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Resumo

A Sindrome coronéria aguda (SCA) compreende o enfarte agudo do miocardio com
elevacdo do segmento ST (STEMI), sem elevacdo do segmento ST (NSTEMI) e a
angina instavel (Al); sendo que para esta classificagdo muito contribuiu a utilizacdo da

Troponina como biomarcador cardiaco.

O enfarte agudo do miocéardio (EAM) é definido pela morte dos cardiomidcitos devido a
isquemia prolongada. As alteragbes dos niveis dos biomarcadores cardiacos permitem
a detecdo da lesdo celular. O marcador bioquimico de necrose miocardica ideal deve
ser rapidamente libertado na circulagao sanguinea apos a les@o permitindo a detecéo
precoce e deve apresentar caracteristicas de cardioespecificidade e sensibilidade.
Atualmente, a Troponina cumpre estes requisitos, sendo considerada como gold

standard no diagnostico de lesdo miocérdica.

A utilizacdo de ensaios de Troponina de alta sensibilidade veio permitir a precocidade
diagnostica no EAM, fazendo com que o tempo de isquemia seja reduzido e
consequentemente a area lesada seja menor. Desta forma, estes ensaios vieram
promover o aumento da precisdo diagndéstica, bem como proporcionar informacdes

para o prognostico e a estratificagdo do risco.

Uma vez que o tratamento precoce no SCA antecedente a necrose reduz as
complicacbdes e o risco a longo prazo, recentemente tém sido propostos novos
biomarcadores para a detec¢éo de isquemia na fase de pré enfarte, antes do inicio da
lesdo se tornar irreversivel. Os novos biomarcadores associados ao risco
cardiovascular podem ser agrupados segundo os seus significados clinicos inerentes
aos processos celulares em gque estao envolvidos, sendo sobretudo biomarcadores de

inflamag&o, isquemia, necrose e disfungdo cardiaca.

Pretende-se neste trabalho realizar uma abordagem sobre a perspetiva atual e futura
dos biomarcadores no diagnéstico no enfarte agudo do miocardio, com o objetivo de
elucidar as vantagens e desvantagens dos utlizados atualmente na pratica clinica,

assim como dos novos biomarcadores cardiacos emergentes.

Palavras-chave: Enfarte agudo do miocéardio, Biomarcadores cardiacos, Troponinas



Abstract

Acute coronary syndrome (ACS) comprises acute myocardial infarction with ST
segment elevation (STEMI), without ST segment elevation (NSTEMI) and unstable
angina (Al) and for this classification much contributed the use of Troponin as cardiac

biomarker.

Acute myocardial infarction (AMI) is defined by the death of cardiomyocytes due to
prolonged ischemia. Alterations in cardiac biomarkers levels, allows the detection of
cell injury. The ideal biochemical marker of myocardial necrosis should be rapidly
released into the bloodstream after injury allowing early detection and should present
features of cardio-specificity and sensitivity. Currently, Troponin meets these

requirements, being considered as gold standard in the diagnosis of myocardial injury.

The use of high sensitivity Troponin assays has allowed the diagnostic precocity in the
AMI, reducing the ischemia time and consequently the extent of injured area. Thus,
these assays have promoted increased diagnostic accuracy, besides providing

information for prognosis and risk stratification.

Since early treatment in ACS prior to necrosis reduces complications and long-term
risk, new biomarkers have recently been proposed for detecting ischemia in the pre-
infarct phase before the onset of the lesion becomes irreversible. The new biomarkers
associated with cardiovascular risk can be grouped according to their clinical
significance inherent to the cellular processes in which they are involved, being mainly

biomarkers of inflammation, ischemia, necrosis and cardiac dysfunction.

The aim of this study is to analyze the current and future perspectives of biomarkers in
the diagnosis of acute myocardial infarction, in order to elucidate the advantages and
disadvantages of the ones in current clinical practice, as well as the new emerging

cardiac biomarkers.

Keywords: Acute myocardial infarction, Cardiac biochemical markers, Troponins
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1. Introducao

As doencas cardiovasculares (DCV) sdo a principal causa de morte nos estados
membros da Unido Europeia, nomeadamente em Portugal, e sdo também uma das
principais causas de morbilidade, incapacidade e invalidez. Apesar dos grandes esforcos
da comunidade cientifica, e das organizacbes de Salde continuam a ser um grave
problema de Salde Publica. As doencas cardiovasculares abrangem doencas
relacionadas com o sistema circulatério, incluindo as Doencas Cérebro Vasculares e a
Doenca Isquémica Cardiaca (IC). A andlise dos indicadores de mortalidade evidéncia
uma progressiva diminuicdo dos 6bitos associados as doencas do aparelho circulatério
em geral, possivelmente resultante da adocdo de estratégias preventivas e diagnostico
precoce. No entanto, no contexto da Doenca Isquémica Cardiaca, o EAM continua a ser
uma das principais causas de morte e constata-se que nos Ultimos anos os ganhos de
reducdo da mortalidade n&o sao téo evidentes (Fig. 1), o que reforca a necessidade de
manter esta patologia dentro das prioridades de atuagédo dos servigos e profissionais de

saude [1].
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Figura 1 - Taxa de mortalidade padronizada por enfarte agudo do miocardio em Portugal Continental de 2013
a 2015. Retirado de Ministério da Salde. Direcdo Geral da Salde. Programa Nacional para as Doencas
Cérebro-Cardiovasculares Lisboa, 2017 [Acedido a 3 de Setembro de 2018] [1]



O conceito de Sindrome Coronéaria Aguda (SCA) compreende diversas apresentacfes
clinicas relacionada com Doenca Cardiaca Isquémica resultantes da obstrucdo de uma
artéria coronaria, como o Enfarte Agudo do Miocéardio com elevacdo do segmento ST
(STEMI), Enfarte Agudo do Miocardio sem elevacdo do segmento ST (NSTEMI) e a
Angina Instavel (Al). No SCA a dor é fundamental pelo que devemos ter presente as suas
caracteristicas (em aperto, irradiacao), localizacao tipica (retroesternal ou précordial), ou
atipica (submandibular, abdémen superior, dorsal), tempo de duracdo, bem como outros
sinais e sintomas acompanhantes (vémitos, tonturas, sudorese, dispneia). Como o
prognostico e tratamento das diversas entidades clinicas pertencentes ao SCA variam, é

importante a sua diferenciagao.

O diagnéstico é efetuado através da apresentacao clinica, do eletrocardiograma (ECG) e
pela alteracao de biomarcadores cardiacos (relacionados com a severidade da isquemia
e do dano celular). O tratamento é diferente consoante os casos, desde a utilizagéo de
farmacos tais como analgésicos incluindo opidides, nitratos, betabloqueadores,
antiagregantes plaquetarios, anticoagulantes, e reperfusdo de emergéncia com
fibrinoliticos [2].

As consequéncias dentro de um quadro clinico de SCA dependem do grau e local da
obstrucdo da artéria coronaria. A isquemia pode resultar de um fluxo inadequado de
sangue e oxigénio, causado pela presenca de uma placa aterosclerotica e estreitamento
da artéria. O processo natural de envelhecimento associado a fatores de risco e ao estilo
de vida, pode originar instabilidade da placa aterosclerética, com consequente rotura e

libertacdo de um trombo que causa a oclusdo da artéria coronaria [2].

Durante o processo isquémico, e consequente lesdo dos cardiomidcitos, ha libertagdo de
constituintes celulares para a corrente sanguinea. As isoformas da Troponina (T e |) sdo
consideradas atualmente, como marcadores bioquimicos de referéncia e fundamentais
no diagndstico de EAM [3], contudo, o diagndstico precoce de EAM é crucial para uma
intervencao terapéutica adequada permitindo melhorar o prognéstico, o que justifica a
investigacao e uso clinico de novos biomarcadores capazes de refletir diferentes aspetos
fisiopatologicos do EAM e assim fornecer informacdes adicionais na dete¢do de

inflamacao, destabilizacdo da placa, isquemia, necrose e disfuncédo cardiaca [4].


https://pt.wikipedia.org/wiki/Coron%C3%A1ria

Caracterizar estes novos biomarcadores em termos de sensibilidade, especificidade,
assim como o valor preditivo positivo e valor preditivo negativo, é fundamental para definir

0 seu papel no diagndstico da patologia do EAM.

2. Anatomia cardiaca e sistema cardiovascular

O coracéo esta localizado na cavidade toracica entre os pulmdes, acima do diafragma,
num espaco denominado mediastino, tendo como principal funcdo a de bombear o
sangue, assegurando o seu fluxo unidirecional e garantindo uma adequada irrigacdo a

todo o organismo.

O sistema cardiovascular & constituido pelo coracdo e pelo sistema vascular, que inclui
as artérias, arteriolas, capilares, vénulas e veias. O coragdo bombeia 0 sangue para as
artérias que se ramificam em arteriolas que progressivamente diminuem o seu tamanho.
E nos capilares sanguineos que o sangue fornece oxigénio e nutrientes a todos os
tecidos e recebe dioxido de carbono e outros produtos do metabolismo que

posteriormente transporta até ao coracao e pulmdes [5].

A parede cardiaca é composta por trés camadas de tecido: o pericardio, o miocardio e o
endocardio (Fig.2). O pericardio é uma fina membrana serosa que constitui o
revestimento da superficie exterior do coragdo. O miocardio é a espessa camada média
cardiaca composta por células musculares cardiacas que sao responsaveis pela
capacidade contractil do coracdo. O endocardio é a fina superficie interna das camaras
cardiacas formada por epitélio pavimentoso simples sobre uma camada de tecido
conjuntivo. A envolver o coragdo, ha um saco fibro-seroso denominado por saco

pericardico.

O 6rgao possui 4 cavidades. As cavidades superiores denominam-se auriculas (direita e
esquerda) e as cavidades inferiores s@o os ventriculos (direito e esquerdo). A separar as
auriculas dos ventriculos existem as valvulas, do lado direito a tricispide e do lado

esquerdo a bicuspide ou mitral.

O septo interventricular tem como funcdo separar o sangue venoso que circula no lado

direito; do sangue arterial que circula no lado esquerdo. O sangue circula num Unico

BN

sentido, ou seja, desde cada auricula até ao respetivo ventriculo e dai até a artéria
3



correspondente, quer seja a pulmonar, no lado direito, ou a aorta, no lado esquerdo. Esta
circulacao é garantida por um sistema de valvulas que impedem o retorno do sangue na

direcdo contraria.

Simple squamous
epithelium

Loose connective
tissue and fat

Myocardium

Endocardium

Trabeculae
carneae

Figura 2 - Constituicdo da parede cardiaca (Retirado de Seeley et al.,2003) [5]

As valvulas mitral e tricispide fazem o controlo da saida do sangue das auriculas para os
ventriculos. As véalvulas pulmonar e aodrtica regulam a ejecdo do sangue dos ventriculos
para a artéria pulmonar e aorta respetivamente. As veias cavas superior e inferior
transportam o sangue de todas as partes do corpo para a auricula direita e quatro veias

pulmonares transportam o sangue dos pulmdes para a auricula esquerda (Fig.3)

O sangue é transportado desde o ventriculo esquerdo passando por todas as partes do
corpo até a auricula direita. Quando auricula direita se contrai, 0 sangue passa para o
ventriculo direito que por contracdo permite a passagem para a artéria pulmonar que se
ramifica na artéria pulmonar direita e esquerda, transportando o sangue para os pulmdes,

onde o dioxido de carbono € libertado e o oxigénio captado.



Aortic arch
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Figura 3 - Corte de um plano frontal do coracéo onde se visualiza a anatomia interna e a dire¢éo do fluxo
sanguineo. Retirado de Seeley et al.,2003 [5]

O sangue retorna dos pulmdes, através das quatro veias pulmonares, entra na auricula
esquerda e passa para o ventriculo esquerdo que por contragdo bombeia o0 sangue rico
em oxigénio para a artéria aorta. A partir dai o sangue circula para as grandes artérias
que se ramificam sucessivamente para formar artérias de calibre progressivamente
menor, atingindo tecidos ou 6rgdos alvo, exceto a zona do pulmédo que é irrigada pelos

vasos pulmonares.

O coragéo dispbe de uma circulagdo propria. As artérias coronarias esquerda e direita
tém origem na aorta ascendente. As coronarias enchem na diastole apos o fecho da
vélvula adrtica, permitindo que o sangue oxigenado irrigue o musculo cardiaco. Apos
irrigar o tecido cardiaco, o sangue passa por uma rede de pequenas veias que se vao
unir formando veias cada vez maiores como a grande veia cardiaca, veia cardiaca média,
pequena veia cardiaca, veia posterior do ventriculo esquerdo e veia de Marshall que
transportam o sangue para um vaso principal, o seio coronario até penetrar na auricula

direita.

As vérias artérias coronarias tém inumeras ramificagcbes que as unem entre si, 0 que
constitui uma vantagem, pois caso alguma deixe de irrigar uma determinada regido, outra

pode compensar, evitando a falta de oxigenag&o. Esta circulacdo colateral, igualmente



denominada de "compensadora" eventualmente permite que a extensdo de um enfarte,

em caso de obstrugdo de uma determinada artéria, figue mais limitada.

2.1 Fisiologia

O coracdo é um 6rgdo que possui duas caracteristicas essenciais: excitabilidade e

condutibilidade.

A contracdo das fibras musculares do coracao é despoletada por um estimulo elétrico. O
potencial de acédo € transmitido por um sistema de condugdo constituido pelo né sino
auricular (SA), né auriculo-ventricular (AV), feixe His e rede de Purkinje. O potencial de
acdo tem origem no nO SA, que esta localizado entre a veia cava superior e a auricula
direita, propagando-se através da parede da auricula até ao n6 AV. O n6é AV, por sua vez
transmite o impulso elétrico até ao feixe de His (ramo direito e esquerdo) no septo
interventricular, que se propaga a rede de Purkinje (Fig.4) [5]. O eletrocardiograma (ECG)

€ o registo desta atividade elétrica do coragéo.

Atrioventricular
bundle
SINOATRIAL (SA)
NODE (pacemaker)
Purkinje
fibers

T
Interventricular P ”ﬂw
= septum WIN
i W | |t
Qs
Conduction myofibers < Right and left

branches
of AV bundle

(Purkinje fibers)

Figura 4 - Sistema de condugéo cardiaco e eletrocardiograma. As ondas P correspondem & despolarizagéo
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As células musculares cardiacas sdo alongadas e ramificadas, contendo miofilamentos
de actina e miosina organizados em forma de sarcémeros que se unem pelas
extremidades para formar miofibrilas. Os miofilamentos de actina e miosina sao
responsaveis pela contragdo do musculo cardiaco e a sua organizagdo confere um

aspeto estriado.

Os miofilamentos de actina consistem em dois polimeros helicoidais de actina
entrelacadas com duas cadeias de Tropomiosina. Cada cadeia de Tropomiosina encontra
-se ligada a um complexo Troponinico, constituido por trés subunidades — Troponina C,
Troponina | e Troponina T — na razdo molar de 1:1:1 [6]. Para ocorrer a despolarizacao
das membranas celulares do musculo cardiaco, o calcio tem de difundir-se do reticulo
sarcoplasmatico para os miofilamentos de actina. Esta interagdo do calcio com o0s
miofilamentos resulta no deslizamento relativo da actina e miosina, ocorrendo a

contracdo muscular (Fig.5).
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Figura 5 - Diagrama esquematico que ilustra os componentes proteicos do sarcémero cardiaco com énfase
especifica no filamento de actina. Adaptado de Kobayashi et al., 2008 [6]



3. Fisiopatologia do Enfarte Agudo do Miocardio

No inicio do século XX surgiram as primeiras descricbes sobre a associacdo entre a
formacdo de um trombo numa artéria coronaria e as caracteristicas clinicas do EAM,
suportadas por Vvarios estudos de exames post-mortem que demonstravam uma relacao

entre a oclusao trombdética e o enfarte do miocardio [2].

O EAM é definido pela morte dos cardiomidcitos devido a isquemia prolongada. Em
termos metabdlicos, a célula muscular cardiaca esti adaptada ao metabolismo aerébico
e possui uma grande concentragdo de mioglobina e um elevado nimero de mitocondrias.
A organizagdo das fibras musculares cardiacas possui caracteristicas proprias. As
necessidades energéticas do miocardio e a sua dependéncia em relacdo a concentragédo
de ATP condicionam o seu metabolismo. Assim, o coracdo tem um metabolismo
anaerobio limitado e quando o aporte de oxigénio é reduzido ou suprimido deixa de existir
producdo adequada de ATP com consequente lesdo e morte dos cardiomiécitos. O
decréscimo do glicogénio celular, o relaxamento das miofibrilas e a rotura do sarcolema
sdo as primeiras alteragdes ultraestruturais que decorrem logo nos primeiros 10-15 min
apés o inicio da isquemia [7]. Habitualmente a isquemia miocardica é causada pela
reducdo do calibre da artéria coronaria por presenca de uma placa aterosclerética, por

obstrucéo ou por libertagdo de um trombo [8, 9].

As placas de ateroma sdo manifestagbes da aterosclerose caraterizadas pela
acumulacéo local de lipidos, tecido fibroso e depositos de célcio na camada intima da
artéria. A aterosclerose € uma doenca inflamatéria, multifatorial, lenta e progressiva,

resultante de uma série de respostas celulares e moleculares altamente especificas [10].

O endotélio tem a capacidade de exercer efeitos vasoprotetores, tais como vasodilatagao,
supressédo do crescimento de células musculares lisas e inibicdo da resposta inflamatoria.
Esta capacidade vasoprotetora, € mediada em grande parte pela producdo de um
vasodilatador enddgeno, o 6xido nitrico (NO), que confere propriedades anticoagulantes,
antiagregantes e fibrinoliticas. A reducédo da biodisponibilidade de NO tem sido referida
como um dos mecanismos que promove a disfungdo endotelial e a aterosclerose através
de efeitos relacionados com a vasoconstricdo, agregagdo plaquetaria, adeséo
leucocitéria, proliferacdo/ migracdo de células musculares lisas vasculares e sintese de
citocinas pro-inflamatérias que induzem o stress oxidativo através da producdo de
radicais livres de oxigénio (ROS), prejudiciais ao sistema vascular. Esta alteracdo de

equilibrio entre as propriedades vasodilatadoras e 0 aumento da expressao de sinais pro-
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inflamatadrios, pré-oxidantes e proliferativos, aliada a oxidagéo das lipoproteinas de baixa
densidade (LDL) séo fatores que contribuem para o processo aterosclerotico responsavel

pela lesdo do endotélio e consequente trombose [10-12].

O stress oxidativo promove a oxidacdo das LDL e amplifica as vias de sinalizacdo da
inflamacado nos vasos. A inflamacédo esta associada com a sobrexpressdo do fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) produzido por macréfagos e células endoteliais, que em
associacdo com o interferdo gama (IFN-y), interleucina-1 (IL-1) e interleucina- 6 (IL-6),
induz a expressao de moléculas de adeséo das células vasculares (VCAM), moléculas de
adesdo intercelular (ICAM), selectina de plaquetas (P- selectina) e selectina de células
endoteliais (E-selectina) promovendo a ades&o, migracdo leucocitaria e plaquetaria,
disfuncdo endotelial e a iniciacdo da formacédo de ateroma [13]. Uma vez o endotélio
danificado, os mondcitos, por ligacdo a moléculas de adesao migram para o espacgo
subendotelial, onde sofrem diferenciacdo em macrofagos. Os macréfagos captam as
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) oxidadas transformando-se em “foam cells”
constituindo um fator adicional promotor da aterogénese [14]. A libertacdo continua de
citocinas pro-inflamatérias por parte dos macréfagos ativados e das células endoteliais,
perpetuam o processo através do recrutamento de mais macrofagos e células
musculares vasculares que migram da camada média para camada intima por
estimulacdo dos mediadores da inflamacdo. Este processo propagado pelo aumento de
transporte das LDL oxidadas para a camada intima, conduz a formacdo da placa

aterosclerotica (Fig.6).
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Figura 6 - Papel dos mondcitos na progressao da aterogénese. Retirado de Libby,2002 [14].



Por outro lado, os macréfagos também libertam metaloproteinases, enzimas que digerem
a matriz extracelular provocando a instabilidade da placa. O equilibrio entre a atividade
sintética e de degradacdo, € um processo modulado pelos mediadores inflamatorios,
desempenhando um papel importante na vulnerabilidade da placa e propenséo a rotura.

A progressdao das lesdes ateroscleréticas é variavel, ndo linear, e imprevisivel [8, 10, 15].

A exposicdo de material trombogénico ativa as plaquetas e a cascata de coagulacdo. A
prevaléncia do estado de inflamacé&o cronica pode resultar na formacdo de trombos com
a oclusdo do lumen vascular o que impede o normal fluxo sanguineo para regides do
miocéardio causando necrose tecidual. As consequéncias variam com a localizacdo e a

duracao da obstrucdo e vao desde isquemia transitéria ao enfarte. (Fig.7).
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Figura 7 - Progresséo da placa aterosclerotica representada na secgdo transversal de uma artéria coronaria.
Retirado de Libby, 2002 [14]
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3.1 Fatores de risco

Varios estudos epidemiolégicos realizados nos ultimos 50 anos revelaram a existéncia de
fatores de risco genéticos e ambientais para a aterosclerose e permitiram estabelecer
uma relacdo de causa-efeito entre os fatores de risco e as doengas cardiovasculares,

mais especificamente a Doenc¢a Cardiaca Isquémica e a Doenca Cérebro Vascular.

O conceito de fator de risco € muito importante na pratica clinica, sobretudo na sua

vertente preventiva para maximizar potenciais intervencdes/estratégias.

O risco cardiovascular global é obtido pela presenca e interacdo de varios fatores de
risco num individuo. Estes fatores interagem e potenciam-se, tendo a sua associa¢cdo um
efeito sinérgico e multiplicativo [16]. Esses fatores de risco podem ser modificaveis ou
ndo, mediante o estilo de vida e podem ser classicamente classificados em fatores de

risco nao modificaveis e fatores de risco modificaveis.

3.1.1 Fatores de risco nao modificaveis

e Hereditariedade: Individuos com antecedentes familiares de DCV tém maior
probabilidade de vir a sofrer deste tipo de eventos, sendo que a variabilidade
genética pode alterar a funcdo de enzimas, recetores e ligandos, envolvidos no
processo bioquimico aterosclerdtico. Desta forma, o patriménio genético
determina a resposta individual aos fatores risco e aos estimulos aterogénicos,
resultando em diferentes suscetibilidades para o desenvolvimento e progresséo

da aterosclerose [17].

Género: Apesar das DCV atingirem ambos os géneros, o género masculino
apresenta, um risco acrescido. De facto, os estrogénios, parecem exercer um
efeito cardioprotetor até & menopausa [18], pois promovem a producédo de NO e a
degradacdo de ROS, e assim conferem um efeito ateroprotetor. Este papel na
modulac¢do do tonus vascular, através de um mecanismo dependente de NO, é
contrério aos efeitos vasoconstritores do endotélio e de resisténcia vascular [19],
exercendo também um efeito benéfico sobre o perfil lipidico e inibicdo da

deposicéo de colesterol na parede das artérias coronérias [20].
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Idade: Varios estudos epidemiolégicos demonstraram que as alteracbes
metabdlicas tendem a aumentar com a idade e 0s processos degenerativos
associados ao préprio envelhecimento, causam uma serie de alteracbes na
funcdo e morfologia celulares e um aumento de risco de progressao da
aterosclerose. O processo de envelhecimento estd associado a um aumento de
de citocinas pré-inflamatérias, ao mesmo tempo que 0s mecanismos antioxidantes
endoteliais entram em declinio. Este desequilibrio pré-oxidante afeta tanto a
atividade do NO, como promove o aumento da producdo de fatores
vasoconstritores e formacéo de ROS. Por outro lado, a deterioracdo do equilibrio
endotelial estd associada ao aumento da tensdo arterial sistolica devido ao
aumento da calcificagdo das artérias [21], bem como a diminuicdo na relag&o
HDL/Colesterol total agravada pelo estilo de vida sedentario e um consumo

alimentar inadequado [18].

3.1.2 Fatores de risco modificaveis

Sedentarismo: A inatividade fisica é hoje em dia reconhecida como um importante
fator de risco para DCV. O exercicio melhora a fungédo endotelial e reduz o risco,
promovendo a reducdo da atividade inflamatoria [12] e uma melhoria na
biodisponibilidade de NO no endotélio, com efeitos benéficos na funcéo
vasomotora [22]. A pratica de atividade fisica leva a uma melhoria da
sensibilidade & insulina [23] e melhoria no perfil das lipoproteinas plasmaticas com
aumento da HDL [24].

Alimentacdo: As evidéncias atuais sugerem que os acidos gordos saturados
tendem a aumentar os niveis de colesterol da lipoproteina de baixa densidade
(LDL), enquanto que os &cidos gordos monoinsaturados e poliinsaturados
exercem uma acao contraria. Assim, uma dieta pobre em acidos gordos saturados
com quantidades adequadas de &cidos gordos monoinsaturados e
poliinsaturados, especialmente acidos gordos 6mega-3 de cadeia longa, é

recomendada para reduzir o risco de desenvolvimento de DCV [25].

Obesidade: A obesidade central tem demonstrado ser um indicador de

mortalidade nas DCV [26, 27]. O tratamento da obesidade, muitas vezes melhora
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ou até normaliza a resisténcia a insulina associada a obesidade ou hipertensao,

com melhoria na disfungéo endotelial [28].

Dislipidemias: Niveis elevados de triglicerideos (TG), colesterol total (CT) e
colesterol ligado as lipoproteinas de baixa densidade (LDL) associados a reducao
dos niveis de colesterol ligado a lipoproteina de alta densidade (HDL), constituem
fatores de risco para o desenvolvimento de DCV [29].

Os possiveis mecanismos subjacentes a disfuncdo endotelial induzida por
dislipidemia incluem, stresse oxidativo, producdo de ROS e oxida¢cdo das LDL,

com consequente diminui¢éo de producdo de NO [30].

Diabetes Mellitus: A hiperglicemia leva a formacgéo de produtos finais da glicagéo
(AGEs), produtos de glicacdo enzimatica de proteinas e lipidos. Os AGEs
acumulam- se na parede do vaso, alterando a integridade estrutural do endotélio,
impedindo desta forma, a atividade normal de NO, contribuindo substancialmente
para a disfungdo endotelial. Além disso, os AGEs ligam-se a recetores de
superficie especificos, que sdo expressos nos mondcitos, macréfagos e células
do mdusculo liso, resultando na amplificacdo de uma resposta inflamatoria,

aumento da permeabilidade vascular e stresse oxidativo [31, 32].

Hipertensédo arterial: A elevacdo da presséo arterial danifica o revestimento das
artérias, interferindo nas suas propriedades hemodinamicas e estruturais [33],
através da reducédo da biodisponibilidade de NO e aumento da producédo de ROS.
A disfuncdo endotelial deve-se & prevaléncia de mecanismos ativadores da
vasoconstricdo como o sistema da Endotelina-1 e Angiotensina Il, que contribui
para a rigidez nas artérias e ativacdo do estado inflamatorio [34] resultando em

alteracdes degenerativas do sistema vascular, de natureza aterosclerotica.

Tabagismo: O fumo do cigarro é uma fonte de radicais livres e contem iniUmeras
substancias toxicas responsaveis pela lesdo do endotélio, resultando num
aumento da vasoconstricao devido a reducdo da atividade de NO. Esta alteracdo
predispbe a interacdes endoteliais e plaquetarias e ao aumento da adesao de
monacitos e neutréfilos ao endotélio vascular, aumentando o risco de trombose.
Por outro lado, a exposi¢cdo ao fumo do cigarro promove o desequilibrio entre a
producdo enddégena de defesas antioxidantes face a producdo de ROS [35],

estando associada em grande parte ao stress oxidativo e contribuindo diretamente
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para a disfungcdo endotelial, com o aumento da resisténcia vascular e diminui¢ao

do fluxo sanguineo [36].

Sabe-se que varios fatores de risco cardiovascular estdo relacionados com
alteracdes nos niveis de lipidos e lipoproteinas circulantes e que por sua vez
estdo associadas ao estilo de vida. Assim sendo, a identificacdo precoce dos
fatores de risco parece ser o melhor meio para estabelecer estratégias de
prevencdo e, por conseguinte, contribuir para a reducdo da morbilidade

cardiovascular.

3.1.3 Proteina C reativa

A Proteina C-reativa (PCR) é uma proteina de fase aguda que é libertada na corrente
sanguinea em resposta a um estimulo inflamatério. E sintetizada pelo figado e regulada
por citocinas, predominantemente pela IL-6, 0 TNF-a e a IL-1 [37].

Niveis elevados de Proteina C reativa (PCR) encontram-se correlacionados
positivamente com a rotura da placa refletindo a atividade dos macréfagos e contribuindo
diretamente para a fase precoce da aterosclerose na intima, reduzindo a
biodisponibilidade de NO e indugéo da disfung&o endotelial [38, 39].

Através do desenvolvimento de técnicas com sensibilidade aumentada, surgiu o ensaio
de PCR de alta sensibilidade (PCRas) que deteta niveis de PCR muito baixos, podendo
ser utilizada como um marcador na SCA e servir como um forte preditor de eventos

cardiacos futuros [40].

Pacientes com Angina instavel (Al) com valores de PCRas >3,0 mg/L apresentaram
maior probabilidade de sofrer eventos de isquemia recorrente e EAM, em comparacéo
com pacientes que apresentam niveis menos elevados [41].

No estudo TIMI-11A, [42] os pacientes com EAM sem elevacdo do segmento ST que
apresentavam um valor de PCRas >15,5 mg/L obtiveram um risco de mortalidade 10
vezes superior em 14 dias, em relacdo a pacientes com valores inferiores.

O estudo PROVE-IT TIMI 22 [43] demonstrou que pacientes que sofreram EAM e que
reduziram os seus niveis para PCRas <2 mg/L através de tratamento & base de estatinas,
apresentaram menor probabilidade de vir a sofrer novamente de EAM. Desta forma, as
estatinas sdo capazes de reduzir os niveis de PCR, para além das suas propriedades
redutoras de colesterol, sendo a PCR util na estratificacdo de risco de futuras

complicacdes cardiovasculares.
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Em 2002, a American Heart Association (AHA) e o Center for Disease Control and
Prevention (CDC) recomendaram a utilizacdo de marcadores inflamatérios,
(especialmente a PCR, pela maior disponibilidade de métodos de doseamento) na
melhoria da estratificacdo de risco. Através da avaliagdo da PCR, podem classificar-se
trés grupos de risco: baixo risco (niveis inferiores a 1,0 mg/L); risco médio (1,0 a 3,0
mg/L) e alto risco (acima de 3,0 mg/L). No entanto, devido a falta de sensibilidade e
especificidade cardiaca, a PCR ndo pode ser usada como marcador de diagnéstico pois
pode estar elevada em qualquer estado inflamatério, sendo apenas Gtil no campo de
prognéstico e estratificacdo de risco. Desta forma, pacientes classificados na categoria de
médio e alto risco, podem beneficiar de estratégias farmacoldgicas como terapia
antiplaguetaria, uso de estatinas ou revascularizagdo precoce de forma a evitar futuras
complicacdes cardiovasculares [44].

A exposicdo continua a esses fatores de risco leva a uma maior progressdo da
aterosclerose, resultando em placas ateroscleréticas instaveis, estreitamento dos vasos s

e obstrucdo do fluxo sanguineo para érgaos vitais, como o coracdo e o cérebro.

Como referido anteriormente, o risco total de desenvolver doenca cardiovascular é
determinado pelo efeito combinado de fatores de risco, que comumente coexistem e

atuam de forma potenciada [45].

4. Diagnostico de Enfarte Agudo do Miocéardio

A definicdo de Enfarte Agudo do Miocéardio (EAM) sofreu modifica¢cdes ao longo dos anos
desde a sua primeira versao pela World Health Organization (WHO) em 1979 [46]. Se
inicialmente o diagnéstico se baseava em sintomas, altera¢cdes no ECG e no doseamento
da atividade de enzimas, hoje em dia devido ao avanco da tecnologia e ao
desenvolvimento de biomarcadores cardiacos cada vez mais sensiveis e especificos e de

técnicas imagioldgicas, é possivel a detecéo precoce de lesao do miocardio.

Em 2000 a European Society of Cardiology (ESC) e a American College of
Cardiology Foundation (ACCF), propuseram, uma definicio de EAM baseada em
critérios clinicos com realce na importancia da sensibilidade e especificidade no uso de
marcadores bioquimicos cardiacos e a recomendacdo do uso preferencial de Troponina
para diagnoéstico [47]. Em 2007 o Documento de Consenso da definicdo universal de
enfarte agudo do miocérdio, introduziu um novo sistema de classificagdo de EAM com
cinco subcategorias [48].

15



A terceira definicdo universal de EAM foi lancada em 2012 e foi aprovada por varias
sociedades internacionais: Joint Task Force of the European Society of Cardiology,
American College of Cardiology Foundation, American Heart Association e a World
Health Federation (ESC / ACCF / AHA / WHF) tendo sido adotado pela World Health
Organization (WHO) [3]. As principais alteragdes propostas foram a introducdo de novos
critérios adaptados ao ECG e a imagiologia, e alteracbes na classificagdo do tipo de

enfarte do miocardio e o uso de ensaios laboratoriais de Troponina de alta sensibilidade.

A 42 definicdo universal de Enfarte Agudo do Miocardio, publicada recentemente pela
ESC em 2018, apresenta atualizacBes e novas informacdes que ajudam a clarificar
situacdes clinicas de dificil interpretagdo, com implicacdes praticas, diagnésticas e
terapéuticas. Esta nova definicdo refere que nem todas as elevacdes de Troponina
representam o EAM, estando descrito a diferenca explicita entre EAM (requer a elevacao
de biomarcadores e evidéncia de isquemia) e lesdo miocardica, onde se produz uma
elevacdo de biomarcadores de causa nao isquémica. Deste modo, entre os pacientes
com valores elevados de Troponina (cTn), deve distinguir-se se os pacientes sofreram
uma lesdo miocéardica nao isquémica ou um dos subtipos de EAM (Fig.8). O termo leséo
do miocardio deve ser utilizado quando h& evidéncia de valores elevados de Troponina
cTn com pelo menos, um valor acima do percentil 99 do limite superior de referéncia
(URL). A lesdo do miocérdio € considerada aguda no caso de subida dos valores de cTn
[49]. Assim, se a isquemia do miocardio estiver clinicamente presente ou se for detetada
pelas alteracdes eletrocardiogréficas (ECG), juntamente com a lesdo do miocardio, ma-
nifestada pelo padrdo de subida e/ou descida dos valores de cTn, é apropriado um
diagnéstico de EAM. Se a isquemia do miocéardio ndo estiver clinicamente presente,
entdo os valores elevados de cTn poderdo ser indicativos de lesdo aguda do miocardio
se o padréo dos valores estiver a subir e/ou a descer ou de uma leséo cronica em curso
se 0 padrdo nao se alterar. A lesdo do miocardio nao isquémica pode surgir
secundariamente a situagfes cardiacas como a miocardite ou pode estar associada a

situacdes ndo cardiacas como a insuficiéncia renal.
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Definigdes universais de lesdo do miocdrdio e de enfarte do miocardio

Definicdes universais de lesdo do miocardio e de enfarte do miocardio

Critérios para a lesdo do miocardio

0 termo lesdo do miocdrdio deve ser utilizado quando ha evidéncia de valores elevados
de troponina cardiaca (Tnc) com, pelo menos, um valor acima do percentil 99 do limite
superior de referéncia (LSR). A lesdo do miocdrdio é considerada aguda no caso de
subida e/ou descida dos valores de Tnc.

Critérios para o enfarte agudo do miocardio (EM de tipos 1,2 e 3)

0 termo enfarte agudo do miocardio deve ser utilizado quando ha lesdo aguda
do miocardio com evidéncia clinica de isquemia aguda do miocdrdio e com detecdo
de uma subida e/ou descida dos valores de Tnc com, pelo menos, um valor acima
do percentil 99 do LSR e com, pelo menos, um dos sequintes critérios:
« Sintomas de isquemia do miocardio;
» Alteracdes isquémicas de novo no ECG;
« Desenvolvimento de ondas Q patoldgicas;
« Evidéncia imagioldgica de perda de miocardio vidvel de novo ou de alteracdes da
motilidade segmentar de novo num padrdo compativel com uma etiologia isquémica;
« Identificacdo de um trombo coronario através de angiografia ou de autdpsia
(ndo no caso de EM dos tipos 2 ou 3).
A demonstracdo post-mortem de aterotrombose aguda na artéria que irriga a zona
do miocardio enfartada corresponde aos critérios de EM de tipo 1.
A evidéncia de um desequilibrio entre o fornecimento e as necessidades de oxigénio
no miocdrdio ndo relacionado com a aterotrombose aguda corresponde aos critérios
de EM de tipo 2.
Morte cardiaca em doentes com sintomas sugestivos de isquemia do miocardio
e alteracdes isquémicas presumivelmente de novo no ECG antes que os valores de Tnc
estejam disponiveis ou alterados corresponde aos critérios de EM do tipo 3.

Figura 8 — Quarta definicdo universal de enfarte agudo do miocardio e critérios de diagndstico, propostos
pelas sociedades cientificas ESC/ACCF/AHA/WH. CABG: Cirurgia de revascularizagdo do miocéardio, ECG:
Eletrocardiograma, EM: Enfarte do miocérdio, ICP: Intervencdo coronéria percutanea, LSR: Limite superior de
referéncia, TnC: Troponina cardiaca. Adaptado de Thygesen et al., 2018 [49] (https://spc.pt/web/guest/-/4-
definicao-universal-de-enfarte-do-miocardio, consultado em 12 Maio de 2019)
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Defini¢Ges universais de lesdo do miocardio e de enfarte do miocardio (cont.)

Critérios para enfarte do miocardio relacionado com procedimento coronario

(EM de tipos 4 e 5)

O EM relacionado com a intervengao coronaria percutanea (ICP) € designado por EM de tipo 4a.
0 EM relacionado com a cirurgia de revascularizacdo do miocardio (CABG) € designado por
EM de tipo 5.

O EM relacionado com o procedimento coronario <48 horas apds o procedimento indice é
arbitrariamente definido pela elevacdo dos valores de Tnc >5 vezes para 0 EM de tipo 4a e
=10 vezes para o EM de tipo 5 acima do percentil 99 do LSR em doentes com valores basais
normais. Os doentes com valores elevados de Tnc pré-procedimento, nos quais o nivel de
Tnc pré-procedimento esta estavel (variacao <20%) ou decrescente, deve satisfazer os cri-
térios para um aumento =5 ou =10 vezes e manifestar uma alteracdo do valor basal =20%.
Além disso reguer pelo menos um dos sequintes critérios:

» Alteragdes isquémicas de novo no ECG (este critério esta relacionado apenas com EM
de tipo 4a);

+ Desenvolvimento de ondas Q patoldgicas de novo;

+ Evidéncia imagiologica de perda de miocardio vidvel presumivelmente de novo e num
padrdo compativel com etiologia isquémica;

» Resultados angiograficos compativeis com uma complicacdo provocada pelo procedi-
mento com reducao do fluxo sanguineo, tal como dissecdo coronaria, oclusdo de arté-
ria epicardica major ou enxerto, trombo com oclusdo dum ramo colateral, disrupcdo do
fluxo colateral ou embolizacdo distal.

0 aparecimento isolado de ondas Q patoldgicas de novo € compativel com os critérios de
EM dos tipos 4a e 5 no dmbito dos respetivos procedimentos de revascularizacdo, se 0s
valores de Tnc forem elevados e estiverem a aumentar, mesmo gue sejam inferiores aos
limiares pré-especificados para o EAM associados a ICP e a CABG.

Qutros tipos de EM de tipo 4 incluem a trombose de stent associada a EM de tipo 4b e a reeste-
nose associada a EM de tipo 4c, sendo que ambos tém de cumprir os critérios de EM de tipo 1.
A demonstracdo post-mortem de um trombo relacionado com um procedimento cumpre os
critérios do EM de tipo 4a ou ao EM de tipo 4b se associado a um stent.

Critérios para enfarte do miocérdio prévio ou silencioso/ndo reconhecido

Qualguer um dos sequintes critérios permite o diagndstico de EM prévio ou silencioso/
nao reconhecido:

+ Ondas Q anormais com ou sem sintomas na auséncia de causas nao isquémicas.

» Evidéncia imagioldgica de perda de miocardio viavel num padrdo compativel
com etiologia isquémica.

» Achados patoldgicos e anatémicos de EM prévio.

Figura 8 — Quarta definicdo universal de enfarte agudo do miocardio e critérios de diagndstico, propostos
pelas sociedades cientificas ESC/ACCF/AHA/WH. CABG: Cirurgia de revascularizagdo do miocéardio, ECG:
Eletrocardiograma, EM: Enfarte do miocérdio, ICP: Intervencdo coronéria percutanea, LSR: Limite superior de
referéncia, TnC: Troponina cardiaca. Adaptado de Thygesen et al., 2018 [49] (https://spc.pt/web/guest/-/4-
definicao-universal-de-enfarte-do-miocardio, consultado em 12 Maio de 2019)
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4.1 Apresentacdao clinica

Os sintomas dependem da extensao e localizacdo da obstru¢cdo e sdo muito variaveis.
Nos sintomas possiveis de isquemia incluem-se véarias combinacdes de desconforto
toracico, mandibular, epigastrico ou nos membros superiores (em esforco fisico ou em
repouso), sensacdo de queimadura e por vezes, dor lancinante ou sintomas como
dispneia ou fadiga. A dor toracica associada ao EAM tem uma duracdo superior a 20 min
e por vezes irradia para 0 membro superior esquerdo, podendo ser difusa, ndo localizada,
ndo posicional, e acompanhada de nauseas ou sincope. Contudo, muitos destes
sintomas nédo sdo especificos de isquemia do miocardio, e consequentemente, podem
ser atribuidos a problemas gastrointestinais, neurolégicos, pulmonares ou musculo-
esqueléticos. O EAM pode ainda manifestar-se com sintomas atipicos tais como
palpitacdes, ou mesmo ndo apresentar sintomas [3]. Exceto quando o enfarte é extenso,

o reconhecimento da magnitude da isquemia pelos sintomas € dificil.

4.2 Eletrocardiograma

Como referido anteriormente, a sindrome coronaria aguda (SCA) define uma gama de
sintomas clinicos compativeis com isquemia miocéardica, e que compreende o Enfarte
Agudo do Miocardio com elevagédo do segmento ST (STEMI), sem elevagédo do segmento
ST (NSTEMI) e a Angina Instavel (Al) (Fig.9) [50] A disfungéo elétrica pode surgir em
qualquer forma da SCA. As células isquémicas e necréticas perdem a atividade elétrica
normal, que se reflete em vérias alteracdes do ECG (predominio de alteragbes de ST-T),

arritmias e altera¢des da conducao.
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Figura 9 - Diagnéstico diferencial de dor toracica. SCA: Sindrome coronaria aguda, STEMI: Enfarte agudo do
miocardio com elevacdo do segmento ST, NSTEMI: Enfarte agudo do miocardio sem elevagédo do segmento
ST, Al: Angina instavel

O eletrocardiograma (ECG) € um exame que consiste na avaliacdo da frequéncia
cardiaca e da atividade elétrica do coracdo através de elétrodos, constituindo parte
integrante do diagnostico clinico dos doentes com suspeita de EAM. As alteragbes
sugestivas de isquemia miocardica ou EAM podem estar representadas em trés tipos de
alteracdes no ECG: onda Q anormal, onda T invertida e elevacdo do segmento ST.
Alteragbes no segmento ST mais profundas ou inversdo da onda T sdo normalmente as
manifestacdes mais precoces de isquemia do miocardio e estdo associadas um
prognostico mais desfavoravel. As ondas Q estdo associadas a enfartes transmurais que
envolvem toda a espessura do miocérdio [3].
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A extensdo de um EAM é variavel, e depende principalmente do grau de oclusdo. No
atendimento de emergéncia, a realizacdo do ECG € essencial para avaliar essa
extensdo, através da distincdo de pacientes com ou sem elevacdo do segmento ST.
Pacientes com elevacao do segmento ST (STEMI) sdo caraterizados por uma subida da
concentracdo de biomarcadores de necrose do miocérdio, e pelo progresso da onda Q.
Estes devem ser admitidos imediatamente para terapia de reperfusdo para assegurar a
irrigacdo do miocardio [51]. No entanto, o ECG, por si sO, € muitas vezes insuficiente para
diagnosticar enfarte do miocéardio, pois desvios no segmento ST podem ser observados
em outras condi¢bes, tais como pericardite aguda, bloqueio do ramo esquerdo ou

hipertrofia do ventriculo esquerdo [48].

Pacientes sem elevagdo do segmento ST (NSTEMI) e a Angina Instavel (Al) diferem no
grau de intensidade da isquemia, sendo que ambas se devem a uma reducdo da
perfusdo miocéardica resultante do estreitamento da artéria coronaria causada por um

trombo que geralmente ndo é oclusivo mas sim parcial [52].

No quadro de Angina Instavel (Al) os pacientes apresentam dor toricica cardiaca, em
repouso, sem aumento de marcadores [53]. No NSTEMI, a isquemia € grave e produz
lesdo miocérdica, com libertacdo para a corrente sanguinea dos marcadores bioquimicos
de necrose miocardica (Fig.10) [52].

A utilizagdo de marcadores cardiacos € imprescindivel para um rapido diagnéstico de
doentes que apresentam desconforto toracico, sendo que as guidelines atuais
recomendam o doseamento de biomarcadores cardiacos (Troponina) para a
diferenciagdo entre angina instavel (Al) e EAM (STEMI, NSTEMI) [51] . A precocidade
diagnostica e a estratificagdo do risco € fundamental para o sucesso terapéutico, porque
quanto mais cedo for efetuado o diagnéstico, mais cedo se institui a terapéutica
reduzindo a area de lesdo. Nos SCA, o ECG por vezes ndo apresenta alteracdes
significativas dai a importancia da utilizacdo da Troponina (particularmente a de alta
sensibilidade) para o diagndstico (valor preditivo positivo). A utilizacdo da Troponina
também contribui para a exclusdo de lesdo miocardica perante uma situacdo de
desconforto torécico (valor preditivo negativo) [54].

21



’ LOW. Likelihood of. myocardial infarction (M)

l. Clinical setting
Symptoms
and vital signs /T j\ A (\ /TQ)

1. Electro- -J\/\—
cardiogram

(ECG)

Normal ECG ST depression (mild) ST depression ST elevation
lll. Troponin o -
level at Oh /+ + ++ +++
IV. Troponin ﬂ?;aango?li
change — _/+ - =+ consider
(within direct
1,2 or 3h) rule-in
Triage decision Rule-out MI Rule-in MI
Differential - Unstable  Other
diagnosis Noncardiac angina EIEG NSTEMI STEMI

Figura 10 - Procedimento geral de avaliagdo de pacientes com sindrome coronaria aguda, UA: Angina
instavel; ECG: eletrocardiograma; NSTEMI: Enfarte do miocardio sem elevagdo do segmento ST; STEMI:
Enfarte do miocardio com elevagéo do segmento ST. Retirado de Twerenbold et al., 2017 [55]

4.3 Biomarcadores cardiacos

O termo biomarcador foi introduzido em 1989 como referente a uma substancia biol6gica

mensuravel e quantificavel usada como indicador de um estado bioldgico especifico [53].

Em 2001, o Biomarker Definitions Working, padronizou a definicdo de biomarcador, como
uma caracteristica que € objetivamente doseada e avaliada como um indicador de um
processo bioldégico normal, ou patogénico e como um indicador a uma resposta

farmacologica numa intervencao terapéutica [56].
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Desta forma, os biomarcadores desempenham um papel crucial na pratica clinica como
ferramenta de diagndstico, prognostico, estratificacdo de risco e na orientagdo do
tratamento [53, 56].

Um biomarcador cardiaco, idealmente deve apresentar determinadas caracteristicas.
Altas concentracdes de um biomarcador no tecido miocéardio (sintese e libertagdo pelos
midcitos cardiacos) e a sua auséncia ou baixa concentracdo em tecidos ndo cardiacos,
vao determinar a especificidade cardiaca; sendo importante ter em consideracdo a
distribuicdo tecidual de um potencial marcador em estados patoldgicos, bem como em
condicBes fisiologicas normais. Por outro lado, a sua ndo dete¢cdo no plasma em
individuos s&@os ou sob outras condi¢des patoldgicas vao determinar a sua sensibilidade
cardiaca

A rapida libertacdo na corrente sanguinea de um biomarcador de lesdo miocéardica facilita
o diagnostico precoce de EAM, sendo que o tamanho molecular e a sua localizagéo
intracelular influenciam a sua taxa de libertacdo. Pequenas moléculas séo libertadas
precocemente em relacdo a grandes moléculas e moléculas localizadas a nivel do

citoplasma sdao libertadas mais rapidamente do que as proteinas estruturais.

Por outro lado, um biomarcador deve apresentar concentracdes correlacionadas com o
prognoéstico, sendo que quanto maior a concentracdo de marcador libertado, maior a
extensao da lesdo miocéardica estimando o tamanho ou a gravidade da lesdo, e
idealmente deve ser capaz de diferenciar entre dano reversivel (isquemia) e irreversivel

(necrose).

Uma outra caracteristica importante é a estabilidade de um biomarcador, fazendo com
gue este persista em circulacdo por algumas horas, permitindo um diagnostico num
tempo janela (diagnostico precoce e tardio de lesdo cardiaca) e por outro lado deve
possuir uma rapida clearance de forma a ser possivel a detecdo de leses recorrentes ou

de reenfarte.

No desenvolvimento de ensaios, estes devem ser sensiveis, especificos, precisos,
economicamente viaveis e de rapido doseamento fazendo com que o prazo de resposta

seja inferior a 1 hora entre a recolha de sangue e a comunicagéo dos resultados [57, 58].
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5. Biomarcadores no Enfarte Agudo do Miocardio

5.1 Evolucéao histoérica

Os marcadores seroldgicos séo utilizados ha ja varios anos como auxiliares no
diagnostico e tratamento de pacientes com doengas cardiovasculares, sendo que nos
ultimos sessenta anos, o uso de marcadores bioquimicos no diagnéstico de EAM mudou
consideravelmente. Na atualidade existem varios marcadores emergentes que embora
sem uso na pratica corrente pretendem contribuir para a avaliacdo da inflamacéo,

destabilizacdo da placa, isquemia, necrose e disfuncdo cardiaca.

Numa perspetiva histérica, de todos os marcadores que inicialmente se utilizavam para
diagnostico de EAM, e que se baseavam na determinacdo da atividade enzimatica,

apenas a Isoforma MB da Creatina cinase tem aplicag&o clinica atualmente.

Em 1954, a atividade da AST (Aspartato aminotransferase) foi reportada como o primeiro
marcador bioquimico para diagnéstico de EAM [59]. A AST é uma enzima responsavel
por catalisar a interconversdo reversivel dos grupos amina do glutamato para o
oxaloacetato, formando a-cetoglutarato e aspartato. Esta reacdo envolvida na sintese e
degradacdo de aminoé&cidos € responsavel pelo fornecimento de energia celular [60]. A
atividade desta enzima aumenta no sangue 3 - 4 horas apds o EAM, atingindo um valor
maximo em 15 - 28 horas, e retorna para valores normais cerca de 5 dias apés o evento
[61]. No entanto, a AST é um biomarcador ndo especifico do tecido cardiaco, porque é
expressa também no musculo-esquelético, cérebro, rim, figado e eritrécitos. Assim
sendo, a sua atividade também se encontra elevada em varias outras condi¢des como,
lesbes hepaticas, musculo-esqueléticas, rim e pancreas e outras patologias como

miocardite, pericardite, taquiarritmias, embolia pulmonar e infe¢des [60, 62].

Posteriormente, foi observado um aumento na atividade de LDH (Desidrogenase latica)
no soro de pacientes com EAM [63]. A LDH é uma enzima que possui a funcédo de
catalisar a oxidag&do do lactato a piruvato com interconversdo concomitante de NADH e
NAD (por transferéncia de ibes H*). E, constituida por quatro cadeias polipeptidicas
(tetramero) de dois tipos: M (Musculo) e H (de “Heart”, coragdo). A partir desses dois

tipos de polipeptideos formam-se 5 isoformas: [54, 60]. Através da eletroforese, verificou-
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se que a isoenzima 1 (LDH-1) possuia uma maior cardioespecificidade em relacdo &
atividade total, tendo sido descrita como biomarcador de EAM [64]. A atividade de LDH
aumenta no sangue 5 - 10 horas apés o EAM, atingindo o valor médximo em 60 - 144
horas, e retorna aos valores normais 12 dias apés o evento [61]. Contudo, a LDH carece
de especificidade cardiaca, pois também esta presente no citoplasma de células renais,
hepaticas, eritrocitos, e musculo-esquelético. Esta enzima encontra-se elevada em casos
de EAM, bem como em lesdes pancreéticas, hepaticas, renais, musculares, neoplasias e
inflamacdes [54, 62].

A enzima Creatina cinase (CK) foi sugerida como um potencial biomarcador de lesao do
musculo cardiaco [65]. E uma enzima citosolica responséavel por catalisar a reacdo de
conversdo da creatina fosfato em creatina nos tecidos musculares, através da
transferéncia do fosfato para a adenosina difosfato (ADP), levando & producdo adenosina
trifosfato (ATP) [60]. Esta enzima esta presente no sangue 3 - 9 horas apdés um EAM,
atingindo o valor maximo em 10 - 20 horas e retorna aos valores normais
aproximadamente 72 horas ap6s o evento [61]. Para além do musculo cardiaco, esta
distribuida por varios tecidos, nhomeadamente no musculo-esquelético e cérebro e em
guantidades menores no intestino e pulmdes. Desta forma, um aumento na CK total
sérica carece de especificidade para a lesdo cardiaca [66]. Nos anos 70 através da
técnica de eletroforese foi possivel o fracionamento das isoenzimas. A CK é constituida
por duas subunidades (B ou M), que sédo separadas em trés isoformas : CK-BB, expressa
predominantemente no cérebro; CK-MM, encontrada predominantemente no musculo-
esquelético e cardiaco e a CK-MB, presente numa maior concentracdo nos miocitos
cardiacos, oferecendo uma melhor sensibilidade e especificidade para detetar necrose

miocardica, em comparag¢édo com a CK total [54, 65].

No inicio dos anos 90 o desenvolvimento de imunoensaios, € 0 avango técnico em
automacéao, permitiu o doseamento de CK-MB massa em vez de CK-MB atividade, e 0
doseamento de proteinas como a Mioglobina e a Troponina T (cTnT) e | (cTnl).
Atualmente, a Troponina € considerada o marcador bioquimico com maior sensibilidade e
especificidade de necrose miocardica, para diagndstico de EAM segundo as guidelines
internacionais ESC/ACC [47].
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5.2 Biomarcadores atuais

5.2.1 Mioglobina

Foi no ano de 1975 que surgiu o primeiro relato sobre a associacdo entre a
Mioglobinémia e EAM [67]; sendo a Mioglobina a primeira proteina ndo enziméatica
utilizada na detecdo precoce do EAM. A Mioglobina € uma proteina, de localizacéo
citoplasmética, que contém o grupo heme, cuja funcao é realizar o transporte de oxigénio
no musculo esquelético e cardiaco [68], ndo tendo, por isso, especificidade cardiaca [69].
Aquando da necrose miocardica € libertada mais rapidamente, em comparacdo com a
CK-MB e a Troponina, podendo ser detetada 2 - 4 horas ap6s o episodio de necrose. A
Mioglobina circulante atinge um pico sérico entre as 6 - 12 horas e o0s niveis regressam a
normalidade nas primeiras 24 - 36 horas devido a uma rapida depuracéo renal [4]. Deste
modo, pelo facto de esta proteina ser eliminada pelo rim, alteracdes da funcédo renal
também podem originar aumentos dos niveis de Mioglobina, estando também elevada
em situacdes clinicas que envolvam o musculo-esquelético, como traumatismos, choque

grave ou mesmo exercicio fisico intenso [70].

A Mioglobina tem uma sensibilidade diagnostica para EAM de 56% no momento de
admissdo e atinge 100%, 2 horas ap6s o evento [71]. Apesar da Mioglobina ter sido
considerada por muito tempo como melhor marcador para excluir EAM, o seu valor
preditivo negativo (VPN) atinge apenas 89% entre 3 a 6 horas ap0s o inicio dos sintomas
[72]. No entanto a combinacdo dos doseamentos de Mioglobina e de CK-MB, demonstrou
ser um preditor precoce para diagnoéstico de EAM atingindo um valor preditivo negativo

de 100% em 4 horas ap6s a apresentacao [73].

A alta sensibilidade diagndstica ainda é relatada como a principal vantagem na utilizagédo
da Mioglobina [52], mas devido & sua baixa especificidade, o seu valor tem de ser
complementado por um marcador cardiaco mais especifico, como CK-MB ou Troponina
[74] para um rapido diagnéstico de EAM; principalmente em pacientes com dor toracica

atipica ou alteracdes eletrocardiograficas inespecificas [4].

A sensibilidade da Mioglobina para o diagnostico precoce de EAM comeca a ser
questionavel devido & introducédo dos testes de Troponina de alta sensibilidade (hs-cTn).
No entanto, estudos recentes descrevem que a combinacdo de Mioglobina com hs-cTn

ndo apresenta melhoria no desempenho diagnéstico [75, 76].
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5.2.2CK-MB

Durante um longo periodo, a CK-MB foi o marcador mais usado para leséo cardiaca, no
diagndstico de EAM [77].

Como ja referido, para além do doseamento da atividade foram desenvolvidas técnicas
especificas para a determinacdo quantitativa de CK-MB por meio de anticorpos
monoclonais altamente sensiveis num ensaio posteriormente chamado CK-MB massa
[78]. O teste de CK-MB massa deteta a concentracdo, independentemente da atividade, o
que torna o CK-MB massa mais confiavel que o doseamento da CK-MB atividade. Desta
maneira, o CK-MB massa apresenta melhor sensibilidade analitica, pois deteta enzimas
ativas e inativas.

Como ja referido, o aumento de CK-MB na circulagdo sanguinea geralmente comeca 4 -
9 horas ap0s o inicio do enfarte, atingindo um pico de concentragdo entre 10 - 20 horas,
retornando a niveis normais apés 72 horas [4]. Apresenta uma sensibilidade diagnéstica
de 50% trés horas ap6s o inicio dos sintomas, atingindo os 80% em seis horas de
evolugdo. A CK-MB é libertada na corrente sanguinea mais lentamente do que a
Mioglobina. No entanto, é mais especifica pois é encontrada em menor propor¢ao nas

células musculares esqueléticas do que nas células cardiacas [79].

A desvantagem na utilizacdo deste biomarcador sdo os resultados falso positivos que
podem ocorrer na presenca de uma lesdo muscular esquelética ou de outras patologias
como, trauma, procedimentos cirdrgicos, injecfes intramusculares, convulsdes,

intoxicacao alcodlica, insuficiéncia renal e embolia pulmonar [80].

A National Academy of Clinical Biochemists (NACB) e a European Society of Cardiology
(ESC) / American College of Cardiology Foundation (ACCF) recomendam o uso de CK-
MB como marcador precoce de dano miocardico [47, 81]. A sua utilizacdo na pratica
clinica, possui uma grande vantagem devido & sua eliminac@o precoce, 0 que ajuda na

detecdo de reenfarte [82, 83].

A limitagdo de especificidade da CK-MB em casos de lesdo muscular e a sua baixa
sensibilidade nas primeiras horas de evolucdo, levou a procura de novos marcadores
para diagnostico de lesdo miocardica. Em 1989 foi desenvolvido um método sensivel

para doseamento de Troponina [84].
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5.2.3 Troponina

A Troponina (cTn) substituiu o CK-MB como o biomarcador de referéncia para o
diagnoéstico do enfarte agudo do miocardio, sendo designada atualmente como Gold
standard para diagnéstico de necrose miocardica; globalmente aceite pelas ESC/AHA
[47]. A Troponina é uma proteina reguladora que controla a interacdo Ca?*-dependente
entre os filamentos de actina e miosina, no processo de contracdo muscular. Ha trés
polipeptideos de Troponina codificados por diferentes genes [85] e que se ligam &

Tropomiosina (cTnT); Actina (cTnl) e Calcio (cTnC).

A Troponina T (cTnT) e a Troponina | (cTnl) foram descritas como biomarcadores para
EAM devido & sua elevada especificidade cardiaca, e a sua dete¢do na corrente
sanguinea é altamente especifica para dano cardiaco; uma vez que 92 - 95% da
Troponina se encontra anexada aos filamentos finos de actina no sarcémero cardiaco, e

os restantes 5 -8% se encontram na forma livre no citoplasma do cardiomidcito [86].

Perante um EAM, ocorre a libertagdo de uma pequena quantidade de Troponina nas
primeiras 4 - 6 horas, que provém do reservatdrio citosolico (4-10%), atingindo um pico
de concentracdo entre as 48 - 72 horas, correspondendo a libertagdo de Troponina do
reservatorio estrutural, proveniente da destruicdo das miofibrilas, aquando da necrose.
Isso permite a possibilidade de monitorizagdo do progresso do enfarte em fungéo do
tempo. Seguidamente observa-se uma fase caraterizada pela presenca de valores
elevados de Troponina, com evolucdo decrescente, que pode persistir entre 5 - 10 dias

na circulacdo sanguinea (Fig.11) [61, 87].

Os genes que codificam as isoformas cardiaca e esquelética da cTnC sao idénticos, ndo
existindo nenhuma diferenciacédo estrutural entre elas, estando distribuida somente nos
musculos de contracdo lenta pelo que o seu valor no diagndstico ndo tem interesse para

lesBes miocardicas [88].

28



Myoglobin
and CK isoforms

507

Troponin
(large M)

L/Z
rd4

Troponin

(small M) ™~y

e o —10% CV/99™ percentile
0- 1 T T T T T T T 1

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Days after onset of AMI

Multiples of the upper limit of normal
S

Figura 11 - Evolucdo temporal dos marcadores de necrose miocérdica apds enfarte agudo do miocérdio.
Retirado de Anderson et al.,2007 [52]

O diagnéstico de enfarte do miocardio requer a detecdo de uma subida e/ou descida dos
valores do biomarcador cardiaco com, pelo menos, um valor acima do percentil 99 do

limite superior de referéncia (URL) e, pelo menos, com um dos seguintes pontos [3]:

e Sintomas de isquemia

e Alteragdes significativas novas ou presumivelmente novas do segmento ST/onda
T (ST-T) ou novo bloqueio completo do ramo esquerdo (BCRE)

e Aparecimento de ondas Q patoldgicas no ECG

e Evidéncia imagioldgica de nova perda de miocardio viavel ou nova anomalia na
motilidade segmentar

¢ |dentificacdo de um trombo intracoronério por angiografia ou autépsia

Sendo que os ensaios da cTn devem ser doseados com um coeficiente de variacdo (CV)
de 10% ou menos [81]. A cinética de libertacdo da Troponina permite 0 aumento da
sensibilidade com o tempo. Daubert et al. [89] demonstraram que, utilizando ensaios
convencionais, a sensibilidade de cTnT no momento da admissdo no servi¢co de urgéncia

varia entre 25 - 65%, aumentando para 59-90% num intervalo de tempo entre 2 - 6 horas
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aproximando-se de 100% entre 6 -12 horas apés o inicio dos sintomas. A sensibilidade
de cTnl na admissdo é inferior a 45%. No entanto aumenta para 69 - 82% quando
doseada 2 - 6 horas mais tarde; e, a semelhanca de cTnT, atinge 100% de sensibilidade
entre 6 - 12 horas ap0s a admissao.

A sensibilidade maxima de ensaios padrdo de Troponina ndo € alcancado até no minimo
de 6 horas apds o inicio da necrose miocérdica. A especificidade da Troponina, ndo varia
significativamente ao longo do tempo, estando situada no intervalo entre 83-98% para
cTnl e entre 86-98% para cTnT. Os valores preditivos positivos da cTnl e ¢cTnT foram
respetivamente 25% e 35% no momento da apresentacao e 89% e 57%, 12 horas apoés a
admissédo. Ja os valores preditivos negativos da cTnl e cTnT foram respetivamente, 85%

e 88% no momento da apresentacao e 98% e 99% 12 horas apos.

De acordo com o descrito na quarta definigdo universal para EAM, as amostras de
sangue para a medicdo da cTn devem ser colhidas na primeira avaliagdo (designada
como 0 h) e repetidas 3-6 horas mais tarde, de modo a otimizar a sensibilidade clinica e

especificidade para diagnostico de EAM [49].

s

A Troponina é incapaz de detetar isquemia miocardica na auséncia de necrose e,
portanto, incapaz de produzir um diagnostico precoce [53]. Além disso, elevacfes de
Troponina indicam a presenga, mas ndo o mecanismo de lesdo ou de dano miocérdico,
gue pode ocorrer através de varios mecanismos como: Isquemia por diminuicdo do
fornecimento do oxigénio em casos de choque séptico, hipotensao, hipovolémia e
taquiarritmias; Isquemia causada por vasoespasmo com consequente aumento de
producdo de catecolaminas que causam efeito nocivo nos cardiomiécitos; lesdo direta
nos cardiomiécitos em situacdes inflamatérias com pericardite e miocardite, estimulacéo
elétrica excessiva e uso de quimioterapia cardiotdxica; bem como casos de insuficiéncia
cardiaca congestiva, embolia pulmonar, hipertensdo, pratica de exercicio vigoroso e a
insuficiéncia renal crénica. Neste contexto também é importante distinguir entre causas
agudas de elevacdo de Troponina que requerem subida e descida dos valores e
elevacbes crénicas que normalmente nao sofrem alteracdes significativas [77]. Alteracbes
nos valores ou deltas da cTn podem ser usadas para definir eventos agudos em
comparagdo com eventos cronicos, sendo que 0s critérios para determinar um aumento
patolégico entre dois valores seriados de cTn sdo dependentes do ensaio e continuam
em constante evolucdo. Uma visdo idealizada da cinética da Troponina em pacientes

com enfarte agudo do miocardio é demonstrada na Figura 12.
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Figura 12 - llustracdo da cinética da Troponina em pacientes apds lesdo miocardica, incluindo enfarte agudo
do miocardio. cTn = troponina cardiaca; URL = limite de referéncia superior. Retirado de Thygesen et al, 2019
[49]

5.2.3.1 Troponina de alta sensibilidade

As primeiras horas ap6s o inicio dos sintomas de enfarte do miocardio sao cruciais, pela
possibilidade de uma intervencéo terapéutica precoce para um melhor prognéstico. Esta
necessidade de diagnosticar enfarte do miocardio nas primeiras 4 horas ap6s o inicio dos
sintomas, levou a expanséao dos testes de doseamento de Troponina de alta sensibilidade

(hs-cTn); podendo ser detetada em concentragdes minimas.

Em 2011, a ESC incluiu o uso de Troponina de alta sensibilidade nas suas
recomendacdes para avaliar pacientes com suspeita de SCA. Estes ensaios de hs-cTn
sdo mais sensiveis do que os ensaios convencionais de tal forma que, presentemente, é
possivel detetar niveis aproximadamente 10 — 100 vezes mais baixos do que com os

ensaios convencionais.
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Para ser considerado um ensaio de hs-cTn, a task force do IFCC (International
Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine) sugeriu que a Troponina deve
ser detetavel em mais de 50% de individuos saudaveis e preferencialmente em mais de
95% com CV igual ou inferior a 10% no percentil 99 de uma populagéo de referéncia
saudavel [90]. Contudo, devido a capacidade de detecao de limites cada vez mais baixos,
os investigadores e clinicos deparam-se, com o problema da variabilidade inter e intra
individual [91]. Assim sendo, individuos previamente referidos como saudaveis por
apresentarem valores normais de Troponina através da utlizacdo de testes
convencionais, poderdo ser agora considerados doentes ou portadores de hs-cTn

detetavel.

A Troponina pode ser libertada apés dano irreversivel no miocérdio, via uma variedade
de mecanismos isquémicos e nao isquémicos. Desse modo, uma elevagdo da
concentracdo de Troponina ndo é sinénimo de EAM. A maioria dessas elevagbes
inesperadas de hs-cTn sdo “verdadeiras positivas” para lesdo miocardica, refletindo
doenca cardiaca previamente ndo detetada ou subestimada, que se traduz em aumentos
cronicos de Troponina que podem ou ndo exibir mudancas de curto prazo [55, 92]. A
interpretacdo dos resultados do teste de Troponina de alta sensibilidade &
particularmente relevante o contexto clinico, devendo ser exploradas as causas da

elevagdo de Troponina, que podem estar relacionadas ou ndo com a patologia de SCA.

Quanto maior a sensibilidade, maior a capacidade de detetar pequenas quantidades de
necrose miocardica. No entanto, ndo é uma garantia de maior precisdo, porque as
maiores sensibilidades ocorrem geralmente a custa de baixas especificidades; levando
ainda a necessidade de medicfes seriadas, melhorando consideravelmente o grau de
especificidade do teste. A vantagem clinica na utilizacdo de ensaios hs-cTn resulta da
sua capacidade de dosear com precisdo niveis de Troponina mais baixos do que os
testes da geracdo anterior, proporcionando uma maior sensibilidade a detecdo de EAM
na apresentacao, o que significa que o intervalo de tempo até a segunda medicdo pode
ser significativamente encurtado, reduzindo desta forma, o tempo para o diagndstico e

melhorando a eficiéncia na exclusdo ou admissao no servi¢o de urgéncia.

De acordo com as guidelines publicadas pela ESC em 2012, um protocolo de descarte

em 3 horas pode ser utilizado no diagnoéstico precoce de EAM (Fig.13) [93].
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Figura 13 - Esquema modelo para rgpida abordagem no diagndstico de enfarte do miocéardio utilizando os
testes de Troponina de alta sensibilidade. Deve ter-se em conta que o algoritmo estabelecido pode variar de
acordo com o teste escolhido.URL: limite de referéncia superior; hs-troponin: Troponina alta sensibilidade
(Adaptado de Thygesen et al, 2012) [93]

Este algoritmo padrdo de 3 horas é baseado no percentil 99, em que é condigédo
necessaria o0 aumento de 220%, se a concentragdo de hs-cTn estiver acima do percentil
99 no inicio da apresentacdo e 3 horas apds. Se a concentracdo inicial for igual ou
inferior ao percentil 99 na linha de base e acima do percentil 99 trés horas apds a
apresentagdo; é uma condi¢do necessaria um aumento 250% juntamente com sintomas
sugestivos de isquemia miocéardica ou alteragfes do ECG para diagnéstico de EAM. Uma
nova colheita de sangue € recomendavel 6 horas apos a apresentagcdo, em doentes com

fortes suspeitas de EAM mas sem aumento significativo de hs-cTn ap6s 3 horas.

Com base nas guidelines de 2012, as mais recentes de 2015 [50] recomendam a
aplicacdo do algoritmo 0/3 horas, que deve ser usado juntamente com o SCORE GRACE
- Global Registry of Acute Coronary (Figura 14). Em casos de alta probabilidade para
NSTEMI e se o inicio da dor toracica for superior a 3 horas, é recomendado a utilizagdo
do algoritmo de 0/1h quando ensaios de Troponina de alta sensibilidade com um
algoritmo validado se encontram disponiveis (Elecsys, Architect, Dimension Vista). As
guidelines referem que os niveis de corte dentro do algoritmo 0/1 hora sdo especificos do

ensaio, utilizando as informagfes quantitativas continuas dos ensaios de hs-cTn e o
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conceito de que a probabilidade de EAM aumenta com o aumento dos valores de hs-cTn
[55, 86]. O algoritmo 0/3 h sugere exclusdo para NSTEMI se as concentracdes de hs-cTn
permanecerem em valores normais (abaixo do percentil 99) na amostra de sangue na
apresentacdo e 3 horas ap6s a apresentacdo, e se 0 paciente preencher dois requisitos
adicionais: ndo houver sintoma de dor toracica e se obtiver um SCORE GRACE abaixo
de 140.

Highly abnormal hs-cTn (>x5 ULN) with clinical presentation
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hs-cTnl (Architect) 2 5 2 52 6
hs-cTnl (Dimension Vista) 05 5 2 107 19

Figura 14 — Regra de algoritmo de descarte 0/ 3h e 0/ 1h proposto pela Sociedade Europeia de Cardiologia
em doentes com suspeita de sindrome corondria aguda sem elevagdo do segmento ST usando testes de
Troponina de alta sensibilidade. Uma alteragdo A, dependente do ensaio. Valor altamente anormal hs-cTn
define-se como valor acima 5 vezes do limite superior de referéncia. GRACE = Registro Global de Eventos
Coronarios Agudos; ULN = limite superior do normal. Retirado de Garg at al., 2017 [86]

Para além do seu papel no diagnostico do enfarte agudo do miocardio, a Troponina de
alta sensibilidade surge como um biomarcador no prognostico e avaliagdo do risco
cardiovascular. Resultados de estudos recentes sobre o uso de hs-cTn na identificacdo
do risco de DCV demonstram que a hs-cTn podera ser considerada como um marcador
de lesdo miocéardica aguda e como um marcador que deteta lesdo subclinica. Isso
enfatiza o seu potencial valor na prevencao primaria de doencas cardiovasculares, sendo
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gue individuos com Troponina detetdvel podem beneficiar de terapias preventivas

(modificacdo do estilo de vida, terapia com beta-bloqueadores, inibidores da ECA,

estatinas) de modo a diminuir o risco de doenca. Assim sendo, a utilizacdo do

doseamento de Troponina de alta sensibilidade para além de marcador de leséo

miocardica aguda, podera também ser muito Util na estratificacéo de risco (Fig.15) [94].

7| Heart Failure

| EEEEEEEEE——
Cardiac Rask Factors

Left Ventricular

Hypertraphy
Trogonin for? Easly Deteetion of Chronic Kidney
Myceardial Injury Disease

Intermediate

Stroke

| -

Death

Sudden
Cardiac
Death

Y

Asymptomatic

P> Modifiable? L-,,

Syrnptomatic

L= |

+ Stable/Undetectable Troponin '

\[ Favorable Outcomes

Figura 15 - Troponina de alta sensibilidade na doenca cardiovascular: um novo paradigma na sua detecao,
desde o inicio da doenca até a sua manifestacao. Retirado de Hoff et al.,2016 [94]
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6. Novos biomarcadores

Nas ultimas décadas, os biomarcadores de lesédo miocardica Troponina, e CK-MB, tém
sido extremamente valiosos na decisdo clinica em pacientes com suspeita de SCA e
particularmente no diagnostico de EAM. No entanto, novos biomarcadores capazes de
refletir estagios iniciais de inflamacao e de isquemia que antecedem o EAM tém especial
interesse, uma vez que um diagnostico precoce é fundamental de forma a ser iniciado um
tratamento eficaz para um melhor prognéstico. Neste contexto, os novos biomarcadores
gue refletem diferentes aspetos fisiopatolégicos do EAM podem estar associados a
inflamacdo, destabilizacdo da placa, isquemia, necrose, disfuncdo cardiaca, stress

cardiaco e expressdo génica, estando agrupados segundo os seus significados clinicos.

6.1 Marcadores de Isquemia

A isquemia do miocéardio € uma condicdo que resulta do fluxo inadequado de sangue com
consequente reducdo do aporte de oxigénio e da capacidade de eliminacdo dos produtos
do metabolismo. A hipoxia faz com que os cardiomiécitos recorram ao metabolismo
anaerobio, com consequente acidose, deplecdo das reservas de fosfatos de alta energia
e comprometimento da funcdo contratil e elétrica do coracdo. A adenosina trifosfato
(ATP) é degradada a adenosina que se difunde, causando dilatagéo arterial e dor anginal.
Além disso, os produtos de reperfusao da isquemia produzem ROS que ao reagirem com

lipidos e proteinas também contribuem para a disfuncao do miocéardio.

Albumina modificada pelaisquemia

A Albumina modificada por isquemia (IMA) ao contrario do que acontece com outros
biomarcadores, ndo é uma proteina libertada pelo tecido miocardico. A Albumina é a
proteina mais abundante no plasma sanguineo e é produzida no figado. Esta proteina
tem como fungdes principais a manutengéo da pressdo osmética do fluido intravascular e
o transporte de varias substancias como a bilirrubina, acidos gordos, célcio, magnésio,
cobre, cobalto e niquel. O local de ligacédo dos metais de transicdo a Albumina situa-se na

sua extremidade N-terminal.
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A ocorréncia de um episddio

isquémico tem como consequéncia a alteracdo

conformacional da regido N-terminal — Albumina modificada por isquemia (IMA). Desta

forma, a Albumina perde a capacidade de se ligar aos metais de transicdo em poucos

minutos, retornando a valores normais seis horas ap6s o evento isquémico, o que permite

detetar a isquemia antes do desenvolvimento de necrose miocardica (Fig.16) [95].
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Figura 16 - Cinética de libertacdo da Albumina modificada por isquemia e outros marcadores cardiacos,
Troponina cardiaca e Peptideo Natriurético. Retirado de Gaze,2012 [96]

Esta suscetibilidade da regido N-terminal resulta de um conjunto de alteragbes

bioquimicas inerentes ao processo isquémico e hipoxia, que levam a acidose, libertagéo

de ibes ferro e cobre, alteracbes da bomba NA*/K*, formacdo de ROS e produtos de

peroxidacgao lipidica e proteica (Fig.17) [95, 96].
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forma radicais hidroxilo OH (8) A presenga de OH provoca uma alteracdo conformacional da regido N-
terminal da albumina (9) com consequente incapacidade de ligagdo ao Cu** Retirado de Gaze,2012 [96]

O decréscimo da capacidade de ligagdo da Albumina aos metais de transicdo pode ser
medido através da adi¢cdo de uma quantidade especifica de cobalto ao soro do paciente,
seguida por uma avaliagdo colorimétrica que determina a quantidade de cobalto livre,
sendo a Albumina modificada doseada indiretamente [95]. Esta é a base do teste da
Albumina ligada ao cobalto (teste ACB®) para a IMA na avaliacdo da isquemia do
miocardio. No entanto, os niveis de IMA podem aumentar em outras situacdes nédo
associadas a isquemia cardiaca, como em qualquer distlrbio que possa causar isquemia
noutros tecidos como a nivel gastrointestinal ou muasculo-esquelético. Outro fator que
pode afetar o resultado do teste ACB® é uma situacao de hipoalbuminémia grave, em
pacientes desnutridos, na doenga hepatica (diminuicdo da capacidade do hepatdcito de
produzir Albumina), ou em processos inflamatérios (libertacdo de Albumina no liquido
intersticial) [95].

Varios estudos clinicos tém sido realizados, com o objetivo de avaliar a utilidade da IMA,

através do teste ACB®, no diagndstico da SCA.

Um estudo que envolveu 224 pacientes admitidos no servico de urgéncia hospitalar com
sintomas sugestivos de SCA inferior a 3 horas, testou a capacidade do teste ACB® em
prever um resultado de Troponina | (cTnl) positivo ou negativo num intervalo de 6 a 24

horas ap6s a apresentacdo. Neste estudo, o teste demonstrou uma sensibilidade e
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especificidade de 83% e 69% respetivamente, com um valor preditivo negativo de 96% e
um valor preditivo positivo de 33% utilizando um ponto de corte de 75 U/mL [97].

Uma metandlise que inclui o estudo de 1800 pacientes com suspeita de isquemia
miocéardica, mostrou que a combinacdo de ECG, Troponina e IMA obteve uma
sensibilidade diagndstica de 94,4% e 97,1% de valor preditivo negativo para exclusédo de
SCA [98].

Noutro estudo, os resultados do ensaio ACB® foram correlacionaveis com o diagnostico
de pacientes com e sem isquemia miocérdica. O diagndstico de isquemia miocérdica,
com ou sem EAM, foi baseado em sintomas clinicos, imagem cardiaca, ECG e
marcadores bioquimicos como CK-MB e cTnl. O teste ACB® obteve uma sensibilidade e
especificidade para isquemia miocéardica de 88% e 94% respetivamente, e os valores
preditivo positivo e negativo foram de 92% e 91% respetivamente. No entanto, o teste

ACB® foi um fraco discriminador entre pacientes isquémicos com e sem EAM [99].

Num estudo conduzido por Sinha et al. [100] foram correlacionados resultados de IMA,
ECG e cTnT, isolados e em combinacdo, com o diagnoéstico de dor toracica néo
isquémica, Angina Instavel e Enfarte Agudo do Miocardio com ou sem elevacdo do
segmento ST. Valores de IMA >85 U/ml foram considerados positivos para isquemia
cardiaca. A Albumina modificada por isquemia medida pelo teste ACB® foi proposta
como um novo marcador sensivel para isquemia cardiaca, tendo potencial para se tornar
uma ferramenta de triagem em combinagdo com ECG e cTn, demonstrando 95% de

sensibilidade para o diagnéstico de SCA com um valor preditivo negativo de 84%.

Um estudo conduzido por Gurumurthy et al. [101] avaliou os niveis séricos médios de
IMA em pacientes STEMI (92,1 + 10,6), NSTEMI (87,3 + 5,95) e Al (88,9 + 6,16),
pacientes com dor toracica nao cardiaca (77,9 + 6,69) e também em individuos saudaveis
(54,7 £ 17,2) em comparagdo com marcadores cTnl e CK-MB. Neste estudo, o IMA
obteve uma sensibilidade de diagnéstica superior (88%) em relagdo aos marcadores de
cTnl (52%) e CK-MB (56%) no diagndstico precoce de SCA.

A utilizacdo de marcadores CK-MB e cTnl para o diagnostico de necrose cardiaca, €
limitado para a excluséo de isquemia, uma vez que um resultado inicialmente negativo no
inicio dos sintomas nao exclui a presenca de isquemia miocardica. Desta forma, a
utilizacdo de um marcador de isquemia miocardica altamente sensivel e rapidamente
detetdvel seria o ideal para identificar pacientes com um quadro de isquemia sem

evidéncia de necrose [101]. Os autores descrevem o teste ACB® como tendo uma
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elevada sensibilidade e um elevado valor preditivo negativo na detecdo precoce de
isquemia miocérdica. Desta forma, pacientes com resultados negativos de ECG e de
marcadores de necrose e com um resultado IMA positivo podem beneficiar de uma
intervencgao precoce justificando um exame mais detalhado [102].

Na era de utilizacdo de ensaios de Troponina de alta sensibilidade na identificacdo de
pacientes com EAM, a utilidade clinica de IMA poderia ser posta em causa. O objetivo de
um estudo conduzido por Mehta et al. [103] foi avaliar o papel da Troponina T de alta
sensibilidade e da IMA no diagnéstico precoce em 75 pacientes admitidos no
departamento de urgéncia com sintomas sugestivos de SCA. Em 45 pacientes
diagnosticados com STEMI e NSTEMI verificou-se uma maior sensibilidade (95,6%) e
VPN (95,8%) para hs-cTnT e maior especificidade (81,1%) e PPV (74,4%) para IMA. Ao
combinar IMA com hs - ¢cTnT, a sensibilidade, especificidade, VPP e VPN foram 95,7%,
81,1%, 88,6%, e 92,5%, respetivamente (Tabela 1).

Tabela 1 - Comparacdo dos biomarcadores Albumina modificada por isquemia e Troponina T de
alta sensibilidade (Isolados e combinados) em pacientes com enfarte agudo do miocardio 6 horas
apos o inicio dos sintomas

Parameter Sensifivity(%4)  Specificiy(%) ~ PPV(%)  NPV(%)  PLR(%)  NLR(%)  AUC
IMA (U/ml) 913 1 4 939 483 011 0932
Hs-TiT (pg/ml) 9.6 613 507 9538 247 007 0797
IMA+hs-<ToT 9517 .1 836 025 306 005 0.5%

PPV: Valor preditivo positivo, NPV: Valor preditivo negativo, PLR: Razéo de verossimilhanca positiva, NLR:
Razédo de verossimilhanca negativa, AUC: Area sob a curva ROC, IMA: Albumina modificada por isquemia,

Hs-cTnT: Troponina cardiaca T de alta sensibilidade. Retirado de Mehta et al. [103]

Uma variedade de condi¢cbes clinicas que ndo EAM podem estar associadas a niveis
elevados de hs-cTn devido & sua alta sensibilidade analitica e associada ao seu baixo
limite de detecdo. Nestas circunstancias, este estudo concluiu que a utilizagdo de um
biomarcador cardiaco precoce como IMA permite 0 aumento da eficacia do diagnéstico
para EAM.

A Albumina modificada por isquemia é o Unico marcador de isquemia aprovado pela FDA
[104] sendo um marcador util na estratificacdo de risco em doentes que se apresentem

no servico de urgéncia com sintomas sugestivos de isquemia [98].
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6.2 Marcadores de Necrose

A completa necrose das células do miocardio requer pelo menos 2-4 horas e é
dependente da existéncia ou ndo de circulagdo colateral na zona isquémica, do tipo de
ocluséo arterial se intermitente ou persistente e da sensibilidade dos midcitos a isquemia.
Os &cidos gordos séo particularmente importantes para a homeostasia do miocardio, uma
vez que 50-80% da energia é proveniente da oxidacao lipidica.

Proteina cardiaca de ligacdo aos &cidos gordos

Varios estudos relacionados com o metabolismo dos cardiomiécitos sugerem que a
proteina cardiaca de ligagdo aos acidos gordos (H-FABP) pode ser um potencial
biomarcador para o diagnéstico precoce de EAM. Esta proteina (15 KDa) localiza-se no
citoplasma, sobretudo, em tecidos com metabolismo ativo de acidos gordos, incluindo o
tecido cardiaco, tecido renal e intestino. A principal fun¢do biolégica da H-FABP é o
transporte intracelular de acidos gordos de cadeia longa para as mitocéndrias (Fig.18). E
indetetavel em condicbes normais (<5 ug/L) mas é libertada pelo miocardio apds varios

tipos de lesdo, nomeadamente isquemia e necrose [4, 105].

@ @ @ @@ Myocardial damage

H-FABP| |H-FABP o rAss)
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Figura 18 - Papel da H-FABP no corac&o. FA: Acidos gordos. Glu: Glicose. H-FABP: proteina de
ligacdo aos acidos gordos. Retirado de Otaki et al.,2017 [105]
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No EAM, a H-FABP tem um comportamento cinético muito semelhante ao da Mioglobina
[54]. Aparece no plasma duas horas ap0s a leséo e atinge um pico de concentracao em 3
- 7 horas, retornando aos seus valores normais em 20 horas, o que viabiliza a sua
aplicacdo no diagndstico precoce (Fig. 19). Apesar de ndo ser um marcador especifico do
tecido miocérdico, possui uma razao musculo - esquelético / cardiaco inferior em relacao
a Mioglobina [61], sendo que a distribuicdo H-FABP no coracao é de 0,57 mg/g, enquanto
gue a distribuicdo de mioglobina € de 2,7 mg/g. O tecido esquelético contém H-FABP
numa quantidade cerca de 0,04-0,14 mg / g e em rela¢do a Mioglobina entre 2,2-6,7 mg /
g; sendo util na diferenciacao de leséo do tecido miocardio do musculo-esquelético [106].
Estas caracteristicas fazem com que a H-FABP seja um marcador promissor de lesao

miocardica.

w— H-FABP
Myo
pa——— — CK-MB
i \ S cTnl

/ \\\ — CTNT

Figura 19 — Cinética de libertagdo da proteina cardiaca de ligagdo aos acidos gordos em relagdo aos outros
biomarcadores de enfarte agudo do miocardio (http://www.h-fabp.com/what-is-h-fabp/, acedido em 12 de
Maio de 2019)

Varios estudos documentam o valor do ensaio H-FABP para detecdo precoce de EAM.

Kabekkodu, et al. [107] observaram que, entre o0s pacientes com EAM que se
apresentaram até quatro horas ap6s o inicio dos sintomas, a sensibilidade da H-FABP foi
de 60%, significativamente maior que a da cTnl (18,8%) e da CK-MB (12,5%). No
entanto, a sua especificidade foi de apenas 23,53%, tendo sido inferior a da cTnl
(66,67%) e da CK-MB (100%). Este estudo demonstrou que a H-FABP é um biomarcador

sensivel para o diagnostico de EAM nas primeiras horas apés o inicio dos sintomas,
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guando os biomarcadores cardiacos padrao podem nédo estar elevados, mas é menos
especifico em comparacdo com Troponina | e CK-MB. Deste modo, este estudo sugere
gque a H-FABP pode ser considerada como um biomarcador cardiaco promissor, que
pode ser utilizado em conjunto com Troponina e CK-MB para o diagnéstico de EAM.

Um estudo conduzido por Thielmann et al. [108] teve como objetivo comparar o
comportamento no diagnadstico de enfarte do miocéardio perioperatorio (PMI) apds cirurgia
de revascularizacdo (GABG) dos biomarcadores H-FABP e IMA com a Troponina | (cTnl).
Amostras de sangue foram colhidas no periodo perioperatério e nas primeiras 72 horas
apos a cirurgia. O PMI foi definido utilizando-se um ponto de corte de cTnl superior a 10,5
ng/mL, ocorrendo dentro de 24 horas apdés GABG ou novas alteragdes
eletrocardiograficas. No grupo em que foram doseados os marcadores H-FABP e cTnl,
0s 14 pacientes que sofreram PMI, obtiveram ambos os marcadores significativamente
aumentados ao contrario dos restantes pacientes que nao sofreram PMI. No entanto a H-
FABP demonstrou ser um biomarcador sensivel e rapido na detecdo de PMI de forma
confiavel 1 hora apds a GABG, contrariamente a cTnl. O valor de diagnéstico do IMA
para detecdo de PMI foi muito limitado neste cenario ndo se tendo diferenciado em
nenhum momento no pdés operatério obtendo-se um baixo valor discriminativo entre os

dois grupos (PMI e ndo PMI).

Vérios estudos reportaram que a H-FABP possui maior sensibilidade do que outros
biomarcadores (Troponina e CK-MB) na detecdo precoce de isquemia miocardica. No
entanto possui menor especificidade, sendo que € necessaria a combinacdo com outros

marcadores para confirmar ou excluir EAM [109, 110].

Um total de 56 pacientes foram incluidos num estudo, cujos critérios de inclusdo foram os
de se apresentarem no servigo de urgéncia, no espaco de uma hora, apés o inicio dos
sintomas de dor no peito com um doseamento de Troponina | convencional (cTnl)
negativo no momento de admissdo. A cTnl inicialmente indetetdvel em todos os
individuos, tornou-se positiva dentro de um periodo de trés horas em 96% dos individuos
e dentro de seis horas nos restantes 4% dos pacientes com EAM. Ao comparar a
positividade de H-FABP e hs-cTnl no momento da apresentacdo, este estudo verificou
uma diferenca significativa entre os dois marcadores, uma vez que 6 pacientes foram
somente positivos para H-FABP e 1 paciente foi somente positivo para hs-Tnl. Em suma,
0s niveis de H-FABP aumentaram dentro de uma hora a partir do inicio da dor em 55,5%
dos pacientes com EAM sem elevacdo da cTnl e 21% dos pacientes com EAM sem

elevacdo hs-cTnl na admissao. Este estudo sugere que a H-FABP pode ser considerada
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como um marcador de diagndstico promissor para o EAM no momento da apresentacao
permitindo uma rapida decisdo em pacientes cuja Troponina (tanto convencional como de
alta sensibilidade) é inicialmente negativa promovendo um inicio imediato da terapia
[111]. Uma vez que as guidelines de 2015 reconhecem que um valor baixo de hs-cTn em
pacientes com dor toracica inferior a 3 horas ndo é suficiente para descartar EAM, a
adicdo do valor incremental H-FABP com a Troponina demonstra ser Util para excluséo
de EAM no momento da triagem [112].

No entanto outros autores reconhecem o poder de diagnéstico limitado da H-FABP
comparando com hs-cTn no diagndstico precoce de EAM. Kagawa et al. [113] descreve
gue para pacientes que se apresentaram 3 horas apés o inicio da dor toracica, a
sensibilidade de H-FABP foi de 89% e 100% para a Troponina | de alta sensibilidade. No
entanto, a especificidade de H-FABP foi apenas de 19%, enquanto que para a Troponina
foi de 79%.

Com base nestas observagdes, sdo necessarios mais estudos para comprovar a utilidade
clinica de H-FABP no diagnostico precoce de EAM. No ano de 2010, o doseamento da
H-FABP foi ja aprovado no Japéao para o diagndstico precoce do EAM.

6.3 Marcadores de Inflamacéao

A SCA é causada, em grande parte, pela rotura de placas ateroscleréticas vulneraveis,
com consequente trombose. Uma das principais causas da rotura e instabilidade é a
inflamagdo das placas. Pacientes com placas instaveis tém niveis mais elevados de
macroéfagos e neutréfilos do que doentes com doenca arterial coronaria estavel. Assim, a
inflamacéo desempenha um papel central na aterosclerose, estando correlacionada com

a isquemia miocéardica e o evento coronario agudo.

Relagdo Neutroéfilos/ Linfocitos e Mieloperoxidase

A presenca de leucocitose tem sido associada a alta mortalidade em pacientes com SCA.
No entanto dados recentes demonstram que algumas classes de leucécitos tém maior
valor preditivo na avaliagdo do risco cardiovascular, quando se utiliza a razdo Neutréfilos/

Linfocitos (NLR, do inglés Neutrophil/,Lymphocyte ratio). A principal vantagem dos
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indices hematoldgicos é que estes apresentam custo-efetividade, estando amplamente e

facilmente disponiveis na pratica clinica diaria [114].

Diversas evidéncias epidemiolégicas demonstram o papel preditivo da NLR em
manifestacdes ateroscleréticas [115-117] e utilidade no diagndstico e prognéstico de
doencas cardiacas relacionadas com a inflamacao particularmente para EAM. Nalbant et
al. concluiram que pacientes com NLR> 7,4 estavam mais propensos (2,18 vezes) a
sofrer de EAM em comparagao com pacientes cujo NLR era < 7,4 [118].

Um quadro de neutrofilia relativa juntamente com linfopenia, estad associado a um
aumento de risco cardiovascular [119]. A linfopenia est4 associada com a progressao da
aterosclerose, causada por processos apoptéticos desencadeados durante as lesdes
ateroscleréticas, bem como com o aumento da producdo de cortisol (stress fisiol6gico
presente em condi¢gdes isquémicas) o que resulta numa reducao da proporc¢ao relativa de

linfécitos no sangue periférico [116, 120].

Do ponto de vista fisiopatolégico, os neutrdfilos exacerbam a resposta inflamatéria
através da secrecgdo de diversos mediadores inflamatorios como quimiocinas e citocinas,
metabolitos do acido araquidonico, fatores ativadores de plaquetas [121] e producéo da
Mieloperoxidase (MPO), estando assim esta metaloproteinase também a emergir como

um biomarcador na patogénese de SCA.

Existem evidéncias de que os niveis plasmaticos de MPO se encontram elevados em
pacientes com EAM em relacdo a pacientes com ou sem DAC (doenca da artéria
coronaria), havendo uma correlacdo positiva com os niveis Neutréfilos/Linfocitos. Desta
forma o aumento de neutréfilos circulatérios promove a libertacdo de MPO e o
desenvolvimento da placa aterosclerética propicia ao desenvolvimento da patologia de
EAM [122].

A Mieloperoxidase tem sido implicada no processo aterosclerético através de uma série
de mecanismos que envolvem a oxidacdo das LDL, formacdo de ROS e reducdo da
biodisponibilidade de NO através da sua atividade catalitica, prejudicial as propriedades
vasoprotetoras do endotélio [123]. A permanéncia de um estado inflamatoério
caracteristico da patologia de SCA, induz a ativacdo de macréfagos e neutréfilos que
secretam metaloproteinases de matriz (MMPs) e MPO, degradando o colagénio e
provocando vulnerabilidade da placa propensa & erosao ou rutura [123]. Desta forma, a

MPO participa na transformacéo de placas ateroscleréticas estaveis em lesoes instaveis,
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surgindo evidéncias de concentracdes mais elevadas de MPO em lesbGes de pacientes
com EAM e Al [124].

Gazi et al [125] avaliaram o valor preditivo da contagem total de leucécitos e NLR em
doentes STEMI e o risco cardiovascular. Um total de 522 pacientes foram divididos em
tercis com base nos valores de NLR. O grupo pertencente ao terceiro tercil (> 5,77)
obteve uma incidéncia significativamente maior de mortalidade cardiovascular (13,8% vs
4,6%, P <0,001) em relacdo ao grupo com valores de NLR <5.77. Uma razdo NLR> 5,77
foi descrita como um preditor independente de mortalidade cardiovascular intra hospitalar

em pacientes STEMI.

Um estudo conduzido por Korkmaz et al. [126] demonstrou que niveis elevados de NLR
podem ser Uteis na discriminacdo de pacientes admitidos no servico de urgéncia que
apresentem dor toracica e reportou uma correlagdo positiva entre os niveis NLR e a
elevacdo de Troponina. No grupo que obteve um resultado de Troponina positiva no
periodo de seguimento, a NLR média foi 5,49. Por outro lado, o grupo que obteve um
resultado de Troponina negativa apresentava um valor médio de NLR de 2,40. Um nivel
de corte NLR> 2,80 revelou 79% de sensibilidade e 73% de especificidade em prever a

positividade da Troponina.

Num outro estudo, foi explorada a relacdo da NLR com o score GRACE de pacientes
STEMI submetidos a PCI (intervencdo coronaria percutanea). Os resultados associaram
0 score GRACE >100 pontos cujo NLR> 2,65 e um score GRACE >140 pontos cujo
NLR> 6,48 obtido na admissdo e a NLR foi significativamente relacionada com efeitos
adversos intra hospitalares (morte, reenfarte e insuficiéncia cardiaca), como um preditor

de mau prognadstico [127].

A MPO esta a emergir como uma ferramenta Util para avaliar o risco de eventos
cardiovasculares e varios trabalhos tentam comprovar a sua importancia nestas
patologias (129-131). Mocatta et al. [128] estudaram 512 pacientes admitidos com EAM,
verificando que as concentragdes inicialmente elevadas de MPO (niveis medianos: MPO
55 ng/mL vs. 39 ng/mL no grupo controlo) estavam significativamente associadas ao
aumento de risco cardiovascular, sendo a MPO um preditor independente de mortalidade
num prazo de cinco anos. A MPO revelou informacdo prognostica de mortalidade em
conjunto com o fragmento N-terminal do Peptideo Natriurético Cerebral (NT-proBNP), j&
gue pacientes com concentragcbes acima da mediana destes biomarcadores

apresentaram uma taxa de sobrevivéncia inferior.

46



Brennan et al. [129] avaliaram os niveis de MPO como preditor de risco de eventos
cardiovasculares em 604 pacientes. Em pacientes sem evidéncia de necrose miocéardica
(definido por Troponina sérica negativa), 0os niveis basais de MPO foram preditores de
eventos cardiacos adversos incluindo EAM, reenfarte, necessidade de revasculariza¢ao
ou morte, num periodo de seguimento de 30 dias e ao fim de 6 meses, aumentando o
risco conforme o maior quartil. Neste estudo verificou-se que os niveis de MPO se
correlacionavam positivamente com os niveis de Troponina T e eram preditivos de EAM.
Enquanto que o aumento dos niveis de Troponina T ocorre 3-6 horas apds a dor toracica,
os niveis de MPO ja se encontram elevados 2 horas ap6s o inicio dos sintomas. Desta
forma, o doseamento de MPO ¢ particularmente Util quando os pacientes apresentam dor
toracica e quando a Troponina T ainda é negativa, sendo a MPO um marcador preditor
de eventos cardiacos adversos em pacientes com sintomas, mas sem evidéncia de

necrose miocéardica sendo util na estratificacao de risco.

O valor prognéstico do risco cardiovascular da MPO também foi documentado por Baldus
et al [130] num estudo que consistiu na monotorizagdo de 1090 doentes com SCA
durante um periodo de 6 meses. Pacientes com niveis superiores a 350 ug/L e com
niveis de Troponina T inferiores a 0,01 pg/L tinham um risco cardiaco significativamente

superior de morte ou sofrer de EAM.

Para diagnosticar EAM em pacientes com SCA admitidos no servico de urgéncia nas
primeiras 6 horas apds o inicio dos sintomas, a MPO demonstrou ser o marcador mais
eficiente (82,5%), descriminando corretamente 94,5% dos pacientes com EAM apesar do
baixo grau de especificidade de 56% [131]. A baixa especificidade é explicada pelo facto
da elevacdo da MPO néo ser exclusiva de EAM suportando o conceito de que a elevagéo
dos niveis de MPO ocorre ap0s a ativagdo de leucdécitos; etapa precedente a necrose
miocardica. No entanto, a utilizacdo de um score preditivo da combinagdo dos niveis
basais de trés marcadores (MPO, CK-MB e cTnl) discriminou corretamente 91% dos
pacientes com EAM com uma especificidade de 76%, sugerindo que a combinagéo

destes trés biomarcadores €é o ideal para um correto diagndstico precoce de EAM.

Num estudo que teve como objetivo analisar o valor prognéstico da MPO plasmética e os
niveis de acido sidlico em pacientes com  suspeita de  SCA,
0s niveis plasméticos de MPO foram significativamente elevados em pacientes com
STEMI e NSTEMI em relacdo aos pacientes diagnosticados com Angina estavel ou
instavel. Niveis mais elevados de MPO e &acido sialico na admisséo foram associados ao

desenvolvimento de complicacbes durante o internamento hospitalar (reenfarte,
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insuficiéncia cardiaca congestiva e arritmia). Por outro lado, aquando da categorizagédo
dos pacientes em grupos tercil com base nos niveis plasmaticos de MPO, verificou-se
uma diminuicdo da fracdo de eje¢cdo média no grupo pertencente ao maior tercil (>84.9
U/L) [132]. Um outro estudo associou o aumento das concentracdes plasmaticas de MPO
(2 1164 ng / mL) doseadas ao 3° e 4° dia em pacientes STEMI tratados com PCI como
preditores de eventos cardiovasculares adversos (reenfarte, necessidade de

revascularizagdo e morte) durante os 14 meses de seguimento [133].

Apesar do aumento dos niveis de MPO nao serem especificos para doencas cardiacas,
uma vez que a ativacao de neutréfilos e macréfagos pode ocorrer noutros processos,
como doencas infeciosas, inflamatérias ou processos infiltrativos [134], a MPO tem
demonstrado ser um fator de risco cardiovascular independente em pacientes com dor
toracica, mas com um cTn sérico negativo na apresentagcdo (sem evidéncia de necrose
miocardica). Desta forma, a MPO estd a emergir ndo s6 como um potencial biomarcador
de SCA mas também como contribuinte direto para o processo inflamatério, associada a
severidade de obstrucdo microvascular e é considerada como um marcador de
instabilidade de placa com um valor prognéstico adverso em pacientes com EAM [135,
136]. No entanto, sédo necessarios mais estudos para determinar o papel da MPO como

preditor de risco na SCA e particularmente no diagnostico de EAM.

6.4 Marcadores de Disfuncéo Cardiaca

A isquemia do miocardio resulta em disfuncao local e aumento da tensdo da parede
ventricular. Para além disso, na sequéncia do EAM, a necrose extensa pode causar uma
reducdo da performance cardiaca e sinais e sintomas de disfuncdo ventricular. Mais
tarde, a remodelacédo ventricular pode conduzir a progressiva dilatacdo e disfuncéo do
ventriculo esquerdo. Desta forma, os Péptidos Natriuréticos ao serem sintetizados nas
paredes dos ventriculos e libertados para a corrente sanguinea estédo relacionados com a

fisiopatologia e o outcome clinico.
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Peptideo Natriurético Cerebral

As hormonas Natriuréticas sdo uma familia de peptideos vasoativos que atuam como
vasodilatadores arteriais e venosos e promovem a natriurese e a diurese. O Peptideo
Natriurético cerebral ou Peptideo Natriurético tipo B (BNP) é uma hormona originalmente
isolada do tecido cerebral do porco. E sintetizado predominantemente nos ventriculos e
libertado na corrente sanguinea em resposta a hipoxia, isquemia, sobrecarga de pressao
na parede miocéardica e na dilatacdo ventricular com auséncia de necrose [4]. O BNP
circulante deriva de uma pro-hormona, proBNP, que é clivada dentro do midcito, dando
origem a um fragmento C- terminal, ao BNP ativo e a um fragmento N-terminal da pro-
hormona NT-proBNP. (Fig.20) [137].
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Figura 20 - llustracéo esquematica do Peptideo Natriurético tipo B e sintese de NT-proBNP. Retirado de Kunj
et al.,2017 [138]

Ha uma forte evidéncia de que os niveis de BNP/NT-proBNP se correlacionam com a
disfuncéo ventricular e evolugédo da doenca, sendo considerado um marcador preditor de
mortalidade [4, 139]. Aumentos das concentracdes plasmaticas de peptideos natriuréticos
sdo indicativos de stress hemodinamico, podendo ser utilizados para prognostico e

estratificacdo de risco em doentes com SCA. Os seus niveis podem estar elevados na
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presenca de arritmias, embolia pulmonar, insuficiéncia renal, doengas hepéticas e
hipertens&o pulmonar, bem como em situa¢des onde h& uma ativa¢éo do sistema renina-

angiotensina [4].

Varios estudos documentam a importancia do BNP e do NT-proBNP no progndstico em
pacientes com enfarte do miocardio. Um estudo verificou que niveis de cerca de 100
pg/mL foram preditivos de EAM em pacientes com SCA sem elevacdo de ST [140]. Em
631 admitidos nos servicos de urgéncia, 72 dos pacientes vieram a ser diagnosticados
como NSTEMI. Este grupo apresentou uma mediana do nivel de BNP significativamente
maior do que os pacientes que foram diagnosticados com angina instavel ou com outras
patologias (ndo SCA) na admissao. A sensibilidade BNP para EAM (valor de corte de 100
pg/mL) na admissao foi significativamente maior do que a CK-MB e Troponina | (70,8 vs
45,8 vs 50,7%, respetivamente) obtendo-se uma especificidade de 68,9%. O uso
simultaneo desses marcadores melhorou significativamente a sensibilidade para 87,3% e

o valor preditivo negativo para 97,3%.

Num estudo realizado por Morrow et al, [141], pacientes com BNP elevado (> 80 pg/mL)
apresentaram maior risco de morte no seguimento de sete dias e seis meses,
independente do valor de Troponina |. Para além disso, a maioria dos estudos reporta
que pacientes que sofreram EAM sem disfuncdo ventricular ou elevacdo do segmento
ST, apresentam uma associacao positiva entre niveis elevados desses peptideos e a

mortalidade ou reenfarte no primeiro ano apos o episédio agudo [142].

Num estudo conduzido por Kunj et al. [138] que teve como objetivo avaliar a relacdo entre
os niveis de Peptideo Natriurético NT-proBNP na admissdo com EAM com elevacao do
segmento ST (STEMI) e as suas complicagBes a curto prazo durante um periodo de 7
dias, o nivel mediano de NT-proBNP foi de 1483,50 pg /mL. Dos 40 pacientes estudados,
os 13 pacientes (32,5%) que sofreram de eventos adversos a curto prazo, pertenciam ao
grupo com niveis de NT-proBNP acima da mediana. Este estudo apoia o interesse do
NT-proBNP como um marcador preditor de agravamento da insuficiéncia cardiaca,
ocorréncia de arritmias e morte dentro de um periodo de 7 dias em pacientes STEMI. Por
outro lado, o NT-proBNP abaixo da mediana emergiu como um forte preditor para a

auséncia de eventos adversos.

Em resumo, de acordo com os trabalhos publicados recentemente, a maior utilidade do
BNP sera no campo do progndstico e ndo do diagnostico. Em todos os cenarios em que o

BNP foi estudado, parece ser um dos principais preditores independentes de eventos
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cardiovasculares e esta relacionado com a previsdo da evolucdo da doenca em
sindromes isquémicos agudos [143]. A secrecdo dos fragmentos estd aumentada pela
distensdo da parede ventricular e sobrecarga de volume, como acontece na insuficiéncia
cardiaca. Assim, nesta condicdo crénica o0 BNP e o NT-proBNP sdo marcadores com
forte implicagé@o prognéstica, j& bem estabelecida.

6.5 Marcadores de Stress

A Vasopressina, também conhecida Arginina Vasopressina (AVP) e por hormona
antidiurética, participa na regulacdo hemodinamica e osmética do organismo através da
regulacéo do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal, refletindo a resposta ao stress. A AVP é
sintetizada pelos neurénios magnocelulares do hipotadlamo e segregada para a circulagéo
sanguinea pela hipéfise posterior. A libertagdo da AVP é regulada pela
hiperosmolalidade, hipovolemia, hipotenséo e angiotensina Il. Altera¢gdes na homeostasia
do sistema AVP estdo correlacionadas com a fisiopatologia de véarias doencgas cronicas

como diabetes, insuficiéncia hepética crénica e insuficiéncia cardiaca crénica.

A lesdo miocérdica caracteriza -se por uma série de alteragdes neuro enddcrinas através
da ativacdo do eixo hipotalamo-hipdéfise-adrenal, em resposta ao stress endégeno
desencadeado por alteracdes hemodindmicas e osmoticas e com consequente rapida

libertacéo de catecolaminas e AVP na circulagdo sanguinea.

Copeptina

Tendo em conta o contributo da AVP na fisiopatologia seria importante o doseamento dos
seus niveis plasmaticos para o diagndstico e para a monitorizacdo de doentes com
patologia cardiovascular. No entanto, a AVP é instavel e rapidamente eliminada da

circulagcéo o que dificulta o seu doseamento.

A AVP tem origem num peptideo precursor designado por Preprovasopressina, que é
constituida por um peptideo de sinalizacdo, AVP, neurofisina Il e Copeptina. A
Preprovasopressina € sintetizada nos nucleos magnocelulares do hipotalamo e sofre a
intervengcdo de uma cascata de reacdes enzimdticas (Fig.21). Apdés a clivagem do

peptideo de sinalizacdo, forma-se a Provasopressina, que € posteriormente clivada
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durante o transporte axonal dos nucleos hipotalamicos para a neurohipofise. Numa

clivagem inicial liberta-se a AVP e uma segunda separa a Neurofisina Il da Copeptina
[144].

A Copeptina € assim um peptideo correspondente a regido C-terminal da
Preprovasopressina que € secretado em quantidades equimolares a Vasopressina. Em
contraste com a AVP que é uma hormona instavel e de rapida eliminagéo, a Copeptina é
estavel e pode ser mais facilmente quantificada [145].
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/ 1\\ SP AVP NPII Copeptin
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Figura 21 - Sintese e mecanismo de libertacdo da Copeptina durante o enfarte agudo do miocardio. SP:
Peptideo sinal, AVP: Arginina Vasopressina, NP II: Neurofisina Il, EAM: Enfarte Agudo do Miocardio. Retirado
de Vargas et al., 2016 [144]
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A Copeptina poderd ser considerada como um importante biomarcador para o
prognostico. Como a AVP é libertada em resposta as alteracdes da osmolaridade do
plasma e com o intuito de aumentar a pés-carga, os valores de Copeptina em proporgao
estequiométrica & Vasopressina estdo aumentados em pacientes com insuficiéncia
cardiaca cronica e relacionados com a gravidade da doenga. Num estudo foi determinada
a precisao prognostica da Copeptina ap6s EAM em 980 pacientes, e foi observado que
os niveis de Copeptina em pacientes que morreram ou que foram readmitidos com
insuficiéncia cardiaca se encontravam significativamente elevados em comparacdo com
os dos sobreviventes. Pacientes com nivel de NT-proBNP acima de 900 pmol/L e nivel de
Copeptina acima de 7 pmol/L foram associados a um pior prognéstico, concluindo que a

Copeptina foi um preditor independente de morte ou insuficiéncia cardiaca [146].

Keller et al [147] verificaram que o valor diagndstico da Copeptina como marcador isolado
€ comparavel ao da Mioglobina, sendo superior ao da Troponina (pelos métodos
convencionais) durante as primeiras 3 horas apds o inicio da dor toracica. Por outro lado,
a determinacédo de Copeptina adicionada a informagé&o diagnostica da Troponina T (cTnT)
na avaliacdo inicial dos pacientes melhorou a sensibilidade diagnostica para EAM,
fornecendo um valor preditivo negativo de 92,4% comparativamente com a determinacéo

isolada da cTnT.

No estudo da utilidade da Copeptina como marcador para o diagnéstico rapido de EAM,
Reichlin et al [148] verificaram que o0s niveis eram significativamente maiores em
pacientes com EAM do que em pacientes com outros diagnésticos, sugerindo que as
amostras seriadas poderiam ser limitadas apenas aos pacientes positivos para Troponina
T (> 0,01 ug/L) ou Copeptina (= 14 pmol/L), enquanto que para aqueles pacientes cujos
dois marcadores eram negativos, a monotoriza¢do ndo seria necessaria. O baixo nivel de
Copeptina (<14 pmol/L) combinado com baixo nivel de Troponina (T < 0,01ug/L) exclui o
diagnoéstico de EAM, tendo uma sensibilidade de 98,8% e valor preditivo negativo de
99,7%. Esta estratégia de duplo marcador com cTn convencional e Copeptina permite a
exclusdo precoce do NSTEMI incluindo uma reducéo do tempo médio de diagndstico em

relacdo aos ensaios convencionais de cTn.

Uma metandlise conduzida por Shin et al. [149] incluiu um total de 7.998 participantes em
14 estudos observacionais. Esta metandlise incluiu apenas estudos com resultados de
pacientes com sintomas sugestivos de EAM sem evidéncia de elevagéo do segmento ST.

A analise de subgrupos foi realizada, comparando a adicdo de Copeptina aos testes de
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Troponina | (cTnl) e Troponina T de alta sensibilidade (hs-cTnT). Verificou-se que a
adicdo da Copeptina a cTnl e hs-cTnT melhorou significativamente a sensibilidade e
diminuiu a especificidade em comparacdo com cTnl ou hs-cTnT isoladamente no
diagnostico de NSTEMI. Mais especificamente, a adicdo de Copeptina aumentou a
sensibilidade para cTnl (0.71 vs. 0.89) e hs-cTnT (0.86 vs. 0.93) e reduziu a
especificidade para cTnl (0.96 vs. 0.67) e hs-cTnT (0,76 vs 0,50). A adicdo de Copeptina
aumentou o VPN para cTnl (0,96 vs. 0,97). No entanto, a adicdo de Copeptina a hs-cTnT

diminui o VPN (0,97 vs. 0,94) conforme demonstrado na Tabela 2.

Tabela 2 - Andlise de subgrupo na avaliagdo da precisédo de diagndstico na adigdo de Copeptina a
Troponina. Retirado de Shin et al. [149].

Type of cTn ¢Tnl hs-cTnT
No. of studies 6 8
No, of patients* 5398 2600
Diagnastic tests (95% (Tnl Tnlwith copeptin|  Difference | p-value| hs-cTnT  |hs-cTnT with copeptin| ~ Difference | p-value
o)
Sensitivity 071(060, | 089(0.86,093) | 0.18(0.14,022) | <.001 | 086 (0.7, 093(091,096) | 007(0.04,0.10) | <.001
082) 093)
Specificity 096092, | 067(061,072) | -029(-031, | <.001| 076(060, 050 (0.40,0.59) 026(-033, | <001
1.00) -0.27) 091) -0.19)
PPV 0.73(0.58, 0.29(0.17,0.40) -044(-050, | <.001 | 044(033, 0.48 (0.30,0.65) 0.04(-0.03,0.11) | 0.136
0.89) -0.38) 0.56)
NPV 096 (0.94, 0.97 (0.96,0.99) 0.01(0,0.02) 0011 | 097(0.95, 0.94 (0.89,0.98) -0.03 (-0.05, 0.001
0.98) 0.99) -0.01)
AUC 0.93(0.92, 0.80(0.78,0.82) NA <001 | 0.90(0.88, 0.83 (0.80,0.86) NA <.001
0.95) 0.92)

Embora ndo seja especifica de lesdo miocéardica, a Copeptina € um biomarcador com
elevada sensibilidade nas primeiras horas apés o inicio dos sintomas.

As guidelines descrevem que a combinacdo da Copetina (<10 pmol/L) com niveis
normais de Troponina convencional (cTn) na apresentacdo demonstra ter um alto valor
preditivo negativo para a exclus@o precoce de pacientes com enfarte agudo do miocardio
(NSTEMI), ndo sendo necesséarios mais doseamentos seriados. As mesmas guidelines
recomendam o uso de Copeptina para a exclusédo precoce do NSTEMI somente se 0s

testes de hs-cTn n&o estiverem disponiveis [50].
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6.6 Marcadores de expressao génica

Os microRNAs intervém em diversos processos celulares nomeadamente na
embriogénese, diferenciacdo celular, proliferacdo celular, apoptose e hematopoiese.
Desde a sua descoberta, os microRNAs tém gerado um grande interesse como
biomarcadores em diversas condi¢des patoldgicas, como cancro, epilepsia, diabetes e
doencas cardiovasculares.

No coracao, estas moléculas sdo responsaveis ndo sé pela regulacdo da diferenciacao,
proliferacdo ou apoptose das células cardiacas, mas também pela adaptacdo a
condi¢bes como isquémia, hipertrofia e fibrogénese. A acdo dos microRNAs pode ocorrer
qguer no sentido da promoc¢ao desses processos quer no sentido da inibicdo dos mesmos

0 que podera também sugerir 0 seu interesse terapéutico.

MicroRNAs

Os microRNAs (miRNAs) sédo pequenas moléculas de 4cido ribonucleico (RNA) de cadeia
simples, nao codificantes, com aproximadamente 22 nucleotideos que atuam na
regulagcdo dos mRNA ao nivel pés-transcricional. Os mecanismos podem ocorrer quer
pela clivagem de um mRNA alvo ou pela repressdo da sua tradugdo. Estas moléculas
estao envolvidas em processos celulares como proliferagéo, apoptose e diferenciacdo em
vérios tecidos e na etiopatogenia de varias doencas como cancro e diabetes [150]. Os
MiRNAs sdo também expressos no sistema cardiovascular, contudo o seu papel na DCV

ainda nao esta bem definido.

O EAM envolve a morte celular e uma série de processos implicados na adaptacdo da
célula a condicdes fisiopatolégicas como a isquemia e que visam a reparacdo e
sobrevivéncia do cardiomidcito. Durante o EAM, diversos miRNAs séo libertados para a
corrente sanguinea (Fig. 22), e podem ser analisados por técnicas laboratoriais de PCR
quantitativo em tempo real (QRT-PCR), que possibilitam a detecdo de baixos niveis de
miRNAs. Assim, alteracbes nos niveis circulantes destes reguladores de expressao
génica podem ser extremamente sensiveis para EAM. A maioria dos miRNAs
extracelulares circulam ligados a proteinas (lipoproteinas HDL entre outras), enquanto
gue os restantes sdo incluidos em microvesiculas extracelulares e exossomas. Estas
associacdes permitem o transporte dos miRNAS e impedem a sua degradacdo por

RNAses prolongando o seu tempo de permanéncia na circulacdo sanguinea [151] .
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Figura 22 — miRNAs libertados para a circulagdo sanguinea no enfarte agudo do miocéardio. (A). Em resposta
a isquemia os cardiomidcitos libertam os miRNAs por diversos mecanismos e em associacdo a complexos
proteicos, microvesiculas, exossomas e HDL. (B). Listagem e expressao dos miRNAs libertados. Retirado de
Khalil et al.,2017 [151]

No entanto, alteracdes nos niveis circulantes de miRNAs foram também descritas nas
doencas cardiovasculares em geral e noutras patologias cardiacas nomeadamente na
hipertrofia cardiaca em resposta patolégica a hipertensdo, isquemia cardiaca e
valvulopatias ndo sendo por isso especificas para EAM [152].

O miR-133a desempenha um importante papel na miogénese, desenvolvimento e
diferenciagéo e na hipertrofia dos cardiomiécitos mas nédo é exclusivo do tecido cardiaco.
E um dos miRNAs mais estudados para o diagnostico e monitorizacdo dos pacientes pois
existe em baixos niveis na circulacdo dos individuos saudaveis e é libertado em altos
niveis para a circulacdo a partir do miocardio necrético. A grande vantagem do uso do
miR-133 esta na sua detecdo precoce ja que surge mais rapidamente do que a troponina
I [153].

Han et al. [154] compararam niveis do miRNA-208 entre os grupos de doentes com EAM,
Angina Instavel e individuos saudaveis e verificaram que 0S seus niveis eram
significativamente superiores em doentes com EAM em relacdo aos outros dois grupos,
tendo ainda constatado uma correlagé@o positiva com os niveis séricos de cTnl e CK-MB.
Para além disso, os niveis do miRNA-208 diminuiram consideravelmente 24 horas apos a

intervencdo coronéria percutdnea (PCl) em pacientes diagnosticados com EAM,
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comprovando que a reducdo de expressao do miRNA-208 pode ser Util para avaliar uma
reperfusdo miocardica eficaz e, portanto, um marcador Util na avaliacdo de intervencdes
clinicas precoces. Este estudo conclui que o miRNA-208 pode ser um biomarcador
utilizado no diagndéstico e monitorizacao clinica para EAM.

O artigo de Yao et al.[155] descreve o miRNA-122-5p circulante como um potencial novo
biomarcador para o diagndstico de enfarte agudo do miocéardio. Nesse estudo, os autores
descobriram que a expressdo aumenta ao longo do tempo em 4, 8, 12 e 24 horas em
pacientes com EAM, comparativamente com o grupo controlo (ndo EAM). Os resultados
deste estudo mostraram que 0s niveis circulantes de miR-122-5p aumentaram 4,63 vezes
(4 horas), 16,91 vezes (8 horas), 7,08 vezes (12 horas) e 3,13 vezes (24 horas) em
relagéo ao grupo controlo (Fig.23) e apresentaram uma correlacao positiva com o0s niveis
circulantes de cTnl.
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Figura 23 - Expressdo do miR-122-5p circulante e concentra¢cdes de Troponina em pacientes com enfarte
agudo do miocardio. A) A expressao relativa de miR-122-5p circulante em pacientes com EAM doseada em
4, 8, 12 e 24 horas, em comparagao com o grupo controlo ndo EAM. B) Concentracao de cTnl em pacientes
com EAM doseada no mesmo periodo em comparagdo com o grupo controlo ndo EAM. Retirado de Yao et
al.,2015 [155]

Em resumo, varios estudos indicam que os miRNA poderdo ser marcadores sensiveis
para EAM e novas areas de investigagcdo estdo em desenvolvimento para o estudo da
sua utilizacdo, quer como marcadores de dano isquémico cardiaco quer como potenciais
reguladores da funcéo e da remodelacéo celular p6s EAM [156]. Os miRNA constituem
uma nova classe de biomarcadores com potencial interesse no diagnéstico e prognéstico
de doencas cardiovasculares, no entanto sdo necessarios mais estudos a fim de

determinar a sua aplicagéo clinica para a patologia de enfarte agudo do miocérdio.

57



7. Conclusao

Os biomarcadores cardiacos sao ferramentas importantes na avaliacdo de individuos
com dor toracica, sendo que nas Uultimas décadas um numero crescente de
biomarcadores tem sido usado no auxilio do diagnéstico do EAM, estratificacdo de risco e
prognéstico. Alguns desses biomarcadores sdo amplamente usados na pratica clinica,
outros ainda ndo apresentaram evidéncias cientificas que sustentem o seu uso clinico.
Atualmente, para diagndstico de EAM sugere-se a utilizacdo das isoformoas de
Troponina (T e I) e de CK-MB como marcadores de lesdo miocéardica, sendo que 0s
Consensos Americano e Europeu de Cardiologia referem a Troponina (T ou |) como
biomarcador preferencial de lesdo miocéardica, devido & sua elevada sensibilidade e
especificidade cardiaca. Se os ensaios de troponina nao estiverem disponiveis, a melhor
alternativa € o doseamento de CK-MB massa. No entanto a maior limitagdo no
doseamento da Troponina pelos testes convencionais é a sua detecdo tardia (4 a 6
horas) apés o inicio dos sintomas, sendo Util o0 doseamento de CK-MB e da Mioglobina
como marcadores sensiveis e mais precoces. A utilizacdo das Troponinas de alta
sensibilidade (hs-cTn) trouxe uma vantagem adicional no diagnéstico precoce de EAM
surgindo também como um marcador Util no campo de progndstico e estratificacdo de
risco. Esta capacidade precoce permite uma rapida decisao clinica para uma terapéutica

adequada, de modo a que haja um progndstico mais favoravel.

Novos biomarcadores estdo a surgir refletindo diferentes aspetos fisiopatolégicos na
tentativa de melhorar a eficiéncia no diagnéstico e prognostico de SCA. Estes
marcadores podem estar associados a processos de isquemia, inflamacao, instabilidade
da placa de ateroma com risco de oclusdo coronaria, disfuncdo cardiaca e necrose. A
utilizacdo destes novos biomarcadores podera fornecer informacdes adicionais, sendo
capazes de identificar episédios de isquemia que néo acarretam necrose do cardiomidcito
sem elevacdo significativa da troponina, A investigacdo continua na busca do
biomarcador ideal ou da combinacdo de biomarcadores, com elevada sensibilidade e
especificidade para o diagnéstico de EAM. Embora haja evidéncias de que a combinagao
de biomarcadores pode aumentar a precisdo de diagnéstico precoce, o beneficio na
utilizacdo destes biomarcadores necessita de ser comprovado e 0s critérios precisam de
ser bem definidos. Espera-se que a intensa investigagdo nesta area contribua para a
expansao do conhecimento sobre estes novos biomarcadores e para uma correta

avaliagdo de doentes com SCA e estratificacdo de risco.
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Resumo

O presente trabalho constitui o relatério de estagio realizado no Centro de Medicina
Laboratorial Germano de Sousa, Hospital CUF, Porto, elemento de avaliacdo final do 2°
Ciclo de estudos conducentes ao Mestrado em Andlises Clinicas (MAC) ministrado pela

Faculdade de Farmécia da Universidade do Porto (FFUP).

Este relatério caracteriza-se por descrever, sucintamente, todo o trabalho
laboratorial desenvolvido ao longo do estagio no Centro de medicina Laboratorial Germano
de Sousa, sob orientacdo do Dr. Fleming Torrinha, Diretor Clinico, nas varias valéncias
frequentadas (Imunoquimica clinica, Hematologia, Serologia e Microbiologia), destacando
0s equipamentos utilizados, parametros analiticos efetuados, o fundamento dos métodos,

técnicas manuais e controlo de qualidade.

Palavras-chave: Imunoquimica, Hematologia, Microbiologia, Controlo de qualidade



Abstract

The present work constitutes the internship report carried out at the Germano de Sousa
Laboratory Medical Center, Hospital CUF, Porto, element of final evaluation of the 2nd
Cycle of studies leading to the Master in Clinical Analyzes (MAC) given by the College of
Pharmacy of the University of Porto (FFUP).

This report is characterized by briefly describing all the laboratory work developed during
the internship at the Germano de Sousa Laboratory Medical Center, under the guidance of
Dr. Fleming Torrinha, Clinical Director, in the various valences attended (Clinical
Immunochemistry, Hematology, Serology and Microbiology), highlighting the equipment
used, analytical parameters performed, the basis of the methods, manual techniques and
quality control.

Key words: Immunochemistry, Hematology, Microbiology, Quality control
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1. Introducao

O presente relatorio de estagio pretende descrever as atividades que acompanhei e realizei
durante o estagio curricular no ambito do curso de Mestrado de Anadlises Clinicas, da

Faculdade de Farméacia da Universidade do Porto.

O estagio decorreu por um periodo de 450 horas no Centro de Medicina Laboratorial
Germano de Sousa no Hospital CUF - Porto, sob a orientacéo do Diretor Clinico Dr. Fleming
Torrinha, Médico Patologista, nas valéncias de Imunoquimica clinica, Hematologia e
Serologia. O estagio na valéncia de Microbiologia decorreu sob a orientagéo da Dra. Elsa

Calado, Médica Patologista Microbiologista, no mesmo local.

Neste relatorio pretendo descrever sucintamente todo o trabalho laboratorial desenvolvido
ao longo do estagio, destacando os equipamentos utilizados, parametros analiticos
efetuados, o fundamento dos métodos, técnicas manuais e o controlo de qualidade.

O Laborat6rio tem implementado um sistema informético de gestéo laboratorial - programa
“Apollo”, em rede com o sistema de gestdo de doentes do Hospital CUF (Glint). Em todos
os postos de colheita foi implementado o WebApollo, o que permite um acesso mais rapido
aos resultados do utente, e atender as necessidades de resposta rapida solicitadas pelos
utentes. O sistema informéatico esta concebido e implementado para evitar erros, e respeitar
a confidencialidade dos dados que contém. Os servicos encontram-se todos
informatizados, ao longo de todas as etapas, desde a abertura de fichas dos utentes até a
emissdo de resultados, o que facilita o trabalho nas areas pré-analitica, analitica e pos-

analitica no laboratério de Analises Clinicas.

A qualidade e o rigor sdo valores que orientam a politica de qualidade do Centro de
Medicina Laboratorial Germano de Sousa, pelo que o sistema de gestdo de qualidade do
laboratério foi definido, implementado, e € mantido e melhorado de acordo com as
clausulas da Norma NP EN ISO 9001:2008, Manual das Boas Praticas Laboratoriais
(Despacho n°8835/ 2001 27 de Abril), e restantes requisitos legais e regulamentares

aplicaveis.



2. Caracterizacao do servico de Patologia
Clinica do Centro de Medicina Laboratorial
Germano de Sousa (CML GS) - Hospital CUF Porto

O Grupo Germano de Sousa é uma organizacao privada que exerce a sua atividade no
ambito das Andlises Clinicas, nomeadamente no laboratério CML GS Porto.

Recursos Humanos CML GS CUF Porto

Diretor Clinico: Dr. José Luis Pinto de Oliveira Fleming Torrinha
Diretor Clinico substituto: Dra. Elsa Maria de Senna Fernandes Calado

Responsavel da qualidade: Dra. Eduarda Figueiredo

Equipa técnica

e 3 Patologistas Clinicos
e 3 Farmacéuticos Especialistas em Andlises Clinicas
e 15 Técnicos de Andlises Clinicas

e 1 Administrativo

O Centro de Medicina Laboratorial Germano de Sousa localizado no Hospital CUF Porto,
€ uma unidade multifuncional que presta atividade assistencial aos doentes do servico de
internamento, consultas externas, servico de urgéncia e ambulatério.
O laboratério de Patologia Clinica é constituido por uma central de colheitas (Piso 0) e por
uma area laboratorial (Piso 1) compativel com as valéncias que executa. Esta Ultima dispde
de areas préprias claramente identificadas:

¢ Rececdo

e Area administrativa

e Area de triagem de amostras

e Laboratdério Central (valéncia de Imunoquimica clinica, Hematologia e Serologia)

e Laborat6rio de Microbiologia

e Laboratoério de Citometria de fluxo



¢ Sala de lavagem de material
e Armazém de reagentes

e Area de eliminacéo de residuos

Com o objetivo de minimizar ao maximo o erro humano, e permitindo a evidéncia de todas
as operacdes realizadas, o laboratério possui diversos equipamentos automatizados
garantindo o rigor e a qualidade dos processos pré-analitico, analitico e po6s-analitico

(Tabela l).

Tabela I: Equipamentos disponiveis no Laboratério Centro de Medicina Laboratorial -
Hospital CUF Porto

Area Laboratorial Equipamento Fornecedor
Dimension EXL Siemens

VIDAS bioMérieux
Imunoquimica Clinica Advia Centaur XP Siemens
LIAISON XL DiaSorin
AUTION MAX-4280 Ménarini

Emilio Azevedo
Sysmex XE-2100

Campos
Hematologia Ves-Matic 30/30 Plus Ménarini
ADAMS A1C HA-8160 Ménarini
Sysmex CA-500 Siemens
. . ) Vitek 2 Compact bioMérieux
Microbiologia
Bactec 9050 Blood Culture System

Horario de Funcionamento Centro de Medicina Laboratorial Germano de Sousa
(CML GS) - Hospital CUF Porto

e Central de Colheitas: Dias uteis: 7:30H - 16:00H
Sabados: 7:30H - 11:30H

e Area Laboratorial: 24 horas/ dia, 7 dias por semana



2.1 Garantia de Qualidade

O centro de Medicina Laboratorial Germano de Sousa tem como missdo, o dever e a
responsabilidade médica, técnica, cientifica e humana, de dar aos que nele confiam um
saber e uma resposta de qualidade, visando a obtencdo de valores exatos e fidveis dos

resultados analiticos.

No ambito da execucdo dos exames laboratoriais, o laboratério estabeleceu processos e
metodologias de forma a garantir as condi¢cdes de qualidade nos servicos prestados, e nos
resultados obtidos, de modo a que tenham utilidade clinica. O desempenho desses
processos é verificado e avaliado através de auditorias, do acompanhamento de objetivos,
sendo planeadas ac¢bes que garantam o seu cumprimento, e conduzam a melhorias de

desempenho.

A garantia de qualidade aplica-se a todas as atividades e processos com influéncia direta
e indireta nos resultados, e na qualidade do servico a fornecer no ambito da realizacdo de
Analises Clinicas, e compreende trés fases distintas:
- A fase pré-analitica, que envolve todos os procedimentos que antecedem a execugao
da analise;
-A fase analitica que compreende todo o processamento técnico dado & amostra para
obtencao de resultados analiticos;

- A fase pés-analitica que esta relacionada com a validacéo dos resultados executados.

A atividade laboratorial esta integrada num programa de garantia do controlo de qualidade
laboratorial interno e externo, e respeita o cumprimento escrupuloso do Manual de Boas

Préticas Laboratoriais em Patologia Clinica.

2.1.1 Fase pré-analitica

A fase pré-analitica inicia-se através do contacto direto com o utente, que apresenta a

requisicao de exames laboratoriais feita pelo médico prescritor.

Caso se verifique na requisicdo apresentada exames laboratoriais que necessitem de
preparacao prévia para a sua realizagao, séo fornecidas ao utente as instrugdes referentes

aos procedimentos pré-analiticos, de acordo com os procedimentos constantes no “Manual

4



de Colheitas”, podendo ser entregue por escrito as instrucées de preparacao para a(s)
colheita(s) a realizar.

Os pedidos de andlises sao inseridos na plataforma informatica. O sistema emite cédigos
de barras que vao identificar todos os produtos biolégicos necessarios para a execugao
da(s) a(s) analise(s) solicitada(s).

Uma vez na sala de colheitas, o flebotomista confirma junto do utente a sua identificacédo,
e quando necessario, confirma ainda se o utente cumpriu as instru¢cdes das condi¢cbes
especiais a serem observadas para algumas andlises, como o jejum, dieta, assepsia,
medicacao.

Em seguida procede a etiquetagem de todos os tubos que vai utilizar para efetuar a
colheita, de modo a garantir que todas as amostras colhidas estdo devidamente
identificadas com codigos de barras, onde conste o nome do paciente e a informagéo do
servigo a que se destina. O flebotomista procede & colheita utilizando material esterilizado
e nao reutilizavel (1).

Face as especificidades analiticas de cada procedimento na colheita de amostras de
sangue, € extremamente importante a utilizacdo de um anticoagulante especifico em

func@o do(s) parametro(s) a determinar (Anexo 1) (2).

A colheita de amostras para exame microbioldgico (urina, fezes, exsudados, expetoracao,
esperma, cabelos, unhas, etc.), sdo realizadas de acordo com procedimentos préprios,
visando manter a viabilidade dos microrganismos mais sensiveis, evitando a contaminacéo

da amostra com flora sapréfita, ou com microrganismos do meio ambiente.

Em caso de duavida, o flebotomista deve consultar o Manual de colheitas para obter um
melhor esclarecimento das etapas fundamentais na execug¢éo de exames laboratoriais,
nomeadamente o tipo de amostra, a sua conservagao, as condi¢des pré-analiticas que se
devem respeitar, 0 método pelo qual é executado e o tempo de resposta para cada

parametro.

s

O acondicionamento das amostras biolégicas é fundamental para evitar possiveis
alteracBes dos resultados analiticos. E da responsabilidade dos técnicos garantir que as
amostras se encontram devidamente acondicionadas, e nas condicfes térmicas ideais
(refrigeradas / temperatura ambiente) para o transporte, de acordo com o que esta definido

para as diferentes analises no Manual de colheitas.

Todas as amostras biologicas sdo registadas informaticamente quando ddo entrada no

laboratorio, devendo o técnico responsével proceder a sua verificagdo através da leitura



dos respetivos cédigos de barra. O técnico responsavel pela triagem deve confirmar
sempre se 0 nome e 0 numero da amostra S80 0S Mesmos que aparecem no sistema

informatico.

Apo6s a centrifugacdo, as amostras sdo analisadas visualmente para verificar se

apresentam as condi¢Bes exigidas a continuidade do processo.

Caso as amostras estejam hemolisadas, deve registar-se a ocorréncia, e deve consultar-
se informaticamente as analises pedidas. Caso a hemdlise interfira com a execucao das

analises pedidas, o utente tem de ser convocado para nova colheita.

As amostras bioldgicas devem ser rejeitadas nos seguintes casos (3):
¢ Amostras colhidas / rececionadas em tubos ou recipientes diferentes dos indicados
no Manual de colheitas;
e Amostras biolégicas cujos volumes colhidos ndo respeitem as indicacdes
volumétricas assinaladas nos respetivos tubos;
e Amostras biologicas sem qualquer identificacao;
¢ Tubos mal fechados, sujos ou a verter;
e Amostras biol6gicas que se considerem indevidos para a determinacado da analise

a gque respeitam (ex: amostras coaguladas).

Apo0s a triagem atenta de todos os produtos, procede-se a realizacao das analises. Para
isso, as amostras sdo colocadas em suportes ou tabuleiros das sec¢des a que se destinam,

e entregues aos responsaveis para 0 seu processamento analitico.



2.1.2 Fase analitica
A fase analitica corresponde a todo o processamento técnico dado & amostra para

obtencéo de resultados analiticos. As etapas que compreendem esta fase séo:

e Execucdo de procedimentos predefinidos de limpeza, tais como a realizacdo de
manutencdes didrias, semanais, mensais e anuais dos equipamentos automatizados,
de acordo com as especificagbes dos respetivos fabricantes, e de acordo com as
instrugdes que constam no manual de instru¢cdes do equipamento;

Os equipamentos controlados através de manutencao periédica sdo geridos por um
plano de manutencdo. Estas operacdes, bem como reparacdes de assisténcia
técnica, ficam registadas por escrito no livro de ocorréncias de cada aparelho;

e Utilizacdo do material necessario ao funcionamento dos aparelhos em
conformidade com as normas especificadas pelos fabricantes, como por exemplo,
areas de armazenamento, com a temperatura adequada as matérias primas,
reagentes e consumiveis;

¢ Os reagentes preparados ou reconstituidos no laboratério exibem sempre a data de
preparagdo ou reconstituicdo, e a data limite de validade, respeitando sempre as
instrucdes sobre as condicbes de armazenamento em conformidade com as
especificagbes da bula técnica;

e Utilizacdo diaria de amostras de controlo de qualidade interno antes do inicio da
atividade técnica, e ap0s a realizacéo de calibragbes e manutencdes;

e Monotorizacdo periddica de cartas de controlo de qualidade interno;

¢ Utilizacdo de amastras de controlo de concentragdo desconhecida para avaliacao
externa da qualidade.

2.1.3 Fase pos-analitica

A fase pds-analitica compreende a validacdo dos resultados obtidos pelo Patologista
Clinico, a quem compete assegurar a compatibilidade dos resultados, ou do conjunto de
andlises realizadas, com os fatores demograéficos (idade, sexo, raca),a informacéao clinica
(diagnéstico, terapéutica e estado fisioldgico), e o histérico do doente.

Por fim, séo enviados os resultados ao utente ou ao médico, contribuindo para a facilitagéo

do diagnostico definitivo ou de uma proposta terapéutica.



2.1.4 Controlo de Qualidade Interno

O controlo de qualidade interno (CQI) é feito a nivel intralaboratorial e consiste na anélise
diaria de “amostra controlo” com diferentes niveis de concentragao, cujos valores analiticos
séo conhecidos, e desta forma avalia a precisao dos ensaios (4).

Para a avaliacdo da precisdo sao criados gréficos de Levey-Jennings, para os niveis de
controlo de cada parametro. A andlise destes gréficos permite avaliar o comportamento
dos controlos através da aplicacdo das regras de Westgard, e em conformidade com os
valores de referéncia instituidos pelas bulas controlo (5).
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A anélise ¢ efetuada por parametro e por niveis de execucdo. E um processo
extremamente importante na rotina laboratorial, uma vez que permite a reprodutibilidade
dos resultados, e tem como objetivo a validacdo dos métodos analiticos e a aplicacdo de
acoes corretivas, caso haja alguma nédo conformidade. Sempre que se verifique um desvio
sobre os limites de aceitacdo definidos, sdo desencadeadas as acbes corretivas
convenientes, ou seja, repeticdo da amostra controlo com aliquota fresca, calibracao do
ensaio caso se justifique, e se mesmo assim persistirem desvios é contactada a casa

fornecedora.

Em cada um dos equipamentos, distribuidos pelas diferentes areas, sao feitos controlos

especificos (Tabela Il).

Tabela Il: Periocidade do controlo interno de qualidade

Equipamento Valéncia Monitorizagcéo Periodicidade

Sysmex XE-2100 Hematologia 3 Niveis alternados Diéria

Ves-Matic 30/30

Hematologia 2 Niveis Diaria
Plus
Sysmex CA-500 Hematologia 2 Niveis Diaria
ADAMS A1C HA- . ) o
Hematologia 2 Niveis alternados Diéria

8160




Dimension EXL Quimica Clinica 3 Niveis alternados Diéria
AUTION MAX- o o o
Quimica Clinica 2 Niveis alternados 1x semana
4280
VIDAS Imunologia 2 Niveis 1 x semana
Advia Centaur XP Imunologia 2 Niveis alternados Diaria
LIAISON XL Imunologia 2 Niveis alternados Diéaria

2.1.5 Controlo de Qualidade Externo

O controlo de qualidade externo (CQE) permite a avaliacdo de desempenho do servi¢o do

laboratério através de programas efetuados por uma entidade externa, que disponibilizam

amostras com valores ndo conhecidos pelo laboratério (4).

A participagdo nos programas de CQE é uma ferramenta estatistica da qualidade, e tem
como objetivo assegurar que o0s resultados obtidos nos parametros analisados se

aproximam do valor real (exatiddo) (5). O resultado de cada parametro analisado no

laborat6rio participante € comparado com os restantes laboratérios do seu grupo.

O controlo externo de qualidade utilizado no Laboratério € o NEQAS (UK National External
Quality Assessment Scheme) e o0 SEQC (Sociedad Espafiola De Bioquimica Clinica Y

Patologia Molecular) (Tabela Il).



Tabela Ill: Periocidade do controlo externo de qualidade

Equipamento Valéncia Periodicidade
Sysmex XE-2100 Hematologia 12 x ano
Sysmex CA-500 Hematologia 12 x ano

ADAMS A1C HA-8160 Hematologia 12 x ano
Dimension EXL Quimica Clinica 12 x ano
AUTION MAX- 4280 Quimica Clinica 12 x ano
VIDAS Imunologia 12 x ano

Advia Cantaur XP Imunologia 12 x ano/ Trimestral
LIAISON XL Imunologia Trimestral

2.2 Atividades desenvolvidas

o Participei e executei os procedimentos necessarios nas diferentes fases de

execucgdo dos exames laboratoriais;

¢ Realizei fungbes na execucédo de colheitas, seguindo os procedimentos das normas

de colheita, nomeadamente o tipo de anticoagulante a utilizar, a preparagéo

adequada dos utentes e cumprimento de regras de higiene e seguranca;

e Tomei conhecimento de fatores de variabilidade pré-analitica e das principais

causas de erro que ocorrem nesta fase;

e Executei e participei no processamento de amostras biolégicas e realizacdo do

controlo interno e externo da qualidade.



3.Estagio em Imunoquimica clinica

Laboratério/ Servigo Duracéo Periodo de estagio
Valéncia de
Imunoquimica Clinica, 5 de Marco de 2018 a 30
Centro de Medicina 150 horas de Marco de 2018

Laboratorial Germano de
Sousa no Hospital CUF

Responsavel pela valéncia de Imunoguimica Clinica: Dr. Armando Manuel Henriques

Santos Moura, Licenciado em Farmécia, Especialista em Analises Clinicas

O sector de Imunoquimica Clinica esta inserido no Laboratério Central, e o espaco fisico
compreende uma sala ampla onde se efetua todo o processamento de amostras apés a
triagem, preparacdo para os testes requisitados, execucdo de técnicas manuais e

automatizadas, analise e validagéo de resultados.

No Centro de Medicina Laboratorial Germano de Sousa no Hospital CUF os servigos de
rotina e urgéncia encontram-se separados, funcionando a urgéncia em regime de turnos,
24 horas por dia. Os pedidos provenientes do servigo de urgéncia, internamento ou

consulta externa séo considerados prioritarios.

O maior volume de amostras recebidas no sector de Imunoquimica para processamento
das analises sédo amostras de soro e urina.

O sangue é colhido em tubos de gel, e apés ocorrer a retracdo do coagulo, sao
centrifugados a 3500 rpm durante 10 min de modo a obterem-se amostras de soro.
Relativamente as amostras de urina, estas podem chegar em pequenos contentores onde
sdo analisadas quimicamente, ou em contentores de urina de 24 horas, onde é necessario
proceder a leitura do volume da urina, e posteriormente proceder-se a determinacao dos

parametros bioquimicos.
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3.1 Dimension EXL

O Dimension EXL consiste num analisador bioquimico clinico automatizado, com
capacidade de dosear diversos parametros analiticos em soro humano, plasma, urina e
outros fluidos corporais. O sistema de quimica clinica integrada funciona através de
cartuchos de reagentes de multiplos testes (flex), cuvetes de reagdo descartaveis, e
tecnologia de microssensores integrados (QuikLYTE Integrated Multisensor Technology),

de forma a fornecer resultados rapidos, precisos e exatos (6).

3.1.1 Fundamento do método

Espectrofotometria/ Colorimetria - Método que se baseia ha medida de intensidade de

luz absorvida por uma amostra, quando incidida por um feixe de luz monocromatica num
determinado comprimento de onda. Quando um feixe de luz incide numa cuvete que
contém uma solugéo, esta absorve e transmite luz numa intensidade inferior a da luz
incidente (Fig.1). Esta capacidade de uma substancia absorver radiagéo, € definida como
absorvancia. A absorvancia € proporcional a concentracdo do analito que se pretende
guantificar ou inversamente proporcional ao logaritimo da luz transmitida, em relacéo a luz

incidente, que é determinada por extrapolacdo grafica com base na Lei de Lambert Beer

).

7=P_
PO
P, I:> (©) - P
Azlog%

[~— b —]
Cuvet
(1 cm)

Figura 1 - Atenuacéo de luz monocromatica por uma solugdo absorvente. (A) Absorvancia, (Po) luz incidente,
(P) luz transmitida (retirado de Henry's Clinical Diagnosis and Management by Laboratory Methods)(7)
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Os métodos espectrofotométricos baseiam-se em testes colorimétricos através da
medicao das variacdes de absor¢do na zona visivel (400 e 700 nm). Os métodos envolvem
reacOes enzimaticas, que podem ser determinadas num tempo fixo (método ponto final) ou

numa determinacao continua da atividade enzimética (método cinético) (4).

Turbidimetria — A Turbidimetria € uma medida da diminuicdo da intensidade da luz
incidente que atravessa uma solucdo de particulas, estando dependente da concentracao

e tamanho das particulas presentes numa solucéo (4).

Este método baseia-se na formacdo de imunocomplexos Ag/Ac in vitro, de forma a
aumentar a turbidez no meio reacional, levando a diminui¢éo do feixe de luz incidente que

atravessa a solugéo.

Potenciometria — Técnica eletroquimica que se baseia na diferenca de potencial de um

elétrodo indicador em relacéo a um elétrodo de referéncia. O elétrodo com uma voltagem
constante é denominado por elétrodo de referéncia. O elétrodo de medigdo é denominado
por elétrodo indicador. O elétrodo indicador utilizado € um elétrodo seletivo de ides (ISE),
constituido por uma membrana com permeabilidade seletiva para os anides, ou catibes
gque se pretende analisar (Na*, K*, CI). A concentracdo de iBes numa solugéo, pode ser

calculada a partir da diferenca de potencial medida entre os dois elétrodos (7).

O Dimension EXL possui um sistema especifico com o sensor QUIKLYTE Integrated
Multisensor Technology, que desenvolve um potencial elétrico proporcional a atividade de
cada ido na amostra, sendo esse potencial comparado com o potencial elétrico de uma

solucéo standard (6).

3.1.2 Parametros realizados no equipamento Dimension EXL

Tabela IV: Ensaios analiticos realizados no equipamento Dimension EXL (8)

Parametro Produto Método

Avaliacdo do metabolismo dos Hidratos de Carbono

] Soro, plasma, o ) » ) )
Glicose ] Técnica bicromética de ponto final (hexoquinase)
urina e LCR

Lipidos
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Triglicéridos

Técnica bicromatica de ponto final (lipase, glicerol-
Soro, plasma ) ) . i
3-fosfato- oxidase, glicerol quinase, peroxidase

Colesterol Total

Técnica policromatica de ponto final (colesterol
Soro, plasma ) )
esterase/ oxidase/ peroxidase)

Colesterol HDL

Técnica bicromatica de ponto final (colesterol
Soro, plasma esterase/ oxidase/ peroxidase ap6s formacao de

complexos de VLDL e LDL resistentes as enzimas)

Colesterol LDL

Técnica bicromatica de ponto final (colesterol
Soro, plasma esterase/ oxidase/ peroxidase apos dissolugdo das

lipoproteinas n&o LDL

Avaliagcdo da func¢ao renal

Soro, plasma, Técnica cinética bicromética (método de Jaffé

Creatinina ] -~
urina modificado)
Clearance da ) Célculo:
Creatini Urina CL (mL/min) = (CrUrina / CrSoro) x (Vol. (mL) /
reatinina )
1440 min.)
Urei Soro, plasma, Técnica cinética bicromatica (urease, glutamato
reia
urina desidrogenase/NADH)
Avaliacao da funcao hépato- biliar
Alanina Técnica cinética bicromatica (malato

Aminotransferase

Soro, plasma ]
desidrogenase)

Aspartato

Aminotrasnferase

Técnica cinética bicromética (lactato
Soro, plasma ]
desidrogenase)

Fosfatase Alcalina

Soro, plasma Técnica cinética bicromética (p-nitrofenilfosfato)

Gama -

Glutamiltransferase

Técnica cinética bicromatica (substrato: Y™ glutamil-
Soro, plasma o .
3-carboxi-4-nitroanilina)

Bilirrubina Total

Técnica bicromética de ponto final (acido
Soro, plasma . )
sulfanilico diazotado)

Bilirrubina Direta

Técnica bicromatica de ponto final (acido
Soro, plasma . )
sulfanilico diazotado)

Produtos do metabolismo

Soro, plasma, Técnica bicromatica de ponto final (uricase/

Acido Urico _ _
urina peroxidase)
Avaliagcdo da fungao pancreatica
) Soro, plasma,  Técnica cinética bicromética (2-cloro-nitrofenil-a-D-
Amilase

urina maltotriosideo)

Avaliacdo do metabolismo das proteinas

Proteinas Totais

Soro, plasma Técnica bicromética de ponto final (biureto)

Proteinas Totais

) Técnica bicromética de ponto final (vermelho de
Urina, LCR _
pirogalol)
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Albumina

Técnica policromatica de ponto final (parpura de
Soro, plasma
bromocresol)

Avaliagcado da funcgao cardiaca

Creatina Cinase

Soro, plasma Técnica bicromatica (fosfato de creatina)

Creatina Cinase

isoenzima MB

Técnica bicromatica (fosfato de creatina apés
Soro, plasma L )
inibicdo da subunidade M

Lactato

Desidrogenase

Soro, plasma Reacéo cinética (L-Lactato)

Estudo do metabolismo do Ferro

Ferro

Soro, plasma Técnica bicromatica de ponto final (Ferene)

Transferrina

Soro, plasma  Técnica bicromatica de ponto final (polietienoglicol)

Marcadores de inflamacé&o

Proteina C reativa

Soro, plasma PETIA*

Equilibrio eletrolitico e ides inorgénicos

Soro, plasma ) o ] )
Potenciometria indireta - Tecnologia de Mutisensor

Sdédio urina, liquidos )
o integrado (IMT)
biolégicos
Soro, plasma ) o ) )
o ] o Potenciometria indireta - Tecnologia de Mutisensor
Potéassio urina, liquidos )
o integrado (IMT)
bioldgicos
Soro, plasma ) o ) )
) o Potenciometria indireta - Tecnologia de Mutisensor
Cloro urina, liquidos )
L integrado (IMT)
biolégicos
Calci Soro, plasma, Técnica bicromética de ponto final (O-
alcio
urina cresolftaleina complexona)
Soro, plasma, Técnica bicroméatica de ponto final
Fosfato ] ]
urina (Fosfomolibdato)
o Soro, plasma, Técnica bicromética de ponto final (azul de
Magnesio ) .
urina metiltimol)

*PETIA — Técnica de imunoensaio turbidimétrico melhorado de particulas
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Tabela V: Valores de referéncia dos parametros realizados no equipamento Dimension
EXL

Parametro Valores de Referéncia

Avaliacdo do metabolismo dos Hidratos de Carbono
Glicose

70 - 110 mg/dL

Lipidos

Triglicerideos 40 - 150 mg/dL

Colesterol Total <190 mg/dL
Colesterol HDL 40 - 60 mg/dL
Colesterol LDL <160 mg/dL
Avaliagéo da func¢ao renal
Creatinina 0,70 - 1,30 mg/dL
Clearance da Creatinina 71 - 151 mL/ min (24H)
Soro: 7 - 18 mg/dL
Ureia

Urina: 7 - 20 g/mL (24H)
Avaliacdo da fungao hépato- biliar

Alanina Aminotransferase 16 - 63 U/L
Aspartato Aminotransferase 15-37 U/L
Fosfatase Alcalina 46 - 116 U/L
Gama — Glutamiltransferase 15-85U/L

Bilirrubina Total 0,20 - 1,00 mg/dL
Bilirrubina Direta <0,20 mg/dL

Produtos do metabolismo
Acido urico 2,5 - 6,0 mg/dL
Avaliagcdo da fungao pancreatica
Soro: 25-115 U/L
Amilase

Urina: 59 - 401 U/L
Avaliacdo do metabolismo das proteinas

Proteinas Totais

5,7- 8,2 g/dL
Albumina 3,4-5,09g/dL
Avaliacdo da funcdo cardiaca
Homem: 39 - 308 U/L
Creatina Cinase
Mulher: 26 - 192 U/L
Creatina Cinase isoenzima MB 7 -25U/L
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Lactato Desidrogenase 85 - 227 U/L

Estudo do metabolismo do Ferro
Ferro 65 - 175 mg/dL
Transferrina 215 - 365 mg/dL

Marcadores de inflamacgao
Proteina C reativa 0,050 - 1,000 mg/dL

Equilibrio eletrolitico e i6es inorganicos
Soro: 136 - 145 mmol/L

Sdédio )
Urina: 40 - 220 mmol/mL (24H)
Soro: 3,5 - 5,1 mmol/L
Potassio )
Urina: 25 - 125 mmol/mL (24H)
Soro: 98 - 107 mmol/L
Cloro
Urina: 110 - 250 mmol/mL (24H)
Soro: 8,7 - 10,4 mg/dL
Calcio ]
Urina: 43 - 353 mg/dL
Soro: 2,4 - 5,1 mg/dL
Fosfato
Urina: 0,4 - 1,3 g/mL (24H)
Soro: 1,3 - 2,7 mg/dL
Magnésio

Urina: 24 - 255 g/ mL (24H)

3.2 ADVIA Centaur XP

O sistema ADVIA Centaur XP é um analisador automatico de imunoensaio que utiliza a
tecnologia de quimiluminescéncia direta.

A quimiluminescéncia é uma reacao quimica, que emite energia em forma de luz quando
um eletrdo retorna de um nivel de energia excitado ou mais alto, para um nivel de energia
inferior (4).

Os ensaios do ADVIA Centaur XP utilizam “Ester de Acridina” (EA) como o marcador
quimioluminescente no Reagente Lite e as PPM (particulas paramagnéticas) como fase

sdlida, utilizando uma variedade de formatos para detetar antigénios (Ag) e anticorpos (Ag)

9).
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3.2.1 Fundamento do método

e Imunoensaio do tipo Sandwich

Os formatos do tipo sanduiche utilizam um anticorpo marcado com EA, que se liga
especificamente ao antigénio especifico do analito na amostra. A Fase Sélida que contém
as PPM revestidas com anticorpos especificos do antigénio na amostra, ligam-se aos
antigénios, que estédo ligados ao anticorpo marcado com EA formando o Complexo PPM-

Anticorpo-Antigénio-Anticorpo-EA (Fig.2).

P

£
-
.

Figura 2 - Imunoensaio do tipo Sandwich (1) Complexo PPM-Anticorpo-Antigénio-Anticorpo-EA. Retirado de
ADVIA Centaur® XP Immunoassay System — Guia do Operador (9)

Num formato do tipo Sandwich, o sistema mede a emisséo de luz em unidades relativas
de luz (RLUs) produzida pela oxidagdo do EA, sendo diretamente proporcional &

concentracdo do antigénio.

¢ Imunoensaio competitivo apresenta dois tipos:
- Antigénio marcado com EA compete com o Ag da amostra para 0s mesmos locais de
ligacdo ao Anticorpo que esta ligado as microparticulas paramagnéticas (Fig.3)

- Anticorpo marcado com EA para o qual vai competir com o Ag especifico do analito na

amostra e as microparticulas paramagnéticas revestidas com Ag (Fig.4)
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Figura 3 - Imunoensaio competitivo - Antigénio marcado com Ester de Acridina (1) Anticorpo, (2) PPM, (3)
Antigénio especifico do analito na amostra, (4) Antigénio marcado com EA. Retirado de ADVIA Centaur® XP
Immunoassay System — Guia do Operador (9)
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Figura 4 - Imunoensaio competitivo - Anticorpo marcado com Ester de Acridina (1) Anticorpo marcado com
EA, (2) Antigénio marcado com PPM, (3) Antigénio especifico do analito na amostra. Retirado de ADVIA
Centaur® XP Immunoassay System — Guia do Operador (9)

Num ensaio competitivo, a concentracdo de antigénio ou anticorpo presentes na amostra
e a emissdo de luz em RLUs s&o inversamente proporcionais.

e Formato de captura de anticorpo
O sistema utiliza um Ac monoclonal que reveste a fase sélida, e que € especificamente

direcionado contra o anticorpo na amostra (Fig.5). Os ensaios de captura de anticorpos

detetam anticorpos IgG ou anticorpos IgM especificos nas amostras dos doentes.
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Figura 5 - Formato de captura de anticorpos (1) Antigénio marcado em EA (2) Anticorpo Humano especifico da
amostra (3) Anticorpo anti — humano ligado as PPM. Adaptado de ADVIA Centaur® XP Immunoassay System
— Guia do Operador (9)

No ensaio de captura de anticorpos, quanto mais anticorpos (IgG ou IgM) estiverem
presentes na amostra, mais EA estara presente, pelo que a emisséo de luz sera maior,

tendo uma relacgéo direta.

3.2.2 Parametros realizados no equipamento Advia Centaur XP

Tabela VI: Pardmetros realizados no equipamento Advia Centaur XP (10)

Parametro Produto Método

Marcadores Tumorais

Antigénio o : ,
_ . Quimioluminiscéncia - Imunoensaio do tipo
Carcinoembrionario Soro

Sandwich
(CEA)
Antigénio o o
] Quimioluminiscéncia - Imunoensaio do tipo
Carboidratado 19.9 Soro _
Sandwich
(CA19.9)
Antigénio o o
_ Quimioluminiscéncia - Imunoensaio do tipo
Carboidratado 125 Soro
Sandwich
(CA 125)
Antigénio o o
, Quimioluminiscéncia - Imunoensaio do tipo
Carboidratado 15.3 Soro _
Sandwich
(CA15.3)
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Antigénio

Quimioluminiscéncia - Imunoensaio do tipo

Especifico da Soro _
) Sandwich
Prostata (PSA)
Antigénio
Especifico da s Quimioluminiscéncia - Imunoensaio do tipo
oro
Prostata Livre (PSA Sandwich
Livre)
Soro, o o
i . Quimioluminiscéncia - Imunoensaio do tipo
Alfa — fetoproteina liquido _
. Sandwich
amniético

Avaliacdo da funcéo enddcrina pancreética

_ Soro, Quimioluminiscéncia - Imunoensaio do tipo
Insulina )
Plasma Sandwich
Estudo da fung¢éo endécrina
Hormona o R ] ]
_ Quimioluminiscéncia - Imunoensaio do tipo
Estimulante da Soro _
. Sandwich
Tiroide (TSH)
Tiroxina Total (T4) Soro Quimioluminiscéncia - Imunoensaio competitivo
Triiodotironina o . _ -
Soro Quimioluminiscéncia - Imunoensaio competitivo
Total (T3)
Tiroxina Livre (FT4) Soro Quimioluminiscéncia - Imunoensaio competitivo
Triiodotironina o . . N
_ Soro Quimioluminiscéncia - Imunoensaio competitivo
Livre (FT3)
Estradiol Soro Quimioluminiscéncia - Imunoensaio competitivo
Progesterona Soro Quimioluminiscéncia - Imunoensaio competitivo
Gonadotrofina s Quimioluminiscéncia - Imunoensaio do tipo
oro
Coriénica Humana Sandwich
Testosterona Soro Quimioluminiscéncia - Imunoensaio competitivo
Hormona o L ] ]
. Quimioluminiscéncia - Imunoensaio do tipo
Gonadotroéfica Soro _
o Sandwich
Luteinizante (LH)
Hormona
Gonadotréfica s Quimioluminiscéncia - Imunoensaio do tipo
oro

Foliculoestimulante
(FSH)

Sandwich
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Prolactina

Quimioluminiscéncia - Imunoensaio do tipo
Soro _
Sandwich

Estudo do metabolismo do calcio e patologia 6ssea

Paratormona (PTH)

Soro, Quimioluminiscéncia - Imunoensaio do tipo

Plasma Sandwich

Estudo das anemias

o Soro, Quimioluminiscéncia - Imunoensaio do tipo
Ferritina )
Plasma Sandwich
Acido Félico Soro Quimioluminiscéncia - Imunoensaio competitivo
Soro,

Vitamina B12

Quimioluminiscéncia - Imunoensaio competitivo

Plasma

Monitorizagc&do de Farmacos

Acido Valproéico

Soro Quimioluminiscéncia - Imunoensaio competitivo

Serologia das infe¢8es viricas

Virus da
imunodeficiéncia s Quimioluminiscéncia - Imunoensaio do tipo
oro
Humana tipo 1/2 Sandwich
(HIV)
Antigénio de o . . .
. Quimioluminiscéncia - Imunoensaio do tipo
superficie da Soro _
_ Sandwich
Hepatite B (HBsAQ)
Anticorpos totais
do Antigénio de s Quimioluminiscéncia - Imunoensaio do tipo
oro
superficie da Sandwich
Hepatite B (aHBs2)
Anticorpos totais
para o antigénio s Quimioluminiscéncia - Imunoensaio do tipo
oro
central do virus da Sandwich
Hepatite B (HBcT)
Anticorpos IgM
para o antigénio o .
Quimioluminiscéncia - Formato de captura de
central Soro

da hepatite B
(aHBcM)

anticorpo
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Anticorpos totais
contra o virus da Soro Quimioluminiscéncia - Imunoensaio competitivo
Hepatite A (aHAVT)

Anticorpos IgM o L
] Quimioluminiscéncia - Formato de captura de
para o virus da Soro

. anticorpo
Hepatite A (aHAVM)

Anticorpos de
imunoglobulina G
(IgG) Soro
para o virus da
hepatite C (HCV)

Quimioluminiscéncia - Imunoensaio do tipo

Sandwich

Tabela VII: Valores de referéncia dos parémetros realizados no equipamento Advia
Centaur XP

Parametro Valores de Referéncia

Marcadores Tumorais

_ . ) ) _ N&o Fumadores Fumadores
Antigénio Carcinoembrionario (CEA)
<5,0 ng/mL <6,5 ng/mL
Antigénio Carboidratado 19.9 (CA 19.9) <27 U/mL
Antigénio Carboidratado 125 (CA 125) <35 U/mL
Antigénio Carboidratado 15.3 (CA 15.3) <28,5 U/mL
Idade (anos) Valor Referéncia
_ _ ) <40 <1,4 ng/mL
Antigénio Especifico da Préstata (PSA)
40 — 49 <2,0 ng/mL
50 -59 <3,1 ng/mL
60 — 69 <4,1 ng/mL
70-79 <4,4 ng/mL
Antigénio Especifico da Prostata Livre % PSA Livre é a relagé@o entre o PSA livre
(PSA Livre) e o PSA total X 100
Alfa — fetoproteina <0,20 ng/mL

Avaliacdo da funcédo enddécrina pancreatica
Insulina 3,0 — 25,0 mecUl/mL
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Estudo da funcado endécrina

Idade (anos) Valor.Referéncia

) o 2-12 0,64 — 6,27 mUI/L
Hormona Estimulante da Tiréide (TSH)
12-18 0,51 — 4,94 mUI/L
>18 0,55 — 4,78 mUI/L
Tiroxina Total (T4) 5,1 —-14,1 mcg/dL
Triiodotironina Total (T3) 0,8 — 2,0 ng/mL

Tiroxina Livre (FT4)

0,93 - 1,70 ng/dL

Triiodotironina Livre (FT3)

2,30 — 4,20 pg/mL

Mulheres

Fase Folicular: 18,9 — 246,7 pg/mL

Estradiol Pico do ciclo: 33,5-570,8 pg/mL
Fase Luteinica: 22,4 — 156,0 pg/mL
Pés — menopausa: <44.5 pg/mL
Mulheres
Fase Folicular: 0,15 - 1,40 ng/mL
Pico do ciclo: 4,44 — 28,3ng/mL
Progesterona Fase Luteinica: 3,34 — 25,56 ng/mL

Pd4s — menopausa: <0,73 ng/mL

Homens

0,28 — 1,22 ng/MI

Gonadotrofina Corionica Humana (B-

Nao Gestantes <5 mU/mL

hCG)
Testosterona 8,69 — 54,69 ng/dL

Mulheres
Fase Folicular: 1,9-12,5UIl/L
Hormona Gonadotréfica Luteinizante Pico do CiC_IO: 8.7- 713U
(LH) Fase Luteinica: 0,5-16,9 Ul/L
P&6s — menopausa: 15,9 — 54,0 UI/L

Homens

1,5-9,3U/L

Hormona Gonadotroéfica Mulheres
Foliculoestimulante (FSH) Fase Folicular: 2,5-10,2 UllL
Pico do ciclo: 3,4 -33,4 UllL
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Fase luteinica: 1,5-9,1 Ul/L

Pés — menopausa: 23,0 - 116,3 UI/L

Homens

1,4-18,1Ul/L

Prolactina

Mulheres

Idade Reprodutiva: 2,8 - 29,2 ng/mL

P&s — menopausa: 1,8 - 20,3 ng/mL

Homens

2,1-17,7 ng/mL

Estudo do metabolismo do calcio e patologia 6ssea

Paratormona (PTH)

15,0 - 65,0 pg/mL

Estudo das anemias

Ferritina

30,0 - 400,0 ng/mL

Acido Félico

4,5 - 32,2 ng/mL

Vitamina B12

211,0 - 911,0 pg/mL

Monitorizagc&do de Farmacos

Acido Valproico

Valores terapéuticos: 50 - 100 mcg/mL

Serologia das infe¢8es viricas

Virus da imunodeficiéncia Humana tipo

Nao reativo: <1,0 mlU/mL

1/2 (HIV) Reativo: >1,0 mlU/mL
Antigénio de superficie da Hepatite B Negativo: <1,0 mlU/mL
(HBsAQ) Positivo: >1 - <50,0 mIU/mL

Anticorpos totais do Antigénio de
superficie da Hepatite B (aHBs2)

Negativo: <7,5 mlU/mL
Indeterminado: 7,5 - 12,5 mlU/mL
Positivo: >12,5 mlU/mL

Anticorpos totais para o Antigénio
central do virus da Hepatite B (HBcT)

Negativo: <0,80 mIU/mL
Indeterminado: 0,80 — 1,0 mlU/mL
Positivo: >1,00 mlU/mL

Anticorpos IgM para o antigénio central
da hepatite B (aHBcM)

Negativo: <0,8 mIU/mL
Indeterminado: 0,8 — 1,0 mlU/mL

Positivo: >1,0 mIU/mL

Anticorpos totais contra o virus da
hepatite A (aHAVT)

Negativo: <20 mIU/mL
Positivo: >20 mlU/mL

Anticorpos IgM para o virus da Hepatite
A (aHAVM)

Negativo: <0,80 mIU/mL
Indeterminado: 0,80 — 1,20 mIU/mL

25



Positivo: >1,20 mIU/mL
Negativo: <0,80 mIU/mL
Indeterminado: 0,80 — 1,0 mIU/mL
Positivo: >1,0 mlU/mL

Anticorpos de imunoglobulina G (IgG)
para o virus da hepatite C (HCV)

3.3 LIAISON XL

O LIAISON XL adota uma tecnologia de quimioluminescéncia com fase sdélida de

microparticulas paramagnéticas.

3.3.1 Parametros realizados no equipamento LIAISON XL

Tabela VIII: Parametros realizados no equipamento LIAISON XL e respetivos valores de
referéncia (11)

Parametro Produto Método Valores
de
referéncia
25 - Soro, Plasma  Quimioluminiscéncia -
Hidroxivitamina D Imunoensaio 19,90 — 79,30 pg/mL
competitivo
Toxoplasmose IGM Soro Quimioluminiscéncia -

Negativo: <10 UA/mL

Formato de captura de N
Positivo: >10 UA/mL

anticorpo
Toxoplasmose IGG Soro Quimioluminiscéncia — Negativo: <7,2 IU/mL
Método indirecto Indeterminado: 7,2 —
8,8 IU/mL

Positivo: >8,8 IU/mL

Rubéola IGM Soro Quimioluminiscéncia - Negativo: <25,0

Formato de captura de UA/mL

anticorpo Positivo: >25,0 UA/mL
Rubéola IGG Soro Quimioluminiscéncia — Negativo: <10,0 IU/mL
Método indirecto Positivo: >10,0 IU/mL
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Citomegalovirus Soro Quimioluminiscéncia - _
Negativo: <22 UA/mL
IGM Formato de captura de -
_ Positivo: >=22 UA/mL
anticorpo
Citomegalovirus Soro Quimioluminiscéncia — Negativo: <14 Ul/mL

IGG

Método indirecto

Positivo: >=14 Ul/mL

3.4 VIDAS

O laboratério Central utiliza o equipamento VIDAS onde séo feitos alguns parametros

imunoldgicos, requisitados maioritariamente pelo Servico Hospitalar (Servico de

Internamento e Servico de Urgéncia). O VIDAS é um equipamento com um sistema

multiparamétrico de imunoensaio, em que o principio do doseamento associa 0 método

imunoenzimético do tipo Sandwich com uma detecdo final em fluorescéncia — ELFA

(Enzyme linked fluorescente assay)(12).

3.4.1 Testes realizados no equipamento VIDAS

Tabela IX: Parametros realizados no equipamento VIDAS e respetivos valores de

referéncia
Parametro Fundamento do Método Valores de referécia
B-hCG ELFA Né&o Gestantes <2 mUl/mL
D-dimeros ELFA <500 ng/mL
<75 Anos: <125 pg/mL
NT-proBNP ELFA
>75 Anos: <450 pg/mL
Mioglobina ELFA 10 - 45 pg/L
CK-MB Massa ELFA <5 ng/mL
Troponina ELFA <19 ng/L
Negativo: <20 U/mL
EBV VCA IGM ELFA N
Positivo: >40 U/mL
EBV VCA GG Negativo: <20 U/mL
ELFA Positivo: >20 U/mL
Digoxina ELFA 0,90 — 2,00 ng/mL
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3.5 AUTION MAX-4280

O AUTION MAX-4280 é um aparelho totalmente automatizado para a uriandlise, com leitor
de cdédigo de barras integrado, e que combina os principios da espectroscopia por
reflectdncia com a utilizacdo de tiras impregnadas de reagentes, fornecendo resultados

gualitativos e semiquantitativos.

3.5.1. Fundamento do método

Na fotometria de refletancia, um feixe de luz é direcionado para uma superficie de uma
mistura de reacdo, sendo a luz refletida quantificada. A intensidade da luz refletida da
superficie de reagentes é comparada a intensidade da luz refletida por uma superficie de
referéncia (4). A densidade é determinada através da utilizagcdo do método de indice de
refracdo da luz emitida pelo diodo emissor de luz (LED) & medida que esta atravessa a
célula do prisma triangular que contém a amostra passando depois no detetor. O indice de
refracdo muda conforme a densidade da amostra na célula do prisma triangular. A

dispersao de luz é utilizada na determinacgéo da turvacéo da amostra (13).

O equipamento faz a determinacéo completamente automatica da urianalise, determinando
parametros fisicos da urina (cor e densidade especifica), e parametros quimicos usando
tiras testes (pH, glicose, proteinas, sangue, leucdcitos, cetonas, bilirrubina, urobilinogénio
e nitritos) (Tabela X).

Apbés a analise feita pelo equipamento, consoante os resultados, sdo selecionadas as
urinas que necessitam de ser centrifugadas para observacdo do sedimento urinario. Os
resultados sao enviados informaticamente através do programa “Apollo” para o computador

central, onde séo validados apds observagdo do sedimento urinario.
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3.5.2 Parametros realizados no equipamento AUTION MAX-4280

Tabela X: Parametros realizados no equipamento AUTION MAX-4280

Parametro Método

Cor Refletancia
Turvagéo Disperséo da luz
Densidade indice de refracio da luz
Ph

Glicose

Proteinas

Bilirrubina

Urobilinogénio Refletancia

Corpos Cetoénicos

Eritrécitos

Leucocitos

Nitritos

Neste sector, realizam-se ainda 0s seguintes estudos urinarios por método de
imunocromatografia em papel:
e Teste imunoldgico de gravidez para pesquisa de hCG total
¢ Pesquisa de drogas de abuso: Anfetamina, Benzodiazepinas, Cocaina, Opiaceos e
Canabindides.
¢ Pesquisa de Legionella pneumophila

¢ Pesquisa de Pneumococcus pneumoniae

3.6 Fluxo analitico

E da responsabilidade do técnico de Anélises Clinicas garantir as condigdes de todo o fluxo
analitico (urgéncia e/ou rotina), de modo a salvaguardar a exatiddo, reprodutibilidade,
conformidade de unidades e valores de referéncia e rastreabilidade, garantindo que seja
realizada uma validacdo técnica e biopatolégica, em conformidade com o perfil clinico-
laboratorial.

No servico de urgéncia sempre que € solicitado um pedido de andlises, é da

responsabilidade do técnico conferir as amostras de recolha com as prescricbes, e
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proceder a avaliacdo da sua qualidade, respeitando os critérios de rejeicao referidos
anteriormente.

Caso exista uma amostra ndo conforme, deve preencher-se uma ficha de ocorréncia no
sistema informatico Apollo, e classificar o motivo de repeticdo da colheita, no campo de
observacdes. Em seguida, compete ao técnico comunicar telefonicamente com o respetivo
servico e solicitar uma nova colheita.

O processo analitico s6 é efetuado apds a execug¢do do controlo interno, sempre no
cumprimento do plano de controlo de qualidade estabelecidos para cada parametro. Os
resultados séo validados techicamente e imediatamente apds o processamento técnico, se
os resultados do CQI estiverem dentro dos limites estabelecidos, se ndo existirem alarmes
instrumentais (mensagens emitidas pelos equipamentos analiticos), e se as condiges de
execucgdo analitica estiverem em conformidade com os procedimentos descritos.

A validagdo técnica é efetuada por técnicos, e supervisionada pelos especialistas
responsaveis pelas respetivas areas técnicas. A validagéo biopatolégica dos resultados é
feita num contexto clinico laboratorial do doente. Os relatérios e as informacdes
importantes para o Clinico séo inseridos no boletim, com os respetivos valores de

referéncia.

3.7 Atividades desenvolvidas na area de Imunoquimica Clinica

Uma vez que exerco funcdes de Técnica Superior de Laborat6rio, e estou integrada
na dindmica do Laboratério, executei durante o estagio:

e Processos de manutencgéo, controlo, e calibragdo dos diversos equipamentos;

e Execucdo diaria de preparacdo de amostras e doseamento de diferentes
parametros analiticos;

e Avaliacdo da qualidade de amostras, das suas caracteristicas intrinsecas
(hemdlise, lipémia e outras), as quais podem interferir nos resultados obtidos;

e Realizacdo, avaliacdo e monotorizacdo dos programas de controlo de qualidade

interno e externo executados no sector.
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4. Estagio em Hematologia

Laboratério/ Servigco Duracéo Periodo de estagio

Valéncia de Hematologia,
Centro de Medicina 2 de Abril de 2018 a 4 de
_ 150 horas _
Laboratorial Germano de Maio de 2018

Sousa no Hospital CUF

Responsavel pela valéncia de Hematologia: Dr. José Luis Pinto de Oliveira Fleming

Torrinha, Médico Patologista e Diretor Clinico.

O sector de Hematologia esta inserido no Laboratério Central onde se efetua todo o
processamento de amostras de rotina e da urgéncia ap0s triagem, execucao de técnicas
manuais e automatizadas, analise e validacdo de resultados.

Apesar do avango na automatizagdo da tecnologia laboratorial aplicada ao estudo
qualitativo e quantitativo dos elementos do sangue, a intervengédo do Patologista Clinico
representa um papel fundamental, quer no reconhecimento de alteragdes morfolégicas em
esfregagos de sangue periférico, quer na correta interpretacdo de avaliagbes mais

especificas para um diagnostico adequado dentro de um contexto clinico.

As amostras de sangue total sdo colhidas para o tubo com anticoagulante EDTA (&cido

etilenodiamino tetra-acético) ou Citrato de sédio.

4.1 Sysmex XE-2100

O Sysmex XE-2100 carateriza-se por ser um equipamento que executa a contagem
diferencial de leucdcitos, eritrocitos, plaquetas, e a determinacao do valor da hemoglobina
das amostras analisadas através de diversos métodos, de modo a obter resultados rapidos

€ precisos.
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4.1.1 Fundamento do método

O contador hematoldgico XE-2100 utiliza um laser diodo, que Ihe confere a sensibilidade
necessaria para quantificar e diferenciar os elementos figurados do sangue, utilizando
como metodologias a citometria de fluxo, condutividade elétrica com focagem

hidrodinamica e colorimetria.

e Determinacdo de hemoglobina

o Canal HGB - Método SLS-Hb

A metodologia utilizada pelo canal HGB consiste nho método SLS-Hb, que permite a
determinagdo da hemoglobina através do uso do surfactante laurilsulfato de sddio (SLS).
Apbs a lise dos eritrdcitos, a cadeia globina da molécula de hemoglobina é alterada por
acdo do SLS, através da oxidagdo do grupo heme, formando metahemoglobina.
Posteriormente, os grupos hidrofilicos do SLS vao ligar-se a metahemoglobina
anteriormente formada, formando um complexo SLS-Hb (Fig.6).

Este complexo colorido é medido espectrofotometricamente, e a absorvancia é

proporcional a concentracdo de hemoglobina presente na amostra (14, 15).

Figura 6 - Método SLS-Hb Retirado de:
https://www.sysmex.com/LA/pt/Products/Hematology/XESeries/Pages/XE-2100-Hematology-Analyzer.aspx
[Acedido a: 25 de Junho de 2018]
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e Contagem de eritrocitos e plaguetas

o Canal RBC/PLT — Método de impedéncia e focagem hidrodinamica

Os eritrécitos e as plaquetas sao contados num canal préprio, utilizando o método de
detecdo de impedéancia, ou corrente continua (DC), combinado com a tecnologia de
focagem hidrodinamica (Fig.7).

O objetivo da focagem hidrodindmica é minimizar fendmenos de perda e variacdo dos
impulsos elétricos na zona de detecéo, devido a recirculagdo de células, evitando desta
forma erros nas contagens celulares. As células sanguineas séo injetadas sobre ligeira
pressdo num pequeno orificio, conhecido como abertura, onde existem dois elétrodos de
cada lado da abertura, através dos quais passa uma corrente continua.

A resisténcia a corrente continua entre os elétrodos varia a medida que as células passam
através da abertura. Desta forma, a quantificacdo celular esté relacionada com o nimero
de impulsos, e a dimensao celular esta relacionada com a amplitude (intensidade) do
impulso elétrico.

Neste canal obtém-se a contagem de eritrocitos e plaquetas, e é calculado o volume
globular médio (VGM) e o volume plaquetario médio (VPM).

O hematdcrito (HCT) é diretamente determinado através da detecao individual do volume
de cada eritrécito (VGM) (14, 15).

RBCs and PLTs are analyzed by a Hydrodynamic Focusing System

€ o ®

Peoeee e i ueobngl ©

RBCs and PLTs are analyzed by a hydrodynamic focusing system. This
eliminates potential errors in cell counters such as coincidence,
recirculation and stress changes associated with traditional methods of
analysis. This feature provides accurate RBC/PLT counts and cell sizing
even in high or low cell counts.

Figura 7 - Contagem de células pelo método de focagem hidrodinamica Retirado de:
https://www.sysmex.com/LA/pt/Products/Hematology/XESeries/Pages/XE-2100-Hematology-Analyzer.aspx
[Acedido a: 25 de Junho de 2018]

33



O

Férmula leucocitaria — método citometria de fluxo

Canal 4Diff, WBC/BASO, RET/PLT-O

A citometria de fluxo com fluorescéncia (FFC, fluorescence flow cytometry) (Fig.8)

€ utilizada para analisar as propriedades fisiolégicas e quimicas das células, através do
uso do marcador fluorescente Polimetina, que se liga especificamente aos &acidos
nucleicos. A amostra é transportada para a célula de fluxo e iluminada por um laser
semicondutor, que consegue separar as células, utilizando trés sinais diretos através de

medi¢Bes simultaneas de fluorescéncia e dispersao da luz (4, 14, 15):

FSC, Forward Scatter: Disperséo frontal - avalia o volume celular;
SSC, Side Scatter: Dispersao lateral - avalia o contetdo celular ndcleo e granulos;
SFI, Side Fluorescence: Fluorescéncia lateral - indica a atividade fluorescente

celular relacionada com a quantidade de DNA e RNA presente na célula

Laser Flow Cytometry

Side Fluorescence Light :

RNA/DNA Information
Side Scattered Light :
Internal Cell Structure

Forward Scattered Light :
Cell Size Information

Laser Beam

(A =633nm)

Figura 8 - Citometria de fluxo Retirado de:

https://www.sysmex.com/LA/pt/Products/Hematology/XESeries/Pages/XE-2100-Hematology-Analyzer.aspx

[Acedido a: 25 de Junho de 2018
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o Canal 4Diff

A andlise diferencial consiste numa reagdo citoquimica das células com um reagente
surfactante, que induz a lise total de eritrocitos, seguida de uma andlise por citometria de
fluxo com fluorescéncia.

A combinacéo de sinais de medi¢éo relacionados com o Side Scatter (aumenta consoante
a complexidade interna da célula), e do Side Fluorescence (aumenta consoante a
quantidade de material genético - DNA/RNA), sdo analisados e apresentados num
diagrama de dispersédo. Células com propriedades citoquimicas semelhantes séo incluidas
na mesma area do diagrama, diferenciando as classes leucocitarias em 4 tipos: Neutrdfilos,
Eosinofilos, Linfécitos e Mondcitos.

O canal diferencial fornece as contagens de todas as subpopulagfes celulares normais de

leucocitos, sinalizando também a informacao referente a anomalias (14, 15).

o Canal WBC/BASO

Nesta camara é feita a contagem de basofilos, bem como a contagem total de leucécitos.
As diferencas volumétricas resultantes entre os basofilos e as restantes células sao

analisadas a partir das informacdes provindas dos feixes Forward Scatter e Side Scatter.

o Canal NRBC

O canal NRBC utiliza combinagdo de sinais de medi¢cdo relacionados com o Side
Fluorescence e o Forward Scatter para a analise dos eritroblastos. Essa metodologia
permite a separacao dos leucdcitos e eritroblastos, uma vez que os leucocitos apresentam
uma quantidade maior de material genético e consequentemente maior fluorescéncia que
os eritroblastos. Por sua vez, os eritroblastos sdo menores que o0s leucécitos resultando

num padrdo distinto e na separacao dessas populagdes (14).
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o Canal RET/PLT-O

A tecnologia de Citometria de Fluxo Fluorescente também é utilizada para analisar de
forma eficiente e reprodutivel a contagem de reticul6citos e os seus estagios de maturacdo
de acordo com o seu grau de fluorescéncia:

o LFR (low fluorescence reticulocytes, reticulécitos de baixa fluorescéncia)

¢ MFR (medium fluorescence reticulocytes, reticulécitos de média fluorescéncia)

¢ HFR (high fluorescence reticulocytes, reticulécitos de alta fluorescéncia)
A IRF (immature reticulocyte fraction, fracdo de reticulocitos imaturos) reflete a proporcéo
de reticulécitos imaturos e é calculada pela soma de MFR + HFR, fornecendo informacgfes
sobre a atividade medular.
A contagem Optica de plaquetas também é aqui determinada, permitindo uma contagem
mais precisa das plaguetas quando o método de impedancia apresenta interferéncias. A
combinagdo de sinais de medi¢do relacionados com o Forward Scatter e do Side
Fluorescence séo analisados e apresentados num diagrama de disperséo (14, 15).

Nas figuras seguintes encontra-se um exemplo de um resultado de um histograma

executado no Sysmex XE-2100 (Fig.9) e o diagrama esquematico do respetivo histograma
(Fig.10).
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(1

\/\)IBC 6.90 [109L] DIFF WBC/BASO
RBC 4.64 [1012/L] 2) (3)

HGB 154 [glL] - L
HCT  0.440 [Ratio] - !
MCV 94.8 [fL] :

MCH 33.1 [pa]

MCHC 350 [g/L]

PLT 353 [109/L]

RDW-SD  46.0 [fL]

RDW-CV 0.134 [Ratio]

PDW 11.6 [fL]

MPV 10.6 [fL]

P-LCR  0.300 [Ratio]

PCT  0.0037 [Ratio]

NEUT 4.9 [109L] 0.607 [Ratio]
LYMPH 154 [1091] 0.223 [Ratio]
MONO 051 [109L] 0.074 [Ratio]
EO 0.60 [109L] 0.087 [Ratio]
BASO  0.06 [109L] 0.009 [Ratio]
NRBC  0.00 [10%L] 0.000 [Ratio]
RET  0.0170 [Ratio] 78.9 [109L]
IRF 0.067 [Ratio]

LFR 0.933 [Ratio]

MFR  0.061 [Ratio]

HFR  0.006 [Ratio]

§ \/BC

(12)

) (1) (12)
WBC IP Message(s) RBC/RET IP Message(s) PLT IP Message(s)

(10)

(1)Analysis data (2)DIFF scattergram (3)WBC/BASO scattergram (4)IMI scattergram (5)NRBC scattergram
(B)RET scattergram (7)PLT-O scattergram (8)RBC histogram (9)PLT histogram (10)WBC system IP message
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Figura 9 - Histograma executado no Sysmex XE-2100 (Imagens cedidas por Sysmex Corporation)
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4.2 Hemograma

O maior volume de analises no sector de Hematologia é constituido pelo Hemograma.
Este representa 0 exame de primeira linha no estudo da funcdo hematoldgica, que permite
a quantificacdo dos elementos figurados do sangue periférico, bem como, uma avaliacédo
gualitativa da sua morfologia.

E uma andlise que permite uma diversidade de informac6es no estudo de patologias
eritrocitarias, leucocitarias e distlrbios trombociticos.

O Hemograma é uma ferramenta importante na avaliacao de diversas situacdes, tais como
diagndstico e evolucdo de doencas hematoldgicas, detecdo de quadros infeciosos e na

monitorizacao terapéutica (16); sendo constituido por:

Eritrograma

Consiste na quantificacdo de glébulos vermelhos e concentracdo de hemoglobina, bem

como a determinacao dos indices globulares e a morfologia eritrocitaria.

Os eritrécitos definem-se por trés parametros quantitativos principais:
e Contagem de eritrocitos - NUumero de eritrécitos circulantes, presentes num
dado volume de sangue
e Hematdcrito — Volume ocupado pelos eritrécitos num litro de sangue

e Concentracdo de hemoglobina

Os indices eritrocitarios permitem descrever caracteristicas qualitativas médias, e sao
calculados automaticamente pelo aparelho através dos paréametros RBC (contagem de
glébulos vermelhos), HGB (hemoglobina) e HCT (hematdcrito):
e VGM (Volume globular médio) — Corresponde & média dos volumes
ocupados pelos glébulos vermelhos
¢ HGM (Hemoglobina globular média) - Avalia a quantidade de hemoglobina
presente nos glébulos vermelhos
e CHGM (Concentracdo de hemoglobina globular média) - Estima a
concentracdo média de hemoglobina presente nos glébulos vermelhos
e RDW - Coeficiente de distribuicdo das dimensées dos eritrcitos, traduzindo

a variacao de tamanho entre os eritrocitos - indice de anisocitose
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Leucograma

A férmula leucocitaria é calculada pelos equipamentos hematolégicos disponiveis no
laboratério, tal como ja foi referido anteriormente, fornecendo uma contagem total de

leucdcitos, férmula leucocitaria e avaliagdo morfolégica.

Os leucdcitos existentes no sangue periférico normal representam trés populactes

celulares morfologicamente distintas: granulécitos, linfocitos e mondcitos.

Plaguetograma

Consiste na quantificacéo de plaquetas.

4.3 Valores de referéncia do Hemograma

Tabela XI: Valores de referéncia do Hemograma

Homem Mulher Unidades
Eritrograma
Eritrécitos 45-5,9 39-5,0 x10 2 /L
Hemoglobina 135-17,5 12 - 16 g/dL
HCT 40,6 — 50,4 36 — 46 %
VGM 80 — 100 80 — 100 flL
HGM 26 —-34 26 - 34 Pg
CHGM 32-36 32 - 36 g/dL
Leucograma
Leucécitos 4-10 4-10 x 10°/L
Neutrofilos 50 — 75 5075 %
Eosinéfilos 1-5 1-5 %
Bas6filos 0-2 0-2 %
Linfocitos 20 - 45 20 - 45 %
Mondcitos 1-12 1-12 %
Plaguetograma
Plaquetas 150 — 400 150 — 400 x 10 °/L
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4.4 Esfregaco Sanguineo

O sistema automatico Sysmex XE-2100 estd programado para fornecer contagens
sanguineas exatas e reprodutiveis em amostras normais. No entanto sempre que se obtem
um hemograma com resultados alterados nos histogramas, o aparelho imite alertas (flags).
Estes alertas podem estar na origem da presenca de células blasticas, granulécitos
imaturos, eritroblastos, linfécitos atipicos, trombocitose, trombocitopenia, agregacao
plaquetéria, microcitose, macrocitose, hipocromia, anemia, o que pode indicar a
necessidade de se proceder & observacdo do esfregaco sanguineo.

Caso se verifiguem os valores da tabela seguinte, e depois de verificadas as condigcbes
pré-analiticas em doentes sem historico ou contexto clinico, deve contactar-se o médico

prescritor de imediato, e executar o esfregaco sanguineo.

Tabela XII: Valores de criticos de Hemograma

Parametro Valores de referéncia Unidades
Hemoglobina <7 >19,9 g/dL
Hematacrito <18 >61 %
Leucécitos <2 >30 x10%/L
Neutréfilos <1 x10°%/L
Plaquetas <50 >1000 x10°%/L

O exame de esfregaco sanguineo constitui uma parte essencial na investigacao
hematolégica de um doente, e tem como objetivo a avaliacdo morfol6gica dos diferentes
elementos figurados do sangue, bem como outros elementos como, por exemplo,
parasitas.

Assim, o esfregago sanguineo permite o estudo da morfologia eritrocitéria, leucocitéria,

efetua contagem diferencial de leucdcitos, e o estudo da morfologia plaquetéria.

A visualizacao de esfregacos sanguineos é uma das analises mais utilizados no auxilio do
diagnostico de determinadas doencgas, que tém associadas altera¢cdes morfologicas das
células do sangue. Existem patologias que interferem com a normal eritropoiese

provocando variagdes na forma, no conteido da hemoglobina e no tamanho dos eritrocitos.
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De uma forma geral num esfregaco sanguineo podem ser identificadas variacdes de
tamanho (anisocitose), de forma (poiquilocitose) ou variagdes de cor (anisocromia) (Tabela
XI1).

Relativamente a qualidade do esfregaco, este deve ser fino, regular, com margens
paralelas aos bordos da lamina, mas deles afastados, ndo devendo apresentar estrias ou
espacos lacunados. De facto, devem evitar-se esfregacos muito espessos ou muito finos,
uma vez que isso significa que as células ficam mal espalhadas ou muito dispersas. Os
esfregacos devem estar bem secos, para posteriormente serem corados pela coloracdo de
Wright.

Tabela XIII: Observagfes no esfregaco sanguineo

Série eritrocitaria

Alterac6es morfolégicas

Conteudo de hemoglobina

InclusOes eritrocitarias

Presenca de eritroblastos

Presenca de parasitas

Série leucocitaria

Alterac6es morfolégicas

Contagem diferencial de leucécitos

Identificacdo de células imaturas atipicas

Série plaquetar

Avaliagcdo semiquantitativa

Avaliacdo da presenca de agregados

Alterac6es morfolégicas

Em relacdo as alteracdes da série vermelha, tive oportunidade de observar diversas
lAminas, cujas particularidades eritrocitarias observadas descrevo:

e Alteragdes da dimenséo — anisocitose, microcitose, macrocitose;

e AlteracOes da cor — anisocromia, hipocromia, policromatofilia;

e Corpos de Howell-Jolly - fragmentos nucleares redondos de cor azul escura
(coloragéo de Wright), resultantes de DNA condensado, normalmente removidos pelo
baco. Frequentes em anemias hemoliticas severas, pacientes com disfun¢do do baco

ou apoés esplenectomia;
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e AlteragOes na distribuicdo — rouleaux (GV empilhados), aglutinacéo;

o AlteragcOes associadas a um aumento da eritropoiese — presenca de eritroblastos
(células imaturas);

e Alterag6es da forma — poiquilocitose. Os eritrocitos normalmente tém forma de disco
bicbncavo, contudo podem apresentar outras formas, sendo que se houver uma
prevaléncia de algumas destas formas é indicativo de algumas patologias;

e Burr cells — eritrécitos de aspeto crenado muito tipico na insuficiéncia renal onde ha
acumulacdo de metabolitos levando a uma composicdo anormal do plasma que
determina modificacdes na morfologia da célula;

e Eliptocitos- eritrécitos com forma eliptica devido a uma alteracdo da composicao
proteica da membrana do eritrécito comum na anemia hemolitica hereditaria;

e Estomatocitos — eritrécitos em forma de boca muito frequente em doentes hepaticos
e Células em alvo- eritrocitos com periferia corada, uma zona incolor e de novo uma
zona corada no centro tipico das talassemias;

o Drepandcitos- eritrécitos caracteristicos da anemia falciforme em que as células se

apresentam numa forma de foice.

Em muitas situagdes neoplasicas, inflamatorias e imunolégicas, as proporcdes celulares

podem surgir alteradas, apesar de uma contagem total inalterada.

A contagem diferencial de células é uma técnica manual, que tem como principio
estabelecer a percentagem das diferentes linhagens leucocitarias (neutrofilos, eosinofilos,
basdfilos, linfécitos e mondcitos), através da contagem de 200 leucécitos ao longo do

esfregaco sanguineo corado pela técnica de Wright.

Esta diferenciacéo é feita tendo em conta o tamanho da célula, e as caracteristicas do
nucleo e do citoplasma. O resultado deve ser expresso em percentagem e em valor
absoluto.
No periodo do estagio, as alteracées observadas na série branca, foram sobretudo em
relacdo a alteracBes da morfologia de:

¢ Neutréfilos em banda e com hipersegmentacgéo nuclear

e Linfocitos atipicos ou reativos com citoplasma hiperbasofilo e nucleos atipicos de

contornos irregulares;

e Presenca de blastos das vérias linhagens leucocitérias.
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Em relagdo a alteracdes na série plaquetaria, também foram observadas laminas com
anisocitose plaquetéria, assim como a presenca de agregados plaquetérios e trombocitose.
As plaquetas aglomeradas provocam a diminuigdo da contagem destas. Nestes casos, e
se clinicamente justificar, deve repetir-se a colheita em tubo de citrato.

4.5 Ves-Matic 30/30 Plus

Na area de Hematologia € utilizado o analisador de bancada Ves-Matic 30/30 Plus. O
exame é executado em completa automacao (agitacdo e leitura) e os resultados séo
comparaveis aos obtidos pelo método de Westergren (1 hora) em 25 minutos.

A velocidade de sedimentacéo globular (VS) representa uma medicdo de fase aguda de
resposta a uma doenca inflamatéria, e reflete a rapidez com que sedimentam os eritrocitos.
Este é caraterizado como sendo um exame pouco especifico, mas bastante Util no rastreio
de processos infeciosos e na monitorizagdo do tratamento de algumas patologias
inflamatérias ou infeciosas, como mieloma multiplo, leucemias, linfomas, carcinomas,
artrite reumatoide e Lupus (17)

4.5.1 Fundamento do método

O sangue inicialmente colhido em tubos de EDTA é cuidadosamente misturado pelo
dispositivo, ficando as amostras em repouso por um tempo predefinido para que se
verifique a sedimentagdo. O dispositivo determina automaticamente o nivel de
sedimentacgdo dos eritrocitos, sendo a leitura efetuada por sensores optico- eletrénicos.
Este método tem como principio a medi¢cdo da altura da coluna de plasma livre, que
corresponde a distancia que os glébulos vermelhos percorrem em 1 hora.

Os dados séo elaborados, automaticamente impressos e visualizados o ecra e transmitidos

para o computador.

Em casos de amostras pediatricas ou em caso de um resultado superior a 50 mm pelo
método automatico, procede-se & determinacdo da velocidade de sedimentacéo
manualmente.

Na técnica manual, utiliza-se uma pipeta graduada que é preenchida com o sangue

periférico até a marca zero e deixada numa posi¢do vertical durante uma hora. A VS,
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expressa em mm/h, serd a distancia da coluna inicial de eritrcitos (marca 0) até ao

sedimento.

4.5.2 Valores de referéncia de Velocidade de Sedimentagdo Globular

Tabela XIV: Valores de referéncia de Velocidade de Sedimentacdo Globular

Sexo Masculino <10 mm
Sexo Feminino <15 mm

4.6 ADAMS A1C HA-8160

Este aparelho automatico € usado com a finalidade de efetuar o doseamento de
hemoglobina glicada (Hb Alc). A hemoglobina glicada resulta de uma reagdo né&o
enzimatica, lenta e irreversivel (glicacdo), entre a glicose que circula no sangue e 0s grupos
amina livres existentes na hemoglobina dos eritrdcitos.

A glicacdo da hemoglobina varia em fun¢do da concentracdo da glicose a que os eritrocitos
sao expostos, sendo um indicador de grande utilidade clinica, que reflete a glicemia média
nas dltimas 8 a 12 semanas, uma vez que o tempo médio de vida dos eritrcitos é cerca
de 120 dias. A sua determinacéo é utilizada como teste de rotina para a monitoriza¢éo de
doentes com Diabetes Mellitus (3 em 3 meses), e também ao diagnéstico desta patologia
(18).

Segundo a norma 002/2011 da Direcdo Geral de Saude, é critério de diagndstico de
Diabetes Mellitus um valor de Hemoglobina glicada A1c (HbA1c) = 6,5%, devendo ser

confirmado numa segunda analise, apés uma a duas semanas (19).

4.6.1 Fundamento do método

O doseamento da hemoglobina é feito usando a técnica cromatogréfica de Cromatografia
Liquida de Alta Pressdo (HPLC), onde a coluna € composta por uma resina de troca
cationica de fase reversa, que se baseia na distribuicdo diferencial dos solutos entre a fase
movel liquida e a fase estacionaria. A maior ou menor afinidade para a resina, determina o
tempo de retencdo/separacao de uma substéncia, face a passagem de uma solucdo

eluente.
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Esta técnica possibilita separar a HbAlc das outras fragdes de hemoglobina presentes na
amostra, de acordo com diferencgas de carga e, ap0s separagao, passam por um fotémetro

numa célula de fluxo em que sdo medidas altera¢cdes na absorvancia (4).

4.6.2 Valores de Referéncia de hemoglobina glicada

4% - 6%

Valores elevados encontram-se associados a um risco de complicagdes cronicas.

4.7 Estudo da coagulacéao

A rotina diéria do laboratorio inclui a realizacdo de estudos da coagulagéo, provenientes
dos diferentes servicos do Hospital CUF para a monotorizagdo do tratamento
anticoagulante, quer dos doentes em ambulatério, quer de doentes internados. A

elaboracgéo de planos de Hipocoagulacao, é realizado através do programa Athis.

4.7.1 Sysmex CA-500

O Symex CA-500 é um instrumento totalmente automatizado envolvido no estudo da
hemostase secundéria (coagulagéo). O equipamento determina o tempo da coagulagéo
utilizando principios fotométricos e turbidimétricos, através de alteragfes na intensidade da
luz dispersa na amostra, devido a um aumento da turvacdo provocada pela formagéo do
coagulo de fibrina. Desta forma, os raios de luz provenientes do diodo emissor de luz (LED)
sao refletidos e dispersos em simultdneo com a formacdo coagulo, com consequente
alteracdo da densidade 6tica do meio de reacdo e que é convertido em sinais elétricos. Por
fim um microprocessador controla esses sinais e utiliza-os para contabilizar o tempo de

coagulagéo na amostra (20).
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4.7.2 Parametros realizados no equipamento Sysmex CA-500

Tabela XV: Parametros realizados no equipamento Sysmex CA-500 e respetivos valores
de referéncia

Parametros Valores de Referéncia
Tempo de Protrombina 11.8 — 15.1 segundos
Taxa de Protrombina 74 - 132 %

INR (Razdo de Normalizacéao <118
Internacional) S

Tempo de Tromboplastina Parcial
Ativado
Fibrinogénio 180 - 350 mg/dL

24.3 — 35 segundos

4.8 Atividades desenvolvidas na area de Hematologia

e Executei a manutencao e controlo de todos os equipamentos existentes no sector
¢ Avaliei a qualidade e volume de amostras

e Interpretei os resultados fornecidos pelos analisadores

e Realizei e corei esfregagos sanguineos e procedi & sua observagdo microscopica

e Acompanhei a elaboracdo de planos de hipocoagulados no programa Athis
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5 Serologia / Técnicas Manuais

As técnicas manuais de serologia tém como base a detecdo sérica de anticorpos
especificos produzidos contra antigénios, em resposta a presenc¢a de um agente infecioso,

sendo Uteis no auxilio de diagndstico de patologias infeciosas.

Amostra

Soro ou plasma

5.1 Serologia para Treponema pallidum

¢ RPR (Rapid Plasma Reagin) - Teste ndo treponémico de determinacdo qualitatitva
e titulag&o de anticorpos (reaginas) por aglutinacdo direta em placa (21)

e TPHA (Treponema Pallidum Hemaglutination) - Teste treponémico de
determinacgdo qualitativa e titulacdo de anti — Treponema pallidum por método de

hemaglutinacdo passiva do soro (22)

5.2 Serologia para Mononucleose Infeciosa

e Monospot — Teste rapido para determinacdo qualitativa de anticorpos heterdfilos

por técnica de aglutinagéo direta em placa (23).

5.3 Serologia para Brucella spp.

e Brucelloslide — Test — Teste de aglutinacdo direta em placa em que perante
aglutininas especificas da Brucelose o antigénio corado de Rosa Bengala é

aglutinado (24)
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5.4 Serologia Fator Reumatoide

e Areacdo de Waaler Rose ¢ um método hemaglutinacéo para a determinacao semi-

gquantitativa do fator reumatéide no soro humano (25)

5.5 Antigénios febris

¢ Reacao de Widal € um método seroldgico por reacédo de aglutinacdo direta em placa
com suspensdes antigénicas de Salmonela (S. paratyphi A O; S. paratyphi A H; S.
paratyphi B O; S. paratyphi B H; S. typhi O; S.typhi H).

e Reaccado de Weil-Felix € um método serolégico por reagéo de aglutinagdo direta em
placa com suspensdes antigénicas Proteus (Proteus OX19; Proteus OX2; Proteus
OXK) (26)
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6. Estagio em Microbiologia Clinica

Laboratério/ Servigo Duracéao Periodo de estagio

Laboratério de

Microbiologia Centro de _
7 de Maio de 2018 a 8 de

Junho de 2018

Medicina Laboratorial 150 horas
Germano de Sousa no
Hospital CUF Porto

O papel fundamental do Laboratério de Microbiologia prende-se com o diagnéstico e
respetivo tratamento das doencas infeciosas. Conjuga a necessidade de resposta rapida e
assertiva com as rigorosas normas de orientacdo e técnicas utilizadas, desde a colheita
das amostras até a identificagcdo de microrganismos responsaveis pelo processo infecioso
e determinacao do respetivo perfil de suscetibilidade dos antibiéticos.

Responsavel pela valéncia de Microbiologia: Dra. Elsa Maria de Senna Fernandes

Calado, Médica Patologista Clinica

6.1 Metodologia geral do estudo microbioldgico

O estudo dos produtos biolégicos rececionados, dependem do tipo de amostra, do tipo de
exame requisitado pelo médico, e da informagé&o clinica que acompanha a requisi¢cao. As
amostras para estudo microbioldgico sé@o recebidas pelo servigo de triagem, ou através do
servi¢o de urgéncia, onde séo colocadas em tabuleiros e enviadas para o Laboratério de
Microbiologia. ApGs a recec¢éo, sdo impressas as folhas de trabalho, podendo iniciar-se o

processamento da andlise dos produtos biolégicos.

Durante o estagio foram estudados e processados 0s seguintes produtos biolégicos
(Tabela XVI):
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Tabela XVI: Produtos processados no Laboratério de Microbiologia

Produtos Estudados

Sangue (puncdo venosa e colheita através de cateter)

Secrecdes respiratorias (lavado broncoalveolar, expetoracdo, aspirado brénquico)

Urina

Secregdes purulentas (pus de abcesso, aspirado de ferida, exsudado de ferida)

Fezes

Exsudados vaginais e uretrais

Exsudados nasais e da orofaringe

Pontas de cateteres

Liguidos serosos (liquido pleural, peritoneal, pericardico, bile)
Liguido Céfalo-Raquidiano (LCR)
Exsudados oculares

Bidpsias e fragmentos tecidulares

Esperma

6.1.1 Exame Macroscoépico

Observacdo e avaliagdo do aspeto global da amostra relativamente ao aspeto, odor,

consisténcia, presenca de muco, saliva ou sangue.

6.1.2 Exame Microscoépico

O exame direto além de permitir classificar os microrganismos segundo as suas
caracteristicas morfolégicas e coloracdo, também permite avaliar a qualidade de

determinado tipo de amostra e fazer o diagndstico presuntivo de alguns agentes infeciosos:

e Observagdo microscopica de exame a fresco entre lamina e lamela, permite
apreciar a presenca de elementos celulares e microrganismos (bactérias, fungos e
parasitas)

e O exame microscoépico de preparacdes coradas permite precisar as caracteristicas
morfologicas das bactérias e fungos (forma e afinidade para os corantes):

e Método de Gram, permite a diferenciacao de bactérias Gram positivo que coram de

roxo escuro de bactérias Gram negativo que coram de vermelho
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e Método de Ziehl- Neelsen modificado, permite a pesquisa de bacilos &cido &lcool
resistente
e Coloragdo com azul Lactofenol utilizado para exame micolégico de fungos

flamentosos

6.1.3 Exame cultural

Os meios de Cultura sdo meios que promovem 0 crescimento microbiano in vitro por
incluirem na sua composicao todos os nutrientes indispensaveis, (agua e pH adequados),

de forma a manterem microrganismos viaveis no laboratério, sob a forma de culturas.

No laboratério de microbiologia utilizam-se meios de cultura da bioMérieux essenciais a

inoculacéo das diferentes amostras recebidas (tabela XVII).

Tabela XVII: Meios de cultura utilizados no Laboratério de Microbiologia (27)

Meios de cultura Funcéo

Meios de cultura solidos

Gelose ChromID CPS Agar (CPS) Isolamento de germens urinarios
Gelose Manitol (MSA2)

Isolamento de Staphylococcus spp.

Gelose Mac Conkey (MCK) Isolamento de bactérias Gram negativas

Isolamento de bactérias exigentes
Gelose Chocolate PolyviteX (PVX) , : .
pertencentes ao género Neisseria,

Haemophilus e Streptococcus

pneumoniae

_ Isolamento de bactérias Neisseria
Gelose Chocolate PolyViteX (VCAT3) _ _ o
gonorrhoeae e Neisseria meningitidis

Gelose Columbia + 5% de sangue de

carneiro (COS) Isolamento de bactérias exigentes

Isolamento de fungos
Gelose de Sabouraud (SGC2)
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Gelose Hektoen (HEKT) Isolamento de bactérias Salmonella e

Shigella

Gelose Granada (GRAN) Isolamento de Streptococcus agalactiae

Gelose Mueller-Hinton E (MHE) Teste de suscetibilidade aos

antimicrobianos

Gelose Mueller Hinton + 5% de sangue Teste de suscetibilidade aos

de cavalo (MHF) antimicrobianos

. . Isolamento de Mycobacterium tuberculosis
Meio de Lowenstein-Jensen y

e outras micobactérias

_ Isolamento de Campylobacter spp.
Gelose Campilosel (CAM)

Meios de cultura liguidos

Meio de enriquecimento para

Caldo de GN Enterobacteriaceae

Meio de enriquecimento para aerdbios e

Meio BHI L
anaérobios

Meio de isolamento para Streptococcus f3

Caldo Todd Hewitt "
— hemolitico

O exame cultural implica as seguintes fases:

* Preparacdo da amostra (concentracdo, homogeneizacao)

+ Selecao dos meios de cultura apropriados a natureza do produto e ao exame
pretendido

* Inoculagao no meio de cultura respetivo por técnicas de “sementeira” adequadas.

+ Condi¢cbes de incubacdo apropriada, isto €, selecdo da atmosfera, temperatura,
humidade e tempo de incubacé&o apropriados

* Selecdo e isolamento das diferentes estirpes a valorizar de forma a obter culturas
puras para posterior identificacdo dos microrganismos e realizacdo de TSA

* A decisdo do modo de processamento do exame cultural e valorizag&o clinica das

estirpes isoladas, baseia-se no conhecimento do processo inflamatério da flora
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comensal habitual e dos respetivo agentes patogénicos dos diferentes locais

anatémicos

6.2 Métodos de identificacdo de Microrganismos isolados

A identificacdo dos microrganismos isolados a partir do exame cultural é realizada no

Laboratério com base numa grande variedade de métodos manuais e automaticos.

6.2.1 Métodos manuais

e Morfologia macroscépica das colbénias: forma, dimensdo, elevacdo, cor,
consisténcia, opacidade/ brilho, margem (bordo da colbnia), cheiro, alteractes
provocadas no meio de cultura (hemdolise, “swarming”, producéo de pigmento)

e Condigcbes ambientais de crescimento: temperatura, humidade, atmosfera
(aerobiose, microaerofilia e atmosfera de COy,)

¢ Morfologia microscépica e caracteristicas de coloragdo de Gram e Ziehl-Neelsen

¢ Provas rapidas de caracteriza¢do bioquimica/ enzimatica:

Prova da Catalase

A enzima catalase intervém na quebra da molécula de peréxido de hidrogénio em oxigénio
e agua. Quando um pequeno indculo de microrganismos produtores de catalase € colocado
em peroxido de hidrogénio libertam-se bolhas de oxigénio resultante da atividade

enzimatica.

A prova da catalase € uma prova presuntiva, que auxilia na diferenciacdo de Cocos Gram

positivos, os Staphylococcus (catalase positiva) e os Streptococcus (catalase negativa).

Prova da Coaqulase

A coagulase € produzida por Staphylococcus aureus que permite a conversdo do

fibrinogénio em fibrina. A atividade da coagulase é utilizada para distinguir espécies
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patogénicas por Staphylococcus de espécies ndo patogénicas, sendo um bom indicador
da patogenicidade de S.aureus.

Prova da oxidase

As citocromo-oxidases sdo hemoproteinas que atuam como elo final na cadeia de
respiracdo aerobia transferindo eletrbes (hidrogénio) para o oxigénio, com formacao de
agua. O teste utiliza um corante que substitui o oxigénio como aceitador de hidrogénio. Na

presenca de cér azul é indicativo de um resultado positivo.

A prova da oxidase é um teste que permite identificar bactérias que possuem o citocromo
oxidase. Este teste permite distinguir bactérias ndo fermentadoras (oxidase positiva) de

Enterobactereaceas (oxidase negativa).

Prova da solubilidade na bile

Os sais biliares tém a capacidade de lisar seletivamente de S. pneumoniae. A prova da
solubilidade na bile (desoxicalato de sédio) permite a diferenciacdo entre Streptococcus
pneumoniae de outros streptococcus a- hemoliticos (resistentes a bile). O S.peumoniae é

soluvel na presenca de bile, pois o desoxicalato de sodio lisa a parede do pneumococo.

Teste Indol Direto

O indol é um dos produtos de degradagcdo metabdlica do aminoacido triptofano. As
bactérias que possuem a enzima triptofanase sédo capazes de hidrolizar e desaminar o
triptofano com a producéo de indol, acido pirtvico e amonia. Na presencga de cér verde €

indicativo de um resultado positivo.

e Provas de identificacdo com discos impregnados:

Teste de sensibilidade a Optoquina

O teste de sensibilidade & Optoquina permite distinguir duas espécies de Streptococcus o-

hemoliticos.
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Inicialmente é feita uma sementeira por esgotamento total em meio de gelose de sangue
no qual é, posteriormente, impregnado um disco de Optoquina. A presenca de um halo de
inibicdo > 14 mm da cultura em placa, indica que a bactéria € sensivel a agdo da Optoquina.

O S. pneumoniae € sensivel & optoquina enquanto o S. viridans é resistente.

Teste de sensibilidade a Bacitracina

A presenca de um halo de inibicdo em volta do disco de Bacitracina em cultura da placa,

indica identificacdo presuntiva de estreptococos hemolitico do grupo A.

6.2.2 Métodos automaticos

Para a identificacdo microbiana das estirpes isoladas, o laboratério de microbiologia utiliza
0 sistema automatizado VITEK 2 Compact

6.2.2.1 Vitek 2 Compact

O equipamento Vitek 2 Compact, da bioMérieux - € utilizado para a realizacao de testes de
diagndstico in vitro, que utiliza cartas de identificacdo (tabela XVIII) com reagentes
colorimétricos, inoculadas com uma suspensdo microbiana da cultura, permitindo
monitorizar por turbidimetria o crescimento microbiano durante o periodo de incubagdo. A
leitura é feita por espectofotometria. O sistema Optico utiliza diodos emissores de luz
(LEDs) que produzem luz nos comprimentos de onda apropriados que medem o

crescimento dos microrganismos através da quantidade de luz que é impedida de

atravessar o pogo.

Tabela XVIII: Cartas de identificacdo Sistema VITEK 2 Compact

Painel Utilizacao
GN Bactérias Gram negativos
GP Bactérias Gram positivos
NH Bactérias dos géneros Neisseria spp. e
Haemophilus spp.
YST Identificac&o de fungos leveduriformes
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6.3 Testes de suscetibilidade aos antimicrobianos

6.3.1 Métodos manuais

No laboratorio, os métodos manuais de TSA sdo realizados para bactérias fastidiosas, para
testes de antibidtico inexistentes nas cartas do VITEK 2 para detecdo de alternativas
terapéuticas a agentes multirresistentes, para confirmacéo de resultados obtidos e para
pesquisa de alguns mecanismos de resisténcia (ESBL e KPC) (28).

e Método de difusdo de discos: Este método de difusdo consiste na colocagédo de
discos de papel de filtro impregnados com antimicrobianos na superficie de um
meio apropriado com a suspensdo bacteriana padronizada a testar. Apdés
incubacéo, séo observados e medidos os halos de inibicdo formados em redor dos
antibiéticos. O tamanho dos halos é expresso em mm e traduzido em resistente (R),
intermédio (I) ou sensivel (S).

e E- teste: Combina o principio do método de difusdo com disco (a preparacédo do
indculo € igual) com o do método de diluicdo (concentragBes seriadas do
antimicrobiano impregnadas em tiras)

e Métodos fenotipicos para detecdo e comprovacdo da resisténcia aos

Carbapenemos (KPC)

6.3.2 Métodos automaticos

O Vitek 2 Compact permite a execucao de testes de sensibilidade (Tabela XIX) por técnica
de microdiluicio em meio liquido, utilizando as cartas constituidas por conjuntos
especificos de antibiéticos, em varias concentracdes devidamente definidas e localizadas
em pocos. O equipamento possui sistemas de detecdo 6tica capazes de medir alteracbes
de crescimento bacteriano permitindo a avaliagdo dos valores de CMI (concentracao

minima inibitoria).
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Tabela XIX: Cartas de testes de sensibilidade aos antimicrobianos Sistema VITEK 2
Compact

Galerias Utilizacao
AST N355 Antibiograma para Enterobacteriaceae
AST 373 Antibiograma para Enterobacteriaceae ndo fermentadores
AST P586 Antibiograma para Enterococcus
AST P648 Antibiograma para Staphylococcus
AST STO03 Antibiograma para Streptococcus

6.4 Processamento de produtos biolégicos

Consoante o tipo de amostra e a sua finalidade, os produtos biol6gicos sédo inoculados em
diferentes meios de cultura. Em seguida irei descrever de uma forma resumida, o
processamento das amostras que tive oportunidade de realizar durante o estagio no
laboratério de Microbiologia Clinica.

6.4.1 Amostras de Urina

O exame bacteriolégico da urina é um meio complementar de diagnéstico capaz de
confirmar a presencga de infecdo urinaria. As infe¢cdes do aparelho urinario séo das infecbes
mais frequentes, geralmente causadas por bactérias da flora intestinal “saprofita”, que
invadem o aparelho urinario por via ascendente através da uretra (28). Este exame esta
indicado na suspeita de alguns destes sintomas: cistite, pielonefrite, bacterilria
assintomatica, prostatite aguda, abcesso renal, sépsis com ponto de partida uroldgico. Os
pilares essenciais do processamento bioldgico séo a presenga de leucocitos e bacteridria
(29).
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6.4.1.1 Procedimento laboratorial em amostras de Urina

Exame
Cultural

| |

Semear 1 pL ap6s Centrifugar 10 ml durante 10 min
homogeneizacdo da urina a 1500 rpm.

Sedimento

l Rejeitar o sobrenadante e
ressuspender o sedimento.
Colocar uma gota entra lamina e
lamela e observar ao
microscaopio.

Incubar a 35-372C, 18— 24H em
aerobiose

Figura 11 - Fluxograma procedimento laboratorial em amostras de Urina

Exame Direto

e Esfregaco da urina corado pelo Gram

e Exame direto a fresco do sedimento urinario:

As urinas sdo centrifugadas a 1500 rpm (V = 10 mL) durante 10 minutos. Apds desprezar
0 sobrenadante, ressuspende-se o0 sedimento (V = 1 mL) e procede-se a visualizagdo do

sedimento no microscopio.

Observam-se dez campos diferentes com a objetiva de 40x e regista-se a presenca de
células epiteliais, leucdcitos, eritrocitos, sendo que os resultados sao dados por campo
(raras, alguns, bastantes, numerosos) — Tabela XX. Podem ainda estar presentes cilindros,

cristais, muco, fungos e bactérias.
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Tabela XX: Quantificagdo do sedimento urinario

Parametro visualizado Quantificagcdo (por campo)

1-2: Raras
. T 3-6: Algumas
Células epiteliais
7- 15: Bastantes

>15: Numerosas

1-5: Raras
5-10: Algumas
10-25: Bastantes

Leucocitos

>26: Numerosos

1-3: Raros
4-6: Alguns
7-15: Bastantes

Eritrécitos

>16: Numerosos

Exame Cultural

Apo6s a homogeneizacao da urina, utiliza-se uma ansa descartavel com um volume
de 1uL e inocula-se o contelildo da ansa sob a superficie da gelose do meio de
CPS, fazendo uma estria de cima a baixo na zona central e esgotando o produto
perpendicularmente a inoculagdo primaria.

As culturas vao a incubar na estufa numa temperatura compreendida entre 35°C -
37°C, sendo que, na maioria dos casos, a bacterilria é detetada entre 18 - 24 horas
de incubacéo.

A contagem e valorizagdo das colonias observadas nos meios de cultura, €
realizada de acordo com o numero de coldnias, exame direto a fresco do sedimento
urinario e com a informacéo clinica disponivel.

Para o célculo da concentracao bacteriana, faz —se a contagem de colénias para
cada tipo, multiplicando o n° de col6nias pelo fator de diluicdo: Ansa 1L - 1 colonia
=10"3 UFC/mL (1 pL = 0,001mL); sendo que a presenca de N° de UFC/mL superior
a 10™4 (10 coldnias) é preditivo de infe¢do urinéria. A presenca de muitas células
pavimentosas descamadas e diferentes morfotipos bacterianos indica

contaminacado extra urinéria devendo-se solicitar nova amostra.
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e Perante a presenca de 2 ou mais colbnias diferentes com interesse, procede- se a
repicagem da (s) col6nia (s) para os meios adequados de forma a obter-se culturas
puras (Fig.12).

e ApOs isolamento em meios adequados, procede-se a identificacdo dos agentes

etiologicos e TSA.

Figura 12 - Culturas puras de Escherischia coli e Proteus mirabillis apds repicagem em meio CPS

Durante o estagio a maior parte das colonias observadas foram sobretudo:
e Bactérias Gram (-) — Bactérias do género Enterobactereaceae com destaque
para Escherischia coli, Proteus spp. e Klebsiella spp.

e Bactérias Gram (+) — O Staphylococcus saprophytus e Enterococcus spp.

6.4.2 Amostras de Exsudado Vaginal

A flora vaginal varia consideravelmente consoante diversos fatores, tais como pH vaginal,
idade e atividade sexual. Ap6s a puberdade, em virtude do pH e da acdo da lisozima
existente no muco cervical, h4& um predominio de Lactobacillus anaérobios. Os
Lactobacillus sdo bacilos finos e compridos Gram (+), produtores de acido lactico e
peroxido de hidrogénio, que mantém o pH vaginal acido e impedem a proliferacdo de
bactérias patogénicas (30). Algumas infec6es do aparelho genital feminino sédo devidas a
microrganismos enddgenos cuja patogenicidade € ativada por fatores do hospedeiro ou
por desequilibrio da flora saprofita (28). Os agentes de infecdo com relevancia clinica neste
tipo de produto sdo habitualmente: Neisseria gonorrhoeae, Gardnerella vaginalis,
Chlamydia trochamatis, Trichomonas vaginalis, Mycoplasma spp., Ureoplasma spp. e
Candida spp. (29).
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6.4.2.1 Procedimento laboratorial em amostras de Exsudado Vaginal

Exsudado
Vaginal

Exame
Direto do
produto
| l
Inoculam-se os meios utilizando . . —
o Visualiza — se [damina a
a técnica de esgotamento
fresco e Gram do produto

//
7 4 "

Exame
Cultural

Gelose
Gelose PVX VCAT3 Gelose SGC2
Incubar a 35-37¢C, 24—-48H Incubar a 35-372C, 24 — 48H
em atmosfera 5 — 10% C0O2 em aerobiose

Figura 13 - Fluxograma procedimento laboratorial em amostras de Exsudado Vaginal

Exame Direto

e Laminaafresco:

Numa lamina adiciona-se uma gota de soro fisioldégico e o conteldo da zaragatoa
obtida durante a colheita, procedendo-se a observacao ao microscopio 6tico. Sao avaliados
gualitativamente: células, leucdcitos, eritrécitos (raros, alguns ou numerosos), elementos

leveduriformes e parasitas (Trichomonas vaginalis).

e Laminacorada (Gram):

Avalia-se e descreve-se a flora vaginal existente: Lactobacillus spp (ausentes,
raros, alguns ou numerosos), tipo de flora predominante (mista, Gram (-), Gram (+), bacilos,
cocos, etc...). E de salientar que a presenca de “clue cells” é sugestiva de Gardnerella

vaginalis.
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Exame Cultural

o A zaragatoa é descarregada em todos 0s meios e a sementeira € feita por quatro
guadrantes com recurso a uma ansa, de forma a obter col6nias isoladas.

e As placas de PVX e VCAT3 séo incubadas a 35 - 37°C, durante 24 - 48H numa
atmosfera 5 — 10% em CO.. A gelose SG2 ¢é incubada 24 - 48 horas, a 35 - 37°C,
em aerobiose.

e ApOs a observacéao cultural e valorizacdo dos agentes patogénicos, procede-se a
sua identificacdo e a realizagdo do TSA.

Durante o estagio as culturas observadas neste tipo de produto foram colénias de
Gardenerella vaginalis e Candida albicans, tendo também sido observado Trichomonas

vaginallis no exame a fresco.

6.4.3 Amostras de Exsudado Uretral

Como agentes de infe¢des, pesquisam-se habitualmente no exsudado uretral: Neisseria
gonorrhoeae, Chlamydia trochamatis, Trichomonas vaginalis, Mycoplasma hominis,

Ureaplasma spp. e fungos (29).
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6.4.3.1 Procedimento laboratorial em amostras de Exsudado Uretral

Exsudado
Uretral

Exame
Direto do
produto

1

Visualiza — se lamina a
fresco e Gram do produto

Exame
Cultural

Inoculam-se os meios utilizando
a técnica de esgotamento

7 ~
JI ™
/ v kY

Gelose
Gelose PVX VCAT3 Gelose SGC2
Incubara 35-379C, 24— 48 H Incubar a 35 - 379C, 24 — 48H
em atmosfera 5 — 10% CO2 em aerobiose

Figura 14 - Fluxograma procedimento laboratorial em amostras de Exsudado Uretral

O procedimento laboratorial para o exsudado uretral € idéntico ao do exsudado vaginal.
Durante o estagio tive oportunidade de observar culturas de Neisseria gonorrhoeae neste
tipo de produto.

Quando isolada uma cultura de Neisseria gonorrhoeae é preenchida uma folha de
notificag@o para a rede de Vigilancia Laboratorial das infe¢bes por Neisseria gonorrhoeoe
e enviada para o INSA de modo a ser identificada por genotipagem e a realizagéo do TSA.

6.4.4 Pesquisa de Estreptococos do grupo B - Exsudado vaginal/ retal

O Estreptococos do grupo B (SGB) faz parte da microbiota normal do aparelho
gastrointestinal, a partir do qual pode colonizar a vagina e por vezes o trato urinario. A
colonizacao do aparelho genital pode ser intermitente, facto importante para as gestantes,
pela possibilidade de transmisséo ao recém nascido. Atualmente a SGB é a principal causa
de sépsis neonatal. Esta infecdo pode manifestar-se nas primeiras horas de vida sob a
forma de pneumonia, sépsis ou meningite (29).
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6.4.4.1 Procedimento laboratorial para pesquisa de Estreptococos do
grupo B - Exsudado Vaginal/Retal

Zaragatoa
vaginal /
retal

Caldo TH

l

Incubar a 35 - 37°C,18 - 24H
em aerobiose

l

l

Incubar a 35-37°C, 48 Hem
atmosfera 5 - 10% CO2

Figura 15 - Fluxograma procedimento laboratorial para pesquisa de Estreptococos do grupo B - Exsudado
Vaginal/ Retal

Exame Cultural

¢ Inoculacao do conteudo da zaragatoa no caldo Todd Hewitt ficando a incubar 18 —

24H a uma temperatura de 35 — 37°C.
e Subcultura do caldo TH para gelose de Granada que vai a incubar a uma
temperatura 35 — 37°C durante 48 H em atmosfera 5-10% CO,.
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Figura 16 - Cultura de Streptococcus agalactiae em meio de Granada

O meio de Granada, € um meio especifico, seletivo e diferencial baseado na detecéo de
um pigmento. Na presenca de col6nias alaranjadas é um resultado positivo (Fig.16)

6.4.5 Amostras de Exsudado Nasal

A zaragatoa nasal s6 tem interesse para detecdo de portadores de Staphylococcus aureus
resistentes a Meticilina (MRSA). O S. aureus tem a capacidade de adquirir determinantes
de viruléncia e de resisténcia a antibitticos, sendo o gene mecA o mecanismo clinicamente
relevante que confere resisténcia a Meticilina e portanto a todos os antibidticos B-
Lactamicos. O MRSA é um dos agentes mais frequentes implicados em infecdes
associadas aos cuidados de saude nomeadamente bacteriemia, endocardite, pneumonia

e osteomielite (29, 30).
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6.4.5.1 Procedimento laboratorial em aostras de Exsudado Nasal

Exsudado
Nasal

Inoculam-se os meios utilizando
a técnica de esgotamento

|

Incubar a 35-37°C, 24— 48H em
aerobiose

Figura 17 - Fluxograma procedimento laboratorial em amostras de Exsudado Nasal

Exame Cultural

Descarrega-se o conteudo da zaragatoa em meio de MSA2 e faz-se a sementeira
por quatro quadrantes com recurso a uma ansa, que vai a incubar a uma

temperatura de 35 - 37°C, durante 48H, em aerobiose.

O meio so6lido de manitol contém uma elevada concentracdo de cloreto de sodio,
gue permite distinguir as colonias de S. aureus da grande maioria das espécies de
estafilococos coagulase negativa, através da sua cor amarela indicativa de
fermentagdo do manitol, com consequente libertacdo de acido que baixa o pH do
meio e altera a sua cor (vermelho fenil) para amarelo (30) (Fig.18).
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Figura 18 - Cultura Staphylococcus aureus em meio Gelose Manitol

Na presenca de uma cultura positiva, a Cefoxitina € o antibiético de escolha para os testes
de sensibilidade a Meticilina em meio de Mueller-Hinton (MHE). A preparacéo do inoculo
consiste na emulsdo de colénias da cultura bacteriana em solugdo salina, e ajustar ao
padrdo de 0,5 McFarland (densiometro). Em seguida mergulha-se uma zaragatoa na
suspensao bacteriana e semeia-se em estrias apertadas por todo o meio (MHE). Com uma
pinca esterilizada aplica-se o disco de Cefoxitina e procede-se & leitura 18 horas apos
incubagdo numa temperatura entre 35 - 37°C em aerobiose (Fig.19). Uma leitura com um
halo inferior a 22mm € um resultado positivo para MRSA (29).

Figura 19 - Teste sensibilidade a Meticilina em meio Gelose Mueller-Hinton E
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Todos os resultados positivos sdo comunicados por via telefénica para o servigo respetivo,

para medidas de isolamento de contacto.

6.4.6 Amostras de Exsudado Orofaringeo

O diagnostico laboratorial da faringite bacteriana aguda (faringe e amigdalas
ruborizadas com exsudado purulento) apenas inclui a pesquisa do Streptococcus
pyogens. Esta detecdo é importante mesmo em numero reduzido de microrganismos,
uma vez que é indicador da possibilidade de ressurgimento da febre reumatica, e
sindrome de choque toxico (29).

6.4.6.1 Procedimento laboratorial em amostras de Exsudado Orofaringeo

Zaragatoa

orofaringe

Semear a zaragatoa no 12 quadrante e esgotar com ansa de 1 pL nos trés
quadrantes. Colocar um disco de Bacitracina 0,04 U no 12 quadrante.
|

Meio COS

Incubar a 35 - 379C, 24 H em atmosfera 5 — 10%
co2

Figura 20 - Fluxograma procedimento laboratorial em amostras de Exsudado Orofaringeo
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Exame Cultural

e A zaragatoa é descarregada no meio de COS e a sementeira feita por trés
guadrantes com recurso a uma ansa, que vai a incubar a uma temperatura de 35 -
37°C em atmosfera 5 -10% CO..

e Na observacdo do exame cultural, se se verificar a presenga de colénias com [3-
hemolise é realizada a prova de sensibilidade & Bacitracina a partir da colonia
suspeita e efetua-se a identificagcéo e realizagdo do TSA.

Para despiste de Streptococcus B- hemoliticos do grupo A, o Laboratério possui um
teste rapido imunocromatografico que permite a detecdo qualitativa do antigénio do

estreptococos do grupo A.

6.4.7 Amostras de Exsudado Auricular

Neste tipo de produto, é importante fazer a distincdo entre as zaragatoas
auriculares para colheita de pus com origem no ouvido médio por rutura do timpano,
e as zaragatoas para diagnéstico de infe¢des bacterianas da pele do canal auditivo
externo. A analise de uma colheita realizada a nivel do ouvido externo nédo fornece
informacéo sobre o agente da otite média. Para isolar o agente da otite média, o

produto é tratado como um pus (28, 29).

70



6.4.7.1 Procedimento laboratorial em amostras de Exsudado Auricular

Exsudado
Auricular

Exame
Direto do
produto
' l
Inoculam-se os meios utilizando
a técnica de esgotamento. Faz —se Gram do produto

/ } N

Exame
Cultural

Gelose PVX Gelose COS Gelose MCK

| | |

Incubar a 35 - 379C, 24 - 48H Incubar a 35 - 372C, 24H em
em atmosfera 5 — 10% CO2 aerobiose

Figura 21 - Fluxograma procedimento laboratorial em mostras de Exsudado Auricular

Exame Direto

e Esfregaco corado pelo Gram

Exame Cultural

e Para exsudados auriculares colhidos em zaragatoa a sementeira é feita em meio
de COS, PVX (incubados a uma temperatura de 35° - 37° C numa atmosfera de 5
— 10% de CO2) e MCK (incubado, a 35° - 37°C em aerobiose durante 24 horas).

e ApOs a observacéo cultural e valorizacdo dos agentes patogénicos, procede-se a

sua identificacéo e realizacdo de TSA.
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Durante o estagio tive oportunidade de observar cultura de Pseudomonas aeuroginosa
(Fig.22) neste tipo de produto.

A

Figura 22 - Cultura de Pseudomonas aeruginosa em meio Gelose Chocolate PolyviteX

6.4.8 Amostra de Secrecdes Respiratérias

O diagnéstico de infecbes do aparelho respiratorio inferior € muitas vezes dificil pela
dificuldade em obter-se uma amostra representativa e de boa qualidade, devido a
contaminacgdo com a flora saprofita do trato respiratério superior e a diluicédo salivar.

A pesquisa de microrganismos patogénicos neste tipo de amostra esta bem estabelecida:
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus pneumoniae, Klebsiella
pneumoniae, Haemophylus influenzae, Moraxela catarrhalis e Mycobacterium tuberculosis
(28, 29).
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6.4.8.1 Procedimento laboratorial em amostras de Secre¢des Respiratérias

Secrecoes
respiratorias
Exame Exame
Cultural Direto do

produto

Inoculam-se os meios utilizando
a técnica de esgotamento.

/ l AN Faz-se a avaliacdo da qualidade do
4 - produto através da contagem do

numero de células epiteliais e de

polimorfonucleares. Preparam-se
esfregacos do produto para Gram e
l l l Ziehl-Neelsen

Gelose PVX Gelose COS Gelose MCK

Incubar a 35 - 379C, 24-48H Incubar a 35 - 372C, 24H em
em atmosfera 5 —10% CO2 aerobiose

Figura 23 - Fluxograma procedimento laboratorial em amostras de Secre¢fes Respiratorias

Exame Direto

e Esfregaco corado pelo Gram. Observacéao feita ao microscopio 6ptico em cerca de
10 campos para avaliagédo da qualidade da amostra. Uma amostra de boa qualidade
deve conter <25 células epiteliais pavimentosas e presenca de >10 PMNs/ campo
na visualizacdo ao microscopio (Amp 100x). Neste exame também se pesquisa o
agente microbiano associado a resposta inflamatéria (agente predominante
associado aos PMNs), ou auséncia de um agente predominante (Gram com flora

bacteriana mista ou Gram amicrobiano).
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Exame Cultural

e Sementeira realizada em meio de PVX, COS (incubagdo a uma temperatura 35 -
37°C durante 48H em atmosfera 5-10% CO) e meio de MCK (incubacédo durante
24H a uma temperatura 35 - 37°C em atmosfera aerdébia) com recurso a ansa
esterilizada de 10 pl, esgotando o in6culo por quatro quadrantes.

e Valorizagdo das culturas de acordo com a qualidade da amostra, populagéo
microbiana predominante e informacéao clinica.

e Proceder ao reisolamento, identificagéo e TSA da estirpe valorizada.

As coldnias observadas neste tipo de produto no decorrer do estagio foram Staphylococcus
aureus, Streptococcus pneumoniae e Klebsiella pneumoniae (Fig.24).

N »
.

Figura 24 - Cultura de Klebsiella pneumoniae em meio Gelose Mac Conkey

6.4.9 Exame cultural para Mycobacterium tuberculosis

Nas amostras de expetoracdo é muitas vezes solicitado o exame direto e cultural para a
pesquisa de BK (Bacilo de Koch) para despiste de tuberculose. O Bacilo de Koch (BK) é o
agente responsavel pela tuberculose uma doenga altamente infeciosa e potencialmente
fatal e de facil propagacéo devido a rapida formagéo de aerossois.
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6.4.9.1 Procedimento laboratorial para pesquisa de Mycobacterium
tuberculosis

Exame Direto

e Observacdo do esfregaco apds coloracdo de Ziehl-Neelsen, para pesquisa de

bacilos alcool-4cido-resistentes (BAAR)

Exame Cultural

e Homogeneizagéo e descontaminagdo das amostras com o objetivo de as fluidificar
e destruir a flora contaminante eventualmente existente, pelo método N-
acetilcisteina-NaOH.

e Inoculagdo do produto em meio de Lowenstein-Jensen (incubagdo a uma
temperatura de 35 - 37°C em aerobiose durante 45 dias com uma visualizagédo

continua das culturas para avaliagdo do crescimento)

Durante o estagio observei culturas de Mycobacterium tuberculosis (Fig.25) em amostras
de expetoracdo. Na presenca de suspeita da bactéria em questéo, esta é enviada para um
laboratério de referéncia a fim de se proceder a sua identificacdo por técnica de PCR e é
solicitado o teste de sensibilidade aos antituberculostéticos.

Figura 25 - Cultura de BK em meio de Lowenstein-Jensen

75



6.4.10 Amostras de Exsudado Ocular

As infecdes oculares podem ser divididas em: infecGes das estruturas externas do olho,
infecbes das estruturas internas do olho e infe¢cbes do sistema lacrimal. A conjuntivite

bacteriana representa o tipo mais frequente de infegéo ocular (28, 29).

6.4.10.1 Procedimento laboratorial em amostras de Exsudado Ocular

Exsudado

ocular

Inoculam-se os meios utilizando
a técnica de esgotamento

/ i \,

Gelose Manitol
Gelose PVX VCAT3 MSA2
Incubara 35-372C, 48 Hem Incubara 35-379C, 24 H em
atmosfera 5 —10% CO2 aerobiose

Figura 26 - Fluxograma procedimento laboratorial em amostras de Exsudado Ocular

Exame Direto

o Esfregaco corado pelo Gram
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Exame Cultural

e Sementeira realizada em meio de PVX e VCAT3 (incubacéo a 35 - 37°C, durante
24 - 48H numa atmosfera 5 - 10% em CO;) e MSA2 (incubacé&o durante 24 horas,
a 35 - 37°C, em aerobiose).

e ApOs a observacéao cultural e valorizacdo dos agentes patogénicos, procede-se a

sua identificacéo e realizacdo de TSA.

Durante o estagio tive oportunidade de observar cultura de haemophilus influenzae neste
tipo de produto.

Na presenca de colonias de Haemophilus spp. procede-se a leitura dos halos de
suscetibilidade de acordo com as normas EUCAST (Fig.27).

Para a execuc¢do do antibiograma com discos prepara-se uma suspenséo salina com uma
turvacdo de 0,5 McF e inocula-se a suspensdo numa placa MHEF juntamente com os
discos — Amox/ Ac. Clavulanico, Ampicilina, Cefotaxima, Eritromicina, Levofloxacina,
Imipenemo e Sulfametoxazol/ Trimetropim, e 0 meio vai a incubar a uma temperatura 35 —

37°C em anaerobiose, por um periodo de 24h.

— "‘

Figura 27 - Halos de suscetiilidade em cultura de Haemophilus sp no meio Gelose Mueller Hinton + 5% de
sangue de cavalo
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6.4.11 Amostras Purulentas

Os microrganismos residentes na pele e nas membranas mucosas bem como os do meio
ambiente podem causar infeges se tiverem acesso através de lesdes cutaneas ou das
membranas das mucosas. Devido as mdultiplas varidveis envolvidas, a metodologia para o
estudo microbioldgico de qualquer exsudado purulento tem de ter em consideragéo (29):

e Local anatomico da infecdo
e Tipo de infe¢do (traumatismo ou cirdrgico)
e Historia Clinica

e Tipo de colheita: Zaragatoa ou Aspirado

6.4.11.1 Procedimento laboratorial em amostras Purulentas

Exsudado
Purulento

Exame
Direto do
produto
| |
Inoculam-se os meios utilizando
a técnica de esgotamento. Faz —se Gram do produto

/ l .

Exame
Cultural

Gelose PVX Gelose COS Gelose MCK
Incubar a 35 - 372C, 24 - 48H Incubar a 35 - 372C, 24H em
em atmosfera 5 — 10% CO2 aerobiose

Figura 28 - Fluxograma procedimento laboratorial em amostras Purulentas

78



Exame Direto

e Esfregaco corado pelo Gram

Exame Cultural

Exsudados purulentos colhidos em zaragatoa, € realizada a sementeira em meios
de COS, PVX (incubacdo a uma temperatura de 35° - 37° C numa atmosfera de 5
— 10% de CO; durante 48H) e MCK (incubacéo a temperatura de 35° - 37°C em

aerobiose durante 24 horas)

6.4.11.2 Procedimento laboratorial em aspirados de amostras Purulentas

Aspirados

Meio BHI

Incubar a 35-37°C, 18 -
24H em aerobiose

/ l \

Gelose PVX Gelose COS Gelose MCK
Incubar a 35-379C, 48 Hem Incubar a 35 - 372C, 24H em
atmosfera 5 — 10% CO2 aerobiose

Figura 29 - Fluxograma procedimento laboratorial em aspirados de amostras Purulentas
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Exame Cultural

e Inoculagdo de amostras de aspirados em caldo de enriquecimento (BHI) durante
18- 24H a 35 - 37°C em atmosfera adequada

e Efetuar subcultura do meio liquido BHI para os meios sélidos de COS, PVX e MCK
mediante as mesmas condi¢des

¢ Nos meios de cultura com crescimento faz se a correlagdo com o Gram, registando
as caracteristicas e a semi-quantificacéo dos diferentes tipos de colonias

e A partir de coldnias relevantes efetuam-se os testes necessarios para identificacdo
e caracterizacao o perfil de suscetibilidade aos antibiéticos

Durante o estagio a maior parte de col6nias observadas neste tipo de produto foram
Staphylococcus aureus (Fig.30), Enterobacter spp., Proteus spp., Pseudomonas

aueruginosa e Morganella morganii.

Figura 30 - Cultura de Staphylococcus aureus em meio de Gelose Columbia + 5% de sangue de carneiro e
Gelose Chocolate PolyviteX
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6.4.12 Amostras de Esperma

A espermocultura € um exame laboratorial que analisa a presenca de microrganismos no

sémen, sendo possivel determinar a presenca de agentes patogénicos capazes de causar

processos inflamatorios, como é o caso de prostatite (29).

6.4.12.1 Procedimento laboratorial em amostras de Esperma

Esperma

|

Inoculam-se os meios utilizando a
técnica de esgotamento.

/ AN
v N

Gelose

chocolate

PVX

l l

Incubar a 35-372C, 48 Hem
atmosfera 5 — 10% CO2

Figura 31 - Fluxograma procedimento laboratorial em amostras de Esperma

Exame Direto

e Esfregaco corado pelo Gram
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Exame Cultural

e Sementeira realizada nos meios de PVX e VCAT3 (incubag¢do a uma temperatura
35-37°C, durante 24 - 48H em atmosfera 5 — 10% COy)
e Observagdo cultural e valorizagdo dos agentes patogénicos, identificacdo e

realizacdo de TSA.

Durante o estégio foi observada cultura de Proteus mirabilis neste tipo de produto; exame

sobreponivel ao exame cultural da urina.

6.4.13 Amostras de Biopsias e Fragmentos Tecidulares

6.4.13.1 Procedimento laboratorial em amostras de Biopsias e Fragmentos
Tecidulares

Biopsias

Meio BHI

"

Incubar a 35 -37°C, 18 —
24H em aerobiose

/ ™,
e l \x
Gelose PVX Gelose COS Gelose MCK
Incubar a 35-372C, 48 H em Incubar a 35 - 372C, 24H em
atmosfera 5 — 10% CO2 aerobiose

Figura 32 - Procedimento laboratorial em amostras de Biopsias e Fragmentos Tecidulares
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Exame Cultural

¢ Inoculacao de fragmentos tecidulares em caldo de enriquecimento BHI (incubacédo
a uma temperatura 35 - 37°C em atmosfera aerdébica).

e Subcultura do meio liquido BHI para meio sélido de COS, PVX e MCK na atmosfera
adequada.

e Observacdo cultural e valorizacdo dos agentes patogénicos, identificacdo e

realizacdo de TSA

6.4.14 Amostras de Liquido Céfalo-Raquidiano

A Meningite Bacteriana é uma emergéncia médica pois a infecdo das meninges é uma
situagdo clinica grave e potencialmente mortal se nédo for tratada atempadamente. O
diagndstico laboratorial € uma urgéncia que requer processamento imediato do produto
para determinar o agente etioldgico. Este tipo de produto deve ser enviado ao Laboratério
imediatamente apds a colheita, e mantido a temperatura ambiente (ou na estufa a 35°C),
sendo necessarios 3 tubos: 2 para exame citolégico e bioquimico e outro para exame

microbioldgico (Ultimo tubo) (28).
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6.4.14.1 Procedimento laboratorial em amostras de Liquido Céfalo-
Raquidiano

Centrifugar 20 min a 3000 rpm.
Rejeitar o sobrenadante e —_—
ressuspender o sedimento

l l

Semear 3 gotas de sedimento Semear 1 gota na lamina sem
com pipeta esterilizada espalhar e corar
™,
/ AN
/ \
X N

Gelose
Gelose

sangue COS

chocolate
PVX

Incubar a 35 -372C em
atmosfera 5 — 10% CO2

Figura 33 - Fluxograma procedimento laboratorial em amostras de Liquido Céfalo-Raquidiano

Exame Direto

e Contagem celular pela camara de Neubauer, sendo o resultado fornecido via Apollo
de modo a orientar a abordagem terapéutica ao doente

e As laminas sao feitas a partir do sedimento e coradas pelo método de Gram.
Qualquer resultado positivo deve ser imediatamente comunicado ao clinico.

Exame Cultural

e Sementeira por gota realizada em meio de PVX e COS (incubacdo a uma
temperatura 35 — 37 °C em atmosfera de 5 % CO. durante 5 dias)

e ApOs a observagdo cultural e na presenca de crescimento, procede-se a
identificacdo e realizacdo de TSA.
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Durante o estagio observei cultura de Neisseria meningitidiis. Quando isolada uma estirpe
de Neisseria meningitidiis, é preenchido o documento “Vigilancia Laboratorial da Doenca

Meningocécica” disponibilizado pelo INSA, e a cultura € enviada para realizacdo do

antibiograma e serotipagem.

6.4.15 Amostras de Liquidos das Cavidades Serosas e Bile

As infe¢des dos liquidos das cavidades organicas, normalmente estéreis, podem levar a
uma elevada mortalidade e morbilidade. Qualquer microrganismo isolado a partir de um

liquido estéril tem significado clinico, e deve ser reportado (29).

6.4.15.1 Procedimento laboratorial em amostras de liquidos das Cavidades
Serosas e Bile

Liquido de
BHI/ GN cavidades
\L:l serosas e ﬁ
T Bile

Volume < 1 ml agitar no vortex Volume >4 ml - centrifugar
g 3500 rpm durante 20 min
} | }
Faz —se Gram 1 Semear 1 gota em cada placa e Decantar o sobrenadante. Deixar
gota esgotar com ansa 0,5 ml e ressuspender o
y; N sedimento
i/ .
i ]
Gram - 1 gota de sedimento
- Gelose MCK
Gelose PVX Gelose COS - (amostra viscosa, purulenta ou
hemorragica - fazer esfregaco)
Incubar a 35-379C, 24 - 48H Incubar a 35 - 372C, 24H em
em atmosfera 5 - 10% CO?2 aerabiose

Figura 34 - Fluxograma procedimento laboratorial em amostras de Liquidos das Cavidades Serosas e Bile
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Exame Direto

¢ Laminas feitas a partir do sedimento e coradas pelo método de Gram

Exame Cultural

e Sementeira das amostras (diretamente ou apos preparacgéo) realizada em meios de
gelose COS, PVX, MCK e caldo BHI ou GN. Os meios de COS e PVX véo a incubar
numa atmosfera de 5-10% de CO; a 35- 37°C de temperatura, durante 48 horas. O
meio seletivo MCK e os meios liquidos (BHI ou GN) vao a incubar a uma
temperatura de 35°- 37°C, em aerobiose.

e Sempre que na inspecdo visual se verifique turvacdo do caldo BHI, é efetuada
subcultura para gelose de chocolate que vai a incubar em meio de anaerobiose.

¢ Quando o produto enviado é bile, para além dos meios referidos, esta é inoculada
para meio de enriquecimento GN e a partir do caldo apos 6 H de incubacéo é
efetuada a subcultura para meio de HEKT.

e Nos meios de cultura solidos com crescimento faz-se uma correlagdo com a
observacdo do Gram, registando as caracteristicas e a semi quantificacdo dos
diferentes tipos de colonia.

e A partir das coldnias relevantes, procede-se a identificacdo e caracterizacao do

perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos.

6.4.16 Amostras de Fezes

As infecBes do aparelho gastrointestinal tém uma alta incidéncia na populagédo em geral,
com grande morbilidade em determinados grupos etérios (criancas e velhos). Quando é
solicitado um exame bacteriologico de fezes, o laboratério pesquisa agentes patogénicos

mais frequentes: Salmonella spp., Shigella spp. e Campylobacter spp.
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6.4.16.1 Procedimento laboratorial em amostras de Fezes

Caldo GN

'.‘ a

Incubar a 35 - 379C, 18 - 24H |
em aerobiose

Meio HEKT

\

Incubar a 35 -37¢9C, 18 - 24H
em aerobiose

Figura 35 - Fluxograma procedimento labora torial em amostras de Fezes

Exame Cultural

e Inoculacdo da amostra em Caldo de GN (incubacdo em atmosfera de aerobiose a
35 - 37°C de temperatura).

e Subcultura do meio liquido para meio sélido Hektoen (HEK) por quatro quadrantes
com recurso a uma ansa (incubacdo em atmosfera de aerobiose, a 35 - 37° de
temperatura durante 24 horas)

e Sementeira realizada em meio de Campylosel em condi¢bes de microaerdfilia,
durante 72 horas, a 42°C de temperatura para pesquisa de Campylobacter spp.

e Observagdo do exame cultural e valorizagdo das colénias, procedendo-se ao
reisolamento para posterior identificacdo e TSA dos agentes patogénicos.
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Durante o estagio foram observadas culturas de Salmonella e Campylobacter jejunii.
Quando isolada e identificada uma col6nia de Salmonella, deve informar-se o clinico, e é
preenchido o documento “unidade de referéncia e vigilancia epidemioldgica de infecGes
Gastrointestinais”, sendo enviada a estipe para o INSA para ser efetuada a serotipagem e
0 antibiograma da estirpe enviada.

6.4.16.2 Pesquisa de Sangue Oculto

Teste para detecdo qualtitativa de hemoglobina humana nas fezes, baseado no método
imunocromatogréfico, no qual apenas é reconhecida hemoglobina humana através de

reacOes de anticorpos especificas (31).

6.4.16.3 Exame Parasitoldgico

Observagcdo do produto apOs concentracdo por centrifugacdo - sedimentagdo em
formalina-éter-acetato (Método de Ritchie), para pesquisa de ovos de helmintes e quistos

protozoarios provenientes de amostras fecais (com Lugol) (32).

6.4.16.4 Pesquisa de Toxina A e B de Clostrium difficile

Teste rapido imunocromatografico para detegéo de toxinas A e B de C.difficile (33).

6.4.17 Amostras de Sangue

As hemoculturas séo produtos requisitados maioritariamente pelo servico de urgéncia.
Como o sangue é um produto biolégico estéril, o isolamento de um microrganismo a partir
duma hemocultura é geralmente o agente etioldégico da infecdo (28). As amostras de
sangue chegam ao sector inoculadas em frascos com meio de cultura apropriados
(hemoculturas), e sé@o introduzidos no equipamento BACTEC 9050.

Este equipamento deteta o crescimento microbiano, através de medi¢des de intensidade
de fluorescéncia, que ocorre em consequéncia da producdo de CO;,, em resposta a

metabolizac&o dos substratos presentes no meio.
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6.4.17.1 Procedimento laboratorial em amostras de Sangue

Hemocultura

Positiva

Exame
Exame Direto do
Cultural produto
Gelose Gelose Faz —se Gram do produto

chocolate
PVX

| |

Incubar a 35-372C, 48 Hem
atmosfera 5 — 10% CO2

sangue COS

Figura 36 - Fluxograma procedimento laboratorial em amostras de Sangue

Exame Direto

e Esfregaco corado pelo Gram: observagdo do agente, suas caracteristicas
morfoldgicas, disposicdo e coloragdo torna possivel dar informacdes

preliminares aos clinicos.
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Exame Cultural

e Subcultura para o meio solido de gelose de sangue (COS) e gelose de
chocolate (PVX) que vao a incubar em atmosfera de 5 — 10% de COz a 35 -
37°C de temperatura até 48H

e A valorizacdo dos resultados é feita de acordo com o diagnoéstico clinico do
doente, idade, estado imunitario e tipo de agente isolado.

e |Isolamento e identificacdo do microrganismo e determinacdo da
suscetibilidade aos antimicrobianos.

e Se no final de sete dias as hemoculturas ndo positivarem, estas sao

consideradas como negativas, sendo rejeitadas.

Durante o estagio foram observadas culturas provenientes de hemoculturas positivas de

Pseudomonas e Citrobacter spp.

6.4.18 Amostras de Cateter Venoso Central

Segundo as Guidelines da Sociedade Americana de Doencgas infeciosas, a ponta do cateter
s6 deve ser cultivado para avaliar a possibilidade da responsabilidade do referido
dispositivo como origem de um quadro de bacteriémia. Devem ser efetuadas duas
hemoculturas, uma retirada perifericamente, e outra do cateter, acompanhando o
segmento interno do cateter central. A bacteriemia/ fungemia relacionada com o cateter
define-se quando ha isolamento do mesmo agente (espécie e antibiograma iguais),
isolados de uma hemocultura periférica, de outra hemocultura colhida do CVC e de uma
cultura semiquantitativa da ponta do cateter, com quadro clinico de sépsis e sem outro foco

aparente de infecéo (34).
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6.4.18.1 Procedimento laboratorial amostras de Cateter Venoso Central

Hemocultura
periférica

Hemocultura
CVC

Com pinga esterilizada rolar 3 -4
vezes sobre a superficie da gelose

l

Gelose COS

l

Incubar a 35 - 379C, 4 dias em
atmosfera 5 — 10% CO2

Figura 37 - Fluxograma procedimento laboratorial em amostras de Cateter Venoso Central

Exame Cultural

Com o auxilio de uma pinca esterilizada faz-se rodar a ponta do catéter na
superficie de gelose de COS e vai a incubar a uma temperatura 35 — 37°C numa
atmosfera de 5 -10% CO,.

O tempo de incubacao prologa-se até 4 dias (devido ao crescimento de leveduras).
Na presenca de um desenvolvimento superior a 15 colonias procede-se a
valorizacéo e identificacdo, correlacionando os isolamentos da cultura do catéter,
com o resultado da hemocultura concomitante.
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6.4.19 Amostras para exame Micolégico

As infecdes fungicas podem ser classificadas como infe¢Bes cutaneas, subcuténeas,

sistémicas ou oportunistas.

6.4.19.1 Procedimento laboratorial de amostras para exame Micoldgico

Exame Cultural

e Sementeira realizada em meio de SGC2 numa temperatura compreendida entre 25
- 30°C e com cerca de 40 - 50% de humidade.

e Tempo de incubacédo de 30 dias para produtos como pele, unhas, cabelos

Exame Direto

e Visualizagdo de lamina com uma gota de lactofenol

6.5 Resisténcia aos antibiéticos

A resisténcia aos antibiéticos constitui um grave problema de saude publica a escala
mundial que se traduz num aumento de morbilidade e mortalidade.

A resisténcia multipla em determinadas estipes atinge propor¢des que poder&o ter como
consequéncia ndo haver opgdes terapéuticas para tratar infecdes bacterianas.

As ESBLs (Beta-Lactamases de espectro alargado) aparecem por mutagcéo dos genes Beta
- Lactamases comuns mediadas por plasmidios tais como TEM-1, TEM-2 e SHV-1. Estas
ESBLs conferem resisténcia as Penincilinas, Cefalosporinas e Aztreonamo em isolados
clinicos de E.Coli, K. Pneumoniae, K.oxytoca, Proteus Mirabilis, e em outros géneros da

familia das Entobacteriaceas e que sdo suscetiveis aos referidos antimicrobianos.

A preparacao do in6culo consiste na emulsédo de algumas colénias da cultura bacteriana

em solucdo salina, e ajustar ao padrdo de 0,5 McFarland (densiometro). Em seguida
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mergulha-se uma zaragatoa na suspensao bacteriana e semeia-se em estrias apertadas
por todo o0 meio de Mueller-Hinlton (MHE). Com uma pinca esterilizada aplicam-se os
discos de Cefotaxime, Ceftazidima e Aztreonamo proximos dos discos de Amoxicilina/
Acido clavulanico, ficando a placa a incubar a uma temperatura de 35-37°C durante 18
horas.

Nas estirpes produtoras de ESBLs a prova de sinergismo é positiva, estando as zonas de
inibicdo a volta de quaisquer Cefalosporinas e Aztreonamo aumentadas na direcdo do
disco de Amoxicilina/ Acido clavulanico (Fig.20).

Figura 38 - Prova de sinergismo em meio Gelose Mueller-Hinton E

Para todas as estirpes produtoras de ESBLs a interpretacdo da prova deve ser reportada

como resistente a todas as Penincilias, Cefalosporinas e Aztreonamo (29).

A resisténcia aos Carbapenemos dos bacilos gram negativos como Pseudomonas
aeroginosas e Enterobacteriaceae, deve-se a varios mecanismos combinados (producao
metalo-B-lactamase denominadas por Carbapenemases em conjunto com bombas de
efluxo) que hidrolisam os Carbapenemos. Tém sido isoladas estirpes principalmente de
Klebsiella pneumoniae (KPC) de infe¢Bes associadas a cuidados de saude. Estas infecbes
sdo de elevada mortalidade, pois as opg¢fes terapéuticas sao limitadas e ha o perigo de

transmissao de resisténcia por elementos genéticos moveis (29, 30).

Klebsiella, produtora de KPC, forma colonias azuis esverdeadas a azul acinzentado. A

partir de cultura fresca, procede-se a identificacdo e TSA através do sistema automatico.
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Apo6s a identificacdo do género e espécie bacteriana e o alerta para resisténcia dos
Carbapenemos, efetua-se o teste confirmatério RAPIDEC CARBA NP (Fig.21) que se
baseia na detecdo de hidrélise dos Carbapenemos por bactérias produtoras de
carbapenemases.

Figura 39 - Teste RAPIDEC CARBA NP

Envia-se o resultado do rastreio KPC positivo ao clinico, com a recomendacgéo de medidas
de isolamento de contacto, e comunica-se & comissdo e controlo de infe¢cdo (CCI). O
isolado € conservado e enviado em cultura para o INSA, juntamente com a identificacéo e
o TSA.
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6.6 Atividades desenvolvidas na area de Microbiologia Clinica

O estagio permitiu realizar e executar:
¢ Diferentes técnicas manuais e automatizadas;
¢ Observacao microscopica de preparacdes a fresco, e coloracdo de Gram;
e Inoculacdo em meios e técnicas de sementeira, apropriados a realizacdo de
culturas dos diversos produtos bioldgicos, bem como as condi¢gdes de incubagao;
¢ Observacao macroscoépica das culturas, com a valorizacdo ou ndo dos agentes
isolados, e selecao de coldnias para subcultura;
e |solar e identificar microrganismos e determinar o perfil de sensibilidade aos

antibioticos.
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7 Eliminacao de residuos

O trabalho laboratorial implica a producdo de um volume de residuos, que além de ser

muito consideravel, também s&o perigosos em termos de salde publica.

Todos os trabalhadores sdo responsaveis pela manutencao da higiene e da seguranca no

local de trabalho, o que implica conhecer e executar os procedimentos presentes no

“‘Manual de Qualidade”, que tem indica¢des claras sobre as regras a seguir para a

eliminacao de residuos.

A classificacdo dos residuos encontra-se na tabela XXI, de acordo com o Despacho

n°242/96 de 5 de Julho (35).

Tabela XXI: Classes de residuos, segundo o Despacho n°242/96

Classes de residuos Descricao
Grupo | - Residuos equiparados a Todos o0s residuos provenientes de
urbanos refeitorio, salas de reunido, salas de

rececdo, salas de convivio e instalagbes
sanitarias. Nao tém exigéncias especiais,
sdo residuos provenientes de servigos
gerais, sdo colocados em sacos pretos e
tém como destino os contentores de lixo

urbano

Grupo Il - Residuos hospitalares nao

Perigosos

Material ndo contaminado e sem vestigios
de sangue ou reagentes proveniente das
salas de colheita, tais como, invélucros e
embalagens vazias de produtos utilizados
sdo eliminados para sacos pretos e

colocados em contentores de lixo comum.

Grupo Il - Residuos com risco bioldgico

Residuos contaminados ou em que ha
suspeita de contaminacdo suscetiveis de
inceneracao ou outro pré tratamento eficaz
provenientes das salas de colheita e das
salas de trabalho, nomeadamente, algodao
com vestigios de sangue, seringas,

pensos, luvas, meios de cultura, tubos de
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sangue ou soros, frascos de recolha de
urina, e outros excedentes de amostras
bioldgicas, sdo colocados em sacos
brancos, dentro de um contentor de
residuos do grupo lll, selados e recolhidos
por uma empresa contratada e licenciada

para o efeito

Grupo IV - Residuos com elevado risco
Bioldgico

Residuos constituidos por materiais
cortantes ou perfurantes provenientes das
salas de colheitas e salas de trabalho,
nomeadamente agulhas, seringas,
lancetas, laminas de bisturi, sdo colocados
diretamente em saco vermelhos ou em
contentores corto-perfurantes
posteriormente recolhidos por empresa
certificada na gestdo de residuos. Os

produtos liquidos contaminados e produtos

de reacdo resultantes da atividade
laboratorial sao recolhidos para
contentores identificados “residuos

especiais — Risco biolégico” e a sua
eliminacdo é realizada por uma empresa

externa.
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8.Conclusao

Embora desempenhe a atividade profissional na area das Andlises Clinicas desde o
términus do mestrado em Ciéncias Farmacéuticas em 2011, este estagio profissional de
estudos, conducente ao grau de Mestre em Andlises Clinicas, permitiu a consolidacao e
aprofundamento de conhecimentos nas diversas técnicas laboratoriais; a possibilidade de
aplicar os conhecimentos teoricos ao trabalho efetuado; a aquisicdo de metodologia nas
técnicas realizadas nas diversas valéncias do laboratorio, sempre seguindo os principios
das boas praticas laboratoriais; além de proporcionar uma enorme aprendizagem sobre a

rotina hospitalar e a importancia do trabalho de equipa.

Consciente do muito que ha para aprender nesta area de conhecimento, sempre em
mudancga, s6 posso dizer que a realizacdo deste estagio e a formacdo adquirida com o
mestrado em andlises clinicas, foi sem davida uma experiéncia enriqguecedora e positiva,

mas apenas o inicio de um ciclo no desenvolvimento da minha carreira profissional.

A todos, que colaboraram e me apoiaram neste caminho, “Bem Hajam”.
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Anexo 1

Tubos De Colheita

EDTA

e Hemoglobina
e Plaquetas
e Formula leucocitaria
e Reticul6citos
e e Velocidade de Sedimentacéo (3ml)
W . Coombs direta
gl e Coombs indireta
E e Grupo Sanguineo
e HLA B27 (se pedir hemograma — 2 tubos)
e Renina (2 tubos)
e  Chumbo (2tubos)
¢ Hemoglobina glicosilada
o Ciclosporina (2tubos)
e Subpopulagbes Linfocitarias - CD4/CD8 (3
tubos)
e Pesquisa de parasitas no sangue
e Vitamina C (2 tubos)
e Vitamina B1 Eb2
e Vitamina B6 (2 tubos)
e Magnésio eritrocitario
e ACTH (2 tubos)

Fluoreto de sodio

e (O’ Sulliven
e Glicose 2h
e P.TG.O

Heparina Litio

. o Pr6-BNP

-ﬁ-i
-

Heparina Sédio

. e Aluminio

i
i
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Bioguimica

e

Glicose

Creatinina

Ureia

Bilirrubinas

Gama GT

lonogramas

LDH

Transaminases ( GOT/AST,GPT/ALT)
Eletroforese

Calcio

CK

Magnésio

Serologia (TPHA,VDRL....)
Ferro Sérico

Fésforo

Homocisteina

RA teste

Waller-Rose

Proteina C reativa
Hormonas

Marcadores tumorais
Marcadores viricos
Hidantoina (Fenitoina)
Carbamazepina
Fenobarbital

Acido Valproico

Digoxina

Zinco

Cobre

Litio — 12h sem tomar medicacdo

Citrato de sodio

e Tempo de
Protrombina

e Taxa
Protrombina
¢ [|LN.R.
e Tempo
Cefalino-
| Caulino
' e Tempo
, Trombina
e Fibrinogénio
- | e Anti-trombina lll

e Tromboteste

e Proteina S da
coagulacéo

e Proteina C da
coagulacéo

e D-Dimeros
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