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Resumo 

 

O presente relatório tem como objetivo descrever as atividades realizadas no estágio 

curricular no âmbito do Mestrado em Ciências Biomédicas da Universidade da Beira 

Interior. 

O estágio teve a duração de nove meses e decorreu no Serviço de Patologia Clínica do 

Centro Hospitalar Universitário de São João (CHUSJ) no Porto, no laboratório de 

Biopatologia Molecular.  

Durante o período de estágio foi possível integrar a equipa técnica e realizar a 

identificação molecular de vários microrganismos, aplicar diversos conhecimentos 

adquiridos no percurso académico e obter uma visão abrangente sobre a importância do 

diagnóstico clínico-laboratorial num hospital de referência, como é o caso do CHUSJ. 

Neste relatório também está descrito um pequeno projeto de investigação onde se 

realizou o diagnóstico diferencial de duas patologias com lesões macroscopicamente 

semelhantes, nomeadamente Monkeypox e o Molusco contagioso, com abordagens 

clínicas completamente diferentes.  
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Abstract 

 

The aim of this report is to describe the activities carried out during the curricular 

internship as part of the Master's Degree in Biomedical Sciences at the University of 

Beira Interior. 

The internship lasted nine months and took place at the Clinical Pathology Service of the 

University Hospital Center of São João (UHCSJ) in Porto, in the Molecular Biopathology 

Laboratory.  

During the internship period, it was possible to integrate a laboratory work routine, apply 

various skills acquired during my academic career and gain a comprehensive overview 

of the importance of clinical diagnosis in a clinical analysis laboratory at a reference 

hospital, such as UHCSJ. 

This report also describes a small research project in which the differential diagnosis of 

two pathologies with macroscopically similar lesions was carried out, namely 

Monkeypox and Molluscum contagiosum, with completely different clinical approaches. 

 

Keywords 

 

University Hospital Center of São João; Laboratory; Analysis; Clinical Pathology; 

Molecular Biopathology; Monkeypox; Molluscum contagiosum. 
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Parte 1: Relatório de Estágio 

1. Introdução 

O presente relatório pretende descrever o estágio curricular realizado no contexto da unidade 

curricular “Dissertação/Estágio” do 2º ano do Mestrado em Ciências Biomédicas da Universidade 

da Beira Interior. O estágio em questão teve como objetivo principal a consolidação e a integração 

dos conhecimentos teóricos adquiridos no decorrer do percurso académico, no contexto de um 

laboratório clínico. 

O estágio curricular foi realizado no Serviço de Patologia Clínica (SPC), mais especificamente no 

laboratório de Biopatologia Molecular do Centro Hospitalar Universitário de São João (CHUSJ), 

situado na Alameda Prof. Hernâni Monteiro, 4200-319 Porto. O estágio teve a duração de nove 

meses, de novembro de 2022 a julho de 2023. Desde 1 de Janeiro de 2024, o CHUSJ passou a 

integrar o modelo Unidade Local de Saúde, passando a designar-se ULS São João.  A ULS São 

João integra o CHUSJ (Pólo do Porto e Pólo de Valongo) e os Cuidados de Saúde Primários da 

Maia, Valongo e Porto Oriental. 

Em termos estruturais, a dissertação está organizada em duas partes. A primeira parte é 

constituída por sete capítulos, onde se faz a descrição do estágio curricular e a segunda descreve 

um pequeno projeto de investigação que teve como objetivo realizar o diagnóstico diferencial de 

duas patologias com lesões macroscópicas semelhantes, mais especificamente Monkeypox e 

Molusco contagioso. 
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2. Serviço de Patologia Clínica 

O Serviço de Patologia Clínica (SPC) pertence ao Centro de Medicina Laboratorial do Centro 

Hospitalar Universitário de São João (CHUSJ), onde estão também integrados os Serviços de 

Anatomia Patológica, Medicina Nuclear, Neurorradiologia, Radiologia e Radioterapia. O SPC está 

organizado em várias Áreas: Conhecimento e Investigação, Apoio e Suporte, Pré-Analítica e 

Laboratorial. Esta última integra os Laboratórios Central e de Microbiologia e os Laboratórios 

Complementares, que incluem os Laboratórios de Biopatologia Molecular, Hematologia e 

Citologia, Imunologia, Química Clínica e Serologia. O objetivo principal do SPC consiste em 

realizar o diagnóstico transversal de inúmeras patologias, recorrendo a metodologias cada vez 

mais sensíveis e específicas.  

Para garantir a qualidade dos exames laboratoriais e a segurança dos pacientes, o laboratório tem 

de cumprir as etapas previstas: fases pré-analítica, analítica e pós-analítica (Kearney, 2013). A 

fase pré-analítica engloba todos os procedimentos que antecedem a análise laboratorial, desde o 

pedido da realização de exames, recolha e transporte das amostras, até à preparação da amostra. 

A fase analítica é definida pelo processo de realização da análise no laboratório, de acordo com o 

sistema analítico utilizado. Por último, a fase pós-analítica inclui a emissão e comunicação dos 

resultados ao paciente ou ao médico responsável. A qualidade do laboratório está diretamente 

relacionada com o rigor das determinações laboratoriais (Mukherjee et al., 2013).  

O SPC recebe amostras biológicas dos vários hospitais do Norte de Portugal, como o Centro 

Hospitalar do Tâmega e Sousa (Hospital Padre Américo), o Centro Hospitalar Trás-os-Montes e 

Alto Douro, o Centro Hospitalar de Entre Douro e Vouga, o Hospital Santa Maria Maior, ou o IPO 

Porto. 

A equipa multidisciplinar do SPC, sob a direção e coordenação do Professor Doutor Tiago 

Guimarães, é formada por médicos especialistas em Patologia Clínica, médicos internos de 

Formação Especializada, Técnicos Superiores de Saúde, Técnico Superiores de Diagnóstico e 

Terapêutica, Assistentes Técnicos e Assistentes Operacionais. 

 

2.1. Biopatologia Molecular 

A biopatologia molecular é um campo de pesquisa interdisciplinar que desempenha um papel 

crucial na compreensão da base molecular das doenças. Esta área do conhecimento realiza uma 

combinação dos princípios da biologia molecular com a patologia, a fim de investigar as 

modificações genéticas, epigenéticas e celulares, responsáveis pelo surgimento de doenças. Nas 

últimas décadas, houve avanços tecnológicos significativos, o que possibilitou um progresso 
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surpreendente na capacidade de identificar as causas moleculares de diversas doenças, do cancro 

até às doenças genéticas raras (Akhtar et al., 2011). 

A biopatologia molecular reconhece uma origem ou participação molecular subjacente a muitas 

doenças. Em contraste com a abordagem convencional da patologia, que se limita a descrever as 

características macroscópicas das doenças, a biopatologia molecular foca-se na identificação das 

anomalias a nível molecular responsáveis pelo surgimento, evolução e sintomas clínicos dessas 

doenças. Com esse propósito, são empregues diversas metodologias da biologia molecular, 

genética, genómica, proteómica e áreas afins, como a técnica de reação em cadeia da polimerase 

(PCR), multiplex PCR, microarrays de DNA (ácido desoxirribonucleico), hibridação in situ, 

sequenciação de RNA (ácido ribonucleico) in situ, sequenciação de DNA, edição de genes e 

Western Blot.  

A biopatologia molecular possibilita não somente uma compreensão da base molecular das 

doenças, mas também proporciona um diagnóstico mais preciso, o avanço de terapias 

direcionadas e o desenvolvimento de estratégias em medicina personalizada. Além disso, a 

biopatologia molecular possui uma função vital na área da investigação biomédica, na 

identificação de novas possibilidades de tratamento e na análise da eficácia das terapêuticas 

farmacológicas (Akhtar et al., 2011). 

O laboratório de Biopatologia Molecular (LBM) do CHUSJ encontra-se dividido em 3 secções 

sequencialmente organizadas: a receção e processamento das amostras, a extração de ácidos 

nucleicos e a amplificação de ácidos nucleicos. 
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3. Obtenção, Conservação e Processamento 

de Amostras Biológicas 

As amostras destinadas ao SPC são rececionadas nas Secretaria do Laboratório Central (piso 4, 

Ala Poente – dias uteis das 15-20h, fins de semana, feriados e período noturno entre 20-8h) e na 

Secretaria de Apoio (piso 5 da Ala Poente – dias úteis das 8-15h). Estas, só são aceites perante a  

identificação correta e em recipiente adequado, de acordo com a requisição médica, prescrita 

online via software Clinidata Web, se pertencerem ao CHUSJ, ou com requisição escrita, se forem 

de instituições exteriores. Depois da receção das amostras, estas são separadas e dirigidas aos 

respetivos laboratórios para o seu processamento. Quando chegam ao LBM, as amostras são 

rececionadas na secção de “Receção e processamento de amostras”, onde se decide qual o 

processamento, dependendo da suspeita de diagnóstico, do tipo de amostra, da urgência do 

resultado e das condicionantes do paciente.  

O tipo de amostra recebido no LBM é variado, dependendo da suspeita clínica, mas virtualmente 

aceita-se qualquer tipo de amostra para diagnóstico molecular. As amostras mais comuns incluem 

sangue, LCR, líquidos pleurais, pericárdicos, peritoneais, urina, fezes, secreções brônquicas, 

lavados brônquicos e brônquio-alveolares, exsudados naso e orofaríngeos, exsudados rectais, 

uretrais, vaginais, oculares e de lesões cutâneas, biópsias tecidulares, biópsias incluídas em blocos 

de parafinas, pontas de cateter, dispositivos médicos e medula óssea.  

 

3.1. Infeções respiratórias 

As infeções respiratórias são um grande desafio para a saúde pública. As doenças respiratórias 

podem variar em gravidade, desde a gripe comum, que é uma condição leve, até à pneumonia, 

que pode ser considerada uma condição mais grave. As infeções respiratórias são causadas por 

diferentes agentes infeciosos, sendo frequentes os vírus, as bactérias e os fungos.  

É de grande importância compreender a diversidade de patógenos que estão envolvidos, assim 

como os sintomas clínicos e as estratégias de diagnóstico e tratamento, a fim de combater 

efetivamente essas doenças e reduzir o impacto que causam na sociedade. A redução da incidência 

de infeções respiratórias depende de medidas preventivas, como a vacinação e a adoção de boas 

práticas de higiene. São imprescindíveis pesquisas contínuas, com o intuito de desenvolver novas 

terapias e estratégias preventivas para combater este flagelo que atinge toda a população mundial. 
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3.1.1. Infeções respiratórias víricas 

Os agentes patogénicos mais comuns envolvidos em infeções do trato respiratório superior são os 

vírus respiratórios. Entre os diferentes vírus que merecem destaque, podemos citar, os vírus 

Influenza A/B, Rinovírus, Vírus Sincicial Respiratório (VSR), o SARS-CoV-2 e o Adenovírus. 

Esses vírus penetram nas células das vias respiratórias provocando inflamação, que se manifesta 

em tosse, rinorreia, odinofagia, febre e dispneia.  

Vírus Influenza 

O vírus Influenza é membro da família Orthomyxoviridae e classifica-se em três tipos principais: 

A, B e C. O vírus é composto por uma camada lipídica, que contém glicoproteínas essenciais para 

ligação do vírus às células e possui um genoma de cadeia simples de RNA com sentido negativo, 

segmentado em 8 partes. As glicoproteínas presentes na superfície do vírus são hemaglutininas 

(HA), responsáveis pela ligação do vírus às células hospedeiras, neuraminidases (NA), que 

desempenham um papel importante na libertação das partículas virais recém-formadas das 

células hospedeiras e matriz 2 (Fig. 1) (Gaitonde et al., 2019). 

O vírus Influenza consegue invadir as células-alvo através da ligação da glicoproteína HA aos 

recetores das células hospedeiras. Os recetores-alvo da HA são geralmente os ácidos siálicos 

encontrados em glicoproteínas na superfície das células epiteliais das vias respiratórias, e esta 

ligação desencadeia a internalização do vírus na célula, por endocitose. Depois do vírus entrar na 

célula hospedeira, dá-se a libertação dos 8 segmentos do genoma de RNA no núcleo para iniciar 

a transcrição e replicação do vírus. (Luo, 2012).  A replicação do vírus leva à lise das células 

epiteliais, o que provoca um aumento da produção de muco, causando corrimento nasal e tosse 

(Pleschka, 2013). 

Durante o ciclo de replicação do vírus Influenza, a RNA polimerase viral comete erros frequentes 

na síntese de RNAs virais. Esses erros produzem grande número de variantes genéticas das 

glicoproteínas HA e NA, o que pode conferir algumas vantagens ao vírus, permitindo-lhe escapar 

da resposta imune do hospedeiro ou até adquirir resistência a medicamentos antivirais (Luo, 

2012). Essa variabilidade genética é um dos principais desafios na prevenção e tratamento da 

infeção, pois pode levar à rápida evolução do vírus e à emergência de estirpes virais novas ou 

modificadas. É por este motivo que as vacinas da gripe precisam de ser atualizadas regularmente, 

acompanhando as mudanças da estirpe circulante do vírus e garantindo uma proteção eficaz 

contra as formas mais recentes e prevalentes da doença (Luo, 2012).  

 Entre os vírus Influenza, os do tipo A, são considerados os agentes patogénicos clinicamente mais 

significativos, e já causaram epidemias graves em seres humanos e animais domésticos. Existem 

20 subtipos do vírus influenza A e cada um é caracterizado pela numeração das proteínas HA e 

NA (por exemplo, H3N2 e H1N1) (Gaitonde et al., 2019). 
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A transmissão ocorre principalmente através da inalação de partículas respiratórias infeciosas 

quando uma pessoa infetada tosse ou espirra. Também há evidências de transmissão por via 

aérea, através de pequenas partículas transmitidas pela fala ou exalação, e por objetos 

contaminados (Javanian et al., 2021).  

O período de incubação tem um período de 18 a 72 horas, mas pode variar de pessoa para pessoa. 

Os indivíduos infetados podem transmitir a doença a partir de um a dois dias antes do início dos 

sintomas, continuando a ser contagiosos por um período de cinco a sete dias após o aparecimento 

dos sinais clínicos (Javanian et al., 2021). A libertação do vírus pode ocorrer de forma prolongada 

em crianças e em pessoas com o sistema imunológico comprometido. 

O vírus Influenza, mais especificamente o tipo A, causa uma infeção respiratória não complicada, 

a gripe. Os sintomas da gripe são variados e incluem tosse, febre, mialgias, rinorreia e arrepios ou 

suores e mialgias que persistem durante dois a oito dias. Atipicamente, nas crianças podem 

ocorrer sintomas gastrointestinais, como vómitos e diarreia (Gaitonde et al., 2019). 

O diagnóstico de Influenza é frequentemente efetuado com base nos sintomas da infeção, 

informações epidemiológicas e testes laboratoriais. A tosse e a febre são os indicadores 

sintomáticos mais críticos da infeção. Os métodos laboratoriais incluem testes rápidos de 

antigénio e RT-PCR (Reverse transcription polymerase chain reaction) em tempo real (Pleschka, 

2013). A cultura de vírus não é usada em contexto hospitalar. O painel respiratório onde está 

inserida a deteção do vírus Influenza, consegue detetar 3 subtipos do tipo A, Flu A-H1, Flu A-H1 

pdm09 e Flu A-H3 (Gimferrer et al., 2018). 

O tratamento é sintomático e centra-se, geralmente, no uso de analgésicos e antipiréticos para 

alívio dos sintomas e prevenção de complicações, especialmente em casos de infeções graves ou 

em grupos de risco. Também podem ser prescritos antivirais, como os inibidores de 

neuraminidase (por exemplo, oseltamivir e zanamivir) e inibidor de endonucleases (baloxavir), 

em casos graves ou em pacientes de alto risco. Os antivirais podem ajudar a reduzir a duração da 

infeção e aliviar os sintomas, mas são mais eficazes quando administrados nas primeiras 48 horas 

após o início dos sintomas (Gaitonde et al., 2019). 

 

 

 

 

 

 
Figura 1. Estrutura do vírus Influenza (adaptado de 

Ibekwe et al., 2021). 
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Rinovírus 

Os rinovírus (RV) são outro tipo de vírus relatados como uma das principais causas virais de 

infeções respiratórias graves. Os RV pertencem à família Picornaviridae e ao género Enterovirus 

e dividem-se em três espécies, RV-A, RV-B e RV-C, as quais são subdivididas em 169 serotipos 

(Jackson et al., 2022). A sua estrutura é esférica, com cápside icosaédrica e contém um genoma 

de cadeia simples de RNA com sentido positivo e com um tamanho de cerca de 7 200 nucleótidos 

(Fig. 2) (Vandini et al., 2019). 

A transmissão ocorre principalmente através do contacto físico seguido de autoinoculação, de 

fómites (objetos contaminados com o vírus), ou através de inalação de gotículas infetadas (Esneau 

et al., 2022). 

O tempo de incubação do RV é de aproximadamente 2 dias. É possível que uma pessoa infetada 

com rinovírus seja contagiosa vários dias antes de apresentar sintomas e continue a ser durante 

uma semana ou mais após o início da infeção (Esneau et al., 2022). 

O RV é o agente patogénico que mais causa a chamada constipação. Os sintomas da infeção por 

RV podem variar de leves a moderados, e incluem tosse, odinofagia, rinorreia, cefaleias, arrepios 

e mal-estar geral (Vandini et al., 2019). Para além de causar sintomas de “gripe”, o RV também 

pode provocar otite média aguda, rinossinusite, e quadros clínicos mais graves como, doença 

pulmonar obstrutiva crónica e asma (To et al., 2017). 

No trato respiratório superior, o RV afeta, principalmente, as células epiteliais ciliadas, e em 

menor proporção, as células não ciliadas, podendo ser identificado na mucosa nasal e na 

nasofaringe posterior. Contrariamente ao vírus Influenza e ao Adenovírus, o RV não provoca 

citopatologia na linha de células epiteliais nasais humanas, mas, no entanto, possui a capacidade 

de causar alterações citopáticas nas células epiteliais brônquicas humanas. Para além disso, a 

infeção por RV pode comprometer a barreira epitelial, resultando em fugas vasculares, produção 

excessiva de muco, facilitando a ligação, a translocação e a persistência de bactérias (To et al., 

2017). 

O RV consegue ser detetado no trato respiratório, inferior e no superior. Atualmente, a técnica de 

RT-PCR é o método mais utilizado para a deteção de RV a partir de amostras respiratórias, uma 

vez que é muito mais sensível do que a cultura viral (Hirsch et al., 2012). 

Até à data, ainda não existem terapias preventivas ou vacinas aprovadas para as infeções por RV. 

O grande número de serotipos de RV e a sua diversidade genética representam um desafio para o 

desenvolvimento de agentes antivirais. Os tratamentos disponíveis têm como objetivo reduzir os 

sintomas causados pela resposta do hospedeiro, em vez de direcionar a sua ação para limitar a 

replicação do vírus e a duração da infeção (To et al., 2017).  
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Vírus Sincicial Respiratório 

O vírus Sincicial Respiratório (VSR) é um vírus altamente contagioso capaz de provocar infeções 

no trato respiratório, sendo conhecido como uma das principais causas de morbilidade e 

mortalidade em idade pediátrica, especialmente nos primeiros 6 meses de vida. Nas últimas 

décadas, constatou-se que a doença também afeta adultos de risco, incluindo idosos e pessoas 

imunocomprometidos (Nam & Ison, 2019). 

O VSR é um vírus encapsulado do género Pneumovirus e da família Paramyxoviridae. É um vírus 

de RNA de cadeia simples e sentido negativo, com um genoma de 15,2 kb (kilo bases), codificante 

para 11 proteínas (Fig. 3). Este vírus tem um genoma não segmentado, pelo que, ao contrário do 

Influenza, não tem a capacidade de reordenar os segmentos do genoma e, assim, sofrer alterações 

antigénicas que podem desencadear grandes pandemias (Shang et al., 2021). 

De acordo com a variabilidade antigénica, o VSR é dividido em dois subgrupos diferentes, A e B, 

que se dividem em 13 genótipos A e 20 genótipos B. As reações de duas proteínas de superfície (F 

e G) aos anticorpos monoclonais foram utilizadas para definir estes dois grupos; a proteína G 

permite a ligação do vírus às células epiteliais ciliadas das vias respiratórias do hospedeiro, 

enquanto a proteína F medeia a fusão do virião com as células do hospedeiro (Fig. 3) (Nam & 

Ison, 2019). 

A alta contagiosidade do VSR é explicada pela transmissão através de gotículas infetadas que 

entram em contacto direto com o nariz, boca ou olhos e também através de superfícies 

contaminadas, com um período de incubação de 2 a 8 dias. As pessoas infetadas são contagiosas 

entre 3 e 8 dias (Jha et al., 2016). 

O VSR infeta as células epiteliais ciliadas do trato respiratório superior e inferior. No trato 

respiratório inferior, o vírus está concentrado nas células epiteliais ciliadas dos bronquíolos, mas 

também se encontra nos pneumócitos do tipo 1, interferindo na capacidade dos pulmões 

Figura 2. Estrutura do Rinovírus (adaptado de Liu 
et al., 2016). 
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realizarem eficientemente as trocas gasosas e nas células dendríticas intraepiteliais, o que 

influencia a resposta imunológica à infeção viral. Recentemente, foi demonstrado que o VSR tem 

a capacidade de afetar a morfogénese epitelial das vias aéreas infetando as células basais, células-

-tronco presentes no epitélio das vias respiratórias, responsáveis pela renovação e reparação do 

revestimento das vias respiratórias (Jha et al., 2016). 

A replicação viral do VSR induz uma resposta inflamatória nas vias respiratórias, o que leva à 

produção de muco, edema e dano tecidular, causando sintomas como febre, congestão nasal, 

tosse, rinorreia e dispneia, que por norma aparecem em 3 a 7 dias após o contacto (Shang et al., 

2021).  

O diagnóstico de VSR é clínico-laboratorial, tendo por base a clínica e testes laboratoriais 

específicos como, testes de deteção de antigénio e RT-PCR em tempo real. A cultura viral não é 

utilizada em rotina. Em casos graves ou complicados, a imagiologia pode ser um meio 

complementar de diagnóstico importante com a realização de radiografias de tórax (Borchers et 

al., 2013). 

Atualmente, não existe tratamento específico para o VSR, mas estão disponíveis medidas e 

tratamentos de suporte para aliviar os sintomas e reduzir as complicações associadas, 

especialmente em casos extremos e em grupos de risco, como recém-nascidos prematuros, 

crianças e idosos. Em casos graves, pode ser necessário suporte respiratório, como oxigenoterapia 

ou ventilação mecânica. Também podem ser administrados medicamentos antipiréticos e 

analgésicos para aliviar sintomas como febre, mialgias e desconforto (Jha et al., 2016). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Estrutura do Vírus Sincicial Respiratório (adaptado de 
https://www.creative-diagnostics.com/tag-respiratory-syncytial-

virus-antigens-51.htm). 



Relatório de Estágio em Biopatologia Molecular 

 10 

SARS-CoV-2 

O SARS-CoV-2 (Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2), descoberto pela primeira 

vez na cidade de Wuhan, na China, no final de 2019, é o agente patogénico causador da pandemia 

COVID-19, uma infeção que rapidamente se espalhou pelo mundo, resultando em milhões de 

casos confirmados e mortes.  

Este vírus, tal como os outros coronavírus, possui uma estrutura característica e um genoma 

específico que desempenham um papel fundamental na sua capacidade de infetar as células e 

replicar-se. O SARS-CoV-2 é um vírus com envelope, e de cadeia simples de RNA de sentido 

positivo, que pertence à família Coronaviridae. Este contém um genoma de 26 a 35 kb, que 

codifica, aproximadamente, 27 proteínas, estruturais e não estruturais. As proteínas estruturais 

incluem a proteína do envelope (E), a proteína da nucleocápside (N), a proteína da membrana 

(M) e a glicoproteína spike (S) (Safiabadi Tali et al., 2021). As proteínas E e M estão envolvidas 

na montagem viral e na modulação da resposta do hospedeiro, enquanto a proteína N complexa-

se com o RNA genómico viral para gerar a nucleocápside, ajudando a modular a replicação e 

tradução do vírus. A proteína S é a principal glicoproteína da superfície do SARS-CoV-2 e esta 

forma projeções na superfície do vírus, dando-lhe uma aparência de coroa, que dá a origem ao 

nome do vírus (corona = coroa). Esta proteína desempenha um papel importante na patogénese 

do vírus, ligando-se ao recetor das células hospedeiras (Fig.4) (Safiabadi Tali et al., 2021). 

A patogénese do SARS-CoV-2 é dividida em quatro etapas: invasão, bloqueio primário da 

imunidade inata antiviral, mecanismos de proteção do vírus contra os fatores da imunidade 

adaptativa e complicações agudas e de longo prazo da COVID-19. A fase da invasão começa 

quando o vírus entra no organismo e se liga às células do trato respiratório, particularmente às 

células epiteliais do pulmão, através da ligação da proteína S ao recetor ACE2 (enzima conversora 

de angiotensina 2) e co-recetores nas células hospedeiras. A variedade de recetores a que o SARS-

CoV-2 se consegue ligar, permite que este infete vários tipos de células, mesmo as que não 

expressam o recetor ACE2. Uma vez dentro das células, tal como os outros vírus, o SARS-CoV-2 

começa a replicar-se, utilizando a maquinaria celular do hospedeiro para produzir cópias de si 

mesmo. Durante a segunda fase, o vírus tem mecanismos para interferir com a primeira linha de 

defesa do hospedeiro, o que permite que se replique mais nas fases iniciais da invasão. Na terceira 

fase, o sistema imunológico adaptativo, que inclui células como linfócitos T e linfócitos B, ativa 

uma resposta mais específica contra o vírus. No entanto, o SARS-CoV-2 desenvolveu várias 

estratégias para evadir ou suprimir essa resposta imune adaptativa, incluindo mutações que 

afetam a capacidade do sistema imunológico de reconhecer e neutralizar o vírus. A quarta e última 

fase está associada à implantação de variantes do SARS-CoV-2, que têm a capacidade de induzir 

vias autoimunes e auto-inflamatórias da invasão dos tecidos e de desenvolver mecanismos 

imunossupressores e hiperérgicos da inflamação sistémica (Gusev et al., 2022). 



Relatório de Estágio em Biopatologia Molecular 

 11 

O SARS-CoV-2 é transmitido, principalmente, de pessoa para pessoa através de gotículas 

respiratórias, mas também pode ocorrer transmissão por meio de contacto com superfícies 

contaminadas (Gusev et al., 2022) 

O período de incubação da COVID-19 varia entre 3 e 14 dias, dependendo do estado do sistema 

imunitário do hospedeiro. Os sintomas da COVID-19 podem variar de leves a graves e incluem 

febre, tosse seca, fadiga, dores musculares, odinofagia, congestão nasal, perda de paladar ou olfato 

e, em alguns casos, dispneia, diarreia, náuseas ou vómitos (Gusev et al., 2022). 

Existem vários métodos para detetar o SARS-CoV-2. O método mais comum é através do teste 

PCR em tempo real, que deteta o gene que codifica a proteína E, o gene N e o gene RdRP do vírus, 

numa amostra retirada da nasofaringe e/ou da orofaringe. O teste PCR é altamente preciso e é 

considerado o goldstandard para o diagnóstico da COVID-19 (Toretta et al., 2021). 

Outro tipo de teste é o teste de antigénio, que deteta proteínas específicas na superfície do vírus 

numa amostra colhida da nasofaringe e/ou da orofaringe. Os testes de antigénio são menos 

precisos do que os testes PCR, mas fornecem resultados mais rapidamente, normalmente em 

poucos minutos (Peeling et al., 2022). 

Os testes serológicos, também conhecidos como testes de anticorpos, detetam anticorpos contra 

o vírus, no sangue. Estes testes são úteis para determinar uma possível infeção anterior pelo vírus, 

mas não são úteis para diagnosticar infeções atuais (Peeling et al., 2022). 

O tratamento para COVID-19 pode variar dependendo da gravidade dos sintomas e do quadro 

clínico. Para os sintomas mais ligeiros, é aconselhado um tratamento de suporte, que envolve 

repouso, hidratação e alívio dos sintomas, com por exemplo. medicamentos antipiréticos. Para 

pacientes com dificuldade respiratória, a terapia com oxigénio pode ser necessária para garantir 

níveis adequados de oxigênio no sangue. Isso pode ser administrado por meio de cânulas nasais, 

máscaras faciais ou ventiladores mecânicos, dependendo da gravidade. Em casos graves que não 

respondem à terapia com oxigénio, pode ser necessária a ventilação mecânica invasiva como o 

ECMO (Extracorporeal Membrane Oxygenation) (Roda et al., 2022). 

Para reduzir a gravidade da doença foram desenvolvidas vacinas contra a COVID-19. Desde a 

pandemia, várias vacinas com formulações distintas foram desenvolvidas, testadas e autorizadas 

para o uso em diferentes países de todo o mundo. A vacina da Pfizer-BioNTech (Comirnaty) e a 

Moderna, utilizam a tecnologia de RNA mensageiro (mRNA) para instruir as células do corpo a 

produzir a proteína S do SARS-CoV-2, o que desencadeia uma resposta imune. A vacina da 

AstraZeneca-Oxford (Vaxzevria) é baseada num vetor viral não replicante, que contém a 

informação genética para produzir a proteína S. A vacina da Johnson & Johnson (Janssen) é uma 

vacina de vetor viral baseada em adenovírus humanos e a vacina Sinovac (CoronaVac) é uma 

vacina inativada que utiliza partículas do vírus SARS-CoV-2 que foram inativadas para 

desencadear uma resposta imune (Fiolet et al., 2022). 
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Adenovírus 

Os Adenovírus são vírus de cadeia dupla de DNA, com uma estrutura icosaédrica e sem invólucro, 

de tamanho entre 70 e 100 nm (Shieh, 2021). Estes vírus pertencem à família Adenoviridae, que 

tem cinco géneros: Aviadenovirus, Atadenovirus, Siadenovirus, Ichtadenovirus e 

Mastadenovirus, sendo apenas os membros do género Mastadenovirus que causam infeções nos 

humanos (Greber & Flatt, 2019).  Existem várias categorias de Adenovírus de acordo com as suas 

características serológicas, com mais de 100 serotipos distintos identificadas em humanos. Estes 

são divididos em sete espécies (de A a G), de acordo com a percentagem de guanina e citosina 

presente no seu DNA, com diferentes serotipos associados a diferentes tipos de infeções (Al-Heeti 

et al., 2022). A diversidade serológica existente representa um desafio para o desenvolvimento de 

uma vacina universal.  

Os Adenovírus são conhecidos por causar uma variedade de infeções, incluindo infeções 

respiratórias, gastrointestinais e oculares. As espécies B, C e E estão associados a infeções 

respiratórias, as espécies C e D às infeções oculares, a espécie B às infeções urinárias e as espécies 

A, F e G às infeções gastrointestinais (Greber & Flatt, 2019).  Os serotipos 2 e 5 da espécie C do 

adenovírus são os que mais estão associados às infeções respiratórias do trato superior em idade 

pediátrica (Watanabe et al., 2021). 

A estrutura dos Adenovírus é relativamente complexa e composta por várias partes que 

desempenham papéis específicos na infeção viral como, a cápside viral, as fibras, as proteínas 

estruturais e o genoma viral (Fig. 5). A cápside viral que é responsável por proteger o seu material 

Figura 4. Estrutura do SARS-CoV-2 (adaptado de Gusev et al., 2022). 
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genético, neste caso o DNA, é formada por 240 hexâmeros e 12 pentâmeros de proteínas 

estruturais organizadas de forma icosaédrica (Shieh, 2021). As fibras virais são projeções da 

superfície da cápside, mais especificamente dos pentâmeros das proteínas, compostas por 

proteínas e são cruciais para a entrada do vírus nas células, interagindo com os recetores celulares 

específicos como, o recetor do vírus Coxsackie e Adenovírus (CAR) que está presente em várias 

células humanas, incluindo as células epiteliais do trato respiratório superior e inferior, e o recetor 

CD46 que é uma glicoproteína envolvida na regulação do sistema imunológico (Greber & Flatt, 

2019).  

A transmissão geralmente ocorre através do contacto direto com secreções corporais de pessoas 

infetadas, o que inclui gotículas respiratórias, saliva, fezes e até mesmo superfícies contaminadas 

(Arnold & MacMahon, 2017).  

O período de incubação depende do serotipo do vírus e do mecanismo de transmissão, e pode 

variar entre 2 dias e 2 semanas (Lynch & Kajon, 2016). 

Os Adenovírus causam até 10% do total das febres em recém-nascidos e uma proporção 

significativa de infeções do trato respiratório superior (constipação comum, faringite, otite 

média) em crianças. Este vírus provoca sintomas como tosse, rinite, odinofagia e febre que pode 

durar 3 a 5 dias (Kunz & Ottolini, 2010). 

O diagnóstico é geralmente baseado na clínica e testes laboratoriais. Os testes mais utilizados 

incluem testes de deteção de antigénio e pesquisa molecular em amostras como secreções 

respiratórias, lavados brônquico ou bronco alveolar e exsudados naso e orofaríngeos (Kunz & 

Ottolini, 2010). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Estrutura do Adenovírus (adaptado de 
Shieh et al., 2022). 
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O tratamento específico é principalmente de suporte, já que não existe um fármaco antiviral 

específico. A maioria das infeções provocam infeções respiratórias leves e os sintomas geralmente 

desaparecem após alguns dias de repouso e cuidados, como descanso adequado, hidratação e 

fármacos como analgésicos ou antipiréticos. No entanto, em algumas situações, principalmente 

em indivíduos imunocomprometidos, as infeções podem levar a complicações mais sérias, como 

pneumonia, bronquiectasias e bronquiolite obliterante (Lynch & Kajon, 2016). 

 

3.1.2. Infeções Respiratórias Bacterianas 

Dentro dos agentes patogénicos causadores de infeção respiratória, as bactérias surgem como os 

principais agentes etiológicos das infeções do trato respiratório inferior, sendo responsáveis por 

diversas complicações, desde quadros clínicas leves até graves.   

As bactérias Streptococcus pneumoniae e Haemophilus influenzae encontram-se entre os 

principais agentes, causando quadros de pneumonia e bronquite. A resposta inflamatória 

exacerbada pode causar sintomas graves, tais como febre elevada e produção de muco purulento. 

Streptococcus pneumoniae 

As infeções respiratórias causadas pelo Streptococcus pneumoniae constituem uma preocupação 

significativa em termos de saúde pública a nível mundial. Streptococcus pneumoniae, também 

conhecido como pneumococo, é uma bactéria Gram-positiva que desempenha um papel 

significativo em diversas infeções respiratórias, sendo uma das principais causas de pneumonia, 

meningite e otite média (Marquart, 2021). O pneumococo tem uma forma esférica, também 

conhecida como cocci, é um anaeróbio facultativo, não móvel e não forma esporos. Além disso, 

esta bactéria possui uma cápsula polissacarídea, que desempenha um papel fundamental na sua 

patogenicidade, evitando o sistema imunitário do hospedeiro (Mekuria et al., 2023). 

A patogénese envolve uma série de mecanismos complexos que permitem ao microrganismo 

escapar ao sistema imunitário do hospedeiro e causar infeções. Um aspeto fundamental é a 

capacidade da bactéria para aderir e colonizar as células epiteliais respiratórias, o que é facilitado 

por proteínas de superfície como as adesinas pneumocócicas. A colonização é facilitada por 

fatores como a pneumolisina, uma toxina que rompe as membranas celulares. Uma vez no interior 

do hospedeiro, a bactéria consegue escapar às defesas do sistema imunitário através de vários 

mecanismos, incluindo a formação de cápsula para evitar a fagocitose e a modulação das respostas 

inflamatórias (Fig. 6) (Dion & Ashurst, 2023). 

A transmissão dá-se principalmente via gotícula estando associada ao contacto próximo entre 

indivíduos. O pneumococo pode colonizar o trato respiratório superior de indivíduos sem 

provocar sintomas, sendo esses portadores assintomáticos contribuintes para a disseminação da 

bactéria na comunidade (Marquart, 2021). 
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O período de incubação é de 1 a 3 dias. Os sintomas respiratórios variam dependendo do tipo e da 

gravidade da infeção. A bactéria pode afetar diferentes partes do trato respiratório, resultando 

numa variedade de sintomas, como tosse (seca ou produtiva), dispneia, dor torácica, congestão 

nasal, febre e dor de cabeça. 

O diagnóstico envolve uma combinação da avaliação clínica, exames laboratoriais e, em alguns 

casos, da imagiologia. Inicialmente, o médico avaliará os sintomas apresentados pelo paciente, 

bem como o seu histórico médico e fatores de risco e deverá pedir os exames laboratoriais de 

acordo com a suspeita. Os exames laboratoriais incluem hemoculturas, caso haja suspeita de 

bacteremia e septicemia e a bactéria S. pneumoniae já circule na corrente sanguínea, exame 

cultural, pesquisa de antigénios e identificação molecular como PCR em tempo real (Sadowy & 

Hryniewicz, 2020). 

O tratamento depende da gravidade da infeção, da idade do paciente, de alergias a medicamentos 

e da resistência local aos antibióticos. Os antibióticos ß-lactâmicos, como a penicilina e a 

amoxicilina, são frequentemente utilizados para tratar a infeção por S. pneumoniae. No entanto, 

a resistência a esses antibióticos pode ocorrer em algumas estirpes e, em casos de resistência, 

podem ser necessários outros antibióticos como macrólidos ou doxiciclina (Li et al., 2022). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Estrutura e fatores de virulência de Streptococcus pneumoniae 
(adaptado de Negi & Das, 2017). 
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A prevenção é fundamental e a vacinação desempenha um papel crucial na redução da incidência 

de infeções. Existem dois tipos de vacinas disponíveis, as vacinas polissacarídicas, que apenas 

contêm polissacarídeos capsulares, e as vacinas pneumocócicas conjugadas, que para além dos 

polissacarídeos capsulares também têm uma proteína transportadora adjuvante. As vacinas 

utilizadas em Portugal são a vacina polissacarídica pneumocócica 23 valente (Pneumovax 23®) 

que contém 23 antigénios dos 83 subtipos mais virulentos do S. pneumoniae (1, 2, 3, 4, 5, 6B, 7F, 

8, 9N, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19A, 19F, 20, 22F, 23F e 33F) e a vacina conjugada 

pneumocócica 13 valente (Prevenar 13®) que abrange 13 serotipos de S. pneumoniae mais 

comuns e é a mais imunogénica (Li et al., 2022). 

Mycoplasma pneumoniae 

A infeção respiratória causada por Mycoplasma pneumoniae é uma condição comum, muitas 

vezes referida como pneumonia atípica (Tong et al., 2022). Esta bactéria pertence à família 

Mycoplasmataceae, tem um tamanho de 150-200 nm e a forma de um bastonete (Fig. 7). As 

bactérias Mycoplasma diferenciam-se das restantes bactérias por não terem parede celular, logo 

não são classificadas em Gram-positiva ou Gram-negativa, apesar de serem mais semelhantes às 

bactérias Gram-positivas (Kashyap & Sarkar, 2010).  

A bactéria M. pneumoniae classifica-se em dois grandes grupos genéticos, designados por subtipo 

1 e subtipo 2, com base nas diferenças de sequências nos elementos repetitivos do gene da 

proteína P1 (Waites et al., 2017).  

O genoma da bactéria M. pneumoniae codifica vários fatores de virulência que contribuem para 

a sua capacidade em causar infeções respiratórias. Alguns desses fatores incluem adesinas, que 

são responsáveis pela adesão e colonização das células epiteliais do trato respiratório humano; 

metabolitos tóxicos (como peróxido de hidrogénio), que induzem a lise celular, inflamação e 

morte celular; e evasão do sistema imunológico, uma vez que tem a capacidade de modificar a sua 

superfície celular para evitar a deteção pelo sistema imunológico (Jiang et al., 2021).  

A bactéria pode ser transmitida através de gotículas libertadas no ar por tosse, espirros e contacto 

próximo. Em casos raros, a bactéria também pode ser transmitida de uma mãe infetada para o 

filho, durante o parto (Tong et al., 2022).  

A infeção por M. pneumoniae pode causar uma série de sintomas que variam em gravidade de 

acordo com o indivíduo e a resposta imunológica. O quadro clínico mais comum da infeção é a 

traqueobronquite, com tosse seca ou produtiva. Para além desses sintomas, os doentes podem 

apresentar os sintomas gerais de infeções respiratórias como cefaleias, odinofagia, otite e 

rinorreia. Em casos mais agravados, a infeção pode provocar abcessos pulmonares, pneumonia, 

derrame pleural e fibrose intersticial crónica. A doença propaga-se entre contactos próximos com 

um período de incubação de 23 dias (Waites et al., 2017).  



Relatório de Estágio em Biopatologia Molecular 

 17 

O diagnóstico da infeção por M. pneumoniae pode ser realizado através de técnicas de cultura 

viral, serologia ou por análises de PCR em tempo real em amostras respiratórias como exsudados 

naso e orofaríngeos, aspirados e lavados brônquicos, biópsia pulmonar, líquido pleural e 

secreções brônquicas (Tsai et al., 2020). Na técnica de PCR em tempo real, pesquisa-se o gene da 

citoadesina P1 da bactéria (Li et al., 2022). 

Devido à ausência de parede celular, a M. pneumoniae é inerentemente resistente aos antibióticos 

ß-lactâmicos. Os principais antibióticos utilizados contra a M. pneumoniae são agentes que atuam 

no ribossoma bacteriano para inibir a síntese proteica, como os macrólidos e as tetraciclinas e 

fluoroquinolonas, que inibem a replicação do DNA. Os antibióticos mais utilizados são a 

azitromicina, a claritromicina do grupo dos macrólidos e a doxiciclina da classe das tetraciclinas 

(Tsai et al., 2020).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.1.3. Infeções Respiratórias Fúngicas 

Enquanto as infeções respiratórias bacterianas são mais frequentes, as infeções fúngicas 

respiratórias, apesar de serem menos frequentes, têm se destacado devido ao seu potencial 

devastador e diagnósticos desafiantes. 

As infeções fúngicas respiratórias são predominantemente associadas a fungos oportunistas, que 

exploram a vulnerabilidade do sistema imunológico do hospedeiro. Os fungos que causam 

infeções mais comuns são Aspergillus fumigatus e Histoplasma capsulatum. Pacientes com 

sistema imunológico comprometido, como os que possuem vírus da imunodeficiência humana 

(VIH) ou síndrome da imunodeficiência adquirida (SIDA), ou foram submetidos a transplantes 

de órgãos, apresentam maior probabilidade de desenvolver infeções fúngicas respiratórias. 

 

Figura 7. Morfologia da bactéria Mycoplasma pneumoniae 
(adaptado de Parrot et al., 2016). 
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Aspergillus fumigatus 

O Aspergillus fumigatus é um fungo filamentoso que pertence ao género Aspergillus. Apesar 

deste fungo ser o agente patogénico mais comum, sendo responsável por aproximadamente 90% 

das infeções fúngicas humanas, não é o único agente patogénico deste género. A. flavus, A. 

terreus, A. niger e A. nidulans, cuja relevância tem sido crescente, também podem causar infeções 

humanas (Ledoux & Herbrecht, 2023). 

O A. fumigatus, embora seja, geralmente, inofensivo para pessoas saudáveis, pode causar várias 

infeções em pessoas imunocomprometidas (ex.: cancro, leucemia, transplantados de medula 

óssea e de órgãos, neutropenia, SIDA) ou com doenças pulmonares subjacentes. Normalmente, 

este fungo está associado à aspergilose invasiva (AI), uma infeção grave e potencialmente fatal 

(Dagenais & Keller, 2009).  

A infeção dá-se por aspiração dos conídios, que devido ao seu pequeno tamanho (2-3 m) 

conseguem infiltrar-se no trato respiratório, mais especificamente nos alvéolos pulmonares, onde 

encontram um ambiente húmido altamente irrigado que favorece a adesão celular. Nos indivíduos 

imunocomprometidos, há uma diminuição da capacidade funcional dos macrófagos alveolares, o 

que leva a uma menor taxa de morte celular dos conídios e dos tubos germinativos, levando assim 

a uma maior propagação. Os neutrófilos são recrutados para o local da infeção e conseguem 

eliminar as hifas. Este acontecimento desencadeia um ambiente inflamatório nos pulmões que 

conduz a danos nos tecidos pulmonares, originando a aspergilose invasiva. O A. fumigatus pode 

ainda passar as barreiras epiteliais ou endoteliais devido à sua robusta parede celular e invadir 

outros órgãos através dos vasos sanguíneos (Fig. 8) (McCormick, et al., 2010).  

Os sintomas da AI são variados e incluem febre persistente, tosse, produção de expetoração, dor 

no peito, dispneia e broncospasmos (Ledoux & Herbrecht, 2023). 

O diagnóstico da AI é um processo desafiador e muitas vezes requer uma abordagem 

multifacetada, combinando informações clínicas, exames de imagem e testes laboratoriais.  As 

imagens radiológicas, tomografia computadorizada do tórax, podem mostrar lesões 

características, como nódulos, cavidades ou áreas de infiltração pulmonar. Amostras de biópsias 

pulmonares, lavados brônquicos e lavados broncoalveolares podem ser utilizadas para cultivar e 

identificar a presença de A. fumigatus, bem como podem ser utilizadas para detetar material 

genético de A. fumigatus através da técnica PCR em tempo real (Ledoux & Herbrecht, 2023). A 

técnica de PCR em tempo real permite detetar A. fumigatus, A. spp e A. terreus, em simultâneo. 

O tratamento da AI é complexo e requer uma abordagem personalizada, considerando a gravidade 

da infeção e a condição clínica do paciente. O primeiro antifúngico aprovado para o tratamento 

da AI foi a anfotericina B que, ao ligar-se à parede celular dos fungos, aumenta a sua 

permeabilidade causando danos significativos. O voriconazol é um antifúngico triazólico também 

utilizado no tratamento de AI, que inibe a enzima responsável pela síntese de ergosterol, um 
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componente essencial das membranas celulares fúngicas, comprometendo a sua integridade e 

resultando na sua morte (Ledoux & Herbrecht, 2023). 

 

 

Histoplasma capsulatum 

Histoplasma capsulatum é um fungo dimórfico que pode causar a histoplasmose. A 

histoplasmose pode-se manifestar de diferentes maneiras, dependendo da intensidade da 

exposição ao fungo e do estado imunológico do indivíduo. A maioria das infeções por Histoplasma 

capsulatum é assintomática ou apresenta sintomas leves, semelhantes aos da gripe. No entanto, 

em casos mais graves, especialmente em pessoas com sistemas imunológicos enfraquecidos, a 

doença pode se tornar disseminada e causar complicações sérias. A histoplasmose pode 

manifestar-se como infeção pulmonar aguda, com sintomas como a gripe, de febre, tosse seca ou 

produtiva, dor no peito, dispneia e mialgias; ou forma disseminada, cujos sintomas principais são 

febre alta, hepatoesplenomegalia e, por último, a forma crónica que apresenta sintomas como a 

infeção pulmonar aguda, embora os sintomas persistam por um longo período (Mittal et al., 

2019).  

A infeção por Histoplasma capsulatum ocorre principalmente pela inalação dos esporos 

(conídios) do fungo presentes no ambiente. Após a inalação, os esporos do Histoplasma 

capsulatum entram nos pulmões, chegam aos alvéolos, onde encontram condições apropriadas, 

e transformam-se na forma de levedura, que é a fase patogénica do fungo. Em alguns casos, 

especialmente em pessoas com sistemas imunológicos enfraquecidos, a infeção pode-se 

disseminar para outros órgãos além dos pulmões, resultando em formas mais graves da doença 

(Fig. 9) (Mittal et al., 2019).  

Figura 8. Interação e patogénese do Aspergillus fumigatus com o hospedeiro (adaptado de Guadalupe 
Frías-De-León et al., 2023). 
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O diagnóstico da histoplasmose geralmente envolve uma combinação de abordagens clínicas, 

laboratoriais e, às vezes, imagiológicas. Alguns testes laboratoriais incluem, cultura de amostras 

clínicas, deteção de antigénios, testes serológicos e testes moleculares como PCR em tempo real 

(Mittal et al., 2019).  

O tratamento da histoplasmose depende da gravidade da infeção e do estado de saúde do paciente. 

Em muitos casos, especialmente em infeções leves ou assintomáticas, o tratamento pode não ser 

necessário, pois o sistema imunológico do paciente frequentemente resolve a infeção. No entanto, 

em casos mais graves ou em pessoas com sistemas imunológicos comprometidos, o tratamento 

antifúngico pode ser recomendado. Se a histoplasmose for considerada um caso moderado, o 

tratamento é feito com o uso do antifúngico itraconazol. Os pacientes em que a doença já está 

num estado agravado é recomendado o tratamento com anfotericina B, seguida de itraconazol 

(Mittal et al., 2019).  

 

 

 

 

Figura 9. Ciclo de infeção do Histoplasma capsulatum: (1) No ambiente, o Histoplasma capsulatum existe na 

forma de um bolor com hifas aéreas; (2) Produção de conídeos pelas hifas; (3) Inalação dos conídeos por um 

hospedeiro suscetível; (4) Transformação dos conídios em leveduras ovais nos pulmões; (5) Fagocitose das 

leveduras por células imunitárias e transporte para os gânglios linfáticos regionais; (6) Invasão da corrente 

sanguínea. (adaptado de CDC, 2019). 
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Amostras: 

As amostras para pesquisa de vírus que causam infeções respiratórias são maioritariamente 

exsudados naso e orofaríngeos, secreções brônquicas, lavados brônquicos e broncoalveolares, 

líquido pleural e biópsias respiratórias.  

Para a pesquisa de bactérias e fungos respiratórios, as amostras aceites são quase semelhantes às 

referidas anteriormente, com exceção dos exsudados, pois este tipo de amostra só é utilizado para 

pesquisa de agentes patogénicos que causam infeções no trato respiratório superior. 

Procedimento: 

O processamento das amostras respiratórias depende do tipo de pesquisa do agente patogénico. 

- Deteção de vírus: 

Os exsudados naso e orofaríngeos utilizados tanto podem ser colhidos em zaragatoas secas ou em 

zaragatoa em meio de transporte de vírus. O procedimento de zaragatoa seca implica colocar a 

zaragatoa num tubo de 2 mL e adicionar cerca de 390 L de tampão de lise G2 (800mM de 

hidrocloreto de guanidina, 30mM Tris-HCl, 30 mM EDTA, 5% Tween 20, 0.5% Triton X-100 com 

pH igual a 8.0) e 10 L de proteínase K (20 mg/mL). Homogeneiza-se bem o tubo e coloca-se 

durante 15 minutos no banho seco a 56 ºC, para ativar a proteínase K e ocorrer a lise celular. Após 

os 15 minutos retira-se o tubo, deixa-se arrefecer e descarta-se a zaragatoa. A solução é então 

utilizada para a purificação dos ácidos nucleicos. Para as zaragatoas em meio de transporte, 

pipetam-se apenas 400 L do volume do meio de transporte para se proceder à purificação dos 

ácidos nucleicos. 

Nas amostras de secreções brônquicas, lavados brônquicos e broncoalveolares e líquido pleural é 

muito importante a observação das suas características macroscópicas. Assim, caso não sejam 

viscosas/espessas, mas com um aspeto transparente e fluídas, colocam-se 2 mL da  amostra num 

microtubo e centrifuga-se durante 15 minutos a, pelo menos, 13 200 rpm (rotações por minuto). 

Após a centrifugação o sobrenadante é descartado, adicionam-se 190 L de tampão de lise G2 e 

10 L de proteínase K ao sedimento, homogeneíza-se a solução e coloca-se no banho seco a 56 ºC 

durante pelo menos 15 minutos. Quando a solução estiver transparente, procede-se à purificação 

dos ácidos nucleicos. Se as amostras referidas forem viscosas/espessas, com a presença de 

fibrinas, é necessário adicionar uma solução de n-acetil l-cisteína a 2% (2 g para cada 100 mL de 

água molecular) às amostras e deixar atuar durante, pelo menos, 15 minutos. Passados os 15 

minutos, centrifuga-se a solução e os restantes passos são os mesmos já referidos anteriormente. 

Às biópsias respiratórias, fragmentos de tecido que são cortados com bisturi e triturados, de modo 

a aumentar a superfície de contacto e auxiliar no processo de lise celular, são adicionados 190 L 

de tampão de lise G2 e 10 L de proteínase K, e são colocados no banho seco a 56 ºC, até não 

restar nenhum tecido visível. 
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- Deteção de bactérias: 

O procedimento das amostras respiratórias para deteção de bactérias é realizado da mesma forma 

que o dos vírus. A única diferença é que, após a colocação dos microtubos no banho seco a 56 ºC 

durante pelo menos 15 minutos, estes têm que ser colocados no banho seco a 95 ºC, para facilitar 

a lise celular, uma vez que a estrutura das bactérias é mais complexa que a dos vírus. 

- Deteção de fungos: 

A primeira parte do procedimento de preparação das amostras respiratórias para a deteção de 

fungos é equivalente ao protocolo utilizado para vírus. Quando os tubos com a amostra e o tampão 

de lise já não aparentarem um sedimento visível, estes são então retirados do banho seco e 

adiciona-se igual volume de liticase. A liticase é uma enzima que degrada a parede celular dos 

fungos, quebrando as ligações de quitina, o que facilita a lise celular (Goldschmidt et al., 2014). 

Os tubos são então incubados num banho seco, a 37 ºC, durante 45 minutos e centrifugados a 

5200 rpm, durante 10 minutos. Utiliza-se uma rotação mais baixa do que o costume para evitar a 

lise total da parede celular dos fungos, evitando a libertação dos ácidos nucleicos. Assim, com 

baixas rotações, as células sedimentam, o sobrenadante é descartado, adicionam-se 190 L de 

tampão de lise G2 e 10 L de proteínase K e incubam-se os tubos no banho seco a 56 ºC durante 

pelo menos 15 minutos, seguindo-se a purificação dos ácidos nucleicos. 

 

3.2. Infeções gastrointestinais 

As infeções gastrointestinais são responsáveis por elevadas taxas de morbimortalidade em todo o 

mundo. Estas condições afetam indivíduos de todas as faixas etárias, desde recém-nascidos até 

pessoas mais velhas. Nos casos mais severos, as infeções gastrointestinais podem resultar em 

complicações graves, tais como, desidratação, falência renal, choque e, em situações extremas, o 

óbito. Compreender como os diferentes agentes patogénicos (vírus, bactérias e parasitas) afetam 

o trato gastrointestinal é fundamental para o desenvolvimento de terapias eficazes. A resistência 

a antibióticos de alguns agentes patogénicos está a aumentar, o que é mais um motivo para 

estudar essas infeções, a fim de desenvolver estratégias de tratamento eficazes. 

 

3.2.1. Infeções Gastrointestinais Víricas 

As infeções gastrointestinais víricas são causadas por vírus que agridem o sistema digestivo. Estas 

infeções são comuns em todo o mundo, e podem causar uma série de sintomas, desde um ligeiro 

desconforto abdominal até à desidratação grave. 



Relatório de Estágio em Biopatologia Molecular 

 23 

Os vírus mais frequentemente relacionados com as doenças gastrointestinais são o norovírus, o e 

o rotavírus. Estes agentes infeciosos são frequentemente transmitidos através da via fecal-oral, 

que envolve o consumo de alimentos ou água contaminados, o contacto direto com indivíduos 

infetados ou superfícies contaminadas (Rovida et al., 2013).  

Norovírus 

Os norovírus são vírus que pertencem à família Calciviridae e são reconhecidos como vírus 

altamente contagiosos que causam uma inflamação do trato gastrointestinal, causando 

gastroenterite aguda. Estes vírus têm uma estrutura esférica sem envelope, de tamanho de 28-35 

nm, com um genoma de linear de cadeia simples de RNA de sentido positivo, com cerca de 7.4-

7.7 kb de comprimento (Randazzo et al., 2018). O material genético do norovírus é envolvido por 

uma cápside proteica, sendo as principais proteínas a proteína VP1 e a proteína VP2, que formam 

a estrutura externa do vírus (Fig. 10). 

Os norovírus são geneticamente diversos, estando divididos em, pelo menos, 10 genogrupos, que 

se subdividem em mais de 40 genótipos. Os principais genogrupos que afetam os seres humanos 

são os genogrupos GI, GII, GIV, GVIII e GIX. Dentro desses genogrupos, existem múltiplos 

genótipos, que são variantes genéticas específicas do vírus (Zhang et al., 2023).  

Essa diversidade genética é um dos desafios para o desenvolvimento de vacinas eficazes contra o 

norovírus, já que o vírus possui a capacidade de se adaptar e evoluir rapidamente, tornando-se 

difícil para o sistema imunológico reconhecer e combater todas as variantes (Zhang et al., 2023).  

O norovírus é altamente contagioso e pode ser transmitido de diversas formas. As principais vias 

de transmissão são através de contacto direto com indivíduos infetados, ingestão de água e 

alimentos contaminados, contacto com superfícies contaminadas e aerossóis infetados 

produzidos pelo vómito (de Graaf et al., 2016).  

Os sintomas associados à infeção por norovírus geralmente aparecem dentro de 12 a 48 horas 

após a exposição ao vírus e podem persistir por 1 a 3 dias. Os principais sintomas incluem diarreia, 

vómitos, náuseas, cólicas estomacais, febre e cansaço Randazzo et al., 2018).  

A deteção do norovírus geralmente é realizada através de métodos laboratoriais que envolvem a 

colheita de fezes. Os métodos comuns para detetar o norovírus incluem, ensaios 

imunoenzimáticos, ensaios imunocromatográficos, e o mais utilizado é o teste de diagnóstico 

molecular de RT-PCR em tempo real (Robilotti et al., 2015).  

Não existe um tratamento específico para o norovírus, e a infeção é geralmente autolimitada, o 

que significa que o organismo, na maioria dos casos, consegue debelar a infeção. O tratamento do 

norovírus é, portanto, principalmente sintomático, concentrando-se na gestão dos sintomas para 

prevenir a desidratação e promover a recuperação (Robilotti et al., 2015).  
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Rotavírus  

O rotavírus é um vírus sem envelope da família Reoviridae, subfamília Sedoreovirinae e pertence 

ao género Rotavirus. Existem 9 espécies de rotavírus, nomeadas de A a I, sendo o rotavírus A, a 

espécie que infeta o homem. O genoma do rotavírus é composto por 11 segmentos de RNA de 

cadeia dupla (dsRNA), que codificam seis proteínas estruturais (VP1-4, VP6 e VP7) e seis 

proteínas não estruturais (NSP1-NSP6), que apenas são produzidas nas células infetadas por 

rotavírus (Fig. 11) (Suzuki, 2019).  

A partícula viral do rotavírus tem uma capsíde proteica icosaédrica com aproximadamente 100 

nm de diâmetro (incluindo VP4 Spikes) e é uma partícula com três camadas proteicas 

concêntricas, constituído pela proteína VP2 na camada interna, a camada intermediária pela VP6 

e a camada exterior é constituída pelas proteínas VP7 e VP4 (Fig. 11) (Suzuki, 2019).  

O rotavírus liga-se à superfície das células do intestino, mais especificamente aos enterócitos 

maduros das vilosidades do intestino delgado, através da interação da proteína VP4 com os 

recetores na membrana celular, ácido siálico. Após a entrada do vírus nas células, a capsíde viral 

é desmontada, libertando-se o material genético viral, a cadeia dupla de RNA, no citoplasma da 

célula. O RNA viral serve de molde para a tradução de proteínas virais e para a replicação do 

genoma. As proteínas virais são transportadas para o retículo endoplasmático e o complexo de 

Golgi, onde ocorre a montagem das partículas virais. As partículas víricas maduras são libertadas 

da célula hospedeira por meio de um processo de lise celular (Santos-Ferreira et al., 2021).  

A infeção das células do intestino delgado por rotavírus resulta na perda de microvilosidades, 

levando a uma diminuição da capacidade de absorção de nutrientes. Para além disso, a replicação 

Figura 10. Estrutura do Norovírus (adaptado de 
https://pt.dreamstime.com/estrutura-do-norov%C3%ADrus-

vestimenta-da-anatomia-virião-inseto-amplificado-v%C3%ADrus-
noranda-que-causou-gastroenterite-e-doença-image303283866). 
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do vírus nas células das vilosidades do intestino delgado contribui para o aparecimento dos 

sintomas característicos de gastroenterite (Santos-Ferreira et al., 2021).  

O rotavírus tem um período de incubação de 48 horas e provoca sintomas de gastroenterite como, 

vómitos, febre e diarreia aquosa durante 3 a 10 dias. Os sintomas podem variar em intensidade, 

e a infeção é particularmente conhecida por causar sintomas mais graves em crianças pequenas. 

Menos frequentemente, podem ocorrer convulsões, enterocolite necrosante, envolvimento do 

sistema nervoso e morte (Sell & Dolan, 2018)  

O rotavírus é altamente contagioso sendo transmitido através do contacto direto ou por meio de 

contacto com objetos contaminados (fomites). A principal rota de transmissão é a fecal-oral e a 

ingestão de água ou alimentos contaminados também transmitem o rotavírus (Sadiq et al., 2018).  

Os métodos de diagnóstico de rotavírus incluem cultura, microscopia eletrónica e serologia para 

detetar anticorpos contra o rotavírus, RT-PCR em tempo real e imunoensaios enzimáticos, sendo 

os últimos os mais utilizados para esse propósito (Sell & Dolan, 2018).  

O tratamento é essencialmente de apoio, centrando-se no controlo dos sintomas, na prevenção da 

desidratação e na promoção da recuperação. O tratamento central envolve a reidratação para 

compensar a perda de líquidos devido à diarreia e vómitos. Para isso, são utilizadas soluções de 

hidratação oral, que contêm água, eletrólitos e açúcares. Em casos de gastroenterite aguda, a 

hospitalização pode ser necessária para administração de fluídos intravenosos. A prevenção 

através da vacinação é uma estratégia chave para reduzir a incidência e a gravidade da infeção por 

rotavírus (Sadiq et al., 2018).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Estrutura do rotavírus (adaptado de 
https://pt.dreamstime.com/ilustração-stock-rotavirus-

image73549576). 
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3.2.2.  Infeções Gastrointestinais Bacterianas 

As infeções gastrointestinais bacterianas são infeções causadas pela presença de bactérias 

patogénicas no trato gastrointestinal. Estas infeções podem afetar qualquer parte do sistema 

gastrointestinal, incluindo o estômago, o intestino delgado e o intestino grosso e podem ser 

adquiridas pela ingestão de água ou alimentos contaminados, contato direto com indivíduos 

infetadas ou exposição a ambientes contaminados. 

Os sintomas das infeções gastrointestinais bacterianas podem variar dependendo do tipo de 

bactéria, mas os mais comuns são diarreia, náuseas e vômitos, dor abdominal, febre e mal-estar 

geral. 

As bactérias que causam este tipo de infeções são diversas, como é o caso da bactéria Clostridium 

difficile e da bactéria Campylobacter jejuni. 

Clostridium difficile 

Clostridium difficile (C. difficile) é uma bactéria Gram-positiva, anaeróbia obrigatória formadora 

de esporos conhecida por causar infeções no trato intestinal humano. Esta bactéria está associada 

a infeções nosocomiais e é uma das principais causas de diarreia associada a antibióticos (Crobach 

et al., 2018).  

A principal via de transmissão desta bactéria é a fecal-oral, através da ingestão de esporos. Os 

esporos são a forma resistente de C. difficile, capazes de sobreviver em ambientes externos por 

longos períodos. Os esporos são resistentes ao calor, ácidos, álcool e antibióticos e a transmissão 

ocorre geralmente em ambientes associados a cuidados de saúde, onde as condições favorecem a 

disseminação da bactéria. (Czepiel et al., 2019).  

A colonização por C. difficile refere-se à presença da bactéria no trato gastrointestinal de uma 

pessoa sem causar sintomas de infeção ativa. Embora a colonização por C. difficile seja comum, a 

bactéria pode-se tornar patogénica em certas circunstâncias, levando a infeções intestinais. A 

colonização divide-se em três etapas, a germinação de esporos, o crescimento vegetativo e a 

produção de toxinas (Fig. 12) (Lim et al., 2019). 

O metabolismo dos ácidos biliares desempenha um papel crucial na colonização por C. difficile e 

na patogénese das suas infeções. Os ácidos biliares são compostos orgânicos que desempenham 

funções essenciais na digestão de gorduras e na absorção de nutrientes. Os ácidos biliares são 

produzidos no fígado e são libertados e reabsorvidos no intestino delgado. Existe uma quantidade 

destes compostos que não é reabsorvida pelo intestino e passa para o cólon, onde estes ácidos 

biliares primários são metabolizados em ácidos biliares secundários. Os ácidos biliares 

secundários inibem o crescimento de C. difficile. A utilização de antibióticos também está 

relacionada com a colonização por C. difficile. O uso de antibióticos causa uma perturbação na 

microbiota intestinal e a depleção das famílias Lachnospiraceae e Ruminococcaceae, que são 
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responsáveis pela metabolização dos ácidos biliares primários em ácidos biliares secundários, o 

que leva a um aumento de ácidos biliares primários e uma diminuição de ácidos biliares 

secundários (Crobach et al., 2018). Após essa etapa, os esporos passam a constituir células 

vegetativas em replicação ativa. 

A C. difficile produz dois tipos de toxinas, enterotoxina A, citotoxina B, apesar de ambas serem 

enterotoxinas e citotoxinas. A libertação dessas toxinas promove necrose das células epiteliais e 

perda da função da barreira intestinal, o que leva a uma resposta inflamatória do hospedeiro e 

sintomas como diarreia, dor abdominal e, em casos mais graves, colite (Czepiel et al., 2019).  

O período de incubação é, geralmente, de 2 a 3 dias, mas pode ser mais, variando de pessoa para 

pessoa (Czepiel et al., 2019). O quadro clínico da infeção por C. difficile é muito diversificado 

variando na gravidade, abrangendo sintomas leves, graves e até mesmo a morte. Nem todas as 

pessoas colonizadas por C. difficile desenvolvem sintomas, mas quando ocorrem, os sintomas 

geralmente estão relacionados com o trato gastrointestinal. A maioria das pessoas infetadas com 

infeção por C. difficile, apresenta diarreia ligeira durante 5-10 dias, dor abdominal, febre, náuseas, 

vómitos, fraqueza e perda de apetite. Em casos extremos, a infeção por C. difficile pode levar a 

complicações graves, como desidratação significativa, megacólon tóxico, perfuração intestinal, 

paralisia intestinal, septicemia e morte (Czepiel et al., 2019).  

O diagnóstico de C. difficile é geralmente realizado através de testes laboratoriais específicos que 

detetam a presença da bactéria ou as suas toxinas nas amostras de fezes dos pacientes. Os testes 

mais utilizados para diagnosticar a infeção por C. difficile envolvem a deteção de toxinas através 

de ensaios imunoenzimáticos para deteção de Toxinas (EIA) e o Teste Rápido de Glutamato 

Desidrogenase (GDH), embora este último seja menos sensível, uma vez que a enzima GDH é 

produzida por estirpes toxigénicas e não toxigénicas. A qPCR, que amplifica uma região 

conservada do gene da toxina B de C. difficile presente nas amostras de fezes, oferece uma 

abordagem mais sensível em comparação com alguns testes tradicionais de deteção de toxinas. 

Também podem ser realizados testes culturais, embora sejam limitados devido à demora em obter 

resultados. Em casos graves ou complicados, especialmente quando há suspeita de colite 

pseudomembranosa, uma colonoscopia pode ser realizada para visualizar diretamente as 

alterações na mucosa intestinal, caso os testes anteriormente referidos tenham obtido resultados 

negativos para a pesquisa de C. difficile (Czepiel et al., 2019).  

O tratamento da infeção por C. difficile envolve a interrupção do antibiótico que pode ter 

contribuído para o desenvolvimento da infeção e o uso de agentes antimicrobianos específicos 

para combater a bactéria C. difficile. Os antibióticos mais utilizados no tratamento incluem a 

vancomicina e a fidaxomicina. O metronidazol anteriormente era uma opção para o tratamento 

de infeções por C. difficile, mas a vancomicina e a fidaxomicina tornaram-se mais eficazes, sendo 

o metronidazol utilizado apenas em casos leves de infeção e não recorrentes. Em casos de infeção 

recorrente ou grave que não resulta com antibióticos já referidos, o transplante fecal é uma opção. 

Nesse procedimento, as fezes de um dador saudável, contendo uma microbiota normal, são 
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transplantados para o intestino do paciente para ajudar a restabelecer a diversidade da microbiota 

(Czepiel et al., 2019).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Campylobacter jejuni 

As bactérias Campylobacter estão entre as quatro principais causas de gastroenterite a nível 

mundial, sendo a espécie Campylobacter jejuni (C. jejuni) a mais reportada (Costa & Iraola, 

2019).  

O género Campylobacter pertence à família Campylobacteriaceae e compreende 41 espécies e 

subespécies (Kemper & Hensel, 2023). As bactérias Campylobacter são bactérias Gram-

negativas, em forma de bastonete ou em forma de S, com dimensões de 0,2 a 0,8 m de diâmetro 

e 0,5 e 5 m de comprimento.  São bactérias móveis com um único flagelo polar, flagelos bipolares 

ou sem flagelos, dependendo da espécie, não formam esporos e são microaerofílicas, o que 

significa que prosperam em ambientes com baixas concentrações de oxigénio (Kreling et al., 

2020).  

Os mecanismos de patogenicidade da C. jejuni envolvem uma série de estratégias, como 

motilidade, adesão e colonização, invasão celular e sobrevivência intracelular. A motilidade de C. 

jejuni é assegurada pela presença de flagelos e a forma espiral da mesma, conseguindo assim 

mover-se através do muco intestinal e aproximar-se das células hospedeiras. A bactéria C. jejuni 

expressa proteínas de adesão na superfície celular, denominadas adesinas que se ligam aos 

recetores das células hospedeiras. Depois da sua ligação, o C. jejuni secreta proteínas que são 

reconhecidas pelos recetores celulares e consegue invadir as células epiteliais do intestino por 

meio de um processo de endocitose. A invasão do C. jejuni nas células epiteliais provoca danos, o 

Figura 12. Colonização da bactéria Clostridium 
difficile (adaptado de Britton & Young, 2014). 



Relatório de Estágio em Biopatologia Molecular 

 29 

que perturba o processo normal de absorção intestinal. Para além disso, o C. jejuni tem a 

capacidade de produzir citotoxinas e enterotoxinas e também é capaz de evitar a destruição pelos 

fagossomas celulares e pode ainda variar os seus antigénios de superfície, dificultando o 

reconhecimento pelo sistema imunológico e permitindo a persistência no hospedeiro (Kreling et 

al., 2020).  

A transmissão do C. jejuni ocorre principalmente através do consumo de alimentos 

contaminados, embora também possa ocorrer por contacto direto com animais infetados, água 

contaminada e, em casos mais raros, pelo contacto com pessoas infetadas. A ingestão de alimentos 

contaminados é a causa mais comum de infeção por C. jejuni (Fig. 13). Esta bactéria é 

frequentemente encontrada em aves, especialmente galinhas e também em leite não 

pasteurizado, carnes vermelhas, frutas e vegetais não cozinhados (Kreling et al., 2020).  

A infeção por C. jejuni geralmente causa uma doença gastrointestinal chamada 

campilobacteriose. O quadro clínico desta doença pode variar, mas os sintomas típicos incluem 

diarreia, dor abdominal, febre, náuseas e vómitos. Normalmente, os sintomas surgem 1 a 3 dias 

após a exposição à bactéria e podem durar até 1 semana. Na maioria dos casos a doença é 

autolimitada, o que significa que os sintomas se resolvem espontaneamente entre 1 e 2 semanas. 

Em casos raros, a infeção por C. jejuni pode desencadear doenças autoimunes, como a síndrome 

de Guillain-Barré (SGB), a síndrome de Miller-Fischer ou a artrite reativa (Kemper & Hensel, 

2023).  

Atualmente, são utilizados vários métodos de diagnóstico de infeção por C. jejuni como o exame 

cultural, testes moleculares e testes imunológicos. Nos métodos de cultura, as amostras (fezes) 

são cultivadas em meios de cultura que contêm cinco antibióticos (cefoperazona, vancomicina, 

trimetoprim, polimixina B e rifampicina), aos quais o C. jejuni é naturalmente resistente. Outros 

métodos de diagnóstico clínico incluem PCR em tempo real e ensaios imunoenzimáticos (ELISA) 

(Kreling et al., 2020). Os ensaios ELISA detetam a presença de antigénios específicos de C. jejuni, 

já o método de PCR em tempo real deteta os genes específicos glyA e hipO respetivamente de C. 

coli e C. jejuni (Leblanc-Maridor et al., 2011).  

O tratamento da infeção por C. jejuni genericamente não requer o uso rotineiro de antibióticos, a 

menos que a infeção seja grave ou haja complicações. O tratamento concentra-se principalmente 

em aliviar os sintomas e garantir uma boa hidratação. Em casos mais graves ou em pessoas com 

condições médicas subjacentes, como imunodeficiência, o médico pode prescrever antibióticos 

como azitromicina ou ciprofloxacina (Kreling et al., 2020).  
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3.2.3.  Infeções Gastrointestinais por Parasitas 

Entre as causas das infeções gastrointestinais, os parasitas gastrointestinais desempenham um 

papel importante, representando uma variedade de organismos que podem causar uma ampla 

gama de sintomas e complicações. Estes parasitas que incluem protozoários, como o caso da 

Entamoeba histolytica e do Cryptosporidium spp, e helmintas desencadeiam consequências 

desde desconforto e mal estar gastrointestinal leve até doenças graves e, em casos extremos, 

fatais, especialmente em populações imunocomprometidas e em crianças. 

Entamoeba histolytica 

A Entamoeba histolytica é um protozoário parasita que pode causar uma infeção gastrointestinal, 

conhecida como amebíase. A amebíase é uma doença que afeta principalmente o intestino grosso, 

mas em alguns casos pode envolver outros órgãos, como o fígado (Guillén, 2023). A Entamoeba 

histolytica afeta cerca de 50 milhões de pessoas em todo o mundo, principalmente nos países em 

desenvolvimento, e todos os anos é responsável por mais de 100 000 mortes (Kantor et al., 2018).  

A transmissão da Entamoeba histolytica ocorre principalmente a partir da ingestão de água ou 

de alimentos contaminados com cistos do parasita e também por transmissão direta de pessoa 

para pessoa, através do contacto fecal-oral, e em homens que tem sexo com homens. Os cistos são 

a forma de resistência do protozoário, permitindo a sua sobrevivência em condições ambientais 

desfavoráveis (Fig. 14) (Guillén, 2023).  

Após a ingestão, os cistos libertam trofozoítos móveis no intestino delgado que migram para o 

intestino grosso. Os trofozoítos são a forma ativa do parasita e reproduzem-se por divisão binária. 

Os trofozoítos colonizam principalmente o intestino grosso onde encontram um ambiente 

adequado para a sua proliferação. Estes aderem à mucosa intestinal e têm a capacidade de lisar 

Figura 13. Vias de transmissão da bactéria Campylobacter jejuni 
(adaptado de Young et al., 2007). 
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as células epiteliais do cólon, induzindo uma superprodução de muco, matando as células 

hospedeiras e causando inflamação. Os trofozoítos podem ainda provocar a sua disseminação 

pelo organismo através da corrente sanguínea e invadir diversos órgãos como o fígado, pulmões 

e coração. A invasão da mucosa desencadeia uma resposta inflamatória local, onde são recrutadas 

células do sistema imunitário, como neutrófilos, para combater a infeção (Guillén, 2023).  

Os sintomas da amebíase podem variar desde casos assintomáticos até quadros clínicos graves. 

Os sintomas mais comuns incluem diarreia, dor abdominal, febre, perda de peso e, em casos mais 

graves, pode ocorrer a disseminação da infeção e levar à formação de abscessos no fígado, 

pneumonia, pericardite e amebíase cerebral. Em casos crónicos, a infeção pode levar a 

complicações mais sérias como, colite necrosante, megacólon tóxico e fístulas perianais (Kantor 

et al., 2018).  

O diagnóstico da amebíase geralmente é feito através a análise de fezes para identificar a presença 

de cistos ou trofozoítos do parasita. Para isso, são utilizados diferentes tipos de testes como, 

microscopia, serologia, deteção de antigénios, técnicas moleculares e colonoscopia com exame 

histológico. Os ensaios de deteção de antigénios nas fezes podem ser o teste ELISA ou 

imunofluorescência (Kantor et al., 2018). O diagnóstico molecular é o único que permite 

distinguir a E. histolytica da E. dispar (forma não patogénica) e é realizado através da pesquisa 

do gene que codifica a subunidade pequena do RNA ribossómico (Qvarnstrom et al., 2005).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 14. Ciclo de vida da Entamoeba histolytica (adaptado de CDC, 

2019). 
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O tratamento da amebíase, causada pela Entamoeba histolytica, geralmente envolve o uso de 

medicamentos antiparasitários. Os nitroimidazóis, por exemplo o metronidazol, são a terapia de 

primeira linha, mas só são ativos contra a fase trofozoítica do parasita. Pode também ser usado o 

tinidazol ou o secnidazol para tratamentos com menor duração e também são mais bem tolerados 

do que o metronidazol (Kantor et al., 2018).  

Cryptosporidium spp 

O Cryptosporidium é um parasita unicelular protozoário que pode causar infeções 

gastrointestinais no homem e em diversos animais. Atualmente, existem 40 espécies de 

Cryptosporidium, em que pelo menos 20 provocam infeções humanas. As espécies mais comuns 

que afetam os humanos são o Cryptosporidium parvum e o Cryptosporidium hominis (O’Leary 

et al., 2021).  

A infeção provocada por Cryptosporidium envolve seis fases distintas: os oocistos não 

esporulados são excretados nas fezes dos indivíduos infetados, estes não são infeciosos; após a 

excreção nas fezes, os oocistos não esporulados amadurecem e tornam-se oocistos esporulados 

(este processo normalmente ocorre fora do hospedeiro, em condições adequadas); os oocistos 

esporulados são ingeridos por um novo hospedeiro, através da ingestão de água ou alimentos 

contaminados; depois da ingestão, os oocistos esporulados libertam quatro esporozoítos 

infeciosos; os esporozoítos invadem as células epiteliais do intestino delgado, onde se reproduzem 

e multiplicam; cada esporozoíto desenvolve-se num trofozoíto esférico, que se multiplicam 

ativamente dentro das células hospedeiras; os trofozoítos amadurecem e transformam-se em 

oocistos, que são excretados nas fezes do hospedeiro infetado e são imediatamente infeciosos (Fig. 

15) (Bouzid et al., 2013).  

Esses parasitas são transmitidos indiretamente através da ingestão de água, alimentos ou fomites 

contaminados com oocistos, ou diretamente por via fecal-oral e contacto direto entre pessoas 

(Bouzid et al., 2013).  

A infeção por Cryptosporidium resulta em sintomas gastrointestinais, incluindo diarreia, cólicas 

abdominais, náuseas, vómitos e febre. A infeção pode ser especialmente grave em pessoas com 

sistemas imunológicos comprometidos, como aquelas com VIH, pacientes transplantados ou 

pessoas submetidas a tratamentos imunossupressores (Bouzid et al., 2013).  

O diagnóstico da infeção por Cryptosporidium é geralmente realizado através da análise de 

amostras de fezes, onde os oocistos podem ser identificados. As análises de fezes são realizadas 

recorrendo a testes microscópicos com coloração de Ziehl-neelsen, testes de imunofluorescência, 

o teste de ELISA, ensaios imunocromatográficos que detetam antigénios de oocistos e testes 

moleculares como PCR em tempo real que detetam o DNA de oocistos (O’Leary et al., 2021). Os 

testes que apresentam o melhor desempenho na deteção Cryptosporidium são os testes de 

imunofluorescência e os testes moleculares (Bouzid et al., 2013).  
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Em pessoas saudáveis e imunocompetentes, a infeção usualmente é autolimitada, e os sintomas 

podem resolver-se por conta própria. No entanto, em grupos de pacientes com sistemas 

imunológicos comprometidos, a infeção por Cryptosporidium pode ser mais grave e prolongada. 

Nesses casos, pode ser necessário um tratamento mais específico, como a nitazoxanida, um 

antiparasitário (O’Leary et al., 2021).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Amostras: 

As amostras para pesquisa de agentes patogénicos que causam infeções gastrointestinais 

correspondem a fezes e a biópsias gástricas.  

Após a colheita das fezes, estas podem ser armazenadas a 4ºC durante 24h. 

Procedimento: 

O processamento das amostras de fezes é sempre o mesmo independente do tipo de agente 

patogénico a analisar. 

Figura 15. Ciclo de vida do parasita Cryptosporidium spp. (adaptado de CDC, 2019). 



Relatório de Estágio em Biopatologia Molecular 

 34 

Das amostras de fezes é retirada uma porção entre 180-220 mg que corresponde ao tamanho de 

uma ervilha, que é colocada num tubo falcon de 15 mL. Adicionam-se 2 mL de tampão InhibitEX, 

cuja função é remover os compostos que podem degradar os ácidos nucleicos e inibir a reação de 

PCR. O tubo é homogeneizado até as fezes se dissolverem no tampão, sendo depois transferidas 

para um microtubo de 2 mL. O tubo é colocado no banho seco a 95 ºC durante 5 minutos, 

sucedendo depois uma centrifugação a 13200 rpm durante 5 minutos. Do sobrenadante são 

pipetados 400 L para purificação de ácidos nucleicos virais e 350 L para purificação de DNA 

de bactérias e parasitas. 

O procedimento das biópsias gástricas é equivalente ao procedimento das biópsias respiratórias. 

 

3.3. Infeções da corrente sanguínea 

 

Uma das circunstâncias mais perigosas nas doenças infeciosas é a invasão da corrente sanguínea 

por microrganismos. Os microrganismos no sangue, quer estejam presentes constantemente, 

ocasionalmente ou de forma transitória, representam um perigo sistémico. O sufixo “mia” deriva 

da palavra grega para "sangue" e refere-se à presença de uma substância no sangue; a viremia é a 

presença de vírus na corrente sanguínea, a bacteremia é a presença de bactérias no sangue e a 

fungemia é a presença de fungos na corrente sanguínea. Por conseguinte, a sépsis ou septicemia 

indica a presença de organismos, que provocam uma infeção e proliferam, na corrente sanguínea. 

A invasão da corrente sanguínea por qualquer organismo pode ter efeitos imediatos muito graves, 

incluindo choque, falência multiorgânica, coagulação intravascular disseminada (CID) e até 

mesmo morte. 

 

3.3.1. Viremia 

A viremia é um indicador importante da disseminação viral no organismo, podendo ter 

consequências clínicas de extrema importância. A monitorização regular da presença do vírus na 

corrente sanguínea, por exemplo, é uma prática comum em pacientes com VIH ou transplantados 

de órgãos, com o intuito de avaliar a eficácia do tratamento antirretroviral. Adicionalmente, a 

viremia pode desempenhar um papel crucial na transmissão do vírus entre indivíduos, 

enfatizando a importância de a controlar na gestão de doenças infeciosas.  

Em síntese, a viremia ocorre quando há a presença de vírus na corrente sanguínea, podendo ser 

desencadeada por diversos tipos de vírus e apresentando diferentes sintomas clínicos. O 

diagnóstico e tratamento precoces são fundamentais para o controlo eficaz da viremia e a 

prevenção de possíveis complicações futuras. A pesquisa contínua e o desenvolvimento de 
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terapias antivirais têm um papel crucial no combate a doenças virais relacionadas à presença do 

vírus na corrente sanguínea. 

Hepatite E 

O vírus da hepatite E (VHE) é a espécie do novo género Hepevirus da família Hepeviridae. 

Anteriormente classificado na família dos calicivírus, o VHE é um vírus pequeno (27 – 34 nm de 

diâmetro), não envelopado, com um genoma de RNA de cadeia simples e sentido positivo (Fig. 

16). O único outro membro desta família de vírus é um VHE aviário conhecido por causar doença 

de aumento do fígado e do baço em galinhas (Aslan & Balaban, 2020). Desde sempre, o VHE tem 

sido considerado um vírus sem envelope, no entanto, isto apenas se verifica para os viriões 

presentes na vesicula biliar e nas fezes. Recentemente, foi reconhecido, que os viriões que 

circulam na corrente sanguínea existem numa forma associada à membrana, denominados 

“quasienveloped” (Fig. 16) (Yin & Feng, 2019). 

Existem, pelo menos, 6 genótipos do VHE que causam infeções nos humanos (Yin & Feng, 2019). 

O homem é o reservatório principal do VHE1 e do VHE2, não tendo sido registada qualquer 

transmissão dos dois genótipos de animais para seres humanos. A transmissão do VHE1 e do 

VHE2 entre indivíduos é pouco frequente, tanto em contextos esporádicos como epidémicos, mas 

pode ocorrer a transmissão do vírus da mãe para o feto durante a gravidez e também existem 

registos de transmissões de VHE1 por transfusão de sangue. Por outro lado, as infeções por VHE3 

e VHE4 são principalmente causadas por transmissão zoonótica, que ocorre através do contacto 

próximo com animais infetados ou do consumo de produtos alimentares contaminados (mais 

tipicamente carne crua ou mal cozinhada) (Aslan & Balaban, 2020). 

A infeção pelo VHE começa normalmente com sintomas inespecíficos comuns a muitas doenças 

virais, como febre, dores de cabeça, náuseas e dores de estômago. Os primeiros sinais de uma 

potencial infeção por hepatite são urina escura, fezes pálidas e descoloração amarela da pele e da 

esclerótica (i.e., iterícia). No entanto, nem todos os doentes desenvolvem iterícia. O fígado dos 

indivíduos infetados está tipicamente aumentado e sensível (Aslan & Balaban, 2020). 

O período de incubação da infeção pelo VHE é normalmente de 2 a 6 semanas. Na grande maioria 

dos casos, a infeção pelo VHE é curada pelo próprio organismo e não requer qualquer tratamento 

específico, apenas se tratam os sintomas. No entanto, a infeção pode progredir para hepatite grave 

e insuficiência hepática, particularmente em mulheres grávidas e em indivíduos com doenças 

hepáticas crónicas subjacentes. Nestes casos, o tratamento de infeção é feito com ribavirina (Yin 

& Feng, 2019). 

O diagnóstico clínico da infeção pelo VHE é importante não só para o controlo de surtos, mas 

também para a gestão clínica da doença. O RNA do VHE pode ser detetado no sangue após 3 

semanas de exposição, sendo que a eliminação do vírus nas fezes dura aproximadamente 4 a 6 

semanas (Aslan & Balaban, 2020). No LBM, o diagnóstico é realizado através da pesquisa da 
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região ORF3 do RNA dos genótipos VHE1, VHE2 e VHE3 no plasma do paciente, utilizando a 

técnica de RT-PCR em tempo real. 

 

 

 

 

 

 

 

Herpes 

Os herpes vírus são uma família de vírus que produzem uma diversidade de doenças, afetando 

significativamente a saúde das populações. Os vírus do herpes são vírus grandes (150-200 nm) de 

cadeia dupla de DNA, que pertencem à família Herpesviridae. A principal característica desta 

família de vírus é o facto de resistirem à replicação nas células hospedeiras sem nunca serem 

completamente eliminados, causando assim infeção latente. Nesta família são conhecidos 8 tipos 

de herpes vírus humanos, e que se dividem em três subfamílas,  - alfa,  - beta e  - gamma. Na 

subfamília  integram-se os vírus herpes simplex tipo 1 e tipo 2 (HSV-1 e HSV-2) e varicela-zoster 

(VZV), na subfamília  os vírus citomegalovírus (CMV), herpesvírus 6 (HHV-6) e herpesvírus 7 

(HHV-7), e por último, na subfamília  os vírus Epstein-Barr (EBV) e herpesvírus 8 (HHV-8) 

(Naughton et al., 2021).  

Citomegalovírus 

O citomegalovírus (CMV) é um vírus de DNA pertencente à família Herpesviridae, subfamília 

-herpesvirinae, género Cytomegalovirus, sendo reconhecido como a espécie herpesvirus 

humano 5 (HHV-5). O CMV é o maior vírus da família com um diâmetro de 200 nm e um genoma 

linear de cadeia dupla de DNA, com mais de 230 mil pares de bases, que codifica 

aproximadamente 230 proteínas. Este vírus é morfologicamente indistinguível dos outros vírus 

da família, com uma cápside icosaédrica que envolve o núcleo viral, onde o genoma é armazenado, 

um tegumento e um invólucro (Fig. 17) (Dioverti & Razonable, 2016). 

A infeção por CMV pode ser dividida em dois tipos, infeção primária e secundária. A infeção 

primária refere-se à primeira vez que uma pessoa é exposta ao CMV e contrai a infeção, já a 

Figura 16. Estrutura dos viriões do vírus da Hepatite E (adaptado de Yin & 
Feng, 2019). 
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infeção secundária define-se pela reativação do vírus num indivíduo já infetado (Dioverti & 

Razonable, 2016). 

O CMV, tal como todos os herpes vírus, sofre latência e reativação nas células do hospedeiro, pelo 

que, uma vez infetado um indivíduo, o CMV não é eliminado do organismo, mas persiste para 

criar uma infeção crónica de baixo grau ou permanece em fase de latência, o que permite a 

transmissão do vírus a novos hospedeiros (Dioverti & Razonable, 2016). 

A transmissão do CMV pode ocorrer de várias maneiras, sendo a principal por contacto direto 

com fluídos corporais (saliva, urina, sangue, sémen, secreções cervicais e leite materno). O CMV 

também pode ser transmitido de mãe para filho durante a gravidez (transmissão congénita), 

durante o parto ou através do leite materno após o nascimento, ou através de transfusões de 

sangue e transplantes de órgãos (Dioverti & Razonable, 2016). 

As manifestações clínicas da infeção por CMV são normalmente assintomáticas e quando 

provocam sintomas estes dependem da idade e do estado de saúde da pessoa. Habitualmente, a 

infeção congénita por CMV apresenta sintomas como surdez, microcefalia, hepatomegalia e 

retinite (Pesch et al., 2021). Na infeção adquirida, o CMV pode provocar sintomas semelhantes 

aos da gripe (febre, fadiga, dores musculares e dores de garganta) ou como os sintomas da 

mononucleose infeciosa (febre, linfadenopatia e linfocitose) (Dioverti & Razonable, 2016). 

Embora geralmente assintomática em indivíduos saudáveis, a infeção por CMV pode ter sérias 

consequências em imunocomprometidos, como pacientes com VIH, transplantados e recém-

nascidos. Essas consequências podem ser neutropenia (baixa contagem de neutrófilos), hepatite, 

trombocitopenia, pneumonia, doença gastrointestinal, entre outras (Lautenschlager, 2009).  

O diagnóstico de uma infeção por CMV pode ser efetuado através de testes serológicos, que 

detetam a presença de anticorpos IgM e IgG contra o CMV no sangue, teste de antigénios, como 

o teste de antigenemia e PCR em tempo real quantitativa, que quantificam uma região de 105 pb 

do genoma do CMV em plasma (Kotton et al., 2018).  

Na suspeita de infeção por CMV ou viremia, a pesquisa de DNA de CMV é realizada em amostras 

de sangue e urina. No entanto, as amostras de urina só são aceites se forem amostras de doentes 

imunodeprimidos, uma vez que a amostra de urina de doentes competentes infetados por CMV, 

irá sempre obter um resultado positivo, pois o CMV está constantemente a ser excretado pela 

urina, ou de crianças até 3 semanas de vida, para diferenciar a infeção congénita da infeção 

neonatal. Caso a pesquisa de DNA de CMV dê um resultado positivo nas amostras de urina das 

crianças, é efetuado o pedido de amostra do teste do pezinho para testar e confirmar se a infeção 

é congénita ou adquirida pós-parto. 

Como a infeção por CMV é geralmente assintomática, não requer nenhum tratamento específico. 

No entanto, em situações em que a infeção é sintomática ou em pacientes com sistema 
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imunológico comprometido, o tratamento pode ser necessário. Os medicamentos antivirais mais 

comuns para o tratamento de infeção por CMV são o ganciclovir e o valganciclovir, tratando-se 

de inibidores da polimerase. O tratamento é recomendado até à resolução dos sintomas clínicos 

e até à obtenção de resultados de baixas quantidades de DNA nas amostras clínicas, sendo a 

duração mínima do tratamento de 2 semanas (Kotton & Kamar, 2022). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Vírus Epstein-Barr  

O Epstein-Barr vírus (EBV), também conhecido como herpesvírus humano 4, é um  vírus 

membro da família Herpesviridae. Este é um vírus com envelope, com uma cápsula icosaédrica e 

o seu genoma é constituído por uma cadeia dupla de DNA com aproximadamente 172 kpb (kilo 

pares de bases) de comprimento. O seu genoma é altamente compactado, com um tamanho de 

150-170 nm e codifica cerca de 85 proteínas e 50 RNAs funcionais não-codificantes (Fig. 18) 

(Chakravorty et al., 2022).  

Originalmente, existiam duas estirpes principais de EBV, EBV tipo 1 e EBV tipo 2, divididas com 

base na sequência de dois genes latentes codificados pelo EBV, EBNA2 e EBNA3. Enquanto o EBV 

tipo 2 é exclusivo da Africa, o tipo 1 está amplamente distribuído por todo o mundo. Atualmente, 

já estão identificadas mais de 71 estirpes de EBV (Chakravorty et al., 2022).  

A transmissão do EBV ocorre de várias formas, desde contacto sexual, transfusão sanguínea, 

transplante de órgãos como através da saliva, a principal via de transmissão. Nesta via de 

transmissão, o EBV infeta as células epiteliais da orofaringe, onde se pode replicar e 

subsequentemente infetar os linfócitos B que circulam pela cavidade oral (Kerr, 2019).  

Tal como acontece nos outros vírus da família Herpesviridae, o ciclo de replicação do EBV envolve 

várias etapas, começando com a ligação do vírus a recetores das células hospedeiras (células 

Figura 17. Estrutura do Citomegalovírus (adaptado de 
Makker et al., 2016). 
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epiteliais e linfócitos B). Após a entrada, o vírus liberta o seu DNA no núcleo das células 

hospedeiras, onde este pode permanecer latente por longos períodos de tempo. Durante a fase de 

replicação lítica, o vírus reativa e produz novas partículas virais que são libertadas para infetar 

outras células (Chakravorty et al., 2022).  

Uma característica especial do EBV é a sua capacidade de causar infeções latentes nos linfócitos 

B do sistema imunológico. Durante a infeção latente, o genoma viral permanece no núcleo da 

célula hospedeira sem produzir novas partículas virais e sem causar morte celular. Isto permite 

que o EBV evite a deteção pelo sistema imunológico e persista durante toda a vida do hospedeiro. 

Nesta fase, o vírus pode causar distúrbios na proliferação de linfócitos B, o que contribui para a 

patogénese de diversas doenças, tais como Mononucleose Infeciosa, Linfoma de Burkitt, Linfoma 

de Hodgkin e Carcinoma Nasofaríngeo (Houen & Trier, 2021).  

Os sintomas causados pelo EBV podem variar muito, desde manifestações ligeiras a 

manifestações graves. Os sintomas mais comuns incluem fadiga, febre, dores de garganta, 

gânglios linfáticos inchados e baço inchado. Em alguns casos, os indivíduos infetados com o EBV 

podem desenvolver erupções cutâneas, dores musculares e perda de apetite. Embora a maioria 

das pessoas recupere em poucas semanas da doença aguda, alguns indivíduos apresentam fadiga 

prolongada que dura meses, uma condição conhecida como síndrome da fadiga crónica. E como 

já referido, o EBV tem sido associado a complicações mais graves, como a mononucleose 

infeciosa, o linfoma de Hodgkin e o carcinoma nasofaríngeo (Heldman et al., 2023).  

O diagnóstico, geralmente realiza-se pela deteção de anticorpos específicos ou pela deteção de 

DNA do vírus, no sangue. A deteção de anticorpos contra o EBV pode ser efetuada através de 

testes serológicos ou ensaio ELISA, já a deteção e quantificação de DNA do vírus é realizada 

utilizando a técnica PCR em tempo real em amostras de sangue total que pesquisa um fragmento 

de 97 pb do genoma do EBV (Heldman et al., 2023).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Estrutura do Epstein-Barr vírus (adaptado de Hadi et 
al., 2015). 
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O tratamento da viremia do EBV centra-se principalmente no controlo dos sintomas, como febre, 

fadiga e gânglios linfáticos aumentados. Em casos graves, podem ser prescritos medicamentos 

antivirais para ajudar a reduzir a replicação viral e aliviar os sintomas, como o aciclovir, 

ganciclovir e valganciclovir (Chakravorty et al., 2022).  

 

3.3.2.  Bacteremia 

A bacteremia é uma condição médica caracterizada pela presença de bactérias na corrente 

sanguínea. Normalmente, a corrente sanguínea é estéril, mas as bactérias podem entrar em 

circulação através de várias formas, como infeções em outras partes do organismo, procedimentos 

médicos invasivos ou infeções associadas a dispositivos médicos. 

Estas infeções podem ser sistémicas, tendo o potencial de atingirem vários órgãos. A gravidade 

da bacteriemia pode variar, desde casos ligeiros e transitórios a infeções graves e potencialmente 

fatais. 

Existem três tipos de bacteremia, transiente, intermitente e contínua. Bacteremia transiente é um 

tipo de bacteremia de curta duração e muitas vezes assintomática. Pode ocorrer durante 

atividades diárias normais, como escovar os dentes e geralmente é eliminada pelo sistema 

imunológico sem causar complicações sérias. A bacteremia intermitente ocorre quando a fonte de 

infeção não é completamente eliminada ou se houver períodos de reativação da infeção. Por 

último, a bacteremia contínua está associada a infeções mais graves como a endocardite ou pelo 

acesso de bactérias à corrente sanguínea através de cateteres intravenosos (Pai et al., 2015). 

Listeria monocytogenes 

A bacteremia causada por Listeria monocytogenes é uma infeção grave e potencialmente fatal 

que requer diagnóstico e tratamento imediatos. A L. monocytogenes é uma bactéria Gram-

positiva que pertence à família Listeriaceae e cresce na presença ou ausência de oxigénio 

(anaeróbia facultativa). Esta bactéria tem uma morfologia bacilar (formato de bastonete) e 

flagelos, que lhe conferem mobilidade a temperaturas inferiores a 30 ºC, mas a 37 ºC em 

humanos, a mesma já não é móvel (Kannan et al., 2020). A bactéria L. monocytogenes é dividida 

em 4 linhagens diferentes, subdivididas em 13 serótipos, em que todas as estirpes são 

potencialmente patogénicas (Koopmans et al., 2023). 

A infeção causada pela bactéria L. monocytogenes, também conhecida como listeriose, é 

principalmente de origem alimentar, contraída através do consumo de produtos alimentares 

infetados, tais como produtos que não são pasteurizados ou incorretamente cozinhados 

(Koopmans et al., 2023). 



Relatório de Estágio em Biopatologia Molecular 

 41 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Todas as estirpes têm um conjunto de fatores de virulência, nomeadamente, invasão da célula 

hospedeira, fuga do vacúolo fagocítico, através da ação da toxina formadora de poros listeriolisina 

O, proliferação intracelular rápida, motilidade e disseminação célula a célula baseadas na actina, 

pela produção da proteína de superfície Act A (Fig. 19) (Lecuit, 2020).  

A listeriose humana varia desde sintomas de gastroenterite e gripe não complicada até doença 

invasiva grave. Nesses casos mais graves as infeções podem ser divididas em três quadros clínicos: 

listeriose associada à gravidez e neonatal, bacteremia ou infeções no sistema nervoso central 

(SNC), e meningite ou meningoencefalite (Koopmans et al., 2023). 

O período de incubação é variável, desde alguns dias a várias semanas após a exposição ao agente 

patogénico. Durante este período, os indivíduos podem apresentar sintomas como febre, diarreia, 

dores musculares, fadiga, choque séptico que conduz à falência multiorgânica e à morte 

(Koopmans et al., 2023). 

Os métodos de diagnóstico apenas diferem no tipo de amostras, independentemente do tipo de 

infeção. Para diagnosticar as infeções no SNC o diagnóstico é realizado a partir do líquido 

cefalorraquidiano (LCR), já para diagnosticar a bacteremia o diagnóstico é realizado em amostras 

de sangue. Estes diagnósticos são efetuados através de exame cultural e PCR em tempo real, que 

deteta o gene de virulência hly, codificante da proteína Listeriolisina O, responsável pela fuga dos 

vacúolos fagocíticos (Schlech, 2019). 

O tratamento destas patologias envolve a utilização de antibióticos para erradicar a infeção. Os 

antibióticos -lactâmicos como a ampicilina ou a amoxicilina são os antibióticos de eleição para 

o tratamento das infeções por L. monocytogenes, podendo ser adicionada gentamicina nos casos 

Figura 19. Patogénese da infeção pela bactéria Listeria monocytogenes 
(adaptado de Pamer, 2004). 
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graves ou nos doentes imunocomprometidos. A duração do tratamento é geralmente de 2 a 3 

semanas, dependendo da gravidade da infeção e da resposta à terapêutica. Em alguns casos, pode 

ser necessária a hospitalização de doentes com sintomas graves ou com doenças subjacentes que 

possam agravar a infeção (Schlech, 2019). 

Leptospira spp 

A bacteremia causada por Leptospira spp refere-se à presença de bactérias do género Leptospira 

na corrente sanguínea. As bactérias Leptospira spp são espiroquetas Gram-negativas, que 

pertencem à família Leptospiraceae. Estas bactérias patogénicas são os agentes causadores da 

leptospirose, uma doença zoonótica que afeta tanto os seres humanos como animais (Haake & 

Levett, 2015). 

As bactérias Leptospira spp têm uma forma helicoidal única com endoflagelos que lhes conferem 

movimento em forma de saca-rolhas, permitindo-lhes penetrar nos tecidos do hospedeiro. As 

bactérias podem sobreviver em várias condições ambientais, o que as torna resistentes e capazes 

de infetar uma vasta gama de hospedeiros. Existem cerca de 240 serovares de Leptospira 

classificados em 25 serogrupos, tendo cada serovar reservatórios específicos e causando 

manifestações clínicas distintas nos seres humanos. 

A transmissão da Leptospira spp. ocorre maioritariamente através do contacto com água ou solo 

contaminado com a urina de animais infetados. A bactéria pode entrar no corpo humano através 

de cortes ou abrasões na pele, e nas membranas mucosas ou por ingestão de alimentos ou de água 

contaminados (Fig. 20) (VK et al., 2018). 

Após a transmissão, ocorre um período de incubação que varia entre 2 e 20 dias, mas geralmente 

os sintomas manifestam-se após 7 ou 12 dias. Inicialmente, a leptospirose apresenta sintomas 

clínicos como uma doença febril caracterizada por febre, mialgia e cefaleias. No entanto, a doença 

pode se agravar e provocar hemorragia pulmonar, sufusão conjuntival, icterícia e lesão renal 

aguda (Rajapakse, 2022). Como inicialmente, a doença apresenta sintomas inespecíficos podendo 

ser confundida com outras doenças como gripe, dengue ou malária (VK et al., 2018). 

A patogénese da bacteremia por Leptospira spp é um processo complexo que envolve várias 

etapas fundamentais. Depois de entrarem no hospedeiro através da pele ou das membranas 

mucosas, as espiroquetas disseminam-se rapidamente através da corrente sanguínea para vários 

órgãos e tecidos. Uma vez na corrente sanguínea, estas bactérias conseguem iludir a resposta 

imunitária do hospedeiro, alterando os seus antigénios de superfície e expressando determinados 

fatores de virulência que lhes permitem sobreviver e replicar-se. Isto conduz a bacteremia, com 

sintomas que vão desde doença ligeira semelhante à gripe até manifestações potencialmente 

fatais, como a doença de Weil ou a síndrome de hemorragia pulmonar grave (VK et al., 2018). 
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O diagnóstico da bacteriemia por Leptospira spp pode ser difícil devido aos sintomas 

inespecíficos que se sobrepõem a outras doenças infeciosas. Deve suspeitar-se de leptospirose em 

qualquer doente com história de exposição de risco e qualquer uma das seguintes situações: 

cefaleias, mialgias, prostração, iterícia, sufusão conjuntival, características de irritação meníngea, 

hemorragia ou qualquer outra evidência de envolvimento ou disfunção de órgãos (Rajapakse, 

2022).  No entanto, o diagnóstico definitivo pode ser efetuado através de cultura de sangue, de 

deteção de anticorpos específicos, como o teste ELISA e o teste de microaglutinação ou por 

métodos moleculares como a PCR em tempo real, em que se pesquisa sequências do gene 16S do 

RNA ribossómico (Haake & Levett, 2015; Backstedt et al., 2015).  

O tratamento envolve normalmente a administração de antibióticos -lactâmicos como a 

doxiciclina ou a penicilina. A deteção precoce e o tratamento imediato são cruciais para evitar a 

progressão da doença para formas graves, como a doença de Weil ou a síndrome de hemorragia 

pulmonar (Haake & Levett, 2015). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.3.3.  Fungemia 

A fungemia, que é caracterizada pela presença de fungos no sangue, geralmente é uma condição 

grave que ocorre em pacientes com sistema imunológico comprometido e em indivíduos com 

doenças graves ou terminais. Esta infeção ocorre vulgarmente quando fungos que habitam a pele, 

trato gastrointestinal ou mucosas invadem a corrente sanguínea. A espécie mais comumente 

isolada de infeções sanguíneas é a Candida spp. 

Figura 20. Vias de transmissão da bactéria Leptospira spp. 
(adaptado de Sanar, 2021). 
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Candida spp 

A candidemia, ou fungemia causada por espécies de Candida, é uma infeção grave e 

potencialmente fatal, caracterizada pela presença de fungos do género Candida na corrente 

sanguínea. Candida spp é um tipo comum de fungo que normalmente é encontrado na pele e nas 

membranas mucosas, como a boca, o trato gastrointestinal e a vagina, em quantidades 

controladas pelo sistema imunológico e pela microbiota normal do organismo. No entanto, 

quando ocorre um desequilíbrio, como uma diminuição na função imunológica ou a alteração da 

microbiota normal, as diferentes espécies de Candida podem proliferar e causar infeções. Existem 

pelo menos 15 espécies distintas de Candida que causam doença em humanos, mas 95% das 

doenças invasivas são causadas pelos 6 agentes patogénicos mais comuns: Candida albicans, 

Candida glabata, Candida tropicalis, Candida parapsilosis, Candida krusei e, em algumas 

regiões, Candida auris. Estes agentes patogénicos causam infeções graves que são coletivamente 

designadas por candidíase invasiva (McCarty et al., 2021). 

O género Candida pertence à classe Saccharomycetes e família Cryptococcaceae. As espécies 

deste género são fungos unicelulares que podem apresentar-se sob diferentes formas 

morfológicas, incluindo leveduras, pseudohifas e hifas. Esta capacidade de alteração de forma é 

importante para a virulência e a capacidade de infetar diferentes tecidos no hospedeiro (Noble et 

al., 2017).  

A fungemia causada por espécies de Candida é uma infeção grave da corrente sanguínea com 

elevadas taxas de morbilidade e mortalidade. A patogénese da candidemia envolve a capacidade 

das espécies de Candida de aderirem aos tecidos do hospedeiro, escaparem às respostas 

imunitárias e formarem biofilmes, o que as torna especialmente difíceis de tratar. A Candida spp. 

possui uma parede celular complexa e uma superfície celular que contem adesinas e 

glicoproteínas que desempenham um papel importante na aderência a superfícies, facilitando a 

colonização e a invasão dos tecidos hospedeiros. Este género de fungos também exibe variação 

genética e plasticidade genómica através de rearranjos cromossómicos, mutações e recombinação 

genética, o que contribui para a capacidade de adaptação e patogenicidade (Fig. 21) (Noble et al., 

2017). 

As Candida spp são transmitidas através do contacto direto com indivíduos infetados ou 

superfícies contaminadas. Os métodos de transmissão mais comuns incluem o contacto direto, o 

contacto sexual, transmissão de mãe para filho durante o parto e a transmissão através de 

dispositivos médicos contaminados, como cateteres intravenosos, sondas urinárias ou 

respiratórias (Soliman, 2023). 

Os sintomas da fungemia causada por Candida spp podem variar consoante o tipo específico de 

Candida em causa e a gravidade da infeção. Os sintomas mais comuns incluem febre, arrepios, 

hipotensão e alterações da saúde mental. Os indivíduos infetados podem também apresentar 

sintomas como taquicardia, leucocitose ou leucopenia e sintomas de infeções localizadas, como 
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lesões cutâneas ou dor abdominal. Os doentes com candidemia grave ou doentes 

imunocomprometidos também podem ter choque sético, coagulação intravascular disseminada 

ou falência multiorgânica (Antinori et al., 2016). O reconhecimento e o tratamento imediatos 

destes sintomas são essenciais para evitar a progressão da infeção para uma situação 

potencialmente fatal. 

O método de diagnóstico padrão para a deteção de candidemia é a hemocultura, no entanto, 

também são utilizados outros tipos de diagnóstico como os testes de deteção de antigénios e 

técnicas moleculares para identificar as espécies específicas de Candida (McCarty et al., 2021). 

Para reduzir a mortalidade associada à candidemia, é essencial iniciar rapidamente uma 

terapêutica antifúngica adequada. O tratamento da candidemia envolve a utilização de agentes 

antifúngicos como o fluconazol, as equinocandinas ou a anfotericina b, dependendo da espécie e 

dos padrões de resistência. As equinocandinas (anidulafungina, caspofungina e micafungina) são 

preferidas ao fluconazol devido à sua atividade fungicida demonstrada, boa penetração no 

biofilme, boa tolerabilidade e ausência geral de interações com outros medicamentos. No entanto, 

as equinocandinas não atingem concentrações terapêuticas no olho, na urina ou no SNC, pelo que 

são consideradas inapropriadas para o tratamento de infeções que envolvam esses locais. O 

tratamento da candidemia deve ser continuado durante 14 dias após a primeira hemocultura 

negativa (Antinori et al., 2016).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Amostras: 

As amostras para pesquisa de agentes patogénicos que provocam infeções na corrente sanguínea 

são amostras de sangue. 

 

Figura 21. Esquema representativo dos principais fatores de 
patogenicidade dos fungos do género Candida (Rocha et al., 

2021). 
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Procedimento: 

Tal como nas infeções respiratórias, o processamento das amostras sanguíneas depende do tipo 

de pesquisa do agente patogénico. 

- VHE e CMV: 

Tanto a pesquisa do RNA viral do VHE como a do DNA viral do CMV são realizadas no plasma. 

Para isso, centrifuga-se o tubo de sangue durante 20 minutos a 2000 rpm para separar as células 

do sangue por densidade e obter o plasma na camada superior. Para proceder à extração de ácidos 

nucleicos na pesquisa de VHE são necessários 400 L de plasma e para pesquisa de CMV é 

necessário 200 L. 

- EBV: 

A pesquisa do DNA viral do EBV é realizada no sangue total, em que se homogeneíza o tubo de 

sangue com EDTA (Ethylenediamine tetraacetic acid) e pipetam-se 200 L de sangue para se 

proceder à purificação de ácidos nucleicos. 

- Listeria monocytogenes: 

A L. monocytogenes é uma bactéria que após a infeção e passagem para a corrente sanguínea é 

fagocitada por glóbulos brancos, o que faz com que a deteção desta bactéria seja realizada no buffy 

do sangue. Para além disso, a L. monocytogenes produz uma toxina, a listeriolisina O, que permite 

à bactéria escapar ao fagossoma dos glóbulos brancos e circular na corrente sanguínea, pelo que 

também é necessário realizar a pesquisa de DNA bacteriano em amostras de sangue total (Tille, 

2017). 

O buffy é obtido através da centrifugação do sangue. É uma camada fina e esbranquiçada, 

formada entre as células vermelhas e o plasma, que contém a maioria dos glóbulos brancos e as 

plaquetas. Retira-se essa camada e coloca-se num microtubo e lava-se com um tampão TE, 

constituído pela mistura de 100 mL de solução de Tris-HCl (1M, pH: 8) / 20 mL de EDTA (0,5 M, 

pH: 8), uma vez que a hemoglobina é inibidora da PCR. Após as lavagens, quando obtivermos um 

buffy esbranquiçado, sem nenhuma cor vermelha, descarta-se o sobrenadante, adiciona-se 190 

L de tampão de lise G2 e 10 L de proteínase K ao buffy e coloca-se o microtubo no banho seco 

a 56 ºC durante pelo menos 15 minutos ou até ao buffy estar digerido e posteriormente a 95 ºC 

durante 10 minutos, dado que a L. monocytogenes é uma bactéria Gram-positiva e é composta 

por uma parede celular robusta, logo mais difícil de romper para libertar os ácidos nucleicos. Por 

último procede-se à purificação dos ácidos nucleicos. 
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- Leptospira spp: 

A identificação de Leptospira em amostras de sangue é feita através da centrifugação do sangue 

a baixas rotações (1500 rpm) durante 5 minutos, para remover as células sanguíneas. Após a 

centrifugação, distribui-se o sobrenadante por tubos de 2mL e volta-se a centrifugar desta vez a 

altas rotações (13200 rpm) durante 15 minutos para concentrar as bactérias no sedimento. 

Juntam-se os sedimentos dos diferentes tubos num só tubo e incuba-se adicionando 190 L 

tampão G2 e 10 L proteínase K no banho seco a 56ºC, seguindo-se a extração dos ácidos 

nucleicos. 

- Candida spp: 

A identificação de Candida spp no sangue é realizada no buffy do sangue. O procedimento da 

obtenção do buffy já foi descrito anteriormente. Após a digestão do buffy com 190 L de tampão 

de lise G2 e 10 L de proteínase K, é adicionado ao microtubo cerca de 200 L de liticase e é 

colocado no banho seco a 37 ºC durante 45 minutos. Depois dos 45 minutos, o tubo é centrifugado 

a 5200 rpm durante 10 minutos. O sobrenadante é descartado, são adicionados 190 L de tampão 

de lise G2 e 10 L de proteínase K e o tubo é incubado no banho seco a 56 ºC durante pelo menos 

15 minutos, seguindo-se a purificação dos ácidos nucleicos. 

 

3.4. Meningite e Infeções do Sistema Nervoso Central 

A meningite e a encefalite/meningoencefalites são as doenças mais prevalentes do SNC. A 

meningite é uma doença neurológica grave caracterizada pela inflamação das membranas 

protetoras do SNC (que protegem o encéfalo e a medula espinal), denominadas meninges. Esta 

pode ser causada por bactérias, vírus, e, raramente, por parasitas. A encefalite é uma inflamação 

do parênquima cerebral que, quando combinada com a meningite é conhecida como 

meningoencefalite.  

Tanto a meningite como a encefalite estão associadas a elevadas taxas de mortalidade e 

morbilidade (meningite bacteriana) e um diagnóstico e tratamento rápidos são cruciais para obter 

resultados favoráveis. 

A meningite pode ser classificada em aguda (infeção dura menos de 5 dias), subaguda (dura mais 

de 5 dias) ou crónica (dura mais de 4 semanas) (Gundamraj & Hasbun, 2023). 

Os agentes etiológicos de meningite mais frequentes são os seguintes: 

o Meningite bacteriana: Neisseria meningitidis (meningococo), Haemophilus influenzae  

o Meningite vírica: Enterovírus e HSV-2 
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3.4.1.  Meningite Bacteriana 

Neisseria meningitidis 

A meningite bacteriana causada pela Neisseria meningitidis é uma infeção grave e 

potencialmente fatal que afeta as meninges.  

A N. meningitidis é um diplococo gram-negativo que possui um genoma complexo constituído 

por um único cromossoma circular. Este genoma codifica vários fatores de virulência, tais como 

a cápsula polissacárida, adesinas e endotoxinas, que permitem à bactéria colonizar e invadir os 

tecidos do hospedeiro. Além disso, o genoma da N. meningitidis também contém genes 

responsáveis pela resistência aos antibióticos, o que complica ainda mais as estratégias de 

tratamento das infeções causadas por este agente patogénico (Hollingshead & Tang, 2019). 

A N. meningitidis pode ser encapsulada ou não encapsulada. No entanto, quase todos os 

organismos invasivos de N. meningitidis são encapsulados, ou rodeados por uma cápsula de 

polissacáridea. O polissacárido capsular é utilizado para classificar a N. meningitidis em treze 

serogrupos, sendo seis deles (serogrupos A, B, C, W, X e Y) os responsáveis pelas maiorias de 

casos de doenças a nível mundial (Hollingshead & Tang, 2019). 

A N. meningitidis é uma bactéria que pode ser transmitida através do contacto próximo com um 

indivíduo infetado, normalmente através de inalação de secreções respiratórias e de saliva 

(Caugant & Brynildsrud, 2019). 

A patogénese N. meningitidis envolve várias etapas fundamentais. Em primeiro lugar, as 

bactérias colonizam a nasofaringe de um indivíduo hospedeiro através da ligação das pili às 

células epiteliais da mucosa (Pizza & Rappuoli, 2015). Uma vez estabelecidas, as bactérias formam 

microcolónias e podem romper a barreira mucosa e invadir a corrente sanguínea, conduzindo a 

um estado bacterémico. Isto pode resultar na disseminação de bactérias para vários órgãos, 

incluindo as meninges, onde podem causar inflamação e danos nos tecidos característicos da 

meningite. A capacidade da N. meningitidis de escapar à resposta imunitária do hospedeiro deve-

se em parte à sua cápsula polissacárida, que a ajuda a escapar à fagocitose pelas células 

imunitárias do hospedeiro (Tzeng et al., 2016). Além disso, as bactérias podem produzir 

endotoxinas, como o lipopolissacarídeos (LPS), que consegue ligar-se a uma série de recetores 

das células monocíticas e dendríticas do hospedeiro. Este facto desencadeia a secreção de várias 

citocinas que, em níveis elevados, podem resultar em danos endoteliais e fuga capilar. A 

endotoxina LPS também induz a libertação de quimiocinas, como as espécies reativas de oxigénio 

e óxido nítrico (Fig. 22) (Rouphael & Stephens, 2012). A compreensão destes mecanismos de 

patogénese é crucial para o desenvolvimento de estratégias eficazes de prevenção e tratamento da 

meningite bacteriana causada por N. meningitidis. 

A doença invasiva ocorre geralmente entre 1 e 14 dias após o contacto com a bactéria N. 

meningitidis (Rouphael & Stephens, 2012).Os sintomas mais frequentes da meningite são dores 
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de cabeça, rigidez do pescoço, febre alta súbita, alteração do estado mental, fotofobia e fonofobia 

(Khazal et al., 2023).  

O tratamento e o diagnóstico da meningite causada por N. meningitidis envolvem normalmente 

uma combinação de antibióticos e cuidados de apoio. O diagnóstico imediato é essencial para o 

início precoce da terapêutica antibiótica adequada, a fim de evitar consequências graves, como 

sépsis e choque meningocócico. O método de diagnóstico de N. meningitidis é a cultura de LCR 

obtido por punção lombar. Para além dos testes de cultura, também são utilizados testes de 

antigénio, testes de imunocromatografia e testes moleculares de PCR em tempo real, sendo este 

último o que apresenta maior sensibilidade, rendimento e rapidez (Khazal et al., 2023). No teste 

de deteção de PCR em tempo real, os primers utilizados na reação têm como alvo o gene ctrA, que 

codifica uma proteína da membrana externa que regula o transporte da cápsula. Este gene é o 

mais utilizado para deteção de N. meningitidis, uma vez que é exclusivo da bactéria e partes do 

gene são altamente conservadas em todos os serogrupos (Cavrini et al., 2010). 

A terapêutica antibiótica consiste normalmente em antibióticos de largo espetro, como as 

cefalosporinas de segunda ou terceira geração, cefuroxima, ou a penicilina G. Os cuidados de 

apoio, incluindo fluidos intravenosos, suporte respiratório e monitorização de complicações, são 

cruciais no tratamento da meningite causada por N. meningitidis (Khazal et al., 2023).  Além 

disso, a vacinação contra a N. meningitidis está incluída no Programa Nacional de Vacinação. 

 

 

Haemophilus influenzae 

Haemophilus influenzae (H. influenzae) é uma bactéria Gram-negativa que pode causar diversas 

infeções, desde respiratórias a meningites, especialmente em crianças. Esta é uma bactéria não 

móvel, pleomórfica, anaeróbia facultativa da família Pasteurellaceae e está normalmente 

presente no trato respiratório superior e inferior (Duell et al., 2016). 

Figura 22. Diferentes fases da patogénese da bactéria Neisseria meningitidis (Hayat, 2012). 
LPS – lipopolissacarídeo; FNT – fator de necrose tumoral; MEC – Matriz extracelular. 



Relatório de Estágio em Biopatologia Molecular 

 50 

H. influenzae pode ser dividido em dois tipos, os encapsulados (typable) e os não encapsulados 

(nontypeable), baseados na presença ou ausência de cápsula. Existem seis serotipos 

encapsulados, nomeados de a-f e estirpes não encapsuladas e não tipáveis de H. influenzae (Duell 

et al., 2016). Antes de existir uma vacina de prevenção para H. influenzae, o serotipo b era o 

agente mais causador de pneumonia e meningite de H. influenzae, nas crianças. 

H. influenzae possui diversos fatores de virulência envolvidos no seu processo patológico da 

infeção. Estes fatores são características específicas que permitem que a bactéria evite as defesas 

do hospedeiro e cause doenças. Alguns dos principais fatores de virulência incluem a cápsula 

polissacárida, os pili ou fímbrias e as adesinas, as protéases da imunoglobulina A1 (IgA1) e o fator 

de sobrevivência de macrófagos. A cápsula polissacárida protege a H. influenzae de ser atacada 

por leucócitos. Os pili ou fímbrias e as adesinas são responsáveis na adesão de H. influenzae às 

células do hospedeiro, permitindo que a bactéria se fixe e invada os tecidos. H. influenzae produz 

uma enzima denominada protéase IgA1, que inativa a IgA1, uma classe importante de anticorpos 

encontrada nas mucosas. Isso ajuda a bactéria a evitar o sistema imunológico e a colonizar as 

superfícies das mucosas. O fator de sobrevivência protege o H. influenzae de ser fagocitado e 

morto pelos macrófagos (Wen et al., 2020). 

A presença desses fatores de virulência permite que a H. influenzae cause uma variedade de 

infeções, incluindo otite média, sinusite, pneumonia, bronquite, epiglotite e se a bactéria 

conseguir invadir a corrente sanguínea e atingir o SNC pode causar meningite (Fig. 23) (Wen et 

al., 2020). 

Os sintomas da meningite causada por H. influenzae podem variar em gravidade e rapidez de 

aparecimento, mas geralmente incluem febre alta, dor de cabeça, rigidez do pescoço, fotofobia, 

vómitos e confusão mental (Khazal et al., 2023).  

A transmissão de H. influenzae dá-se através do contacto direto com secreções respiratórias de 

uma pessoa infetada, ou através de inalação de gotículas respiratórias contaminadas ou, em casos 

mais raros, pode ocorrer a transmissão vertical de mãe para filho durante o parto (Butler & Myers, 

2017).  

O diagnóstico da infeção provocada por H. influenzae pode ser obtido através de culturas 

bacterianas de amostras clínicas como, LCR e sangue. Ensaios imunoenzimáticos, 

imunoeletroforese e sorotipagem por aglutinação auxiliam o diagnóstico através da deteção de 

antigénios capsulares (Butler & Myers, 2017). A técnica de PCR em tempo real deteta o gene bexA 

que codifica a proteína BexA associada à cápsula presente em todos os serotipos encapsulados de 

H. influenzae (Zhou et al., 2007). 

As infeções causadas por H. influenzae são geralmente tratadas com antibióticos ß-lactâmicos, 

como a ampicilina e/ou amoxicilina. A resistência a antibióticos ß-lactâmicos tem vindo a 

aumentar, por isso é recomendado tratar as infeções por H. influenzae com cefalosporinas de 

terceira geração, como a ceftriaxona ou a cefotaxima. Além do uso de antibióticos, o tratamento 
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de suporte pode ser necessário para aliviar os sintomas (Zainel et al., 2021).  É importante 

ressaltar que a vacinação não protege contra todos os tipos de H. influenzae, pois existem estirpes 

não encapsuladas (nontypeable) que podem causar infeções, como otite média e sinusite. No 

entanto, a vacinação contra H. influenzae do tipo b tem sido eficaz na prevenção de infeções 

graves associadas a esse tipo específico (Wen et al., 2020). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.4.2.   Meningite Vírica 

Também conhecida como meningite asséptica, é um tipo de meningite causada por uma infeção 

viral. Os vírus são a causa mais comum de meningite asséptica, sendo os mais detetados os 

Enterovírus e o HSV-2. 

Enterovírus 

Os Enterovírus são vírus de RNA de cadeia simples com sentido positivo, não envelopados que 

pertencem à família Picornaviridae. Até ao momento foram identificados mais de 110 

Enterovírus, classificados taxonomicamente em quatro espécies, de A a D. Estes vírus têm um 

genoma de 7400 nucleótidos que codifica quatro proteínas estruturais (VP1-4) e sete proteínas 

não estruturais (2A-C e 3A-D) (Wright et al., 2019).  

Figura 23. Infeções provocadas pela bactéria Haemophilus influenzae 
(adaptado de Themes, 2017). 
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Os Enterovírus são transmitidos principalmente através do contacto fecal-oral ou através de 

secreções respiratórias infetadas. Este tipo de vírus também pode ser transmitido verticalmente 

de uma mãe infetada para o seu bebé, através da placenta ou da amamentação (Kohil et al., 2021). 

A patogénese do Enterovírus inicia-se com a replicação viral no trato respiratório superior e no 

intestino delgado. A replicação viral pode levar à disseminação do vírus para outros órgãos, como 

o fígado, o baço e até o SNC, através da corrente sanguínea ou do sistema linfático e estabelecer 

aí infeção. Os Enterovírus têm a capacidade de atravessar a barreira hematoencefálica e infetar as 

células do cérebro e as meninges, desencadeando uma resposta inflamatória, a meningite (Fig. 

24) (Chen et al., 2020). 

Os sintomas da meningite asséptica por Enterovírus são semelhantes aos de outros tipos de 

meningite e incluem febre, dor de cabeça, rigidez do pescoço, fotofobia, náuseas e vómitos. Em 

casos mais graves, podem ocorrer convulsões e alterações no estado mental (Kohil et al., 2021). 

O vírus infecioso é detetável no tecido linfático 1 a 3 dias após a ingestão do vírus, e é detetado 

nas fezes durante 6 ou mais semanas (Noor & Krilov, 2016). O método de diagnóstico mais 

utilizado para detetar meningite assépticas é a técnica de PCR em tempo real que, deteta e 

quantifica a região 5’NTR do genoma do Enterovírus (Kohil et al., 2021). No entanto, também 

podem ser utilizadas técnicas de cultura e serologia (Noor & Krilov, 2016). 

Não existe um tratamento específico para infeções por Enterovírus, uma vez que essas infeções 

geralmente são leves e autolimitadas. O tratamento é de suporte, aliviando os sintomas com 

antipiréticos e analgésicos, quer a infeção seja uma constipação leve ou uma viremia 

potencialmente fatal (Noor & Krilov, 2016). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 24. Patogénese dos Enterovírus (adaptado 

de Clark, 2019). 
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HSV-2 

Embora existam vários tipos de meningite, uma forma menos comum, mas particularmente 

grave, é a meningite viral causada pelo herpes simplex 2 (HSV-2). Esta forma de meningite viral 

é normalmente causada pela reativação do vírus HSV-2, que está mais frequentemente associado 

a infeções genitais. No entanto, quando o vírus evade o sistema nervoso central, pode resultar no 

desenvolvimento de meningite viral.  

O HSV-2 é um vírus pertencente à família Herpesviridae que, como já referido, compreende uma 

ampla gama de vírus. O HSV-2 é um vírus de cadeia dupla de DNA, que contém aproximadamente 

154 kpb de tamanho.  Este vírus é formado por um envelope derivado da membrana celular do 

hospedeiro, uma cápside viral que protege o material genético do vírus e glicoproteínas de 

superfície, gB, gD, gH e gL, que são essenciais para a adesão e fusão do vírus na célula hospedeira 

(Fig. 25) (Zhu & Viejo-Borbolla, 2021). 

O HSV-2 infeta as células epiteliais nas superfícies da pele e das mucosas durante a infeção 

primária, disseminando-se depois por transporte retrógrado ao longo dos axónios nervosos até 

aos gânglios da raiz dorsal, onde se estabelece a latência. As células neuronais constituem um 

reservatório para o vírus latente, enquanto as células epiteliais são destruídas durante a replicação 

lítica do HSV-2. Caso haja uma reativação do vírus, este viaja de volta para a pele e provoca a 

deteção do vírus nas superfícies epiteliais (conhecida como excreção viral). Esta reativação pode 

provocar variados quadros clínicos, que variam desde assintomáticos, leves ou potencialmente 

fatais. Na maioria dos casos, em indivíduos imunocompetentes, o HSV-2 causa infeções leves e 

autolimitadas. No entanto, a infeção por HSV-2 também está associada a uma elevada 

morbilidade e mortalidade, principalmente em indivíduos imunocomprometidos. O HSV-2 pode 

causar infeções como herpes, herpes genital, eczema herpético, meningite e encefalite (Zhu & 

Viejo-Borbolla, 2021). 

A transmissão do HSV-2 ocorre principalmente através do contacto direto com uma pessoa 

infetada, sendo as principais vias de transmissão o contacto sexual, contacto com lesões e 

transmissão vertical da mãe para o filho durante o parto (Johnston et al., 2011). 

O quadro clínico de meningite por HSV-2 apresenta sintomas como cefaleia, rigidez do pescoço, 

náusea, vómitos e fotofobia (Gundamraj & Hasbun, 2023). 

Nenhum dos sintomas clínicos apresentados são específicos da meningite, pelo que é necessário 

um diagnóstico rápido, eficiente e exato. Para excluir o diagnóstico de meningite bacteriana, é 

realizada uma contagem de leucócitos e de neutrófilos no LCR, em que quantidades superiores ou 

iguais a 500 células/L são indicação de meningite bacteriana. Além disso, na meningite 

bacteriana, a concentração de glicose no LCR normalmente não excede 300 mg/dL. Após a 

exclusão de meningite bacteriana, procede-se à deteção de DNA viral por PCR em tempo real, que 

deteta uma região do genoma do HSV-2 de 215 pb, ou testes serológicos (Kohil et al., 2021). 
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O tratamento da meningite causada pelo HSV-2, para além do tratamento de suporte, é obtido 

através de medicamentos antivirais como o aciclovir e o valaciclovir, que suprimem a replicação 

viral. Estes medicamentos são administrados por via intravenosa para garantir uma rápida 

absorção e distribuição no corpo, atingindo concentrações terapêuticas eficazes no SNC 

(Rosenberg & Galen, 2017). 

 

Amostras: 

A punção lombar é um dos primeiros passos no diagnóstico de um doente com suspeita de infeção 

do SNC, particularmente meningite. O LCR é colhido assepticamente através da colocação de uma 

agulha no espaço subaracnoide (punção lombar) entre L3, L4 ou L5 (Kohil et al., 2021). O volume 

de LCR que pode ser recolhido é determinado pela idade do doente (adulto versus recém-nascido) 

e pela pressão de abertura do LCR quando a agulha perfura inicialmente o espaço subaracnoide. 

Devido ao aumento da pressão, o líquido do LCR tem de ser removido mais lentamente, o que 

pode impedir a colheita de um volume maior. O volume do LCR é crucial para a deteção de 

microrganismos como bactérias, vírus e fungos. Para a pesquisa de bactérias e fungos são 

necessários 500 L de LCR e para vírus o volume recomendado é de 400 L.   

Quando o laboratório obtém um volume de LCR insuficiente, o médico é consultado sobre a 

sequência prioritária de testes laboratoriais. O processamento de amostras demasiado pequenas 

reduz a sensibilidade dos testes laboratoriais, o que pode resultar em falsos negativos, o que ainda 

Figura 25. Entrada e libertação do vírus Herpes simplex 2 na membrana celular (adaptado de Banerjee 
et al., 2020). 
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se torna mais prejudicial para os cuidados do doente do que fazer uma segunda punção lombar 

para recolher maior quantidade de amostra. 

Procedimento: 

O processamento inicial do LCR para estudos bacterianos inclui a centrifugação de todas as 

amostras com um volume superior a 500 L durante pelo menos 15 minutos a 13.200 rpm. O 

sobrenadante é descartado, deixando o sedimento e pelo menos 100 L do líquido. Após a 

remoção do sobrenadante são adicionados às amostras 190 L de tampão de lise G2 (800mM de 

hidrocloreto de guanidina, 30mM Tris-HCl, 30 mM EDTA, 5% Tween 20, 0.5% Triton X-100 com 

pH igual a 8.0) e 10 L de proteínase K (20 mg/mL), e incubadas em banho seco, a 56 ºC, durante, 

pelo menos, 15 minutos e incubados 10 minutos são colocadas a 95 ºC. Segue-se então a extração 

de ácidos nucleicos ou podem armazenar-se os eluídos a -20 ºC durante, no máximo, 24 horas. 

Para a identificação de vírus, são necessários 400 L do LCR, ou 200 L, no caso de não haver 

volume suficiente, para se proceder à amplificação dos ácidos nucleicos. 

 

3.5. Infeções sexualmente transmissíveis 

As infeções sexualmente transmissíveis (ISTs), anteriormente conhecidas como Doenças 

Sexualmente Transmissíveis (DSTs), são um grupo de infeções causadas por bactérias, vírus e 

parasitas que se transmitem através do contacto sexual. O grupo de microrganismos responsável 

pelas ISTs é heterógeneo, incluindo a Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae, herpes 

genital, papilomavírus humano (HPV), entre outros. As ISTs podem afetar ambos os sexos e 

podem variar em termos de sintomas, gravidade e consequências para a saúde a longo prazo. 

As ISTs têm representado uma grande preocupação para a saúde pública devido à sua 

disseminação generalizada, impacto na saúde reprodutiva e potenciais complicações crónicas. A 

variedade de sintomas e a crescente resistência aos antibióticos, em certas infeções, tornam o 

quadro clínico mais desafiador, dificultando o diagnóstico, o tratamento e a prevenção. 

Chlamydia trachomatis  

A clamídia é uma das ISTs mais comuns em todo o mundo, é causada pela bactéria Chlamydia 

trachomatis, transmite-se predominantemente através do sexo vaginal, anal e oral e pode causar 

uretrite e epididimite nos homens (Philips, 2019). 

C. trachomatis é uma bactéria Gram negativa intracelular obrigatória, que só pode proliferar no 

interior de células infetadas, preferencialmente as dos epitélios das mucosas, uma vez que o seu 

metabolismo depende das células hospedeiras (Witkin et al., 2017).  
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A C. trachomatis pode ser dividida em três tipos biológicos ou biovares, com base nas implicações 

clínicas e na patogénese, os que se restringem às células epiteliais do olho (biovar do tracoma), do 

trato genital (biovar genital) e as estirpes mais invasivas que causam o linfogranuloma venéreo 

(biovar LGV), que é normalmente observado como uma IST, embora a infeção se propague 

sistemicamente (Janssen et al., 2018). As estirpes podem ainda ser subtipadas em variantes 

serológicas (serovares). Dentro do biovar do tracoma e do biovar genital, existem cerca de 15 

serovares oculares e do trato genital aos quais é atribuída uma designação de serovar, A a C para 

as estirpes oculares e D a K para os isolados do trato genital. Os isolados mais comuns do trato 

genital pertencem aos serovares D, E e F. Existem três serovares principais do LGV, L1, L2 e L3, 

embora uma variante do L2 denominada L2b tenha sido descrita nos últimos anos na Europa e 

na América do Norte; o L2b espalhou-se rapidamente através da população de "homens que 

praticam sexo com homens" (Fig. 26) (Thomson & Clarke, 2010). 

O quadro clínico é altamente variável desde assintomático até com sintomas de uretrite, 

hemorragia fora do ciclo menstrual, corrimento vaginal ou uretral e vaginite nas mulheres, 

disúria, prostatite e epididimite nos homens. Se a infeção não for tratada, esta pode provocar 

diferentes complicações, principalmente nas mulheres, como a doença inflamatória pélvica 

(inflamação dos órgãos reprodutores femininos), que por sua vez pode levar a dor abdominal 

crónica, gravidez ectópica e infertilidade (Fig. 26)  (Janssen et al., 2018; SNS24, s.d.).  O período 

de incubação, desde a infeção pela bactéria até ao aparecimento de sintomas, pode variar entre 5 

e 21 dias (SNS24, s.d.). 

A infeção por C. trachomatis é diagnosticada por PCR em tempo real através de zaragatoas secas 

de exsudados vaginais ou cervicais, exsudados retais e exsudados nasofaríngeos e também através 

da urina (1ª micção), no caso das mulheres. Nos homens, a infeção por C. trachomatis é 

diagnosticada através da análise da urina (1ª micção) e zaragatoas secas de exsudados uretrais, 

exsudados retais e exsudados nasofaríngeos.  

A técnica de PCR em tempo real utilizada no LBM do CHUSJ consegue detetar C. trachomatis 

e/ou Neisseria gonorrhoeae. O protocolo estabelecido amplifica uma região específica de 86 pb 

do plasmídeo críptico de C. trachomatis, uma região de 66 pb do genoma de C. trachomatis e 

uma regiãi específica de 74 pb do genoma de Neisseria gonorrhoeae. Para além da deteção da C. 

trachomatis e da Neisseria gonorrhoeae, também se realiza a pesquisa do gene polimórfico da 

proteína H da membrana C. trachomatis, para deteção de LGV. 

O tratamento para a C. trachomatis é feito com recurso a antimicrobianos como tetraciclinas 

(doxiciclina) e macrólidos (azitromicina), que inibem a síntese proteica e com fluoroquinolonas 

(ofloxacina) e rifampicina, que inibem a síntese de ácidos nucleicos (Mestrovic & Ljubin-Sternak, 

2018). A dose recomendada de tratamento de doxiciclina é de 100 mg, por via oral, 2 vezes ao dia 

durante 7 dias ou uma dose única de 1g de azitromicina por via oral (CDC, 2021).  
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O tratamento para LGV é semelhante ao tratamento para a C. trachomatis só difere na duração. 

Para tratar LGV a dose recomendada é 100 mg de doxiciclina, por via oral, 2 vezes ao dia durante 

21 dias ou 1g de azitromicina por via oral, uma vez por semana durante 3 semanas (Fuchs & 

Brockmeyer, 2014). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Neisseria gonorrhoeae 

A Neisseria gonorrhoeae é uma bactéria que causa a IST conhecida como gonorreia. É uma 

bactéria Gram-negativa, diplococo (tende a agrupar-se em pares) e não móvel que pode afetar 

várias partes do organismo, principalmente as superfícies mucosas dos órgãos genitais, do reto e 

da faringe (Lin et al., 2021). 

A patogénese da N. gonorrhoeae inicia-se com a fixação às células hospedeiras, pelos pili que 

facilitam especificamente a ancoragem às células epiteliais colunares do trato urogenital. Esta 

ligação inicial é crucial para a colonização e subsequente invasão das células epiteliais pela 

bactéria. Uma vez dentro das células hospedeiras, a N. gonorrhoeae evita a resposta imunitária 

do hospedeiro modulando as suas proteínas de superfície, formando uma camada protetora que 

a ajuda a evitar a deteção e destruição pelo sistema imunitário. Além disso, a bactéria secreta 

toxinas, como os lipopolissacarídeo (LPS), que podem induzir uma resposta inflamatória no 

hospedeiro, levando ao recrutamento de células imunitárias, como os neutrófilos, para o local da 

Figura 26. Quadro clínico de infeções causadas pela bactéria Chlamydia trachomatis 
(adaptado de Murray & McKay, 2021). 



Relatório de Estágio em Biopatologia Molecular 

 58 

infeção, o que contribui para os sintomas da gonorreia, como a dor, tumefação e corrimento (Fig. 

27) (Unemo et al., 2019). 

A transmissão dá-se principalmente através do contacto sexual desprotegido, incluindo sexo 

vaginal, anal ou oral, com um indivíduo infetado. É mais provável a transmissão de um indivíduo 

do sexo masculino para o sexo feminino, através das ejaculações, do que ao contrário. A 

transmissão da infeção também pode ocorrer durante o parto da mãe para o filho (Unemo et al., 

2019). 

O período de incubação para a infeção urogenital por N. gonorrhoeae varia entre 2 e 8 dias. A 

gonorreia apresenta uma variedade de sintomas em homens e mulheres, sendo a infeção 

normalmente assintomática nas mulheres e sintomática nos homens. Nos homens infetados, a 

gonorreia provoca sintomas como secreção uretral, dor ou disúria e dor testicular. Já nas 

mulheres, a infeção causa sintomas de secreção vaginal anormal, dor ou disúria, hemorragia 

vaginal entre os períodos menstruais e dor abdominal ou dor durante as relações sexuais (Quillin 

& Seifert, 2018). Se as infeções não forem detetadas ou adequadamente tratadas, principalmente 

nas mulheres, podem evoluir para doença inflamatória pélvica, dor pélvica crónica, infertilidade 

e aumento da probabilidade de gravidez ectópica (Unemo et al., 2019). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27. Fases da patogénese da bactéria Neisseria gonorrhoeae 
(adaptado de Smith et al., 2013). 

MEC – matriz extracelular; FNT – fator de necrose tumoral; LPS – 
lipopolissacarídeo; LPMN – leucócitos polimorfonucleares. 
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O diagnóstico pode ser confirmado através de vários métodos, incluindo PCR em tempo real, 

culturas bacterianas e microscopia de coloração de Gram. Os testes de PCR em tempo real são 

testes altamente sensíveis e específicos detetando o material genético da bactéria em amostras de 

urina e exsudados genitais e nasofaríngeos. As culturas também podem ser efetuadas para isolar 

e identificar as bactérias, embora possam demorar mais tempo a dar resultados. Além disso, pode 

ser utilizada a microscopia de coloração de Gram para visualizar os diplococos gram-negativos 

intracelulares característicos da gonorreia (Unemo et al., 2019). 

O tratamento da gonorreia recomendado pela Organização Mundial da Saúde (OMS) envolve uma 

combinação de antimicrobianos, como a ceftriaxona, administrado por injeção e a azitromicina, 

administrado oralmente, para eliminar eficazmente a infeção e evitar complicações. No entanto, 

devido ao aumento da resistência aos antibióticos, os regimes de tratamento podem variar e 

devem ser adaptados de acordo com as orientações médicas e a resistência local aos antibióticos 

(Lin et al., 2021). 

Trichomonas vaginalis 

Trichomonas vaginalis é um parasita unicelular, que pertence ao grupo dos protozoários, e causa 

uma IST conhecida como tricomoníase. Esta IST é uma das mais frequentemente transmitidas 

em todo o mundo e afeta tanto homens como mulheres (Stevens et al., 2021). 

Ao contrário de muitos parasitas, o T. vaginalis não tem uma fase cística no seu ciclo de vida, 

existindo apenas como um trofozoíto em forma de gota, com um comprimento e largura médios 

de 10 e 7 mm, respetivamente. Este parasita contém cinco flagelos, quatro anteriores e um 

posterior, que conferem ao parasita a sua motilidade caraterística de contração. A célula também 

possui um axóstilo que desempenha funções na fixação celular e na mitose, um único núcleo 

definido e vários hidrogenossomas, que estão envolvidos na produção de energia anaeróbica e na 

fermentação (Fig. 28) (Edwards et al., 2016). 

A patogénese do T. vaginalis envolve múltiplos fatores que contribuem para a formação e 

progressão da infeção. O parasita adere às células epiteliais vaginais através de proteínas de 

superfície, tais como adesinas e lipofosfoglicanos, permitindo a colonização e a evasão da resposta 

imunitária do hospedeiro. O T. vaginalis pode induzir danos nas células do hospedeiro através da 

libertação de fatores citotóxicos, incluindo proteases de cisteína e peróxido de hidrogénio, 

levando à inflamação e à destruição dos tecidos. O parasita também pode modular as respostas 

imunitárias inatas e adaptativas do hospedeiro, suprimindo a produção de citocinas pró-

inflamatórias e prejudicando o recrutamento de células imunitárias para o local da infeção. Estes 

efeitos imunomoduladores contribuem para a cronicidade da infeção e facilitam a persistência do 

T. vaginalis no trato genital do hospedeiro, levando, em última análise, à transmissão do parasita 

a novos hospedeiros (Edwards et al., 2016). 
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A transmissão ocorre quase exclusivamente através do contacto sexual, embora a transmissão 

através de fomites tenha sido documentada, demonstrando que o parasita pode ser transmitido 

através da partilha de objetos contaminados, como toalhas ou roupas íntimas, que estiveram em 

contato com os genitais de uma pessoa infetada (Edwards et al., 2016). 

A tricomoníase pode provocar uma série de sintomas nas mulheres, em que os mais comuns são 

prurido e dispareunia, corrimento e vaginite, que pode variar de ligeira a grave. Esta infeção 

também provoca cervicite, uretrite e complicações mais sérias como a doença inflamatória 

pélvica. A tricomoníase não tratada ou persistente nas mulheres tem sido associada à infertilidade 

e a problemas durante o parto (Van Gerwen & Muzny, 2019). Nos homens, a infeção geralmente 

é assintomática, no entanto pode provocar uretrite e epididimite (Edwards et al., 2016). 

O diagnóstico da tricomoníase envolve frequentemente testes laboratoriais como o exame 

microscópico das secreções vaginais, cultura e, mais recentemente, a técnica de PCR em tempo 

real. Estes testes são realizados em amostras de urina e exsudados genitais. O diagnóstico e o 

tratamento precoces são fundamentais para prevenir e reduzir o risco de complicações (Van 

Gerwen & Muzny, 2019).  

O tratamento envolve, normalmente, a utilização de antimicrobianos, como o metronidazol ou o 

tinidazol, que combatem eficazmente o parasita e aliviam os sintomas. Para além do tratamento, 

também é importante educar os doentes sobre práticas sexuais seguras para prevenir infeções e 

evitar a transmissão da doença a outros parceiros sexuais (Van Gerwen & Muzny, 2019). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 28. Estrutura do parasita Trichomonas 
vaginalis (Harp & Chowdhury, 2011). 



Relatório de Estágio em Biopatologia Molecular 

 61 

Papilomavírus humano 

Uma das ISTs mais comuns é causada pelo papilomavírus humano (HPV), podendo levar a 

complicações como verrugas genitais e lesões potencialmente cancerosas.  

O HPV é um vírus de DNA de cadeia dupla, sem envelope, com um genoma de cerca 8 000 pares 

de bases, que pertencem à família Papillomaviridae. Até à data, foram classificados mais de 400 

tipos de HPV e estão continuamente a ser identificados novos tipos de HPV. Estes, podem ser 

divididos de acordo com o seu potencial para induzir a transformação celular em alto, intermédio 

ou baixo risco, e também podem ser classificados filogeneticamente (alfa, beta, gama, um e nu), 

sendo o mais conhecido o género alfa, que inclui tipos de alto risco associados ao cancro do colo 

do útero (Moody, 2022). 

A patogénese do HPV envolve várias etapas fundamentais. Em primeiro lugar, o HPV infeta as 

células basais do epitélio estratificado através de microlesões na pele ou nas membranas mucosas 

(Moody, 2022). O vírus entra então na célula hospedeira e exprime os oncogenes virais, E6 e E7, 

que perturbam os mecanismos de controlo do ciclo celular e promovem a proliferação celular. O 

E6 tem como alvo o gene supressor tumoral p53, levando à sua degradação e à subsequente evasão 

da apoptose induzida por danos no DNA. Por outro lado, a E7 interage com a proteína do 

retinoblastoma (pRb), favorecendo a sua degradação e permitindo que a célula progrida no ciclo 

celular sem controlo. Estas oncoproteínas virais acabam por conduzir ao desenvolvimento de 

cancros associados ao HPV (Fig. 29) (Hewavisenti et al., 2023). 

A via de transmissão do HPV é principalmente através do contacto pele com pele ou pele e 

mucosa. A transmissão por contacto sexual é a mais documentada, mas existem outras vias não 

sexuais. Essas vias são por transmissão horizontal que inclui fomites, contacto com a pele não 

sexual, auto-inoculação e transmissão vertical de mãe para filho (Petca et al., 2020). 

Nem todas as infeções por HPV apresentam sintomas visíveis, no entanto, quando os sintomas se 

manifestam, estes dependem do tipo de infeção e das áreas afetadas. As verrugas genitais são as 

manifestações mais comuns do HPV, seguido de lesões anais e cervicais (Ntanasis-Stathopoulos 

et al., 2020).  Em casos mais graves e persistentes, certos tipos de HPV podem provocar cancro, 

incluindo cancro do colo do útero, cancro do esófago, cancro da cabeça e pescoço, tumor cerebral, 

cancro dos pulmões e carcinoma cutâneo (Oyouni, 2023). 

O diagnóstico pode ser feito através de exame Papanicolau e biópsias de tecidos de lesões, com 

testes de PCR em tempo real, para deteção de DNA dos tipos HPV de alto risco 16, 18, 31, 33, 35, 

39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68, 69, 73, 82 e HPV de baixo risco 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61 e 70 

(Ntanasis-Stathopoulos et al., 2020).  

O tratamento depende, em grande medida, do tipo de infeção, dos sintomas apresentados e do 

estado de saúde do indivíduo. Em muitos casos, o sistema imunitário pode eliminar o vírus por si 

só, sem intervenção médica. No entanto, nos casos em que a infeção persiste ou conduz a 
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complicações como verrugas genitais ou anomalias cervicais, as opções de tratamento podem 

incluir medicamentos tópicos, intervenções cirúrgicas ou medicamentos antivirais. Nos casos em 

que o HPV provoca carcinomas invasivos, estes devem ser tratados de acordo com a melhor 

terapia oncológica, que pode incluir cirurgia, quimioterapia, radioterapia e terapias direcionadas 

(Hewavisenti et al., 2023). A prevenção do HPV é possível através da vacinação. Existem duas 

vacinas atualmente disponíveis em Portugal, a vacina bivalente, que cobre apenas os tipos de HPV 

16 e 18, e a vacina nonavalente que protege contra os tipos de HPV 6, 11, 16, 18, 31, 33, 45, 52 e 58 

(Oyouni, 2023). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Amostras: 

A deteção das ISTs pode realizar-se por pesquisa de DNA do agente patogénico em amostras de   

urina, exsudado naso ou orofaríngeo, exsudado endocervical, exsudado uretral, exsudado retal e 

exsudado vaginal. 

- Urina: 

As amostras de urina podem ser colhidas por profissionais de saúde ou pelo próprio doente, 

mediante instruções fornecidas pelos profissionais de saúde. Preferencialmente, as amostras de 

urina devem ser colhidas, em tubos esterilizados, logo pela manhã, no primeiro jato, uma vez que 

é a urina mais concentrada. 

A pesquisa de Neisseria gonorrhoeae e Chlamydia trachomatis, na urina, são realizadas no 

equipamento automatizado de extração e amplificação de ácidos nucleicos, o Cobas 6800 

(Roche). Para esta pesquisa, transfere-se a urina homogeneizada do tubo de colheita para os tubos 

de Meio cobas PCR, até que o nível do fluido fique entre as linhas pretas da etiqueta do tubo. 

Homogeneíza-se o tubo, invertendo 5 vezes, e armazenam-se as amostras entre 2ºC e 8ºC, até à 

Figura 29. Patogénese das oncoproteínas E6 e E7, do Papilomavírus Humano 
(adaptado de Hoppe-Seyler et al., 2017). 

pRB – proteína do retinoblastoma. 
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realização dos testes. O meio cobas PCR é composto por hidrocloreto de guanidina e tampão Tris-

HCL, que estabiliza os ácidos nucleicos e funciona como meio de transporte e de conservação de 

amostras de urina. Se as amostras de urina não tiverem volume suficiente para as exigências do 

Cobas 6800, estas serão centrifugadas durante 15 minutos a 13 200 rpm e o sedimento será 

tratado com 190 L tampão G2 e 10 L proteínase k, e incubado no banho seco a 56ºC, para 

ativação da proteínase k, durante pelo menos 15 minutos, ao que seguem 10 minutos a 95 ºC. 

Para a pesquisa de Trichomonas vaginalis, a urina é dividida em vários microtubos de 2 mL (pelo 

menos 8 tubos), e centrifugada durante 15 minutos a 13 200 rpm. Os sedimentos dos diversos 

tubos são transferidos para um só tubo e o sobrenadante descartado. Adicionam-se 190 L 

tampão G2 e 10 L proteínase k, incuba-se a 56 ºC durante, pelo menos, 15 minutos e prossegue-

se com a purificação dos ácidos nucleicos. 

- Exsudados: 

Tal como na urina, os exsudados para a pesquisa de N. gonorrhoeae e C. trachomatis podem ser 

realizadas no equipamento automatizado Cobas 6800. Para isso, inserem-se as zaragatoas secas 

no tubo de meio fornecido pela Roche, que comercializa o teste, homogeneíza-se o tubo e incuba-

se, pelo menos, 15 minutos antes de retirar a zaragatoa. 

O procedimento para deteção de HPV e T. vaginalis é idêntico ao procedimento de deteção de 

vírus respiratórios em zaragatoas secas. 
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4. Extração de ácidos nucleicos 

A extração de ácidos nucleicos antecede qualquer diagnóstico molecular. Esse procedimento 

permite isolar o DNA e/ou o RNA a partir de amostras biológicas, possibilitando o diagnóstico de 

doenças genéticas ou infeciosas. A capacidade de extrair ácidos nucleicos puros e íntegros é 

essencial para garantir resultados precisos e confiáveis, numa variedade de estudos e aplicações. 

Durante a extração, várias etapas são realizadas, incluindo a lise celular para libertar os ácidos 

nucleicos, a remoção de proteínas, lipídios e outros contaminantes, seguidas da purificação e 

quantificação do DNA ou RNA (Mullegama et al., 2019). A escolha do método de extração de 

ácidos nucleicos depende da natureza da amostra, do tipo de ácido nucleico desejado e também 

do tipo de teste pretendido, uma vez que este pode ser sensível a inibidores, como é o caso da 

técnica de PCR. Os possíveis inibidores incluem solventes orgânicos, sais residuais, EDTA, iões 

metálicos, detergentes iónicos, hemoglobina ou heparina em amostras de sangue, que podem 

existir como contaminantes dos ácidos nucleicos. No caso da PCR, estes podem inibir a atividade 

da DNA polimerase (Koshy et al., 2016). 

Os avanços na tecnologia de extração de ácidos nucleicos têm permitido o desenvolvimento de 

métodos mais eficientes, rápidos e específicos, capazes de lidar com uma ampla gama de 

amostras, desde sangue e tecidos biológicos até amostras ambientais e clínicas.  

4.1. Lise celular  

A lise celular é um processo que envolve a rutura ou destruição da membrana plasmática de uma 

célula, resultando na libertação do seu conteúdo intracelular, nomeadamente os ácidos nucleicos. 

Os métodos de lise variam de acordo com a estrutura dos microrganismos (vírus, bactérias, fungos 

e parasitas) ou das células. 

Vírus: 

Os vírus não possuem uma membrana celular como as células dos organismos. Em vez disso, 

possuem uma cápside proteica, que envolve o material genético do vírus (DNA ou RNA). Além 

disso, em muitos casos, os vírus também têm uma camada lipídica, conhecida como envelope 

viral, que circunda a cápside (Lynch et al., 2023). 

A lise de vírus refere-se à ruptura da cápside para libertar o material genético viral contido no 

interior (RNA ou DNA). Alguns métodos comuns de lise viral incluem a utilização de detergentes 

para romper a cápside lipídica viral, seguida de tratamento enzimático para degradar as proteínas 

virais. Em muitos casos, são empregues agentes físicos, químicos ou enzimáticos, com o objetivo 

de desestabilizar a estrutura da partícula viral e assim libertar o material genético. 
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Bactérias: 

A estrutura das bactérias é composta por vários componentes essenciais que desempenham 

papéis fundamentais na fisiologia e na sua sobrevivência, nomeadamente a parede e a membrana 

celulares.  

A parede celular das bactérias é uma estrutura rígida que envolve a membrana plasmática, 

conferindo forma e proteção. A composição da parede celular varia entre os diferentes grupos de 

bactérias, e essa diferença é um dos critérios utilizados para classificar as bactérias em dois grupos 

principais: Gram-positiva e Gram-negativa (Radkov et al., 2018). 

Nas bactérias Gram-positiva, a parede celular é caracterizada por uma camada espessa de 

peptidoglicano (30 – 100 nm). Essa camada é envolvida por lipoteicóicos e ácido teicóico, 

contribuindo para a estabilidade e proteção da célula (Rohde, 2019). 

Nas bactérias Gram-negativas, a parede celular é composta por uma camada mais fina de 

peptidoglicano (aproximadamente 5 nm), envolvida por uma membrana externa composta por 

lipopolissacarídeos (LPS) e fosfolípidos que desempenham um papel crítico na interação com o 

meio ambiente e na patogenicidade (Radkov et al., 2018). 

Para além da parede celular, as bactérias também apresentam uma estrutura essencial que 

delimita a célula internamente, denominada por membrana citoplasmática. A composição da 

membrana celular bacteriana incluiu uma bicamada fosfolipídica que fornece uma barreira 

seletivamente permeável, proteínas intrínsecas e periféricas importantes no transporte de 

moléculas, comunicação celular e respostas a estímulos ambientais e também proteínas 

transportadoras que permitem a passagem seletiva de iões e moléculas através da membrana, 

ajudando a regular o equilíbrio osmótico e a captação de nutrientes (Radkov et al., 2018). 

A lise celular das bactérias é realizada através do uso de agentes como enzimas líticas (lisozima 

ou proteínase K) ou agentes químicos podem ser usados para enfraquecer ou quebrar a parede 

celular, levando à rutura da célula. A membrana plasmática é afetada pela ação dos detergentes 

que atuam nos fosfolípidos e a proteínase K que digere as proteínas. 

Fungos: 

Os fungos têm uma parede celular rígida e complexa que desempenha um papel crucial na 

manutenção da forma, integridade e proteção das células fúngicas. Esta parede celular é composta 

principalmente por quitina, glucanos e proteínas. A quitina é um polímero de N-acetilglicosamina 

que confere rigidez e resistência à estrutura celular dos fungos (Roncero & Vázquez de Aldana, 

2020).  

A parede celular dos fungos é diferente da das bactérias, logo o processo de lise é diferente. A lise 

celular de fungos é alcançada pelo rompimento da parede celular, com uma enzima que quebras 

as ligações de quitina, a liticase (Goldschmidt et al., 2014).  Dentro da parede celular, os fungos 
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também têm uma membrana celular composta por uma bicamada fosfolipídica. Após o 

enfraquecimento da parede celular, é necessário solubilizar a membrana para se conseguir obter 

os ácidos nucleicos, através do uso de agentes químicos e enzimáticos como os detergentes e a 

proteínase K. 

Parasitas: 

Os parasitas são seres vivos que vivem em associação com outros organismos, os hospedeiros, 

com o objetivo de obter nutrientes e abrigo. As suas estruturas celulares variam de acordo com o 

tipo de parasita, sendo geralmente classificados em dois grupos principais: os protozoários e os 

helmintas (vermes). Os protozoários são organismos unicelulares. Por outro lado, os helmintas 

são organismos multicelulares, e as suas estruturas celulares são compostas por diversas células 

organizadas em tecidos e órgãos (Lynne, 2007). 

Os protozoários, por serem unicelulares, têm estruturas celulares mais simples. As suas células 

possuem as estruturas comuns às células eucarióticas, como membrana plasmática, citoplasma, 

núcleo, lisossomas, complexo de Golgi e o retículo endoplasmático, e podem ter estruturas 

especializadas como os cílios, flagelos e vacúolos contráteis. Para além dos organelas já referidos, 

os protozoários podem apresentar um endoesqueleto ou um exoesqueleto (Lynne, 2007). 

As estruturas celulares dos helmintas são mais complexas devido à sua natureza multicelular. 

Estes têm vários tipos de células que formam tecidos especializados e órgãos. Estas células podem 

incluir células musculares, células nervosas, células reprodutivas e várias outras, dependendo do 

tipo de helminta (Lynne, 2007). 

O processo de lise celular dos parasitas é semelhante à lise celular das bactérias, em que são 

utilizados detergentes para solubilizar a membrana plasmática, atuando nos fosfolípidos e a 

proteínase K para degradar as proteínas. 

Como referido anteriormente, os ácidos nucleicos podem ser extraídos de diversos amostras 

biológicas e de diferentes microrganismos e, como tal, diferentes metodologias são utilizadas. 

Dependendo da desintegração celular ou do processo de lise, os métodos de extração de ácidos 

nucleicos podem ser divididos em métodos mecânicos e não mecânicos, ou um conjunto dos dois 

(Ali et al., 2017). 

Nos métodos de lise mecânica, a tensão de cisalhamento é utilizada para deformar e romper as 

células. A tensão de cisalhamento pode ser gerada através dos seguintes processos que são os mais 

utilizados: moinho de bolas, homogeneizadores, prensa de pressão elevada e ultrassons (Chen et 

al., 2023). 

A extração de lise não mecânica, recorre a agentes químicos ou enzimáticos para realizar a lise 

celular e a libertação de ácidos nucleicos. Os métodos de lise não mecânica incluem lise química, 

lise enzimática e choque osmótico (Chen et al., 2023). 
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No LBM do CHUSJ, para realizar a extração de ácidos nucleicos, são utilizados métodos de lise 

não mecânica, nomeadamente lise química e lise enzimática. 

4.1.1. Lise química 

A lise química utilizada na extração de ácidos nucleicos, envolvendo a adição de agentes líticos 

que desintegram as membranas celulares. Detergentes e tampões de lise são comumente 

utilizados como agentes líticos, promovendo a quebra das barreiras celulares.  

Existem diferentes tipos de lise química que podem ser escolhidos dependendo da aplicação 

específica e do tipo de amostra, nomeadamente a lise alcalina e lise com detergentes.  

A lise alcalina envolve o uso de uma solução alcalina, geralmente uma solução de hidróxido de 

sódio (NaOH). O ião OH- reage com a membrana celular e quebra as ligações éster de ácido gordo-

glicerol, tornando subsequentemente a membrana celular permeável, o que promove a libertação 

do conteúdo intracelular (Alexander, 2016).  

A lise química utiliza detergentes para solubilizar lípidos e proteínas da membrana celular, 

criando poros e, eventualmente, lise completa. Os detergentes conseguem lisar as células devido 

à sua capacidade de perturbar as interações hidrofóbicas-hidrofílicas, interações lípido-lípido, 

lípido-proteína e proteína-proteína. Estes podem ser divididos em três categorias com base na 

sua capacidade de transporte de carga, catiónicos, aniónicos e os não iónicos. Para realizar a lise 

celular podem ser utilizados detergentes iónicos fortes como o SDS (dodecil sulfato de sódio), que 

desnatura proteínas na ordem dos segundos ou detergentes não iónicos mais suaves, como o 

Triton X-100, que provocam uma lise mais lenta e não desnaturam as proteínas (Shehadul Islam 

et al., 2017). 

4.1.2. Lise enzimática 

Na lise enzimática, diferentes enzimas são utilizadas para degradar os componentes específicos 

da parede celular ou da membrana celular, dependendo do tipo de organismo alvo. Na lise de 

bactérias, utiliza-se frequentemente a lisozima e a proteínase K que atuam hidrolisando as 

ligações peptidoglicanas na parede celular bacteriana, enfraquecendo-a e levando à lise celular. 

Para a lise de fungos, utiliza-se a enzima liticase, que hidrolisa as ligações de quitina presente na 

parede celular dos fungos (Goldschmidt et al., 2014).  

Para realizar a extração de DNA são adicionadas RNAses ao tampão de lise, pois assim o RNA é 

degradado e o DNA é isolado. Alternativamente, podem ser adicionadas DNAses que promovem 

a degradação do DNA e o RNA é isolado. 

No LBM, para o processo de lise celular, utilizam-se componentes de lise enzimática e lise 

química, como a enzima proteínase K em conjunto com o tampão de lise G2, que é constituído 
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por 800mM de hidrocloreto de guanidina, 30mM Tris-HCl, 30 mM EDTA, 5% Tween 20, 0.5% 

Triton X-100 com pH igual a 8. 

4.2. Purificação de ácidos nucleicos 

A purificação de ácidos nucleicos refere-se à obtenção de DNA e/ou RNA na sua forma pura e 

livre de contaminantes. Após a lise celular, obtêm-se proteínas, restos celulares, e ácidos 

nucleicos. Estes últimos são então purificados de forma a ficarem aptos para análises moleculares 

como Northen blotting, PCR, entre outros (Dairawan & Shetty, 2020).  

Existem diversas técnicas utilizadas para purificação de ácidos nucleicos, como extração com 

fenol/clorofórmio, cromatografia em coluna, extração com sais, extração em fase sólida e 

cromatografia de afinidade (Dairawan & Shetty, 2020). 

Os kits comerciais disponíveis para a extração de DNA e RNA oferecem conveniência, eficiência e 

reprodutibilidade nos procedimentos. As principais vantagens destes kits incluem protocolos 

simplificados, tempo de preparação reduzido, reagentes pré-preparados, economia de espaço e 

recursos, automação, eficiência e rendimento elevados e minimização de contaminação cruzada 

(Li et al., 2021). 

Os kits de extração em fase sólida disponíveis no mercado, baseiam-se maioritariamente na 

ligação dos ácidos nucleicos a um suporte sólido de sílica na presença de um sal caotrópico, como 

é o caso das partículas magnéticas revestidas com sílica e das colunas cromatográficas com matriz 

de sílica (Zou et al., 2017). 

Os ácidos nucleicos, ligam-se à sílica devido a forças eletrostáticas, forças hidrofóbicas e pontes 

de hidrogénio. A sílica é carregada positivamente enquanto os ácidos nucleicos têm carga negativa 

conferida pelos iões fosfato, o que leva à sua interação electroestática promovendo a adsorção dos 

ácidos nucleicos à sílica (Schmitz et al., 2020). O DNA é uma molécula hidrofílica, pois possui 

grupos fosfato e grupos hidroxilo ao longo da sua estrutura. No entanto, há regiões na molécula, 

como as bases nitrogenadas, que têm propriedades hidrofóbicas. Para realizar a extração de 

ácidos nucleicos é, frequentemente, utilizado um tampão caotrópico, como o tiocinato de 

guanidina, que promove simultaneamente a desnaturação de proteínas e a adsorção dos ácidos 

nucleicos. Os agentes caotrópicos têm a capacidade de destabilizar a estrutura do DNA, 

aumentando a exposição de regiões hidrofóbicas, o que favorece a interação com grupos 

hidrofóbicos presentes na sílica. Estes agentes também aumentam a afinidade ácidos nucleicos-

sílica através da desidratação da superfície o que promove pontes de hidrogénio entre os ácidos 

nucleicos e a superfície da sílica, que contém grupos silanol (-SiOH) (Katevatis et al., 2017). 
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4.2.1. Partículas magnéticas 

A extração com partículas magnéticas é uma técnica utilizada para isolar e purificar componentes 

específicos de uma amostra, como ácidos nucleicos, proteínas ou outras biomoléculas (Katevatis 

et al., 2017). 

As partículas magnéticas consistem num núcleo de material magnético, geralmente óxidos de 

ferro, como óxido de ferro superparamagnético (Fe3O4) ou óxido de ferro de cobalto (CoFe2O4), 

revestidas por uma camada de material que pode ser funcionalizada para diversas aplicações. O 

revestimento das partículas magnéticas para além de promover a funcionalização da superfície, 

também tem como objetivo fornecer estabilidade coloidal, impedir a agregação das partículas e 

conferir seletividade na captura dos ácidos nucleicos (Li et al., 2021). 

Neste método de extração, as partículas magnéticas são funcionalizadas com grupos que 

interagem seletivamente com o alvo desejado na amostra, como por exemplo o uso de sílica para 

extrair ácidos nucleicos. A sílica é o revestimento mais utilizado para extrair ácidos nucleicos 

devido à sua biocompatibilidade, não toxicidade, área superficial elevada, baixo preço e facilidade 

de modificação da superfície (Li et al., 2021). 

Após a adsorção da molécula alvo às partículas magnéticas, nas condições iónicas e de pH 

indicadas, é aplicado um campo magnético para atrair as mesmas, permitindo a captura eficiente 

da molécula alvo. Após a captura, o sistema é lavado para remover impurezas e componentes que 

não ligaram às partículas, utilizando tampões de lavagem e por fim etanol. Por último, as 

moléculas alvo são eluídas em tampão de eluição devido a baixas concentrações salinas e podem 

ser utilizadas na técnica molecular apropriada (Fig. 30) (Li et al., 2021). 

No LBM são utilizados dois equipamentos de extração de ácidos nucleicos que utilizam partículas 

magnéticas, o equipamento EZ1 Advanced e o QIAsymphony SP. 

 

 

 

 

Figura 30. Procedimento da técnica de extração e purificação de ácidos nucleicos com utilização de 
partículas magnéticas (adaptado de Qiagen, 2021). 
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 Equipamento EZ1 Advanced e QIAsymphony SP 

A extração de ácidos nucleicos com partículas magnéticas é uma abordagem eficiente e 

automatizável, frequentemente usada no diagnóstico molecular. Como referido anteriormente, é 

uma técnica que utiliza esferas magnéticas funcionalizadas, capazes de se ligar seletivamente a 

ácidos nucleicos, permitindo a sua isolação e posterior purificação. 

Existem diversos métodos e equipamentos para realizar esse processo de forma automatizada, 

incluindo o equipamento EZ1 Advanced e o QIAsymphony SP da empresa Qiagen® (Fig. 31). 

Estes equipamentos efetuam a extração e purificação de ácidos nucleicos de uma vasta gama de 

amostras, incluindo sangue, plasma e outros líquidos biológicos, fezes, exsudados, LCR, tecidos 

biológicos, urina, amostras respiratórias e medula óssea (Uwiringiyeyezu et al., 2022). 

Tanto o EZ1 Advanced como o QIAsymphony SP utilizam a tecnologia de partículas magnéticas 

para extrair DNA e RNA, no entanto o EZ1 advanced tem a capacidade de processar 6 amostras 

em simultâneo num máximo de 43 minutos e o QIAsymphony pode processar no máximo 96 

amostras em lotes de 24 (Phan et al., 2022). 

O equipamento EZ1 Advanced é compatível com uma variedade de kits comerciais com protocolos 

otimizados e reagentes específicos para garantir a extração eficiente de DNA e RNA (Phan et al., 

2022). Alguns desses kits são EZ1 DSP Virus Kit, EZ1 DNA Tissue Kit e EZ1 DNA Blood Kit da 

marca Qiagen®. 

Os kits referidos anteriormente são constituídos por cartuchos com os tampões necessários para 

cada passo da extração de ácidos nucleicos, lise, ligação às partículas magnéticas, lavagem dos 

ácidos nucleicos ligados e eluição dos ácidos nucleicos puros. 

- EZ1 DSP Virus Kit: 

O EZ1 DSP Virus Kit é um kit comercial da marca comercial QIAGEN, para a extração 

automatizada de ácidos nucleicos de vírus em amostras como, plasma, urina, amostras 

respiratórias, exsudados, fezes, LCR e tecidos biológicos (Phan et al., 2022). 

Para extração de DNA e RNA de vírus são utilizados diversos tampões, incluindo o tampão de lise, 

a proteínase k, que é responsável pela degradação das proteínas presentes na amostra, ajudando 

também na libertação dos ácidos nucleicos virais; o tampão de ligação, que fornece todas as 

condições iónicas e pH para os ácidos nucleicos se ligarem às partículas magnéticas; dois tampões 

de lavagem para lavar os ácidos nucleicos aderidos às partículas magnéticas e por fim o tampão 

de eluição, utilizado para remover os ácidos nucleicos das partículas magnéticas.  

Para além destes tampões, também é usado o RNA carrier. Este último, tem como função 

promover a ligação dos ácidos nucleicos à superfície das partículas magnéticas e reduzir a 
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degradação de RNA viral no caso das RNases estarem presentes como contaminantes (Phan et 

al., 2022).  

Os protocolos programados para este tipo de kit permitem a extração de DNA e RNA de amostras 

com volumes de 100, 200 e 400 L e eluição em 60, 90, 120 ou 150 L. 

A preferência é sempre utilizar o maior volume de amostra e utilizar o menor volume de eluição 

(por exemplo 400/60 L), para obter uma maior concentração possível. 

- EZ1 DNA Blood kit: 

Este kit utilização na extração automática de DNA, de diferentes agentes patogénicos, em 

amostras como sangue total e medula óssea.  

Tal como no EZ1 DSP Virus Kit, são necessários tampões para realizar a extração e purificação de 

DNA. Para isso são utilizados o tampão de lise; o tampão de ligação, que proporciona as condições 

ideais para a ligação seletiva do DNA às partículas magnéticas; os tampões de lavagem, para 

remover contaminantes e, por último, o tampão de eluição, que liberta o DNA das partículas 

magnéticas. 

O EZ1 DNA Blood kit também inclui protocolos otimizados para a extração de DNA de amostras 

com 200 e 350 L de volume e podem ser eluídas em 50, 100 ou 200 L. 

Este kit é utilizado para extrair DNA de amostras de sangue para pesquisa de DNA de diferentes 

agentes patogénicos como EBV, Adenovirus, HHV-8, BKV, Plasmodium spp, Trypanosoma cruzi 

e Trypanosoma brucei. 

- EZ1 DNA Tissue Kit: 

O EZ1 DNA Tissue Kit é um kit de extração para purificar DNA de uma variedade de amostras de 

tecido. Tal como os outros kits já referidos, este também utiliza a tecnologia das partículas 

magnéticas para o processo de purificação de ácidos nucleicos, o que permite a remoção eficiente 

de contaminantes e impurezas, resultando em DNA de alta qualidade. 

O procedimento de purificação de ácidos nucleicos utilizando o EZ1 DNA Tissue Kit é semelhante 

ao procedimento do EZ1 DNA Blood kit e EZ1 DSP Virus Kit.   

Após a extração dos ácidos nucleicos, os eluídos podem ser armazenados a 2-8ºC durante 24h ou 

então armazenados entre -80ºC e -20ºC por longos períodos. 
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4.2.2. Colunas de sílica 

Tal como a técnica de purificação com esferas magnéticas, as colunas de sílica baseiam-se na 

capacidade da sílica adsorver seletivamente os ácidos nucleicos em condições específicas, 

proporcionando uma purificação de alta qualidade. 

As colunas utilizadas são geralmente compostas por uma membrana de partículas de sílica 

altamente porosas contidas numa coluna de plástico. O processo de purificação utilizando colunas 

é semelhante ao processo de purificação com partículas magnéticas (Fig. 32). A amostra já tratada 

com tampões e enzimas de lise celular é aplicada à coluna de membrana de sílica. São adicionados 

os tampões de ligação, o que faz com que os ácidos nucleicos presentes na amostra adsorvam à 

sílica na membrana devido a interações hidrofóbicas, electroestáticas e pontes de hidrogénio. 

Após a ligação dos ácidos nucleicos à sílica, a coluna é lavada para remover os contaminantes 

como, proteínas, lípidos e organelas celulares. Os ácidos nucleicos isolados são então eluídos da 

coluna, através da utilização de um tampão com baixa concentração salina, que faz com que os 

ácidos nucleicos se desliguem da sílica (Li et al., 2021). 

Existem várias formas e protocolos para a purificação de ácidos nucleicos com colunas de sílica, 

tanto manuais como automatizados. Os procedimentos manuais requerem mais tempo, por outro 

lado, os sistemas automatizados, permitem um maior rendimento e reprodutibilidade, poupando 

tempo e esforço. Estes sistemas são normalmente utilizados em laboratórios de elevada procura, 

tais como instalações de sequenciação de DNA e laboratórios de diagnóstico clínico. No LBM, 

para realizar o processo de purificação de DNA, é utilizado o equipamento QIAcube Connect 

(QIAGEN). 

A 

Figura 31. Equipamento automatizado de extração e purificação de ácidos nucleicos com utilização 
de partículas magnéticas, A: QIAsymphony, B: EZ1 Advanced XL. 

B 
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 QIAcube Connect 

O QIAcube Connect, da marca comercial QIAGEN, é um avançado sistema de automação 

projetado para simplificar e otimizar o processo de purificação de ácidos nucleicos em 

laboratórios de investigação e de diagnóstico (Fig. 33). Este equipamento realiza a técnica de 

purificação de ácidos nucleicos com a utilização de colunas constituídas por uma membrana de 

sílica. O QIAcube Connect possui uma centrífuga, um agitador aquecido, suporte para reagentes 

e um braço robótico com uma pinça robótica, um sistema de pipetagem, um sensor ótico, um 

sensor ultrassónico e uma luz ultravioleta (UV). 

Tanto a centrífuga como o agitador aquecido têm a capacidade de 12 amostras. O suporte para 6 

reagentes, usados no processo de extração, inclui o tampão AL, o tampão AE, o tampão ATL, os 

tampões de lavagem AW1 e AW2 e Etanol 100%. O braço robótico realiza o procedimento de 

purificação, identificando as amostras, os reagentes, as pontas de pipetas, os rotores e as colunas 

através do sensor ótico. Com o sensor ultrassónico, consegue detetar se os reagentes e as amostras 

contêm os volumes necessários para o procedimento. Após cada procedimento, a luz UV é 

acionada para descontaminar o espaço de trabalho. 

No LBM, o equipamento QIAcube Connect é utilizado para a purificação de DNA de bactérias, de 

parasitas e fungos, a partir de amostras como fezes, buffy do sangue, amostras respiratórias e 

LCR. 

 

Figura 32. Procedimento da técnica de extração e purificação de ácidos nucleicos com utilização de 
colunas de sílica (adaptado de Qiagen, 2014). 
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Figura 33. Equipamento automatizado de extração de ácidos nucleicos com 
utilização de colunas de sílica, QIAcube Connect (Qiagen) 
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5. Amplificação de DNA 

5.1. PCR 

A Reação em Cadeia da Polimerase, mais conhecida como PCR (Polymerase Chain Reaction), é 

uma técnica da biologia molecular que revolucionou a forma como se estudam os ácidos nucleicos. 

Desenvolvida na década de 1980 pelo químico americano Kary Mullis, a PCR tornou possível a 

rápida amplificação de fragmentos específicos de DNA, mesmo partindo de quantidades iniciais 

diminutas. A PCR desempenhou um papel crucial em inúmeras aplicações, desde a investigação 

básica até a medicina forense, a genética e a biotecnologia (Ali et al., 2018). 

A PCR é uma reação enzimática que amplifica o DNA, in vitro, usando um DNA "template" como 

molde, e duas pequenas sequências de DNA em cadeia simples, os primers, complementares às 

sequências que flanqueiam o fragmento a amplificar. A amplificação é catalisada pela enzima Taq 

polimerase, em presença do tampão de reação, desoxirribonucleótidos trifosfatados (dNTPs) e, 

como cofator, o ião Magnésio (Ali et al., 2018). 

 

5.1.1. Princípios e processo da técnica PCR 

A reação de PCR, normalmente, está dividida em três fases: a desnaturação, a hibridação dos 

primers (annealing) e a extensão, embora seja comum, em ensaios de diagnóstico, o ciclo de duas 

fases, uma de desnaturação e uma combinação entre a fase de annealing e a fase de extensão (Fig. 

34). Quando a temperatura de annealing é suficientemente próxima da temperatura da fase de 

extensão, estas podem ser combinadas numa única fase (Hawkins & Guest, 2017). 

Na primeira fase devido a temperaturas elevadas (94ºC – 96ºC), o DNA desnatura-se em duas 

cadeias simples, através da quebra de ligações de hidrogénio entre as bases azotadas.  Na fase de 

annealing, a temperatura é reduzida para 50ºC – 65ºC, dependendo essencialmente do tamanho 

e sequência dos primers utilizados, permitindo a hibridação de cada primer com a sequência 

complementar, no DNA alvo. A temperatura de melting dos primers pode ser calculada utilizando 

a equação de Wallace: 

Tm = 2(A + T) + 4(G + C), 

 

onde (A + T) e (G + C) é respetivamente o número de adeninas e timinas e o número de guaninas 

e citosinas presentes no primer. A temperatura de melting (Tm) é definida como “a temperatura 

em que metade das sequências alvo hibridizaram com os primers complementares”. A 

temperatura de annealing é próxima da temperatura de melting, podendo diferir desta em 2 a 

4ºC (Green & Sambrook, 2018).  
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A especificidade dos produtos de PCR é determinada pela temperatura de annealing. Durante 

esta fase, a temperatura da reação deve permitir que os primers se liguem apenas às regiões de 

complementaridade total no DNA alvo (Wada et al., 2023). 

Na fase de extensão da PCR, a enzima DNA polimerase termoestável (Taq polimerase) polimeriza 

uma nova cadeia de DNA, complementar ao molde do DNA original, numa temperatura de 

aproximadamente 72°C. A DNA polimerase copia a cadeia molde a partir dos primers que 

hibridaram previamente com o DNA alvo, incorporando dNTPs (Green & Sambrook, 2018). 

No final de cada ciclo, o número de moléculas teoricamente duplica. Portanto, após n ciclos de 

PCR, a sequência alvo será amplificada 2n vezes (Fig. 34). Todas as etapas são executadas num 

termociclador, programável, que controla com precisão a temperatura de cada etapa, o tempo de 

reação a cada temperatura e o número de repetições (ciclos). De maneira ideal, após 20 ciclos de 

PCR, a amplificação é de um milhão de vezes e, após 30 ciclos, é de um bilião de vezes. Na 

realidade, a amplificação pode não ser 100% eficiente, devido à limitação por um dos reagentes 

ou à presença de inibidores da DNA polimerase. Nestas situações, a amplificação total é 

representada pela expressão (1 + e)^n, onde e representa a eficiência da reação de amplificação 

(0 < e < 1) e n, o número total de ciclos (McPherson & Pincus, 2022). 

 

5.1.2. Componentes PCR 

Para realizar a reação de PCR, é necessário o DNA molde e uma mistura de reagentes denominada 

de Master Mix que contem: desoxirribonucleótidos trifosfatados (dATP, dTTP, dCTP, dGTP), 2 

primers, a DNA polimerase termorresistente (Taq polimerase), o cofator Magnésio, e o tampão 

de reação (Ali et al., 2018). 

Figura 34. Representação gráfica da reação de PCR (Polymerase Chain Reaction) (adaptado de 
https://pt.wikipedia.org/wiki/Reação_em_cadeia_da_polimerase) 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Reação_em_cadeia_da_polimerase
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 dNTPs 

Os desoxirribonucleótidos trifosfatados (dNTPs) são os substratos utilizados pela DNA 

polimerase para sintetizar a cadeia de DNA durante a replicação do mesmo. Os dNTPs (dATP, 

dCTP, dGTP, dTTP) são nucleótidos do DNA formados por uma base azotada (adenina - A, timina 

- T, citosina - C e guanina - G) ligada a um açúcar desoxirribose e três grupos fosfato (Wada et al., 

2023). Durante a síntese, a DNA polimerase catalisa a adição de dNTPs complementares à cadeia 

molde de DNA estabelecendo pontes de hidrogénio, seguindo as regras de emparelhamento (A 

com T e C com G) (Wada et al., 2023). 

Nas reações de PCR, as concentrações de cada dNTP devem ser iguais para garantir que haja 

quantidades equimolares de cada nucleótido disponíveis para a síntese de DNA e para manter a 

eficiência e a precisão da reação de amplificação do DNA. 

 Primers 

Os primers são oligonucleótidos curtos de DNA, de 15 a 30 nucleótidos, sintetizados em 

laboratório, desenhados para se ligarem especificamente às extremidades da sequência a 

amplificar (Rodríguez et al. 2015). É necessário um par de primers, constituído por um primer 

forward (oligonucleótido direto) e um primer reverse (oligonucleótido reverso). Cada um dos 

primers é complementar às extremidades 3' de cada uma das cadeias, a sense e a  antisense (Wada 

et al., 2023). 

Durante a PCR, depois da desnaturação do DNA, a temperatura é reduzida na fase de annealing, 

permitindo que os primers se liguem especificamente às sequências complementares do DNA 

alvo, iniciando-se então a síntese de DNA. Os d0is primers devem ter temperaturas de fusão (Tm) 

semelhantes, para garantir a eficiência da amplificação (Wada et al., 2023). 

O desenho dos primers requer uma análise criteriosa, com softwares apropriados, levando em 

conta o tamanho do fragmento pretendido, o conteúdo de GC que deve ser entre 30-80 %, a 

prevenção da formação de dímeros e a garantia de especificidade para o alvo pretendido. 

Adicionalmente, é crucial realizar a verificação de potenciais interações secundárias e excluir 

amplificações inespecíficas para garantir o sucesso da amplificação (Rodríguez et al. 2015). 

 DNA Polimerase 

A DNA polimerase é uma que catalisa a adição de dNTPs à extremidade 3’ de uma cadeia de DNA, 

utilizando a outra cadeia de DNA como molde (Oscorbin & Filipenko, 2023). 

A DNA polimerase utilizada na técnica de PCR é a Taq polimerase, uma enzima isolada da bactéria 

termófila Thermus aquaticus. A bactéria Thermus aquaticus é encontrada em ambientes 

extremos de temperatura, como fontes termais e, devido a esse motivo, a Taq polimerase 

apresenta termoestabilidade. Sendo resistente ao calor, permanece estável em temperaturas 
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elevadas, o que permite que a desnaturação das cadeias de DNA ocorram a 95ºC sem inativar a 

enzima, sendo a sua máxima atividade a temperaturas acima de 70ºC (Wada et al., 2023). 

 Tampão 

O tampão utilizado na técnica de PCR é uma solução que fornece as condições ideais para a 

atividade da Taq DNA polimerase: a manutenção do pH, estabilidade da DNA polimerase, 

melhoramento da especificidade da amplificação e da desnaturação do DNA (Gadkar & Filion, 

2014). 

 Cloreto de magnésio (MgCl2) 

A presença o ião Mg2+ é necessária para o ótimo funcionamento da Taq polimerase, uma vez que 

atua como cofator, facilitando a ligação do complexo primer-DNA alvo e dos dNTPs necessários 

para a síntese de DNA. Durante a reação, os iões de magnésio ligam-se ao local ativo da enzima e 

aumentam a sua capacidade de realizar a reação. Como resultado, a capacidade da Taq DNA 

polimerase para adicionar dNTPs às cadeias de DNA em crescimento é melhorada. Além disso, os 

iões Mg2+ também se ligam ao grupo fosfato PO3- e reduzem a barreira eletrostática entre as 

cadeias de DNA, permitindo a polimerização dos dNTPs e a ligação dos primers à cadeia alvo do 

DNA.  

A concentração ideal de MgCl2 varia, dependendo da Taq polimerase utilizada, bem como das 

condições específicas da reação, como a temperatura e a composição do tampão de reação. A falta 

ou excesso de MgCl2 tem um impacto significativo na eficiência e na especificidade da técnica PCR. 

Muita concentração de Mg2+ facilita a formação de dímeros de primers ou uma amplificação 

inespecífica do DNA. Por outro lado, a baixa concentração de Mg2+ dificulta a atividade da DNA 

polimerase (Wada et al., 2023). 

 

5.1.3. Aplicações da PCR 

A técnica PCR revolucionou os campos da investigação e da medicina ao permitir a amplificação 

de sequências de DNA específicas, mesmo a partir de quantidades mínimas de DNA. Na 

investigação, a PCR é amplamente utilizada para estudar a expressão genética, a variação genética 

e o diagnóstico de doenças infeciosas. Por exemplo, a PCR é o primeiro passo de um estudo de 

mutações em células cancerígenas ou identificação de marcadores genéticos associados a 

determinadas características ou doenças. A PCR desempenha um papel crucial no diagnóstico de 

doenças infeciosas como a COVID-19, o VIH e a hepatite, detetando a presença de DNA viral ou 

bacteriano em amostras de doentes. Além disso, a PCR é utilizada em medicina forense para 

analisar provas de DNA em investigações criminais e também testes de parentesco. A 

versatilidade e a sensibilidade da PCR tornam-na uma ferramenta indispensável em várias 

aplicações nas comunidades científica e médica (Laurén et al., 2021). 
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5.2. PCR em tempo real 

A PCR Quantitativa, também conhecida como PCR em Tempo Real ou qPCR (quantitative 

polymerase chain reaction), é uma variante da técnica de PCR que permite não apenas amplificar, 

mas também quantificar e DNA ou cDNA (DNA complementar). Esta técnica é uma ferramenta 

poderosa para a determinação precisa do número de cópias de uma sequência de DNA específica, 

com tempo de resposta rápido e elevada especificidade, o que a torna uma ferramenta essencial 

numa vasta gama de aplicações como a investigação, o diagnóstico, o controlo de qualidade e em 

muitas outras aplicações biológicas e clínicas (Yao et al., 2022). 

A PCR quantitativa baseia-se no mesmo princípio da técnica PCR convencional, envolvendo a 

amplificação de uma sequência de DNA específica. A diferença fundamental é que a qPCR emite 

um sinal de fluorescência em cada ciclo, em tempo real, que permite medir a quantidade de DNA 

(ou cDNA) amplificado a cada ciclo. Isso é conseguido pelo uso de sondas de fluorescência ou 

corantes fluorescentes que se ligam especificamente ao DNA em síntese, à medida que a reação 

de PCR progride (Konovalova et al., 2022) 

Uma das principais vantagens da qPCR é a capacidade de monitorizar a amplificação do DNA em 

tempo real, permitindo a análise quantitativa do DNA alvo a partir de uma fonte de DNA. Esta 

monitorização em tempo real elimina a necessidade de processamento pós-PCR, como a 

eletroforese em gel, reduzindo o tempo e o risco de contaminação. A qPCR é mais precisa e 

também mais sensível e pode detetar níveis baixos do DNA alvo, em comparação com a PCR 

convencional. A sua maior sensibilidade torna-a particularmente útil na deteção de doenças 

infeciosas ou na monitorização dos níveis de expressão génica.  

 PCR “touchdown” 

A PCR touchdown é uma estratégia utilizada para melhorar a especificidade e a eficiência da 

Reação em Cadeia da Polimerase (PCR). Nesta técnica, a temperatura de annealing é reduzida 

gradualmente em cada ciclo, começando a uma temperatura superior, 5 – 10 ºC, à temperatura 

de fusão dos primers e diminuindo até atingir a temperatura de fusão ideal para os primers 

específicos (Korbie & Mattick, 2008). 

A principal vantagem da PCR touchdown é a redução da formação de produtos inespecíficos. Ao 

iniciar a PCR com uma temperatura de annealing mais alta, apenas primers com especificidade 

total conseguem ligar-se ao DNA alvo. Conforme a temperatura de annealing é reduzida em cada 

ciclo subsequente, primers menos específicos podem se ligar, permitindo a amplificação de 

sequências mais divergentes, mas apenas após a amplificação das sequências mais específicas 

(Korbie & Mattick, 2008). 

Essa abordagem progressiva promove a amplificação seletiva de regiões específicas, reduzindo a 

formação de produtos inespecíficos e melhorando a eficiência global da PCR. A estratégia de PCR 

touchdown é amplamente utilizada em estudos nos quais a especificidade da amplificação é 
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crucial, como em testes de diagnóstico e na análise de amostras complexas (Green & Sambrook 

2018).  

Este tipo de técnica é utilizado no LBM para detetar alguns microorganismos como as bactérias 

Clostridium difficile, Leptospira spp, Kingella kingae e Actinomyces spp, os fungos Candida 

albicans e Sporothrix schenckii e o vírus HHV8. 

 

5.2.1. Tecnologias de deteção 

Para detetar o produto da reação de PCR em tempo real são utilizados dois tipos de sistemas: não 

específicos e específicos. Os não específicos utilizam um corante fluorescente que se intercala nas 

moléculas de DNA de cadeia dupla e emite uma fluorescência quando excitado. Este sistema é 

relativamente barato e versátil, no entanto não é tão específico sendo suscetível a falsos positivos. 

Os sistemas de deteção específicos baseiam-se em sondas de transferência de energia por 

ressonância fluorescente que reconhecem especificamente a sequência alvo, o que os torna os 

sistemas de eleição para os ensaios de deteção molecular aqui descritos. Estes sistemas específicos 

são mais dispendiosos do que os não específicos e exigem utilização de sondas sofisticadas. 

Atualmente, são utilizados dois tipos de sondas, incluindo: hidrólise e hibridização (Castillo et al., 

2011). 

A emissão da fluorescência pela ligação das sondas ou dos corantes ao DNA é detetada pelo 

termociclador (Fig. 35). O termociclador é um equipamento constituído por um bloco de 

aquecimento e arrefecimento, sendo este módulo responsável pelo controlo preciso da 

temperatura durante cada passo da qPCR (desnaturação, annealing e extensão); LEDs de 

excitação para os diferentes canais e sensores óticos, que emitem luz no comprimento de onda 

certo para excitar a sonda fluorescente ou o SYBR Green, e detetar a sua fluorescência em tempo 

real e, por último, o software de programação que controla os parâmetros do ciclo térmico, a 

recolha de dados e a respetiva análise (Navarro et al., 2015). 

 

 

 

 

 

 

 Figura 35. Termociclador Rotor-Gene Q 
da marca QIAGEN 
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5.2.1.1. Corante intercalante 

Os corantes intercalantes intercalam-se entre as bases azotas do DNA de cadeia dupla e emitem 

fluorescência quando excitados no comprimento de luz adequado. Existem diversos tipos de 

corantes intercalantes, como o EvaGreen, o SYTO, o BEBO, o BOXTO e o SYBR Green, sendo este 

último o mais utilizado (Navarro et al., 2015). 

 SYBR Green 

O SYBR Green é um dos corantes intercalantes mais utilizados na PCR em tempo real, 

principalmente devido à sua relação custo-benefício e versatilidade.  

O SYBR Green possui duas cargas positivas em condições normais de reação de PCR, o que 

contribui para a sua elevada afinidade de ligação à cadeia dupla de DNA, uma vez que têm cargas 

opostas. Este corante liga-se ao sulco menor da cadeia dupla de DNA e emite fluorescência quando 

ligado, o que permite a monitorização em tempo real das reações de amplificação. Se, durante a 

reação de PCR se formarem produtos inespecíficos e dímeros de primers o SYBR Green irá ligar-

se também a esses produtos e emitir fluorescência. Para evitar erros de quantificação na qPCR, é 

necessário verificar a possível existência desses produtos inespecíficos, procedendo-se à análise 

da curva da Tm (Navarro et al., 2015). 

O SYBR Green é utilizado principalmente na deteção de agentes patogénicos, expressão génica, 

deteção de mutações e deteção de organismos geneticamente modificados. No entanto, este 

apresenta algumas limitações como instabilidade limitada, reduzida especificidade e inibição da 

reação PCR (Navarro et al., 2015). 

5.2.1.2. Sondas de hidrólise 

As sondas de hidrólise e de hibridização, utilizadas no qPCR, diferem nos mecanismos base e 

métodos de deteção. As sondas de hidrólise, desenhadas para cada sequência em análise, só 

hibridizam se encontrarem a sequência específica em estudo e, o seu funcionamento tem como 

base a atividade exonucleásica  da Taq DNA polimerase. Durante a amplificação, a Taq polimerase 

cliva a sonda, hibridada no momento do annealing, emitindo fluorescência resultante da 

degradação da mesma. 

 Sondas TaqMan 

As sondas de hidrólise TaqMan são oligonucleótidos em cadeia simples com tamanho de 17 a 35 

nucleótidos, projetados para se ligarem especificamente ao DNA alvo, em análise, durante a 

reação de PCR em tempo real. Estas são marcadas com um fluoróforo repórter na extremidade 5’ 

e um quencher na extremidade 3’, que devem estar separados por 7 a 15 nucleótidos. Quando a 

sonda está intacta e é excitada por uma fonte de luz, o quencher absorve a fluorescência emitida 

pelo fluoróforo repórter devido à sua proximidade física. Este processo é conhecido como 
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transferência de energia por ressonância de fluorescência (FRET). Durante a fase de annealing 

da reação de PCR em tempo real, a sonda liga-se à sequência alvo, se esta estiver presente, entre 

o primer forward e o primer reverse, pelo princípio da complementaridade. Posteriormente, na 

fase de extensão, a sonda será clivada pela atividade exonucleolítica da DNA polimerase. Este 

processo leva à separação do fluoróforo repórter do quencher permitindo a emissão de 

fluorescência (Fig. 36). O sinal de fluorescência emitido é diretamente proporcional à quantidade 

de DNA alvo presente na amostra, o que permite uma quantificação precisa do DNA alvo (Singh 

& Roy-Chowdhuri, 2016).  

As sondas TaqMan são altamente específicas, proporcionam uma deteção com elevada 

sensibilidade, permitem a quantificação absoluta da quantidade de DNA alvo presente na amostra 

e reduzem os resultados falsos positivos. 

 

 

 

 

 

 Sondas MGB 

Tal como as sondas TaqMan, as sondas MGB (Minor Groove Binder) são um tipo especializado 

de sondas de hidrólise utilizadas em técnicas como PCR em tempo real, para a deteção e 

quantificação de sequências específicas de DNA (Navarro et al., 2015). 

As sondas MGB têm uma estrutura e atividade muito semelhante às sondas TaqMan. Assim como 

as sondas de hidrólise, as sondas MGB são marcadas por um quencher na extremidade 3’ e um 

fluoróforo repórter na extremidade 5’ (Fig. 37). A única diferença das sondas de hidrólise 

mencionadas é a utilização de um ligando MGB (Navarro et al., 2015). 

Os ligandos MGB são tripeptídeos que formam uma ligação não covalente com o sulco menor da 

cadeia dupla de DNA. Estes ligam-se seletivamente a sequências ricas em AT, favorecendo a 

inclusão de anéis aromáticos por interações de Van der Waals e electroestáticas. Esta interação 

produz uma distorção mínima na “espinha dorsal” das ligações fosfodiéster, mas estabiliza ainda 

mais a estrutura do DNA (Navarro et al., 2015). 

A interação entre a sonda MGB e o DNA alvo aumenta a estabilidade do complexo sonda-DNA, o 

que resulta numa maior especificidade e sensibilidade na deteção do DNA alvo de interesse e 

aumenta também a Tm da sonda, o que permite o uso de sondas mais curtas (Navarro et al., 2015). 

Figura 36. Estrutura e mecanismo de ação das sondas TaqMan (adaptado de Navarro et 
al., 2015). 
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5.2.1.3. Sondas de hibridação 

As sondas de hibridização e de hidrólise são diferentes nos mecanismos de deteção e de utilização, 

sendo a principal diferença o facto e das sondas de hibridação não serem degradadas durante a 

reação de amplificação. 

 Sondas FRET 

As sondas FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer) correspondem a um par de 

oligonucleótidos que detetam o DNA alvo através da medição da transferência de energia entre 

um par de fluoróforos (Navarro et al., 2015). 

A primeira sonda FRET é constituída por um fluoróforo dador na extremidade 3’ e a segunda 

sonda possui um fluoróforo aceitador na extremidade 5’ e um grupo fosfato na extremidade 3’.  

As sequências das duas sondas é desenhada de forma que estas hibridem em locais adjacentes no 

DNA alvo aquando do annealing. Na fase de annealing, as sondas hibridam com o DNA alvo e o 

fluoróforo dador da primeira sonda, que tem o comprimento de onda de excitação mais curto, é 

excitado. Após excitação, o fluoróforo dador transfere toda a sua energia de emissão para o 

aceitador que, por sua vez, é excitado e emite fluorescência, num comprimento de onda superior 

ao do repórter. Essa transferência da energia entre os fluoróforos depende fortemente da 

distância e do alinhamento entre eles (Fig. 38) (Mohamed et al., 2018). 

 

 

 

 

Figura 37. Estrutura e mecanismo de ação das sondas de hidrólise MGB-TaqMan 
(adaptado de Navarro et al., 2015). 
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 Sondas Molecular Beacons 

As sondas Molecular Beacons são um tipo de oligonucleótidos de cadeia simples no formato de 

um gancho de cabelo, duplamente marcadas com um grupo repórter fluorescente na extremidade 

5’ e um grupo supressor de fluorescência (quencher) na extremidade 3’. 

As sondas Molecular Beacons são constituídas por uma sequência loop, uma sequência 

complementar entre si e as moléculas sinalizadoras (repórter e quencher) (Fig. 39). A sequência 

loop da sonda contém a sequência complementar do DNA alvo, que deve conter entre 15 e 30 

nucleótidos não complementares entre si. O aumento do tamanho da sequência loop leva a uma 

maior afinidade, mas também resulta numa menor especificidade. Depois de selecionar a 

sequência específica da sonda, são adicionadas duas sequências complementares a cada lado da 

sequência da sonda para servir de sequência de haste que liga a sequência loop às moléculas 

sinalizadoras. A sequência de haste contém entre 5 e 7 pb e deve ter uma Tm superior entre 7 e 

10ºC  à temperatura de deteção (Zheng et al., 2015). As moléculas sinalizadoras são constituídas 

por dois elementos: um fluoróforo repórter e um supressor quencher. Os fluoróforos mais 

utilizados são o ácido 5-(20-aminoetil) aminonaftaleno-1-sulfónico (EDNAS), a fluoresceína 

(FAM), a tetracloro-6-carboxifluoresceína (TET), a hexacloro-6-carboxifluoresceína (HEX), a 

tetrametilrodamina (TAMRA), 4,5-dicloro-dimetoxi-fluoresceína (JOE) e a 5-carboxirrodamina-

X (ROX) (Han et al., 2013). É fundamental selecionar adequadamente um quencher para capturar 

a fluorescência do repórter enquanto a sonda não hibridiza, para não gerar sinal de fundo (ruído). 

Existem diferentes tipos de supressores como as nanopartículas de ouro, os nanotubos de 

carbono, o óxido de grafeno e o Dabcyl (ácido 4-(40-dimetilaminofenilazo) benzoico), sendo este 

último o mais utilizado (Zheng et al., 2015).   

Durante a fase de annealing, a sonda altera a sua conformação de gancho de cabelo para uma 

conformação linear para conseguir hibridar com o DNA alvo. Quando a hibridação acontece, o 

repórter e o quencher são separados, o que gera um sinal fluorescente pelo fluoróforo repórter 

que pode ser medido quantitativamente pelos termocicladores de qPCR (Zheng et al., 2015).  

Figura 38. Estrutura e mecanismo de ação das sondas de hibridização FRET (adaptado de 
Navarro et al., 2015). 
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Como já referido, este tipo de sondas não são degradadas durante a reação de qPCR, pelo que 

podem ser utilizadas mais do que uma vez na reação de PCR e também se pode acompanhar as 

Tm da reação. 

 

 

 

 

 

 

 

Ao escolher entre sondas e corantes para PCR em tempo real, é importante avaliar vários fatores.  

As sondas são altamente específicas, detetando apenas sequências-alvo e oferecem maior 

sensibilidade do que os corantes intercalantes, graças à deteção por interação fluoróforo-

quencher. Por outro lado, os corantes intercalantes, como o SYBR Green, são fáceis de usar e mais 

versáteis, enquanto cada sonda só pode ser utilizada para uma sequência específica. O SYBRGreen 

é económico e ideal para quantificar produtos de PCR, no entanto, apresenta ainda uma grande 

desvantagem, como as ligações não específicas e os dímeros de primers, tornando-se obrigatório 

traçar uma curva de melting no final de cada reação qPCR . 

Na PCR em tempo real, o uso de sondas e corantes apresentam desvantagens. Uma delas é o risco 

de ligações não específicas ou sinais de fundo, que podem levar a falsos positivos. Isso é 

especialmente problemático ao detetar alvos com baixa concentração ou ao trabalhar com 

amostras complexas com várias sequências de ácidos nucleicos. Além disso, algumas sondas e 

corantes podem ter especificidade e sensibilidade limitadas, sendo necessário otimizar as 

condições da reação para minimizar esses problemas. Apesar dos desafios já referidos, os esforços 

de pesquisa estão focados na criação de sondas e novos corantes melhorados.  

 

5.3. Variações da qPCR 

A técnica de PCR pode ter diferentes objetivos com as devidas adaptações, como a PCR do produto 

da Transcrição Reversa (RT-PCR), Nested PCR ou PCR múltiplo (Multiplex PCR). 

 

 

Figura 39. Estrutura e mecanismo de ação das sondas de hibridização Molecular 
Beacons (adaptado de Navarro et al., 2015). 
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5.3.1.  RT-PCR 

RT-PCR (Reverse transcription polymerase chain reacti0n) permite a amplificação de um cDNA 

(DNA complementar), resultante da transcrição reversa numa sequência de RNA (Green & 

Sambrook, 2018). 

As polimerases utilizadas nas reações de PCR requerem DNA como substrato, sendo necessário 

passar o RNA para DNA. Este processo começa com a transcrição reversa do RNA, utilizando a 

transcriptase reversa, para cDNA. A transcriptase reversa necessita de um primer complementar 

ao RNA para iniciar a síntese do cDNA. Esse primer pode ser oligo-dT, que se liga à região de 

poliadenilação do mRNA (RNA mensageiro eucariótico), ou um primer específico da sequência 

alvo. O cDNA resultante é então utilizado como molde para a amplificação por PCR, tornando 

possível o estudo dos níveis de expressão génica e a deteção de vírus de RNA (Green & Sambrook, 

2018). 

A RT-PCR tem sido amplamente utilizada em vários domínios, incluindo o diagnóstico médico, a 

ciência forense e outros. A RT-PCR é uma ferramenta poderosa para a análise de amostras de 

RNA com elevada sensibilidade e especificidade, combinando a transcrição reversa e a PCR numa 

única reação (Green & Sambrook, 2018). 

 

5.3.2.  Nested PCR 

A técnica Nested PCR, tal como o nome indica, é uma variação da PCR convencional que oferece 

maior sensibilidade e especificidade (Nazir et al., 2019).   

Esta envolve duas etapas de amplificação de DNA: na primeira, são utilizados primers externos 

para amplificar a região de interesse. Depois, acontece uma segunda amplificação, na qual é usado 

um segundo conjunto de primers internos que se ligam aos produtos amplificados da primeira 

reação (Green & Sambrook, 2019). 

Como são efetuadas duas amplificações repetidas, esta técnica permite obter uma maior 

sensibilidade, redução de amplificação de produtos não específicos e minimização da 

contaminação cruzada (Green & Sambrook, 2019). 

Esta variante é especialmente útil quando se trabalha com amostras que contêm baixas 

concentrações do DNA alvo ou quando se lida com sequências estreitamente relacionadas que 

podem levar a uma amplificação não específica. 
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5.3.3.  Multiplex PCR 

A PCR Multiplex representa uma ferramenta poderosa na biologia molecular, permitindo a 

amplificação simultânea de múltiplos alvos genéticos, numa única reação. Para obter a deteção 

de múltiplos alvos, esta técnica utiliza diferentes pares de primers, um par para cada alvo de DNA. 

Para além do uso de diferentes pares de primers, esta técnica, requer o uso de sondas marcadas 

com diferentes corantes fluorescentes, para se conseguir diferenciar o resultado de cada alvo. Ao 

permitir a amplificação de vários alvos numa única reação, a PCR Multiplex economiza tempo e 

reagentes em comparação com a realização de várias reações de PCR separadas (Hawkins & 

Guest, 2017). 

No entanto, esta técnica ainda possui alguns desafios que necessitam ser ultrapassados. Como se 

pretende amplificar dois ou mais alvos na mesma reação, estes competem pelos mesmos 

reagentes da reação e com isso podem conseguir inibir-se uns aos outros. O facto de ter mais do 

que um par de primers na reação aumenta o risco de obtenção de produtos inespecíficos devido 

à formação de dímeros de primers (Hawkins & Guest, 2017). 

O objetivo da PCR Multiplex é detetar com precisão cada alvo pretendido, sem interferências 

como competição ou inibição entre os diferentes alvos. Para otimizar a reação PCR Multiplex 

deve-se ter em consideração diversos fatores: os diferentes primers utilizados na reação não 

devem conter complementaridade a outros primers presentes na reação, para evitar a formação 

de dímeros de primers e a Tm deve ser aproximadamente a mesma para todos os primers da 

reação, para obter a mesma eficiência em cada amplificação (Hawkins & Guest, 2017). 

 

5.4. Análise dos resultados  

A análise rigorosa dos resultados de PCR em tempo real é fundamental para interpretar 

corretamente os dados e extrair informações relevantes sobre a quantidade e presença dos alvos 

de interesse na amostra. Esta análise pode ser obtida através das curvas de amplificação, das 

curvas de melting e das curvas padrão. 

 

5.4.1. Curvas de amplificação 

Os softwares de análise de dados de PCR em tempo real recolhem, os aumentos de fluorescência 

ao longo dos ciclos, resultando na curva de amplificação típica, representada na Fig. 40. As curvas 

de amplificação podem ser divididas em duas fases, nomeadamente a fase exponencial e a fase de 

plateau ou estacionária. 
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A fase do crescimento exponencial é caracterizada por uma duplicação da quantidade do DNA 

alvo em cada ciclo de reação de qPCR, em que o sinal de fluorescência aumenta 

proporcionalmente à quantidade de DNA amplificado. O sinal de fluorescência gerado durante 

esta fase pode ser determinado através da análise do valor do limiar do ciclo (Ct, Cycle threshold), 

que corresponde ao ponto em que o DNA alvo atinge um nível detetável, acima do ruído de fundo. 

Esta informação é essencial para quantificar a quantidade de DNA alvo presente na amostra e 

pode ser utilizada para calcular o número inicial de cópias do modelo de DNA. Quanto menor for 

o valor de Ct maior será a quantidade inicial de DNA alvo (Smith & Osborn, 2009). 

A fase estacionária, por outro lado, ocorre quando a reação atinge um patamar e o sinal de 

fluorescência não aumenta linearmente com cada ciclo, por limitação de um dos componentes da 

reação. Esta fase indica que a reação de PCR está a aproximar-se da saturação e a amplificação 

adicional pode não refletir com precisão a concentração inicial do modelo. A compreensão destas 

duas fases é necessária para interpretar os dados de qPCR e garantir a validade dos resultados 

obtidos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.4.2. Curvas de melting 

As curvas de melting em tempo real, também conhecidas como curvas de dissociação, são 

utilizadas na técnica de PCR em tempo real para determinar a temperatura na qual os produtos 

amplificados começam a se dissociar em cadeias simples de DNA (Fig. 41 A). Essas curvas são 

geradas medindo a fluorescência do corante ou dos fluoróforos após cada ciclo de amplificação, 

enquanto a temperatura é aumentada lentamente. Quando os produtos amplificados começam a 

se desassociar, a fluorescência diminui.  

Figura 40. Gráfico da curva de amplificação de uma reção de PCR em 
tempo real (adaptado de Santos et al., 2023). 

Ct – Cycle threshold. 
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As curvas de melting são úteis para a análise pós-PCR, permitindo a identificação de diferentes 

sequências de DNA com base nas suas temperaturas de dissociação. Geralmente, cada produto de 

PCR de DNA tem uma temperatura de dissociação característica, que pode ser usada para 

distinguir entre diferentes produtos amplificados na mesma reação (Fig. 41 B). 

O gráfico da curva de melting é representado por picos e vales que correspondem às transições de 

fase (DNA cadeia dupla e DNA cadeia simples) (Fig. 41 B).  

As principais vantagens das curvas de melting são a identificação de produtos não específicos, 

uma vez que cada produto tem a sua própria Tm, análise de PCR Multiplex e redução da 

necessidade de eletroforese em gel. 
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Figura 41. Representação gráfica da curva de melting de um ensaio de PCR em tempo real (A) 
(Tavares, 2012). Gráfico da primeira derivada da curva de melting (B) (Prada-Arismendy & 

Castellanos, 2011). 
dF/dT – derivada da curva de melting em relação à temperatura; Tm – temperatura de 

melting. 
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5.4.3. Quantificação dos resultados 

A quantificação das sequências de DNA ou cDNA alvo, de uma concentração desconhecida é 

determinada a partir dos valores Ct, e pode ser descrita em termos relativos ou absolutos.  

A quantificação relativa baseia-se em comparar a expressão do DNA alvo com um DNA padrão, 

sendo o método da comparação do limiar (2-ΔΔCt) e o mais utilizado. Para este método, é calculada 

a diferença entre os valores Ct do gene alvo e do gene de referência, o qual geralmente é um gene 

housekeeping. Isso resulta no valor ΔCt, que representa a diferença na expressão do gene alvo em 

relação ao gene de referência para cada amostra. Quanto menor o valor de Ct, maior é a 

quantidade de DNA alvo, pois atinge-se o limiar com um menor número de ciclos (Ruiz-Villalba 

et al., 2021). 

Se existirem diferentes grupos experimentais, por exemplo, tratamento vs. controlo, o ΔCt do 

grupo de controlo é subtraído do ΔCt do grupo de tratamento. Isso resulta no valor ΔΔCt, que 

reflete a diferença na expressão do gene alvo em relação ao grupo de controlo entre as condições 

experimentais, e pode ser calculada usando a fórmula 2-ΔΔCt. Para que o cálculo da fórmula seja 

válido, tanto a eficiência da amplificação do DNA alvo como a do DNA de referência devem ser 

aproximadamente iguais (Ruiz-Villalba et al., 2021). 

Em contraste com a quantificação relativa, que compara a expressão génica entre diferentes 

condições, a quantificação absoluta fornece um valor numérico absoluto da quantidade de 

material genético presente nas amostras. Nesta técnica, determina-se o número exato de cópias 

do DNA alvo. Isso é feito a partir de uma curva padrão, gerada após diversas amplificações do 

gene alvo presente numa gama de concentrações iniciais do modelo, sendo depois determinados 

os valores Ct para cada concentração do modelo. Subsequentemente, é traçada uma regressão 

linear simples destes valores Ct em relação ao logaritmo do número de cópias inicial (Fig. 42). O 

sinal de fluorescência das amostras desconhecidas é então comparado à curva-padrão para 

determinar a quantidade absoluta de material genético presente em cada amostra (Smith & 

Osborn, 2009).   
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Figura 42. Gráfico da curva-padrão determinada após sucessivas diluições de amostras com 
concentrações de DNA alvo conhecidas (adaptado de Smith & Osborn, 2009). 
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6. Controlo de Qualidade  

O controlo de qualidade das análises efetuadas pode ser interno, realizado pelos próprios técnicos 

do laboratório, ou externo, adquirido a um grupo ou entidade externa ao laboratório, denominado 

por avaliação externa da qualidade (AEQ). 

O controlo da qualidade define-se como o conjunto de atividades planeadas e sistemáticas 

destinadas a garantir que os requisitos de qualidade serão cumpridos. Estas podem corresponder 

à limpeza adequada do laboratório, calibração de equipamentos, prazo de validade de reagentes, 

formação adequada dos técnicos do laboratório, entre outras (Castillo et al., 2011). 

Para garantir a exatidão e a fiabilidade das técnicas de manuseamento de amostras biológicas, a 

extração de ácidos nucleicos e os processos de amplificação de ácidos nucleicos, como a PCR em 

tempo real, o controlo da qualidade é da maior importância. Dado o papel crucial que estas 

técnicas desempenham no diagnóstico de diversas doenças e na monitorização da eficácia dos 

tratamentos, é essencial implementar medidas rigorosas de controlo da qualidade para minimizar 

os erros e garantir a validade dos resultados dos testes (Castillo et al., 2011). 

As técnicas de amostragem biológica são cruciais para garantir a exatidão e a fiabilidade dos testes 

laboratoriais. Para que se obtenha um teste válido, é essencial um manuseamento adequado da 

amostra, desde a sua recolha até ao seu processamento. Técnicas como a centrifugação, a 

pipetagem e o armazenamento desempenham um papel significativo na integridade das amostras 

biológicas. A centrifugação é frequentemente utilizada para separar os componentes de uma 

amostra com base na sua densidade, ao passo que uma pipetagem cuidadosa ajuda a evitar a 

contaminação e assegura a precisão das medições. Além disso, as condições de armazenamento 

corretas, como o controlo da temperatura e da humidade, são fundamentais para preservar as 

amostras e evitar a degradação dos ácidos nucleicos. Os técnicos de laboratório podem minimizar 

os erros e melhorar a qualidade dos resultados seguindo os protocolos estabelecidos para o 

manuseamento de amostras (Castillo et al., 2011). 

Na técnica de PCR em tempo real, é adicionado um controlo interno a cada amostra da reação de 

PCR, que permite monitorizar a eficiência da amplificação e detetar possíveis inibidores ou falhas 

técnicas. Os resultados dos controlos internos são interpretados em conjunto com os resultados 

das amostras de interesse, apenas num canal de leitura diferente. Se os controlos internos 

amplificarem o resultado da reção é considerado válido. Por outro lado, se os controlos internos 

não amplificarem, terá que se repetir a análise para essas amostras. Se o controlo interno não 

amplificar e a amostra também não, terá de se repetir a técnica para essa amostra, contudo se o 

controlo interno não amplifica, mas a amostra amplifica pode se considerar o resultado válido, 

pois houve inibição do controlo interno e um dos motivos pode ter sido a competição dos 

reagentes da reação (Castillo et al., 2011). 
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Para além do controlo de qualidade interno, também existe o controlo de qualidade externo. O 

principal objetivo da AEQ é garantir a precisão e a confiabilidade dos resultados dos testes 

laboratoriais. Como já mencionado, isto é essencial para garantir a segurança dos pacientes, a 

qualidade dos diagnósticos e a integridade dos dados de pesquisa (Castillo et al., 2011). 

Nos programas da AEQ, o laboratório recebe amostras de controlo de qualidade de uma entidade 

externa e processa as amostras no laboratório, juntamente com as outras amostras da rotina 

diária. O laboratório analisa então essas amostras da mesma maneira que faria com as amostras 

reais e envia os resultados de volta à entidade externa, para comparação (Castillo et al., 2011). 

Os resultados do laboratório são então comparados com os resultados obtidos pela entidade 

externa e a entidade envia o feedback sobre a concordância ou discordância dos resultados. 

Qualquer discrepância nos resultados pode indicar problemas com o desempenho do laboratório 

e requer investigação adicional ou repetição da análise (Castillo et al., 2011). 

O LBM é regulamentado pelo programa UK NEQAS, o INSTAND e o Programa Nacional de AEQ 

do Instituto Nacional de Saúde Doutor Ricardo Jorge. 
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7. Conclusão 

Durante o presente estágio, pude aprender os procedimentos da rotina do LBM, adquirindo um 

entendimento prático e aprofundado das atividades relacionadas com a receção e processamento 

de amostras, preparação de reagentes, programação de equipamentos para extração e 

amplificação de ácidos nucleicos, preparação das amostras para amplificação, e validação dos 

resultados, tendo realizado a rotina de um Técnico Superior de Diagnóstico e Terapêutica. 

Foi uma oportunidade extremamente valiosa, que me permitiu consolidar e expandir o meu 

conhecimento teórico, adquirido ao longo dos últimos 5 anos, além de desenvolver habilidades 

práticas essenciais no contexto da biopatologia molecular. A integração no ambiente hospitalar 

reforçou a importância crucial da precisão, rigor e atenção aos detalhes em cada etapa dos 

processos laboratoriais, ressaltando a responsabilidade inerente a esse trabalho no suporte ao 

diagnóstico e cuidado do paciente. 

No entanto, é importante destacar que não estive imune a desafios ao longo deste percurso. A 

complexidade dos procedimentos em biopatologia molecular apresentou um grande desafio 

inicial, exigindo dedicação e persistência para superar barreiras. Além disso, a gestão do tempo e 

a priorização de tarefas, a necessidade de autonomia e responsabilidade na execução dos 

processos, assim como a interpretação de resultados inesperados, foram áreas que demandaram 

atenção e esforço adicionais. A adaptação ao ambiente profissional, compreendendo formas de 

comunicação eficazes, a hierarquia e as expectativas operacionais, também representaram 

desafios significativos. 

Estas dificuldades, foram essenciais para o meu crescimento e desenvolvimento profissional. Com 

a orientação e o apoio recebidos por parte da equipa de profissionais do CHUSJ, fui capaz de 

superar os obstáculos, transformando-os em oportunidades para aprender e fortalecer as minhas 

habilidades práticas e interpessoais.  

Este estágio consolidou a minha convicção de que a biopatologia molecular desempenha um papel 

vital na prática clínica, fornecendo dados para diagnósticos precisos que impactam diretamente 

na saúde e no bem-estar dos pacientes. As competências adquiridas durante o estágio curricular, 

certamente abrirão portas para futuras colaborações e iniciativas de pesquisa, bem como para 

uma atuação mais eficaz e informada no âmbito da saúde. 

Em resumo, as dificuldades encontradas ao longo do estágio curricular, embora desafiadoras, 

contribuíram para uma aprendizagem significativa e para o desenvolvimento das competências 

necessárias para superar os aspetos complexos e dinâmicos da biopatologia molecular, reforçando 

a importância do contínuo investimento em formação e pesquisa nessa área. 
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Capítulo 2: Projeto de Investigação 

1. Introdução 

No rescaldo da pandemia da COVID-19, em maio de 2022, foram confirmados alguns casos de 

varíola dos macacos (Monkeypox) em países não endémicos, por todo o mundo, suscitando receio 

acrescido de uma nova epidemia. As primeiras manifestações clínicas da Monkeypox (Mpox) são 

dominadas por sinais e sintomas não específicos, incluindo mialgias e adenopatias, evoluindo 

para lesões cutâneas variáveis. Estas, são inicialmente maculopapulares, caraterísticas da doença 

Mpox, e evoluem para vesículas e pústulas antes da formação de crostas. O diagnóstico diferencial 

pode ser difícil tendo em conta que outras patologias cursam com lesões cutâneas semelhantes, 

como aquelas causadas pelo molusco contagioso, o Treponema pallidum, vírus da varicela zoster, 

sarampo, Ricketssia spp.  e a sarna. Embora, na maioria dos casos, se trate de uma doença 

autolimitada e sem consequências sérias, o diagnóstico definitivo é particularmente importante 

nos grupos de risco onde se incluem os indivíduos imunodeprimidos, que podem ser vítimas de 

quadros graves e mortais. No surto recente de Mpox, a transmissão foi predominante por contacto 

sexual, em homens que fazem sexo com homens.  

Uma vez que a sintomatologia é semelhante a outras doenças, e a técnica de deteção de vírus Mpox 

é uma técnica abrangente em que deteta todos os vírus da família Poxviridae decidiu-se testar as 

mesmas amostras para Molluscum contagiosum (MCV), uma vez que se trata de vírus da mesma 

família. 

 

1.1. Monkeypox 

Monkeypox é uma doença zoonótica causada pelo vírus Mpox, que pertence ao género 

Orthopoxvirus e à família Poxviridae. Os Poxvirus têm uma forma característica de tijolo (240 

nm por 300 nm) e um genoma de cadeia dupla de DNA com tamanho entre 130-360 kilo pares 

de base (kpb). A parte central do genoma contém genes envolvidos em funções-chave, como a 

transcrição e montagem de novas partículas víricas, enquanto os localizados nos terminais estão 

envolvidos nas interações vírus-hospedeiro (Hussain et al., 2022). Replicam no citoplasma das 

células hospedeiras ligando-se aos glicosaminoglicanos para entrar nas células (Lansiaux et al., 

2022).  

O vírus Mpox é transmitido por contato direto através de fluídos corporais ou lesões infetadas, ou 

indiretamente através de objetos contaminados, como fómites (roupas de cama ou utensílios 

pessoais). O vírus também pode ser transmitido pelo ar, através de gotículas respiratórias, 

durante o contato próximo prolongado com uma pessoa infetada (Nolen et al., 2016). Indivíduos 

infetados são infeciosos desde o dia anterior ao aparecimento dos sintomas até desaparecimento 
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de todas as lesões, com reposição de pele íntegra, o que pode demorar entre duas e quatro 

semanas. 

O período de incubação do vírus Mpox varia entre 5 e 21 dias. Os sintomas podem variar entre 

leves a graves e incluem febre, cefaleias, mialgias, odinofagia, fadiga e linfadenopatia (inflamação 

dos gânglios linfáticos). As erupções cutâneas são um sinal característico da doença, começando 

como pápulas (lesões elevadas na pele) que evoluem para vesículas (bolhas cheias de líquido) e, 

finalmente, crostas. Os casos mais graves podem ainda apresentar complicações como 

pneumonia, encefalite e manifestações oculares (Kumar et al., 2022). 

Não existe um tratamento específico para o vírus Mpox, mas sim tratamento de suporte fornecido 

para controlar os sintomas e prevenir complicações. Este tipo de tratamento inclui medicamentos 

para reduzir a febre e a dor, bem como a hidratação adequada e o cuidado da pele para evitar 

infeções secundárias. A vacina contra a varíola (vírus vaccinia) demonstrou alguma eficácia na 

prevenção e na redução da gravidade da doença. Para o tratamento, também podem ser utilizados 

medicamentos antivirais, como Cidofovir, Tecovirimat (ST-246) e Brincidofovir (Kumar et al., 

2022).  

 

1.2. Molluscum contagiosum 

Molluscum contagiosum (MCV) é um vírus de cadeia dupla de DNA com 200 a 300 nm de 

comprimento, sendo a única espécie do seu género. Só se consegue replicar na epiderme humana, 

não afetando assim outros órgãos. Causa uma infeção viral cutânea frequentemente encontrada 

nas crianças, indivíduos sexualmente ativos e doentes imunocomprometidos. Tal como o Mpox, 

também é um poxvirus, mais especificamente Molluscipoxvirus da família Poxviridae (Zorec et 

al. 2018). São conhecidos quatro genótipos principais do MCV, entre os quais o genótipo 1 do 

vírus (MCV1), que é mais frequente em crianças (98% dos casos) e o genótipo 2 do vírus (MCV2), 

que está associado à transmissão sexual, sendo também o principal responsável pelas lesões 

cutâneas ocorridas em indivíduos VIH positivos (Badri & Gandhi, 2023). 

O MCV provoca pápulas características pequenas (3-5 mm em média), cor da pele, em forma de 

cúpula e umbilicadas, algumas das quais têm um centro caseoso. As lesões são tipicamente em 

número inferior a 20 e geralmente não se encontram nas palmas das mãos e plantas dos pés. No 

entanto, as lesões podem apresentar-se atipicamente grandes ("molusco gigante") ou 

disseminadas em doentes imunocomprometidos (Morand et al,. 2017).  

A transmissão do MCV pode ocorrer através do contacto direto, incluindo contacto sexual, ou 

indireto, via fómites: toalhas, roupa interior, brinquedos, lâminas de barbear e instrumentos de 

tatuagem. O MCV também pode propagar para a pele não infetada através de autoinoculação pelo 

ato de esfregar as lesões. Foram documentadas transmissões in utero e pré-parto, resultando em 
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molusco contagioso congénito ou em lesões cutâneas que surgem nos primeiros meses de vida 

(Meza-Romero et al., 2019). 

O diagnóstico de molusco contagioso baseia-se na examinação clínica. Em caso de dificuldade de 

diagnóstico pode-se utilizar a dermatoscopia, microscopia confocal, histopatologia e também a 

PCR em tempo real, que pesquisa o gene P43K dos genótipos MCV1 e MCV2 (Edwards et al., 

2021). 

Os doentes procuram frequentemente tratamento por razões estéticas, para evitar o estigma 

social ou simplesmente para evitar a transmissão a outras pessoas. Atualmente, as opções de 

tratamento incluem a remoção física das lesões, medicamentos tópicos e tratamento sistémico. A 

remoção física das lesões baseia-se principalmente na crioterapia com nitrogénio líquido, na 

curetagem e na cauterização química com ácido tricloroacético. O imiquimod, a cantaridina, o 

hidróxido de potássio e a tretinoína são alguns dos tratamentos tópicos aplicados nas lesões de 

molusco contagioso. O cidofovir, inibidor da DNA polimerase, tem sido utilizado e demonstrado 

sucesso em pessoas imunodeprimidas, mas pode induzir nefrotoxicidade e neutropenia quando 

utilizado por via intravenosa. Em indivíduos infetados pelo VIH, a principal ferramenta no 

tratamento de molusco contagioso é a terapia antirretroviral altamente ativa (HAART) (Badri & 

Gandhi, 2023). 

1.3. Caso clínico 

Um paciente do género masculino, com 22 anos apresentou-se na Consulta de Doenças Infeciosas 

em março de 2023 com lesões eritematosas na base do pénis, na sua maioria pustulosas e algumas 

umbilicadas, com 2-3 mm de diâmetro. O paciente negou a presença de sintomas sistémicos, 

como febre e dores de cabeça, bem como exsudado peniano. No surto recente de Mpox, a 

transmissão foi predominante em homens que fazem sexo com homens. O paciente foi 

questionado e afirmou que mantinha uma relação sexual monogâmica heterosexual e negou ter 

tido relações sexuais com outros homens, mas também referiu que teve relações sexuais 

desprotegidas em novembro de 2022. Foi realizado um pedido de rastreio completo de infeções 

sexualmente transmissíveis, incluindo testes de qPCR para vírus Mpox das lesões e zaragatoa 

orofaríngea. Os testes de anticorpos contra o VIH e o VHC foram negativos; estava vacinado 

contra o VHB. Os testes de qPCR para Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae, 

Treponema pallidum, Vírus Herpes Simplex 1 e 2 e Papilomavírus também foram negativos. 

Tanto a zaragatoa da lesão cutânea como a zaragatoa da orofaringe foram positivas para vírus 

Mpox. Uma vez que não existiam fatores de risco para o vírus Mpox, a sintomatologia e lesões são 

semelhantes a outras doenças, e a técnica de deteção de vírus Mpox é uma técnica abrangente em 

que deteta todos os vírus da família Poxviridae decidiu-se testar as mesmas amostras para MCV, 

por se tratar de um vírus da mesma família. A deteção de MCV foi positiva em 6 amostras de 

Mpox, com Cts muito mais baixos que para Mpox, resultados que levam à necessidade de testar a 

presença de MCV, sempre que se obtém resultados de Mpox positivos.  
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2. Materiais e Métodos 

Obtenção das amostras. Durante o período entre maio de 2022 e maio de 2023, o 

LBM do CHUSJ analisou 234 amostras, de 109 pacientes, para pesquisa de vírus MPX. As 

amostras foram obtidas através de zaragatoas do exsudado da lesão cutânea, zaragatoa da 

orofaringe e zaragatoa ano-genital (se justificável). 

Preparação das amostras. As zaragatoas secas foram colocadas num tubo de 2 mL e, 

a cada tubo, foram adicionados 290 L de tampão de lise G2 (800 mM hidrocloreto guanidina; 

30mM Tris-HCl, pH 8.0; 30 mM EDTA, pH 8.0; 5% Tween 20; 0.5% Triton X-100) e 10 L de 

proteínase K. Depois de homogeneizadas, as amostras foram colocadas no banho seco a 56ºC pelo 

menos durante 15 minutos.  

 Extração de DNA. O DNA foi extraído a partir de 200 L da mistura resultante da 

incubação a 56ºC, utilizando o Kit da Qiagen EZ1 DSP Virus, que contem partículas magnéticas. 

A extração de DNA foi totalmente automatizada, no equipamento EZ1 Advanced da Qiagen, num 

programa de 43 minutos. O DNA foi recuperado em 60 L de tampão de eluição e utilizado para 

deteção de MPX.  

   Deteção de vírus MPX por qPCR. Utilizou-se o PCR em tempo real para a deteção 

do vírus MPX nas amostras selecionadas. Os primers específicos utilizados foram: (forward: 5’ – 

CCDCAYCARYTVGCIACIBTIGAYT – 3’; reverse 1: 5’ – GMDATIAYIGTYTTICCTGAICCCAT – 3’; 

reverse 2: 5’ – GCCACGAATGTCTTACCACTTCCCAT – 3’). O qPCR foi realizado segundo as 

instruções do Kit GoTaq qPCR Master Mix (Promega), 10 M de cada primer e 10 M de cada 

uma das 4 sondas. O termociclador foi programado para 96 ºC durante 5 minutos e 40 ciclos de 

95 ºC por 5 segundos, 45 ºC por 20 segundos e 60 ºC por 40 segundos (Luciani, Léa et al. 2021). 

Deteção de MCV por qPCR. O protocolo de qPCR foi realizado segundo as instruções 

do Kit GoTaq qPCR Master Mix (Promega), com 10 M de cada um dos primers e 10 M da 

sonda de hidrólise. Cada reação tinha o volume final de 50 L, com 30 L da mistura e 20 L da 

amostra. A amplificação foi realizada no termociclador Rotor-Gene Q da Qiagen (versão do 

software 2.3.4), programado para 95 ºC durante 2 minutos e 45 ciclos de 95 ºC por 20 segundos 

e 60 ºC por 45 segundos, com aquisição no canal FAM. Não foi utilizado controlo positivo e o 

controlo negativo era água (Trama et al., 2007). 

Sonda: 5’ – 6FAM-AAG CTT GCT CAG CAG CTT CTG GGT ATC GGA CAA GC—BHQ1 -3’ 

 Primer Forward: 5’ – AAC CTA CGC TAC CTG AAG CTG GA-3’ 

 Primer Reverse: 5’ – CAG GCT CTT GAT GGT CGA AAT GGA-3’ 
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3. Resultados e Discussão 

3.1. Caracterização das amostras e população de MPX 

Um total de 234 amostras de 109 pacientes foram analisadas para a deteção de vírus MPX. Do 

total dos pacientes, 98 eram do sexo masculino (89,9%), sendo os restantes do sexo feminino e a 

média das idades era de 34 anos.  

Alguns dos pacientes apresentavam outras doenças como, sífilis (32%), Neisseria gonorrhoeae 

(12,8%), Chlamydia trachomatis (11,9%), Herpes 1 & 2 (2,8%) e Varicella zoster vírus (0,9%).  

Para a deteção de vírus MPX foi utilizada a técnica de qPCR e obtiveram-se 95 amostras positivas 

(40,6%), todas estas de pacientes do sexo masculino. 

3.2. Caracterização das amostras e população de MCV 

Como referido anteriormente, a técnica de identificação de vírus MPX por qPCR permite detetar 

uma sequência nucleotídica conservada em todos os vírus da família Poxviridae (Luciani, Léa et 

al. 2021). Isto significa que, um resultado positivo pode indicar a presença de qualquer Poxvirus. 

Como o MCV também é um Poxvirus, tal como o vírus MPX, decidiu-se testar para MCV, as 

amostras positivas para o vírus MPX (Trama et al., 2007).  

As 95 amostras positivas para o vírus MPX que foram analisadas para a deteção de MCV 

pertenciam a indivíduos do sexo masculino, com idades entre 21 e 65 anos e média de idades de 

35 anos.  

Para analisar o MCV utilizou-se a técnica de qPCR com sondas de hidrólise Taqman e obtiveram-

se 6 amostras positivas (6,3%). 

3.3. Análise e discussão dos resultados obtidos nos ensaios 

de qPCR 

Em 23 de julho de 2022, a Mpox foi declarada uma emergência de saúde pública internacional 

pela OMS. Entre 1 de janeiro e 23 de julho de 2022, foram notificados à OMS 16 016 casos 

confirmados laboratorialmente de Mpox e cinco mortes em 75 países dos 5 continentes (Huggett 

et al., 2022).  

A maior parte da população humana não tem imunidade não só à varíola, mas também a outras 

infeções por poxvírus causadas por vírus zoonóticos, como o vírus Mpox. Este facto é 

demonstrado por surtos cada vez mais frequentes de infeções humanas causadas por este vírus 

em vários países, como o surto de 2022 (Li et al., 2006). A fim de desenvolver uma resposta rápida 

para evitar a propagação da infeção, e dada a semelhança das manifestações clínicas da Mpox com 
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uma infeção generalizada de molusco contagioso causada pelo MCV, é necessário realizar 

diagnósticos diferenciais de determinados agentes infeciosos (Maksyutov et al., 2016). 

Tal como aconteceu com a COVID-19, a qPCR é a única técnica capaz de ser utilizada a uma 

velocidade que permite fornecer feedback atempado sobre quaisquer intervenções de saúde 

pública (Huggett et al., 2022).  

A possibilidade de monitorizar o qPCR revolucionou o processo de quantificação de fragmentos 

de DNA e cDNA/RNA. O qPCR permite a quantificação destes ácidos nucleicos de maneira precisa 

e reprodutível, pois determina valores durante a fase exponencial da reação. A determinação do 

Cycle threshold (Ct) permite correlacionar o aumento da fluorescência com a quantidade inicial 

do DNA alvo.  

Para realizar a técnica de qPCR é utilizado um termociclador ótico para monitorizar a 

fluorescência e,  neste estudo, foram utilizadas as sondas de hidrólise Taqman.  

Todas as reações foram realizadas no mesmo termociclador Rotor-Gene Q 5plex da Qiagen e no 

mesmo computador com a versão de software 2.3.4. Em todas as reações considerou-se o 

Threshold igual a 0,03 e apenas foi utilizado controlo negativo, pois o kit comercial não tem 

controlo positivo. Os resultados das reações de qPCR estão apresentados nas figuras 43, 44, 45 e 

46. 
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(A) 

(B) 

Figura 43. Curva de amplificação por qPCR para deteção de MCV em 35 amostras com controlo 
negativo (A). Curva de amplificação da amostra positiva com Ct igual a 27,37 (B). Interseção da linha 

vertical vermelha (Threshold) com a curva define o valor de Ct no eixo X. Cycle threshold (Ct) 
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(A) 

(B) 

(C) 

Figura 44. Curva de amplificação por qPCR para deteção de MCV em 35 amostras com 
controlo negativo (A). Curva de amplificação das amostras que amplificaram (amostras 

positivas e amostras com amplificações inespecíficas) (B). Curva de amplificação das 
amostras positivas com Cts iguais a 35,23; 37,39; 38,27 e 39,11. 
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(A) 

(B) 

Figura 45. Curva de amplificação por qPCR para deteção de MCV em 35 amostras com controlo 
negativo (A). Curva de amplificação da amostra positiva com Ct igual a 21,05 (B). 
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Das 95 amostras analisadas (fig. 43, 44, 45), 6 obtiveram resultado positivo com Cts de 27,37; 

35,23; 37,39; 38,27; 39,11 e 21,05. Para além das 6 amostras consideradas positivas, também 

houve algumas que amplificaram (n = 11), com Cts de 40,03; 40,07; 40,88; 43,15; 44,41; 42,31; 

42,46; 42,94; 43,08; 43,64 e 44,05. Estas amostras não foram consideradas positivas pois 

possuíam valores de Cts “tardios”, o que corresponde a amplificações inespecíficas que podem 

ocorrer devido à degradação das sondas da reação (Salgado, Maristela Marques et al. 2013). Neste 

estudo não se consideraram amostras positivas com valores de Cts iguais ou superiores a 40. 

A amostra positiva com o menor valor de Ct (Ct = 21,05) (fig. 45) foi utilizada como controlo 

positivo num novo ensaio. Neste ensaio (fig. 45) só se analisaram as amostras anteriormente 

positivas para comparar os Cts entre os resultados sem controlo negativo e os resultados com 

controlo positivo. Todas as amostras analisadas obtiveram resultados positivos, com valores de 

Cts iguais a 19,68 (controlo positivo), 26,32; 33,87; 37,61; 37,79. Apesar de, inicialmente, na 

deteção de MCV termos obtido 6 amostras positivas, neste ensaio apenas se testaram 5 das 

mesmas, pois a 6ª amostra não tinha volume suficiente para ser testada. Para a amostra que não 

foi testada, esperava-se um resultado positivo com valor de Ct entre 30 e 35.  

Os resultados do último ensaio, em que se utilizou uma amostra como controlo positivo (fig. 46), 

são concordantes com os resultados anteriormente obtidos (fig. 43, 44, 45), sem controlo positivo.  

O protocolo de deteção de MCV utilizado também consegue identificar os genótipos do MCV 

através da pirosequenciação, no entanto esta identificação não tem relevância clínica, uma vez 

que o tratamento é o mesmo independente do genótipo de MCV (Trama et al. 2007). 

Figura 46. Curva de amplificação por qPCR para deteção de MCV das amostras anteriormente positivas 
com controlo negativo. 
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Os resultados deste estudo demonstram a viabilidade da realização de um diagnóstico laboratorial 

fiável e definitivo do molusco contagioso com um ensaio molecular de qPCR. As semelhanças de 

sintomas e lesões entre diferentes infeções como Mpox, o molusco contagioso, a sífilis e a varicela 

zoster, pode levar a um diagnóstico errado. Assim, os resultados obtidos no presente estudo 

salientam a importância de diferentes abordagens metodológicas para a obtenção de um 

diagnóstico correto. 
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