo real é
depois determinada a partir de uma curva de calibracdo que foi previamente preparada a partir
de calibradores com concentragdes conhecidas do analito [77].

3.1.3 Modulo Cobas® e 801

O mddulo e 801 utiliza tecnologia de eletroquimioluminescéncia (ECL) na realizacdo de
uma variedade de imunoensaios. Nesta tecnologia a amostra € incubada com dois anticorpos
especificos para o analito a testar, um anticorpo marcado com biotina e um segundo anticorpo
marcado com ruténio. Apos formacgdo do complexo, sdo adicionadas & mistura microesferas
revestidas com estreptavidina, que formam uma ligacdo com a biotina.

A mistura é de seguida transferida para a célula de medicéo, onde pela acdo de um iman
existe a deposicdo das microesferas revestidas com os complexos de antigénios e anticorpos.
De seguida, introduz-se um tamp&o no sistema, que para além de fornecer tripropilamina (TPA),
também remove da célula de medicdo todos os reagentes ndo ligados e outros constituintes da
amostra sem interesse para a anélise.
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Apos remocao do iman, é aplicada tenséo no elétrodo de platina, na superficie do qual ocorre
a reacdo de ECL. Primeiramente, da-se a oxidacdo da TPA no elétrodo, ocorrendo a libertacdo
de um eletrdo e a formacdo de um catiéo radical que reage libertando um protéo resultando na
formacéo de um radical de TPA. Entretanto, o complexo de ruténio também sofre oxida¢do com
a libertacdo de um eletrdo e formacdo de um catido de ruténio. Este catido e o radical TPA
reagem um com o outro resultando na reducéo do catido de ruténio e na formacéo de um estado
excitado desta nova espécie reduzida. Devido a instabilidade deste estado excitado, este dissipa-
se com a emissdo de um fotdo a 620 nm para o estado fundamental.

Esta emissdo 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].

Analises: Marcadores cardiacos, dermatolégicos, endocrinos, gastroenteroldgicos,
ginecologicos, entre outros.

Amostras: Soro, plasma e urina.

Meétodo: Eletroquimioluminescéncia.
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Figura 4. Representa¢do esquematica da célula de medigéo de ECL.
A: Microesferas magnéticas ligadas a complexos anticorpos/antigénio; B: Fotomultiplicador; C: Contraelétrodo; D:
Anticorpo marcado com ruténio; E: Elétrodo de trabalho; F: Iman; G: Canal de fluxo. Retirado de [63].
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Figura 5. Representacdo esquematica da reagdo de ECL.
Ru(bpy): Complexo de ruténio. Retirado de [63].

3.1.3.1 Determinacdo Quantitativa e Qualitativa de 1gG/IgM  Anti-
Citomegalovirus e Avidez

O citomegalovirus (CMV) é um virus da familia dos herpesvirus que, como os demais
membros desta familia, é responsavel por causar uma infecdo latente que dura toda a vida do
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hospedeiro ap6s ter ocorrido a infecdo primaria. Esta infecdo latente pode ser reativada
periodicamente com disseminacéo do virus [78].

O CMV transmite-se através dos fluidos corporais como o sangue, secre¢des genitais e leite
materno. A saliva e a urina de individuos infetados também podem servir como fonte de
disseminacéo do virus, principalmente em criangas [79].

A infecdo primaria em individuos imunocompetentes geralmente caracteriza-se por
sintomatologia ligeira ou até mesmo assintomatica. Os sintomas caracteristicos sao febre, dor
de garganta, fadiga e inchaco das glandulas. No entanto, em individuos imunocomprometidos,
a infecdo por CMV pode causar problemas mais graves ao nivel dos olhos, pulmdes, figado,
esofago, estdbmago e intestino [80].

O CMV ¢ também uma das causas mais comuns de infecdo congénita. A maioria dos recém-
nascidos com infecdo congénita por CMV ndo apresentam sinais nem sintomas de infecéo, no
entanto, alguns apresentam problemas de salde logo a nascenca ou entdo desenvolvem-nos
mais tarde [80]. As caracteristicas clinicas comuns da infe¢cdo congénita por CMV incluem
ictericia, hepatoesplenomegalia, prematuridade, restricdo de crescimento intrauterino,
microcefalia, trombocitopenia e manifestacdes cutaneas como petéquias e purpura [81]. Para
além disso, alguns recém-nascidos podem apresentar problemas de salde a longo termo como
perda de audicdo, atraso motor e no desenvolvimento, perda de visdo, microcefalia e convulsdes
[80].

O diagndstico da infecdo primaria aguda por CMV é normalmente feito através da detegdo
das imunoglobulinas 1gG e IgM especificas. As amostras reativas para IgM indicam uma
infecdo aguda recente quer primaria ou por reativacdo. E também frequente a determinacéo da
avidez das 1gG, uma vez que auxilia a classificacdo de uma infecdo primaria [79].

Anédlises: Determinacdo quantitativa e qualitativa de IgG/IgM anti-citomegalovirus e
avidez.

Amostras: Soro e plasma.

Método: Eletroquimioluminescéncia.

3.1.3.2 Determinagéo Quantitativa da Interleucina-6

A interleucina-6 (IL-6) € uma citocina pleiotropica com um variado leque de funcgdes
biologicas na regulagdo da imunidade, hematopoiese, inflamagdo e oncogénese. Diversos
estudos mostram que a IL-6, para além de apresentar atividade estimuladora das células B,
tambem apresenta atividade em células T, células estaminais, hepatdcitos e células cerebrais
[82].

A produgdo de IL-6 por células linféides e ndo linféides € induzida durante reacdes
inflamatorias agudas associadas a ferimento, traumatismos, stress, infegdes, neoplasias, entre
outras situacdes [83].

Concentracdes elevadas no periodo pos-operatorio ou em doentes em estado critico podem
ser indicativos da magnitude da resposta inflamatoria, fornecendo informacéo sobre alguns dos
mecanismos responsaveis pela resposta exagerada e possiveis desfechos, que incluem disfuncéo
dos orgdos e mortalidade [84]. A determinacdo sequencial de IL-6 no soro ou plasma de doentes
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internados na unidade de cuidados intensivos mostrou-se Gtil na avaliacdo da gravidade do
sindrome de resposta inflamatoria sistémica, da sépsis e do choque séptico e para prever o valor
prognostico [84]. Para além disso, os niveis de IL-6 apresentam-se elevados em doengas
inflamatdrias e apresenta um papel importante no desenvolvimento da inflamacéo cronica [85].

Anélises: Determinacdo quantitativa de IL-6.
Amostras: Soro e plasma.
Metodo: Eletroquimioluminescéncia.

3.1.4 Modulo Cobas® ¢ 502

O mddulo ¢ 502 utiliza fotometria, a semelhanga do modulo ¢ 702, para determinagdo
qualitativa e quantitativa de um variado espetro de analitos [63].

Anélises: Marcadores cardiacos, endocrinos, hematoldgicos, oncoldgicos, hepaticos,
urolégicos, pulmonares, entre outros.

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

Meétodo: Fotometria.

3.1.4.1 Determinacdo Quantitativa da Glicoproteina a1-Acida

A glicoproteina al-acida, também denominada de orosomucoide, &€ uma proteina de fase
aguda ndo especifica sintetizada nos hepatdcitos [86]. E considerada um anti-inflamatorio
natural e um modulador do sistema imunitario, pelo que niveis elevados desta proteina podem
limitar a inflamag&o ao atuar como um mecanismo de feedback negativo [86]. A concentracao
da glicoproteina al-acida duplica apds trauma cirdrgico, em condic¢des inflamatorias como
artrite reumatoide e em alguns tipos de cancro como o dos pulmdes e o da mama [86,87].

Analises: Determinacdo quantitativa da glicoproteina al-acida.
Amostras: Soro e plasma.
Método: Imunoturbidimetria.

Neste ensaio, anticorpos anti glicoproteina al-acida reagem com o antigenio presente na
amostra formando complexos antigénio/anticorpo. Apoés aglutinacdo dos complexos, estes séo
medidos turbidimetricamente. A turbidez determinada estd diretamente relacionada com a
concentracéo de glicoproteina al1-acida [88].

3.1.5 Modulo Cobas® e 602

O modulo e 602 é um analisador imunoldgico que utiliza, assim como o médulo e 801,
tecnologia de ECL para a determinagéo de um grande leque de testes quantitativos e qualitativos
[63].
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Anédlises: Marcadores cardiacos, dermatoldgicos, endocrinos, gastroenterolégicos,
ginecoldgicos, hepaticos, oncologicos, de doencas infeciosas, entre outros.

Amostras: Soro, plasma e urina.

Metodo: Eletroquimioluminescéncia.

3.1.5.1 Determinacao Quantitativa da phCG Livre

A gonadotrofina corionica humana (hCG) é uma hormona glicoproteica que participa na
regulacdo, desenvolvimento e manutencdo da gravidez. E produzida nos trofoblastos e é
responsavel por processos como a implantacéo, placentacdo, angiogénese, desenvolvimento do
feto e tolerancia imunitaria [89].

A hCG esta presente apenas no sangue e na urina de pessoas gravidas. Numa gravidez
saudavel, a hCG apresenta um aumento inicial seguido de um periodo de diminuicdo
compreendido entre a 10? e a 142 semanas de gestacéo [90].

VariagGes nos niveis desta hormona podem ser indicativos de algumas condi¢6es patoldgicas
como: interrupcédo da gravidez, doenca trofoblastica gestacional, coriocarcinoma, malignidades
das células gestacionais e tumores ndo trofoblasticos de varias origens [89].

O aumento dos niveis de hCG em combinacdo com a diminuicdo dos niveis de proteina A
plasmatica associada a gravidez e a determinacdo de translucéncia nucal por ultrassom
possibilita a identificacdo de um feto com elevado risco de ser afetado por aneuploidias,
nomeadamente trissomia 21, durante o primeiro trimestre da gravidez [91].

Anélises: Determinacdo quantitativa da phCG livre.
Amostras: Soro.
Meétodo: Eletroguimioluminescéncia.

3.1.6 Série de Analisadores da Urina: Cobas® 6500

A série de analisadores da urina Cobas® 6500 é um sistema de urianalise automatico que
integra dois mddulos de analisadores: o Cobas® u 601 Urine Analyzer e o Cobas® u 701
Microscopy Analyzer.

O modulo u 601, também denominado analisador de tiras teste, destina-se a determinagédo
qualitativa, quantitativa ou semi-quantitativa in vitro de analitos na urina. Alguns dos analitos
e parametros determinados incluem o pH, leucdcitos, eritrdcitos, nitritos, proteinas, glucose,
cetonas, urobilinogénio, cor e aspeto.

O mddulo u 701, também denominado de analisador de microscopia, efetua a determinagéo
quantitativa in vitro de eritrécitos e leucdcitos, a determinagdo semiquantitativa de células
epiteliais, bactérias e cilindros hialinos, e ainda, determina qualitativamente cilindros
patoldgicos, cristais, leveduras, muco e esperma na urina.

Analises: Contagem dos elementos presentes na urina (Cobas® u 601) e anélise microscopica

do sedimento urinario (Cobas® u 701)
Amostras: Urina.

Rita Luzio 43



Relatério de Estagio

Método: Tiras teste e microscopia otica.
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 acida. A urina acida pode ser observada em utentes com uma dieta rica em
proteina, em casos de acidose metabolica e respiratoria ou durante a toma de alguns
medicamentos. A urina alcalina pode ser observada em utentes com uma dieta vegetariana, em
casos de alcalose metabdlica e respiratoria e acidose tubular renal e na toma de alguns
medicamentos [92].

A tira teste contem vermelho metileno, fenolftaleina e azul de bromotimol e reage
especificamente com os ides H™ presentes na amostra [93].

3.1.6.2 Leucdcitos

Os leucocitos ndo aparecem normalmente na urina pelo que a sua presenca pode ser
indicativa de uma inflamacédo, normalmente associada a uma infe¢do do trato urinario [92].

Este teste revela a presenca de esterases de leucécitos, uma enzima presente nos granuldcitos
que tem sido utilizada como indicador da presenca de células inflamatdrias em tecidos e
amostras [93,94] . A tira teste contem um éster de indoxil que sofre clivagem pela esterase com
libertacdo 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 presenca 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 patégenos comuns como a E. coli, Proteus, Enterobacter e Klebsiella [92].

O teste do nitrito € um método barato e rapido que permite a testagem de infe¢des do trato
urinario, no entanto, ndo deve substituir o teste microbioldgico urinario [92].

O teste baseia-se no principio do teste de Griss, revelando a presenca de nitrito quando
existe alteracéo da tira teste para rosa/vermelho [93].

3.1.6.4 Proteinas

As proteinas estdo normalmente presentes apenas em pequenas quantidades na urina. Apos
passagem através glomérulos, a maioria das proteinas plasmaticas mais pequenas é reabsorvida.
A excre¢do da albumina em individuos saudaveis é de aproximadamente 30 mg por dia. Um
aumento da excrecdo de albumina, ao qual se d& o nome de microalbuminuria, é definido como
a excrecao de 30 a 300 mg de albumina por dia na urina. A microalbuminuria pode servir como
um indicador do dano glomerular e risco de progresséo de doenca 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 proteinas funcionam como aceitadores
de ibes hidrogénio, o que causa a mudanca de cor de alguns indicadores. O teste é
particularmente sensivel a albumina [92,93] .

3.1.6.5 Glucose

A glucose ¢ um metabolito que é filtrado livremente pela membrana glomerular e que é
depois reabsorvida a nivel tubular quase na sua totalidade, no entanto, em condic¢Ges saudaveis
esta pode ser encontrada na urina em pequenas quantidades [92].

Normalmente, a detecdo de glucose na urina é normalmente detetada quando os niveis de
glicemia sdo superiores a 180 mg/dL, valor que excede a capacidade de reabsorcédo tubular.
Para além da diabetes mellitus, a glicosuria pode ser detetada em patologias que afetem o
sistema nervoso central, os rins, o sistema enddcrino, o figado, entre outras [92].

O teste baseia-se na reagédo da glucose oxidase e da peroxidase. A glucose oxidase converte
a glucose em &cido gliconico com producdo de perdxido de hidrogénio, o qual, via reacdo
catalisada pela peroxidase, oxida o cromogéneo [92,93].

3.1.6.6 Corpos Cetonicos

Os corpos cetonicos sdo um produto resultante do metabolismo incompleto das gorduras e
sdo indicativos de um estado metabdlico de gliconeogénese que pode acontecer em situacdes
de fome, dieta pobre em carboidratos, doenca febril ou em caso de diabetes mellitus
descontrolado [92].

O &cido aceto acético, a acetona e o &cido B-hidroxibutirico s&o alguns dos corpos cetonicos
libertados pelo figado para a corrente sanguinea e que sao depois utilizados por outros tecidos
para a producdo de energia. Naturalmente, alguns dos corpos cetonicos libertados sdo filtrados
nos rins e excretados na urina [92].

O teste tira partido da reacdo do nitroprussiato na qual o nitroferricianeto de sédio e a glicina
reagem com 0s corpos cetdnicos em pH alcalino para produzir um produto de cor violeta. A
reacao € mais sensivel ao acido acetoacético do que a acetona [92,93].

3.1.6.7 Bilirrubina

A Dbilirrubina é um produto da senescéncia dos glébulos vermelhos no sistema
reticuloendotelial e € principalmente excretada no figado, sob a sua forma conjugada, na bilis.
No intestino delgado a bilirrubina é convertida novamente a sua forma nédo conjugada e depois
reduzida a urobilinogénio pela flora intestinal. Cerca de vinte por cento do urobilinogénio
formado é reabsorvido e enviado para o figado onde vai ser excretado para a vesicula biliar.
Uma pequena quantidade continua na corrente sanguinea e € excretada nos rins [92].

A presenca de bilirrubina na urina € indicativa de disfuncdes hepaticas e obstrucéo biliar
intrinseca ou extrinseca, entre outras patologias [92].

O teste é baseado na reacdo de acoplamento da bilirrubina com um sal de diazonio, o que
gera a producédo de uma coloracdo rosa [93].
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3.1.6.8 Urobilinogénio

O urobilinogénio ¢ 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 figado onde volta a ser excretado na bilis. Se presente em excesso, 0
urobilinogénio remanescente é filtrado pelos rins e eliminado na urina [92].

Individuos que sofram de disfuncBes severas do figado como cirrose ou hepatite ndo
conseguem reabsorver o urobilinogénio, pelo que apresentam valores elevados deste tanto no
soro como na urina [92].

Neste teste, um sal de diazonio reage com o urobilinogénio resultando na formacéo de um
corante vermelho [93].

3.1.6.9 Sangue

A urina de individuos saudaveis apresenta, aproximadamente, cinco glébulos vermelhos por
microlitro, uma gquantidade tdo pequena gue nédo € detetada na tira teste. A hemataria acontece
normalmente como resultado de sangramento do sistema urinario, desde os glomérulos até a
uretra. Entre as causas de sangramento inclui-se tumores dos rins e da bexiga, trauma renal,
glomerulonefrite, pielonefrite, calculos renais e distdrbios hemorragicos relacionados com o
uso de anticoagulantes. A hematuria pode ainda ser um resultado da lise dos gldbulos vermelhos
no trato urinario [92].

Este teste utiliza a capacidade que a hemoglobina apresenta de catalisar a reacdo de oxidacao
de um indicador por via do perdxido organico contido na tira teste. Uma reacdo positiva
apresenta uma coloracdo azul-esverdeada [93].

3.1.6.10 Cor

A coloracdo amarela da urina de individuos saudaveis é devida a presenca de um pigmento
natural, a urobilina. A cor da urina pode variar entre individuos e esta dependente do estado de
hidratacdo, dieta, medicacéo, entre outros [92].

Urina de cor vermelha caracteriza-se pela presenca de hemoglobina, glébulos vermelhos,
mioglobina, porfirina, fuscina, consumo de beterraba ou pode acontecer devido a contaminagéo
menstrual. A urina de cor preta esta associada a presenca de acido homogentisico, melanina ou
meta-hemoglobina. Urina verde é caracteristica de infe¢cbes por Pseudomonas ou na presenca
de indicana ou clorofila. Uma urina de cor azul ou roxa € indicativo de excesso de porfirinas
[92].

3.1.6.11 Cristais
Devido ao papel dos rins na excrecdo metabélica e na manutencdo da homeostase, 0s

produtos finais do metabolismo sdo encontrados em concentragdes altas, o que pode
proporcionar a sua precipitacdo e a formacdo de cristais. Embora encontrar cristais no
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sedimento urinario ndo esteja necessariamente associado a estados patolégicos, alguns tipos de
cristais anormais estéo associados a doenga [92].

Os cristais de leucina e tirosina estdo associados a doenca hepética grave, enquanto 0s
cristais de colesterol sdo observados na sindrome nefrotica e na doenca renal poliquistica. Os
cristais de acido arico, oxalato de célcio e de fosfato amorfo s&o comumente observados em
amostras normais [92].

3.1.6.12 Leucécitos

A presenca de um numero aumentado de globulos brancos na urina é indicativa de um estado
inflamatdrio, que normalmente esta associado a uma infecéo do trato urinario [92]

3.1.6.13 C¢élulas Epiteliais

Os trés tipos de células epiteliais mais frequentemente observadas no sedimento urinario sao
as células tubulares renais, transicionais e as escamosas.

O epitélio dos tubulos renais sofre constantemente um processo de renovagdo e, como
resultado, € normal encontrar algumas dessas células no sedimento urinario. No entanto, o
aumento do numero dessas células é indicativo de dano tubular renal que pode resultar de
necrose tubular renal, envenenamento por metais pesados, infecdo por citomegalovirus,
transplante renal ou trombose da veia renal.

Tal como o epitélio dos tubulos renais, também o epitélio de transicdo apresenta uma alta
taxa de renovacdo. O aumento do numero dessas células na urina é observado em certas
condicdes inflamatdrias que afetam o trato urinario como os carcinomas da bexiga.

Numa amostra que tenha sido devidamente colhida, deve-se observar um baixo nimero de
células epiteliais escamosas, uma vez que a contaminagdo com conteudo vaginal é a razdo mais
comum para valores elevado [92].

3.1.6.14 Cilindros

Os cilindros sdo formados quando o contetddo dentro dos tabulos renais solidifica e passa
para a urina. Esse processo de solidificacdo pode ser resultado do aumento da concentragéo ou
do aumento da filtragdo de certas proteinas, bem como da presenca anormal de diferentes tipos
de células ou compostos. Os cilindros assumem a forma do tdbulo renal no qual sdo formados,
pelo que, um exame cuidadoso pode fornecer informagGes sobre o estado do rim.

Existem dois tipos de cilindros que aparecem normalmente no sedimento urinario: cilindros
hialinos e cilindros finamente granulares. Em condigdes patoldgicas também é possivel
observar a formacdo de cilindros através de eritrdcitos, leucocitos, sangue, células epiteliais
tubulares renais, bactérias e fungos [92].
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3.1.6.15 Microrganismos

Amostras em que se detete a presenca de bactérias, fungos, parasitas ou células infetadas por
virus devem ser acompanhadas por microbiologia para confirmacdo e classificacdo do patégeno
[92].

3.2 Hematologia

Na area responsavel pela hematologia faz-se o estudo dos elementos figurados do sangue,
da hemostase, trombofilia e fibrindlise. Para além disso, realiza-se a determinacdo dos grupos
sanguineos e faz-se a identificacdo e quantificacdo dos anticorpos contra antigénios
eritrocitérios de elevada prevaléncia.

Como mencionado anteriormente, a hematologia também faz parte do core laboratorial.
Assim, a semelhanca do que acontece na bioquimica, a maioria das andlises efetuadas no
laboratdrio de hematologia sdo realizadas com recurso a equipamentos automaticos estando
estes também ligados ao sistema de cadeia fechada que existe no core laboratorial.

Os equipamentos que fazem parte da area responsavel pela hematologia sdo: os analisadores
hematoldgicos automaticos (XN-1000™, Sysmex), sistema de realizacdo automatica de
esfregacos de sangue (SP-10, Sysmex), analisadores da coagulacdo (STA R Max, Stago),
analisador da velocidade de sedimentacdo (Starrsed Interrliner XN, Sysmex), analisador da
hemoglobina glicada (Cobas® ¢ 513, Roche), analisadores dos grupos sanguineos (ORTHO
VISION®, Ortho Clinical Diagnostics) e, por fim, um equipamento responsavel pelo arquivo
dos tubos de amostras (TS-10, Sysmex).

3.2.1 Hemograma

O hemograma é a analise mais requisitada no laborat6rio de hematologia. Esta analise inclui
a medicdo, contagem e estudo das células do sangue, como os eritrécitos, leucdcitos, plaquetas
bem como a velocidade de sedimentagdo. Estes sdo alguns pardmetros principais que guiam o
médico no diagnostico diferencial do utente [95].

Amostra: Sangue total.

Meétodo: Sulfato lauril de sédio livre de cianeto (SLS), citometria de fluxo fluorescente e
impedancia com foco hidrodinamico.

Equipamento: XN-1000™, da Sysmex.

3.2.1.1 Eritrocitos
A contagem dos eritrocitos pode servir de guia no diagnostico de patologias do foro

sanguineo [96]. As anemias sdo a patologia mais comumente associada a altera¢cdo do nimero
de eritrocitos [97].
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Uma diminui¢do do numero de eritrocitos esta principalmente associada a anemias, no
entanto também pode indicar algum tipo de deficiéncias nutricionais como, por exemplo,
deficiéncia da vitamina B6, B12 ou de folatos, problemas renais ou até hemorragia interna [96].
No caso de um aumento dos niveis de eritrocitos, este pode estar associado a condic¢des de satde
como doencga congeénita do coracdo, policitémia, desidratacdo, hipoxia, entre outras [96].

Meétodo: Impedancia com foco hidrodinamico.

O equipamento aspira uma por¢cdo do sangue total e mistura-a com um diluente. Uma
quantidade definida dessa por¢éo é enviada para a camara de detecdo e passa por uma abertura
onde de situa um elétrodo em cada um dos seus lados [98].

Esta tecnologia baseia-se no principio 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
sanguineas sdo mas condutoras da eletricidade e o diluente no qual estas sdo suspensas é uma
solucdo isotonica que é um bom condutor da eletricidade. Assim, quando as células suspensas
no diluente passam pela abertura entre os dois elétrodos, cada célula individual aumentara
momentaneamente a impedancia (resisténcia) do circuito elétrico entre os elétrodos. Cada
célula vai entdo gerar um pulso elétrico proporcional ao seu tamanho [99].

Fluxo de revestimento

Abertura de
medicéo

RANOAR - 8.0-8-2°0.80.658°

Amostra

-
-

Figura 6. Representac¢éo esquematica do principio da impedancia com foco hidrodinamico. Adaptado de [99].

3.2.1.2 Hemoglobina

A concentracdo de hemoglobina (Hb) é medida no sangue total e o seu valor expresso em
g/dL [65]. A determinacdo da concentracdo de hemoglobina é um importante pardmetro no
diagndstico da anemia [100] quando se encontra a baixas concentra¢@es. Ja um valor elevado
de hemoglobina pode estar associado a desidratacdo, policitémia reativa ou neoplésica [65].

Método: SLS.
O analisador automatico utiliza um método no qual todas as formas de hemoglobina
presentes na amostra sdo convertidas a cianometemoglobina apdés lise celular. A absorvancia

da cianometemoglobina pode ser medida a 540 nm e é proporcional & concentracdo de
hemoglobina presente na amostra [65,101].
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3.2.1.3 Hematocrito

O hematdcrito (Ht) € o volume relativo ocupado pelos eritrocitos num determinado volume
de sangue total (%) [100]. Um hematdcrito diminuido pode ser encontrado em situacBes de
anemia, j& um aumento do hematdcrito € caracteristico de policitémia tanto reativa como
neoplésica [65].

3.2.1.4 Volume Globular Médio

O volume globular médio (VGM) corresponde ao volume médio dos eritrécitos e é expresso
em fentolitros (fL) [100]. O VGM serve de base para a classificagcdo das anemias relativamente
ao tamanho dos eritrocitos. Uma anemia com um VGM aumentado é classificada como anemia
macrocitica; uma anemia com um VGM dentro dos valores de referéncia classifica-se como
anemia normocitica; por fim, uma anemia com um VGM baixo classifica-se como anemia
microcitica. Esta classificacdo pode facilitar a determinacdo 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 formula:

_ He(L/L)
veM L) = GV (x1012/L)

3.2.1.5 Hemoglobina Globular Média

A hemoglobina globular média (HGM) corresponde ao peso médio de hemoglobina contido
num eritrocito e é expressa em picogramas. A HGM ¢ diretamente proporcional a quantidade
de hemoglobina e ao tamanho dos eritrdcitos [95].

A HGM pode ser calculada a partir da seguinte formula:

Hb (g/dL) x 10
GV (x10'2/L)

HGM(pg) =

3.2.1.6 Concentracdo de Hemoglobina Globular Média

A concentracdo de hemoglobina globular média (CHGM) corresponde a concentragdo media
de hemoglobina por unidade de volume de eritrocitos e é expressa em g/dL. Um valor diminuido
de CHGM permite classificar os eritrdcitos como hipocromicos, normalmente associado a
deficiéncia de ferro. Um valor aumentado de CHGM estéa associado a esferocitose (ou seja,
aumento dos esferdcitos), uma caracteristica de patologias como a esferocitose hereditéria,
anemia hemolitica autoimune e anemia falciforme [65].

A CHGM pode ser calculada a partir da seguinte formula:

Hb (g/dL)

CHGM (g/dL) = He (LD
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3.2.1.7 Coeficiente de Dispersdo do Volume Eritrocitario

O coeficiente de dispersdo do volume eritrocitario (RDW) corresponde ao coeficiente de
variacdo de distribuicdo do volume eritrocitario. E um pardmetro calculado por contadores
automaticos e pode ser expresso tanto em percentagem (%) como em fentolitros (fL). O RDW
reflete o grau de anisocitose dos eritrocitos. Um elevado grau de anisocitose € caracteristico de
anemia por deficiéncia de ferro [65].

3.2.2 Esfregaco de Sangue

O esfregaco de sangue periférico caracteriza-se por ser uma preparacao de uma camada de
células sanguineas numa lamina de vidro que tem como finalidade ser examinada ao
microscopio apos coloracdo. A partir do esfregaco de sangue é possivel tirar conclusdes como:
a morfologia dos eritrdcitos, leucécitos e plaquetas; estabelecer a férmula leucocitéria
(percentagem de cada tipo de leucécito presente naquela amostra de sangue); realizar a
contagem de plaquetas.

O exame do esfregaco de sangue periférico era considerado uma parte integral do
hemograma uma vez que era a partir deste que se realizava a contagem de eritrocitos, leucocitos
e plaquetas e se determinava os indices eritrocitarios. No entanto, a automatizacdo do
laboratdério de hematologia veio permitir a medicdo automatica, mais rapida e precisa dos
volumes celulares e das contagens diferencias dos leucdcitos, o que faz com que o esfregaco de
sangue periférico manual ndo seja realizado para a maioria das amostras [102].

Amostra: Sangue total.
Meétodo: Coloracdo de Wright-Giemsa.
Equipamento: SP-10, da Sysmex.

Na area responsavel pela hematologia, apos a realizacdo do hemograma algumas amostras
podem ser direcionadas para o sistema de realizacdo e analise automatica de esfregacos de
sangue. Amostras que apresentam contagens de células do sangue e indices eritrocitarios
anormais, em que se verifique a presenca de blastos, linfocitos anormais ou atipicos,
eritroblastos, granuldcitos imaturos, entre outras anomalias quantitativas e qualitativas podem
ser encaminhadas para o sistema.

O sistema realiza a preparacdo automatica do esfregaco de sangue periférico a partir do tubo
de hemograma, seguido da coloragdo do mesmo e analise ao microscopio. O equipamento inclui
um microscopico automatico com uma cadmara digital de alta qualidade que localiza e tira uma
foto de cada célula encontrada que € depois processada e classificada. O sistema consegue
diferenciar os diversos tipos de leucocitos, artefactos, plaguetas gigantes, aglomerados de
plaquetas e eritrocitos nucleados. Para além disso, consegue ainda analisar a policromasia,
hipocromasia, anisocitose, macrocitose, microcitose e poiquilocitose dos eritrocitos [103].

Apos analise automatica, o sistema pode marcar algumas das amostras para que as imagens
sejam revistas por um especialista. Estes vao primeiro rever as imagens que foram tiradas pelo
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microscopio e confirmar se todas as células foram corretamente identificadas e, caso seja
necessario procederdo a visualiza¢do do esfregagco num microscépio 6tico.

3.2.3 Velocidade de Sedimentacéo

A velocidade de sedimentacdo dos eritrocitos € um marcador ndo especifico de reacOes de
fase aguda, na inflamacdo cronica e em malignidades [95]. Durante a inflamacdo, a
concentracdo das proteinas plasméticas de fase aguda positiva, principalmente o fibrinogénio e
as alfa globulinas, aumenta o que afeta a velocidade de sedimentacdo normal dos eritrcitos.
Para além disso, a velocidade de sedimentacdo também é afetada pela concentracdo de albumina
plasmatica e imunoglobulinas e pelo nimero, tamanho e morfologia dos eritrécitos [104].

Amostra: Sangue total.
Meétodo: Método de Westergren.
Equipamento: Starrsed Interrliner XN, da Sysmex.

Neste método determina-se a viscosidade do plasma através da medicdo da distancia, em
milimetros, resultante da queda espontanea dos eritrécitos em suspensdo no sangue total anti
coagulado num tubo vertical padronizado e no periodo de uma hora [105].

3.2.4 Hemoglobina Glicada

A hemoglobina é uma hemoproteina tetramérica presente nos eritrocitos cuja funcéo
priméria é o transporte de oxigénio desde os pulmdes até aos diferentes tecidos.

A hemoglobina glicada (HbA1c) resulta da ligacdo da glucose a regido N-terminal das cadeias
B 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 monitorizacao da diabetes e até do desenvolvimento de complicacBes devidas a doenca
[106,107].

Amostra: Sangue total.
Meétodo: Ensaio imunoturbidimetrico.
Equipamento: Cobas® ¢ 513.

Neste método, apds lise dos eritrocitos procede-se a medicdo espetrofotométrica da
hemoglobina total presente na amostra. Ao mesmo tempo, a HbA1c reage com um anticorpo
anti-HbA:c formando um complexo antigénio-anticorpo solGvel. Depois, o polihapteno
presente no reagente reage com 0 excesso de anticorpos anti-HbA:c formando complexos
insolUveis, os quais sdo medidos por turbidimetria a 340 nm. A concentracdo de HbA1c na
amostra é entdo inversamente proporcional ao valor da turbidimetria e é expressa como a
percentagem relativa a concentracdo de hemoglobina total presente na amostra [106,108].
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3.2.5 Imunohematologia

O analisador ORTHO VISION® presente no laboratério de hematologia ¢ um sistema
automatico de imunohematologia que utiliza uma tecnologia de aglutinacdo em coluna para
obtencdo dos resultados. O sistema integra a automatizacdo de varios passos como a pipetagem
de reagentes e amostras, incubacdo, centrifugacéo, interpretacao de resultados, entre outros.

O analisador ¢ responsavel pela determinacéo do fenotipo ABO e RH, realizacdo do teste de
antiglobulina direto (Coombs direto), pesquisa de anticorpos irregulares (Coombs indireto) e
determinacdo de um painel de 11 células e determinacéo do D fraco.

3.2.5.1 Determinacédo do Fendtipo ABO

O sistema ABO é o fen6tipo de grupo sanguineo mais importante, uma vez que 0s anticorpos
do sistema ABO sdo universais e tem um papel importante na hemélise intravascular devido ao
facto de fixarem o complemento [65].

O tipo de grupo sanguineo do sistema ABO é definido pela presenga de antigénios A e/ou
B na superficie dos eritrocitos e pela presenca 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, 0s eritrocitos do grupo sanguineo A apresentam antigénios, antigénios
A e 0 soro contém anticorpos anti-B. O contrario acontece no grupo B, em que os eritrécitos
apresentam antigénios B e o soro contém anticorpos anti-A. No tipo AB os eritrocitos
apresentam ambos os antigénios A e B e 0 soro ndo apresenta anticorpos. Finalmente, no tipo
O os eritrocitos ndo apresentam antigénios e 0 soro apresenta ambos 0s anticorpos anti-A e anti-
B [109].

O sistema ABO é o fator mais importante e determinante ndo s6 na compatibilidade
sanguinea, mas também no transplante de 6rgéos e a sua determinacéo evita reaces hemoliticas
aquando de uma transfusdo sanguinea ou um transplante [65].

Amostra: Sangue total.
Método: Hemaglutinacdo.
Equipamento: ORTHO VISION®, da Ortho Clinical Diagnostics.

A determinacdo do fenotipo ABO baseia-se no principio da aglutinacdo dos eritrdcitos na
presenca dos seus anticorpos correspondentes. Este equipamento utiliza a tecnologia de
aglutinacdo em coluna com esferas de vidro na qual esté presente o anticorpo contra o antigénio
que se pretende detetar. Apds adicdo da amostra e centrifugacdo, os eritrocitos aglutinados ndo
passam através da coluna de esferas de vidro pelo que ficam no topo da mesma (resultado
positivo). Por outro lado, os eritrocitos ndo aglutinados passam para a base da coluna apos a
centrifugacéo (resultado negativo).
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3.2.5.2 Determinacgéo do Fendtipo RH

O sistema RH €é o grupo sanguineo mais polimorfico, sendo constituido por um conjunto de
50 antigénios. Para além disso, é considerado o grupo sanguineo mais relevante clinicamente,
depois do sistema ABO [110]. No entanto, ao contrario do sistema ABO, 0s anticorpos contra
os antigénios do sistema RH ndo ocorrem naturalmente e desenvolvem-se apenas apés
sensibilizagdo, como por exemplo, ap6s gravidez, transfusdo, transplante de células estaminais,
entre outros.

Os antigenios RH mais relevantes sdo o D e o CcEe. A formacao de anticorpos contra estes
antigénios apos a sensibilizacdo do individuo pode levar, num segundo contacto, a destruicdo
dos eritrocitos no sangue e ser responsavel por patologias como a doenca hemolitica do recéem-
nascido ou reacdes pos-transfusionais [110].

Amostra: Sangue total.
Método: Hemaglutinacao.
Equipamento: ORTHO VISION®, da Ortho Clinical Diagnostics.

A determinacdo do feno6tipo RH baseia-se no principio da aglutinacdo dos eritrocitos na
presenca dos seus anticorpos correspondentes. Este equipamento utiliza a tecnologia de
aglutinacdo em coluna com esferas de vidro na qual esta presente o anticorpo contra o antigénio
que se pretende detetar. Apds adicdo da amostra e centrifugacgdo, os eritrdcitos aglutinados ndo
passam através da coluna de esferas de vidro pelo que ficam no topo da mesma (resultado
positivo). Por outro lado, os eritrdcitos ndo aglutinados passam para a base da coluna apds a
centrifugacdo (resultado negativo).

3.2.5.3 Pesquisa de Anticorpos Irregulares

Este teste assiste a detecdo de anticorpos contra antigénios de grupos sanguineos e que
podem ser clinicamente importantes para garantir o sucesso da transfusdo ou da gravidez.

Amostra: Soro.
Meétodo: Hemaglutinacéo.
Equipamento: ORTHO VISION®, da Ortho Clinical Diagnostics.

A determinacéo de anticorpos irregulares no soro baseia-se na aglutinacao de eritrécitos na
presenca de anticorpos correspondentes. Este teste é realizado numa coluna com esferas de
vidro a qual e adicionado o soro a testar e uma suspensdo de células de um dador com
determinado fenotipo (R1IWR1, R2R2 ou rr).

O soro é testado contra células com trés fendtipos distintos, e a aglutina¢do dos eritrcitos
numa das colunas determina um resultado positivo significando a presenga de anticorpos contra
0 antigénio correspondente que se encontra nas células do dador. Perante um resultado positivo,
procede-se a determinacéo da especificidade do anticorpo através da utilizagdo de um painel de
11 células.
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4. Quimica Analitica

E no departamento da quimica analitica que se realiza o estudo de metabolitos, hormonas,
vitaminas, elementos traco, neurotransmissores, metais pesados entre outros bio constituintes
com recurso a sistemas analiticos proprios. E também na quimica analitica que se efetua a
confirmacdo da presenca de drogas ilicitas em diversos produtos bioldgicos, bem como a
monitorizacdo de farmacos e a identificacdo dos respetivos metabolitos. Para além disso,
também se procede a andlise fisico-quimica e espectroscépica dos calculos urinérios, vesiculo-
biliares e prostaticos.

Periodo de estagio: 11/09/2022 — 15/09/2022

Atividades realizadas/acompanhadas: Processamento de amostras de utentes bem como
amostras da AEQ, execucdo e avaliagdo do CQI, validacédo técnica de resultados, gestdo de
stocks.

4.1 Prova da Lactose — Teste Respiratorio de Intolerancia a Lactose

A lactose é um dissacarido constituido por uma molécula de glucose e uma de galactose
ligadas por uma ligagdo B-glicosidica. A absor¢do da lactose no intestino delgado requere a
acdo da lactase, enzima responsavel pela hidrolise do dissacarido [111].

A dor abdominal, o inchago e a diarreia sdo alguns dos sintomas caracteristicos da
intolerancia a lactose que podem ser atribuidos a mé absorcdo da lactose [112]. Esta condi¢do
deve-se a uma reducdo ou auséncia da atividade/sintese da lactase, uma alteracdo que determina
uma reducdo na absorcdo de lactose pelo intestino com consequente aumento da sua
fermentacdo pela flora bacteriana gastrointestinal e producéo de acidos gordos de cadeia curta
e gases (maioritariamente, hidrogénio, diéxido de carbono e metano) [113].

Os gases produzidos (como o hidrogénio e 0 metano), para além de se acumularem no
intestino, também atravessam a parede intestinal para a corrente sanguinea e sdo transportados
até aos pulmdes onde sdo excretados na expiracdo. Nos humanos, a producdo de hidrogénio e
metano s6 acontece a partir do metabolismo bacteriano dos hidratos de carbono [112].

Amostra: Ar expirado.
Meétodo: Eletroquimico/Infravermelho.
Equipamento: GastroCH4ECK® Gastrolyzer®, da Bedfont Scientific.

O teste respiratorio baseia-se na medigdo dos gases produzidos no intestino que séo depois
expirados pelos pulmdes apos a ingestdo de lactose. Realiza-se a medigéo da respiracéo basal
(sem ingestdo de lactose) e, de seguida, procede-se a medicéo de amostras colhidas aos 15, 30,
60, 90 e 120 minutos apds a ingestao de lactose.

Este € um metodo seguro, barato e ndo invasivo que apresenta elevada sensibilidade e
especificidade. No entanto, a percentagem de falsos negativos quando se determina apenas a
concentracdo de hidrogénio € elevada, por exemplo devido a individuos ndo produtores de
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hidrogénio ou a uma producdo aumentada de metano. Assim, procede-se a determinacdo
simultanea de hidrogénio e metano como forma de aumentar a precisao do teste.

4.2 Calculos Renais

A nefrolitiase é uma patologia caracterizada pela presenca de calculos renais ou pedras nos
rins, como sdo mais comumente denominadas. Os célculos renais podem ocorrer ao nivel da
zona pélvica renal, da uretra ou da bexiga [65]. A formacédo de calculos renais desenvolve-se
quando existe sobressaturacao da urina com sais. Uma baixa concentracdo de 4gua na urina ou
a presenca de promotores fisicos, quimicos sao fatores que podem potenciar a precipitacdo dos
sais com consequente formacéo de calculos [65].

A analise dos calculos renais ndo é um substituto das analises metabdlicas do sangue e da
urina, no entanto, pode fornecer informacdo complementar do ambiente renal aquando da
deposicdo dos cristais e permitir a identificacdo de fatores de risco ou patologias que possam
ter conduzido a formacéo do calculo [114].

Amostra: Célculo.
Método: Espectrofotometria de infravermelho.
Equipamento: IRAffinity-1S, da Shimadzu.

A andlise dos calculos renais é constituida por uma analise macroscopica e microscépica.

Na analise macroscopica determina-se o nimero de calculos renais, 0 seu peso e dimensdo,
a sua cor e forma. Para além disso procede-se ainda a verificacdo da presenca de depdsitos
superficiais e da analise das estruturas internas.

A andlise microscdpica é realizada por espectroscopia de infravermelho de uma pastilha
constituida por calculo que foi esmagado e brometo de potéassio. Neste método a amostra é
exposta a radiacdo infravermelha causando alongamento vibracional molecular e flexdo de
grupos de atomos covalentemente ligados como resposta a excitacdo. Esta técnica permite
também a identificacdo de materiais ndo cristalinos como substancias amorfas de gordura [114].
A determinacao definitiva do composto é determinada com recurso a uma biblioteca de espetros
de infravermelho.

4.3 Porfirinas no Plasma e na Urina

As porfirias sdo um grupo de doencas metabdlicas de natureza genética que se caracterizam
por uma disfungdo catalitica de enzimas especificas da via da biossintese do heme, levando a
acumulacdo de intermediarios da via. A sintomatologia é maioritariamente ao nivel
neuroldgicos e/ou foto cutaneo, dependendo do intermediario metabdlico que se acumula. Em
cada porfiria, os padrdes distintos desses metabolitos no plasma, urina e fezes séo a base para a
determinacéo do defeito metabdlico responsavel pelos sintomas observados [115].
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O diagndstico clinico das porfirinas € dificil uma vez que estas sdo um grupo de doencas
com um espetro de sintomas largo e pouco especifico. No entanto, quando existe suspeita de
doenca, o seu diagndstico pode ser estabelecido por testes de laboratério facilmente acessiveis
como por exemplo a determinacgéo das porfirinas e seus precursores no plasma, sangue, urina e
fezes [116].

Amostra: Urina de 24h ou plasma
Método: Cromatografia liquida de alta-defini¢do (HPLC).
Equipamento: Analisador automético de HPLC.

A determinagdo de porfirinas no plasma e na urina realiza-se por HPLC. O HPLC é uma
técnica cromatografica que permite separar, identificar e quantificar metabolitos de uma mistura
como uma amostra biolégica [117,118].

O sistema de HPLC para determinacéo das porfirinas € constituido por uma fase estacionéria
e uma fase movel. A fase mével tem polaridade variavel, sendo normalmente uma mistura de
dois solventes de polaridade diferente que sdo utilizados em gradiente, fazendo com que a
polaridade geral da fase mdvel possa aumentar ou diminuir ao longo do tempo. A fase
estacionaria € normalmente constituida por particulas de silica as quais estdo ligados radicais
que interagem com o0s componentes da amostra em diferentes graus afetando a sua separagédo
[118]. Assim, os componentes da amostra interagem mais ou menos com a fase estacionaria o
que significa que para serem eluidos 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 condicdes, 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 constituicdo de diversas enzimas celulares
importantes e como componente estrutural de algumas proteinas, no entanto, um excesso de
cobre pode ser prejudicial para as células. Apenas pequenas quantidades de cobre estdo
presentes nos fluidos bioldgicos e na maioria das vezes nunca na sua forma livre [65,119].

A determinacdo do cobre urinario € um parametro importante no diagndstico e tratamento
da doenca de Wilson, doenca genética que resulta em acumulacdo de cobre no figado ou no
sistema nervoso [119,120]. Para além disso, também é possivel verificar niveis elevados de
cobre urinario em casos de doenga hepatica, sindrome nefrotica e intoxicagdo por cobre [120].

Amostra: Urina aleatoria ou de 24h.

Método: Espetrofotometria de absorcéo atomica em forno de grafite.
Equipamento: AA-7000, da Shimadzu.
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O método utilizado para determinagdo do cobre na urina é a espetrofotometria de absor¢ao
atdbmica. Esta é uma técnica espetrofotométrica de absorcdo na qual o atomo metélico, neste
caso o cobre, presente na amostra absorve radiacdo a um comprimento de onda especifico [65].

A analise da amostra tem inicio com a introducao automatica da amostra no forno de grafite.
A temperatura do forno aumenta iniciando-se o ciclo de secagem, importante para a remogao
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 volatizacdo do solvente e da matriz vdo sendo
removidos do forno de grafite por um sistema de gas inerte interno que passa através do mesmo.
Por fim, existe um aquecimento muito rapido e alto do forno de grafite e inicia-se o ciclo de
atomizacédo, onde se promove a vaporizagdo e a atomizacdo do analito de interesse. Durante
este ciclo, o sistema de gas inerte é interrompido para assegurar que 0s &tomos se mantém no
forno de grafite o maior tempo possivel, uma vez que é durante esse periodo de tempo que a
absorvancia do analito é medida. As lampadas utilizadas emitem um espetro e 0 monocromador
seleciona o comprimento de onda que vai passar atraves do forno de grafite. A concentracdo do
analito ¢é depois calculada com base numa curva de calibracdo [121].
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5. Conclusao

O Mestrado em Anélises Clinicas da Faculdade de Farmé&cia da Universidade de Lisboa
proporciona as bases necessarias para que os alunos apresentem as capacidades praticas e
conhecimentos tedricos necessarios para trabalhar num laboratério de Andlises Clinicas. A
oportunidade que o Curso me ofereceu de realizar um Estagio Profissional num laboratério foi
considerada uma mais-valia, onde tive a oportunidade de aprofundar e consolidar aquilo que
aprendi.

A realizacdo do estagio no Laboratorio de Andlises Clinicas Dr. Joaquim Chaves Saude foi
uma experiéncia que considero enriquecedora, ndo s6 em termos profissionais, mas também em
termos pessoais. De um modo geral, durante o periodo de estagio tive a possibilidade de realizar
diversas tarefas do dia a dia do laboratorio autonomamente, mas também em equipa. Para além
disso pude desenvolver e partilhar conhecimentos teodrico-praticos. O facto de o estagio se
realizar em contexto real de trabalho e visto se tratar de um laboratério amplamente
automatizado permitiu-me adquirir conhecimentos extraordinarios e consolidar outros
adquiridos no Curso. Assim, considero que se pode determinar que 0s objetivos de estagio
propostos foram, ndo s6 alcancados, mas até superados.
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Antibiéticos: Potencializadores da Sobrevivéncia da Vida Humana ou Bacteriana?

1. Antibioticos

Esta descrito que o nome “antibiotico” foi definido pela primeira vez em 1947 por Selman
Abraham Waksman como uma substancia quimica, produzida por microrganismos, que
apresenta capacidade de inibir o crescimento (atividade bacteriostatica) ou até mesmo matar
(atividade bactericida) bactérias e outros microrganismos [122].

Atualmente, o termo antibiotico ganhou um significado mais abrangente, passando a incluir
substancias quimicas tanto de origem natural como semissintética ou sintética que apresentem
atividade bacteriostatica ou bactericida contra bactérias e que sdo indteis contra infecdes virais
[123,124].

1.1 Perspetiva Historica

A descoberta dos antibio6ticos e a sua produgdo em larga escala no inicio do século vinte €
considerada por muitos como uma das maiores conquistas da historia da medicina [125].

A introducgdo destes medicamentos inovadores aumentou a qualidade e a esperanca média
de vida de uma forma consideravel, pois ndo sé contribuiu para o tratamento de doencas
infeciosas como também tornou possivel a concretizacdo de varios procedimentos médicos
modernos como, por exemplo, tratamento de cancro, transplantes e outro tipo de cirurgias, uma
vez que ajudou a diminuir as taxas de infecao nestas situacGes [125,126].

No entanto, isto é exemplo do que acontece nos paises industrializados onde as doencas
infeciosas se tornam um problema para pessoas com doengas imunes ou aquelas infetadas com
microrganismos multirresistentes. Na maioria dos paises de terceiro mundo a situacao ainda é
semelhante aquela que o mundo experienciou a partir de 1900, numa altura em que este tipo de
doencas era responsavel por uma enorme percentagem da mortalidade [125].

1.1.1 Era Pré Antibio6ticos

O uso de microrganismos com propriedades antibidticas para a prevencao e cura de doencas
data ha mais de 2000 anos, havendo registo de remédios caseiros a base de pdo bolorento usados
para tratar feridas. Na verdade, o documento médico mais antigo, designado papiro de Ebers e
datado de 1550 a.c., j& mencionava 0s remédios caseiros a base de pdo bolorento bem como
solo medicinal na sua lista de remédios. Ha também registo de uma receita anglo-saxénica com
1000 anos capaz de matar Staphylococcus aureus resistentes a meticilina [126].

Claramente, estes remédios caseiros eram usados com pouco ou nenhum conhecimento dos
agentes causais destas infecOes. Foi apenas em 1863, quando Antonie van Leeuwenhoek
observou, descreveu e desenhou bactérias pela primeira vez, que a historia do desenvolvimento
dos antibidticos teve realmente inicio. A partir dessa descoberta, cada vez mais cientistas
comecaram a tomar interesse nos fungos e na sua potencial atividade antibacteriana. Foram
realizadas varias experiéncias ao longo do seculo dezanove, nomeadamente com Penicillium,
no entanto ou as conclusdes retiradas nunca eram as mais corretas, como aconteceu com
Theodor Billroth, ou entdo, apesar de se verificar que o Penicillium era capaz de inibir o
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crescimento bacteriano, a importancia das bactérias como patégenos humanos ainda nao estava
provada, como aconteceu com John Tyndall [124].

Foi apenas na segunda metade do século dezanove que se comegou a questionar qual seria a
natureza das doencas infeciosas. Apesar de ja se acreditar que os patdgenos poderiam ser
transmitidos entre seres vivos, Robert Koch foi 0 primeiro a conseguir provar esta teoria ao
identificar o agente causal do antrax, da colera e da tuberculose [124].

1.1.2 Era dos Antibioticos

O primeiro antibiotico natural a ser descoberto foi 0 acido micofendlico 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]. Apds essa descoberta, foi verificado que o
acido micofenolico inibia o crescimento de Bacillus anthracis e, mais tarde, que este possui
também propriedades antivirais, antifungicas, anti tumorais e antipsoricas [127]. Esta
descoberta passou despercebida até 1913, ano em que o &cido micofendlico 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 nao antibiético [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 colaboracdo com Alfred Bertheim e Sahachiro Hata e aprovado
em 1910. Esta descoberta foi fruto de um projeto que comecou em 1906, ano em que Ehrlich e
0 Seu grupo comecaram a sintetizar e a testar compostos derivados do acido arsanilico em
estirpes bacterianas. Depois de muitas experiéncias, finalmente o grupo descobriu um composto
eficaz contra estirpes de espiroquetas e tripanossoma. Estas descobertas levaram a que o
composto chegasse a ensaios clinicos e ao seu anincio como eficaz no tratamento da sifilis,
doenca causada pelo Treponema pallidum. Durante quase 40 anos, Salvarasan foi a terapia de
eleicdo para o tratamento da sifilis, tendo sido introduzidas versdes melhoradas ao longo dos
anos que causavam menos efeitos secundarios [124,125].

Em 1928, depois de voltar de férias, Alexander Fleming, observou que a volta de uma grande
colénia de um fungo contaminante, as colonias de Staphylococcus tinham-se tornado
transparentes e sofreram lise [125]. Este acontecimento tornou-se a primeira demonstragéo de
um halo de inibicdo [129]. Apesar desta descoberta ja 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 responsavel por libertar uma substancia 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 ndo foi capaz de produzir
quantidades suficientes de penicilina nem foi capaz de determinar a sua estrutura, pelo que a
producdo em larga escala e a elucidagdo da estrutura da penicilina s6 viriam a tornar-se
possiveis cerca de 10 anos depois [125].
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Howard Walter Florey e Ernst Boris Chain foram os responsaveis pela determinagdo da
estrutura da penicilina em 1939, tendo Chain, mais tarde, conseguido também isolar uma
pequena quantidade da substancia. Subsequentemente, Norman Heatley melhorou o processo
de extracdo da penicilina, possibilitando a obtencdo de quantidades suficientes para efetuar os
primeiros ensaios [125,130]. Assim, em 1940, ja havia quantidade suficiente de penicilina para
que Heatley e os seus colegas realizassem um ensaio em ratos, onde puderam demonstrar 0s
efeitos da penicilina in vivo [130].

O préximo passo na histdria da penicilina seria a realizacdo de ensaios em humanos. A
primeira doente recebeu penicilina em 1941, mas sofreu efeitos secundarios devido a impurezas
que ainda estavam na mistura de penicilina. Devido a este incidente, um bioquimico do
laboratério 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 extraordinarios da penicilina no
combate de infe¢Oes bacterianas sem apresentar efeitos secundarios toxicos [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 purificagcdo da penicilina e encontrar
uma empresa farmacéutica capaz de realizar a producdo em massa do composto. Apés a guerra,
por volta de 1946, a penicilina passou a estar disponivel para prescri¢do [130], sendo o primeiro
antibidtico com capacidade de matar bactérias Gram-positivas, incluindo agentes patogénicos
da gonorreia, sifilis e infecBes puerperais.

A descoberta da penicilina em 1928 mudou o rumo da histéria da medicina e dos
antibidticos, dando inicio a era da descoberta dos antibidticos que aconteceu entre 1940-1960 e
cujo pico foi por volta de 1950. Foi durante este periodo que a maioria das classes de
antibidticos que se usam atualmente foram identificadas, comegando-se também erradamente a
acreditar que ao ritmo a que estes eram descobertos, as doencas infeciosas iriam tornar-se um
problema de satde publica controlado [125].

A descoberta de atividade antibiotica da classe sintética das sulfonamidas por Paul Domagk
em 1930 foi também um grande marco na historia dos antibiéticos. Tudo comegou 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 substancia, a sulfamidocrisoidina, era bastante eficaz in vivo e quase
ineficaz in vitro. Isto péde ser explicado mais tarde por Tréfouél, que descobriu que a
sulfamidocrisoidina é um precursor da sulfanilamida, a substancia ativa que € obtida quando a
primeira é degradada por enzimas humanas. Em 1935, logo apos a comercializa¢do do prontosil
(nome de mercado), observou-se uma diminui¢do drastica das mortes devidas a pneumonia,
febre puerperal e meningite uma vez que esta se trata de uma substéncia efetiva contra cocos
Gram-positivos (principalmente Streptococcus) [125].
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2. Classes de Antibioticos

Foi durante a era da descoberta dos antibidticos, entre 1940 e 1962, que se iniciou a
comercializacdo de mais de vinte novas classes de antibioticos. Desde entéo, apenas duas novas
classes foram introduzidas no mercado [131].

2.1 B-Lactédmicos

Os antibioticos B-lactamicos estdo entre as classes de antibidticos 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 B-lactamicos foram
desenvolvidos, sempre com o0 objetivo de aumentar o seu espetro de atividade ou entdo para
contornar mecanismos de resisténcia que tenham surgido com a sua utilizagéo [133].

Os antibidticos B-lactamicos sdo agentes bactericidas que atuam ao nivel da formacdo da
parede celular da bactéria. Todos os antibidticos f-lactamicos apresentam 0 mesmo mecanismo
de acdo: ligam-se covalentemente ao sitio ativo das proteinas de ligacdo a penicilina (PBPs),
enzimas necessarias ao ultimo passo da formacdo das ligacdes cruzadas entre as cadeias
polipeptidicas do peptidoglicano tanto em bactérias Gram-negativas como em Gram-positivas.
Esta ligacdo impede a sintese do peptidoglicano, o que, consequentemente, origina auto lise e
morte celular [133].

O mecanismo de acédo das penicilinas foi descrito pela primeira vez por Tipper e Strominger
em 1965, tendo estes mencionado a semelhanga estrutural entre a penicilina e a regido terminal
do dipéptido da cadeia de peptidoglicano em formacdo numa célula bacteriana em fase de
divisdo [133].

2.2 Quinolonas e Fluoroquinolonas

A classe das quinolonas é constituida por uma série de compostos de origem sintética que,
em comum, apresentam um anel biciclico associado a 4-quinolona. Foi desde a descoberta
acidental em 1962 da primeira quinolona — o &cido nalidixico. — que a importancia clinica desta
classe de antibi6ticos tem vindo a aumentar. E considerada uma terapia chave no tratamento de
infecGes comunitérias e hospitalares, por se pensar que apresenta uma elevada eficacia, um
largo espetro de atividade, biodisponibilidade, elevadas concentracBes séricas e baixa
incidéncia de efeitos secundarios [134].

Esta descoberta levou ao desenvolvimento de uma biblioteca de compostos que permitiram
um melhor entendimento do mecanismo de acdo das quinolonas, perceber que existia a
possibilidade de modificar estruturalmente estes compostos de maneira a melhorar a sua agéo
e a alargar o espectro de atividade, melhorar as propriedades farmacocinéticas e
farmacodindmicas das quinolonas e entender a importancia entre a estrutura e a atividade das
quinolonas em relagdo a susceptibilidade aos mecanismos de resisténcia das diferentes bactérias
e 0 seu potencial para causar efeitos adversos [135].
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Como resultado dessa pesquisa resultou o desenvolvimento das fluoroquinolonas,
consequéncia da adigdo de um atomo de flior ao carbono seis do anel biciclico [135]. Estas
apresentam um espetro de atividade mais alargado e um melhoramento da farmacocinética
quando comparado com a primeira geracdo de quinolonas. Apresentam atividade contra
bactérias Gram-negativas e Gram-positivas incluindo o agente causal da tuberculose [134].

As quinolonas atuam interferindo com a sintese e a replicacdo do DNA das bactérias e tém
como alvo as enzimas topoisomerase Il (DNA girase) e a topoisomerase IV. Durante a
replicacdo, estas enzimas criam ruturas na cadeia dupla do cromossoma bacteriano com o
objetivo de relaxar as torgdes positivas do DNA. Tirando partido da atividade das
topoisomerases, as quinolonas ligam-se ndo covalentemente ao complexo DNA-enzima
inibindo o processo de replicacéo e levando & morte celular.

A existéncia de um equilibrio entre a rutura e a religacdo do DNA é critico para a
sobrevivéncia da célula, a ligacdo das quinolonas as topoisomerases pode perturbar esse
equilibrio por diferentes mecanismos como: (1) Se os niveis de rutura do DNA mediados pela
DNA girase diminuem entdo a taxa de replicacdo diminui, causando implicacGes ao nivel do
crescimento celular. (2) Se os niveis de rutura do DNA mediados pela topoisomerase 1V
diminuem, as células ndo conseguem desenrolar os cromossomas filhos e morrem por falha
mitética. (3) Se os niveis de rutura mediada pela DNA girase ou pela topoisomerase IV se
tornarem muito altos, os sistemas de verificacdo do DNA podem converter esses complexos em
ruturas permanentes de cadeia dupla. Estas ruturas iniciam a resposta de emergéncia e outras
vias da reparacdo do DNA, o que pode levar a morte celular [134,136].

2.3 Aminoglicosideos

O primeiro aminoglicosideo, a estreptomicina, foi introduzido em 1944 e foi isolado a partir
de uma estirpe de Streptomyces anulatus, durante um estudo de substancias antibacterianas que
pretendia reproduzir a descoberta da penicilina. Desde essa descoberta houve a introducao de
novos aminoglicosideos como a gentamicina, a canamicina e a tobramicina, tendo estes
estabelecido o0 uso desta classe no tratamento de infe¢bes por bacilos Gram-negativos
[125,137].

A estrutura dos aminoglicosideos consiste hum anel aminociclitol unido a dois ou mais
acucares aminados atraves de ligacOes glicosidicas. Os diferentes aminoglicosideos sé&o
distinguidos pelos diferentes aglicares aminados que os constituem [137,138].

Os aminoglicosideos sdo agentes bactericidas que inibem o processo da sintese proteica e
alteram a integridade da membrana celular bacteriana. Estes ligam-se a subunidade 30S dos
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consequente disrupgdo da estrutura da membrana plasmética e morte celular [137].
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2.4 Glicopéptidos

Os antibioticos da classe dos glicopéptidos sdo produzidos por um grupo de actinomicetes
que habitam o solo. O primeiro glicopéptido descrito foi a vancomicina, produzida por
Amicolatopsis orientalis, e tornou-se disponivel para uso clinico como um antibiético anti
estafilococos, especialmente para tratamento de Staphylococcus meticilina resistentes (MRSA)
[125].

Os glicopéptidos sdo moléculas complexas e Unicas que podem ser sintetizadas por uma
variedade de espécies. A sua estrutura apresenta um dominio heptapéptido relativamente
conservado e no qual cinco dos residuos de aminoacidos sdo comuns a todos os compostos. Os
glicopéptidos vao poder ser distinguidos pelos aminoécidos presentes nas posi¢des 1 e 3 [139].

Os glicopéptidos atuam por ligacdo a extermidade D-alanil-D-alanina do pentapéptido
terminal do lipido 11 do peptidoglicano, prevenindo assim a transpeptidacao e transglicolisacdo
do peptidoglicano por sequestracdo do substrato e por impedimento estérico, respetivamente.
Este mecanismo, exclusivo em bactérias Gram-positivas, impede a elongacdo das cadeias de
peptidoglicano e consequentemente a sintese de peptidoglicano [125,139,140].

2.5 Macrélidos

O primeiro macrolido 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 macrolidos sdo moléculas hidrofébicas que apresentam um anel
macrociclico de lactona constituido por 12 a 16 cadeias, caracteristica que confere o nome a
classe [125,141].

Os macrdlidos atuam inibindo a sintese proteica ao se ligarem a subunidade 50S do
ribossoma e ocupando o local de saida do péptido nascente [142]. No entanto, parece que esta
premissa ndo € assim tdo certa e a interferéncia dos macrélidos na sintese proteica depende do
péptido em formacédo [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 sdo 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 antibioticos, algumas com origem natural, outras semissintéticas e outras
totalmente sintéticas [145].

O seu espectro de atividade alargado e a auséncia de efeitos secundarios graves, resultou no
uso exagerado desta classe de antibidticos no tratamento de infecbes em humanos e animais nos
anos apoés a sua descoberta. Como tal, rapidamente se detetou a emergéncia de microrganismos
resistentes a esta classe de antibidticos e consequentemente o declinio do seu uso [125,145].
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As tetraciclinas sdo constituidas por uma estrutura comum tetraciclica fundida linearmente
a qual se podem ligar uma variedade de grupos funcionais [144], e atuam inibindo a sintese
proteica da bactéria ao se ligarem ao 16S rRNA da subunidade 30S do ribossoma [145]. Esta
ligacdo previne a associacdo do aminoacil-tRNA com o ribossoma e consequentemente impede
a formacéo do péptido nascente [144].

2.7 Oxazolidinonas

Esta classe de antibioticos foi identificada pela primeira vez ap6s a era dos antibidticos, em
1978 e € constituida 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
heterociclico de cinco membros de oxazolidinona ao qual esta ligado um grupo acetamidometil
[125].

As oxazolidinonas atuam por ligacdo a subunidade 50S do ribossoma, com a consequente
inibicdo da fase inicial da traducdo. Estas ligam-se ao sitio A do ribossoma interferindo na
ligag&o da estrutura aminoacil do aminoacil-tRNA ao ribossoma [146].

2.8 Fosfomicina

A fosfomicina é um agente antibidtico que foi descoberto em 1969. E produzido a partir de
culturas de estirpes do género Streptomyces [147].

E um agente bactericida que inibe a formac&o do precursor do peptidoglicano UDP &cido N-
acetilmuramico ao se ligar covalentemente ao sitio ativo da enzima envolvida na formacao deste
percursor [148].
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3. Resisténcia Bacteriana aos Antibioticos

A resisténcia aos antibioticos define-se como a capacidade ao escape, por parte das bactérias,
aos efeitos dos antibidticos [149].

Foi logo ap6s a descoberta da penicilina que se detetou o primeiro sinal de resisténcia aos
antibidticos, reportado por Abraham e Chain em 1940. Estes afirmaram que uma estirpe de
Escherichia coli possuia a capacidade de inativar a penicilina através da producdo de uma
enzima, a penicilinase [130].

A resisténcia aos antibioticos ocorre de forma natural, no entanto, a introducdo de novas
classes de antibidticos no mercado e o seu uso prolongado e descuidado tem vindo a acelerar
este processo [150].

A emergéncia de um fendtipo resistente ndo depende apenas da pressado seletiva criada com
a utilizacdo dos antibidticos, mas também de fatores como: o grau da expressdo da resisténcia,
capacidade da bactéria para tolerar o0 mecanismo de resisténcia, local inicial de colonizacéo,
entre outros [151].

A resisténcia aos antibi6ticos é atualmente considerada como uma das maiores ameacgas a
salide global, seguranca alimentar e desenvolvimento. E uma grande preocupacdo de
organizagOes de satde como a Organizacao Mundial de Saude uma vez que a disseminacdo de
resisténcia tem grandes consequéncias como a diminuicdo da eficacia da terapia, aumento das
complicacdes clinicas e até aumento da taxa de morbilidade [150,152].

3.1 Genética

A resisténcia bacteriana aos antibioticos pode ser classificada como intrinseca ou adquirida.
A resisténcia intrinseca € uma caracteristica natural do microrganismo e é comum a todos 0s
membros daquele género. Um exemplo € a resisténcia de Escherichia coli a vancomicina.

A resisténcia adquirida ocorre quando uma bactéria anteriormente sensivel ao antibiético
desenvolve resisténcia para esse antibidtico [153]. Neste caso, o desenvolvimento de resisténcia
pode ocorrer através de mutacGes no material genético ou pela aquisicdo de novo DNA que
contem a informac&o genética que confere a resisténcia [154].

3.1.1 Mutacdes

As mutacOes genéticas sdo eventos espontdneos que ocorrem independentemente da
presenca de antibidticos, sendo por essa razdo, também denominadas de mutacgdes espontaneas
ou dependentes do crescimento celular [151].

Aquando da replicacdo e sintese do DNA, a célula possui mecanismos que garantem a
correcdo de erros e reparacdo do material genético caso for necessario. Assim, a frequéncia a
que ocorrem mutacdes que ndo sejam deletérias para a celula e que confiram um mecanismo de
resisténcia é relativamente baixa [154].

No entanto, a ocorréncia destas mutacGes, apesar de rara, ndo é impossivel e, na maioria das
vezes, esta relacionada com a alteragdo estrutural da molécula que serve de alvo ao antibidtico
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[151]. Existem também mecanismos bioquimicos de resisténcia que estdo associados a
ocorréncia de mutacdes como: a variagao da expressdo dos sistemas que permitem a entrada ou
saida do antibiotico na célula, aumento da sintese de enzimas inativadoras do antibidtico, entre
outros [155].

As bactérias com este tipo de mutacBes apresentam uma maior vantagem, quando na
presenca de antibidticos, comparativamente com células suscetiveis, levando a criacdo de uma
populacgéo resistente [153].

3.1.2 Hipermutantes

A hipermutabilidade carateriza-se pelo aumento das taxas de mutacdo espontaneas de um
microrganismo. A bactéria entra este estado quando exposta a uma pressdo seletiva prolongada.
Se durante este estado uma célula obtém uma mutacdo que lhe confere vantagem no meio
seletivo, esta cresce e replica-se a0 mesmo tempo que termina o estado de hipermutabilidade
[155].

Este tipo de fenotipo foi detetado em varios 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 mutacdes do material genético podem também ocorrer em células que nao se encontram
em divisao. Este tipo de mutagdes, denominadas mutacdes adaptativas, diferem das mutacdes
espontaneas por ocorrerem apenas durante a presenca de um meio de pressao seletiva que as
favorece [155].

Demostrou-se que alguns antibiéticos, como as quinolonas, tém 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 resisténcia
aos antibioticos [155].

3.1.4 Transferéncia Horizontal de Genes

A transferéncia horizontal de genes € considerada o principal mecanismo pelo qual ha
transferéncia de genes de resisténcia aos antibidticos [155]. Este processo pode ocorrer atraves
de varios mecanismos sendo os mais importantes: a transformacéo, a transdugéo e a conjugagao.
Durante a transformacdo, DNA extracelular é incorporado pelas células. Na transducdo hé a
transferéncia de DNA cromossomal ou extracromossomal entre bactérias através de um
bacteriéfago, um virus que utiliza as bactérias como via da sua replicagdo. A conjugacdo
descreve a transferéncia de elementos genéticos movéis, como plasmideos, entre bactérias
[157].

Apdbs cada um destes processos 0s genes sdo incorporados no genoma da bactéria por
recombinacédo ou transposicdo, o que pode causar alteragdes na sequéncia genética.
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3.2 Mecanismos de Resisténcia

O entendimento dos diversos mecanismos de resisténcia € de bastante importancia no
desenvolvimento de novas terapias contra microrganismos resistentes a um ou mais
antibioticos.

A maneira como as bactérias adquirem resisténcia pode variar entre as diferentes espécies,
no entanto existem apenas alguns mecanismos que conferem essa resisténcia [155].

3.2.1 Inativacdo ou Modificacdo do Antibiotico
a) Hidrolise

Muitos dos antibioticos utilizados na terapéutica contra infecGes bacterianas apresentam
ligacBes quimicas suscetiveis a hidrolise. Algumas bactérias desenvolvem enzimas com
capacidade de hidrolisar essas ligacGes e assim inativarem os antibidticos antes destes chegarem
ao seu alvo [158].

Um exemplo muito estudado sdo as B-lactamases que sdo capazes de hidrolisar o anel -
lactdmico das penicilinas e das cefalosporinas [158]. Nos Gltimos anos tem-se notado um
aumento da incidéncia e da prevaléncia de B-lactamases de largo espetro, isto é, que apresentam
a capacidade de hidrolisar antibioticos de diversas classes. Este tipo de B-lactamases ja foi
identificado em estirpes de Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacteriaceae e
Pseudomonas aeruginosa [159]. Com o objetivo de restaurar o poder antibidtico dos -
lactdmicos, desenvolveram-se moléculas com capacidade de inibir a a¢do das B-lactamases.
Estes sdo administrados em simultdneo com o antibiotico e ligam-se as -lactamases atuando
como “protetores” do seu ataque contra o antibiotico.
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Figura 7. Mecanismo de resisténcia de modificacdo do antibiético por hidrélise

b) Adicédo de Grupos

Existe um grupo de enzimas, as transferases, que apresentam a capacidade de inativar
antibioticos pela adicdo de grupos adenilil, fosforil e acetil. Este processo ocorre durante o
transporte do antibiético pela membrana citoplasmatica e afeta antibidticos como:
aminoglicosideos e macrolidos [151].
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A inativacdo enzimaética dos aminoglicosidos por transferéncia de grupo € a mais prevalente
forma de resisténcia contra esta classe de antibioticos, em situacdo clinica. Existem trés enzimas
principais responsaveis pela neutralizagdo desta classe de antibioticos: a fosforiltransferase, a
nucleotidiltransferase e acetiltransferase [160]. Para além disso, 0s genes destas enzimas podem
ser transmitidos horizontalmente entre bactérias através de plasmideos, intregrées ou
transposdes [150].

@

4

Intracelular

Extracelular

> g
V4

Figura 8. Mecanismo de resisténcia de modificac¢do do antibidtico por adi¢do de grupos.

3.2.2 Modificacgéo do Alvo

A modificacdo do alvo antibidtico impede a sua correta ligacdo ao antibiotico. As
modificacdes que ocorrem devem reduzir a suscetibilidade do alvo ao mesmo tempo que
mantém a funcdo celular, para evitar prejudicar a célula. Em alguns casos a modificacdo do
alvo é acompanhada por outras alteracBes na célula que vdo compensar a alteracdo das
caracteristicas do alvo [155].
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Figura 9. Mecanismo de resisténcia de modificagéo do alvo do antibiético.

a) Alteracdo da Estrutura do Peptidoglicano

As enzimas envolvidas na sintese do peptidoglicano sdo alvos excelentes para 0s
antibioticos, uma vez que a manutencdo da integridade desta estrutura é essencial para o
crescimento e sobrevivéncia da célula [155].

Por exemplo, a presenca de mutacdes nas proteinas de ligacdo a penicilina tem como
consequéncia a diminui¢do da afinidade dos antibidticos B-lactamicos para esse alvo. Esta € a
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explicagdo para a existéncia de resisténcia contra a ampicilina por parte de Enterococcus
faecium e contra a penicilina por parte de Streptococcus pneumoniae [155,161].

Outro exemplo, seria a resisténcia de Staphylococcus aureus a alguns B-lactdmicos conferida
pela sintese de uma nova proteina de ligacdo a penicilina, diferente daquela que normalmente
é encontrada na bactéria. Esta proteina garante a sobrevivéncia da célula na presenca desta
classe de antibidticos ao cumprir a sua funcdo na sintese do peptidoglicano [162].

b) Interferéncia na Sintese Proteica

Uma grande variedade de antibidticos interfere com a sintese proteica, atuando a diversos
niveis do metabolismo proteico sendo a fase de elongacdo um dos principais focos. Um dos
alvos preferidos € o ribossoma bacteriano e as suas subunidades [155].

Um dos exemplos mais bem estudado e clinicamente relevante é o da metilacdo do RNA
ribossomal por uma metiltransferase. Duas metiltransferases metilam dois atomos do RNA
ribossomal da subunidade 16S levando a modificacdo do local de ligacdo do antibidtico ao
ribossoma e conferindo resisténcia a antibidticos da classe dos aminoglicosidos [163].

c) Interferéncia na Sintese do DNA

Os principais alvos antibiéticos durante a sintese do DNA séo as enzimas DNA girase € a
topoisomerase IV.

Os antibidticos da classe das quinolonas tém acdo ao nivel destas enzimas. Assim, algumas
bactérias, como a Escherichia coli, apresentam mutacdes nos genes que codificam para a DNA
girase e a topoisomerase IV causando modificacdes dessas enzimas e impedindo assim a ligacédo
do antibidtico [164].

3.2.3 Modificac¢des ao Nivel da Membrana

a) Bombas de Efluxo

As bombas de efluxo afetam antibioticos de todas as classes, especialmente aqueles que
necessitam de entrar na célula para atuar num alvo intracelular como os macrolidos, as
tetraciclinas e as fluoroquinolonas [155].

Este mecanismo de resisténcia esta associado a resisténcia a multiplos antibioticos por parte
de um Unico microrganismo, uma vez que um Unico transportador apresenta a capacidade de
expelir varios antibidticos com diferentes modos de acdo. Muitos destes transportadores
também apresentam uma expressao constitutiva que providencia uma resposta imediata quando
detetam moléculas toxicas para a célula. No entanto, a presenca de antibi6ticos no meio leva a
selecdo de mutantes que apresentam a capacidade de sobreexpressar os transportadores e
consequentemente uma resisténcia aumentada para os antibioticos [165].

Este é o exemplo em Pseudomonas aeruginosa, em que a sua bomba de efluxo apresenta
normalmente uma regulacao positiva na presenca de antibidticos, mas que, devido a mutagdes
no seu regulador, pode apresentar uma sobreexpressdo da bomba de efluxo conferindo um
aumento da resisténcia a antibidticos, como B-lactdmicos, por parte desta bactéria [155].
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Figura 10. Mecanismo de resisténcia devido a presenca de bombas de efluxo.

b) Mudanca na Permeabilidade da Membrana Externa

As bactérias Gram-negativas apresentam uma membrana externa composta por uma
membrana interna de fosfolipidos e uma membrana externa de LPS. Esta composic¢do diminui
a capacidade de penetracdo dos antibioticos pelo que estes podem ser transportados por:
porinas, difusdo atraves da bicamada ou por absorcdo autopromovida. Esta Gltima ocorre no
LPS em locais carregados negativamente (fosfato e/ou grupos carboxilo) que se ligam
fortemente a catides bivalentes como o Mg?* e 0 Ca?*. A associagio ndo-covalente entre o LPS
e estes catides € uma componente essencial da integridade da membrana externa. Ha alguns
antibidticos que parecem entrar desta forma, nomeadamente antibidticos policationicos [155].

As porinas sdo uma via de entrada para pequenos antibioticos hidrofilicos como os -
lactdmicos, as tetraciclinas e as fluoroquinolonas. Assim, verifica-se que qualquer modificacéo
que resulte na perda ou na mudanca funcional das porinas e, consequentemente, na diminuicdo
da sua capacidade de transportar estas moléculas para o interior da célula, pode originar
resisténcia. Esta situacdo foi ja reportada para uma variedade de microrganismos como
Escherichia coli, Psedomonas aeruginosa, Neisseria gonorrhoeae, Enterobacter aerogenes e
Klebsiella pneumoniae [166].

)
Antibiético D
“
‘ Extracelular

Alteracéo da Intracelular
permeabilidade

Figura 11.Mecanismo de resisténcia de altera¢cdo da permeabilidade da membrana.
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4. O Exemplo de Staphylococcus aureus Meticilina Resistentes

4.1 Caracteristicas Gerais

Staphylococcus aureus (S. aureus) foi descrito pela primeira vez numa serie de observagdes
clinicas e experiéncias laboratoriais publicadas entre 1880 e 1882 por Ogston [167]. Esta
identificacdo teve por base a observacao de fluidos purulentos de abcessos e foi seguida pelo
isolamento formal de S. aureus por Rosenbach [168].

Os S. aureus sdo bactérias Gram-positivas ndo moveis e que apresentam forma de cocos.
Sdo aerdbios facultativos e podem crescer a temperaturas entre 15 e 45 °C e a concentracdes de
cloreto de sddio que podem chegar aos 15%. Uma caracteristica 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 patdgeno importante das doencas humanas [170]. E um
microrganismo comensal responsavel por colonizar as fossas nasais (reservatorio primario), as
axilas, vagina, faringe e superficies da pele com lesdes. Assim, existe risco de infecdo quando
ha& uma rutura das barreiras cutaneas ou mucosas o0 que permite 0 acesso da bactéria aos tecidos
e a corrente sanguinea e permite que este atue como um patdégeno humano oportunista [171].
Pessoas com instrumentos médicos invasivos (como cateteres) e com o sistema imunitario
comprometido sdo vulneraveis a infe¢des por S. aureus [167].

4.2.1 Staphyloccocus aureus Meticilina Resistentes

A descoberta pioneira da penicilina que deu inicio a era dos antibioticos, trouxe algum alivio
para 0 aumento de casos de infe¢Oes devidas a S. aureus que se verificava naquela altura. No
entanto, pouco apos a introducéo da penicilina no mercado, nos anos 1940, o seu uso levou a
selecdo de S. aureus com fendtipo de resisténcia para os antibidticos B-lactdmicos. Esta
resisténcia, mediada pela produgdo de uma B-lactamase bacteriana, teve uma proliferacdo na
comunidade [172].

Em 1950, mais de 50% dos isolados de S. aureus apresentavam resisténcia a penicilina.
Assim, em 1959, foi introduzido um novo antibidtico semissintético derivado da penicilina - a
meticilina - mas, pouco tempo depois surgiram relatos de estirpes de S. aureus que adquiriram
resisténcia a este novo antibiético e as quais se deu 0 nome de Staphylococcus aureus meticilina
resistentes (MRSA) [173].

As estirpes MRSA adquiriram resisténcia pela incorporacdo do gene mecA. Este gene
codifica para uma proteina de ligacdo a penicilina especifica, a PBP2a, que apresenta baixa
afinidade para a maioria das penicilinas. Ao contrario da resisténcia mediada por uma [-
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lactamase, 0 gene mecA confere resisténcia de largo espetro que impede a acéo de todos os
antibioticos pertencentes a classe dos B-lactamicos [174].

O gene mecA localiza-se num elemento movel genético, a cassete cromossomal mec
(SCCmec), teorizando-se que foi adquirida por transferéncia horizontal a partir de outra espécie
de Staphyloccocus [175]. A resisténcia dos MRSA aos B-lactamicos é devida, principalmente,
ao gene mecA, no entanto, existe a expressao de outros genes e de fatores auxiliares da
biossintese do peptidoglicano que também apresentam um papel importante para a existéncia
do fendtipo MRSA [176].

Dez anos ap0s a descrigcdo das estirpes MRSA, estas foram identificadas como responsaveis
por surtos hospitalares em vérias partes do mundo, passando a ser referidas como MRSA
associadas aos cuidados de saide (HA-MRSA). No entanto, observou-se uma mudanga na
epidemiologia das MRSA quando se identificaram clones MRSA causadores de infe¢cdes em
individuos saudaveis da comunidade e sem qualquer contacto com o meio hospitalar. Estas sdo
referidas como MRSA associadas a comunidade (CA-MRSA). Por volta dos anos 2000, as
MRSA foram também observadas associadas a pecuaria (LA-MRSA) [177].

As estirpes MRSA podem causar uma variedade de infe¢6es como: infecdes da pele e tecidos
moles, pneumonia, infe¢des osteoarticulares, sindrome do choque toxico e bacterémia que se
pode complicar em endocardite ou sepsis [167].

4.2.2 Epidemiologia

A distribuicdo geografica do fendtipo MRSA ¢é global e apresenta uma prevaléncia variavel.
Existe maior prevaléncia em zonas da América (como a Argentina e os Estados Unidos) e da
Asia (como Coreia do Sul e a india), e menor prevaléncia na regifo da Escandinavia [178].

4.3 Fatores de Viruléncia

S. aureus expressa uma gama variada de fatores de viruléncia, incluindo toxinas, fatores
superficiais e enzimas que tém como principal objetivo promover a invasdo dos tecidos e a
defesa do sistema imunitario do hospedeiro [172].

A maioria dos genes que conferem viruléncia estdo associados a elemento genéticos méveis,
pelo que a sua combinacdo difere entre clones e até mesmo entre estirpes relacionadas [177].

4.3.1 Inicio da Infecdo

As proteinas de superficie caracteristicas de S. aureus, como as proteinas de ligagdo a
fibronectina A e B (FnBPA e FnBPB), fatores de aglutinacdo A e B (CIfA e CIfB) e a adesina
de ligacdo ao colagénio (Cna), ligam-se as proteinas da matriz extracelular promovendo a
ligacdo das bactérias ao tecido e ai a sua multiplicacdo [179].

A capacidade que S. aureus tem de aderir e criar biofilmes em materiais artificiais como
plasticos e metais torna este microrganismo uma causa frequente de infe¢fes associadas ao uso
de cateteres ou de pneumonias associadas a ventiladores em contexto hospitalar. Os biofilmes
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sdo comunidades organizadas e funcionais de células microbianas que estdo aderidas a uma
superficie, bidtica ou abidtica, e que estdo 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 imunitario do hospedeiro e da acao
de alguns antibidticos, pelo que beneficia a colonizacdo, propagacao e infecdo por S. aureus
[180].

4.3.2 Formagao do Abcesso

As coagulases de S. aureus causam a formagdo de uma pseudo cdpsula de fibrina que envolve
a bactéria e leucdcitos polimorfonucleares infiltrados e que previne o influxo de mais leucocitos
[181].

As bactérias que sdo fagocitadas pelos leucécitos podem sobreviver através da atuacao de
mecanismos de eliminacdo dos leucdcitos ou de toxinas. Muitos clones de MRSA associados a
comunidade produzem uma série de componentes, como um péptido formador de poros, toxinas
e leucocidinas, que atuam especificamente contra a membrana dos leucécitos do hospedeiro
levando a formacao de poros e consequentemente morte celular [182].

A resposta inflamatoria induzida pelos leucécitos € aumentada por toxinas libertadas por S.
aureus. Estas ligam-se ao complexo de histocompatibilidade classe Il ativando células T que
vao causar uma hiperinflamagdo [177].

4.3.3 Infecéo Sistémica

Os abcessos podem-se romper e libertar pus e bactérias, quer para a superficie da pele
promovendo a transmissdo do patdgeno, quer para 0 sangue e causar bacterémia.

S. aureus tem a capacidade de aderir as superficies endoteliais e plaquetas, o que pode levar
a endocardite, promover a formacdo de abcessos metasticos ou induzir a entrada de bactérias
nas células endoteliais tornando os microrganismos dificeis de ser alcancados pelo sistema
imunoldgico do hospedeiro ou antibioticos [177].
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5. Impacto das A¢des Humanas no Desenvolvimento € na
Propagacao de Resisténcia

5.1 Uso Inadequado de Antibioticos

5.1.1 Falta de Conhecimento por Parte da Comunidade

O conhecimento (ou falta dele) e as crencas da comunidade perante os antibioticos e a
resisténcia a antimicrobianos sdo determinantes para o uso incorreto de antibidticos. Muitas
vezes, as pessoas apresentam concegoes erradas ou falta de compreenséo acerca da resisténcia
aos antibidticos, chegando alguns mesmo a acreditar que, individualmente, ndo contribuem para
0 aparecimento de resisténcia ou que sdo 0os humanos, ao inves das bactérias, que se tornam
resistentes. Outros acreditam que ndo contribuem para o desenvolvimento de resisténcia e
atribuem esse problema as acdes 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 conscientizacdo sobre o uso de
antibidticos e a resisténcia entre a populacdo mundial. Por exemplo, de acordo com o
Eurobarémetro de 2018, cerca de 48% dos europeus acha que os antibidticos atuam contra virus
e 28% que sdo eficazes contra constipacfes. Também, apenas 33% dos europeus admitiu
receber informacdo sobre o uso correto de antibidticos, sendo esta dada principalmente por
médicos. No entanto, destes, cerca de 70% admite que essa informacdo ndo alterou a sua visao
relativamente ao uso de antibidticos [185].

5.1.2 Automedicacao

O acesso aos antibidticos sem apresentacdo da prescricdo médica potencia o uso irracional
de antibidticos uma vez que esta associado a falta de um diagndstico apropriado e correto
levando assim ao desenvolvimento e propagacao da resisténcia aos antibioticos. Também a
obtencdo de antibidticos através da internet ou por compras noutros paises contribui para a
automedicacdo pelo utente [186]. De acordo com o Eurobarémetro de 2018, cerca de 93% dos
europeus obtiveram antibidticos a partir de um médico e apenas 7% 0s obtiveram sem
prescricdo médica [185].

Outro caso que contribui para este problema ocorre quando o utente ndo adere a terapia ou
quando a quantidade prescrita excede a duracao do tratamento e existe a sobra de antibioticos,
possibilitando que estes sejam usados uma segunda vez num ato de automedicacao [187].

Mesmo assim deve-se tentar reduzir estes nimeros a0 maximo uma vez que a
automedicacdo, o uso de antibioticos sem que haja um guia prévio da terapia, esté na base, ndo
s6 do uso de dosagens incorretas ou desnecessarias de antibidticos, mas também de um
tratamento prolongado ou repetido com antibioticos. Estes fatores promovem a selecdo e
emergéncia de bactérias resistentes numa microbiota bacteriana normal [186].
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5.1.3 Atitude dos Prestadores de Cuidados de Saude

O prescritor tem o poder de decisdo no que diz respeito ao uso de antibidticos e a selecdo
dos mesmos. Assim, 0s seus conhecimentos, atitudes e a maneira como encaram 0 uso de
antibidticos e a resisténcia a estes tem influéncia na decisao e qualidade da prescricéo.

A analise de varios estudos quantitativos realizados sobre a prescricdo de antibidticos
permitiu listar uma série de fatores que podem ter influéncia na prescricao por parte do médico
como: fatores sociodemogréficos (género, especialidade médica, experiéncia clinica, anos de
pratica, educacdo e formacdo), algumas atitudes por parte clinico (complacéncia para com 0
utente, receio de futuras complicagdes ou de perder o utente, ignorancia, indiferenca,
responsabilidade, entre outras), fatores relacionados com o utente (idade, existéncia de outras
condicdes clinicas, sinais, sintomas, fatores econémicos, desejo por um tratamento rapido, entre
outros), fatores relacionados com o sistema de salde, entre outros [188].

Um estudo em Espanha mostrou que uma atitude complacente para com os utentes, o receio
do aparecimento de complicacbes como consequéncia das infecdes e falta de conhecimento
sobre a resisténcia aos antibioticos sdo os fatores que mais tém influéncia na prescricao de
antibioticos. Verificou-se que este receio esté relacionado com uma tendéncia para a prescrigdo
de antibiéticos de largo espetro e para casos para 0s quais estes ndo sdo indicados. A
complacéncia esta associada com as prescri¢gdes, na medida em que o clinico tenta alcancar as
expectativas do utente com a prescricdo de antibioticos, tentando assim manter uma boa relagéo
com o0 mesmo [189].

Foi também demonstrado numa revisdo sistematica do conhecimento e crencas dos clinicos,
que estes acreditam e reconhecem que a resisténcia aos antibioticos € um problema real e sério,
consequéncia do uso de antibidticos, mas que ndo atinge o seu universo. Havia muito mais
clinicos que acreditavam que o problema era a nivel nacional ou global do que ao nivel da sua
prética clinica [190].

5.1.4 Falta de Formacéo dos Prestadores de Cuidados de Saude

A falta de treino no que diz respeito a prescricdo de antibioticos durante a educacéo e até
mesmo durante o inicio da profissdo pode contribuir para a sua prescricdo inadequada. Uma
boa prescricdo de antibidticos ajuda a reduzir o desenvolvimento de resisténcia aos antibioticos
e custos de saude bem como taxas de mortalidade. A Organizacdo Mundial de Saide também
reforcou que um bom treino de prescricdo durante os anos de estudo promove a prescri¢éo e o
uso correto de antibidticos [191].

Um inquérito de 2018 sobre a autoavaliacdo que os estudantes de medicina de 29 paises
europeus realizaram no que diz respeito a prescricdo de antibidticos indicou que, em média,
66,1% mostram a necessidade de mais educagdo sobre o uso de antibioticos. Notou-se também
uma correlacdo entre o sentimento de maior preparacao e educacao neste topico com taxas mais
elevadas de bactérias ndo suscetiveis a antibidticos [192].

Um estudo que teve como objetivo avaliar a capacidade de prescri¢do de antibioticos por
alunos europeus do ultimo ano de medicina, mostrou que, de forma geral, 52,7% das terapias
apresentadas foram consideradas apropriadas, mas que no que diz respeito a duas doencas
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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 caréncia na
educacdo acerca do uso e prescricdo de antibioticos que pode ter consequéncias ao nivel do
desenvolvimento de resisténcia [191].

5.1.5 Influéncia da Industria Farmacéutica

Estima-se que as companhias farmacéuticas gastem a volta de 57,5 mil milhGes de dolares
em publicidade e divulgagdo sé nos Estados Unidos, alegando que esta promocéo fornece
informacdo cientifica e educacional aos clinicos. No entanto, existe alguma evidéncia de que a
divulgacdo farmacéutica pode ter influéncia no aumento das prescrigdes irracionais. Os
representantes de vendas sdo treinados para persuadir e influenciar, pelo que a criacdo de
relacBes com os médicos pode levar a influéncia na qualidade e quantidade das prescri¢es
[193].

Uma revisdo de varios estudos sobre este topico publicada em 2010 mostrou que a exposicao
a informagéo proveniente das companhias farmacéuticas pode estar associada a uma maior
frequéncia, mas menor qualidade da prescri¢do e a mais custos [193].

5.1.6 Falta de Diagnodstico Rapido e Suficiente ou Dados Sobre a
Suscetibilidade aos Antibidticos

A realizacdo insuficiente e atempada de testes de diagnéstico para que rapidamente se
identifique o microrganismo patogénico e o seu perfil de suscetibilidade, informacdo que guia
a prescricdo e reduz a necessidade de utilizar antibio6ticos de largo espetro, é um dos principais
problemas por detrés da prescrigdo incorreta de antibioticos. A pratica usual € a prescricdo de
um antibidtico de largo espetro que, depois de se obter a identificagdo da bactéria, pode ou ndo
ser alterado para um de espetro mais estreito [194].

Nem sempre existem métodos de diagndstico rapidos disponiveis ou entdo a sua
disponibilidade ndo é uma certeza de uma prescricdo adequada. Existe uma grande limitacao
destes testes na determinacdo de perfis de suscetibilidade completos uma vez que estes podem
estar também dependentes e devem ser contextualizados de acordo com 0s guias de prescricao
da regiéo e da prevaléncia do patogeno [195].

5.2 Sistemas de Tratamento de Aguas Residuais

Os sistemas de agua residual sdo uma fonte de selecdo de bactérias resistentes e da
propagacdo de mecanismos de resisténcia devido a presenca de antibidticos, metais pesados,
bactérias resistentes e genes de resisténcia [196].

O descarte de residuos contaminados com antibidticos e outros residuos médicos
provenientes de hospitais, por exemplo, facilita a contaminacao do solo e da 4gua do solo com
residuos de antibioticos. Aqueles antibioticos que ndo se degradam quando chegam ao ambiente
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acumulam-se, podendo, mais tarde, detetar-se altas concentracbes em amostras de &gua e
sedimentos [197], tal como aconteceu no rio Liuxi na China [198]. Foi também mostrado, no
Canad4, a presenca abundante de genes de resisténcia a antibioticos em sistemas de tratamento
de agua para consumo e nos sistemas de distribuicdo. Verificou-se, inclusive, que a dgua obtida
da torneira das areas residenciais abastecidas continha genes de resisténcia contra classes de
antibioticos considerados clinicamente importantes [199].

O mau tratamento do esgoto também facilita a propagacdo e disseminacdo de genes de
resisténcia e bacterias resistentes [200].

Este € um problema que deve ser tido em consideracdo quando se pensa em diminuir as taxas
de bactérias resistentes e a sua propaga¢do uma vez que mesmo baixas concentracdes de
antibidticos sdo suficientes para criar seletividade para bactérias altamente resistentes [201].

5.3 Industria de Producdo de Antibidticos

A industria de producdo de antibidticos € responsavel pelo despejo de concentragdes
significativas de antibidticos para o ambiente, poluindo tanto a 4gua como o solo e o ar
[200,202].

Na India, por exemplo, existem aproximadamente 100 fabricas de producio farmacéutica
que estdo todas ligadas a um Unico sistema de tratamento de aguas residuais. Foi reportado em
2009 que efluentes dessa estacao de tratamento alcangaram nao sé aguas superficiais proximas,
como lagos, bem como o solo e depoésitos de agua potavel (como pocos) e foram documentados
valores de antibioticos que excediam as concentragdes terapéuticas no plasma [203].

As altas concentragdes de antibidticos criam um ambiente favoravel a transferéncia de genes
de resisténcia entre diferentes espécies, contribuindo para a sua propagacéo. E também de notar
que ja foi detetado um alto nimero de bactérias multirresistentes em sistemas de tratamento,
estas incluem bactérias do ambiente, bactérias patogénicas para 0 humano e até bactérias
comensais [204,205].

5.4 Residuos Humanos e Animais

A administracdo de antibioticos a humanos ou animais resulta na sua excre¢éo pela urina ou
fezes o que resulta na contaminacgao do ambiente [206]. Também a comida dos animais contém
alguns antibioticos que se podem infiltrar diretamente no solo ou serem excretados para o solo
depois de serem consumidos [207].

Os residuos animais e fertilizantes também podem ser uma fonte de genes de resisténcia e
bactérias que infiltram o solo e a agua do solo [207]. Um estudo na Holanda, revelou que mais
de 30% das fezes de suinos e bovinos analisadas apresentavam residuos de, pelo menos, um
antibidtico [208].
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5.5 Bactérias comensais

As bactérias comensais contribuem para o reservatorio de genes de resisténcia presente no
seu habitat, existindo até estudos que evidenciam a transferéncia de genes de resisténcia aos
antibioticos entre bactérias comensais e bactérias patogénicas no intestino humano [209].

A E. coli fecal (uma bactéria comensal) tem servido como um indicador da transmissdo de
genes de resisténcia aos antibidticos entre patdgenos na comunidade [210].

Num estudo realizado com criancgas saudaveis da Bolivia e do Peru, em que foram testadas
amostras de fezes, detetou-se a presenca de genes de resisténcia aos antibidticos em E. coli
comensal [211]. Foram também isoladas estirpes E. coli resistentes a antibidticos da microbiota
fecal de recém-nascidos (com menos de um més de idade) e que ndo tinham historial de terapia
com antibioticos [212].

Estes exemplos realgcam os riscos que as bactérias comensais portadoras deste tipo de genes
de resisténcia podem ter na transmissao de resisténcia e na sua velocidade de propagacao
[211,212].
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6. Impacto da Resisténcia dos Antibioticos na Vida Humana

A emergéncia e propagacao de patdgenos resistentes a terapia e de novos mecanismos de
resisténcia continua a ameacar a capacidade de tratar infe¢cbes comuns.

Em 2019 a Organizacdo Mundial de Saude identificou 32 antibi6ticos que se encontravam
em desenvolvimento e que permitiam combater a lista de patdgenos prioritarios, no entanto
destes apenas 6 foram considerados inovadores. Isto mostra que os antibioticos se estdo a tornar
cada vez menos eficientes e que existe uma urgéncia para a introdugdo de novos antibioticos
[152].

Para além de ter consequéncias graves no tratamento de infeces, a resisténcia aos
antibidticos também apresenta consequéncias econdmicas relacionadas com estadias
prolongadas nos hospitais e a necessidade de cuidados de saude mais caros e intensivos [152].

Os impactos clinicos e econdmicos da resisténcia aos antibidticos tm uma relagdo proxima.

6.1 Impacto Clinico e Economico

Uma andlise publicada em 2019 estimou que, durante esse ano, existiram 4,95 milhGes de
mortes devidas a doencgas nas quais a resisténcia aos antimicrobianos teve um papel importante.
Deste total de casos, cerca de 1,27 milhdes sdo inteiramente atribuidos a resisténcia, o que quer
dizer que a resisténcia aos antimicrobianos foi causa de um maior nimero de mortes do que
doencas como a SIDA ou a maléria. [213].

Uma revisdo da resisténcia aos antimicrobianos publicada em 2016 estima que, se nao
houver mudancas no sentido de melhorar este problema, a resisténcia pode ter um custo de até
10 milhdes de vidas cada ano até 2050 [214].

A medida que os antibicticos disponiveis se tornam menos eficazes, aumentam os riscos
associados a muitos dos tratamentos que destes estdo dependentes. Este problema vai pér em
causa, por exemplo, a viabilidade de quimioterapias, transplantacdes de 6rgaos e cirurgias
invasivas. Os doentes entubados ja sdo alvo de altas taxas de infecBes causadas por
microrganismos, incluindo aqueles resistentes a terapia, pelo que, este risco de infecdo apenas
vai aumentar no futuro se as opgOes de tratamento para estes casos esgotarem [214].

O tratamento de doentes com terapéuticas que podem nao ser eficientes tende a resultar em
internamentos mais longos que podem até passar pela unidade de cuidados intensivos ou camas
de isolamento. Também a ocorréncia de surtos hospitalares por bactérias resistentes pode levar
ao fecho de parte do hospital. Todas estas situacBes de tratamentos intensivos e aumento da
procura de recursos estdo associadas a elevados custos, impacto monetario direto da resisténcia
aos antibioticos nos cuidados de saude, e que se prevé poder chegar a valores entre 300 mil
milhdes e 1 bilido de dblares anualmente até 2050 [215].

Globalmente existe uma disparidade substancial no padréo da resisténcia aos antibioticos,
na medida que diferentes paises experienciam diferentes tipos de obstaculos. Esta variacdo esta
relacionada com as diferencas no uso de antibioticos, sendo que um uso improprio e excessivo
contribui para o desenvolvimento de resisténcia [216]. Assim, pensa-se que o custo total da
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resisténcia aos antibidticos no globo seja extremamente elevado, mas com diferencas entre cada
pais.

O World Bank indica que a resisténcia aos antibidticos tem a capacidade de elevar a taxa de
pobreza e ter um maior impacto nos paises em desenvolvimento do que no resto do mundo,
aumentando as diferencas entre os paises em desenvolvimento e os paises desenvolvidos. Para
além disso, a resisténcia aos antibioticos tem uma grande influéncia no trabalho laboral devido
a falta de produtividade causada pela doenca ou pela morte prematura. Existe ndo sé uma
diminuicdo da classe trabalhadora, mas também uma diminuicdo da qualidade do capital
humano do pais [215].

De acordo com um estudo onde foi criado um modelo tedrico com o objetivo de estimar os
impactos econdmicos da resisténcia aos antimicrobianos na mao de obra no futuro, se ndo
existir nenhuma alteragdo no padréo de resisténcia nos proximos dez anos, entdo a idade da
populacdo trabalhadora vai diminuir em dois anos, sendo esta uma mudanca que vai ser mais
pronunciada na Eurasia. [215]

O relatorio do World Bank publicado em 2017 também refere que o produto interno bruto
anual global poderd diminuir entre 1,1% a 3,8% como consequéncia da resisténcia aos
antimicrobianos [217]. A verdade é que se ndo existir alteracdo das tendéncias da resisténcia
aos antimicrobianos entdo a perda global pode ser de 28 mil milhdes de délares em dez anos.
De acordo com este modelo, os paises pertencentes a Unido Europeia e & Organizagdo para a
Cooperacao e Desenvolvimento Econémicos (OCDE) séo aqueles previstos para perder mais a
nivel econémico [215].

As trocas globais também véao ser severamente afetadas se este problema persistir. O
relatério do World Bank mostra que as exportacfes globais podem sofrer um decréscimo
significativo (entre 1,1% a 3,8%) até 2050, sendo isto uma consequéncia dos efeitos, ja
referidos, da resisténcia aos antimicrobianos na populagéo laboral [215,217].

E de referir que a resisténcia aos antibidticos também tem impactos ao nivel do setor da
pecuaria. Estes efeitos serdo principalmente devido ao aumento das mortalidade e morbilidade
dos animais, consequéncia de infe¢Oes devidas a microrganismos resistentes e aos quais as
opcdes de terapia sao ineficazes. Os impactos vao ser principalmente a diminuicdo da producéo
e troca de animais o que resulta no aumento dos precos das proteinas de origem animal [215].

6.2 Estratégias para Melhorar o Problema da Resisténcia aos
Antibidticos

Ao longo dos anos tém existido esfor¢os ndo s6 para melhorar a atividade de antibidticos ja
disponiveis, mas também para a descoberta de novos agentes que possam auxiliar na diminuigéo
do desenvolvimento da resisténcia. No entanto, a descoberta de novos antibidticos tem sido
deficiente nos ultimos anos pelo que se tem verificado uma emergéncia de bactérias resistentes
a antibidticos incluindo os antibidticos de ultima linha [216].

Grande parte das solucGes que podem ser apresentadas para melhorar esta situacao estao nas
mé&os dos politicos e respetivos governos. Estas decisdes devem ter em conta a situacdo de
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outros paises e ser tomadas de maneira coordenada e a nivel internacional, uma vez que este é
um problema que ndo consegue ser resolvido por um Unico pais.

As mudangas tém de existir principalmente ao nivel da toma e prescri¢do de antibidticos de
maneira a se poder preservar aqueles que ja existem e diminuir a necessidade de descobrir novos
antibioticos. Para além dos governos, também os principais setores responsaveis pelo consumo
de antibidticos, como os sistemas de saude, a industria farmacéutica e a industria da pecuéria e
agricultura, devem assumir a responsabilidade [214].

Algumas das medidas (recomendadas) que devem ser tomadas para combater a resisténcia
aos antibioticos relacionam-se com a criagdo de campanhas globais de consciencializacdo
publica. Por exemplo, sensibilizar a populagdo para a melhoria da higiene como prevencéo da
propagagdo da infecdo, reducdo do uso desnecesséario de antibidticos na agricultura para
prevencdo da sua disseminacdo para o ambiente, melhorar a supervisdo e o registo dos padrdes
de resisténcia e de consumo de antibidticos tanto nos humanos como nos animais, promover
diagnosticos rapidos que previnam o0 uso desnecessario de antibidticos, promover o
desenvolvimento e uso de vacinas e outras terapias alternativas, melhorar o financiamento e o
reconhecimento dos trabalhadores da area das doencas infeciosas e, por fim, incentivar o
financiamento para o desenvolvimento de novas terapias e a melhoria daquelas ja existentes
[214].
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7. A Resisténcia aos Antibioticos € a Pandemia

No pico da pandemia do COVID-19, os sistemas de saude da maior parte do globo
encontravam-se esgotados, esta situacdo levou a que fosse necessario colocar de parte outros
problemas de satde publica [218]. Por exemplo, existiu a interrupc¢do de alguns tratamentos,
como tuberculose, 0 que pode ser um potenciador da selecdo para a resisténcia [219].

Muitos dos problemas que foram ignorados durante a pandemia vao ser exacerbados nos
anos que se seguem e podem ter consequéncias ainda mais graves do que aquelas que se
verificavam na era pré COVID-19 [218]. Segundo o Centro para o Controlo e Prevencéo de
Doencas (CDC) a pandemia do COVID-19 teve impacto em principalmente quatro acdes de
combate a resisténcia aos antibioticos: recolha de dados estatisticos, prevencao de infecdes,
controlo do uso de antibidticos e investimento na terapéutica [220].

7.1 Impacto na Recolha de Dados Estatisticos de Resisténcia aos
Antibidticos

A recolha deste tipo de dados diminuiu bastante durante a pandemia COVID-19 devido as
mudancas ocorridas no que diz respeito ao tratamento e testagem de doentes com este tipo de
infecdes e ao nivel da disponibilidade das institui¢cbes de salde para receber estes utentes [220].

7.2 Impacto na Prevencao de InfecOes

A pandemia COVID-19 enfraqueceu algumas praticas relacionadas com a prevencao e
controlo de infecGes. Para além disso, durante a pandemia existiu um maior nimero de doentes
a necessitar o uso de cateteres e ventiladores, fatores de risco para a propagacdo de infecdes
nosocomiais, que associadas a desafios encontrados ao nivel da falta de material de laboratorio,
falta de pessoal técnico e as estadias mais longas dos doentes nos hospitais, apresentam um
impacto negativo e dificultam a prevencao, propagacéo e cura destas infecdes [220].

7.3 Impacto no Uso de Antibidticos

Durante a pandemia COVID-19 a prescricdo de antibidticos a doentes com COVID-19
passou a ser comum. Esta situacdo foi verificada principalmente em doentes hospitalizados
onde se verificou que, entre marco e outubro de 2020, aproximadamente 80% dos doentes
hospitalizados com COVID-19 foram medicados com antibidticos [220]. Este é o reflexo da
dificuldade inicial de diagnéstico da COVID-19 uma vez que esta € uma patologia que
apresenta sintomas semelhantes a pneumonia bacteriana e que ndo apresenta terapia antiviral
com eficacia confirmada, pelo que existiu a necessidade por parte dos prestadores de cuidados

Rita Luzio 85



Antibiéticos: Potencializadores da Sobrevivéncia da VVida Humana ou Bacteriana?

de saude de adotar estratégias empiricas para o tratamento de doentes com COVID-19,
especialmente aqueles em estado critico [218].

No caso de utentes externos, os valores do uso de antibidticos diminuiram em 2020 quando
comparados com os valores de 2019, provavelmente devido a diminuicdo do foco do sistema
de saude por utentes ndo infetados com COVID-19 e também devido a diminui¢do do contagio
de outro tipo de doencas respiratdrias que podem ser confundidas com infecbes bacterianas e
assim levar a prescricdo desnecessaria de antibioticos.

Apesar de se ter verificado uma reducdo global do uso de antibioticos, entre 2020 e dezembro
de 2021, existiu um aumento de alguns antibidticos especificos como a azitromicina e a
ceftriaxona [220].

7.4 Investimento na Terapia

A pandemia COVID-19 realgcou a importancia de existir um fim a propagacdo dos
microrganismos e mostrou-nos que o tratamento apés a infecdo ndo é nem deve ser tomado
como a Unica solugdo para o combate de infecoes.

Esta é uma licdo que deve ser aplicada ao nivel da terapia de infe¢bes provocadas por
microrganismos resistentes devendo existir um maior investimento ndo sé ao nivel do
desenvolvimento de novos antimicrobianos, mas também de novas vacinas que serdo usadas
principalmente como uma medida preventiva [220].

7.5 Coinfecoes e InfecGes Secundarias

As coinfecdes bacterianas, ou seja, infecGes que estdo presentes no momento que o utente é
admitido no hospital, sdo uma complicacdo frequente de infe¢Bes virais do trato respiratério
[221]. Durante a pandemia do virus influenza HIN1 em 2009, foi reportado que cerca de 18 a
30% dos utentes a necessitar de admissao na unidade de cuidados intensivos apresentavam uma
coinfecdo bacteriana. No caso de outras infecdes causadas por outros coronavirus esta
prevaléncia ndo se encontra bem definida, no entanto, estima-se que 11% dos utentes com
SARS-CoV-1 apresentem coinfecdo com predominancia para infe¢bes secundarias [221].

As admissdes hospitalares aumentam o risco de infe¢cGes nosocomiais e a transmisséo de
microrganismos multirresistentes 0 que, consequentemente, resulta no aumento do uso de
antimicrobianos [219]. Isto é comprovado por um estudo realizado nas unidades de cuidados
intensivos de 88 paises nas quais se verificou que, apesar de apenas 54% dos doentes
apresentarem suspeita ou confirmagdo de coinfecdo bacteriana, 70% destes receberam, pelo
menos, um antibiotico como tratamento ou como profilaxia antimicrobiana [222].

A existéncia de factos que comprovam a importancia das coinfecdes bacterianas em doentes
com infecdes virais e a dificuldade em excluir uma coinfecéo bacteriana ou de identificar os
sintomas como sendo devido a COVID-19 sdo fatores que podem ter tido um papel importante
durante a primeira fase da pandemia, principalmente ao nivel das prescri¢cées de antibioticos
[218,223]. Uma revisdo de diversos estudos publicados identificou que dos 72% dos doentes
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hospitalizados com COVID-19 que receberam antibidticos, apenas 8% necessitavam
efetivamente do mesmo [224].
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8. O Futuro dos Antibioticos

Como ja foi referido nos capitulos anteriores, o futuro da medicina estd dependente da
existéncia de antibidticos eficazes contra os diversos tipos de patdgenos, incluindo aqueles que
possuam algum tipo de resisténcia [225].

Entre 1930 e 1962, foram produzidas mais de vinte novas classes de antibioticos [131]. No
entanto, desde ent&o, e apesar de se continuar a procurar e a desenvolver novas terapias que
combatam a resisténcia, a verdade é que a descoberta de novos antibiéticos continua sem
conseguir acompanhar as taxas de resisténcia [225]. A diminuicdo da introducdo de novos
antibioticos e a emergéncia da resisténcia aos antibidticos em conjunto com a pandemia da
COVID-19 alertam-nos para a urgéncia existente na criacdo de planos de acdo e alternativas
terapéuticas que resultem no melhor tratamento das doencas infeciosas [226].

Naturalmente, e como ja mencionado, o futuro da terapia antimicrobiana ndo esta apenas
dependente da introducédo de novas formas de terapia, sendo também determinado pela melhoria
na testagem e analise de dados relativos a suscetibilidade bacteriana, na melhoria dos sistemas
de administracdo de medicamentos, na reducdo dos efeitos secundarios das diferentes terapias
e da consciencializacdo do papel dos prescritores e dos prescritos de antibidticos em “guardar”
0s antibioticos para as geracdes futuras [129].

A realidade € que os antibioticos sao uma categoria de medicamentos especial por ser a Gnica
gue demonstra perda de eficacia ao longo do tempo [227]. Assim, deve-se tomar medidas com
o intuito de manter a eficacia dos antibioticos atualmente utilizados na préatica clinica e investir
na descoberta de outros novos, contribuindo assim para a luta global contra a resisténcia. No
entanto, e apesar de esta ndo ser a Unica solugdo para esta pandemia silenciosa, é necessario
mudar o rumo da descoberta e procurar terapias inovadoras [226].

Sao poucas as novas classes de antibidticos que foram descobertas desde 1960 e sdo
limitados 0s novos agentes que estdo atualmente em desenvolvimento [228]. No entanto, nos
ultimos anos, o futuro da descoberta dos antibidticos tem-se mostrado promissor com a
utilizacdo de técnicas genéticas que auxiliam a descoberta de novos compostos naturais que
apresentam bioatividade diversa [126]. Para além dos antibidticos tradicionais, tem-se também
apostado em alternativas terapéuticas que incluem, por exemplo: bacteriéfagos, compostos
antivirulentos, probidticos, vacinas, estimulacdo do sistema imunitario, péptidos
antimicrobianos, terapias anti biofilme, anticorpos, entre outros [229].

8.1 Bacteriofagos

Os bacteri6fagos sdo virus que infetam bactérias através do reconhecimento de recetores
especificos que existem na superficie da célula. Durante o seu ciclo de vida os bacteri6fagos
apoderam-se da maquinaria celular da bactéria infetada e usam-na para se replicar o que, no
momento da libertagdo das novas unidades de virus, acaba por causar a lise da célula bacteriana
infetada [230].
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Os bacteridfagos sdo microrganismos biologicamente diversos e abundantes o que os torna,
ndo s0, numa fonte de terapia antibacteriana, mas também, possiveis descontaminantes,
controlos de infecéo, detencdo e diagnostico [231].

A terapia fagica, como também é denominada, apresenta inUmeras vantagens em relacéo a
terapia antibiotica, por exemplo: atua em infe¢es causadas por patdgenos 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 secundarios; os bacteri6fagos séo faceis de isolar e
selecionar o que reduz os seus custos; podem codificar enzimas que degradam biofilmes e assim
permitir o acesso de outros antimicrobianos; € uma terapia relativamente segura e com baixa
imunogenicidade; pode ser combinada em cocktails fagicos, o que permite alcancar uma maior
diversidade de patdgenos [232,233].

Um estudo investigou o efeito terapéutico dos fagos no tratamento de infe¢cGes pulmonares
causadas por isolados de Acinetobacter baumannii multirresistentes em ratos. Foram isolados
cerca de trinta bacteriofagos dos quais quatro foram descritos: SH-Ab 15599, SH-Ab 15708,
SH-Ab 15497 e SH-Ab 15519. O cocktail dos quatro bacteriéfagos mostrou-se efetivo contra
88% dos isolados de A. Baumanni e para o bacteri6fago SH-Ab 15519 foi determinada uma
enzima como a causa da degradacdo exopolisacaridea bacteriana, caracterizada por absor¢édo
rapida e estabilidade elevada para intervalos de pH e temperatura largos [234].

Num outro estudo realizado em humanos adultos com infe¢@es do trato urinario complicadas
verificou-se, apos terapia fagica, a normalizacdo da urina e um perfil de seguranca do
tratamento favoravel [235].

Foi também demonstrado num estudo que, um cocktail de bacteri6fagos foi capaz de reduzir
significativamente os niveis de uma estirpe de E. coli enterohemorragica em ratos infetados.
Verificou-se também que a eficacia da terapia fagica foi aproximada aquela observada na
terapia com ampicilina e ndo deixou impactos na microbiota normal do intestino ao contrario
do que se comprovou com o antibidtico. Outro aspeto examinado foi que a terapia fagica ndo
teve consequéncias aparentes ao nivel do peso dos ratos enquanto que para o antibiotico foi
observado uma perda de peso bastante significativa [236].

Apesar de muitos estudos reportarem o potencial e a seguranca do uso clinico dos
bacteriofagos para o tratamento de infecdes bacterianas estes apresentam algumas limitacdes e
questdes que devem ser respondidas. Algumas bactérias podem possuir resisténcia para 0s
bacteriofagos [237], ou entdo os bacteri6fagos podem ter o potencial de transferir genes de
resisténcia ou viruléncia de umas bactérias para as outras [238]. A imunogenicidade dos
bacteriofagos também é uma questao que deve ser avaliada uma vez que se forem reconhecidos
pelo sistema imunitario como uma potencial ameaga podem ser removidos da circulagao
sanguinea resultando numa concentragdo menor que a aquela determinada para a sua eficacia
[239].

No final do ciclo celular dos bacteriéfagos estes induzem a lise de um elevado nimero de
células bacterianas in vivo, podendo este processo conduzir a libertagdo de endotoxinas e
superantigenios de bactérias Gram-negativas. Esta libertacdo simultanea e consideravel pode
induzir a cascata de inflamac&o e consequentemente levar a faléncia de multiplos 6rgéos [240].
Para alem disso os bacteriéfagos apresentam um espetro de alvos bacterianos relativamente
limitado, pelo que, apesar de alguns bacteriofagos serem faceis de obter para a maioria dos
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patégenos (como E. coli, Salmonella, Campylobacteer, Pseudomonas aeruginosa e
Staphylococcus aureus), para outras espécies tém-se mostrado dificeis de isolar (como
Mycobacterium tuberculosis, Clostridium difficile) [240].

Ainda assim, a aplicacdo da terapia fagica € uma opc¢do que deve ser considerada como
alternativa aos antibioticos, especialmente no que diz respeito ao tratamento de infecdes
causadas por microrganismos resistentes, ja que esta pode ser a unica alternativa para estes
utentes.

8.2 Inibicdo da Viruléncia Bacteriana

A viruléncia é caracterizada pela capacidade que um microrganismo apresenta para causar
dano no hospedeiro e resulta de interacbes complexas entre o patégeno e o hospedeiro. Um
fator de viruléncia é definido como o atributo genético que aumenta a possibilidade de o
patdgeno causar doenca no hospedeiro [241]. Alguns exemplos de fatores de viruléncia incluem
enzimas, toxinas, exopolisacaridos, sistemas de aquisicao de metais, sistemas sinal, e estruturas
da superficie celular como lipopolisacaridos, capsulas e glico e lipoproteinas. Tendo isto em
consideracao e como resposta a atual resisténcia aos antibidticos iniciou-se o desenvolvimento
de estratégias terapéuticas antiviruléncia [242].

Os sistemas de secrecdo das bactérias criam poros nas membranas celulares do hospedeiro
permitindo assim a secrecdo de proteinas de viruléncia para o citosol, o que interfere com as
funcBes normais da célula hospedeira e ajuda a persisténcia da bactéria [242,243].

Estes sistemas apresentam estruturas, fungdes e sintese altamente conservadas entre
diferentes estirpes da bactéria e, para além disso, as proteinas que o0s constituem estdo situadas
na superficie celular o que as torna acessiveis. Assim, inibidores destes sistemas podem
apresentar a capacidade de atacar diferentes patégenos simultaneamente. Adicionalmente,
como apenas bactérias patogénicas expressam este tipo de sistemas, a microbiota normal ndo
patogénica ndo sera afetada. Para além disso, como a inibicdo destes sistemas ndo influencia a
sobrevivéncia da bactéria, acredita-se que a pressdo seletiva para o desenvolvimento de
resisténcia seja baixa [242].

Outra estratégia para combater a viruléncia é atacando os biofilmes. Os biofilmes conferem
protecdo as células que o constituem da acdo toxica dos antibidticos, raios UV, acidez,
toxicidade metalica, ao sistema imunitario e fagocitos e séo ainda um meio propicio para a
ocorréncia de transferéncia horizontal de genes e mutagdes [244]. Assim, é importante
desenvolver estratégias anti biofilme que minimizem ou erradiquem este tipo de infegdes [245].

Foi determinado que o 6xido nitrico apresenta a capacidade de dispersar o biofilme formado
por P. aeruginosa [246], no entanto, apresenta desafios clinicos ao nivel da citotoxicidade, falta
de especificidade para infe¢Oes provocadas por biofilmes e custo [247].

Durante a infecdo bacteriana, o hospedeiro humano sequestra ides metalicos, como o ferro,
para evitar que este seja adquirido pelos sideréforos dos patdgenos [248], uma vez que é um
metal fundamental ao processo celular por ser o cofator de diversas enzimas essenciais [249].
A producéo de sideréforos como fatores de viruléncia é comum a vérias bactérias como M.
tuberculosis, B. anthracis, K. pneumoniae, S. aureus, P. aeruginosa e A. Baumanni [250].
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A baulacimina A € um inibidor natural da sintese dos sideréforos produzido por
Streptomyces tempisquencisis [250], tendo-se verificado este efeito em culturas liquidas de S.
aureus e B. anthracis [251].

A adesdo bacteriana é importante para a colonizacao de tecidos durante a infecdo [252] mas
estd dependente das propriedades da superficie da célula bacteriana como os pilis de adesé&o,
estruturas que medeiam as ligacdes entre células bacterianas e entre estas e 0 hospedeiro [253].
Estes sdo uma caracteristica comum a varios patdégenos 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
reducdo de aproximadamente 90% da aderéncia das células a bexiga e da formag&o de biofilme
nos isolados laboratoriais e clinicos [254].

Apesar das terapias anti viruléncia serem uma alternativa promissora ao desenvolvimento de
novos agentes antimicrobianos, ainda existem algumas questdes que devem ser tidas em conta.
O facto de os fatores de viruléncia serem especificos de certos patdgenos e a sua expressao estar
dependente de fatores como as condi¢des do meio envolvente, do local da infecdo ou do tempo
da infecdo sdo alguns dos desafios que devem ser avaliados e ultrapassados para que esta terapia
chegue ao uso clinico [255].

8.3 Anticorpos Antibacterianos

Apesar deste tipo de terapia ser muito utilizado para o tratamento de patologias do foro
oncoldgico e reumatico, o seu potencial para o tratamento de doencas infeciosas ainda nao foi
totalmente examinado [256]. Prevé-se que este tipo de terapia seja eficiente no combate contra
os diversos fatores de viruléncia bacterianos e na combinagdo de diferentes modos de acéo
[257].

Por exemplo, for verificado que anticorpos monoclonais contra a proteina A de S. aureus
tém um efeito promissor no desenvolvimento de sépsis e peritonite em ratos [258].

Foi também verificada a acdo protetora de anticorpos anti capsulares em infecGes causadas
por estirpes bastante virulentas e resistentes a carbapenemos de K. pneumoniae. Estes
anticorpos mostraram-se eficazes na eliminacdo das bactérias através de processos extra e
intracelulares e na prevencdo da propagacao da infecdo dos pulmdes para outros 6rgéos distais
em ratos [259].

O potencial desta terapia mostra-se bastante encorajador, no entanto, é necessario mais
trabalho e investimento para que estas descobertas cientificas possam ser utilizadas
clinicamente [126].

8.4 Desafios e Perspetivas Futuras

Os principais desafios encontrados na descoberta de novos antibidticos sdo principalmente
financeiros que se complicam principalmente devido a obstaculos cientificos e regulamentares
[260,261]. Também a incerteza associada a este ramo cientifico resultou com que uma grande
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parte das farmacéuticas tenha abandonado os seus programas de desenvolvimento de
antibidticos [262], tendo-se verificado que, desde 1980, mais de 25 empresas farmacéuticas o
fizeram e que atualmente muito poucas apresentam equipas de investigacdo dedicadas a esta
area [263].

Este abandono por parte da indlstria fez com que a pressdo para a investigacdo e
desenvolvimento de novas terapias caisse sobre grupos de investigacdo académicos e pequenas
empresas que muitas vezes ndo tém a capacidade de liderar programas de investigacao ou de
suportar o seu impacto financeiro [261,264,265].

A verdade é que ainda muito estd por ser investigado, por isso € necessario focar a nossa
atencdo na descoberta de novos alvos de acdo, de novas classes de antibioticos e terapias
alternativas para que possamos caminhar com sucesso para uma era pés antibidtica.
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