[BAPORTO

MESTRADO EM ANALISES CLINICAS
Hipertrigliceridemias de origem
genética

Mara Alves

M

2022






Orientador:
Professora Doutora Georgina Correia da Silva

Prof. Auxiliar do Laboratério de Bioquimica da Faculdade de Farmacia da Universidade do
Porto

Coorientador:
Dr. Francisco Eduardo da Rocha Laranjeira

Técnico Superior de Salde Especialista de Genética - Assistente Principal do Centro de

Genética Médica Doutor Jacinto Magalhaes



Agradecimentos

Escrever a monografia de mestrado foi um desafio académico e pessoal
incomparavel, um constante cair e reerguer. Quero dedicar umas breves palavras de

gratiddo as pessoas que me ampararam ao longo do percurso:

A minha orientadora, Professora Doutora Georgina Correia da Silva, quero
expressar um profundo e sincero obrigada, pela imensa dedicacdo, compreenséo,
disponibilidade, exigéncia, pelos conselhos e palavras de motivagdo. Uma orientacdo

cuidadosa e exemplar, sem a qual nédo teria realizado esta monografia.

Ao meu coorientador, Dr. Francisco Eduardo Laranjeira do Centro de Genética
Médica Doutor Jacinto de Magalhées, pela orientacdo e disponibilidade, pela clareza e
simplicidade com que me transmitiu 0s seus conhecimentos em genética molecular,
fundamentais para a execugdo desta monografia, e pela oportunidade de me receber no

Centro de Genética Médica.

A diretora do Mestrado em Analises Clinicas, Professora Doutora Eugénia Pinto,

pela dedicacdo, compreensao e disponibilidade ao logo deste percurso académico.

Ao meu pai, Carlos, pelo apoio incondicional e compreensao, pelas palavras de
encorajamento, pelos conselhos, por me ensinar sobre resiliéncia e sobre encarar a vida

de forma positiva.

A querida Nanda, no s6 pelas palavras de conforto e motivacéo, mas sobretudo

pelo auxilio e total disponibilidade nos momentos mais exigentes.

Aos meus irmaos, Carlos, Angelo e Simé&o, pelas brincadeiras e gargalhas, e por

simplesmente me compreenderem nos momentos dificeis.

Aos meus amigos, Cecilia, Daniela, Diana, Diogo, Filipe, Helena, Sara e Tiago, pelo
apoio incondicional, pelos conselhos e palavras de encorajamento, e, sobretudo, por

acreditarem em mim quando eu menos acreditei.



Resumo

s

A hipertrigliceridemia é uma condi¢do clinica caracterizada pela concentragédo
elevada de triglicerideos no plasma sanguineo, acima do valor de referéncia definido. A
hipertrigliceridemia de origem genética pode ser categorizada como monogénica ou
poligénica. A hipertrigliceridemia monogénica, denominada como sindrome de
qguilomicronemia familiar, tem como origem a homozigotia ou heterozigotia composta para
variantes genéticas patogénicas, raras nos genes canonicos envolvidos no metabolismo
dos triglicerideos. A hipertrigliceridemia poligénica, denominada sindrome de
gquilomicronémia multifatorial nos casos mais extremos de hipertrigliceridemia, é causada
pela heterozigotia de variantes genéticas raras nos genes candnicos, e/ou elevada
acumulagcdo de polimorfismos comuns associados com triglicerideos plasmaticos
elevados. A expressao fenotipica € amplamente heterogénea e influenciada por fatores
nao genéticos, como obesidade, alcoolismo ou sindrome metabdlica. Os genes candnicos
do metabolismo dos triglicerideos incluem LPL, APOA5, APOC2, GPIHBP1 e LMF1. As
variantes genéticas detetadas sdo do tipo missense, nonsense, splicing, frameshift,
alteracbes nas regifes reguladoras, delegbes, insercdes, e rearranjos e introduzem
alteracdes ao nivel da transcricdo e traducdo genética de proteinas intervenientes no
processamento das lipoproteinas. Face a ineficiéncia catabdlica, a acumulacdo patoldgica
dos triglicerideos no compartimento plasmatico contribui para a progresséo de patologias,

nomeadamente a doenca aterosclerotica cardiovascular e a pancreatite aguda.

Palavras-chave: Hipertrigliceridemia; quilomicronemia; aterosclerose; pancreatite.



Abstract

Hypertriglyceridemia is a common clinical condition characterized by an increase of
plasma triglyceride concentration above a threshold value. The hypertriglyceridemia
originating from genetic abnormalities can be categorized as monogenic or polygenic.
Monogenic hypertriglyceridemia, currently known as familial chylomicronemia syndrome, is
caused by homozygous or compound heterozygous genetic variants in canonical genes
associated with triglyceride metabolism. Polygenic hypertriglyceridemia, also known as
multifactorial chylomicronemia syndrome in extreme cases of hypertriglyceridemia, is
caused by heterozygous genetic variants in canonical genes, or by a high score of common
polymorphisms associated with elevated triglycerides. Phenotype expression is widely
heterogeneous and influenced by non-genetic secondary factors, such as obesity, alcohol
consumption, or metabolic syndrome. The canonical genes involved in triglyceride
metabolism are LPL, APOA5, APOC2, GPIHBP1 and LMF1. Genetic variants detected
within these loci are missense, nonsense, splicing, frameshift, alterations at the regulatory
region, deletion/insertion and rearrangements, and cause abnormal genetic transcription
and translation of proteins participating in the lipoproteins processing. Due to inefficient
lipolysis induced by the genetic variants, cumulating plasma triglycerides contribute to the
development of pathologies, namely atherosclerotic cardiovascular disease and acute

pancreatitis.

Keywords: Hypertriglyceridemia; chylomicronemia; atherosclerosis; pancreatitis.
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Abreviaturas

ABCA1 — ATP Binding Cassette Al

AGL — Acidos gordos livres

ANGPTL — Proteinas do tipo angiopoietina
Apo — Apolipoproteina

ASCVD — Doenca aterosclerética cardiovascular
C — Grupo carboxilo (-COOH)

CAD - Doenca arterial coronaria

CETP — Cholesteryl ester transfer protein
c-HDL — Colesterol HDL

ChREBP — Carbohydrate response element binding protein
Cld — Combined lipase deficiency

c-LDL — Colesterol LDL

CT - Colesterol total

CVD - Doenca cardiovascular

DGAT - Diacilglicerol aciltransferase

EWAS — Epigenome-wide association studies
FH — Hipercolesterolemia familiar

GGT - Gamaglutamil transferase

GLGC - Global Lipids Genetics Consortium
GOF — Ganho de funcéo (gain of function)

GPIHBP1 - Proteinade ligacdo a lipoproteina de alta

ao glicosilfosfatidilinositol

GWAS — Genome-wide association studies

HDL - Lipoproteina de alta densidade (high-density lipoprotein)
HL — Lipase hepatica

HLP — Hiperlipoproteinemia

HSPG — Proteoglicanos heparanosulfatos

densidade ancorada

Vii



HTG — Hipertrigliceridemia

IDL — Lipoproteina de densidade intermédia (intermediate-density lipoprotein)
IMC — indice de massa corporal

LCAT — Lecitina colesterol aciltransferase

LDL — Lipoproteina de baixa densidade (low-density lipoprotein)
LMF-1 — Fator de maturacéo da lipase 1

LOF — Perda de funcéo (loss of function)

LPL — Lipoproteina lipase

LR11/SorLA — Mosaic receptor

LRP1 — LDL receptor related protein 1

LRT — Lipoproteinas ricas em triglicerideos

LU — Ly6/uPAR, lymphocyte antigen-6/urokinase-type plasminogen activator receptor
Lys6 — Lymphocyte antigen 6

MAG — Monoacilglicerol

MGAT — Monoacilglicerol aciltransferase

MTP — Microsomal triglyceride transfer protein

N — Grupo amino (-NHy)

NCEP - National Cholesterol Education Program

oxLDL - Lipoproteinas LDL oxidadas

PLAT — Polycystin-1, Lipoxygenase, Alpha-Toxin

PRS — Polygenic risk score

QM — Quilomicra

QMM — Sindrome de quilomicronemia multifatorial

RE — Reticulo endoplasmatico

R-LDL — Recetor LDL

SNP — Polimorfismo (single-nucleotide polymorphism)

SQF — Sindrome de quilomicronemia familiar
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SR-BI - Receptor class B type 1

TG — Triglicerideos

USF — Upstream stimulatory factor

UTR — Regido ndo-codificante (untranslated region)

VLDL - Lipoproteina de muito baixa densidade (very-low-density lipoprotein)

VSMC - Células do musculo liso vascular

Nos ultimos anos tem sido recomendado a adogdo de uma nova nomenclatura de
classificacdo das alteracdes genéticas, substituindo as designagbes de mutagdo e
polimorfismo. As primeiras correspondem agora as “variante genética patogénica” e
“variante genética provavelmente patogénica”, enquanto as ultimas correspondem agora
as “variante genética benigna” e “variante genética provavelmente benigna”. Estas novas
designagfes ainda ndo ganharam grande utilizacdo na comunidade clinica, pelo que se
optou neste trabalho pela utilizacdo dos termos mais usuais por forma a facilitar a

compreensibilidade por parte dos profissionais de saude.
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1. Introducédo

Os lipidos sdo biomoléculas com caracteristicas hidrofébicas que atuam como
reservatdrios de energia, como moléculas estruturais na biogénese das membranas e das
bainhas de mielina, mediadoras da sinalizacao celular e reguladoras do trafego intracelular,
entre outras funcgdes (1). Existe um sistema de transporte envolvendo complexos
moleculares especializados, denominados lipoproteinas, que viabilizam a circulacdo de
triglicerideos (TG), colesterol e fosfolipidos, assim como vitaminas lipossoluveis (A, D, E,
e K) no compartimento plasmatico aquoso (2). Para além disso na circulagdo sanguinea
ocorrem varias interacdes entre as proteinas superficiais que constituem o complexo
lipoprotéico, denominadas apolipoproteinas, com enzimas lipoliticas fundamentais no

metabolismo lipidico e com recetores celulares (1, 3, 4).

A concentracdo plasmatica dos lipidos, nomeadamente de TG e colesterol, de
grande parte da populacgéo dos paises desenvolvidos, excede significativamente o valor de
referéncia predefinido, em conformidade com as necessidades fisioldgicas, contribuindo
para o desenvolvimento de patologias, como a doenca cardiovascular aterosclerética
(ASCVD) e a pancreatite aguda (4, 5). A associacdo entre elevados niveis de colesterol
sanguineo e o desenvolvimento de ASCVD esté exaustivamente descrita na literatura, pelo
contrario o contributo dos TG na progressdo da ASCVD ¢é ainda pouco conhecido, ainda
que varios estudos epidemioldgicos tenham vindo a demonstrar uma forte correlagéo
positiva entre a concentracdo plasmética de TG e o risco ASCVD (4-9). Os niveis
plasméaticos muito elevados de TG sdo um inegavel fator de causalidade de pancreatite
aguda, representando a terceira causa mais comum na origem dos episodios pancreéticos
agudos (5, 10-12).

A concentracdo dos TG no plasma resulta de uma interacéo entre fatores genéticos
e fatores ndo-genéticos. Os fatores genéticos compreendem a presenga de variantes
genéticas em multiplos loci gendmicos, positivamente correlacionados com a concentragéo
de TG plasmaticos (13, 14). Cumulativamente, estas variantes explicam parte da
variabilidade interindividual na concentragdo de TG observada a nivel populacional (13).
Duas importantes sociedades cientificas, a European Society of Cardiology e a European
Atherosclerosis Society consideram valores de TG plasmaticos, em jejum, inferiores al,7
mmol/L ou 150 mg/dL, como normotrigliceridemia. Quando a concentracdo excede o valor
de referéncia (percentil 90 a 95 para a idade e sexo na populacdo) é qualificada como

hipertrigliceridemia (5).

A hipertrigliceridemia é um problema frequentemente reportado na pratica clinica,
apresentando uma prevaléncia de, aproximadamente 10% na populacdo adulta, com
1



consideravel variabilidade inter-regional (12, 15). A hipertrigliceridemia pode ser
classificada quanto ao fenétipo (concentracdo de TG), como hipertrigliceridemia leve-a-
moderada e hipertrigliceridemia grave, e quanto ao genotipo, como hipertrigliceridemia
monogénica ou hipertrigliceridemia poligénica (16, 17). A hipertrigliceridemia monogénica,
atualmente denominada sindrome de quilomicronemia familiar (SQF), tem na sua origem
a homozigotia ou heterozigotia composta para variantes genéticas raras, de grande
impacto, nos genes canoénicos envolvidos no metabolismo dos TG. A expresséo do fenotipo
monogénico induz o desenvolvimento de hipertrigliceridemia grave, independentemente da
presenca de fatores ndo genéticos (17-19). Em contrapartida, a hipertrigliceridemia
poligénica apresenta uma base genética particularmente ambigua, caracterizada pela
heterozigotia para variantes, de grande impacto, nos genes candnicos, e elevada
acumulacdo de polimorfismos comuns, de pequeno impacto, em genes candidatos,
associados com TG elevados. O fendétipo poligénico é amplamente heterogéneo, variando
desde normolipidemia a hipertrigliceridemia grave, esta denominada sindrome de
guilomicronemia multifatorial (QMM). A expressdo fenotipica da hipertrigliceridemia
poligénica é influenciada pela presenca de fatores ndo genéticos, sendo o fendtipo tanto
mais grave quanto maior o numero e relevancia dos fatores nao genéticos presentes (17,
20, 21).

Os fatores ndo genéticos, ou secundarios, predisponentes ao desenvolvimento da
hipertrigliceridemia, incluem aspetos biolégicos (idade, sexo, etnia), habitos de vida
(tabagismo, consumo excessivo de alcool, dieta hipercalérica com elevado indice
glicémico, sedentarismo, stress), e condicbes de salde (diabetes mellitus,
insulinorresisténcia, obesidade, doenca crénica renal, hipotiroidismo, gravidez), entre
outros fatores, nomeadamente medicacdo (4, 5, 16). Num estudo populacional com uma
amostra representativa da populacdo Norte-Americana, 22,5% dos individuos diabéticos
apresentavam valores de TG >200 mg/dL (22). Estudos em doentes com
hipertrigliceridemia grave reportaram que até 50% dos participantes apresentavam um
indice de massa corporal (IMC) na categoria da obesidade (23). Outros estudos
populacionais demonstraram que o consumo excessivo de alcool estava presente em 9%
a 50% dos individuos com hipertrigliceridemia grave, em coexisténcia com obesidade e
diabetes (23). A administracéo de farmacos, como diuréticos, estrogénios, corticosteroides,
antidepressivos e retinoides também contribuem consideravelmente para o0
desenvolvimento da hipertrigliceridemia (10). Por norma, os individuos geneticamente
suscetiveis ao desenvolvimento desta condicdo apresentam também elementos nao
genéticos, pelo que a expressao fenotipica dever-se-a a carga cumulativa da genética com

fatores ndo genéticos (5, 10, 24).



2. Classes de lipoproteinas

Os principais lipidos, TG e ésteres de colesterol, sdo apolares e insoluveis em
solugéo aquosa. As lipoproteinas séo complexos macromoleculares esféricos tipo micelas,
gue transportam os lipidos e vitaminas lipossollveis no compartimento plasmatico. Os TG
e o colesterol esterificado constituem o core lipoproteico, circundado por uma monocamada
fosfolipidica anfipatica, composta por fosfolipidos, colesterol livre e proteinas
especializadas. A componente proteica corresponde as apolipoproteinas ou apoproteinas,
reguladoras das interacdes com enzimas metabdlicas e recetores celulares (1, 2, 25, 26).
As lipoproteinas podem ser categorizadas em classes de acordo com o tamanho,
densidade e composicao. As principais classes de lipoproteinas foram definidas de acordo
com a respetiva densidade, determinada por ultracentrifugacdo: quilomicra (QM),
lipoproteinas de muito baixa densidade (very-low-density lipoprotein, VLDL), lipoproteinas
de densidade intermédia (intermediate-density lipoprotein, IDL), lipoproteinas de baixa
densidade (low-density lipoprotein, LDL) e lipoproteinas de alta densidade (high-density
lipoprotein, HDL). (Figura 1).
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Figura 1. Representacdo esquemaética das diferentes densidades das fracdes lipoprotéicas no
plasma, obtidas por ultracentrifugacéo. [Adaptado de Chait A et al. 2020 (27)]

As propriedades fisico-quimicas de cada lipoproteina encontram-se descritas na
tabela 1.



Tabela 1. Propriedades fisico-quimicas das principais classes de lipoproteinas. [Adaptado de (25)]

Lipoproteina  Densidade Peso Diametro Lipidos* (%)

(g/dL) molecular (nm) TG CHOL PL

(Daltons)

Quilomicra  0.95 400x108 75-1200 80-95 2-7 3-9
VLDL 0-95-1.006 10-80x108 30-80 55-80 5-15 10-20
IDL 1.006-1.019 5-10x106 25-35 20-50 20-40 15-25
LDL 1.019-1.063 2.3x108 18-25 5-15 40-50 20-25
HDL 1.063-1.21 1.7-3.6x10° 5-12 5-10 15-25 20-30

TG- Triglicerideos; CHOL- Colesterol; PL- Fosfolipidos; VLDL- lipoproteina de muito baixa
densidade; IDL- lipoproteina de densidade intermédia; LDL- lipoproteina de baixa densidade; HDL-
lipoproteina de alta densidade; *Composi¢do percentual de lipidos; apolipoproteinas compde a
restante percentagem.

Os lipidos absorvidos da dieta sdo armazenados em goticulas lipidicas no citosol
dos enterdcitos e incorporados nas QM (28). As QM produzidas nos enterdcitos sdo
lancadas na circulagéo, onde transportam os lipidos e nutrientes lipossollveis provenientes
da dieta (25). Apos as refeicfes estas particulas sao rapidamente removidas da circulagdo
e indetetaveis apds um jejum de 12 horas (3). O interior das QM é predominantemente
formado por TG, (perfazendo cerca de 90% do seu conteldo lipidico) e colesterol
esterificado (25). O core lipidico é circundado por uma monocamada fosfolipidica, com
colesterol livre e apoproteinas B48, A-l, A-ll e A-IV. Contrariamente as demais

apoproteinas, a apoB48 existe exclusivamente nas quilomicra (2, 25, 28-30).

A sintese das QM no enterdcito (Figura 2) comega com a edigdo pos-transcricional
do mRNA apoB para mRNA apoB48 e translocacao cotraducional do mRNA apoB48 para
o limen do reticulo endoplasmatico (RE), formando-se a apoproteina B48 (31, 32).
Simultaneamente, ocorre a lipidacdo das apoB48 nascentes, mediada pela triglyceride
transfer protein microsomal (MTP) (25, 29, 32). As apo A-1V séo incorporadas na superficie
das QM, estabilizando o processo de lipidacdo (28, 32). A indisponibilidade de material
lipidico (TG, fosfolipidos, ou colesterol esterificado), ou da proteina MTP, determina a
desintegracao intracitosélica da cadeia apoB nascente, via sistema ubiquitina proteossoma
(25, 28). As QM nascentes adquirem as apolipoproteinas C-I, C-lll e E, por interacdo com
a lipoproteina HDL apés libertacéo para a circulacéo sistémica via ducto toracico, (2, 25,
28, 29).



As QM intestinais e as VLDL hepaticas representam as duas classes de
lipoproteinas ricas em triglicerideos (LRT) que efetuam a distribuicdo dos lipidos e
vitaminas lipossollUveis a todo o corpo. Enquanto as QM executam o transporte dos lipidos
provenientes da dieta, as VLDL facultam a transferéncia dos lipidos endégenos para os
tecidos periféricos (29). As VLDL séo sintetizadas no figado e a sua composi¢do
compreende um interior rico em TG e colesterol esterificado, e uma superficie composta
pelas apoproteinas B-100, C e E (Figura 3). Das apoproteinas constitutivas, a apoB-100 é

a mais importante, conferindo estabilidade estrutural a particula VLDL nascente (26).
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Figura 2. Formacéao das quilomicra no reticulo endoplasmatico e complexo de golgi, no enterdcito.
Os acidos gordos livres (AGL) ou monoacilgliceréis (MAG) sédo absorvidos do lumen intestinal
(transportador CD36) e esterificados para formar TG. Estes séo incorporados na apoB48 nascente
via MTP. A ApoA-IV é associada as QM nascentes. As quilomicra sdo mobilizadas para o golgi,

onde obtém a apoA-I e por exocitose sao libertadas para a linfa. [Adaptado de Hesse D et al. 2013

(32)]

A biogénese das VLDL comeca com a translocacdo co-traducional da apoB-100
para o limen do RE. Mediante a acao da MTP, a apoB-100 nascente € lipidada com TG
gue se acumulam no espaco intramembranar do RE ou em goticulas citosdlicas (33). Os
TG sdo sintetizados pelo hepatécito a partir de acidos gordos livres (AGL) provenientes 1)

do intestino via veia porta, 2) da protedlise lisossomal hepatica de lipoproteinas ricas em



TG, ou 3) da lipogénese de novo (5, 26). A insuficiéncia do contetdo de TG incapacita a
lipidagéo eficiente da apoB100 nascente e induz a sua degradacdo via interagdo com
chaperonas citosdlicas heat shock protein (hsp70 e hsp90) e degradacao proteolitica (26).
O figado é capaz de sintetizar uma gama de particulas VLDL, que variam entre os 40 e 0s
70 nm (2). As VLDL sao heterogéneas e moduladas consoante o estado nutricional, o que
condiciona a composicdo lipidica e o didmetro destas lipoproteinas, assim como a
quantidade de particulas VLDL produzidas (25, 29). As VLDL sao exocitadas para a
corrente sanguinea, onde integram as apoproteinas C-I,C-11,C-lll e E, por interacdo com as
lipoproteinas HDL (26, 32).

Na circulacdo, as VLDL interagem com as enzimas lipases, responsaveis pela
hidrélise dos TG, e séo convertidas nas particulas remanescentes IDL e LDL. A
monocamada fosfolipidica das IDL contém as apoB-100 e apoE, revestindo um core lipidico
constituido por fragdes de colesterol esterificado e TG. A lipolise enzimatica das IDL leva
a formacéo das lipoproteinas LDL, compostas por apoproteina B-100 na monocamada
fosfolipidica e um core lipidico quase exclusivamente constituido por colesterol esterificado
(Figura 3), (3, 25, 29). As LDL s&o as principais lipoproteinas responsaveis pela deposi¢do
de colesterol nos tecidos periféricos. A taxa de secre¢do e as propriedades fisico-quimicas
das IDL e LDL séo influenciadas pela disponibilidade dos TG (25, 29).

As lipoproteinas HDL séo representadas por uma mistura heterogénea de particulas
com diferentes tamanhos, densidades e composi¢éo, desde pequenas particulas discoides
até grandes esferas ricas em colesterol (34). Estas lipoproteinas sao caracterizadas pela
presenca da apoproteina A (Figura 3) e podem ser classificadas em subclasses como
HDL,, menos densas, e HDLs, mais densas (3). As HDL executam o transporte reverso do
colesterol dos tecidos periféricos para o figado e de vitaminas, proteinas e microRNAs para
0s Orgaos distais (35). As HDL sao as lipoproteinas mais abundantes na circulacdo
periférica. A pequena dimensdo caracteristica das HDL deve-se a composi¢édo do core
central, rico em colesterol esterificado. O centro lipidico estd incorporado numa
monocamada  fosfolipidica, contendo colesterol livre e  apolipoproteinas,

predominantemente as apoA-I e apoA-Il.
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Figura 3. Representacgédo grafica das lipoproteinas very low-density lipoprotein (VLDL), low-density
lipoprotein (LDL) e high-density lipoprotein (HDL), e dos constituintes da monocamada fosfolipidica

— fosfolipidos, colesterol livre e apolipoproteinas [Adaptado de Helkin A et al. 2016 (6)].

A biogénese das HDL (Figura 4) decorre no figado e no intestino, através da sintese
e secrecdo da apo A-l. Esta interage com o transportador transmembranar ATP Binding
Cassette A1 (ABCAL), expresso em diferentes células periféricas (hepatécitos, enterdcitos,
macrofagos), que promove o efluxo de colesterol e fosfolipidos para a particula discoide
HDL nascente (pré B HDL) (36). A enzima lecitina colesterol aciltransferase (Lecithin:
Cholesterol Acyltransferase - LCAT) favorece a esterificacdo do colesterol livre, formando
0 core da particula HDL madura. A enzima denominada proteina de transferéncia de
colesterol esterificado (cholesteryl ester transfer protein - CETP) medeia a permuta do
conteudo lipidico entre as particulas HDL e as lipoproteinas contendo apoB, removendo o
colesterol esterificado das HDL e, concomitantemente, adicionando TG provenientes das
lipoproteinas contendo Apo B (25, 29, 35). A clearance do colesterol HDL ocorre via aporte
seletivo, pelo recetor scavenger receptor class B type 1 (SR-BI) expresso nos hepatdcitos,

sem haver internalizacdo ou degradacgéo da particula HDL (37).
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Figura 4. Biogénese e metabolismo da HDL. A ApoA-I sintetizada pelo figado ou intestino é libertada
para o plasma, onde recolhe o colesterol dos tecidos periféricos e macréfagos via o transportador
ATP binding cassette transporter A1 (ABCA1). MicroRNAs, proteinas, hormonas e vitaminas séo
também incorporados na particula HDL. A enzima Lecithin: Cholesterol Acyltransferase (LCAT)
esterifica o colesterol livre e as HDL ricas em colesterol trocam TG com as lipoproteinas contendo
apoB (QM, VLDL, LDL) pela acdo da cholesteryl ester transfer protein (CETP). Recetores hepaticos
scavenger receptor (SR)-B1 removem as particulas HDL. [Adaptado de Ben-Aicha S et al. 2020 (35)]

3. Apolipoproteinas

As apolipoproteinas, também denominadas apoproteinas, sao glicoproteinas
anfipaticas, incorporadas na camada fosfolipidica das lipoproteinas que conferem
estabilidade estrutural e desempenham fun¢des importantes na regulacdo do metabolismo
das lipoproteinas, atuando como cofatores enziméaticos e ligandos de recetores celulares
(3, 25, 37).

3.1.  Apolipoproteinas A-l, A-ll, A-IV e A-V

As apoA-| sdo as apolipoproteinas mais abundantes na superficie das particulas
HDL, representando cerca de 70% a 80% do seu conteudo proteico. Como referido
anteriormente, estas apoproteinas desempenham um papel anti-aterogénico, mediando o
transporte reverso do colesterol HDL. A apo A-l é sintetizada e secretada pelo intestino e
figado, e constitui a denominada HDL pré-p, ou HDL nascente, de estrutura discoide e
ainda sem lipidos. A apoC-| ativa o transportador ABCAL, que promove o efluxo de
colesterol e fosfolipidos para a particula HDL nascente. Subsequentemente, a apoA-| ativa
a enzima LCAT e desencadeia a esterificacdo do colesterol que vai sendo incorporado no
core, formando a HDL; esférica. Atuando como ligando do recetor SR-BI, a apoC-I ativa a

clearance do colesterol constitutivo das HDL, maduras em circulacéo (3, 25, 36, 37).

Para além das apoA-I, as apoA-Il sdo também consideradas apoproteinas principais
das particulas HDL, perfazendo 10% a 15% das proteinas desta lipoproteina (3, 25, 34).
No entanto, a fungéo da apo A-1l no metabolismo e na estrutura lipoprotéica ainda néo esta
completamente estabelecida (38). Polimorfismos na regido promotora do gene APOA?2
diminuem a taxa de transcricdo da apoA-Il, sendo que os portadores apresentam baixas

concentragdes, as quais se associam o0 aumento da circunferéncia abdominal e do
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metabolismo das VLDL pés-prandiais (25, 38). Sendo estas alteracdes observadas apenas
com o consumo de gorduras saturadas, concluiu-se que a epigenética da regiao promotora
do APOC?2 esta associada ao consumo de uma dieta rica em gorduras saturadas e a
existéncia do polimorfismo bialélico (38).

As apoA-lIV sdo, fundamentalmente, sintetizadas nos enterdcitos e circulam
livremente no plasma ou associadas as QM e HDL. Ap6s uma refeicdo rica em gorduras,
é induzida a sintese intestinal da apoA-1V, assimilada pelas QM e particulas HDL, durante
a absorcdo dos lipidos da dieta (3, 25, 37). Em modelos animais, a apoA-IV parece
influenciar a formacéo e secrecéo das VLDL nascentes e, consequentemente, os niveis de

triglicerideos no plasma (39).

As apoA-V sédo, predominantemente, produzidas pelo figado e circulam associadas
as QM, VLDL e HDL. Comparativamente as outras apolipoproteinas, a apoA-V existe no
plasma em concentra¢des muito baixas. Esta apoproteina € um importante modulador do
catabolismo das LRT, atuando como ativadora da lipoproteina lipase (LPL), a enzima
responsavel pela hidrélise dos TG (3, 40, 41). Varios estudos demonstram que a apoA-V
aumenta a afinidade das LRT pela LPL, por interagio com os proteoglicanos
heparanosulfatos (HSPG) e com a proteina de ligacdo a lipoproteina de alta densidade
ancorada ao glicosilfosfatidilinositol (GPIHBP1), direcionando a lipoproteina para o centro
alostérico da LPL. Os residuos de aminoacidos positivamente carregados da apoA-V sao
complementares com 0s aminoacidos negativamente carregados da familia de recetores
LDL (R-LDL, LDL receptor related protein 1 LRP1, mosaic receptor LR11/SorLA) e dos
HSPG hepaticos, pelo que esta apoproteina podera estar envolvida na clearance das
LRT(40, 41). Foi ainda proposto o possivel efeito inibitério da apoA-V na secrecao hepatica
das VLDL, através de um mecanismo intracelular (40). Certas variantes homozig6ticas no

gene APOA5 aumentam o risco de hipertrigliceridemia e pancreatite aguda (3).

3.2.  Apolipoproteinas B-100 e B-48

A apolipoproteina B € um componente estrutural das VLDL, IDL, LDL e QM. Estas
lipoproteinas contendo uma apoproteina B sdo consideradas pro-aterogénicas e estdo
envolvidas no mecanismo fisiopatologico da aterogénese (6, 8, 9, 42-46). A ApoB existe
sob as formas de apoB-100 e apoB-48. Tal como referido anteriormente, a apoB-100 é

expressa no figado e representa a apoproteina estrutural das VLDL, IDL e LDL, enquanto



que a apoB-48 é exclusivamente sintetizada no intestino e representa a apoproteina
estrutural das QM (3, 25, 26).

A apoB-100 e a apoB-48 s&o codificadas pelo mesmo gene APOB. A cadeia
polipeptidica apoB-100 integra 100% dos aminoacidos codificados pelo gene APOB,
enquanto a ApoB-48 é composta por apenas 48% dos residuos aminoacidicos codificados
pelo mesmo gene (25, 26). A sintese da ApoB-48 resulta da edigdo pos-transcricional do
MRNA — um processo molecular que modifica a sequéncia nucleotidica do transcrito RNA
(Figura 5). Como resultado, os aminoacidos incorporados na cadeia polipeptidica da apo
B-48 diferem dos codificados pelo gene APOB (31). O processo envolve a desaminacgao
da base nucleotidica 6666 citosina (C) pelo uracilo (U) no mRNA apoB-100, convertendo o
coddo glutamina (CAA) num codéao de terminacdo (UAA). Durante a traducdo do mRNA
apoB no enterdcito, o coddo UAA sinaliza a interrupcdo da traducgéo, formando-se uma

versao mais curta da apolipoproteina B — a apoB-48 (26, 31).

A apoB-48, sintetizada no enterdcito, inicia a formacao das QM, proporcionando
suporte estrutural as particulas. O terminal COOH- da apo B-100, responsavel pela
interagdo com o recetor LDL, ndo é incluido nas apo B-48, pelo que estas ndo estéo
envolvidas no mecanismo de clearance das QM. Por outro lado, a apoB-100, sintetizada
no hepatdcito, coordena a formacgéo das particulas VLDL. Aquando da tradugcédo de uma
copia mRNA apoB-100, a proteina MTP reorganiza as pontes de dissulfeto da apoproteina
para acomodar os lipidos disponibilizados no limen do RE (3, 26, 32).

5 3
zzzzzzzz2z277777772222224 ApoB gene
mRNA editing
Gin (Stop)
CAA UAA

I — B ApoB mRNA

y

HoN s COOH - HoNmvvwmnvs COOH — ApoB protein
| B100 | | B48 |

1 4536 1 2152

Figura 5. Sintese das apoproteinas B100 e B48 pelo mecanismo de edicdo pds-transcricional do
RNA. A modificag&o citosina para uracilo determina a integracdo de um codéo stop e a obtencédo de
uma proteina mais curta, constituida por 48% dos amino&cidos codificados pelo mMRNA do gene
APOB [Adaptado de Shlomo Melmed RK et al. 2019 (3)].
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3.3.  Apolipoproteinas C-I, C-ll e C-llI

As apolipoproteinas C sdo representadas por trés apoproteinas de baixo peso
molecular, designadas apoC-I, apoC-Il e apoC-lll, As apoproteinas C sao sintetizadas no
figado e, residualmente, no intestino (47). Apesar das diferentes funcionalidades, estédo
presentes nas Vvarias classes nomeadamente nas lipoproteinas ricas em TG, LDL e HDL
(3, 25, 47).

A apoC-l favorece a sintese e maturacdo das HDL (3, 25, 47, 48). Nas HDL
nascentes, a apoC-l ativa a LCAT, enzima responsavel pela esterificacdo do colesterol e
maturacao da lipoproteina HDL. Adicionalmente, a apoC-I inibe a CETP, que promove a
troca de conteudo lipidico entre a particula HDL e as outras lipoproteinas. A apoC-| é
também um importante interveniente no catabolismo das LRT, sendo reconhecida por inibir
a acao lipolitica da LPL, assim como comprometer a clearance das LRT e respetivas
remanescentes mediante os recetores celulares R-LDL e LDL receptor-related protein
(LRP) (48).

A apoC-Il € um cofator obrigatério da LPL (Figura 6). As lipoproteinas HDL séo
reconhecidas como reserva das apo C-ll, subsequentemente transferidas para as QM e
VLDL no estado pos-prandial (49). O mecanismo exato pelo qual a apoC-Il agiliza a lipdlise
enzimatica permanece indeterminado. Hipoteticamente, a oscilacdo da apoproteina na
camada externa da lipoproteina promove a exteriorizagdo dos TG no core hidrofébico, onde
sao hidrolisados pela LPL (50). De facto, estudos de simula¢cdo molecular propem que a
camada fosfolipidica fica mais fina com um aumento da interdigitacdo entre TG e
fosfolipidos, favorecendo a disponibilidade do substrato a LPL (50, 51). A interagéo
proteina-proteina entre a apoC-ll e a lipase podera ainda induzir alteracbes
conformacionais da LPL, como a exposicdo da fenda catalitica enzimatica e subsequente
acessibilidade dos TG (51). Variantes patogénicas na apoC-Il causam hipertrigliceridemia
grave, mimetizando uma deficiéncia de LPL, e pancreatite aguda (3, 25, 49). Por outro lado,
niveis excessivos de apoC-ll interferem com a capacidade das LRT se ligarem aos
proteoglicanos na célula endotelial (25), por deslocag&o da apoE, dificultando a clearance

via recetores celulares (3).

A apoC-lll é um regulador fundamental da hemostasia dos TG. Esta apoproteina
reduz a atividade lipolitica da LPL antagonizando a apoC-Il, a apoproteina responsavel
pela ativacdo desta lipase. Adicionalmente, a apoC-lll retarda a clearance das particulas
remanescentes, interferindo com a ligacdo aos recetores hepaticos (3, 52). Foi ainda
proposto que a apoC-lll podera estimular a secre¢do intra-hepéatica das VLDL,
influenciando diretamente os niveis plasmaticos destas lipoproteinas (52). A apoC-lii
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influencia direta e drasticamente os niveis de TG plasméticos. A sobrexpressao da apo ClI|
contribui para o desenvolvimento do estado hipertrigliceridémico, secundério a acumulacao
de TG na circulagdo sanguinea (3, 51, 52). Estudos gendmicos demonstraram que
variantes com perda de funcéo (loss of function, LOF) do gene APOCS3, codificante da
apoproteina C-lll, estdo associadas a uma reducao significativa do risco cardiovascular,
concomitante a diminuicdo dos niveis de apoC-lll circulantes (37, 52). Concentracdes
reduzidas da apoC-Ill s&o acompanhadas por niveis diminutos de TG e LDL circulantes, e
aumentados da HDL (52, 53).

Capillary lumen

Triglyceride-rich ﬁ
é lipoprotein 3

Figura 6. Estrutura do complexo lipolitico. A apoproteina C-Il atua como ativador da LPL, enquanto
o fator de maturagédo da lipase 1, lipase maturation factor-1 LMF1, auxilia na sintese da LPL e regula
a sua expressao. O GPIHBP1 medeia o transporte da LPL para as células do endotélio capilar,
ancorando a enzima na superficie celular. ApoA-V promove a ligacdo da lipoproteina rica em
triglicerideos aos proteoglicanos heparanosulfatos (HSGP), promovendo a estabilizagdo do
complexo LPL-apoC-Il. ApoC-IlIl e angiopoietin-like proteins (ANGPTL) 3,4 e 8 inibem a atividade
[Retirado de Wolska A et al. 2017 (51)].
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3.4.  Apolipoproteina E

A apoproteina E é, predominantemente, sintetizada pelo figado e, numa certa
extensao, pelos macréfagos (47, 54, 55). Na circulacdo, a apoE existe associada ao
revestimento fosfolipidico das lipoproteinas QM, VLDL, HDL e remanescentes. Apés a
lipélise das QM e VLDL, a apo E promove a clearance das particulas remanescentes que
percorrem o compartimento plasmatico, por interacdo com recetores hepéticos — R-LDL e
LRP — e proteoglicanos heparanosulfatos (54, 55). As isoformas apoE2, apoE3 e apoE4
apresentam varia¢cdes conformacionais e funcionais, que condicionam a afinidade das
apoE aos recetores/HSPGs hepaticos. Assim, a eficacia da clearance mediada pela apo E
depende da isoforma expressa pelo individuo (3, 54, 55). Para além disso, a apo E é um
interveniente no transporte reverso do colesterol. Interagindo com a proteina
transportadora de efluxo, ABCAL, expressa pelos macréfagos e células periféricas, atua

como molécula aceitadora do colesterol e fosfolipidos e inicia a biogénese da HDL (54, 55).

4. Lipoproteina lipase

A lipoproteina lipase desempenha um papel determinante no metabolismo dos
lipidos, sendo responsavel pela hidrolise enzimatica dos TG incorporados pelas
lipoproteinas QM e VLDL, em &cidos gordos nao-esterificados e monoacilglicerol (MAG)
(56). Assim, o bom funcionamento da LPL é essencial para a homeostasia dos TG séricos
(57). A lipase €, predominantemente, sintetizada por células de elevado metabolismo
oxidativo, como midcitos e adipdcitos (57, 58). E composta pelo dominio a/B-hidrolase no
N-terminal, correspondente ao centro ativo da LPL, e o dominio PLAT (Polycystin-1,
Lipoxygenase, Alpha-Toxin) no C-terminal (Figura 7) (58). A LPL nascente passa por
modificacbes poOs-traducdo mediadas pela proteina chaperona denominada fator de
maturacao da lipase -1 - lipase maturation factor 1 (LMF1) (59). No RE, a LMF1 garante a
funcionalidade catalitica e a correta secrecdo da LPL. Apés a secre¢do, a enzima liga-se
aos HSPG no espaco subendotelial e, pela acdo da GPIHBP1, é translocada e ancorada
na superficie do limen endotelial (56). O complexo LPL-GPIHBP1 marginaliza as QM e
VLDL circulantes, iniciando o processo de hidrolise dos TG (57). A conformacao dimérica
dos mondmeros LPL foi consensualmente aceite como sendo a forma cataliticamente ativa

da LPL. No entanto, estudos recentes sugerem que o C-terminal da LPL é suficiente para
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aligacdo a GPIHBP1, pelo que a forma monomérica da LPL é considerada forma ativa (58,

60).
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Figura 7. Representacao grafica da enzima lipoproteina lipase ligada a GPIHBP1. A GPIHBP1 liga
ao PLAT no dominio C-terminal. A regido acidica da GPIHBP1 estabiliza o dominio a/B-hidrolase.

[Retirado de Kumari A et al. 2021 (57)]

Para garantir o fluxo de acidos gordos consoante as necessidade energéticas, a
lipolise intravascular é regulada pelas apoproteinas associadas as particulas LRT e pelos
membros da familia angiopoietina (ANGPTL) — ANGPTL3, ANGPTL4 e ANGPTLS8 (58). As
apoproteinas C-1l e A-V regulam positivamente a atividade catalitica da LPL, enguanto que
a apoC-l e a apoC-Illl atuam como inibidoras da LPL (59). A ANGPTL3 e a ANGPTL4

catalisam a desnaturacgao irreversivel da a/B-hidrolase, por ligagéo direta ao N-terminal da
LPL (58). A ANGPTL4 apresenta um potencial inibitério mais forte, enquanto que a acéo
inibitéria da ANGPTL8 depende da formacdo de complexos com a ANGPTL3/4 (57).

5. Vias de metabolismo das lipoproteinas ricas em triglicerideos
O metabolismo das lipoproteinas QM e VLDL ocorre mediante duas vias distintas:
a via exdgena e via endoégena. (Figura 8)

Na via exdgena, os lipidos absorvidos da refeicdo sdo emulsificados pelos &cidos
biliares e hidrolisados por lipases pancreaticas, no limen intestinal, formando acidos
gordos livres, monoglicerideos e colesterol livre. Os produtos lipidicos sao transportados

para o interior do enterécito e mobilizados para o RE.
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Figura 8. Metabolismo dos triglicerideos pela via endégena e via exdgena, [Retirado de Dron JS et
al. 2020 (17)].

No espaco intramembranar do RE, as enzimas monoacilglicerol aciltransferase
(MGAT) e diacilglicerol aciltransferase (DGAT) sintetizam novamente os TG. Os lipidos
ressintetizados no RE dos enterdcitos podem ser armazenados em goticulas lipidicas no
citosol ou excretados e incorporados nas QM, contendo a apoB-48 estrutural (28). As QM
séo excretadas para a linfa e entram na circulagéo, pelo ducto toracico, onde adquirem as
apoC-Il, apoC-lll e apoE. Pela acao lipolitica da LPL, ancorada ao lumen endotelial, sdo
convertidas em QM remanescentes e 0 seu conteudo lipido, hidrolisado em AGL e MAG,
utilizado pelos tecidos periféricos (51).

Na via enddgena, os TG sintetizados no hepatécito a partir de acidos gordos livres,
provenientes diretamente do plasma, da protedlise lisossomal hepética de LRT, ou da
lipogénese de novo, sdo incorporados na apoB-100 nascente, formando-se a VLDL (5, 26).
As VLDL sado excretadas para a circulacdo sistémica, onde adquirem as apoproteinas
apoC-Il, apoC-lll e apoE. No plasma, a LPL hidrolisa as VLDL em particulas mais
condensadas, com menor carga de TG, denominadas remanescentes ou IDL. Uma fracdo
das VLDL continua a ser deslipidada pela LPL, formando-se as LDL, posteriormente
removidas da circulacdo pelo figado via R-LDL. O colesterol da LDL em excesso pode ser

depositado na parede arterial, onde pode causar aterosclerose (17).
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5.1. Metabolismo das lipoproteinas e hipertrigliceridemia

No estado de hipertrigliceridemia, a elevacao dos niveis de TG plasmaticos faz-se
acompanhar de alterac6es metabdlicas ao longo da cascata de deslipidacdo sequencial
VLDL;:-VLDL,-IDL-LDL (Figura 9) (4, 61). Estudos populacionais demonstraram que a
variagdo do nivel de TG plasmaticos ocorre em fungéo da subfracdo VLDL; (62). Para TG
<1,2 mmol/L, circulam no compartimento plasmatico quantidades equivalentes de ambas
as subfracdes VLDL; e VLDL,, observando-se uma reduzida taxa de secre¢do e uma rapida
clearance da subfracdo VLDL; (4). Em contrapartida, na hipertrigliceridemia, ocorre a
acumulacdo de particulas VLDL:1 volumosas no plasma, fendmeno este induzido pela
combinacdo da sobreproducdo e da deslipidag&o ineficiente das VLDL: (63). Perante a
acumulacdo da subfracdo VLDL; no plasma, estudos cinéticos demonstraram a formagéo
de espécies remanescentes de ambas VLDL; e VLDL, mais lentamente metabolizadas,

gue contribuem para o aumento da heterogeneidade metabdlica das VLDL (4, 61).

Na hipertrigliceridemia, a heterogeneidade metabdlica da apoproteina B transcende
o intervalo de densidades VLDL.(4, 61, 64, 65). Foram realizados estudos metabdlicos em
grupos normolipidémicos e hipertrigliceridémicos, utilizando particulas VLDL; e VLDL;
marcadas com isétopos de iodo (**l-VLDL1 e '?°I-VLDL2)(64, 65). Os resultados
demonstraram uma menor recuperacdo da apoB-100 proveniente das *-VLDL; no
intervalo de densidades LDL e uma lenta taxa catabdlica das particulas LDL provenientes
das *1-VLDL,, comparativamente as particulas 12°I-VLDL..

A heterogeneidade metabdlica das particulas LDL foi explorada em estudos
adicionais. Estudos em grupos normolipidémicos terdo reportado uma reducdo significativa
da taxa do catabolismo LDL e aumento da concentragédo plasmatica de LDL, para TG no
intervalo 2 — 3 mmol/L. Paradoxalmente, para TG >3 mmol/L, reportaram um aumento da
taxa do catabolismo LDL, com reducdo da concentracdo plasmatica de LDL (4, 64, 66).
Esta correlag@o positiva observada entre a taxa do catabolismo LDL e a severidade da
hipertrigliceridemia tem sido consistentemente reportada na literatura (67). Uma possivel
explicacdo para esta heterogeneidade metabdlica fundamenta-se na influéncia do tipo de

particulas LDL na conformacao tridimensional da apoB-100 (4, 63).

A apoproteina B-100 associada as VLDL e LDL é o principal ligando dos respetivos
recetores celulares. A sua conformagdo é condicionada pelo tamanho e pelo contetdo
lipidico da lipoproteina (4, 63). Alguns estudos demonstraram que o processo lipolitico
altera a estrutura tridimensional da apoB-100, de forma a expor incorretamente o respetivo
dominio proteico compativel com o recetor celular (61). Outros modelos experimentais

propdem que, em particulas LDL originadas do espetro de densidades VLDL, e IDL
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diretamente excretadas pelo figado, a apoB-100 é expressa numa conformacéo inicial que
a capacita para a ligacao eficiente aos recetores LDL, pelo que a lipoproteina é facilmente
catabolizada. Em contrapartida, para particulas LDL derivadas da extensiva deslipidacéo
da subfracdo VLDL;, propfe-se que a expressao da apoB-100 se encontra comprometida
e, assim, a clearance via recetores celulares sera ineficaz (4, 61, 64). Ja& o catabolismo
acelerado das LDL observado em casos de hipertrigliceridemia grave podera ser atribuido
a clearance das particulas LDL mediante sistemas reticuloendoteliais, independentes da

acao de recetores celulares (4, 61, 64, 66).

As particulas LDL lentamente metabolizadas originadas da lipolise das VLDL:
permanecem mais tempo na circulagdo, o que facilita a permutagdo do seu contetdo
lipidico com outras lipoproteinas plasmaticas, mediante a agéo enzimatica da CETP (4). O
colesterol esterificado que constitui o core lipidico das LDL é substituido por TG
provenientes das particulas VLDL. A alteragdo da sua composicao lipidica torna a particula
LDL mais suscetivel a agéo lipolitica da lipase hepatica, ocorrendo a produgéo de particulas
LDL pequenas e densas. Alids, com base em metodologias de centrifugagdo foram
identificadas trés subfragbes LDL em individuos saudaveis ou com hiperlipemia moderada
— LDL-I (d=1.025 - 1.034 g/mL), LDL-Il (d=1.034 - 1.044 g/mL), e LDL-IIl (d=1.044 g/ml -
1.060 g/mL) — enquanto em individuos com hipertrigliceridemia grave foram detetadas
particulas LDL muito pequenas e densas, as LDL-IV (61, 68). Assim, as concentracfes
elevadas de TG plasmaticos favorecem a formagdo de particulas LDL lentamente
metabolizadas, potencialmente convertidas em LDL pequenas e densas (4, 61).

Liver

Figura 9. Representacdo g.féfica da cascata metabdlica da apoproteina B-100 na
hipertrigliceridemia. Os niveis de TG influenciam o metabolismo das particulas LDL. Em comparagéo
com a subfragdo VLDL:, a subfragdo VLDL1 apresenta uma menor taxa de conversdo para LDL.
LDL proveniente da subfragéo VLDL1 apresenta uma taxa de catabolismo mais lenta. [Retirado de
Packard CJ et al. 2020 (4)]
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6. Hipertrigliceridemia

Previamente a era gendOmica, a heterogeneidade fenotipica observada entre
individuos hipertrigliceridémicos era categorizada com base nas diferencas qualitativas e
quantitativas das lipoproteinas plasmaticas (16). Através dos padrdes eletroforéticos
respetivos as fracdes de lipoproteinas, foi designada a classificagdo de Fredrickson dos
fenotipos de hiperlipoproteinemia (HLP), incluidos na Classificacdo Internacional de
Doencas da Organizacdo Mundial da Saude, descrita na tabela 2 (20, 69). Dentro dos
fenétipos HLP, os que se caracterizam pela presenca de hipertrigliceridemia sédo definidos
de acordo com as classes de LRT que se acumulam na circula¢do, como sendo as QM,
VLDL e remanescentes (16, 20, 21). Segundo Fredrickson, a singularidade das
classificag6es HLP baseia-se na diferente origem genética de cada fenétipo; No entanto,
estudos recentes propde que os fendtipos HLP sao geneticamente indistinguiveis (13, 14,
20). Assim, a contribuicdo da classificacdo de Fredrickson na prética clinica torna-se,
essencialmente, obsoleta (59, 69, 70). Outras classificagcbes para a hipertrigliceridemia
foram propostas por diversas sociedades cientificas. Estudos populacionais recentes
categorizam a hipertrigliceridemia com base na concentracao de TG plasmaticos em “leve-
a-moderada” e “grave” para os intervalos 2.0 — 9,9 mmol/L (175 — 885 mg/dL) e 210 mmol/L
(=885 mg/dL), respetivamente. Numa abordagem geral, considera-se que a
hipertrigliceridemia leve-a-moderada reflete a acumulacdo das lipoproteinas VLDL e
particulas remanescentes no compartimento plasmatico, enquanto a hipertrigliceridemia

grave resulta da acumulacédo de QM no plasma, em jejum (17, 69).

Tabela 2. Classificacdo de Fredrickson dos fenoétipos de hiperlipoproteinemia. [Adaptado de (16)]

Nome Principais lipoproteinas alteradas Perfil lipidico Prevaléncia
populacional
HLP tipo 1 TQM MTG 1 por milh&o
1CT
HLP tipo 2B TVLDL MTG 1em 40
TLDL MCT
HLP tipo 3 T1DL MTG 1em 10000
tRemanescentes QM MCT
HLP tipo 4 TVLDL MTG lem 20
1CT
HLP tipo 5 QM MmTG 1 em 600
TVLDL TM1CT

HLP - hiperlipoproteinemia; CT - colesterol total; TG - triglicerideos; QM - quilomicra; VLDL -
lipoproteina de muito baixa densidade; IDL - lipoproteina de densidade intermédia; LDL -
lipoproteina de baixa densidade; 1 - Elevada concentracéo plasmatica.
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6.1. Sindrome de Quilomicronemia Familiar

A SQF, quilomicronemia monogénica, hipertrigliceridemia monogénica, ou
tradicionalmente conhecida como hiperlipoproteinemia tipo 1 (OMIM# 238600), é uma
doenca predominantemente pediatrica com um padrdo de hereditariedade autossémico
recessivo, caracterizada pelo desenvolvimento de hipertrigliceridemia grave [TG >percentil
99 (>10 mmol/L ou 885 mg/dL)].(14, 16, 17, 69, 71). Globalmente, a prevaléncia
populacional da hipertrigliceridemia monogénica afeta cerca de 1 a 10 em cada 1 000 000
pessoas (16, 72). Os portadores da SQF manifestam a doenca sobretudo durante a
infancia e adolescéncia (69). O fendtipo monogénico é causado por variantes patogénicas
bialélicas (em homozigotia ou heterozigotia composta) nos genes reguladores do
catabolismo das LRT (59, 71, 73). Cerca de 90% dos individuos que manifestam
fenotipicamente a patologia sdo portadores de variantes patogénicas bialélicas LOF no
gene codificante da LPL, o gene LPL (5, 16). As restantes variantes bialélicas LOF
associadas a SQF ocorrem, essencialmente, em genes codificantes de proteinas
intervenientes no processo lipolitico, montagem e transporte da enzima LPL,
nomeadamente a apolipoproteina C-1l (gene APOC?2), apolipoproteina A-V (gene APOAS),
fator de maturacdo da lipase 1 (gene LMF1) e GPIHBP1 (gene GPIHBP1),(14, 59). As
variantes patogénicas bialélicas nos cinco genes canénicos (LPL, APOC2, APOA5, LMF1
e GPIHBP1) perturbam profundamente a atividade lipolitica da LPL e a clearance das QM,
que entdo persistem no compartimento plasmatico para além da janela de jejum (12 a 14
horas), num fenémeno denominado quilomicronemia (observado a partir duma
concentracdo de TG >900 mg/dL em jejum) (16-18). Um estudo de coorte com 52 doentes
afetados pela condicdo reportou que ~80% (41 doentes) eram portadores de variantes
patogénicas bialélicas no gene LPL (19). Dos restantes 20%, quase metade eram
portadores de variantes patogénicas bialélicas no gene GBPIHBP1 e, os restantes,
portadores de variantes patogénicas em homozigotia/heterozigotia composta nos genes
APOC2, APOAS5 e LMF1, ou dupla heterozigotia com 1 alelo LPL normal. Todos os doentes
apresentavam niveis de TG e QM extremamente elevados, com niveis gravemente baixos
das restantes lipoproteinas. O perfil bioquimico e clinico era significativamente semelhante

entre as etiologias genéticas.

A persisténcia patolégica das QM na circulacdo induz complicacdes que contribuem
para o agravamento da morbilidade e mortalidade dos doentes com SQF (18, 59, 71, 73).
Episddios recorrentes de pancreatite aguda sdo a manifestacéo clinica mais preocupante
entre os portadores, com risco acrescido de evolucdo para pancreatite cronica e necrose

do tecido pancreatico (18) e insuficiéncia exdcrina do pancreas como consequéncia direta
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da pancreatite crénica(74). Outros sintomas incluem dor abdominal (>50% dos doentes),
xantomas eruptivos do tronco e membros, lipemia retinalis, hepatoesplenomegalia,
nauseas, vomitos, fadiga, artralgias, atraso no desenvolvimento e sintomas neurolégicos,

gue afetam a qualidade de vida e a capacidade produtiva no trabalho (18, 71, 73).

6.2. Sindrome de Quilomicronemia Multifatorial

A QMM (OMIM#144650), também conhecida por hiperlipoproteinemia tipo 5, € uma
condigdo complexa de natureza oligogénica ou poligénica, cuja expressao fenotipica é
exacerbada pela presenca de fatores ndo genéticos secundarios (16, 72). Ao contrario da
SQF, a QMM manifesta-se sobretudo durante a fase adulta, e é consideravelmente mais
frequente, estimando-se uma prevaléncia de 1 em cada 600 pessoas (13, 75). Existem
essencialmente dois subtipos de fatores genéticos predisponentes: variantes, em
heterozigotia num dos cincos genes candnicos, e carga elevada de polimorfismos comuns,
correlacionados com a elevacdo dos TG plasméticos, reportados por genome-wide
association studies (GWAS) (14, 16). Cumulativamente, os polimorfismos induzem um
estado de suscetibilidade para o desenvolvimento da hipertrigliceridemia, que pode
interagir sinergicamente com variantes heterozig6ticas nos genes canoénicos e/ou fatores
ndo genéticos secundarios, forcando a expressdao de um fendtipo extremo
(hipertrigliceridemia grave [TG >10 mmol/L]) (17, 59). Individuos normolipidémicos podem
ser portadores de determinantes genéticas sobrerrepresentadas em doentes
hipertrigliceridémicos, pelo que a componente genética ndo garante a manifestacdo do
fendtipo (14, 59).

Na era pré genémica, Babirak et al. estudaram seis familias com QMM (76). Os
probandos homozigotos ou heterozigotos compostos para variantes patogénicas no gene
LPL apresentavam uma deficiéncia completa da enzima LPL. Foi observada
heterogeneidade fenotipica entre 13 pais obrigatoriamente heterozigéticos, sendo que
mais de metade tinham normolipidemia, alguns tinham hipertrigliceridemia leve e dois
tinham TG >7 mmol/L; A atividade enziméatica e massa da LPL foram variaveis entre os
mesmos portadores heterozigotos. Concluiram que o estado de heterozigotia para
variantes LPL se associava a uma manifestacao heterogénea da hiperlipidemia, com varios
portadores fenotipicamente normais. Julien et al. verificou que o nivel de TG variava desde

normal a gravemente elevado entre portadores heterozigotos de variantes LPL,
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destacando a obesidade abdominal e hiperinsulinemia de jejum como fatores
positivamente associados aos TG plasmaticos mais elevados (77).

Varios estudos de sequenciagdo gendmica demonstraram a correlacdo entre a
presenca de variantes heterozigéticas e o desenvolvimento de hipertrigliceridemia. Em
2010, foi reportado que variantes heterozig6ticas em quatro genes candidatos, incluindo
LPL e APOA5, estdo cerca de 2,2 vezes mais representados em individuos com
hipertrigliceridemia (153 variantes identificadas em 439 hipertrigliceridémicos versus 53
variantes em 327 controlos normolipidémicos); A maioria era apenas portadora de uma
variante, mas individuos com multiplas variantes estavam significativamente
sobrerrepresentados no grupo hipertrigliceridémico (6,6% dos individuos com HTG versus
0,9% dos controlos) (78). Em 2012, confirmou-se que doentes com hipertrigliceridemia
grave apresentavam uma prevaléncia excessiva de variantes heterozigoticas nos genes
LPL, APOC2, GPIHBP1, APOAS5 e LMF1, mais uma vez indicando que a heterozigotia é
um fator predisponente para o desenvolvimento da QMM (79). Mais recentemente, hum
estudo que envolveu a caracterizagdo genética de 563 doentes com hipertrigliceridemia
grave, 14,(4%) eram portadores heterozigéticos de variantes nos genes LPL, APOC2,
GPIHBP1, APOA5 e LMF1, em comparacdo com apenas 3,8% dos controlos
normolipidémicos (80). A identificacdo de portadores heterozigéticos no grupo
fenotipicamente normal sugere que estas variantes apresentam uma penetrancia parcial
ou incompleta. O fendtipo entre os portadores heterozigéticos variou desde normal a
hipertrigliceridemia grave. Ainda que os portadores heterozigéticos tenham apresentado
um risco 4 vezes superior de desenvolver hipertrigliceridemia grave, ndo se trata de um
risco absoluto para o individuo. Assim, propde-se que as variantes heterozigoéticas raras
nos genes associados com o catabolismo das lipoproteinas ricas em TG apresentam

penetrancia variavel, ainda que significativamente associadas com o fenétipo (17).

Estudos GWAS proporcionaram um contributo revolucionario na identificacdo de
loci genéticos compostos por variantes com frequéncia alélica >1% (polimorfismos de
nucledtido Gnico [SNP]) significativamente associadas a uma multitude de tracos
fenotipicos complexos, incluindo concentracdo de lipidos plasméticos (13, 14). Numa
metanalise GWAS que envolveu mais de 100,000 individuos normolipidémicos, Global
Lipids Genetics Consortium (GLGC) identificou 95 loci significativamente associados ao
perfil lipidico (P<5x1078), dos quais 32 integravam variantes que contribuem para a
variabilidade interindividual dos TG plasméticos (81). Cumulativamente, as 32 variantes
descrevem ~25 a 30% do arquétipo genético dos TG, que corresponde a ~10% da

variabilidade total do fenétipo. Os polimorfismos comuns associados a variabilidade de TG
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em individuos normolipidémicos contribuem, cumulativamente, para a expressédo de
fenotipos lipidicos extremos, como hipertrigliceridemia grave (13, 14, 17, 21). Estudos
GWAS com participagédo de 132 doentes com hipertrigliceridemia grave (sem variantes nos
genes candidatos) e 351 controlos normolipidémicos demonstraram que gendétipos com
variantes nos loci APOA5, APOE, GCKR, TRIB1 e MLXIPL estavam significativamente
associados com hipertrigliceridemia grave (82). Dos 32 loci associados aos TG descritos
na metandlise GLGC, 29 alelos associados com TG elevados estavam
sobrerrepresentados em individuos hipertrigliceridémicos comparativamente ao grupo
controlo, contribuindo para o aumento da carga genética de risco (81). Estudos com 504
doentes hipertrigliceridémicos e 1213 controlos normotrigliceridémicos demonstraram que
os individuos com elevado polygenic risk score (PRS) séo 4,2 vezes mais propensos a
desenvolver hipertrigliceridemia, em relacdo aos individuos com PRS intermédio, e 23

vezes mais relativamente aos individuos com PRS baixo (83).

Atualmente, o risco poligénico para o desenvolvimento de hipertrigliceridemia é
quantificado mediante o PRS (17). Num estudo coorte com 563 doentes com
hipertrigliceridemia grave, 32% apresentavam PRS elevado em 16 loci, associados com
TG aumentados, em comparag¢do com apenas 9,5% dos controlos normolipidémicos (15).
Uma vez que ~10% dos controlos também apresentam um PRS elevado, conclui-se que o
PRS elevado ndo justifica completamente a expressédo do fendtipo hipertrigliceridémico.
Assim, a semelhanca das variantes heterozigéticas na QMM, a relacdo genotipo-fenotipo
€ meramente probabilistica, ndo deterministica. Estudos adicionais serdo necessarios para
guantificar o efeito interativo entre variantes heterozigoticas raras e a acumulacdo

excessiva de polimorfismos comuns (17).

6.3. Hipertrigliceridemia leve-a-moderada

A hipertrigliceridemia  leve-a-moderada, fenotipicamente semelhante a
hiperlipoproteinemia de Fredrickson tipo 4, é uma condi¢cdo de natureza oligo/poligénica
caracterizada pela relacdo gendétipo-fenétipo probabilistica (a semelhanca da QMM) (17).
Estudos GWAS com 134 doentes com hipertrigliceridemia leve-a-moderada reportaram um
enriguecimento de variantes heterozigéticas em 9,0% dos doentes, com razdo de
probabilidade de 2,3 relativamente ao grupo controlo normolipidémico, e score elevado de
polimorfismos comuns (percentil 90) em 24,6% dos doentes, com razdo de probabilidade

de 3,26 em relag&o ao controlo (21).
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6.4. Diagndéstico diferencial da hipertrigliceridemia

A SQF é uma doenca excecionalmente rara e fenotipicamente semelhante a QMM.
(18, 72, 73). Em 1:600 adultos potencialmente afetados com quilomicronemia, apenas 5%
representam doentes com quilomicronemia monogénica (84). Dada a infima prevaléncia,
a SQF é comummente subdiagnosticada nos cuidados de saude primarios (18, 72, 73).
Muitos dos doentes com SQF tém seguimentos inadequados, e muitos sofrem de episodios
pancreaticos recorrentes e transtorno psicossocial até obterem um diagnostico definitivo
(18, 72). Paquette et al. reportou que doentes com SQF apresentam uma frequéncia
significativamente maior de pancreatite aguda (60% vs. 6%), pancreatite recorrente (48%
vs. 3%) e dor abdominal (63% vs. 19%) relativamente aos doentes com QMM, ainda que

os valores de TG sejam comparavelmente elevados (72).

Numa primeira abordagem no diagnéstico da SQF, a quilomicronemia deve ser
confirmada perante o doseamento da concentragdo de TG >10 mmol/L (885 mg/dL) em 3
amostras de sangue consecutivas, ou >20 mmol/L em uma Unica ocasido (18, 73). Niveis
de TG consistentemente elevados (> 10 mmol/L) ao longo de semanas ou meses é um
forte indicador a favor do diagndstico de SQF. Em contrapartida a QMM apresenta maior
variabilidade dos niveis de TG e é significativamente responsiva a dieta ou tratamentos
farmacologicos, ao contrario da SQF (73). Tipicamente, apos a centrifugacdo da amostra
de sangue, é possivel detetar um sobrenadante de aspeto cremoso, composto por
particulas QM, e um plasma opalescente de aspeto leitoso. A detecdo das QM pelo método
de eletroforese em gel de agarose (lipidograma) néo é confiavel, uma vez que as de maior
dimensdo frequentemente ndo penetram no gel de agarose, pelo que ndo sdao
consistentemente  detetadas. Para TG >10 mmol/dL, um racio de
triglicerideos/colesterol total superior a 5 mg/mg (2,2 mmol/mmol) e uma concentragéo de
apolipoproteina B inferior a 100 mg/dL sao compativeis com a presenca de QM, VLDL e

remanescentes de grandes dimensoes (73).

Laboratorialmente, existe um ensaio que permite determinar a atividade da enzima
LPL, o teste de heparina. A injec&o intravenosas de 50 IU/Kg de heparina induz a libertagéo
da LPL, ligada aos proteoglicanos e GPIHBP1 na parede endotelial, para o compartimento
plasmatico (85). A atividade da LPL 10 minutos apds a inje¢do em individuos com SQF
encontra-se muito reduzida nos portadores homozigéticos/ heterozigoéticos compostos de
variantes no gene LPL, e diminuida nos portadores homozigéticos/ heterozigticos
compostos de variantes nos genes APOC2, APOA5, GPIHBP1 e LMF1. Em contrapartida,

a atividade da LPL ap6s 10 minutos da inje¢do € normal em individuos com QMM (73).
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Outros parametros clinicos devem ser ponderados no diagndstico diferencial entre
SQF e QMM, como a idade da primeira manifestacdo clinica, o IMC e a atividade da
gamaglutamil transferase (GGT) (72, 73). Os doentes com SQF apresentam manifestacoes
mais precoces, IMC mais baixos e niveis GGT inferiores, comparativamente aos doentes
com QMM. Sabendo que os niveis elevados de GGT estdo positivamente associados a um
risco aumentado de doengas cardiometabdlicas, o aumento da atividade de GGT nos
doentes com QMM pode resultar da incidéncia de fatores ndo genéticos, como diabetes,

obesidade ou sindrome metabdlica (72).

O acesso a testes genéticos como Sequenciamento de Nova Geracdo permite
identificar variantes em genes candidatos e a obtencdo do diagnoéstico definitivo de SQF
(73). No entanto, ndo é recomendada a execuc¢ao de testes genéticos rotineiramente em
individuos adultos com uma concentragdo de TG de 2 a 10 mmol/L, apenas para doentes

pediatricos ou adolescentes com hipertrigliceridemia grave (69).

Moulin et al.(73) propuseram um score diagnéstico para SQF (Figura 10) como uma
ferramenta de avaliagdo fenotipica, baseando-se nos dados clinicos e idade do doente.
Este score foi desenvolvido e validado externamente em duas coortes independentes, que
reportaram uma sensibilidade de 88% (IC 95%: 0,97, 0,76) e especificidade de 85% (IC
95%: 0,94, 0,75).

Recruitment phase

Severe primary HTG (fasting TG > 10 mmol/L or 885 mg/dL)

Patient pre-selection in non-acute settings

1. Fasting TG > 10 mmol/L for 3 consecutive
blood analyses (+5)
o Fasting TG > 20 mmol/L at least
once (+1)
25 Previous TG < 2 mmol/L (-5)
3. No secondary factor (except pregnancy

and ethinylestradiol) (+2) FCS score:
4.  History of pancreatitis (+1) 210: FCS very likely
5. Unexplained recurrent abdominal pain (+1) <9: FCS unlikely
6. No history of familial combined <8: FCS very unlikely

hyperlipidaemia (+1)
7- No response (TG decrease <20%) to
hypolipidaemic treatment (+1)
8.  Onset of symptoms at age
o <40 years (+1)
o <20 years (+2)
o <10 years (+3)

Figura 10. Sistema score para diagnoéstico da sindrome de quilomicronemia familiar. [Adaptado de
Carr RA et al. 2016 (24)]
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6.5. Genes
6.5.1. LPL

A enzima LPL é predominantemente expressa por tecidos que utilizam os acidos
gordos como fonte de energia, nomeadamente as células do parénquima cardiaco,
musculo liso e tecido adiposo, onde a enzima esta presente ao longo da rede vascular (86,
87). O gene LPL, composto por dez exdes e nove intrdes, localiza-se no cromossoma 8922
(87). O mRNA codifica para os 27 aminoécidos do péptido sinalizador e os 448 aminoacidos

que constituem a cadeia polipeptidica da lipoproteina lipase (88).

A organizacao estrutural da enzima LPL é definida pelas regies amino (N) terminal
e carboxilo (C) terminal, conectadas por um péptido flexivel (Figura 11). A regido N-terminal
(residuos 1-312) serve de plataforma para a atividade hidrolitica pela triade catalitica,
constituida pelos aminoacidos Ser159, Asp183 e His268, e codifica para a “lid” (89). A “lid”
(residuos 245 a 265) representa uma superficie helicoidal mével na estrutura tridimensional
da LPL que oculta a fenda catalitica e pode adotar uma conformagéo aberta ou fechada
para regular a acessibilidade do substrato lipidico ao centro catalitico (87, 89). A sequéncia
da “lid” esta contida entre duas cisteinas conservadas (Cis243 e Cis266), que formam uma
das quatro pontes dissulfeto, possivelmente para a estabilizacdo da proteina durante a
acao catalitica (88). Na regido N-terminal estdo presentes varios residuos de aminoacidos
no envolvidos na modulagéo do cofator calcio (Ala221, Arg224, Ser226, Asp228, Asp229)
(60). A regido C-terminal é rica em triptofano, importante para o reconhecimento do
substrato lipidico e ligacao as lipoproteinas (87). A interagéo entre a enzima e a lipoproteina
desencadeia uma alteragdo conformacional na estrutura tridimensional da lipase.
Subsequentemente, ocorre a exposi¢cdo do centro catalitico enzimatico, que se torna
disponivel para dar inicio ao processo hidrolitico dos TG. Um segmento de residuos
basicos, que expandem desde o N-terminal ao C-terminal, interage com os proteoglicanos
heparanosulfatos negativamente carregados e com a regido acidica da proteina
glicosilfosfatidilinositol (90). O folding da proteina LPL nascente depende de modificagbes
pés-traducdo, como a N-glicosilacdo dos residuos de Asp70 e Asp386 (N70 e N386) e a
formacéo de pontes dissulfeto entre os aminoécidos de Cisteina (Cys54 - Cys67, Cys243
- Cys266, Cys291-Cys302, Cys305 - Cys310, Cys445 - Cys465), essenciais para a sua
atividade catalitica (87). As unidades monoméricas LPL associam-se numa orienta¢éo
cabeca-cauda, formando um homodimero ativo n&o-covalente. A dissociacdo em

monodmeros implica a inativacdo catalitica da enzima (86).
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Figura 11. Diagrama esquematico dos dominios funcionais, modificagfes pds-traducéo e variantes
no gene LPL [Adaptado de Wu SA et al. 2021 (87)].

Estudos  genéticos reportam mais de 100 variantes (HGMD:

https://www.hgmd.cf.ac.uk) com perda de funcéo e funcionalmente heterogéneas no gene

LPL, associadas ao desenvolvimento da deficiéncia em LPL (OMIM#609708) em doentes
com SQF.(60).

As variantes missense ¢.106G>A (p.Asp36Asn), c.644G>A (p.Gly215Glu),
Cc.701C>T (p.Pro234Leu), c.829G>A (p.Asp277Asn), ¢.953A>G (p.Asn318Ser), e
€.1421C>A (p.Serd474Ter) sdo as mais comuns no gene LPL, com frequéncia alélica
superior a 1% em certas comunidades Caucasianas (91, 92). Estas variantes estdo

associadas a niveis de TG elevados e risco CVD aumentado.

A variante p.Asp36Asn encontra-se em linkage desiquilibrium com a variante c.-
188-93T>G; ¢.-188-93T>G demonstrou uma taxa significativamente reduzida da expressao
genética do gene LPL, enquanto p.Asp36Asnh associava a uma taxa de secrecgao celular de
85%, comparativamente ao alelo wild type (-188-93T, 106G) (91). A frequéncia de
portadores da variante p.Asp36Asn em doentes hipertrigliceridémicos € superior a
observada no grupo controlo normolipidémico (aproximadamente 5,9% vs. 2,5%). No
entanto, esta variante ndo desencadeou SQF em portadores homozigéticos ou portadores
heterozig6ticos compostos com outras variantes no gene LPL (91). Num estudo coorte com
2091 doentes com hipercolesterolemia familiar (FH), 87 portadores da variante p.Asp36Asn
demonstravam TG elevados e um risco CVD significativamente maior, em relacdo aos

doentes com FH n&o portadores do alelo c.106G>A (93).

As variantes c.644G>A (p.Gly215Glu), c.701C>T (p.Pro234Leu), e c.829G>A
(p.Asp277Asn), detetadas em probandos Franco-Canadianos com deficiéncia em LPL
(73%, 24% e 2%, respetivamente), comprometem a secre¢do celular da LPL e a

dimerizacdo de uma enzima LPL cataliticamente inativa. Os portadores destas variantes
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desenvolvem hipertrigliceridemia moderada antes de completarem os 20 anos de idade,
com tendéncia a piorar ao longo da vida (91, 92).

A variante c.953A>G (p.Asn318Ser) compromete parcialmente a funcionalidade
catalitica e reduz a taxa de secrecao celular da LPL. No entanto, esta variante ndo causa
a SQF em portadores homozigéticos ou heterozigéticos compostos (93). A frequéncia
alélica da variante p.Asn318Ser € superior em individuos hipertrigliceridémicos,
comparativamente a controlos normolipidémicos (aproximadamente 6,9% vs. 3,8%) (94).
Num estudo populacional com 1393 participantes, apenas 1,7% dos controlos
normolipidémicos com mais idade eram portadores heterozigbticos da variante
p.Asn318Ser. Em contrapartida, 10,5% e 12% dos doentes com hiperlipidemia moderada
(TG 5,6 — 12,0 mmol/L) e hiperlipidemia excessiva (TG >12,0 mmol/L) eram portadores
heterozigé6ticos desta variante, respetivamente. Observou-se uma predominancia de
homens de meia-idade que expressam fenotipicamente a hipertrigliceridemia, nos

portadores da variante (91).

O polimorfismo ¢.1421C>A (p.Serd474Ter), com uma frequéncia alélica entre 12% a
16%, forma uma proteina LPL truncada sem os dois Ultimos aminoacidos (Ser-Gly). Esta
variante apresenta um fenétipo com ganho de funcéo (GOF), caracterizado pela diminuicdo
da concentracdo de TG, aumento da atividade da LPL antes e depois do ensaio da
heparina, e reducéo do risco CVD (60, 92). Modelos experimentais demonstraram que a
expressdo da variante p.Ser474Ter, mediada por adenovirus, previne a mortalidade
perinatal em ratinhos LPL knockout (95) e mitiga o fen6tipo associado a deficiéncia em LPL
em doentes com SQF (96). Possivelmente, a variante p.Ser474Ter pode estar em linkage
disequilibrium com outros polimorfismos, cuja substituicdo nucleotidica induz uma
alteracdo no elemento de resposta microRNA, localizado na sequéncia ndo codificante
3'UTR do mRNA LPL, e perde a complementaridade com o microRNA silenciador pds-
traducional. Como resultado, ocorre uma expresséo exacerbada da proteina LPL (97). A
remocao dos 2 ultimos aminoacidos pode ainda potenciar a interagdo eletrostética entre a
LPL e a GPIHBP1, aumentando a estabilidade da LPL (60)

As variantes na regido intrénica, particularmente na jungdo intrdo-exao,
comprometem gravemente o processamento do mRNA, splicing dos intrdes, e a natureza
e 0 numero dos produtos proteicos sintetizados. Variantes nas sequéncias 5 e 3-UTR
compostas por elementos regulatorios podem influenciar positiva ou negativamente a sua
expressao (89). A variante ¢.1322+1G>A (98) no splice site donor do intrédo 8 causa um

splicing aberrante do mRNA LPL, com formac&o de transcritos alternativos (92). Outra
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variante ¢.-188-39 T>C induz uma altera¢do no elemento do promotor, complementar ao

fator de transcricdo Oct-1, e inibe 85% da atividade promotora (89).

A maioria das variantes responsaveis pela manifestacdo da SQF ocorrem nas
regides codificantes e encontram-se nos exdes 5 e 6, interferindo na secregao, estabilidade
e atividade catalitica da enzima (92). O exdo 5 (residuos 181 a 259) codifica a “lid” e parte
do local que liga aos TG (residuos Prol84 a Prol87 e Arg214 a lle223), assim como o
amino&cido Aspl183 da triade catalitica. O exdo 6 (residuos 259 a 340) codifica para duas
pontes dissulfeto estruturalmente importantes (Cys291 - Cys302 e Cys305- Cis310), assim
como dois complexos de aminoacidos positivamente carregados, arginina e lisina, que
ligam a heparina (89, 99). A variante missense ¢.209A>G (p.Asn70Ser) impossibilita a N-
glicosilacdo do residuo 43 (100). As variantes missense c.615T>A (p.Cys243Ser) (89) e
€.798C>T (p.Cys266Trp) (101), impedem a formagéo de pontes dissulfeto. Variantes nos
aminoacidos que constituem a triada catalitica (c.547G>A [p.Aspl83Asn], c.548A>G
[p.Aspl83Gly], ¢.547G>C [p.Aspl83His]), ou préximos da triade catalitica (c.542G>A
[p.Glyl81Ser], <c.809G>A [p.Arg270His], ¢.809G>T [p.Arg270Leu]) reduzem
significativamente a atividade catalitica da LPL (89). Outras variantes, como ¢.1306G>A
(p.Gly436Arg) e ¢c.1310A>T (p.Glu437Val), aumentam a suscetibilidade do residuo 297 a
acao da protéase furina, promovendo a clivagem endoproteolitica da LPL mutante (102).

Portadores das variantes ¢.1211T>G (p.Met404Arg), ¢.1334G>A (p.Cys445Tyr) e
C.602A>T (p.Asp201Val) apresentam a ligagdo estabelecida entre a LPL e a GPIHBP1
comprometida. A variante p.Met404Arg néo interfere significativamente com a secregéo e
atividade catalitica da LPL, mas impede a ligacdo LPL-GPIHBP1, uma vez que a bolsa
hidrofébica da GPIHBPL1 é incapaz de acomodar a cadeia lateral do aminoacido arginina.
A variante p.Cys445Tyr ndo demonstra interferir com a secrecao, ligacdo a heparina ou
atividade catalitica da LPL, mas sim com a ligacédo da LPL a GPIHBP1 (87, 90). A variante
Asp201Val causa o misfolding da LPL, o que impede a secre¢éo da LPL pelas células e
reduz drasticamente a atividade catalitica, devido a deficiente modulacéo do cofator Ca?*

pelo aminoé&cido valina no residuo 201 (87, 90).

6.5.2. APOC2

A apoproteina C-Il, presente na superficie das lipoproteinas QM e VLDL é
responsavel por potenciar a acao catalitica da enzima LPL e a conversdo dos TG em

energia metabdlica para os tecidos periféricos. Esta apoproteina € essencialmente
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expressa no figado e, moderadamente, no intestino, macréfagos, tecido adiposo, cérebro,
pele, pulmdes e retina (51, 92, 103).

O gene APOC2, codificante da apoproteina C-Il, existe posicionado entre o cluster
genético APOE-APOC1-APOC4-APOC2 no cromossoma 19g13.2 (38, 44). Perante a
expressao do gene APOC2, o péptido sinalizador de 22 aminoécidos é clivado e forma-se
a apoproteina C-Il madura, composta por 79 aminoacidos. A estrutura terciaria da apoC-II
revela trés hélices (Figura 12). Localizada na primeira hélice, a regido N-terminal (residuos
16 a 36), rica em aminoacidos hidrofébicos, é responsavel pela ligacdo as lipoproteinas.
Na terceira hélice, a regido C-terminal (residuos 63 a 76) é importante para a ativacao da
LPL e os residuos Tyr63, lle66, Asp69 e GIn70 (pela nomenclatura HGVS recomendada:
Tyr85, 11e88, Asp9l e GIn92) formam um local de ligagdo para a enzima(50, 51, 92) A
regido C-terminal demonstra complementaridade com aminoacidos localizados
proximamente da “lid” na estrutura tridimensional da LPL, podendo, assim, esta regido
estar envolvida na alteracao conformacional da “lid”, de forma a garantir a acessibilidade
dos TG a fenda catalitica enzimatica (51).
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Figura 12. (A) Sequéncia primaria e estrutura helicoidal da apoproteina C-Il. (B) Variantes no gene

APOC2. [Retirado de Wolska A et al. 2017 (51)]

A deficiéncia em apoC-Il (OMIM#207750), atualmente mais conhecida como SQF,
€ uma doenca monogénica de hereditariedade autossémica recessiva, causada por
variantes patogénicas com perda de funcédo no gene APOC2 (14, 104, 105). Atualmente,
existem menos de 30 variantes APOC2 publicadas na literatura (HGMD:

https://www.hgmd.cf.ac.uk), do tipo missense, nonsense, regulatory region, splicing,
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frameshift, alteracbes nas regides reguladoras, delecdes, insercoes, e rearranjos (14, 51).
As variantes introduzem instabilidade estrutural do transcrito mutante intracelular e/ou da
proteina mutante apoC-ll no plasma, aumentando assim a sua taxa de degradacao.
Consequentemente, os portadores apresentam uma concentracdo diminuida ou
indetetavel de apoC-Il plasmética, e reducdo da atividade catalitica ou inagdo da enzima
LPL (106-109). Em recém-nascidos, a deficiéncia em apoproteina C-Il pode causar
deficiéncia mental grave, secundaria a encefalopatia lipidica (109). A maioria dos doentes
homozigéticos para as variantes APOC2 sdo de uma linhagem familiar com
consanguinidade (106, 110-114).

As variantes pontuais encontradas nas variantes apoC-llauckand (€.255C>A
[p.Tyr85Ter]) (115), apoC-llgai (€.177C>G [p.Tyr59Ter]) (116), apoC-llcoiomvia (€.133_134del
[p.Serd5GInfsTer24]) (117), apoC-llnjmegen (c.118del [p.Val40Ter]) (118), apoC-llpadova
(c.177C>A [p.Tyr59Ter]) (110), apoC-llshangai (€.86delinsCC [p.Asn29AlafsTer2]) (119),
apoC-lltoronte (€.270del [p.Asp69ThrfsTerm7]) (120) e apoC-llpaisz (€.10C>A [p.ArgdTer])
(121) introduzem um codé@o de terminacdo prematuramente na sequéncia primaria de
aminoacidos, resultando na sintese de uma verséao truncada da apoproteina C-Il, incapaz
de ativar a enzima LPL devido a exclusdo do dominio funcional C-terminal (Figura 13). A
variante apoC-llpais1 (C.1A>G [p.MetlVal]) (107), resulta da transicdo A para G, com
substituicdo do codao de iniciagdo AUG (metionina) para GUG (valina) no residuo -22. A
potencial iniciacdo da traducdo no préoximo codao de metionina, a jusante da variante,
elimina por completo o péptido sinal, impedindo a secrecdo da apoproteina C-Il para o
plasma, assim como os primeiros 8 aminoacidos do dominio funcional N-terminal. Nas
variantes apoC-llxamburg (C.55+1G>C) (122) e apoC-lltokyo (€.55+1G>C) (123), a transversdo
G para C no splice site donor 5, localizado no intrdo 2, causa o splicing aberrante do pré-
MRNA e exclusdo do exdo 2 (exdo 1 diretamente conectado ao exao 3), resultando na
exclusdo do codao de iniciagdo AUG. O doente portador da variante apoC-llhamburg
apresentava apenas ~14% do mRNA APOC2 hepdético detetado em individuos nao-
portadores, uma vez que o spliced mRNA aberrante é instavel e suscetivel a degradacéo
intracelular. A variante apoC-lltyza (9.17,719,326_17,722,303del) (112), resulta de uma
grande delecéo de 2978 pares de base no gene APOC2, que abrange toda a sequéncia
codificante, correspondente aos exdes 2, 3 e 4. A delegdo tem como origem a
recombinacdo homologa entre duas sequéncias Alu transponiveis, localizadas no intrédo 1
no gene APOC2, e entre os genes APOC2 e CLPTM1, respetivamente. Relativamente as
variantes pontuais na regido promotora, a transicdo A para G na posi¢éo -86 no promotor
proximal APOC2 (c.-25-90A>G) impede a ligacéo do elemento cis-regulador e compromete
a iniciacao da transcricdo do gene APOC2; a taxa de expressdo génica reduziu-se para
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46% (114). A semelhanca desta, a transversdo T para A na posi¢do -190 no promotor (c.-
25-190T>A) reduz a atividade da transcricdo do gene APOC2 para ~20% (108).

Al wild type ;

NH2

Glu Sor Leu Ser Ser Tyr Trp Glu Ser Ala Lys Thr Ala Ala Gln Asa Leu Tyr Glu Lys Thr Tyr Leu Pro Ala Val Asp Glu
GAA UCU CUC UCC AGU UAC UGG GAG UCA GCA AAG ACA GCC GCC CAG AAC CUG UAC GAG AAG ACA UAC CUG CCC GCU GUA GAU GAG
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Figura 13. Representagdo esquemética da apoproteina C-Il. (A) ApoC-Il wild type. Poligonos roxos
— Péptido sinal; H1 - Hélice 1; H2 - Hélice 2; H3 - Hélice 3. (B) Estrutura tridimensional da variante
apoC-Il (p.Serd5GInfsTer24). Alteracao da estrutura tridimensional devido ao frameshift na proteina.
Vermelho - Alteracdo do aminoacido; Cor transparente - Regido perdida devido a introdugdo do
codéo stop prematuro [Adaptado de Pinilla-Monsalve GD et al. 2020 (117)].

6.5.3. APOC3

A apoproteina C-11l € um regulador chave das LRT, contribuindo para a manutencéo
da homeostasia plasmética dos TG via inibicdo da LPL, supresséo da clearance hepatica
de LRT, e modulacéo da assimilagéo e secregéo de particulas VLDL pelo figado (52, 124,

125). A concentragdo de apoC-lll na populagdo saudavel é 7-12 mg/dL, podendo

ultrapassar os 30 mg/dL em doentes hipertrigliceridémicos (125).

O locus APOC3, codificante da apolipoproteina C-lll, encontra-se no cluster
multigenético APOA5/APOA4/APOC3/APOAL, localizado no cromossoma 11g23. APOC3
compreende trés regides intronicas e quatro regides exdnicas (52). A expressao do gene
APOC3 é estimulada pela glucose, via ativacdo dos fatores de transcricdo Carbohydrate
response element binding protein (ChREBP) e do HNF-4a. Por outro lado, fatores como

insulina, PPARa, Rev-erb e FXR, inibem a atividade promotora deste gene (124).
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A expressdo do gene APOC3 ocorre nos hepatocitos e enterdcitos, onde séo
sintetizados os 99 amino&cidos que constituem a pré-apoproteina C-Ill. A clivagem do
péptido sinal origina a apoC-Ill madura, composta por 79 residuos de aminoacidos (52).
Os aminoécidos que constituem o dominio N-terminal (residuos 8 a 29) e a regido central
(residuos 34 a 43) estao dispostos radialmente numa distribuicdo aleatéria de residuos
negativa e positivamente carregados, descrevendo uma hélice anfipatica tipo G (Figura
14). O dominio C-terminal (residuos 47 a 65), rico em residuos aroméaticos, apresenta uma
fase apolar com oito residuos hidrofébicos, residuos positivamente carregados na interface
polar/apolar, e residuos negativamente carregados na fase polar (126). O C-terminal
demonstrou uma capacidade significativa de ligar a vesiculas lipidicas, pelo que esta regido

peptidica é essencial para a inativacdo da LPL. Variantes apoC-Ill desprovidas dos

residuos hidrofébicos apresentam menor capacidade inibitéria da LPL (127).

ApoC-lll
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Figura 14. Representagéo grafica da estrutura helicoidal da apoC-IIl. Hélices anfipaticas do N-
terminal e do dominio central, com distribuicao radial aleatéria e residuos acidos e basicos (classe
G). Hélice anfipatica do C-terminal (classe A), com 8 residuos hidrofébicos na face apolar (linha
tracejada), residuos basicos na interface polar/apolar, e residuos acidos na face polar Linha
tracejada — Face apolar; Residuos apolares — amarelo; Residuos polares — cinzento, Residuos
bésicos — azul; Residuos &cidos — vermelho; Glicina — rosa. [Adaptado de Meyers NL et al. 2017
(126)].

Alguns estudos demonstraram que uma maior concentracdo de apoC-Ill no plasma
estava significativamente correlacionada com TG elevados e risco aumentado para o
desenvolvimento de aterogénese (128). Em contrapartida, portadores de variantes com
perda de funcdo no gene APOC3 (OMIM#614028) apresentavam valores baixos de TG

séricos, assim como um perfil lipidico cardioprotetor (129).
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O contributo da apoC-Ill no desenvolvimento de hipertrigliceridemia foi reproduzido
em modelos experimentais com coelhos transgénicos (130). A sobrexpressao da apoC-lil
humana exclusivamente no figado de coelhos transgénicos desencadeou HTG grave, com
3 e 3,2 vezes mais TG, em periodo pés prandial e jejum, respetivamente, em relagdo aos
coelhos controlo ndo-transgénicos. O aumento dos niveis de TG foram atribuidos a
producdo estimulada, e concomitante clearance reduzida de particulas do intervalo de
densidades QM e VLDL. Adicionalmente, demonstrou-se uma reducdo da atividade
catalitica LPL pds-heparina de 62,2% nos coelhos transgénicos vs. coelhos controlo ndo-

transgénicos.

O polimorfismo ¢.*40G>C, denominado Sst | (rs5128), foi o primeiro polimorfismo a
ser identificado no locus APOCS, correspondente a transversao citosina para guanina na
regido nao-codificante 3° UTR (124). Este polimorfismo caracteriza o alelo raro, S2,
enguanto o alelo wild type representa o alelo mais frequente, S1. Estudos demonstram que
portadores heterozigoticos do alelo S2 apresentam concentracdes elevadas de apoC-lii
circulante, assim como um risco aumentado de desenvolver hipertrigliceridemia e doengas
cardiovasculares ateroscleréticas (124, 131). Modelos experimentais in vivo avaliaram a
expressao hepatica do mRNA APOC3 em portadores heterozig6ticos do alelo S2 e
controlos homozigoéticos S1; 3 de 5 bidpsias hepéaticas demonstraram sobrexpressao do
MRNA APOC3 de 14%, 26%, e 29%, respetivamente, em relagdo ao grupo controlo wild
type (132).

O mecanismo molecular pelo qual o alelo S2 induz a sobrexpressdo do gene
APOC3 permanece, essencialmente, especulativo. Dada a localiza¢do na regido funcional
3'UTR, o polimorfismo pode estar envolvido na regulacdo da expressao génica ou na
estabilizacdo do mRNA (52). O alelo S2 pode ainda agir como um marcador de outras
variantes funcionais dentro do gene APOC3, ou em genes proximais (52). O polimorfismo
Sstl existe num forte linkage disequilibrium com dois polimorfismos no promotor do gene
APOC3, c.-47-481T>C (rs2854117) e c.-47-454C>T (rs2854116).(13) Integradas no
elemento de resposta da insulina, as substituicdes c.-47-481T>C e c.-47-454C>T podem
comprometer significativamente a ac¢ao inibitéria da insulina, promovendo a sobreproducgéo
de apoC-lll (124) Um estudo com portadores heterozigéticos para c.-47-481T>C e/ou c.-
47-454C>T reportou um aumento de 30% da concentrac&o de apoC-1ll em jejum, aumento
de 60% da concentracdo de TG em jejum, e reducdo de 46% da clearance dos TG
circulantes (133). Estudos in silico propdem um mecanismo de regulagéo pds-transcricional
onde a substituicao nucleotidica do polimorfismo Sstl pode implicar a perda das sequéncias

genomicas 3'UTR complementares com cinco microRNAs, silenciadores da expresséo
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génica (134). Outra hip6tese considera que a localizagdo do polimorfismo Sstl a 40
nucledtidos da cauda poli-A (envolvida da estabilidade do transcrito, trafego
nucleocitoplasmético e traducdo) possa impedir a ligacdo de proteinas especificas que
removem a cauda poli-A, prolongando o tempo de semivida do mRNA APOC3 (52).

Um estudo na populacdo de Judeus Asquenazes reportou que o alelo
0.116829268A>C (rs2542052), localizado no promotor do gene APOC3, estava associado
a concentracdes reduzidas de apoC-lll plasmética, contribuindo para um menor risco
aterosclerético e um aumento da sensibilidade a insulina (135). No estudo Exome
Sequencing Project (53) com 3,734 individuos, foram sistematicamente detetadas quatro
variantes no gene APOC3, incluindo a variante missense ¢.127G>A (p.Ala43Thr)
(substituicdo alanina para treonina no residuo 43) e trés variantes com perda de fungéo:
variante nonsense c.55C>T (p.Argl9Ter) e variantes splice site ¢.55+1G>A (transicdo G
para A no intrdo 2) e ¢.179+1G>T (transversdo G para T no intrdo 3). Ainda que apenas
uma modesta propor¢ao da populagdo (1 em 150 pessoas) seja portadora destas variantes
APOC3, verificou-se que o risco ASCVD dos portadores heterozigéticos identificados era
40% menor que nos portadores wild type (53). Da mesma forma, um segundo estudo
populacional com 75,725 participantes reportou que as variantes com perda de fungéo no
gene APOC3 causam uma reducdo de 44% na concentracdo de TG poés-prandiais e
reducéo de 36% do risco de doengas ateroscleréticas, em portadores heterozig6ticos (129)

6.5.4. APOAS

A apolipoproteina A-V é predominantemente expressa no figado e encontra-se
associada as QM, VLDL e HDL no compartimento plasmatico. A sua concentracdo no
plasma é cerca de 1000 vezes menor que a concentracdo de apoB (136), o que
corresponde a uma molécula apoA-V por cada 24 moléculas VLDL (137). Estudos in vivo
demonstraram que a apoA-V fortalece a interacdo entre as LRT e a enzima LPL, reduz a
biossintese de particulas VLDL e aumenta a clearance das LRT por interacdo com HSPG
e recetores hepaticos (R-LDL, LRP1, LR11/SorLA) (136-138). Com base nestes estudos,
€ expetavel uma relacdo inversa entre a apoproteina A-V e a concentracdo de TG
plasmaticos (40). De facto, modelos experimentais com ratinhos com sobrexpresséo do
gene APOADS, via vetores de adenovirus, demonstraram uma dréstica reducéo de 70% da

concentracdo de TG transportados na fracdo lipoprotéica VLDL, comparativamente ao
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ratinho wild type.(139). Em contrapartida, ratinhos APOA5 knockout demonstraram um
aumento de 400% da concentragéo de TG, em relagéo ao ratinho wild type (140).

A apoA-V é codificada pelo gene APOAS5, identificado como membro integrante do
cluster genético APOA1-APOC3-APOA4 localizado na regido cromossémica 11q23, por
métodos de gendmica comparativa entre o DNA humano e do ratinho (141). O mecanismo
relativo & regulagcdo do mRNA e da apoproteina A-V no figado ndo é completamente
conhecido.(142) Varios recetores nucleares estdo positivamente implicados na regulacéo
do gene APOAS5, incluindo PPARa, FXR, RORa, HNF4a, TRB e o recetor nuclear 6rfao
Nur77. Ja os fatores LXR, insulina e a glucose, via upstream stimulatory factor (USF),
inibem a expresséo do APOA5.(40, 143)

O gene APOA5 compreende quatro exdes e trés intrbes, que traduzem uma pré-
apoproteina com 366 aminoacidos, dos quais 23 aminoacidos constituem o péptido sinal.
A clivagem do péptido forma a apoproteina A-V madura de 343 aminoacidos, uma proteina
hidrofébica rica em alfa hélices (136). Os residuos 1 a 146 constituem o dominio N-terminal
e adotam uma conformacdo helicoidal anfipatica, que liga as lipoproteinas,

preferencialmente particulas HDL (40).

Adjacente ao N-terminal, o dominio central (residuos 147 a 292) compreende uma
regido de 42 aminoacidos (residuos 186 a 227) com oito residuos positivamente
carregados de arginina/lisina e trés de histidina, que estabelecem ligacdes i6nicas com
HSPG, recetores celulares R-LDL e LR11, e GPIHBP1 (40) O aminoacido de cisteina na
posicdo 204 apresenta potencial para formar homodimeros ou heterodimeros com
proteinas plasmaticas, através da formacdo de pontes dissulfeto (41). Sun et al.
demonstraram ainda que os residuos 192 a 238 séo necessarios para a ligagdo aos lipidos

e ativacdo da LPL (144). No dominio C-terminal (residuos 293 a 343), quatro aminoacidos

de prolina consecutivos (residuos 293 a 296) permitem a ligagcéo aos lipidos (Figura 15),
(138, 142).
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Figura 15. Diagrama do gene APOA5 e da organizacdo estrutural da apoproteina A-V. (a) Gene
APOAS e localizag@o dos polimorfismos mais prevalentes (-1131T>C ou c.-72-571T>C, c.-3A>G,
¢.56C>G, IVS3 + 478G>A ou ¢.162-43G>A, ¢.553G>T, ¢.1259T>C ou ¢.*158T>C). (b) Organizacéo
da proteina apoA-V e respetivos dominios N-terminal, central e C-terminal. Dominio central
composto por uma sequéncia de residuos de aminoacidos positivamente carregados (R — arginina;
K — lisina) e um segmento de tetraprolina (PPPP) (bloco branco correspondente aos residuos 293 a
296). [Retirado de Sharma V et al. 2013(41)].

No Berkeley Lipid Study Population foram estudados os genoétipos de uma
populacdo Caucasiana de 419 individuos ndo-relacionados e foi demonstrada uma elevada
frequéncia alélica de cinco polimorfismos comuns, herdados essencialmente em trés
haplétipos: haplotipo APOA5*1, haplétipo APOA5*2 e haplétipo APOA5*3 (141). O
haplétipo APOA5*1 é apenas composto por alelos wild type. O haplétipo APOA5*2 é
caracterizado pela prevaléncia dos quatro polimorfismos ¢.*158T>C (rs2266788, também
denominado ¢.1891T>C, ¢.1259T>C, ou SNP1), c.162-43A>G (rs2072560, também
denominado IVS3+476G>A ou SNP2), c.-72-571T>C (rs662799, também denominado g.-
1131T>C ou SNP3) e c.-3A>G (rs651821). Estes polimorfismos demonstraram coexistir em
100% linkage disequilibrium, pelo que apenas ocorrem na combinacao de alelo comum c.-
72-571T/-3A/*158T (TAT) ou alelo raro ¢.-72-571C/-3G/*158C (CGC) (143). Inversamente
ao haplotipo APOAS5*2, o haplétipo APOA5S*3 é caracterizado pelo polimorfismo ¢.56C>G

(rs3135506, também denominado p.S19W) e os quatro restantes alelos wild type.

As substituicdes das bases nucleotidicas introduzidas pelos polimorfismos resultam
numa alteragdo da sequéncia de residuos de aminoacidos e modificagdo morfoldgica da
molécula ApoA-V. Consequentemente, 0s portadores expressam uma apo A-V mutante
com funcionalidade comprometida ou completamente disfuncional (OMIM#606368) (138).
O polimorfismo ¢.56C>G (p.Serl9Trp) substitui 0 aminoacido serina por triptofano na
posicdo 19, localizado no péptido sinal. A introducdo do aminoacido aromatico no péptido
sinal compromete a eficiéncia da translocacdo ao longo do reticulo endoplasmatico,
causando uma reducao de 50% da secrec¢édo celular do péptido 19W in vitro (145). Ensaios
in vitro recorrendo ao gene reporter luciferase avaliaram o efeito individual dos
polimorfismos c¢.-72-571T>C, c.-3A>G e ¢.*158C>T (alelo raro CGC) na expressao.
Individualmente, os polimorfismos néo influenciaram significativamente a atividade
luciferase (145). Em contrapartida, o alelo raro CGC reduziu significativamente a atividade
luciferase em 46%, em comparacdo com alelo wild type (TAT), pelo que a expressao
fenotipica destes SNPs requer uma acgdo cooperativa (143). O polimorfismo c.—3G>A,
localizado na sequéncia de Kozak altamente conservada em eucariotas, que antecede o
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codéao de iniciagdo AUG, pode reduzir a eficacia da iniciagéo da traducéo ribossomal (146).
A construcdo de combinagbes moleculares in vitro, c.-72-571T/-3G/*158T (TGT) e c.-
3G/*158C (GC), demonstrou esta funcionalidade do polimorfismo c.-3A>G, tendo-se
detetado o maior efeito na reducéo da atividade luciferase, de 94% e 59%, respetivamente
(143). O polimorfismo ¢.553G>T (rs2075291) causa a substituicdo do amino&cido de glicina
para cisteina na posi¢do 185 (p.Gly1l85Cys), no exdo 4, aumentando a possibilidade de
formacao de pontes dissulfeto intramoleculares com o amino&cido de cisteina 204. Dada a
localizacdo da cisteina 204 numa regido responsavel por estabelecer interacbes com
HSPG e recetores celulares, a alteracdo da conformacao induzida pela ponte dissulfeto
(Cys185 — Cys204), neste dominio da apoproteina, pode comprometer a hidrélise

enziméatica dos TG e/ou clearance das VLDL remanescentes (146).

Vérios estudos populacionais avaliaram a relagédo entre os polimorfismos APOAS5,
a concentragdo de TG e o risco cardiovascular aterosclerotico. O Framingham Heart Study
reportou que os SNPs c¢.-72-571T>C e ¢.56C>G se associavam positivamente com
hipertrigliceridemia, mas apenas o alelo c.-72-571C afeta diretamente a concentracao
plasmatica da apoA-V, e estd relacionado com uma producdo acrescida de LDL
aterogénicas e rigidez arterial (41). Um estudo com doentes afetados com a doenca arterial
coronaria (CAD) demonstrou que os alelos raros c.-72-571C e p.19W sao preditores
independentes da concentracdo de TG plasmaticos; no entanto, ndo se verificaram
diferencas significativas relativas a distribuicao destes polimorfismos entre os doentes com
e sem CAD (147). Outro estudo incluindo doentes Chineses, com e sem CAD, também
reportou uma auséncia de correlacdo significativa entre os polimorfismos p.S19W e

¢.553G>T, e o risco cardiovascular (148).

Os polimorfismos no gene APOA5 podem ainda influenciar os niveis dos lipidos
plasmaticos, através do seu efeito nos lipidos da dieta. Um estudo na populacdo de Porto
Rico demonstrou uma correlacao significativa entre os lipidos consumidos, o polimorfismo
c.-72-571T>C, e a concentracdo de TG e colesterol total no plasma, sugerindo que os
portadores heterozigéticos do alelo c¢.-72-571T beneficiam de uma dieta com baixo teor de
gordura para apresentarem um perfil lipidico ateroprotetor (149). Na populacdo do
Mediterranio, observou-se uma associacdo positiva entre o consumo de gordura e a
obesidade em portadores homozig6ticos c.-72-571T, enquanto nenhuma correlacéo foi
evidenciada entre o consumo de gordura e IMC em portadores do alelo normal c.-72-571C,
demonstrando que os portadores c.-72-571T estdo mais suscetiveis a ganhar peso com

uma dieta rica em gordura (150).
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Em conjunto, os estudos populacionais sugerem que o0s polimorfismos
responsaveis por alterarem a concentracéo plasmatica ou a estrutura/funcionalidade da
apoproteina A-V, comprometem o metabolismo dos lipidos e, potencialmente, aumentam
a suscetibilidade para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares. No entanto, os
resultados populacionais devem ser cautelosamente interpretados, dada a multitude de
variaveis metabolicas, dietéticas e genéticas interferentes (137).

Desde a descoberta do gene APOA5, mais de 400 variantes foram descritas na

literatura (ClinVar: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar).

1. Priore Oliva et al. (151) reportou a variante nonsense ¢.442C>T (p.GIn148Ter) ou
Q148*, associada ao desenvolvimento de quilomicronemia. A transicdo C—T no
exao 4 introduz o codao de terminacao prematuramente, na posigdo 148, formando
uma variante truncada (144 aminoacidos) sem ambos os dominios funcionais, C-
terminal e central, responséaveis pela ligacdo aos lipidos e HSPG/GPIHBP1/R-LDL,
respetivamente (Figura 18), (142).

O probando era portador homozigético para a variante Q148* (XX) e para os
polimorfismos p.S19W (WW) e c.-72-571T>C (TT) no gene APOAS5, e para o
polimorfismo c.-47-454C>T (TT) do gene APOC3. Apresentava hipertrigliceridemia
grave (40-50 mmol/L), com niveis indetetdveis de apoA-V no plasma, como
resultado da degradacao intracelular da apoproteina truncada ou mRNA mutante,
assim como reducdo de 40% da atividade catalitica LPL. Ja nos familiares
heterozig6ticos para a variante p.Q148* (QX) e haplétipo APOA5*3 (p.S19W, SW),
apenas se registou HTG leve-a-moderada (2,27+1,13 mmol/L) nos individuos com
mais idade (47,8+15,1 anos), IMC maior (+7,5%) e glicemia mais elevada (+12%),
em relagdo aos restantes portadores heterozigéticos (QX, SW) normolipidémicos
(151).

2. Marcais et al.(152) estudou um individuo e duas familias, A e B, com
quilomicronemia. O individuo era portador homozigético para a variante ¢.415C>T
(p.GIn139Ter) ou p.Q139* gene APOAS (transicdo C—T no exao 4), responsavel
pela introducéo do codao de terminacao prematuramente e sintese de uma variante
truncada (139 aminoacidos; 38% da apoA-V wild type) (Figura 18). Apresentava
hipertrigliceridemia grave e persistente (6,5 a 65 mmol/L) e sofreu trés episodios de
pancreatite aguda, e um enfarte do miocardio. Ndo apresentava fatores néo-

genéticos predisponentes para hipertrigliceridemia.
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O probando da familia A apresentava heterozigotia para a variante p.Q139* (QX) e
o haplétipo APOA5*3 (SW). Sendo o unico familiar com diabetes tipo 2, o probando
apresentava o0 caso mais grave de hipertrigliceridemia grave persistente, com TG
de 15-40 mmol/L e transientemente 60 mmol/L, assim como progressao detetavel
da placa aterosclerética. O filho, portador heterozigético da variante p.Q139* (QX)
e do  haplétipo APOA5*2 c.-72-571C/-3G/*158C/162-43A, apresentava
hipertrigliceridemia grave de 18 mmol/L. Os restantes familiares (n&o diabéticos)

portadores dos haplétipos APOA5*2 e/ou APOA5*3 eram normolipidémicos.

A familia B era composta por dois portadores heterozigéticos da variante QX e
haplétipo APOA5*3 (SW), e quatro portadores heterozigéticos QX e haplétipo
APOA5*1 (alelo comum). Os portadores heterozigéticos (QX, SW) apresentavam
diabetes tipo 2 e HTG grave (24 e 80 mmol/L), enquanto os portadores QX tinham

normolipidemia (TG <2 mmol/L).

Em ambas as familias A e B, a concentracdo plasmatica da apoA-V apresentou
uma grande variabilidade entre os portadores e ndo portadores da variante
p.Q139*, desde 6,6 a 240 mg/L, independentemente da concentragéo de TG. A
atividade catalitica LPL reduziu significativamente (apenas 21% da atividade
“normal”) para portadores p.Q139* hipertrigliceridémicos. Estudos adicionais de
cinética da apoB-100 demonstraram perturbacdes da clearance das lipoproteinas
VLDL nos portadores p.139* hipertrigliceridémicos, e ndo nos p.139*

normolipidémicos.

Priore Oliva et al.(153) descreveram a variante ¢.161+3G>C, uma transversao g—c
no donor splice site localizado no intrédo 3, responsavel pelo splicing aberrante do
pré-mRNA e exclusdo do exdo 3. A ligacao direta dos exfes 2 e 4 causa um
frameshift e a introducdo de um codéo de terminacdo prematuro, sintetizando-se
uma apoA-V com apenas 18 aminoéacidos (Figura 16). O probando era portador
heterozig6tico para a variante ¢.161+3G>C e para o polimorfismo c.-72-571T>C
(TC) no gene APOAS5, e homozig6tico para o polimorfismo c.-47-454C>T (TT) no
gene APOC3. O pai do probando era portador heterozigético para a variante
€.161+3G>C e para ambos os polimorfismo c.-72-571T>C (TC) e c.-47-454C>T
(CT). Ambos (n&o diabéticos) apresentavam hipertrigliceridemia grave (probando:
15,9 mmol/L; pai: 47,6 mmol/L). O probando demonstrou reducao significativa da
atividade catalitica LPL de 47%. Paradoxalmente, a sua concentracdo da

apoproteina A-V plasmatica manteve-se dentro da normalidade (269 ng/mL).
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Figura 16. Modelo molecular da apoproteina A-V (366 aminoacidos) e as versdes truncadas,
resultantes das variantes p.Q148*, p.Q139* e ¢.161+3G>C, respetivamente [Retirado de Talmud
PJ et al. 2007 (154)].

Assim, variantes descritas no gene APOA5 determinam alteragbes estruturais e
funcionais da apoA-V, associadas ao desenvolvimento de hipertrigliceridemia. No entanto,
a baixa penetrancia das variantes genéticas APOA5 implicam a contribuicdo de outros
fatores genéticos (polimorfismos) e ndo-genéticos (idade, sexo, IMC, sindromes
metabdlicas) para potenciar a respetiva expressdo fenotipica (40). Estudos GWAS
reportam que loci associados ao metabolismo dos lipidos explicam menos de 10-12% da
variabilidade lipidica (155). Epigenome-wide association studies (EWAS) procuram
descrever a correlacdo entre a metilacgdo do DNA em citosinas, localizadas em
dinucledtidos CpG, e a concentracao de lipidos circulantes, onde terdo identificado um
pequeno numero de citosinas que se associam positivamente com os niveis de TG
plasmaticos (156). A citosina cg12556569, localizada na regido promotora do gene APOAS,
correlaciona positivamente com os polimorfismos ¢.-72-571T>C e p.S19W, assim como
com outros polimorfismos localizados na proximidade do gene APOA5 (rs964184
[0.724C>G] na regido intergénica ZNF259-APOADS5) (157). Caussy et al. prop6s ainda que
0 estado de hipertrigliceridemia em portadores do haplétipo APOA5*2 pode envolver a
regulagdo pos-transcricional por microRNAs silenciadores. O microRNA miR-485-5p
demonstrou complementaridade com o alelo raro ¢.*158C, localizado na sequéncia 3’'UTR
do gene APOAG. A ligacdo do miR-485-5p a sequéncia ¢.*158C reduziu significativamente

a atividade do promotor APOAS nas células hepéticas (158).
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6.5.5. LMF1

Um estudo recente com ratinhos hipertrigliceridémicos, portadores da variante
recessiva combined lipase deficiency (cld), levou a identificacdo de um novo gene, cujo
produto proteico esté& envolvido na maturacdo da LPL e lipase hepatica (hepatic lipase, HL)
no RE (87) O homologo humano deste gene, lipase maturation factor 1, encontra-se no
cromossoma 16p13.3 e codifica para 567 aminoacidos da proteina transmembranar LMF1.
LMF1 € uma chaperona do RE composta por 5 dominios transmembranares e o dominio
conservado C-terminal, para a ativacdo das lipases (Figura 17) (159). O mecanismo
molecular pelo qual a LMF1 atua ndo € conhecido. Hipoteticamente, a LMF1 pode
estabilizar a LPL mediante a dimerizagdo dos mondmeros inativos (92), ou, por interagéo
com chaperonas do RE, auxiliar na formacédo de pontes dissulfeto na LPL nascente (87).
Esta modulacdo pos-traducdo atua como um método de controlo da expressdo da LPL
(92).

LMF1

cld truncation site
Cytoplasm b d

ER lumen

-Y439X
W464X

/ |
Inactive Lipase Active Lipase
Monomer Dimer

Figura 17. Representagdo gréafica da estrutura e fungéo da LMF1. A LMF1 é uma proteina do reticulo
endoplasmatico, constituida por 5 dominios transmembranares e um dominio C-terminal
conservado. O C-terminal é necessério para a maturacdo da LPL, através da ligacdo dos
mondmeros inativados da lipase (amarelo) ou estabilizagdo do dimero ativado (azul). Variante
nonsense cld (rato), p.Y439* e p.W464* (circulos vermelhos) forma uma variante truncada.
[Adaptado de Peterfy M et al. 2012 (159)]

Duas variantes nonsense no gene LMF1 foram identificadas em dois individuos
homozigéticos para ¢.1317C>G (p.Tyrd39Ter ou p.Y439*%) (160), e c.1391G>A
(p.-Trp464Ter ou p.W464*) (161), respetivamente, com hipertrigliceridemia grave (TG
>2500 mg/dL), episddios recorrentes de pancreatite aguda e deficiéncia combinada de
lipase (OMIM#246650). O individuo homozigotico para ¢.1317C>G apresentava xantomas,
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lipodistrofia parcial e reducédo significativa de 93% da atividade da LPL, enquanto o
individuo homozigético para ¢.1391G>A apresentava uma reducéo de 76% da atividade A
preservacdo de um maior niumero de residuos de aminoacidos no dominio C-terminal da
variante p.Trp464Ter, comparativamente a variante p.Tyrd439Ter, pode justificar a
divergéncia fenotipica observada entre as duas variantes no gene LMF1(159).

6.5.6. GPIHBP1

A proteina de ligagdo a lipoproteina de alta densidade ancorada ao
glicosilfosfatidilinositol pertence a superfamilia de recetores de ativador de plasminogénio
tipo uroquinase (lymphocyte antigen-6/urokinase-type plasminogen activator receptor,
Ly6/uPAR) rico em residuos de cisteina. Os residuos cisteina formam pontes dissulfeto,
responsaveis pela caracteristica conformacéo tridimensional 3-finger fold das proteinas
Lys6 (162). A proteina GPIHBPL1, a ancora da enzima LPL nas células do endotélio capilar,
num racio estequiométrico de 1:1 (163) executa a translocacédo da LPL para o [limen capilar
e a marginalizacdo do substrato lipidico ao endotélio capilar (162) e previne o unfolding
espontaneo da LPL (90). Expressa exclusivamente pelo endotélio capilar, € codificada pelo
gene GPIHBP1, localizado na regido cromossémica 8q24.3 (60). O exao 2 codifica para o
dominio N-terminal, composto por 21 residuos de aminoacidos acidicos (Glu, Asp) e
intrinsecamente desorganizados (90). Os exdes 3 e 4 codificam para o dominio Ly6/uPAR
e para o péptido sinal hidrofébico no dominio C-terminal (Gly178), que liga covalentemente
a ancora GPI, na membrana celular (Figura 18) (87).

A proteina GPIHBP1, composta por 184 residuos de aminoacidos, é alvo de
modificagBes pos-traducionais, como a N-glicosilacéo do residuo Asn58, O-sulfatacéo do
residuo Tyrl8 e a formacgdo de pontes dissulfeto (Cys35-Cys69, Cys48-Cys57, Cys63-
Cys90, Cys94-Cys110, Cys111-Cys116) (60). A N-glicosilacdo do Asp58 é necessaria para
o trafego intracelular da proteina (87). As cinco pontes dissulfeto descrevem a conformacgéo
3-finger fold do dominio LU (residuos 42-109). A estrutura terciaria da LU é essencial para
a ligacdo da GPIHBP1 com a LPL, e permite interagbes com as apolipoproteinas C-1l e A-
V, e as lipoproteinas na superficie endotelial (164). A regido acidica estabelece interacdes
electroestéaticas com a LPL nos respetivos locais de ligacdo HSPG, enquanto o dominio LU
interage com o dominio PLAT, localizada no C-terminal da LPL (60). Estabelecida a ligacéo
com a LPL, a GPIHBP1 procede a translocagéo da enzima através das células endoteliais.

Sob o lumen vascular, o complexo LPL-GPIHBP1 causa a marginalizacdo das LRT ao
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longo do endotélio capilar, iniciando-se a hidrdlise intravascular dos TG contidos nas
lipoproteinas circulantes. Na auséncia da GPIHBP1, a LPL permanece no espaco

intersticial e as lipoproteinas continuam o seu percurso na corrente sanguinea (90).

Figura 18. Diagrama esquematico dos dominios funcionais, modificacfes pds-traducionais e

Q115P
® C89F ®

C68Y/G/Re e C83R e T111P
C6e5Y/S @ e T8OK ©S107C

§
SUIlfation |_‘i} 1 1] "’(j : N-glycosylation site
sP }]vas H) N78 G) GP|h [ : Disulfide bonds
21 Acidic LU-domain 181 ©
domain
(intrinsically

disordered)
variantes no gene GPIHBP1. [Adaptado de Wu SA et al. 2021 (87)]

Variantes no gene GPIHBP1 tém vindo a ser descritas em doentes com SQF (165).
Os portadores homozigéticos destas variantes apresentam quilomicronemia persistente,
com inicio na infancia, e hipertrigliceridemia grave (TG> 2000 mg/dL). Uma concentragéo
significativamente reduzida da enzima LPL e da GPIHBP1 no soro definem a deficiéncia
em GPIHBP1 (OMIM#612757). A expressao fenotipica da deficiéncia em GPIHBP1 apenas
ocorre em portadores homozig6ticos da variante GPIHBP1, enquanto portadores
heterozig6ticos sdo normolipidémicos, apresentando 50% da concentracdo plasmatica da
enzima LPL (166). A maioria das variantes missense alteram os residuos de cisteina
intervenientes na formacdo de pontes dissulfeto, fundamentais para a conformacao
tridimensional de 3-fingers fold do dominio LU, nomeadamente ¢.194G>C (p.Cys65Ser),
€.194G>A (p.Cys65Tyr), ¢.202T>G (p.Cys68Gly), ¢.203G>A (p.Cys68Tyr), ¢.202T>C
(p.Cys68Arg), c.247T>C (p.Cys83Arg), e ¢.266G>T (p.Cys89Phe)) (162, 163).
Substituicdes em residuos proximos de cisteinas também afetam a capacidade de formar
as pontes dissulfeto, como ¢.344A>C (p.GIn115Pro) e ¢.331A>C (p.Thrl11Pro) (166). As
cisteinas impares induzem a multimerizagdo das proteinas mutantes GPIHBP1, que se
tornam indisponiveis para ligar a LPL (167). As variantes missense ¢.239C>A (p.Thr80Lys)
e ¢.523G>C (p.Gly175Arg) interferem com a N-glicosilagdo e com o tréfego intracelular da
GPIHBP1 para a membrana plasmatica, respetivamente (168). Ainda que a regido acidica
corresponda a 30% da sequéncia priméria da GPIHBP1 madura, ndo existem descritas na
literatura variantes nesta regido associadas ao desenvolvimento da hipertrigliceridemia
(60).
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6.6. Hipertrigliceridemia e risco de pancreatite

Um dos maiores desafios que os doentes hipertrigliceridémicos enfrentam € o risco
de pancreatite aguda (5, 10, 17, 169). A pancreatite aguda é um processo inflamatorio
agudo do pancreas, caracterizado pela intensa dor abdominal e elevacdo das enzimas
pancreaticas que pode ser fatal. A seguir a colelitiase e ao alcoolismo, a hipertrigliceridemia
€ a terceira causa mais comum de pancreatite aguda (11), sendo responsavel por cerca de
9% dos eventos pancreéticos na populacéo (5) e mais de 50% dos episédios de pancreatite

gestacional (170).

Nao existe um consenso quanto ao valor de referéncia acima do qual a
concentracdo de TG se correlaciona positivamente com a ocorréncia de um evento
pancreéatico. A American College of Gastroenterology e a Endocrine Society propde que
concentracdes de TG plasmaticos >1000 mg/dL (>11,3 mmol/L) sdo um fator de risco de
pancreatite aguda (171), enquanto a European Society of Cardiology e European
Atherosclerosis Society propdem TG >885 mg/dL (10 mmol/L) como marcador de risco
pancreatico (5). Nao obstante, o risco de pancreatite aguda € tanto maior quanto mais
elevada for a concentracao de TG plasmaticos (5, 10-12). Num estudo coorte, 95 doentes
com hipertrigliceridemia grave (TG > 1772 mg/dL, média de 3376 mg/dL) foram
acompanhados num periodo de 12 anos. Em 15,8% dos participantes, foi reportado um
historico de pancreatite aguda, tendo os eventos pancreaticos ocorrido com TG >1815
mg/dL (115, 172). Linares et al (173) estudou 129 doentes com hipertrigliceridemia grave
(TG >1000 mg/dL) durante 6 anos; 20,2% reportaram um histérico de pancreatite aguda,
apés exclusao de possiveis etiologias. A média da concentracdo de TG era
significativamente elevada em doentes com pancreatite aguda, em comparacdo com
doentes sem histérico de pancreatites (4470 vs. 2450 mg/dL, respetivamente).
Relativamente aos doentes afetados, mais de 85% apresentavam valores de TG superiores
a 3000 mg/dL e 65% apresentavam TG >5000 mg/dL. Um estudo coorte avaliou registos
médicos, com 103 doentes hipertrigliceridémicos (TG >2000 mg/dL), e reportou que 38%
dos participantes terdo sido hospitalizados pela ocorréncia de um episodio pancreatico
agudo (23).

Como medida preventiva para a ocorréncia de pancreatites, a entidade norte-
americana National Cholesterol Education Program (NCEP) Adult Treatment Panel Ill

recomenda a reducado dos TG séricos para valores inferiores a 500 mg/dL (174). Christian
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et al. (175) estudou a evolucéo de 41,210 adultos hipertrigliceridémicos (TG >500 mg/dL),
durante 825 dias. Na avaliagdo follow-up os individuos cujos niveis de TG sofreram
reducdo para valores <200 mg/dL apresentavam um risco de pancreatite significativamente
menor (razéo de probabilidade de 0,45), comparativamente ao grupo com TG =500 mg/dL.

O mecanismo pelo qual o estado hipertrigliceridémico promove a ocorréncia de
pancreatite aguda ndo é completamente conhecido. A fisiopatologia da pancreatite aguda
induzida pelo estado de hipertrigliceridemia baseia-se na acumulagéo de AGL e a ativacao
da resposta inflamatoria (Figura 19) (11, 176, 177). Os TG em excesso sao hidrolisados
em AGL pelas lipases pancreaticas, produzidas pelas células acinares do pancreas
exoécrino e subsequentemente excretadas para a vasculatura pancreatica (176). Os AGL
em excesso sdo reorganizados em estruturas micelares com propriedades de detergente,
capazes de danificar as células acinares e os capilares pancreaticos. Como resultado, as
micelas de AGL exercem um efeito citotdxico no endotélio vascular, induzindo isquemia,
acidose e ainda ativagdo de tripsinogénio em tripsina ativa, fatores responsaveis pela
autodigestao dos tecidos pancreaticos (11). Niveis elevados de AGL também promovem a
libertacdo do calcio intracitosolico, que ativa o tripsinogénio e promove a necrose das
células acinares (177). Por outro lado, os AGL estimulam a producdo de mediadores
inflamatérios, como oTNF-a e as interleucinas IL-6 e IL-10, que desempenham um papel
importante na progressdo da pancreatite aguda(ll). Alteracbes na microcirculacao
pancreatica, causadas pela hipertrigliceridemia, promovem a libertacdo acentuada do fator
vasoconstritor tromboxano A2 e a reducdo da secrecdo da prostaglandina 2 que é
vasodilatadora, sendo este desequilibrio responsavel pela contracdo e dano dos capilares
pancreéticos (11). Finalmente, a hiperviscosidade induzida pelas elevadas concentragbes
de QM causam a obstrucdo dos capilares, limitacao do fluxo sanguineo e lesdo isquémica

do pancreas (10).
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Figura 19. Mecanismo proposto para a pancreatite aguda induzida pela hipertrigliceridemia.
[Adaptado de Chyzhyk V et al. 2020 (104)]

6.7. Hipertrigliceridemia e risco cardiovascular

A aterosclerose resulta de um estado inflamatério crénico, secundério a exposicao
cumulativa das artérias a mediadores pro-inflamatorios e alteracdes da camada endotelial
e vascular. A fragilizacao do endotélio facilita a acumulacao de lipoproteinas aterogénicas
circulantes, com caracteristicas pro-inflamatérias, na intima da parede arterial. As
lipoproteinas LDL oxidadas (oxLDL) produzem citocinas e quimiocinas, que potenciam a
guimiotaxia e diapedese dos mondcitos circulantes para o local da lesé@o aterosclerética.
Os mondcitos diferenciam-se localmente em macréfagos e estes expressam recetores
scavenger mediadores da fagocitose macrofagica das oxLDL. A acumulacéo excessiva dos
lipidos no interior dos macrofagos determina a sua transformagéo nas denominadas células
espumosas, iniciando a formacdo da estria lipémica. As células espumosas agravam a
inflamacdo da vasculatura, através da proliferacdo das células do musculo liso vascular
(VSMC), sintese de fatores de crescimento, citocinas imunogénicas e metaloproteinases
da matriz, perpetuando o ciclo da aterogénese (6, 8, 9, 42). Os linfécitos T ativados pelas
oxLDL também interferem no processo inflamatério como ativadores da imunidade
adaptativa (44), mais concretamente o subtipo linfocelular Tyl produtor de citocinas pro-
inflamatorias (6, 9, 42, 45). As lipoproteinas aterogénicas e os mediadores imunoquimicos
causam a inducao hiperplastica das VSMCs na intima o que contribui para o crescimento
do ateroma e consequente obstrucdo do fluxo sanguineo no limen arterial. Gera-se hipoxia

localizada, isquemia cardiaca e, finalmente, sintomatologia associada a angina pectoris (6,
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8,9, 42). A libertacéo dos fatores inflamatdérios e a consequente resposta celular sucedem-
se ao longo de décadas, e atuam sinergicamente na iniciagdo e progressao da placa
aterosclerdtica. Eventualmente, as cascatas inflamatérias induzem a apoptose dos
macroéfagos, linfocitos, células espumosas, VSMCs e células endoteliais, que constituem a
massa ateromatosa, desenvolvendo-se um core necrosado intravascular. A necrose celular
impulsiona a fissura da capa fibrosa e a rutura do ateroma, que desencadeia algumas das
manifestacdes clinicas do foro cardiovascular, como trombose das artérias coronérias e

enfarte do miocardio (6, 8, 9, 42).

As lipoproteinas compostas pelas apolipoproteinas B sao fatores independentes no
desenvolvimento da aterosclerose, uma vez que atuam simultaneamente como ativadoras
de vias pré-inflamatoérias e transportam o material lipidico que constitui 0 core ateromatoso
(6, 9). Um grande nimero de estudos evidenciam o colesterol LDL como o fator causal da
aterogénese.(4, 6, 8, 9, 42, 43). Naturalmente, individuos afetados com
hiperbetalipoproteinemia — fendtipo lipidico caracteristico de varias doencas hereditérias
raras com concentracdes de colesterol LDL extremamente elevadas (>8 mmol/L [400
mg/dL]) — estardo particularmente suscetiveis ao desenvolvimento prematuro da doenca
cardiovascular aterosclerotica (8, 178). No entanto, o estudo das hipertrigliceridemias e o
potencial risco aterosclerético permanece, essencialmente, inconclusivo (4-9). Outros
fatores comportamentais e ambientais induzem a ativacdo de vias pro-inflamatoérias, que
fragilizam a vasculatura arterial e potenciam a progressdo da lesao aterosclerética,
nomeadamente o tabagismo, hipertensdo arterial, stress, obesidade, sedentarismo e
sindromes metabdlicas (adiposidade visceral, insulinorresisténcia, hipertrigliceridemia) (6,
9).

A distribuicdo Gaussiana dos niveis populacionais dos TG mostra que a maioria dos
doentes hipertrigliceridémicos tém hipertrigliceridemia leve-a-moderada, pelo que o seu
risco aterosclerético é essencialmente atribuido as pequenas particulas ricas em TG e LDL
pequenas e densas, que exibem um tempo de residéncia no plasma significativamente
prolongado (17, 61). Entre os individuos hipertrigliceridémicos com hipertrigliceridemia
grave, os niveis extremamente elevados de TG refletem a acumulacdo de QM e possiveis
remanescentes na circulagdo (59, 72). O volume corpuscular da particula QM impede a
sua penetracdo através da barreira endotelial e acumulagdo na placa aterosclerética,
enquanto que as pequenas remanescentes QM podem contribuir para a aterogénese
(Figura 20) (59). Individuos com quilomicronemia monogénica apresentam sobretudo
quilomicronemia com producao residual ou auséncia de remanescentes, pelo que o risco

aterosclerético é teoricamente reduzido. Em contrapartida, pessoas com quilomicronemia
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multifatorial apresentam um espetro de particulas ricas em TG significativamente difuso
com varias subpopulagbes remanescentes, pelo que o risco aterosclerético sera

potencialmente maior (179).

Na hipertrigliceridemia leve-a-moderada, as particulas VLDL, apresentam um longo
tempo de residéncia no compartimento plasmatico devido a sua clearance incompleta via
LPL, gerando uma cascata de subpopulages remanescentes metabdlicas com potencial
aterogénico (61, 65). A IDL e remanescentes (didmetro corpuscular <70 nm) atravessam o
endotélio via transporte ativo transmembranar e acumulam-se na camada subendotelial da
parede arterial, contribuindo para a iniciacdo e progressao da lesé@o aterosclerotica (7). As
particulas remanescentes distribuidas entre o espetro de densidades VLDL; e IDL contém
mais de 30% do seu peso em colesterol e podem transportar até 4 vezes mais moléculas
de colesterol do que particulas LDL (10 000 vs. 2000-2700 moléculas de colesterol por
particula, respetivamente) (180). Além disso, o estado de hipertrigliceridemia potencia a
formacéo de particulas VLDL e remanescentes ricas em apoproteinas E, estas envolvidas
na ligagdo com proteoglicanos no endotélio arterial e com recetores scavenger dos
macréfagos no espago subendotelial, promovendo a deposicdo de colesterol
remanescente na lesdo aterosclerética (7, 180). Ao contrario das particulas LDL, a
aterogenicidade das remanescentes ricas em colesterol induz eficazmente a ativacdo dos
macroéfagos e formacgéo de células espumosas, independentemente da sua modificacéo
estrutural ou estado de oxidacdo (7, 180). Adicionalmente, as remanescentes e 0s acidos
gordos oxidados gerados durante o processo lipolitico das LRT ativam vias pro-
inflamatérias e pro-apoptoticas; Estudos demonstram que os acidos gordos oxidados
podem aumentar a expressao de interleucinas e citocinas inflamatorias, causando a
inflamacdo do endotélio vascular, enquanto as remanescentes estimulam a expressao
endotelial de moléculas de adesao, ICAM-1 e VCAM-1, facilitando a migracéo
transendotelial dos leucocitos para o local da inflamagdo e estimulando a resposta
inflamatéria (7, 181).

48



A Initiation of early focal lesion B  Progression to atherosclerotic plaque

Chylomicron

Chylomicron Vv |
remnants  VLDLremnants / IDL LR eanate J 0.

A Endothelial Inflammation

/[ N
(CE ) (CE JICE {| dysfunction
— Monocyte -macrophage %

L endothelial recruitment

\l dysfunction )
Co =)
/ Release of lipolytic Deposition of

products cholesterol. fatty streak
P Release of pro- pu—
( \E N— inflammatory ) 4 Recruitment of media

( Macrophage uptake A
ch. ‘ v : g Foam cell products. smooth musdecells
Retertion formation AL AR

Proteoglycans
L 1 ] [ ]

Transcytosi

Formation of

Intima
\
J

Figura 20. Efeito aterogénico das lipoproteinas ricas em triglicerideos e remanescentes. (A) As
particulas remanescentes QM e VLDL, ricas em apoC-lll e apoE, atravessam a camada endotelial
e interagem com os proteoglicanos da matriz extracelular. A degradacéo in situ destas particulas
liberta lipidos bioativos, que causam disfung&o endotelial e inflamag&o. Os mondcitos séo recrutados
para remover as lipoproteinas depositadas. A fagocitose das particulas com colesterol
remanescente induz a formacé@o de células espumosas e iniciacdo da lesdo aterosclerética. (B)
Ciclos repetitivos do influxo de lipoproteinas promovem a formacéo da estria lipémica. Ocorre
migracgdo das células do musculo liso para a &rea lesionada. Eventualmente, forma-se uma placa
aterosclerdtica instavel, seguida de eroséo ou rutura mecanica, e formagéao do trombo com potencial
oclus&o do limen e eventos clinicos. CE — colesterol éster; IDL — intermediate-density lipoprotein;

VLDL - very low-density lipoprotein [Retirado de Ginsberg HN et al. 2021 (180)].

De acordo com estudos epidemiolégicos, a hipertrigliceridemia pode ser
considerada um fator causal no desenvolvimento aterosclerético. Estudos coorte
Copenhagen City Heart Study e Copenhagen General Population Study com cerca de 100
000 individuos, os TG p6s-prandiais acima dos 496 mg/dL estdo associados a um risco
aumentado de cinco, trés e duas vezes mais para a ocorréncia de enfartes do miocardio,
AVC isquémico e mortalidade geral, respetivamente (182). Outro estudo, Copenhagen
General Population Study, reportou que individuos entre os 40 e 65 anos de idade com TG
> 264 mg/dL apresentavam o mesmo risco de aterosclerose que os individuos elegiveis
para a farmacoterapia com estatinas (129). Considerando que 80% dos eventos cardiacos
ocorrem em individuos nédo elegiveis para a profilaxia terapéutica com estatinas, os niveis

de TG poderao ser considerados como um importante marcador de risco ASCVD (5).

No entanto, a correlacdo entre os TG séricos e 0 risco cardiovascular

aterosclerético, observada nos estudos epidemiolégicos é anulada quando ajustado para
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o colesterol ndo-HDL — uma estimativa de todas as lipoproteinas compostas por apoB (4,
5, 7-9, 179). Propde-se que o efeito dos niveis elevados de TG atua indiretamente no risco
ASCVD, mediante a produgdo exacerbada de LRT e remanescentes. Um estudo em
Copenhaga demonstrou uma relagdo de causalidade entre colesterol remanescente pés-
prandial (colesterol transportado pelas LRT) e o risco de isquemia cardiaca (183). Assim,
o0 risco ASCVD associado as hipertrigliceridemias parece estar associado ao aumento de
lipoproteinas circulantes compostas por uma apolipoproteina B e um core rico em
colesterol (4, 5, 8), dois fatores deterministicos no desenvolvimento da placa

aterosclerotica.

Na tentativa de colmatar as limitagbes condicionadas pelas multivaridveis dos
estudos epidemioldgicos, foram realizados estudos de randomizacdo Mendeliana para
aferir se a expressao fenotipica de variantes genéticas, que alteram o metabolismo dos
TG, estdo causalmente relacionadas com a ocorréncia de eventos cardiovasculares.
Contudo, praticamente todas as variantes genéticas qgue aumentavam o s niveis de TG e
se correlacionavam positivamente com o risco ASCVD, estéo interrelacionadas com outra
lipoproteina, a HDL anti-aterogénica (4-9). Variantes no gene APOAS5 foram associadas
com TG elevados e risco CVD aumentado, enquanto simultaneamente associadas com
niveis reduzidos de colesterol HDL (184). No gene LPL, a variante comum com perda de
fungéo p.D36N foi associada com TG e risco CVD elevados, respetivamente, assim como
niveis de C-HDL concomitantemente reduzidos (184). Na tentativa de isolar o efeito
genético no colesterol HDL e o risco CVD, modelos estatisticos demonstraram que
combinacfes de determinantes genéticas associadas aos TG se encontravam
correlacionados com o risco aumentado CVD, enquanto combinacdes de determinantes
genéticas associados ao colesterol HDL ndo se correlacionaram com o risco CVD (185).
Variantes raras heterozigéticas LOF no gene APOC3 demonstram uma associagcdo
significativa com niveis de TG reduzidos e um risco CVD significativamente reduzido (129).
No entanto, as variantes encontravam-se simultaneamente associadas com colesterol LDL
(c-LDL) reduzido e colesterol HDL (c-HDL) aumentado. Adicionalmente, portadores de
variantes raras heterozigéticas LOF no gene APOA5 associadas com TG aumentados
demonstraram um risco duas vezes superior de desenvolver CVD prematura, mas estas
variantes também se associavam com c-LDL aumentado e c-HDL reduzido (186). Entre
46 891 individuos com a sequenciagdo do gene LPL disponibilizada, 188 eram portadores
de uma variante rara no gene LPL e apresentavam niveis de TG superiores (~15%), c-HDL
reduzido (~10%) e colesterol remanescente aumentado (~10%) em relacdo aos
participantes ndo portadores (187). Também o risco CVD era superior nos portadores
heterozigéticos.
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Em suma, a correlacdo entre a hipertrigliceridemia e a aterosclerose foi
demonstrada em estudos epidemiolégicos, mecanisticos e mendelianos. Variantes
genéticas responsaveis pelos valores de TG elevados estao relacionadas com o risco CVD.
No entanto, em praticamente todos os estudos mendelianos foram observadas alteragoes
noutro lipido em simultaneo, nomeadamente o c-HDL reduzido. E possivel que os TG
representem uma componente de um fendtipo conjunto com o colesterol HDL, ou que
atuem como marcadores de alteragBes metabdlicas que ndo sdo usualmente quantificados

em estudos epidemiol6gicos e genéticos (179).
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7. Conclusao

A hipertrigliceridemia € uma condicdo clinica geneticamente e fenotipicamente
complexa. A literatura descreve uma multitude de fatores genéticos e fatores nao genéticos
significativamente correlacionados com o0 desenvolvimento da hipertrigliceridemia.
Variantes homozig6ticas, ou em heterozigotia combinada, com perda de fungéo nos cinco
genes canonicos diretamente envolvidos no metabolismo dos TG (LPL, APOC2, APOA5,
GPIHBP1 e LMF1) induzem a expressdo de um fendtipo relativamente homogéneo,
caracterizado pela hipertrigliceridemia grave em jejum (quilomicronemia). Em
contrapartida, variantes patogénicas, em heterozigotia, nos cinco genes candnicos podem
desencadear um espetro fenotipico amplamente heterogéneo, variando desde
normolipidemia a hipertrigliceridemia grave. A variabilidade fenotipica observada nos
portadores heterozigo6ticos deve-se a penetrancia incompleta das variantes genéticas.
Polimorfismos comuns em genes candnicos e candidatos, reportados em GWAS,
encontram-se significativamente sobrerrepresentados em individuos hipertrigliceridémicos,
pelo que a acumulagéo de polimorfismos comuns esta correlacionada positivamente com
o desenvolvimento da hipertrigliceridemia. Cumulativamente, as variantes heterozigéticas
raras e a 0s polimorfismos comuns induzem um estado de suscetibilidade para o
desenvolvimento da hipertrigliceridemia, sendo o fenétipo tanto mais grave quanto maior o

score de variantes genéticas presentes

A hipertrigliceridemia grave é o trago fenotipico que caracteriza os doentes com
quilomicronemia familiar, portadores de variantes bialélicas nos genes canonicos, e 0s
doentes com quilomicronémia multifatorial, portadores de variantes heterozig6ticas e/ou
carga cumulativa de polimorfismos comuns. Com base nos casos de probandos afetados
com hipertrigliceridemia descritos na literatura, a quilomicronémia familiar apresenta
sempre um fenétipo exuberante de hipertrigliceridemia grave, enquanto a quilomicronémia
multifatorial € predominantemente dependente da presenca de fatores ndo genéticos para

expressar um fenétipo extremo.

Os doentes com SQF e QMM sofrem de elevada morbilidade e mortalidade, e
relatam uma perda significativa de qualidade de vida, associada as manifestacdes clinicas
causadas pela hipertrigliceridemia grave, nomeadamente problemas psicossociais, dores
abdominais, e episodios recorrentes de pancreatite aguda potencialmente fatais. De facto,
o0 risco de pancreatite aguda associado a hipertrigliceridemia é inequivoco. Ja o risco da
doenca aterosclerdtica cardiovascular permanece pouco conclusivo. Estudos
epidemioldgicos, mecanisticos e mendelianos tém vindo a demonstrar consistentemente

uma correlagdo significativa entre os niveis de TG e o risco ASCVD, comprovando o efeito
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aterogénico da hipertrigliceridemia na saude cardiovascular. Dados o0s riscos associados
com a hipertrigliceridemia, € importante que haja uma identificacdo e diagndstico definitivo
da hipertrigliceridemia, de forma a controlar a progressdo da doenca e prevenir a
manifestacdo de complicagdes clinicas, secundérias a exposicao cumulativa ao longo da

vida de concentragfes patologicamente elevadas dos TG plasmaticos.
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Resumo

O presente documento corresponde ao relatério de estagio profissional, realizado
no Laboratoério de Andlises Clinicas Vale do Sousa, no &mbito do Mestrado em Anélises
Clinicas, ministrado pela Faculdade de Farmacia da Universidade do Porto. O relatério de
estagio profissional descreve as diversas atividades laboratoriais executadas nas sec¢oes
da Hematologia, Microbiologia, Bioquimica e Imunologia Clinica, e Biologia Molecular,
nomeadamente a metodologia dos instrumentos analiticos automatizados e técnicas
manuais, a importancia clinica dos parametros caracterizados no laboratério, e o impacto

dos resultados clinicos no diagndstico e monitorizacdo de patologias humanas.

Palavras-chave: Hematologia, Microbiologia, Bioguimica.



Abstract

The document refers to my internship in the Vale do Sousa Clinical Laboratory,
under the master’s degree of Clinical Analysis by University of Porto. This report describes
the clinical laboratory essays carried out within the valences of Haematology, Microbiology,
Biochemistry and Clinical Immunochemistry, and Molecular Biology, namely the
methodologies applied by analytical instruments, the clinical significance of parameters
determined within the laboratory, and the impact of the laboratory results for diagnosis and

screening of human pathologies.
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1. Introducéo

O estudo de fluidos biol6gicos humanos remonta para 300 anos A C e acompanha
0s primeiros passos da medicina laboratorial. Desde a gustacdo da urina por Hipdcrates
ao exame do sangue com lentes Oticas por Bacon, a aplicacdo de técnicas primitivas
possibilitaram aos analistas pioneiros da época os primeiros marcadores diagnosticos de
patologias.(1) Estas descobertas primordiais serviram de base ao que conhecemos hoje
como o laboratoério de analises clinicas, recentemente designado como “o nervo central da

medicina de diagnoéstico” (2).

Cerca de 70% dos diagnésticos de pacientes dependem da realizacdo de testes
laboratoriais, cujo peso financeiro é relativamente baixo (2). O impacto do laboratério de
andlises clinicas é sentido tanto a nivel da pessoa singular como da populacdo em geral.
Na perspetiva do individuo, as analises clinicas servem como prevencao e diagndéstico
antecipado de patologias, acompanhamento da evolu¢cédo da doenca e monitorizacdo da
resposta a terapéutica, permitindo o exercicio de uma medicina personalizada e preventiva
(3). Na perspetiva da populagdo em geral, as analises clinicas permitem o despiste,
vigilancia e detencdo de ameacas emergentes a salde publica (4). A presente pandemia
desencadeada pela infecdo SARS-CoV-2 (Severe acute respiratory syndrome coronavirus)
veio a evidenciar o importante papel desempenhado pelos laboratérios, que contribuiram

largamente para a mitigacdo, controlo da transmisséo e diagnéstico do COVID-19 (5).

Aliadas a nova era tecnoldgica, as infraestruturas laboratoriais beneficiaram da
automatizacdo das técnicas analiticas, capacitando a analise de um elevado niumero de
amostras e a obtengdo de resultados consistentemente exatos e precisos.
Consequentemente, a rapida obtencéo dos resultados e o respetivo enquadramento clinico
realizado pelo analista diminuem significativamente o tempo de reacdo interventiva por
parte da clinica (2). Isto posto, é importante relembrar que o laboratério ndo é uma mera
rede instrumentalizada e exportadora de resultados analiticos apenas e s, sendo a sua
colaboracdo essencial para a eficacia da resposta clinica. O analista faz uma cuidadosa
interpretacdo de todos os valores compreendidos no boletim analitico do paciente,

construindo a ponte entre o resultado analitico e o diagnostico.

Estudos tém vindo a reforcar a importancia de uma estreita colaboracdo entre o
analista e o médico, de forma a evitar interpretagfes erroneas, que gravemente influenciam
0 sucesso clinico, nomeadamente diagndsticos tardios, aumento da mortalidade e custos
médicos (6). Para além disso, cabe ao analista pela escolha da metodologia analitica e

instrumentacdo das analises, instauracdo de programas de controlo de qualidade,



resolucdo de problemas técnicos dos equipamentos instrumentais, entre outras

responsabilidades relativas ao funcionamento das infraestruturas do laboratério.

A realizacdo deste relatério de estagio tem como objetivo demonstrar a
aplicabilidade e consolidar os conhecimentos teéricos e préaticos adquiridos no Mestrado
em Analises Clinicas, da Faculdade de Farmacia da Universidade do Porto, no laboratorio
de analises clinicas de rotina. O estagio profissional foi realizado no Laborat6rio de
Andlises Clinica Vale do Sousa, entre Janeiro de 2022 e Maio de 2022, correspondendo a
450 horas de estagio laboratorial, sob a orienta¢do da Diretora Técnica do laborat6rio, Dra.

Ana Maria Teixeira Dias de Abreu.

2. Laboratdrio de Andalises Clinicas Vale do Sousa

O Laboratério de Andlises Clinicas Vale do Sousa foi fundado a 1 de setembro de
1978 na cidade de Penafiel, ramificando-se em 35 unidades de colheitas geograficamente
dispersas no norte do pais. As suas infraestruturas estdo prontamente equipadas para
efetuar diversas andlises nas valéncias da Hematologia, Bioquimica, Imunologia,
Microbiologia e Biologia Molecular. O laboratério Vale do Sousa estd associado ao
laboratorio externo CERBA, recorrendo dos seus servigos para execugdo de analises
especificas cujo niumero de requisigcdes ndo justifica a implementacéo dessas técnicas. A
direcdo técnica do laboratério Vale do Sousa € executada pela Dra. Ana Maria Teixeira
Dias de Abreu (Diretora Técnica), Dra. Conceicdo Magalhdes (Diretora Técnica Adjunta),
Dr. Jodo Pedro Alvarenga (Diretor Técnico Adjunto), e Dra. Mary Conception Fecha Duro

(Diretora Técnica Adjunta).

3. Controlo de qualidade

Em estudos recentes na Alemanha e EUA, médicos especialistas terdo reportado
que cerca de 60% a 70% das decisdes meédicas sdo afetadas pelos resultados analiticos
laboratoriais, e que pelo menos 80% das normas estipuladas para a execucdo de um
diagnostico clinico, ou relativas ao controlo de uma doenca, requerem testes laboratoriais.
Assim, € de elevada importancia que os laboratoérios clinicos implementem sistemas de
controlo de qualidade, de forma a reduzir ao maximo o risco de interpretar erradamente o0s
resultados analiticos dos pacientes (7). Os sistemas de controlo de qualidade incluem
Controlo de Qualidade Interno (CQI) e Avaliacdo Externa de Qualidade (AEQ).



Convencionalmente, o CQI baseia-se na utilizacdo de material de controlo
manufaturado, ou amostras de controlo, e de regras de controlo estatisticamente derivadas,
para identificar potenciais falhas nos ensaios analiticos, estas introduzidas por alteragcbes
nos reagentes, nas configuragdes, ou na calibracdo do respetivo instrumento analitico
automatico (7). CQI é realizado periodicamente, de forma a assegurar a performance do
método instrumental conforme as especificagbes preestabelecidas pelo fabricante do
instrumento analitico, e assim, manter a precisdo dos resultados analiticos (8). As amostras
de controlo manufaturadas simulam as amostras humanas e apresentam uma composi¢ao
definida. As amostras de controlo sdo subcategorizadas em controlo positivo, quando
representam uma amostra fisiolégica, ou controlo negativo, quando representam uma
amostra patologica. Respeitando as instru¢cdes do fabricante, as amostras de controlo
(positivo e negativo) séo introduzidas diariamente nos respetivos instrumentos analiticos,
nas secc¢des da Hematologia, Microbiologia e Biologia Molecular; alternadamente (controlo
positivo ou controlo negativo) na seccao da Bioquimica; e com menor frequéncia na secgao

da Imunologia, no laboratério Vale do Sousa.

AEQ é uma oportunidade educacional que promove a improvagéo dos laboratorios
de andlises clinicas, com objetivo de avaliar e melhorar a qualidade global da performance
dos ensaios analiticos, assim como avaliar a robustez dos métodos analiticos para
interferéncias clinicamente significativas, e promover a comunicacgéo entre os laboratérios
clinicos (7). As amostras de controlo séo enviadas pela entidade externa, e processadas e
analisadas como amostras comuns pelo laboratério. Os resultados analiticos séo
exportados e enviados para a entidade externa. Posteriormente, o laboratério recebe um
relatério de desempenho, comparando a sua performance individual com os restantes
laboratérios participantes. Assim, a AEQ avalia a exatiddo do método analitico do
laborat6rio e promove a padronizacdo dos resultados analiticos interlaboratoriais. O
laboratério Vale do Sousa participa nos programas de avaliagdo externa das entidades
Instituto Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge (INSA), Randox International Quality
Assessement Schemes (RIQAS), United Kingdom National External Quality Assessment
Service (UKNEQAS) e Quality Club. Quando necessario, sdo implementadas medidas

corretivas, de forma a otimizar os resultados analiticos.



4. Processo de analise

As etapas decorridas desde a rececao do paciente ao laboratério até a emisséo do
respetivo boletim de andlises enquadram-se em trés fases consecutivas: fase pré-analitica,

fase analitica e fase pds-analitica.

A fase pré-analitica inclui todas as operacdes executadas na amostra que
antecedem a andlise da mesma. Esta fase responsabiliza-se por 32% a 75% do erro total
dos resultados analiticos, pelo que € de elevada importancia respeitar rigorosamente 0s

procedimentos da fase pré-analitica (8).

Quando o utente se dirige a rececdo do laboratério, deve obrigatoriamente de se
fazer acompanhar pela requisicdo das andlises clinicas prescritas pelo médico. As
informagfes pessoais do utente e a receita das andlises clinicas séo introduzidas no
sistema informatico Apollo. O utente é informado relativamente a sua preparacgéo fisica
prévia a execucdo da colheita do produto bioldgico, e, quando a colheita é executada pelo
préprio, o utente é cuidadosamente informado quanto ao procedimento da colheita. Junto
com o utente, os profissionais do laboratério devem confirmar o cumprimento dos requisitos
pré-colheita, nomeadamente o cumprimento do jejum de 12 horas, realiza¢éo de atividade
fisica recente, ou administracao de medicacao (9). Verificados os requisitos, procede-se a
atribuicao de um cddigo de barras e um nimero mecanografico ao utente e as respetivas
amostras biolégicas, estas colhidas pelo proprio (amostras de urina, fezes, sémen), ou por
profissionais (amostras sanguineas, nasofaringeas, uretrais, vaginais). As amostras
biol6gicas sdo colhidas para tubos ou contentores especificamente designados, estes
posteriormente encaminhados para triagem nas respetivas secc¢des do laboratério. As
amostras provenientes dos postos de colheita chegam as instalacdes laboratoriais pelo
servigo de transportacdo afiliada ao laboratério Vale de Sousa. Na triagem, as amostras
devem ser cuidadosamente examinadas a olho nu, procurando por potenciais critérios de
rejeicdo, como colheita em tubo com aditivos inapropriados, tubos fora do prazo de
validade, identificagdo errada ou auséncia de identificagdo do utente, espécimenes
hemolisados ou lipémicos, presenca de coagulos sanguineos, volume de espécimen
inadequado, ou amostras indevidamente acondicionadas no transporte (8, 9). Caso as
amostras apresentem alguns dos critérios de rejeicdo, devem ser rejeitadas, e o laboratorio

deve contactar e solicitar ao utente uma nova amostra.



Tabela 1. Tubos de colheita e tipos de analises executadas. [Adaptado de (8)]

Amostra Tipo de analise
Soro Tubo com ativador do coagulo e silica Bioquimica
Imunologia
Sangue completo  Tubo com K:EDTA em spray/ seco (quelata Hematologia
Ca?")
Plasma Tubo com citrato de sédio (quelata Ca?*) Hematologia
Provas de coagulacao
Plasma Tubo com fluoreto de sédio ou oxalato de Provas a glucose
potassio (inibe glicélise)
Urina Contentor estéril Bioguimica

Microbiologia

Urina 24 horas

Contentor estéril

Bioquimica

Microbiologia

Fezes Contentor para fezes Imunologia
Microbiologia

Sémen Contentor estéril Microbiologia

Exsudados Contentor com zaragatoa embebida no Microbiologia

meio especifico

A fase analitica compreende todo o processamento e procedimentos analiticos,

sejam estes automaticamente ou manualmente executados, a que as amostras biolégicas

sdo0 sujeitas. A medida que os resultados clinicos s&o reportados pelo equipamento

analitico e comunicados ao sistema informatico Apollo, o técnico de laboratério executa a

validagdo analitica dos mesmos, atentando por possiveis valores anémalos que exijam

uma segunda leitura pelo instrumento analitico.

A fase poOs-analitica compreende a validagdo dos resultados clinicos pelo

especialista em andlises clinicas, que interpreta cuidadosamente todos os parametros

analiticos doseados. Os resultados clinicos validados séo impressos no boletim analitico

do utente.

5. Hematologia

A hematologia clinica estuda os elementos celulares que circulam no

compartimento plasmatico e constituem o sangue. Os elementos celulares em suspensao



no plasma séo os eritrocitos, leucécitos (neutrdfilos, eosindfilos, basofilos, mondcitos e
linfocitos), e plaquetas, produzidos pelo processo de hematopoiese. As células estaminais
hematopoiéticas na medula 6ssea sdo capazes de se autorrenovarem e diferenciarem,
dando origem as linhagens celulares linfoide, eritroide, granulocitica, monocitica e

megacariocitica (10).

A linhagem linfoide origina os linfocitos B e T, a partir do percursor linfoblasto na
medula éssea, pelo processo de linfopoiese. Como células imunologicamente
competentes, os linfocitos auxiliam a fagocitose contra infec8es e apresentam capacidade

de gerar especificidade antigénica e memaria imunolégica (11).

A linhagem eritroide origina os eritrdcitos, pelo processo de eritropoiese. Por divisdo
celular e maturagdo do precursor proeritroblasto na medula Ossea, formam-se o0s
reticulécitos. Os reticuldcitos sé@o libertados para o sangue periférico, onde maturam
durante 1 a 2 dias e d&o origem aos eritrocitos maduros, responsaveis pelo suprimento de
oxigénio para os tecidos. Os eritrocitos sao ricos em moléculas de hemoglobina, que
transportam o oxigénio para os tecidos, e o di6xido de carbono para os pulmdes. O

eritrécito tem um tempo média de vida de 120 dias (10).

A linhagem granulocitica origina os granulécitos — neutroéfilos, eosinofilos e basofilos
— pelo processo de granulopoiese. A sucessiva diferenciacdo e maturacao dos precursores
granulécitos (mieloblasto, promieldcito, mieldcito, metamieldcito) na medula 6ssea origina
os granuldcitos maduros. A porgédo de granulécitos libertados para o sangue periférico
circula durante 6 a 10 horas, até se moverem para os tecidos, onde desempenham a sua

funcao fagocitaria contra agentes etioldgicos (11).

A linhagem monocitica origina os mondcitos, pelo processo de monocitopoiese, por
diferenciacédo celular dos precursores promondcitos, na medula éssea (10). Os mondcitos
libertados para o sangue periférico circulam durante 20 a 40 horas, até se moverem para

os tecidos, onde maturam e desempenham as suas fungoes.

A linhagem megacariocitica origina as plaquetas, pelo processo de
trombocitopoiese, a partir do precursor megacarioblasto na medula éssea. As plaquetas
libertadas para o sangue periférico circulam durante 7 a 10 dias. Até um terco das plaquetas
sao retidas no bago, podendo este valor alcancar os 90% em casos de esplenomegalia
severa. As plaquetas desempenham uma fungdo crucial na formagdo do codgulo

sanguineo, durante uma resposta hemostatica fisiolégica a lesdo da vasculatura (11).

Existem vérios ensaios clinicos no laboratério Vale do Sousa designados para a
avaliagdo quantitativa e qualitativa das populacdes celulares que constituem o sangue. O

hemograma, também denominado como contagem total do sangue, é a andlise mais
9



frequentemente executada na hematologia clinica. Quando necessério, 0 hemograma é
complementado pela observacdo ao microscépio do esfregaco sanguineo. Outras analises
hematoldgicas incluem a velocidade de sedimentacgédo eritrocitaria, a hemoglobina glicada
(HbAlc), fenotipagem eritrocitéria e provas de coagulagao.

5.1. Hemograma

O hemograma d& informagdo quanto a contagem, tamanho, didmetro e
percentagens das diferentes populacdes celulares presentes no sangue periférico,
nomeadamente os eritrécitos, leucocitos, plaquetas e, quando presentes na circulagéo,
células precursoras ou anormais (12). Dada a variedade de parametros hematoldgicos que
esta andlise permite estudar, a execucdo do hemograma € essencial para rastrear,
diagnosticar e monitorizar diversas patologias do sistema hematoldgico. Naturalmente, o
hemograma é a analise clinica mais requisitada nos exames de rotina recebidos no
laboratério Vale do Sousa. Atualmente, os analisadores hematoldgicos automatizados
proporcionam fiabilidade, eficiéncia e baixos custos econdémicos, contribuindo para a

afluéncia de prescricdes de hemogramas (13).

O laborat6rio Vale do Sousa disponibiliza do analisador hematol6gico automatizado
Sysmex XN para a execucdo do hemograma. A amostra de sangue venoso, colhida num
tubo com anticoagulante acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), importante para a
preservacdo das estruturas celulares, é introduzida no equipamento Sysmex XN. O
analisador processa a informacdo sobre as caracteristicas bioquimicas e biofisicas das
diferentes populag@es celulares na amostra sanguinea, obtida pelos métodos de citometria

de fluxo, impedéancia elétrica e SLS-hemoglobina.

e Método de citometria de fluxo

O método de citometria de fluxo avalia as diversas caracteristicas fisicas da
célula individual em suspenséo, de forma a analisar e diferenciar as populacfes
celulares na amostra de sangue. O principio da citometria de fluxo baseia-se na
disperséo da luz e emissao de fluorescéncia, que ocorre mediante a irradiagéo da
célula em suspensdo com um raio laser. A dispersdo da luz estd diretamente
relacionada com as propriedades estruturais e morfologicas da célula: a disperséo
frontal da luz (forward scatter) é proporcional a area ou tamanho celular, enquanto
a disperséao lateral da luz (side scatter), que mede a luz refratada e refletida a 90

graus do raio laser, € proporcional a granularidade celular ou complexidade interna
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(14). A emissdo de fluorescéncia € proporcional a quantidade de sondas
fluorescentes que ligam as estruturas da célula, como &cidos nucleicos e organelos.
Com algoritmos e tecnologia digital, o0 Sysmex XN interpreta a dispersdo da luz e a
emissdo da fluorescéncia, para diferenciar e contar leucdcitos, eritrocitos
nucleados, reticuldcitos e plaquetas, assim como detetar células precursoras e
anormais (15).

¢ Método de impedancia elétrica

O método de impedancia elétrica permite contar os eritrocitos e as
plaguetas. As células fluem individualmente através do orificio e geram um pulso
elétrico. O pulso elétrico captado pelo instrumento é processado e convertido em

volume celular (15).

¢ Método SLS-hemoglobina

O método SLS-hemoglobina utiliza o composto Lauril Sulfato de Sédio
(SLS), para quantificar a concentragdo de hemoglobina. A exteriorizagdo da
hemoglobina contida nos eritrécitos ocorre apés a hemdlise induzida pelo SLS. A
interacéo entre a hemoglobina e o SLS causa a oxidacéo do ferro bivalente (Fe?*)
a ferro trivalente (Fe®). Forma-se o composto estavel SLS-hemoglobina, cuja
absorvancia é lida por espetrofotometria e convertida em concentracdo de

hemoglobina (15).

5.1.1. Eritrograma

O eritrograma corresponde ao estudo quantitativo e qualitativo dos eritrocitos,

sendo particularmente (til na classificagdo morfolégica das anemias.

e Contagem de eritrécitos (RBC): Corresponde ao numero de eritrocitos por

unidade de volume de sangue total (RBC x 10%?/L).

e Hemoglobina (Hb): Corresponde a quantidade de hemoglobina por volume de
sangue total (g/L). Na pratica, valores de Hb reduzidos cursam na anemia

microcitica (12).

e Hematdcrito (Hct): Corresponde ao volume que os eritrécitos ocupam no
volume de sangue total (L/L ou %).0 valor de Hct pode apresentar-se elevados
na presenca de eritrécitos com morfologia anormal, como células falciforme ou
esferdcitos, devido ao aprisionamento do plasma (12).
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e Volume corpuscular médio (VCM): Indica o volume médio dos eritrocitos (fL).
O parametro VCM é utilizado para a classificacdo morfoldégica das anemias
como microcitica (VCM <80 fL), anemia normocitica (VCM 80 — 95 fL) e anemia
macrocitica (VCM >95 fL) (11).

¢ Hemoglobina corpuscular média (HCM): Indica a quantidade média de
hemoglobina contida nos eritrécitos (pg). O parametro HCM é utilizado para a

classificacdo morfolégica da anemia hipocromica (HCM <27pg) (11).

e Concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM): Corresponde a
concentracdo de hemoglobina contida nos eritrcitos (g/dL). Um valor
significativamente aumentado da CHCM sugere a presenca de crioaglutininas
e aglutinag&o dos eritrocitos, sendo facilmente normalizado com o aguecimento

do espécimen a 37°C, por 10 a 15 minutos (13).

e Distribuicdo do didametro de eritrocitos (RDW): Indica a variacdo do tamanho
dos eritrécitos, denominada anisocitose eritrocitaria, expressa em
percentagem. Na pratica, o RDW ¢é mais frequentemente utilizado para
diferenciar entre anemia ferropriva (RDW 15-25%) e talassemia (RDW 12-
15%). Deve ser considerada a esferocitose hereditaria para RDW de 17-20%,
guando associado com CHCM elevado. Em casos de anemia microcitica
severa com RDW >25%, deve ser considerada a anemia sideroblastica (12).

Quando requisitado na prescricdo médica, a avaliacdo dos reticuldcitos € incluida
no hemograma: contagem de reticuldcitos (RET#), percentagem de reticulécitos (RET%),
fracdo de reticulécitos imaturos (IRF), e concentragdo de Hb nos reticuldcitos (RET-He). O
estudo dos reticulécitos é particularmente Util na avaliagdo da eritropoiese, assim como na

designacgéo dos quadros de anemia e monitoramento das terapéuticas com ferro.

5.1.2. Leucograma

O leucograma corresponde ao estudo quantitativo e qualitativo das subpopulacdes
leucocitarias, sendo particularmente Utili no rastreio e monitorizacdo de pacientes

leucémicos.

e Contagem dos leucdcitos (WBC): Corresponde ao numero de leucécitos por
volume de sangue total (10%L). Valores de WBC elevados (WBC>11x10%L)
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sdo designados como leucocitose e estdo associados a diversos cenarios
patolégicos, como processos infeciosos, reacdes alérgicas, ou condi¢des
mieloproliferativas (8, 12). Valores de WBC reduzidos (WBC<4x10%L) sdo
designados como leucopenia e podem estar associados a uma pancitopenia
generalizada, ou sépsis por bactérias Gram negativas (6).

e Contagem diferencial leucocitaria: Corresponde a contagem absoluta (10°%/L)
e contagem relativa (%) das subpopulacdes leucocitarias, nomeadamente os

neutrdfilos, eosindfilos, basoéfilos, mondcitos, linfocitos, e granulécitos imaturos.

A detecéo de blastos, precursores mieloides, linfécitos atipicos ou left shift (desvio
a esguerda no histograma representativo de um maior nimero de leucécitos imaturos,
tipicamente granulécitos imaturos, como neutrofilos em banda, metamiel6citos, ou
mielécitos) é sinalizado (flag) pelo analisador hematol6gico Sysmex XN e reportado no
leucograma. Posteriormente, é obrigatério executar o estudo citolégico dos leucdcitos

através da observacgédo do esfregago sanguineo ao microscoépio (12).

5.1.3. Plaquetas

Esta seccdo corresponde, sobretudo, ao estudo quantitativo das plaquetas e

permite identificar coagulopatias.

e Contagem de plaquetas (PLT): Corresponde ao niumero de plaquetas por volume
de sangue total (10%L). PLT elevado (PLT > 600x10%L) é designado por
trombocitose e pode estar associado com infecBes, reacbes de fase aguda,
anemias, deficiéncia em vitamina E, doencas mieloproliferativas, medicacao, entre
outras causas. PLT reduzidos (PLT < 150x10°%L) é designados trombocitopenia e
pode estar associado com associado leucemias, terapéuticas citotoxicas, purpura

trombocitopénica imune (PTI), ou coagulacgédo intravascular disseminada (CID) (16).

Outros parametros hematologicos das plaquetas avaliados pelo instrumento
analitico incluem: volume plaquetario médio (MVP), em fentolitros (fL); distribuicdo do
tamanho das plaquetas (PDW%); plaquetdcrito (PTC%), que corresponde ao volume
ocupado pelas plaguetas no volume de sangue total; e fracdo de plaquetas imaturas
(IPF%).

Mais frequentemente, uma contagem de PLT < 150x10°%L deve-se ao fenémeno de
pseudotrombaocitopenia. A presenca de autoanticorpos (IgG, IgA e IgM), direcionados

contra epitopos cripticos das plaquetas (complexo Gpllbllla, fosfolipidos negativamente
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carregados), induzem a aglutinacdo das plaquetas In vitro. Estes epitopos sdo expostos
mediante a interacdo das plaquetas com o anticoagulante EDTA, que causa modifica¢cdes
conformacionais nos neoantigénios (17). Outros anticoagulantes, como o citrato de sédio,
ndo demonstram o mesmo efeito na conformacéo dos epitopos plaquetarios. Demais
causas da trombocitopenia incluem satelitismo plaquetéario (citoaderéncia das plaquetas
aos mondcitos ou neutrdéfilos, induzida pelo EDTA), presenca de crioaglutininas, ou
formacdo de coagulos visiveis a olho nu, em amostras incorretamente colhidas e/ou com

volume de anticoagulante insuficiente (18).

5.2.  Esfregago sanguineo

A observagdo do esfregaco sanguineo ao microscopio compreende o estudo
citologico das diferentes populacdes celulares do sangue, sempre que os valores
reportados no hemograma nado correspondam aos valores de referéncia, ou sejam
identificadas células andmalas pelo instrumento analitico. A interpretacdo do esfregago
engloba o histdrico clinico do paciente, bem como outros resultados de andlises clinicas

de rotina (velocidade de sedimentacao, parametros bioquimicos).

O esfregaco sanguineo é executado por deslizamento de uma gota de sangue,
obtido de um tubo de colheita com anticoagulante EDTA, sobre uma lamina de vidro
esmerilada e corretamente desengordurada, obtendo-se um filme com espessura
intermédia e 3 zonas distinguiveis (cabeca, corpo e cauda). Posteriormente, o esfregaco é
corado com a coloracdo de Wright. A coloracdo das diferentes estruturas celulares
dependem da afinidade acidofila ou basofila das mesmas, permitindo a diferenciacéo

estrutural e identificacdo das respetivas células sanguineas ao microscoépio.

No microscépio 6tico, é realizada uma avaliacdo global da qualidade do esfregaco
numa ampliagdo 40x. Procede-se a escolha de um campo de visualizagdo com densidade
celular intermédia, evitando a sobreposi¢do dos eritrocitos. Numa ampliacdo de 100x, é

realizada a observacdo da morfologia das células sanguineas (12).

Altera¢gBes morfoldgicas tipicamente registadas nos eritrécitos incluem esferocitos
(caracteristicos de esferocitose hereditéria, incompatibilidade ABO, anemia hemolitica
autoimune), acantdcitos (caracteristicos de deficiéncia em cinase piruvato), queratocitos
(deficiéncia de G6PD), células alvo (anemia ferropriva, talassemia, hemoglobinopatias), ou
formacéo de rouleaux (reagfes de fase aguda). Outras inclusdes anémalas nas células

eritrocitarias incluem parasitas intracelulares (Plasmodium), corpos de Howell-Jolly, ou
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pontuado basdfilo. A observacéo de percursores eritroides devera ser reportado no boletim
analitico do paciente (12).

AlteracBes morfoldgicas tipicamente registadas nos leucécitos incluem Sombras de
Gumprecht ou smudge cells (caracteristicas de leucemia linfoide crénica), bastdes de Auer
(caracteristicos de leucemia mieloide aguda), granulacdo téxica, vacuolizagdo toxica e

corpos de Ddohle (caracteristicos de infe¢des) (11).

AlteracBes morfoldgicas tipicamente registadas nas plaquetas incluem a presenca
de plaquetas gigantes (caracteristicas de CID e PTI) (16). A pseudotrombocitopenia é
confirmada mediante a observacdo de agregados plaquetarios ou satelitismo plaquetéario
no esfregaco sanguineo. Apds confirmagéo da pseudotrombocitopenia, é requisitada uma
nova amostra de sangue ao paciente, especificamente colhida para um tubo de colheita

com o anticoagulante citrato de sadio.

5.3.  Provas de coagulagéo

O sistema hemostatico corresponde ao equilibrio dindmico entre mecanismos
procoagulantes e mecanismos anticoagulantes, que atuam na formacdo do coagulo
sanguineo apoés lesdo da barreira endotelial, de forma a restaurar a integridade da
vasculatura e, assim, evitar perdas significativas de sangue e manter o volume sanguineo
(19). A resposta hemostética procede de forma minuciosamente organizada e envolve a
intervencdo das plaquetas, fatores de coagulagdo, inibidores da coagulagdo, sistema

fibrinolitico e vasos sanguineos (11).

A resposta hemostética ocorre em trés fases distintas: hemdstase primaria,
coagulacéo e fibrindlise. A heméstase primaria compreende a ativacdo das plaquetas pelo
colagénio subendotelial exposto ap6s lesédo da barreira endotelial. As plaquetas ativadas

participam na agregacéao plaquetaria e formam um coagulo plaquetario instavel.

Seguidamente, ocorre a etapa da coagulacdo, que corresponde a ativacdo
sequencial dos fatores de coagulacdo plasmaticos, com objetivo de proporcionar
estabilidade ao coagulo plaquetario mediante a formacéao de uma rede de monémeros de
fibrina. A coagulagdo compreende a via intrinseca e a via extrinseca, que originam
separadamente e convergem numa via comum final, onde ocorre a conversdo do
fibrinogénio em fibrina A via intrinseca consiste nos fatores de coagulacao XlI, XI, IX, VIII,
I, e I, iniciando-se com a ativagéo do fator XIl apés contacto com superficies ou moléculas
negativamente carregadas, como os fosfolipidos membranares da plaqueta (20). A via
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extrinseca consiste nos fatores de coagulacao VII, X, Il, e |, iniciando-se com a ativagdo do
fator VIl apds libertac@o da fator tecidular pelas células endoteliais localizadas na lesao
vascular (21). A via comum consiste nos fatores X, VIII, V, Il, e | (22).

Por fim, ocorre a fibrindlise, que corresponde a dissolu¢éo do coagulo plaquetario
mediante a acdo do ativador do plasminogénio tecidular (tPA) (21).

A existéncia de um cenario patolégico pode induzir o desequilibrio do sistema
hemostético, desencadeando a ocorréncia de eventos trombéticos ou hemorragicos. Tais
patologias podem ser rastreadas através das provas de coagulacao in vitro, denominadas
tempo de protrombina (TP), tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa), e tempo de
trombina (TT) (21). As provas de coagulagdo permitem avaliar a eficacia das vias de
coagulagéo, monitorizar estratégias terapéuticas com anticoagulantes, e despistar o risco

hemorragico em pacientes admitidos para procedimentos cirargicos (19).

O laborat6rio Vale do Sousa dispde do instrumento analitico STA Compact Max
para e execucao das provas de coagulacdo em amostras de plasma sanguineo, obtido por
centrifugac@o (3200 rpm por 15 minutos) de sangue venoso colhido para um tubo de
colheita com citrato de sédio. O método fundamenta-se na detecdo mecéanica da amplitude
de oscilacdo da esfera metdlica, contida na cuvete, sujeita a um campo eletromagnético. A
alteracdo da viscosidade do meio induzida pela formagéo do coagulo sanguineo diminui a
amplitude de oscilacdo. Os sensores do equipamento analitico detetam a alteracdo da
amplitude de oscilagéo, que sera posteriormente convertida em TP, TTPa, e TT (tempo de

coagulacédo em segundos).

5.3.1. Tempo de protrombina

O TP avalia a atividade dos fatores de coagulacao intervenientes da via extrinseca
(VIl, X, V, protrombina e fibrinogénio). Esta analise é particularmente requisitada para
pacientes sob terapéutica com antagonistas da vitamina K, permitindo ao profissional

clinico reavaliar a eficicia do esquema semanal terapéutico (4).

O principio do TP consiste em comparar o tempo de coagulagdo da amostra de
plasma sanguineo humano, apés adi¢cdo do reagente tromboplastina célcica, com o tempo
de coagulacdo da amostra controlo. As tromboplastinas disponibilizadas pelas casas
comerciais séo obtidas por diversas técnicas e origens, pelo que se recorre a padronizagéo
dos valores de TP obtidos através do célculo da Razdo Normalizada Internacional (INR).

O INR permite a normalizacdo dos valores de TP obtidos & escala global, evitando
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interpretacdes erroneas dos resultados TP e potenciais complicacdes relativas ao esquema
terapéutico com antivitaminas K (19).

TP paciente
INR = (——7)'
(TP controlo

ISI — indice Internacional de Sensibilidade

Valores de TP superiores aos valores de referéncia podem estar associados com
deficiéncias congénitas ou adquiridas dos fatores da via extrinseca, insuficiéncia hepatica,
administracdo de antivitaminas K, ou hipovitaminose K induzida por desnutricdo ou

desordens da absorcao (23).

5.3.2. Tempo de tromboplastina parcial ativada

O TTPa permite avaliar os fatores de coagulagéo intervenientes na via intrinseca
(X1, XI, IX, VIII, protrombina e fibrinogénio), proporcionando uma visado global da cascata
de coagulacdo. Apés a introducdo da amostra no instrumento analitico, séo adicionados
um ativador do fator XII, célcio, e um substituto dos fosfolipidos membranares da plaqueta,
a cefalina (23). Esta € uma andlise particularmente Util para a monitorizacao de estratégias
terapéuticas com heparina, pesquisa do anticorpo lUpico, e rastreamento de doencas
congénitas, nomeadamente a hemofilia A (deficiéncia em fator VIII) e hemofilia B
(deficiéncia em fator 1X) (4).

5.3.3. Tempo de trombina

O TT avalia a conversao do fibrinogénio em fibrina, o Gltimo passo da via comum.
Apos introducdo da amostra de plasma no instrumento analitico, sdo adicionados calcio e
trombina exégena em excesso, que promove a conversao do fibrinogénio em mondémeros
de fibrina. Esta analise é particularmente Gtil para identificar deficiéncias congénitas ou

adquiridas em fibrinogénio (4).

5.4. Velocidade de sedimentagdo eritrocitaria

A velocidade de sedimentacdo eritrocitaria (VS) € uma andlise que permite
identificar a ocorréncia de uma resposta de fase aguda durante um processo inflamatério.

Apesar de ser uma andlise ndo especifica, a VS continua a ser um exame frequentemente
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requisitado no laboratério clinico. A VS permite diagnosticar e monitorizar processos
infeciosos e doencgas inflamatoérias, nomeadamente a artrite reumatoide, arterite das

células gigantes, e polimialgia reumatica (24).

Os eritrécitos sdo células negativamente carregadas e exercem forcas de repulsédo
entre si, forcas estas que contribuem para a reduzida agregacao entre os eritrocitos. Na
presenca de proteinas plasmaticas de fase aguda positivamente carregadas, a superficie
eritrocitaria sera neutralizada, e, consequentemente, a reducdo da repulsdo eletrostatica
aumentard a agregacao entre os eritrocitos. Logo, os processos inflamatoérios induzem o

aumento da velocidade de sedimentacéo eritrocitaria (25).

O laboratdrio Vale do Sousa disp&e do instrumento analitico VES Matic Cube 200,
que utiliza o método de Westergren modificado. O instrumento € composto por um sensor
digital, que executa a leitura do nivel de sedimentagdo eritrocitaria. Ap6s 20 min da
introducdo da amostra no equipamento analitico, a diferenca da densidade 6tica capturada
pelo instrumento € convertida em taxa de Westergren convencional (mm/h) (24).

5.5. Hemoglobina glicada

O doseamento da hemoglobina Alc (HbAlc) é considerado o marcador mais
importante para monitorizacdo a longo-prazo do controlo glicémico de pacientes com
diabetes mellitus tipo 1 e tipo 2 (26). A determinacdo da HbAlc deve ser realizada, no
minimo, semestralmente para utentes com diabetes. Para diabéticos cujo tratamento
sofreu alteracbes recentemente, ou que nao alcancaram as metas terapéuticas

preconizados, a analise deve ser realizada com intervalo minimo de 3 meses.

A glicacdo da hemoglobina € uma reagdo nado-enzimética entre a glucose
intraeritrocitaria e o grupo amino N-terminal das cadeias beta-hemoglobinicas. A taxa de
formagdo da hemoglobina glicada varia em funcdo da glicemia, uma vez que a
concentracdo de glucose intraeritrocitaria ndo depende da acdo da insulina, mas da
disponibilidade de glucose no sangue. Atendendo que os eritrocitos tém um tempo de vida
de 120 dias, o doseamento da hemoglobina glicada permite monitorizar a “integragcédo” de

todas as variagfes glicémicas ocorrentes nas 8-12 semanas prévias (26).

O laborat6rio Vale do Sousa utiliza o instrumento Cappillarys 2 Flex-Piercing, que
automatiza o método de eletroforese por capilar, permitindo a separacéo e quantificagéo

da fracdo de hemoglobina glicada. Esta analise € executada com sangue venoso completo,
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colhido num tubo de colheita com EDTA. A amostra é hemolisada e o contetdo
hemoglobinico libertado para a solu¢ao tampéao de pH alcalino. As fragdes de hemoglobina
sdo separadas e o instrumento quantifica a fragdo individual de hemoglobina Alc, por
detecdo direta a 415 nm. A resolucédo do instrumento permite ainda detetar hemoglobinas
HbA1c labeis, carbamiladas, acetiladas e variantes de hemoglobina (27).

5.6. Tipagem eritrocitéria

A caracterizagdo do grupo sanguineo implica a determinagéo dos sistemas ABO e
Rh. O sistema ABO é definido pela presenca ou auséncia dos antigénios A e/ou B na
membrana eritrocitaria e de anticorpos no plasma ou soro, correspondentes aos antigénios
ausentes no eritrécito. O sistema Rh define-se pela existéncia do antigénio D na membrana
eritrocitaria e a auséncia de anticorpos naturais anti-D no plasma, sendo que estes surgem
apenas em caso de imunizacdo. A determinacdo destes sistemas é importante para evitar
a ocorréncia de aloimunizagfes por transfusdo de sangue, transplantacdo de oOrgéaos,

hemorragia fetomaterna nas gravidas, e doenca hemolitica do recém-nascido.

O laboratério Vale do Sousa utiliza cards de plastico DG Gel para a determinagéo
dos grupos sanguineos, cujo método se baseia na detecéo de reacdes de aglutinacdo de
eritrocitos. Os card DG Gel contém microtubos preenchidos com solucdo de gel
tamponada, composta por anticorpos monoclonais especificos (anti-A, anti-B e anti-D). A
aglutinacdo ocorre quando os antigénios dos eritrocitos reagem com 0s anticorpos
correspondentes presentes no gel. A coluna de gel funciona como um filtro, que retém os
eritrocitos aglutinados durante a centrifugacao. Os eritrécitos aglutinados concentram-se

no topo do gel, enquanto os ndo-aglutinados sedimentam no fundo do microtubo.

5.7. Prova de Coombs

A Prova de Coombs Direta e Indireta € Util para o rastreamento e tipagem de
anticorpos eritrocitarios irregulares, evitando situa¢des de aloimunizagdo. A execugao
desta prova exige o uso de globulinas anti-humanas, que detetam eritrocitos opsonizados
por imunoglobulinas IgG. A prova de coombs direta deteta eritrocitos sensibilizados in vivo
com imunoglobulinas, enquanto a prova de coombs indireta deteta anticorpos eritrocitarios

no plasma ou soro do paciente. As provas tém como finalidade avaliar a significAncia clinica
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dos anticorpos presentes quer em amostras do paciente, quer em amostras de dadores
(28).

O laborat6rio Vale do Sousa utiliza Cards de plastico DG Gel Coombs para executar
as provas de coombs. Os cards contém microtubos preenchidos com solugdo de gel
tamponada, composta por uma mistura de anti-globulinas humanas (anti-lgG) policlonais
com anticorpos anti-C3d monoclonais. A aglutinacdo ocorre quando o0s eritrocitos
sensibilizados in vivo ou in vitro com anticorpos humanos IgG ou fracbes complementares
reagem com 0s anticorpos anti-globulinas humanas. A coluna de gel funciona como um
filtro que retém os eritrécitos aglutinados durante a centrifugacéo. Os eritrécitos aglutinados
concentram-se no topo e ao longo do gel, enquanto os nao-aglutinados sedimentam no
fundo do microtubo. Nos casos positivos, a amostra deve ser sujeita a sucessivas dilui¢coes,

permitindo a titulagdo dos anticorpos detetados (28).

6. Microbiologia

A seccédo da Microbiologia compreende a analise de diferentes produtos biologicos
para a identificacdo presuntiva do agente etiol6gico responsavel pela manifestacédo
patolégica do doente, rastreio de portadores assintomaticos, e testagem de suscetibilidade
antibiética. As andlises microbiolégicas consistem em exames de microscopia, exames de

cultura e testes rapidos.

Diariamente, chegam ao laboratério varios produtos bioldgicos, homeadamente
amostras de urina, fezes, exsudados genitais e uretrais, sémen, exsudados nasofaringeos
e exsudados purulentos. As amostras rececionadas no laboratério sdo cuidadosamente
inspecionadas, garantindo sempre que estas estdo adequadamente acondicionadas e
identificadas com o respetivo cédigo de barras. A qualidade das amostras recebidas sao
um fator determinante para o resultado clinico, pelo que o ndo cumprimento dos requisitos

de acondicionamento implica a rejeicdo da amostra e a solicitacdo de uma nova colheita.

6.1. Urina

A uriandlise é a andlise mais frequentemente requisitada aos laboratérios de
andlises clinicas, pela facilidade de execucdo, acessibilidade financeira e relevancia

clinica. Na area da microbiologia, a analise da urina tem como principal objetivo o rastreio
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da infec&o do trato urinario (UTI), através da execucao do exame quimico e microbioldgico,
exame microscopico a fresco do sedimento urinario, e exame cultural. Uma vez que a urina
é um fluido instavel e suscetivel a altera¢des assim que eliminado por mic¢do, a amostra
de urina deve ser analisada o mais rapidamente possivel, para ndo comprometer a
integridade do espécimen (29). Alternativamente, a urina deve ser refrigerada a 4°C até

24h. Apés as 24h, a amostra é considerada inviavel para a urianalise.

6.1.1. Exame quimico e microbiolégico

No exame quimico e microbiol6gico, estudam-se os parametros da urina, como o
pH, proteinas, eritrécitos, glucose, bilirrubina conjugada, urobilinogénio, corpos cetonicos,
nitritos, esterase leucocitéria, e a Unidade Formadora de Colénias (UFC). O laboratério
recorre aos equipamentos analiticos, Sysmex UC-3500 e Sysmex UC-4000, que
automatiza a impregnacao das tiras reagentes de urina nas amostras e, por citometria de

fluxo, determina a UFC.

6.1.2. Exame de microscopia a fresco

O exame ao microscépio compreende o estudo do sedimento urinario, obtido por
centrifugacdo da urina (1500 rpm por 10 minutos). O sedimento é ressuspendido nas
goticulas de urina residuais e observado ao microscopio, entre lamina e lamela. Com o
microscopio na objetiva de 40x, diafragma em baixo e luz pouco intensa, procede-se ao
estudo das diferentes estruturas no sedimento. O parafuso micrométrico é repetidamente
ajustado, revelando a refringéncia de leucdcitos, eritrécitos, cristais, cilindros, moléculas

lipidicas ou microrganismos (30).

Em individuos saudaveis, é frequente a presenca de células epiteliais escamosas
e de transicao (10-20 por campo), leucécitos e eritrocitos (0-5 por campo), e raras bactérias
ou leveduras. Em casos de UTI, o microrganismo patogénico induz o processo inflamatério
e lesbes nas células epiteliais do trato urinario, pelo que o sedimento urinario devera revelar
um numero aumentado de células epiteliais, leucécitos, eritrécitos e cilindros. Em estadios
infeciosos mais avancados, podem ser observadas células epiteliais do trato urinario

superior, como células tubulares renais (29).
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Os cilindros sdo compostos por uma matriz de mucoproteinas Tamm-Horsfall
translucidas e de contetdo celular acumulado nos tdbulos renais. Em condi¢des
fisiolégicas, apenas devem ser observados cilindros hialinos ou granulosos. Os cilindros
dissolvem-se em 10 a 30 minutos, pelo que o exame microscopico do sedimento urinério
deve ser executada dentro deste intervalo. Estas estruturas sdo caracteristicas da UTIs,

desidratacdo ou patologias renais (31).

Os produtos do metabolismo estdo bastante concentrados quando excretados na
urina, acabando por precipitar na forma de cristais. A formac&o de estruturas cristalinas
podem estar associadas com alteracbes metabdlicas, ainda que na maioria dos casos
sejam benignos (29).

6.1.3. Exame cultural

O exame cultural da urina permite o crescimento de colénias bacteriana em meios
de cultura, que sdo posteriormente observados e interpretados para diagndéstico da UTI.
Os principais agentes responsaveis pelo desenvolvimento de infe¢cbes urinarias sao as
bactérias Escherichia coli, Klebsiella spp., Proteus spp., Pseudomonas aeruginosa,
Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus saprophyticus e
Streptococcus agalactiae, e o fungo Candida albicans. Os meios de cultura sao escolhidos
de acordo com as necessidades nutricionais da bactéria ou fungo alvo, de forma a

potenciar o crescimento de colénias puras do agente patogénico (29-31).

Na camara de fluxo laminar, as amostras de urina sdo homogeneizadas
manualmente e semeadas no meio Brilliance UTI Clarity Agar, permitindo o isolamento dos
agentes patogénicos mais frequentemente responsaveis pelas UTIs. A composicao do
meio compreende uma mistura de cromogéneos, suscetiveis a acdo enzimatica das
diferentes espécies bacterianas. A utilizacdo especifica dos cromogéneos por parte de
cada bactéria promove alteracdo do pH do meio de cultura, originando modificacbes

colorimétricas essenciais para o diagnadstico diferencial (32).

Com o uso intensivo e arbitrario de antibioticos, tem-se vindo a registar um
incremento de infecbes oportunistas graves pela microbiota comensal da zona urogenital,
como Candida spp. Quando se suspeita que a infe¢cdo urinéria possa ser causada por
fungos (contagem de leveduras = 100 leveduras/pL), a urina € semeada no meio Oxoid

Brilliance Candida Agar e incubada por 24 a 48 horas, ha estufa a 37°C (30).
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Ocasionalmente, as UTIs sdo causadas por organismos com crescimento fastidioso
e necessidades nutricionais exigentes. A amostra de urina deve ser semeada em meios de
cultura com gelose de sangue e gelose de chocolate. Além de nutritivamente enriquecidos,
0s meios de gelose de sangue permitem a apreciacdo de fendbmenos hemoliticos pela

bactéria patogénica, o que auxilia a sua identificacao.

O crescimento bacteriano observado nas sementeiras devera ser interpretado
consoante os parametros e observacodes registados no do exame quimico e microbiol6gico

e no exame microscopico.

6.2. Fezes

A analise as fezes é uma ferramenta de rastreamento e monitorizacdo do estado
fisiopatol6gico do sistema gastrintestinal. A completude desta andlise compreende o

exame macroscopico, microscopico, bacteriolégico e imunoldgico.

6.2.1. Exame macroscopico

Durante a examinagdo macroscopica, avaliam-se parametros como cor,
consisténcia, quantidade, forma, odor e presenca de muco. Em individuos saudaveis, as
fezes sdo moldadas e de cor marron, podendo incorporar pequenas quantidades de muco
(33). A evacuacdo de fezes liquidas, esbranquicadas ou mucossanguinolentas esta
associada a distarbios gastrointestinais, resultantes da colonizagéo invasiva por bactérias,
virus ou parasitas. Em casos de parasitose por helmintas, poderdo ser visiveis estruturas

parasitarias nas fezes, como proglotes ou vermes adultos (34).

6.2.2. Exame microscopico

O exame microscoépico as fezes compreende a pesquisa de achados anormais,
possivelmente associados aos disturbios do trato intestinal. O bolo fecal €
predominantemente constituido por fibras alimentares nao digeriveis, que se movimentam
ao longo do trato intestinal, incorporando parte da microbiota comensal (enterobactérias e
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leveduras). Ocasionalmente, alguns achados vestigiais, como gorduras néo digeridas ou
pélen inalado, podem ser observaveis ao microscopio. Achados anormais nas fezes

incluem eritrécitos, numerosos leucocitos, ou elementos parasitarios.

Para a pesquisa parasitoldgica, o paciente deve colher 3 amostras fecais
consecutivas em frascos estéreis, sem higienizacao prévia. As fezes sao posteriormente
sujeitas a métodos de enriguecimento, que concentram a carga parasitaria das amostras.
Entre lamina e lamela, com o diafragma posicionado em baixo e luz pouco intensa, faz-se
um varrimento geral da matéria fecal ao microscépio (40x). O analista deve procurar por
ovos, larvas, proglotes, vermes adultos, quistos ou trofozoitos (apenas integros até 1 hora
apos eliminacao das fezes). O parafuso macrométrico € repetidamente ajustado, revelando
a refringéncia caracteristica de estruturas parasitarias (Giardia Lamblia tem refringéncia
verde) ou celulares, como leucdcitos e eritrécitos. Raramente séo observaveis leucdcitos

em fezes parasitadas, devido a acdo desintegradora do parasita.

6.2.3. Exame cultural

O exame cultural das fezes € um método diagnostico da doenca diarreica, causada
por enterobactérias patogénicas. Frequentemente, a doenga do trato intestinal esta
associada ao consumo de aguas ou alimentos pobremente cozinhados e contaminados
por espécies bacterianas patogénicas ao ser humano. Também as enterobactérias da flora
intestinal podem ocasionar infe¢gdes oportunistas em imunossuprimidos, ou, por obtencéo
de genes de viruléncia, tornarem-se patogénicas para o hospedeiro (E. coli). Em condi¢des
hospitalares, as infe¢bes nosocomiais nos neonatos e imunossuprimidos s&o comummente

causadas por bactérias da familia Enterobacter, Citrobacter, Morganella e Serratia (35).

Tabela 2. Bactérias comensais da flora intestinal e bactérias patogénicas. [Adaptado de (36)]

Bactérias comensais da flora intestinal Bactérias patogénicas
Escherichia coli Salmonella typhi
Klebsiella pneumoniae Shigella
Proteus mirabilis Yersinia pestis
Enterobacter Campylobacter
Morganella Aeromonas
Serratia Bacillus cereus
Citrobacter Vibrio

Clostridium difficile
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Para o exame bacteriolégico das fezes, o paciente deve colher 1 amostra de fezes
(5ml; 0,5-2g/cultura) num frasco esterilizado, respeitando as normas instruidas pelo
procedimento operativo técnico. As fezes sdo previamente inoculadas num meio liquido de
enriquecimento, para inibir o crescimento de coliformes ou estreptococos fecais e promover
a recuperacao de Salmonella e Shigella. Apés uma incubacéo de 12-18 horas, a 32°C, as
bactérias em suspensdo sdo inoculadas em meios de cultura XLD (xilose-lisina-
desoxicolato) e SS Agar (Salmonella-Shigella), para identificacdo presuntiva de
salmonellae e shigellae. A utilizacdo dos constituintes cromogéneos do meio de cultura
pela maquinaria enzimética da respetiva espécie bacteriana determina o aspeto da colonia
(37).

Adicionalmente, a amostra de fezes € inoculada em meios de gelose de sangue,
permitindo o crescimento e recuperacdo de espécies Aeromonas, Vibrio ou comensais
oportunistas. O crescimento de col6nias bacterianas puras no meio de cultura podem ter
como origem contaminacao por espécies bacterianas comensais da flora intestinal, pelo

que o crescimento de colénias no meio de cultura devera ser cuidadosamente interpretado.

A pesquisa de Campylobacter é condicionada por alguns fatores ambientais. O seu
crescimento in vitro exige temperaturas elevadas (42°C) e condigbes atmosféricas
microaerodfilas (5%-7% O, 5%-10% CO;), pelo que é necessario recorrer a sistemas
comerciais geradores do gas, de forma a proporcionar um ambiente propicio a bactéria
Campylobacter (38). A amostra de fezes é diretamente inoculada no meio de cultura

seletivo CCDA, cuja formulag&o inibe o crescimento de coliformes.

6.2.4. Exame imunolégico

O exame imunolégico é o teste da pesquisa de sangue oculto nas fezes, que
permite executar o prognoéstico de patologias do trato gastrointestinal inferior e superior. A
presenca de sangue nas fezes poderd ser indicativo de pdlipos ou cancro na regido
colorretal ainda em fase inicial, bem como hemorragias altas de estdbmago e duodeno,
alertando para a necessidade de intervencao clinica e contribuindo para a diminuicao da

mortalidade por cancro colorretal.

O laboratério Vale de Sousa utiliza os kits comerciais NADAL FOB, que tem por
base uma metodologia imunoquimica para a detecdo semiquantitativa da hemoglobina

humana nas fezes. O kit contém anticorpos anti-hemoglobina humana imobilizados na
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regido da linha de teste na membrana. A hemoglobina presente nas fezes reage com os
anticorpos anti-Hb humana, conjugados com particulas cromogénicas. Forma-se uma linha

colorida e confirma-se a positividade da amostra por interpretacao visual.(39)

6.3. Exsudato vaginal e endocervical

7

A andlise dos exsudatos vaginais e endocervicais é regularmente prescrita a
mulheres gravidas e/ou com sintomatologia vulvovaginal, para o rastreio de infecdes do
trato urogenital. Esta analise compreende a examinagdo microscopica e cultural das

amostras, colhidas por profissionais devidamente habilitados e enviadas ao laboratorio.

A mucosa vaginal estabelece uma relacdo de comensalismo com varias espécies
fungicas e bacterianas. Lactobacillus spp. dominam a comunidade saprofita e contribuem
para a homeostasia da flora da zona, através da elaboracéo de &cidos e bacteriocinas que
impedem a proliferagdo e colonizacdo de espécies potencialmente patogénicas. O
decréscimo de espécies lactobacilares esta associado a instalagdo de infecdes
urogentinais por Gardnerella vaginallis e outras bactérias anaerdbias (vaginose
bacteriana), ou por Candida albicans (candidose) (40). A proximidade anatomica
vaginorretal podera justificar a consideravel frequéncia de infe¢cdes por E.coli ou
Enterococcus spp. O rastreio de infe¢Bes urogenitais € imperativo no servi¢o de obstetricia,
pelo risco de aborto espontaneo ou infe¢éo grave neonatal, por infegdo com Streptococcus
agalactiae, que podem originar septicemias neonatais. Alguns patogéneos exdgenos,
transmitidos por via sexual, sdo a Neisseria gonorrhoeae, Haemophilus ducreyi (associado

ao cancro mole) ou Trichomonas vaginallis (tricomoniase).

6.3.1. Exame microscopica

O exame ao microscopio dos exsudatos vaginais e endocervicais permite a
avaliacdo da composicdo multicelular do trato genital feminino. Em condig@es fisiologicas,
a preparacao a fresco revela células de descamacdo epiteliais, filamentos mucoides,
grandes bactérias em bastonete Gram-positivas correspondentes a lactobacilos, raras
leveduras e leucocitos isolados (menos de 10/hpf). Percorrendo os varios campos
microscopicos, faz-se uma pesquisa por achados anémalos ou alteragdes sugestivas de
infecéo:
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e Exame parasitolégico — Pesquisa de protozoaria flagelada Trichomonas vaginallis,

com movimentos originados pelo flagelo longo (movimentos de chicote);

abundantes leucécitos (>25 leucocitos/hpf) (31).

e Exame micoldégico — Pesquisa de blastosporos, pseudohifas e abundantes

leveduras; raros leucdcitos (40).

e Exame bacteriolégico — Pesquisa de células clue, correspondentes a células

epiteliais com cocobacilos Gram variavel (Gardnerella spp.) ou bacilos pleomorficos
Gram-negativos aderentes (Mobiluncus); reducdo ou auséncia de bactérias
lactobacillus e células epiteliais de descamacgéo. Deve de ser pesquisar a presenca
de diplococos Gram-positivos intracelulares (Neisseria gonorrhea) em exsudatos

cervicais mucopurulentos (40).

A interpretacdo clinica do exame microscopico é ancorada pela execugdo de
simples testes adicionais, como coloracédo de Gram, medic&o do pH, adicdo de KOH 10%
para o estudo das hifas, e teste de whiff com KOH para suspeita de vaginose bacteriana
(31).

6.3.2. Exame cultural

O estudo dos exsudatos vaginal e endocervical é complementado pelo exame
cultural. O crescimento de colénias in vitro deve ser interpretado paralelamente as
observacdes registadas durante o exame microscopico, considerando-se sempre a

pluralidade comensal da vagina e a possibilidade de contaminacao.

Os exsudatos vaginais e endocervicais sdo semeados nos meios de cultura
Candida Agar, UTI Clarity Agar, gelose de sangue e gelose de chocolate. Apos as 24 e 48
horas de incubacdo na estufa, a 37°C, onde a GS e GC séo incubadas em atmosfera de

CO., procede-se a leitura das placas e contextualizacao clinica do crescimento bacteriano.

Para a pesquisa de Streptococcus agalactiae, frequentemente prescrita a mulheres
gravidas, as amostras sdo inoculadas no meio de cultura seletivo e diferencial para a

espécie S. agalactiae, Brilliance GBS Agar.

O estudo bacteriolégico pode ser complementado com a pesquisa de agentes
etiologicos sexualmente transmissiveis, como Haemophilus ducreyi, Mycoplasma spp., e

Ureoplasma spp, em kits comerciais de identificagao bacteriana e estudo de suscetibilidade
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antimicrobiana. O kits contém pogos revestidos por compostos cromogénicos e/ou
antibidticos, suscetiveis a utilizacdo enzimatica do respetivo microrganismo. A reagao
colorimétrica determina um sistema de identificag@o presuntiva da espécie bacteriana, e a
respetiva suscetibilidade ou resisténcia antimicrobiana. Apds 24 e 48 horas de incubacéo,

a 37°C, procede-se a leitura dos kits (41).

6.4. Exsudatos nasofaringeos

A andlise de exsudatos nasofaringeos é uma ferramenta auxiliar no prognéstico de
patologias associadas ao trato respiratério, como asma, rinite alérgica, portadores de
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), ou tuberculose pulmonar, e
acompanhamento de farmacoterapias com tuberculostaticos. As amostras nasofaringeas,
colhidas por profissionais devidamente habilitados, sédo depois submetidas a um exame

bacteriolégico (exame cultural e exame microscépico).

A cavidade nasal abriga uma diversa comunidade de microrganismos comensais,
capazes de suprimir a colonizacao e proliferacdo de patogéneos oportunistas, através da
competicéo pelo espaco e nutrientes ou elaboracdo de toxinas antimicrobianas. A disbiose
do microbioma nasofaringeo est4 implicita na fisiopatologia de varias doencas

respiratdrias, abordadas nesta seccao.

6.4.1. Exame microscopico

6.4.1.1. Pesquisa de eosindfilos

A asma e a renite alérgica caracterizam-se pela infiltracdo de eosindfilos e
hiperresponsividade brénquica, que se evidenciam durante a examinagdo do exsudato
nasal. A técnica consiste na realizacdo de um esfregaco nasal, posteriormente fixado a
chama e corado com a Coloragdo de Giemsa. No microscopico 6tico, o analista percorre
os varios campos de ampliagdo (40x) e avalia os constituintes celulares do exsudato. A
presenca de apenas um eosindfilo, contextualizada no quadro clinico do paciente, confirma

o0 estado inflamatorio das vias brénquicas associado a asma e renite alérgica.
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6.4.1.2. BK direto

Mycobacterium tuberculosis é o agente etiolégico responséavel pela tuberculose
pulmonar. Atualmente, o diagnostico da tuberculose ainda depende de exames
microbiologicos, 0s quais requerem um manuseio cuidadoso e um transporte rapido da
amostra. Apesar da baciloscopia facultar um diagnéstico presuntivo rapido, o isolamento
cultural do Mycobacterium tuberculosis mantem-se como o método de referéncia. No
entanto, a cultura desta micobactéria é um processo moroso de até 60 dias, tornando o
método da sementeira pouco pratico (42).

O exame microscopico compreende a execucdo de um esfregaco nasal, seguido
da fixacdo a chama e coloracdo da lamina pela técnica de Ziehl-Neelsen. A metodologia
de Ziehl-Neelsen baseia-se na composi¢cdo da parede celular do M. tuberculosis, cuja
membrana rica em lipidos confere ao patogénico resisténcia a descoloracéo por alcool-
acidos Os bacilos alcool &cido resistente (BAAR) revelam uma cor avermelhada apds a
lavagem alcool-acida. A lamina é observada ao microscoépio, devendo o analista atentar
pela formacéo de estruturas “fator corda”, correspondentes a agregagao de micobactérias
bacilares avermelhadas. A positividade do exame microscépico do exsudato nasal deve

ser interpretada no contexto clinico, ancorando o diagndstico presuntivo da tuberculose.

6.4.2. Exame cultural
6.4.2.1. Pesquisa de MRSA

Apesar de constituir parte do microbioma cutaneo e nasal de varios individuos
saudaveis, a bactéria Staphylococcus aureus possui um alarmante potencial patogénico.
A proliferacdo disseminada deste comensal oportunista origina infecdes invasivas
especificas ao 6rgao (tecidos moles, pneumonia, meningite). O uso e abuso de antibibticos
para tratamento destas infe¢cBes impulsionou a emergéncia de estirpes S. aureus
multirresistentes, limitando a eficacia de antibioterapias. Portadores de estirpes MRSA sé&o
reservatorios de transmisséo e estdo suscetiveis a infecao por MRSA, pelo que devem ser
prontamente identificados. A pesquisa de estirpes MRSA em utentes imunossuprimidos, e
nas admissdes em unidades hospitalares ou lares de terceira idade, € essencial, para

mitigar a cadeia de transmissao e diminuir a morbimortalidade associada a infecao (43).

A colheita é feita com zaragatoa com meio de transporte, e 0 exsudato nasal é

semeada no meio de cultura diferencial Brilliance MRSA 2 AGAR, cuja formulacao
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cromogénea promove o crescimento de grandes colonias azuis de estirpes MRSA. Os

meios sao incubados na estuda a 37°C, durante 18-24 horas.

6.5. Esperma

A andlise laboratorial do esperma determina o estado de fertilidade masculina, por
avaliacdo da capacidade espermatogénica e da fisiopatologia geniturindria do homem.
Esta analise envolve a execucdo do espermograma e, quando clinicamente relevante,

espermocultura.

O paciente é responsavel pela colheita da amostra de esperma e deve respeitar as
indicacg@es instruidas pela rececao do laboratério. S&o necessarios trés dias de abstinéncia
sexual antes de poder executar esta analise. A amostra é depois direcionada para a area

laboratorial.

6.5.1. Exame macroscépico

A amostra € primeiramente sujeita a um exame macroscoépico inicial, avaliando-se
parametros como o tempo de liquefagéo, viscosidade, aparéncia, volume e pH do esperma.
Entre 30 a 60 minutos apés ejaculacao, a temperatura ambiente, o esperma coagulado e
semissolido devera liquefazer a uma consisténcia homogénea aguada. Apés liquefacao, a
viscosidade é estimada com auxilio de uma pipeta descartavel, por queda gravitica do
espécimen em pequenas gotas discretas. O sémen liquefeito tem uma aparéncia cinza
opalescente, sendo a opacidade determinada pela concentracdo espermatica. O volume é
diretamente medido num tubo graduado. Recorrendo a tiras de medicdo de pH, é

determinado o pH do esperma, cujo valor deve superar o limiar de 7,2.

6.5.2. Exame microscopico

O espermograma compreende o estudo citoldgico, a determinacao da concentracao
de espermatozoides, e a avaliagdo da respetiva motilidade progressiva, através da

microscopia de contraste de fase numa preparacgéo a fresco de esperma.
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Os campos de ampliacdo s&do explorados (ampliagdo 40x) e o contetdo
espermatico é brevemente avaliado. Deve-se pesquisar por elementos celulares néo
espermaticos, como células epiteliais do trato geniturinério, células germinativas imaturas,
leucocitos, eritrécitos ou microrganismos tipo bactérias ou leveduras. Regista-se ainda a
observacdo de variantes -citomorfolégicas dos espermatozoides, nomeadamente
espermatozoides bifurcados, amorfos, em anel, pontiagudos, bicéfalos, agregados ou

aglutinados

7

A contagem de espermatozoides é executada numa camara de contagem
descartavel. O esperma flui para o compartimento da camara e procede-se a observacao
do esperma ao microscépio. Nesta etapa, sdo contados 0s espermatozoides com
motilidade progressiva a 12 e 22 hora. A partir das contagens de espermatozoides, séo
efetuados os calculos da percentagem de espermatozoides moveis a 12 e 22 hora, da
concentracdo de espermatozoides por mililitro de esperma, e da concentracdo de

espermatozoides absoluta.

6.5.3. Exame cultural

A sintomatologia geniturinéria, associada a observacdo de leucdcitos, eritrocitos,
bactérias e/ou leveduras no exame a fresco determinam a execug¢éo da espermocultura. A
amostra de esperma é semeada nos meios de cultura Candida Agar, UTI Clarity Agar,

gelose de sangue e gelose de chocolate, e incubadas a 37°C durante 24 horas.

6.6. Exsudatos purulentos

Amostras de exsudatos purulentos, ulcerag@es, ou feridas cutédneas sédo enviadas

ao laboratorio e submetidas a exames de microscopia e cultura.

6.6.1. Exame microscopico

A preparagéo a fresco do exsudado purulento, colhido com zaragatoa com soro

fisiologico, é observado entre lamina e lamela. Poderdo ser encontrados leucdcitos,
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eritrocitos, leveduriformes, hifas ou estruturas cocobacilares representativas do agente
infecioso. A observacdo de numerosas células epiteliais de descamacdo é um forte

indicador de contaminacdo da amostra pela superficie cutanea.

6.6.2. Exame cultural

As infecbes podem ser causadas por varios agentes etioldgicos, com diferentes
requisitos nutricionais, ambientais de incubacdo — bactérias aerbbias, anaeroObias
facultativas, micobactérias e fungos. E importante informar devidamente o laboratério
guanto a zona anatémica e o tipo de ferimento purulento, para se semear nos meios onde

0S possiveis patogéneos associados a infegdo possam desenvolver.

Os exsudados purulentos sdo semeados em meios de cultura como gelose de

sangue, gelose de chocolate e UTI Clarity Agar, e posteriormente incubados a 37°C.

6.7. Antibiograma e sistema de identificac@o bacteriana
O setor da Microbiologia esta equipado com o aparelho MicroScan WalkAway 40
plus, que automatiza o procedimento manual para identificar espécies bacterianas e a

respetiva suscetibilidade antimicrobiana.

A identificacdo bacteriana é obtida através da leitura de paneis com pocos, onde se
desenvolvem as reacg6es colorimétricas dos testes bioquimicos convencionais. A utilizagéo
dos acuUcares e a descarboxilacdo de aminoacidos pela bactéria causa uma alteragéo do
pH e, consequentemente, gera uma mudanca da cor do poc¢o, sendo o fenbmeno
fotométrico detetado pelo leitor do aparelho. O antibiograma decorre em paneis de
microtitulacdo, cujos pocos se encontram revestidos com concentracdes crescentes de
antibidticos para determinar a Concentragdo Minima Inibitéria (MIC). O crescimento da
colénia da origem a uma turvacéo e, assim, permite determinar a MIC e descrever o perfil

de suscetibilidade antibidtica da bactéria como suscetivel, intermédio, ou resistente (44).
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6.8. Rastreio de drogas
Os testes de rastreio de drogas permitem detetar e monitorizar 0 abuso de
farmacos/drogas. O laboratério Vale do Sousa utiliza os testes rapidos Nal von minden
Drug-Screen, cuja metodologia imunoquimica permite a detecdo qualitativa de diversas
drogas e dos seus metabolitos na urina humana. Um método analitico secundario (GC-MS,
LC-MS) deve ser utlizado em resultados positivos, de forma a garantir a precisdo dos

resultados.

Os testes Nal von minden Drug-Screen tém anticorpos conjugados com ouro na
membrana da cassete. Com amostras negativas, os anticorpos mantém-se livres e ligam-
se aregido T da membrana, dando origem a uma linha vermelha. O aparecimento da linha
vermelha representa um resultado negativo. No caso de uma amostra positiva, 0s
anticorpos ligam-se as substancias alvo presentes na urina. Nao ocorre formacao da linha

vermelha T e, por interpretacdo visual, determina-se a negatividade do teste (45).

Os kits nal von minden Drug-Screen incluem ainda testes de parametros de
adulteragdo, de forma a detetar métodos de adulteracdo na hora de testagem. Os

resultados séo lidos por comparacdo do campo de reacédo com o cartdo de cores fornecido.

7. Bioquimica

A Bioquimica Clinica estuda uma multitude de biomoléculas associadas com a
funcionalidade dos 6rgados. A partir das analises bioquimicas, é possivel diagnosticar e

monitorizar varias patologias humanas.

Os parametros bioquimicos sdo quantificados em amostras de soro, plasma ou
urina. Para amostras sanguineas, a escolha do tubo de colheita é condicionada pelo tipo
de analises bioquimicas descritas na requisicdo médica. Os tubos de colheita s&o
direcionados para o laboratorio e integrados no sistema Apollo. As amostras devem estar
devidamente identificadas. Certos aspetos podem implicar a rejeicdo da amostra, como a
escolha inadequada do tubo, volume insuficiente de amostra, soro ou plasma hemolisado,
ou amostras ictéricas ou lipémicas. Os tubos séo centrifugados a 3500 rpm por 15 minutos

para separacao do soro.

O laboratério Vale do Sousa utiliza o instrumento analitico Alinity ci System para a
determinacdo quantitativa dos parametros bioquimicos. O equipamento aplica os métodos

de fotometria, potenciometria, e quimioluminiscéncia:

33



e Fotometria — Baseia-se na medicao da luz detetada pelo fotodetetor. A fonte
luminosa emite um feixe de luz monocromatica, que incide sobre a amostra.
O analito absorve um comprimento de onda especifico e transmite a restante
luz. O fotodetetor deteta a absorvancia, que é posteriormente convertida em

concentracao de analito, pela lei de Beer (46).

o Potenciometria — Baseia-se ha medi¢cdo do potencial elétrico entre dois

elétrodos. A diferenca de potencial, gerada entre o elétrodo de referéncia e
o elétrodo na amostra (analito i6nico), é convertida em concentragdo de

analito, pela equacao de Nernst (46).

e Quimioluminescéncia — Corresponde a emissao de luz resultante de uma

reacdo quimica. A amostra s&o adicionados anticorpos revestidos com
marcadores quimioluminescentes. A emissdo de quimioluminiscéncia

detetada pelo sensor digital € proporcional a concentracao de analito (46).

O laboratério Vale do Sousa utiliza o equipamento Capillarys Protein(E) 6 para a
determinacdo quantitativa das proteinas plasmaticas através do método de eletroforese
capilar. As fracdes das proteinas plasmaticas séo registadas graficamente no
eletroferograma. Por interpretacao visual dos padrfes eletroforéticos das proteinas, sao

identificadas anomalias associadas a estados patologicos.

7.1. Parametros bioquimicos

Os painéis bioquimicos compreendem um grupo especifico de parametros,
doseados no soro ou urina, cuja interpretacdo permite ao profissional clinico realizar o
diagnostico de varias condi¢des patologicas. Muitas patologias induzem alteracdes a um
conjunto de parametros bioquimicos, nomeadamente a diabetes, risco aterosclerético,
alteracdes da funcd@o hepética, funcdo renal, fungéo tiroideia, anemias, pesquisa de

marcadores tumorais, infe¢des virais, entre outras.

e Diabetes

Diabetes mellitus manifesta-se pela ina¢do ou a producéo inadequada da insulina
— a hormona que estimula o aporte celular de glucose pelos GLUT4 — tendo como

consequéncia niveis elevados da glucose sérica. A concentracao de glucose sérica, em
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jejum, é um indicador para um possivel diagnéstico da diabetes. Para valores inferiores a
140 mG/dL em jejum, € realizada uma Prova de Tolerancia & Glucose Oral, onde € doseada
a concentracdo de glucose ao fim da 22 hora apos a ingestdo de 75g de glucose.

Adicionalmente, pacientes diabéticos doseiam a microalbumina na urina.

e Risco aterosclerético

A formacdo da placa aterosclerética, associada ao risco cardiovascular, é
fortemente determinada pela carga de lipidos circulantes. Valores elevados de colesterol
total, LDL (low - density liporpotein) e triglicerideos plasmaticos demonstram uma
correlagdo significativa com a ocorréncia de eventos cardiovasculares, enquanto o
colesterol HDL (high - density lipoprotein) demonstra uma agéo protetora contra a
ocorréncia de tais eventos. Assim, o doseamento dos parametros colesterol total, LDL, HDL
e triglicerideos plasmaticos sdo essenciais para monitorizar o risco de desenvolver

doencas cardiovasculares.

e Hipotiroidismo e Hipertiroidismo

Hipotiroidismo e hipertiroidismo caracterizam-se pela disfuncionalidade da glandula
tiroidea e consequente alteracdo do metabolismo energético basal. A tiroide produz as
hormonas tirosina (T4) e triiodotironina (T3), responsaveis pelo controlo do metabolismo
nos tecidos. T3 e T4 s&o estimuladas pela hormona hipofiséria tireoestimulante (TSH). A
guantificagdo das hormonas TSH, T3 livre e T4 livre avaliam a funcionalidade tiroidea (46).

¢ Anemias

A anemia é definida como um défice de oxigenacao tecidular, mais comummente
associado a baixa contagem de eritrécitos, ou do respetivo conteudo hemoglobinico. A
caracterizacdo do estado anémico requer um estudo de varios marcadores bioquimicos,
como o metabolismo do ferro (capacidade total da fixacéo do ferro (CTFF), % saturacdo da
transferrina, concentracdo plasmatica do ferro e da ferritina), concentracdo de vitamina
B12, concentracdo de &cido fdlico, concentracdo de haptoglobina e doseamento da

hormona eritropoietina (46).
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e |nsuficiéncia renal

A insuficiéncia renal é caracterizada pela reducéo progressiva da taxa de filtracéo
glomerular e detecao de proteinuria. A funcéo renal é avaliada com os valores da clearance
de creatinina, microalbumindria, azoto ureico no sangue (BUN) e eletrdlitos séricos (célcio,

cloro, fosforo, potassio, sodio) (46).

e Marcadores tumorais

Os marcadores tumorais sédo proteinas produzidas em grandes quantidades pelas
células cancerigenas, doseadas no soro. Os marcadores podem ser utilizados para rastreio
da populagéo assintomatica, prognostico, estadiamento do cancro, e, fundamentalmente,

para a monitorizag@o da eficacia terapéutica anticancerigena (46).

Tabela 3. Marcadores tumorais. [Adaptado de (46)]

Antigénio prostatico especifico (PSA) Marcador tumoral da prostata

Antigénio carcinoembrionario (CEA) Marcador tumoral colorretal, pulmonar, mamario,
hepatico, pancreatico e da bexiga (baixa

especificidade)

Antigénio cancerigeno 125 (CA125) Marcador tumoral do ovario

Antigénio cancerigeno 15-3 (CA 15-3)  Marcador tumoral da mama e do ovario

Al fa-fetoproteina (AFP) Marcador tumoral hepatico, ovarico e testicular

¢ Mieloma multiplo

Os padrdes eletroforéticos permitem avaliar a distribuicdo quantitativa da albumina
e das globulinas alfa, beta e gama. No caso do mieloma mdltiplo (MM), o interesse clinico
focaliza-se particularmente na fragdo das gamaglobulinas, regido para onde migram as
imunoglobulinas tipo IgG de origem maligna. O mieloma mudltiplo resulta duma neoplasia
da linhagem das células B, responsavel pela proliferacao de células plasmaticas anomalas,
que produzem a proteina M (47). Na eletroforese, a proteina M aparece como um pico
ingreme na regido gama, designada “espicula M” ou paraproteina. O estudo do MM é
complementado pela eletroforese das proteinas de Bence Jones (cadeias leves

kappa/lambda livres) na urina.
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e Hepatites virais

A hepatite aguda é caracterizada pela elevacdo dos niveis séricos das enzimas
hepaticas, alanina transaminase (ALT) e aspartato transaminase (AST), perante a
desintegracao dos hepatdcitos, causada pelas particulas infeciosas do virus. O diagnéstico
das hepatites viricas é feitos através da determinacdo do antigénio HBS (hepatite B),

anticorpos anti- HCV (hepatite C), e anticorpos anti-HAV IgM e 1gG (hepatite A) (46).

8. Imunologia

A &rea da imunologia estuda as varias desordens do sistema imunolégico, através
da caracterizacdo dos componentes quimicos, proteicos e celulares, que integram o
complexo sistema imunitario. Em particular, sdo estudadas as alergias, desordens

autoimunes e infecdes.

A alergia € a manifestacdo clinica das reacdes de hipersensibilidade, apoés
exposicdo ao alergénio. Os anticorpos IgE, sensibilizados por compostos exdgenos
comuns, desencadeiam a desgranulacdo dos mastécitos e basofilos e a libertacdo de
mediadores imunoquimicos (histamina). A manifestagdo alérgica inclui bronquioconstrigéo,
permeabilidade vascular e choque anafilatico, potencialmente fatal (48). Os alergénios
mais comuns s&o encontrados em produtos alimenticios, polen, animais ou vegetacao. Ja
as desordens autoimunes resultam do colapso da tolerdncia imunol6gica, mediada pela
producdo de anticorpos IgM e 1gG, direcionados contra autoantigénios moleculares,
celulares ou tecidulares. O diagndstico clinico das condi¢des alérgicas e autoimunes é feito

através da quantificacao dos anticorpos IgE e 1gG (49).

O laboratério Vale do Sousa dispde do autoanalisador ImmunoCAP phadia 250,
gue utiliza metadologias tipo FEIA (fluoroenzimoimunoensaios) para rastreio e diagndstico

clinico das alergias e desordens autoimunes.

o ImmunoCAP Specific IgE — A tecnologia ImmunoCAP Specific IgE quantifica os

anticorpos IgE especificos ao alergénio, no soro ou plasma sanguineo, para o
diagnostico das manifestaces alérgicas acionadas por imunoglobulinas tipo
IgE. Os alergénios testados sdo de origem alimentar, vegetal ou animal. ApGs
introdugdo da amostra, o alergénio covalentemente ligado ao ImmunoCAP
reage com o anticorpo IgE especifico da amostra. Sao adicionados anticorpos
anti-IgE (Ac), marcados com uma enzima e o respetivo substrato enzimético. O

produto enzimético emite fluorescéncia, sendo a fluorescéncia emitida
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diretamente proporcional a quantidade de IgE. Pela curva de calibracéo, a

resposta fluorescente é convertida em concentracéo de IgE (50).

o EIIA — A tecnologia EliA permite a quantificacdo de autoanticorpos tipo IgG
direcionados contra proteinas humanas, no soro ou plasma sanguineo, para 0
diagnéstico clinico das desordens autoimunes. Os pocos do instrumento sédo
revestidos com a proteina alvo. Os autoanticorpos IgG presentes no
soro/plasma ligam aos antigénios proteicos. Sao adicionados anticorpos anti-
IgG marcados com uma enzima e o respetivo substrato enzimatico. O produto
enzimatico emite radiacdo fluorescente, sendo a fluorescéncia emitida
diretamente proporcional a quantidade de 1gG. A resposta fluorescente é

posteriormente convertida em concentragédo de 1gG (50).

8.1. Testes seroldgicos

Os testes serologicos manuais de aglutinagéo sao utilizados para o diagnostico de
algumas patologias infeciosas, como sifilis, salmonelose e brucelose. Para o efeito, séo
utilizadas amostras de soro ou plasma sanguineo. Uma amostra seropositiva forma
imunocomplexos, quando adicionada a suspensdo de antigénios bacterianos, dando
origem a uma aglutinacdo. A positividade do teste é determinada pela formacdo de

aglutinados na lamina em agitagéo.

8.1.1. Sifilis

A sifilis € uma doenca sexualmente transmissivel, causada pelo Treponema
pallidum, uma espiroqueta que ndo cresce em meios de cultura ou em cultura de tecidos.
A infecdo sifilitica induz a producdo de anticorpos nao-treponémicos (reaginas) e
anticorpos anti-treponémicos especificos (51). O diagnéstico clinico e a monitorizagdo da
infecdo é realizado através dos testes seroldgicos VDRL (venereal disease research

laboratory) e TPHA (Treponema pallidum haemagglutination).

O VDRL é um teste de aglutinacdo em lamina, util para a determinacao qualitativa
e semi-quantitativa de anticorpos néo-treponémicos IgM e 1gG, doseados na doenca ativa.
Normalmente, a seroconversdo ocorre na 32 semana apos a infegdo com T. pallidum, mas

pode ocorrer até a 62 semana. Consequentemente, falsos negativos serdo obtidos em
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pacientes recentemente infetados com sifilis. Adicionalmente, falsos positivos do teste ndo-
treponémico terdo sido descritos em pacientes com infe¢des sistémicas, nomeadamente
tuberculose, lepra, hepatite e endocardites (52). Devido & nédo especificidade do teste
VDRL, resultados positivos devem ser confirmados pelo teste especifico TPHA.

O TPHA é um teste treponémico, executado para a determinacéo e titulacdo dos
niveis de anticorpos especificos ao antigénio treponémico. As amostras seropositivas
determinam a formacdo de um padrdo caracteristico de hemaglutinacdo, no fundo dos
pocos da placa de microtitulacdo (51). Resultados falsos-positivos podem ocorrer devido a
outras infe¢cdes ou doencas inflamatérias, nomeadamente a lipus eritematoso sistémico
(52).

8.1.2. Salmonelose e Brucelose

A Salmonelose é a manifestacao clinica da infecao pela Salmonella, caracterizada
por gastroenterite diarreica e doenca febril entérica (febre tifoide). O diagndstico clinico
baseia-se na caracterizacdo do perfil antigénico, através de testes serolégicos contra os

antigénios somatico (O) e flagelar (H) da bactéria salmonela (53).

A Brucelose é uma doenca febril aguda, desencadeada da infecédo pela bactéria
Brucella. O diagndstico é definido pela caracterizacdo antigénica da bactéria, com testes
serol6gicos contra os antigénios de superficie abortus (A) e melitensis (M).O
serodiagnoéstico de WRIGHT permite efetuar o diagnostico seroldgico das formas agudas
de brucelose. Este teste quantitativo torna-se positivo muito precocemente, a partir do 10°
ou 12° dia, na forma aguda da brucelose. Por interpretacdo visual do fenémeno de

aglutinagdo, determina-se a positividade da amostra.

9. Biologia molecular

A area da biologia molecular explora o processo de replicagcdo, transcricdo e
translagdo do material genético (RNA/DNA) e respetivos reguladores e intervenientes

bioquimicos, através de técnicas laboratoriais de genética molecular e bioinformatica.

A emergéncia e globalizagdo do novo coronavirus SARS-CoV-2 determinou um

novo rumo ao laboratério clinico, particularmente & area da biologia molecular, que se
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tornou exclusivamente dedicada a contencao e mitigacao da pandemia COVID-19, através
da disponibilizagcéo de testes rapidos diagnésticos de SARS-CoV-2 & comunidade.

SARSCoV-2 foi identificado como o agente etioldgico da doenga do coronavirus de
2019 (COVID-19). A doenca afeta desproporcionadamente a populacdo idosa e
imunossuprimida, podendo progredir para insuficiéncia respiratoria grave. Fatores como o
elevado index de transmissibilidade via aerossais, longo periodo de incubagéo (14 dias) e
infecbes assintomaticas, dificultam o rastreamento das cadeias de transmissdo e a
contencdo da infecdo COVID. Face a morbilidade e mortalidade associada a doenca
COVID, surge a necessidade de se implementar medidas de distanciamento social e

desenvolver métodos especificos de detecdo SARS-CoV-2 (54).

Atualmente, o método de referéncia para o diagnostico laboratorial de infe¢des
COVID-19 é o Real-Time Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction (rRT-PCR).
Outros métodos, como o Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) para testes
seroldgicos, sédo apenas indicados para complementar o estudo da infegdo por SARS-CoV-
2, reportar a ocorréncia de infe¢cdes passadas, direcionar farmacoterapias ou para fins

estatisticos (55).

As amostras de exsuado nasofaringeo sdo colhidas com a zaragatoa e
acondicionadas num sistema de embalagem tripla, designado para o transporte de
espécimen infeciosos. Ao contentor primério € adicionado um meio de transporte viral, para
inativar o virus e prevenir a contaminacédo dos técnicos aquando o manuseio das amostras.
A inativacdo viral é mediada pela acdo de agentes surfactantes, que solubilizam a
membrana celular das particulas virais. Adicionalmente, 0 meio é enriquecido com agentes
protetores, que preservam a integridade do RNA viral. As amostras sao conservadas, entre

2°C a 8°C, e encaminhadas para o laboratério.

No laboratério, o0s técnicos avaliam o acondicionamento dos produtos
nasofaringeos. As amostras devem estar corretamente identificadas e com a informacao
relativa ao doente. E preenchido um inquérito ao doente, onde se registam sintomas e
contactos com pessoas infetadas com SARS-CoV-2. Aprovados todos os requisitos, as

amostras sdo integradas no sistema informatico Apollo e seguem para a fase analitica.

9.1. Extracao e purificacdo do RNA

O RNA genomico das particulas virais, contidas no exsudado nasofaringeo, é

isolado e purificado pelo equipamento de extragdo RNA/DNA, BIOER. A metodologia do
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equipamento fundamenta-se nas propriedades fisicas das microparticulas magnéticas

utilizadas, que ligam aos acidos nucleicos expostos, em condi¢cGes de pH favoraveis.

Na lamina de fluxo laminar, os tubos de amostra sdo vortexados e o respetivo
conteudo transferido para 0s po¢os na placa de extracdo. A placa € introduzida no extrator
e inicia-se a corrida. As particulas virais séo lisadas, libertando o contetdo genémico do
virus, que adere as microparticulas magnéticas. As nucleasse sao inativadas e eliminadas,
junto com outros detritos celulares. Por fim, 0 RNA viral isolado é eluido nos respetivos

POGOS.

9.2. Real-time reverse transcriptase-polymerase chain reaction

Dentro do genoma SARS, trés genes foram descritos como altamente conservados:
o gene RdRp (enzima RNA polimerase), gene E (proteina do envelope) e gene N (proteina
da nuclecapside). O diagnostico da infe¢do COVID-19 baseia-se na detecdo qualitativa

destas trés regides gendmicas, através do método molecular rRT-PCR (54).

Antes de se iniciar o PCR, é preparada a master mix com o kit comercial
GeneFinder™ COVID-19, contendo todos o0s reagentes necessarios a reacao de
polimerizacao: transcriptase reversa, polimerase, primers foward e reverse especificos aos
genes SARS, dNTPs, sondas fluorescentes e controlos positivo e negativo. A master mix
e 0 RNA, extraido e purificado, sdo adicionados no termociclador CFX96, onde sao

programadas as corridas PCR (56).

Essencialmente, o método consiste na transcricdo reversa do RNA em DNA
complementar e posterior amplificagdo em ciclos programados. O termociclador executa
45 ciclos de amplificacdo, produzindo 2*° cépias das sequéncias nucleotidicas dos genes
RdRp, E e N. Sondas complementares aos genes SARS emitem fluorescéncia, aquando o
processo de amplificagdo. A fluorescéncia emitida é diretamente proporcional ao numero
de cépias RdRp, E e N. A positividade das amostras € determinada pela geragéo de trés

graficos sigmoides, correspondestes aos genes SARS.
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10. Concluséao

A oportunidade de realizar um estagio profissional integrado ao Mestrado de
Andlises Clinicas foi uma experiéncia profundamente enriquecedora para a minha
formacdo académica, profissional e pessoal. O estagio profissional proporcionou uma
oportunidade Unica para observar e participar nas diversas atividades laboratoriais que
decorrem no dia-a-dia de um laboratério de analises clinicas, onde tive o privilégio de ser
constantemente acompanhada por profissionais especializados e altamente experientes,
gue tiveram a gentileza de me transmitirem os seus conhecimentos e o fascinio pelo mundo
das analises clinicas.
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