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Resumo

Com o avanco do conhecimento, na drea da medicina, de inumeras patologias, surge a
necessidade de técnicas de diagndstico, prevencao e tratamento mais precisas. No contexto de
diagndstico laboratorial, os biomarcadores desempenham um papel fundamental.

De entre os variados hiomarcadores, a proteina c reativa (PCR), produzida pelo figado em
resposta a inflamacdo e/ou estimulos infeciosos, tornou-se um importante bhiomarcador
recorrente na pratica clinica. Tendo em conta a sua baixa especificidade é, preferencialmente,
utilizada em combinacdo com outro hiomarcador sérico, nomeadamente a procalcitonina (PCT).
Com este trabalho pretende-se verificar a que nivel aimplementacao de novas técnicas na drea
da bioquimica traz beneficios, num contexto hospitalar. Pretende-se verificar se a utilizacao de
biomarcadores mais especificos auxilia no diagndstico clinico, e se a sua implementacao a nivel

laboratorial é aceite pelos clinicos em contexto de servicos de urgéncia.

Palavras-chave: procalcitonina; proteina c reativa; sépsis; biomarcador



Abstract

With the progression of knowledge regarding numerous pathologies, the need for more accurate
diagnosis, prevention and treatment techniques arises. In the context of laboratory diagnosis,
biomarkers play a key role.

Among the various hiomarkers, C-reactive protein (CRP), produced by the liver in response to
inflammation and/or infectious stimuli, has become an important recurrent biomarker in clinical
practice. Considering its low specificity, it is preferably used in combination with another serum
biomarker, namely procalcitonin (PCT).

The aim of this work is to verify at what level the implementation of new techniques in the field of
biochemistry brings benefits in a hospital context. It is intended to verify whether the use of more
specific biomarkers helps in clinical diagnosis, and whether its implementation at laboratory level

is accepted by clinicians in the context of emergency services.

Keywords: procalcitonin; c-reactive protein; sepsis; biomarker
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1. Instituicao e contextualizacao do estdgio

O presente trabalho foi realizado no ambito de um estdgio curricular para cumprimento da
obtencao de grau Mestre do curso de Bioquimica em Saude — Ramo da Bioquimica Aplicada, pela
Escola Superior de Saude do Porto. O estagio decorreu no laboratdrio do Servico de Patologia
Clinica (SPC) do Centro Hospitalar Tamega e Sousa (CHTS), nomeadamente na unidade Hospital
Padre Américo — Vale do Sousa, em Penafiel.

Este relatorio foca-se em descrever a aprendizagem realizada ao longo do tempo de estdgio,
tendo como ponto central aimplementacao de novas técnicas num laboratdrio, procedimentos e
rotinas laboratoriais, a comparacao de técnicas implementadas e a importancia das mesmas no

diagndstico clinico.

1.1. Caracterizacao do laboratério

0 servico de patologia clinica situa-se no terceiro piso do hospital, assim como as colheitas de
produtos bioldgicos e o servico de imuno-hemoterapia, tratando-se de servigos independentes
que trabalham em conjunto no apoio a exames complementares de diagndstico e terapéutica
indispensdveis no diagndstico e monitorizacao dos pacientes. O servico é composto por varias
areas laboratoriais, nomeadamente hematologia, imunologia, microbiologia, biologia molecular e
quimica clinica.

Numa primeira fase, fase pré-analitica, as amostras dao entrada no laboratério acompanhadas
das respetivas requisicoes médicas e, nesta fase, sao verificadas todas as condicées das
amostras em relacao as andlises a efetuar, ou seja, se a colheita foi efetuada nos tubos corretos,
a identificacao correta do doente, entrega de todos os produtos solicitados, temperatura do
transporte das amostras e protecao da luz, uma vez que todas estas varidveis poderao afetar,
posteriormente, a qualidade e vericidade do resultado final.

Neste primeiro setor, designado por integracao, encontra-se um equipamento automatico
designado de Automate 2500, da Beckman Coulter. Este equipamento integra automaticamente
as amostras e separa-as por setores laboratoriais. As amostras para o setor da bioquimica sao
primeiramente colocadas num suporte que indica ao utilizador, neste caso ao técnico superior de
diagndstico e terapéutica (TSDT), a necessidade de centrifugar as amostras. Apés uma
centrifugacao de 10 minutos a 3500 rotacdes por minuto (rpm), o TSDT volta a colocar as

amostras no equipamento e este é capaz de as distribuir pelos suportes dos respetivos



equipamentos (urgéncia ou rotina) e/ou fazer aliquotas das andlises que nao sao efetuadas
todos os dias no setor, aliquotas de amostras enviadas ao exterior e aliquotas de amostras do
setor de imunologia.

Com vista a minimizar erros na fase analitica, o laboratério executa manutencdes dos
equipamentos, calibracdes e controlos internos didrios dos analitos, permitindo monitorizar a
qualidade de todas as reacoes e as hoas praticas de todos os profissionais envolvidos no
processo. Todos os reagentes, controlos e calibradores pertencem a casa comercial dos

respetivos equipamentos instalados.

1.2. Obijetivo do estagio

0 estagio teve como objetivos compreender a importancia dos biomarcadores num contexto
laboratorial, a sua implementacao numa rotina e comparacao de métodos e consequéncias na

prestacao do servico.

2. Setor de bioquimica

0 setor da bioquimica clinica constitui uma grande parte da maioria dos testes efetuados na
patologia, sendo o suporte no diagndstico de variadas patologias e nos cuidados dos pacientes.
Durante a rotina laboratorial, indmeros biomarcadores diferentes sao testados diariamente
dependendo do quadro clinico e histdrico do doente. Estas andlises variam de testes simples que
avaliam a funcao hepédtica e renal do paciente, a testes mais complexos que permitem avaliar o
desequilibrio hormonal, detecao de marcadores tumorais ou a eficdcia/sobredosagem de drogas
terapéuticas.

As amostras do setor da bioquimica, na sua maioria, sao colhidas em tubo seco contendo ativador

do coagulo e gel separador, por forma a uma manipulagao mais facilitada do soro do doente.(1)



No setor da bioquimica existem dois tipos distintos de testes de diagndstico, nomeadamente a
quimica clinica e os imunoensaios. Estas técnicas sao executadas pelos equipamentos
automatizados DxC 700 AUe UniCel Dx/ 800e ligados entre si pelo PowerLink, da casa comercial

Beckman Coulter.

Figura 1 Cadeia de equipamentos Beckman Coulter: DxC 700 AU (a esquerda)- sistemna PowerLink (ao centro) e UniCel Dx/ 800
(a direita).

2.1. Setor Quimica Clinica

O setor da quimica clinica encontra-se equipado com dois equipamentos OxC 700 AU, similares,
mas equipados distintamente em relacao aos reagentes a bordo. Um dos equipamentos
encontra-se preparado para analises de rotina, ou seja, maioritariamente analises colhidas pela
consulta e consideradas nao urgentes, e o outro equipado para doseamentos de caracter urgente.
O equipamento da rotina permite o doseamento do perfil lipidico, ou seja, colesterol total,
colesterol HDL e LDL e triglicerideos, imunoglobulinas (Ig) A, I1gG e IgM, complementos, fator
reumatoide, bicarbonatos, treponema pallidum e analises complementares na avaliacao da
cinética do ferro, nomeadamente a transferrina e o ferro.

Em contrapartida, o equipamento destinado para andlise de amostras urgentes, essencialmente
provenientes do servico de urgéncia e internamento, apesar de nao se encontrar equipado para o
doseamento dos analitos supracitados, possui a bordo reagentes para doseamento de drogas
terapéuticas, vancomicina, carbamazepinas, acido valprdico, fenitoina, fenobarbital e
gentamicina. Estes doseamentos sao de extrema importancia na monitorizacao dos farmacos na
corrente sanguinea dos pacientes, de forma a manter a sua concentracao dentro dos limites
padronizados. Neste equipamento também se encontra a bordo o reagente para andlise da

amania. O doseamento de amdnia no plasma dos doentes é recomendado em todos os pacientes



com alteracao do estado de consciéncia ou doenca neuroldgica inexplicada, insuficiéncia
hepatica, suspeita de quadros de sépsis ou intoxicacoes. Para uma determinacao correta da
amonia, a fase pré-analitica torna-se essencial, uma vez que ap0s a colheita ser realizada, o tubo
de acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) deve ser imediatamente colocado num suporte
com gelo e enviado ao laboratério no tempo mdximo de 30 minutos. No SPC, de forma a
minimizar possiveis erros nesta fase, aquando do pedido desta andlise pelos clinicos, os
auxiliares de acao médica tem de se dirigir ao servico, solicitar os termoacumuladores, e no
espaco de meia hora entregar a amostra em maos ao TSDT responsdvel pela rececao de
produtos. Apos a rececao da amostra, esta é imediatamente centrifugada a 42C, durante 10
minutos a 3500 rpm, sendo no final separado o plasma do concentrado de eritrocitos. No setor
da bioquimica é emitida uma etiqueta de triagem com a extensao correta da andlise e a aliquota
é colocada na posicao STAT do equipamento. O equipamento encontra-se programado para
priorizar a andlise das amostras colocadas em STAT.

Apesar destas distin¢oes, os dois equipamentos possuem reagentes em comum. Todos 0s
analitos que sejam comummente pedidos pelos servicos de consulta e urgéncia encontram-se
duplicados nos equipamentos, ou seja, andlises de funcao renal, como a creatinina e ureia,
avaliacao da funcao hepatica, através das transaminases, gama glutamil transferase (GGT),
fosfatase alcalina (ALP) e bilirrubina total e direta, avaliacao da inflamacao pancredtica através
da andlise da amilase e lipase, perfil cardiaco pelo doseamento da creatinina fosfoquinase (CPK),
doseamento de glicose e de eletrdlitos através do ionograma (sddio, cloro e potdssio).

Sendo a bioquimica uma das mais extensas dreas do servico de patologia e por forma a resumir

todos os doseamentos efetuados, elaborou-se o quadro abaixo.

Quadro 1-Andlises efetuadas nos respetivos equipamentos, metodologias utilizadas para doseamento e principal funcionalidade
no diagnastico.

Equipamento Teste Metodologia Diagnéstico
A Colorimétrico
o Acido drico
(1%} . Zys
= a5 enzimatico :
S 5 - S Funcao renal
x o Creatinina Colorimétrico cinético
% S
Q Ureia Cinético



Equipamento Teste Metodologia Diagnéstico

Alanina aminotransferase
(ALT) e Aspartato
Cinético
aminotransferase (AST) e
fosfatase alcalina (ALP) Funcao hepdtica

Gama glutamil transferase o o
Cinético enzimatico

(GGT)
Bilirrubina direta e total Colorimétrico
Amilase e lipase Cinético enzimatico  Funcao pancredtica
Cloro, potdssio e sodio Potenciometria
Perfil eletrolitico
(ionograma) indireta
Creatinina fosfoquinase (CPK) Cinético Funcao cardiaca
Proteina c reativa (PCR) Imuno-turbidimétrico  Infecao/inflamacgao
Gamapatias
Proteinas totais e albumina Colorimétrico .
monoclonais
Fdsforo Colorimétrico cinético
Calcio e magnésio Colorimétrico -
Inespecifico
Lactato desidrogenase (LDH) e o
Cinético
glicose
Turbidimétrico
Antiestreptolisina-0 (ASO) o
cinetico
Infecdes
C3 e C4 do complemento Imuno-turbidimétrico
Imunoglobulinas A,Ge M Turbidimétrico

Capacidade total de fixacao do
Colorimétrico

(1°]
S ferro e ferro Cinética do ferro
(=]
g Transferrina Imuno-turbidimétrico
a Colesterol total, HDL e LDL Colorimétrico
Colorimétrico Perfil lipidico
Triglicerideos
enzimatico
Fator reumatoide Turbidimétrico Artrite reumatoide

Treponema pallidum Imuno-turbidimétrico Sifilis



Equipamento Teste Metodologia Diagnéstico
Bicarbonato Enzimatico Perfil eletrolitico
Acido valpréico

Carbamazepina

Fenitoina Imunoensaio Drogas
o Fenobarbital enzimatico terapéuticas
© .
5 Gentamicina
2
=] Vancomicina
S
(=] Amonia Enzimatico Funcao hepatica
Colinesterase Colorimétrico Intoxicacoes
Adenosina desaminase (ADA)  Colorimétrico cinético Tuberculose
Alcool Cinético enzimatico Intoxicacao

Os ensaios colorimétricos enzimaticos utilizam um espectrofotémetro para determinar a
concentracao de um composto quimico numa solu¢ao, medindo a absorvancia do composto num
comprimento de onda especifico. Ha formacao de cor durante a reacao do produto quimico de
detecao e a substancia alvo.

No método cinético, o progresso da reacao é medido continuamente a medida que os substratos
sao convertidos em produtos. Mudancas na concentracao do substrato e do produto causam

mudancas nas medicoes.

Para o doseamento da PCR o equipamento utiliza um ensaio turbidimétrico diretamente
proporcional e de reacao ascendente, ou seja, na reacao, uma particula revestida com anticorpo
anti-PCR liga-se a proteina C reativa na amostra do paciente, resultando na formacao de
agregados insoludveis, que causam turbidez. O equipamento pipeta automaticamente os volumes
apropriados de amostra e reagente para a cuvette de reacao, sendo esta uma parte de amostra
para 50 partes de reagente. A leitura é realizada a 600 nandmetros, sendo uma alteracao na
leitura da absorvancia a este ponto proporcional a concentracdao de PCR na amostra. A
absorvancia registada é utilizada pelo equipamento pata calcular e expressar a concentracao do

analito com base numa curva de calibragao pré-determinada. (2)



Este método é utilizado pelo equipamento para doseamento de outros analitos, tais como o fator
reumatoide, transferrina, ASO C3 e C4 do complemento, entre outros mencionados no quadro

acima.

PCR (amostra) + particula de ligacao anti-PCR (anticorpo) - Complexo (PCR amostra/anticorpo)

Figura 2 Esquema da reagdo quimica do doseamento da PCR

2.1.1. Sensibilidade

A sensibilidade é definida como a concentracao mensuravel mais baixa que pode ser distinguida
de zero com 95% de confianca. A sensibilidade para determinacao da PCR é de 0,5 mg/dL (5,0
mg/L).

2.1.2. Valores dereferéncia

As unidades internacionais usadas sao miligrama por litro (mg/L), sendo um resultado <5 mg/L

considerado negativo e 2 5mg/L a valorizar em contexto clinico.
2.1.3. Interferéncias

Existem alguns fatores capazes de influenciar a veracidade dos resultados apresentados,
nomeadamente a presenca de bilirrubina na amostra (40 mg/dL), triglicerideos (3000 mg/dL) e

hemoglobina (5g/L).
2.1.4. Calibracdes e controlos de qualidade

Em condi¢6es normais, o pack de reagente PCR deve ser calibrado a cada 30 dias ou a cada
mudanca de lote. O calibrador utilizado é CRP Latex Calibratorque contém seis niveis. Ao realizar
a calibracao de um dado analito, pretende-se verificar se o resultado obtido pelo equipamento é
compativel com o esperado e definido pela casa comercial.(3)

Os controlos de qualidade sao realizados diariamente alternando os niveis sequndo um esquema
definido pelo servico, existindo 3 niveis de controlo. (4)Enquanto os calibradores atuam para
ajustar o sistema, os controlos tém a funcao de monitorizar o sistema e avaliar a sua
reprodutibilidade. Os resultados obtidos sao automaticamente anexados a uma carta com todo o

histdrico de controlos do reagente e equipamento, e analisados segundo as regras de Westgard.



2.1.5. Manutencoes

As manutencoes baseiam-se em limpezas manuais e automaticas, com cleanning solution ou
uma solucao preparada de acido cloridrico (HCL), descritas pela casa comercial. Estes
procedimentos incluem alimpeza das pipetas de amostra e reagentes, os sistemas de agitadores
de reacao, mudanca de lampada, fotocalibracdes e qualquer componente que implique
diretamente a prestacao do equipamento e, consequentemente, a qualidade dos resultados

obhtidos.
2.2. Imunoensaios

0 setor da imunoquimica é constituido por dois equipamentos UniCel Dx/ 800, distinguindo-se
entre si pelas mesmas caracteristicas mencionadas no setor da quimica. O equipamento
preparado para analises de rotina inclui parametros realizados em dias especificos, por forma a
rentabilizar os reagentes utilizados e a dinamica do servico. Desta forma, de todos os tubos
primarios que possuam estas analises sao realizadas aliquotas que sao congeladas até ao dia de
execucao das mesmas. As segundas-feiras sao realizados os doseamentos de insulina, as tercas
e quintas-feiras sao processadas todas as amostras que contenham andlises de vitamina D,
antiperoxidase tiroideia (TPO) e paratormona (PTH). Estes doseamentos sdo importantes na
avaliacao da funcdo tiroideia, juntamente com as analises da hormona estimulante da tiroide
(TSH), T4 e T3 livres e totais, sendo estas realizadas todos os dias. As quartas e sextas sao
realizados os doseamentos dos marcadores tumorais, nomeadamente CA 19.9, CEA e CA125 e
andlises de fertilidade, como progesterona, hormona foliculoestimulante (FSH) e hormona
luteinizante (LH) e de seguimento de infecdes nas gestantes, tais como a rubéola e
toxoplasmose. Este equipamento possui também reagentes de doseamentos didrios tais como,
a troponina e mioglobina para despiste de anomalias cardiacas e o doseamento do antigénio
especifico da préstata (PSA). O equipamento de urgéncia encontra a bordo apenas reagentes de
andlises de cardter urgente, nomeadamente marcadores cardiacos (troponina e mioglobina),
digoxina (droga terapéutica utilizada em pacientes com insuficiéncia cardiaca), o peptideo
natriurético cerebral (BNP) e andlise da gonadotrofina coridnica humana (8-hCG) utilizada como

teste de gravidez ou despiste de algumas neoplasias.



0 quadro 2 resume as analises efetuadas nos dois equipamentos.

Quadro 2 - Resumo de testes efetuados nos equipamentos Dx|, metodologias utilizadas e efeito de diagndstico

Equipamento

DxI Rotina

e Urgéncia

DxlI Rotina

Teste

Mioglobina

Troponina

Acido félico e vitamina B12

Ferritina

Alfafetoproteina
CA15.3,CA19.9e CEA
PSAtotal e livre

T3eT4livre, T3 e T4 Total

TPOeTSH

Estradiol, progesterona,

testosterona

FSH, LH, prolactina

Procalcitonina (PCT)

Metodologia
Imunoenzimatico
“sandwich’
quimioluminiscéncia
Imunoenzimatico
competitivo
quimioluminiscéncia
Imunoenzimatico
“sandwich’
quimioluminiscéncia
Imunoenzimatico
“sandwich’
quimioluminiscéncia
Imunoenzimatico
competitivo
quimioluminiscéncia
Imunoenzimatico
“sandwich’
quimioluminiscéncia
Imunoenzimatico
competitivo
quimioluminiscéncia
Imunoenzimatico
“sandwich’
quimioluminiscéncia
Imunoenzimatico
“sandwich

quimioluminiscéncia

Diagndstico

Funcao cardiaca

Anemia

Marcadores

tumorais

Funcao tiroideia

Fertilidade

Infecoes



Equipamento Teste Metodologia Diagndstico

Rubéola IgG e Toxoplasma o
Imunoenzimatico indireto

IgG
RubéolalgM e Toxoplasma Imunoenzimatico por
IgM imunocaptura
Cortisol Imunoenzimatico
o competitivo
Vitamina D o .
quimioluminiscéncia
. o Inespecificas
Interleucina 6 (IL-6) Imunoenzimatico
Insulina “sandwich’
Paratormona quimioluminiscéncia
Imunoenzimatico nao
BNP competitivo
quimioluminiscéncia N
o Funcao cardiaca
2 Imunoenzimatico
c
S Digoxina competitivo
=
= quimioluminiscéncia
a
Imunoenzimatico
3-hCG " sandwicll Fertilidade

quimioluminiscéncia

0 ensaio imunoenzimdtico € utilizado para detetar a presenca de uma molécula ligante numa
amostra utilizando anticorpos especificos ligados a uma fase sdlida. O método de

quimiluminescéncia baseia-se na quantidade de luz emitida durante a reagao quimica.

A PCT é doseada no equipamento Dx/ através de um ensaio imunoenzimatico “sandwicl’
sequencial de duas etapas por quimiluminescéncia, diretamente proporcional, isto é, o anticorpo
monoclonal anti-PCT conjugado com fosfatase alcalina é adicionado a cuvette de reacao
juntamente com um tampao e a amostra. Apds uma curta incubacao, sao adicionadas particulas
paramagnéticas revestidas com anticorpo monoclonal anti-PCT. A PCT liga-se ao anticorpo anti-

PCT na fase sdlida, enquanto o conjugado anticorpo anti-PCT-fosfatase alcalina reage com
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diferentes locais antigénicos nas moléculas de PCT. Apds aincubacao, os materiais ligados a fase
sdlida sao mantidos num campo magnético enquanto os materiais nao ligados sao lavados. Em
seguida, o substrato quimiluminescente é adicionado ao recipiente e a luz gerada pela reacao é
medida com um luminimetro. A producao de luz é diretamente proporcional a concentracao do
analito na amostra. A concentracao do analito é determinada automaticamente a partir de uma

calibracao.(5)
2.2.1. Sensibilidade

A sensibilidade é definida como a concentracao mensurdvel mais baixa que pode ser distinguida

de zero com 95% de confianga. A sensibilidade para determinagao da PCT é de 0,01 mg/dL.
2.2.2. Valores dereferéncia

As unidades convencionais usadas sao miligrama por decilitros (mg/dL), sendo um resultado
<0,5 mg/dL considerado baixo risco, risco moderado entre >0,5a <2,0 mg/dL erisco elevado se
>2,0 mg/dL.

2.2.3. Interferéncias

Existem alguns fatores capazes de influenciar a veracidade dos resultados apresentados,
nomeadamente a presenca de bilirrubina na amostra (40 mg/dL), triglicerideos (3000 mg/dL) e
hemoglobina (400 mg/dL).

2.2.4. Calibracdes e controlos de qualidade

As calibracoes e controlos de qualidade sao realizadas sob as mesmas condicoes e servindo para
os mesmos efeitos mencionados no ponto 2.1.4. deste trabalho. No caso do reagente da PCT cada
pack contém dois cartuchos de 50 testes cada.(6)Os calibradores usados, Access PCT Calibrator,
encontram-se liofilizados, sendo necessdria a sua reconstituicao com 2 mL de dgua destilada e
aguardar 30 minutos para estabilizar. Apds a reconstituicao devem manter-se armazenados
entre -30°C a -15°C no mdximo 90 dias. (7) Os resultados obtidos sdo automaticamente
anexados a uma carta com todo o histdrico de controlos do reagente e equipamento, e analisados

segundo as regras de Westgard.
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2.2.5. Manutencdes

De forma a garantir a melhor performance dos equipamentos, sao realizadas manutencaes
didrias e semanais. Nos equipamentos de imunoquimica sao utilizadas solucdes distintas, sendo
estas o Contrad 70, Citranox diluido, tratando-se estes de produtos concentrados de limpeza e
abrilhantador de metais, livres de fosfato, para remocao de metais oxidados, sais e residuos

inorganicos e metanol a 70%.

2.3. Analise deresultados

Todos os resultados das analises efetuadas sao integrados no sistema Remiso/que comunica o0s
resultados entre os equipamentos e o Clinidata XXI. Neste ultimo, os valores quantificados sao
gravados pelos TSDT e validados pelo patologista do setor de bioquimica. A avaliacao destes

resultados prende-se na sua comparacgao com o histdrico do paciente e informacao clinica.

2.4. Biomarcadores

Os biomarcadores podem ser importantes no diagndstico de quadros de sépsis, auxiliando no
diagndstico diferencial de doencas nao infeciosas e na tomada de decisao no tratamento
inicial.(8,9)

O conceito de melhorar biomarcador depende da nossa capacidade de combinar o biomarcador
mais apropriado a situacao/caso a resolver permitindo uma maior rapidez, eficiéncia e precisao
no desenvolvimento de tecnologias e estratégias diagndsticas e terapéuticas uteis, além de
beneficiar o desenvolvimento e implementacao de politicas de satide publica.(9)

Um biomarcador de diagndstico deteta ou confirma a presenca de uma doenca ou condicao de
interesse. A medida do avanco na medicina, este tipo de biomarcador encontra-se a evoluir
consideravelmente. (8,9)Estes hiomarcadores podem ser usados nao apenas para identificar
pessoas com uma doenca, mas também para redefinir a classificacao da doenca. Quando um
biomarcador pode ser medido em série para avaliar o estado de uma patologia para evidéncia de
exposicao a um antibidtico ou agente microbioldgico, denomina-se de biomarcador de
monitorizacao. A monitorizacao é um conceito amplo, pelo que existe sobreposicao com outras

categorias de biomarcadores. Existem biomarcadores preditivos, ou seja, na presenca ou
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alteracao no doseamento do hiomarcador prevé-se se o individuo tem maior probabilidade de
experimentar um efeito favoravel ou desfavordvel a exposicao a um produto médico ou agente

ambiental.(9,10)

2.5. Procalcitonina

0 doseamento da procalcitonina foi iniciado em 2020, aquando da pandemia Covid-19, uma vez
que este analito surgiu em variados estudos associado a infecao por SARS-CoV2. Tratando-se
de uma infecao com rapida disseminacao, tornou-se importante a categorizacao rapida dos
pacientes em grupos de risco de forma a garantir uma alocacao ideal dos recursos materiais e
humanos.(11)Neste sentido, foram necessdrios novos biomarcadores para identificar os
pacientes que sofreram uma progressao rdpida da patologia e com maior risco de complicagoes
e comorbilidades associadas, e até mesmo, a morte.(11,12)

Os niveis de PCT nao se encontram alterados, ou sofrem aumentos moderados numa resposta
inflamatdria sistémica a estimulos virais ou nao infeciosos. Desta forma, a PCT torna-se mais
discriminativa emrelacao a outros biomarcadores como a contagem leucocitaria e o doseamento
da PCR na distincao de uma infecao bacteriana ou outro processo inflamatdrio que possa estar a
ocorrer. (12-15) Em pacientes com COVID-19, os casos mais graves de doenca apresentam um
aumento acentuada da PCT em comparagao a casos menos graves. Os valores de PCT tornaram-
se importantes para distinguir pacientes positivos para SARS-CoV2, quando apresentavam um
ligeiro aumento no doseamento, ou negativos para o mesmo agente. Valores aumentados foram
associados a um risco maior de infecao por SARS-CoV2. A elevacao da PCT também foi
encontrada em casos pediatricos com infeccao do trato respiratdrio inferior, refletindo a
coinfecgao bacteriana.(11,16)

A PCT trata-se de uma proteina constituida por 116 aminodcidos e é o peptideo precursor da
calcitonina produzida pelos mondcitos e hepatdcitos. A calcitonina é inicialmente biossintetizada
como PCT que, em condigdes normais, é encontrada em niveis baixos na circulagao. (17,18) Apés
a exposicao a endotoxina bacteriana, os niveis de PCT dentro de 2 a 4 horas aumentam
acentuadamente, dentro de 6 a 8 horas atingem um platé e, em sequida, retornam aos niveis
normais apds 24 horas. (11)Este biomarcador surge relacionado com a presenca, eliminacao e
erradicacao de infecoes, preditor de mortalidade e auxilio na gestao mais adequada do uso de

antibidticos no tratamento de doentes. (15,17,19,20)
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2.6. Proteina Creativa

De entre os variados biomarcadores, a PCR, produzida pelo figado em resposta a inflamacao
e/ou estimulos infeciosos, sendo, portanto, considerada uma proteina de fase aguda, tornou-se
um importante biomarcador recorrente na pratica clinica. (12,21) E sintetizada principalmente
pelo figado, mas pode também ser produzida pelos rins e tecidos ateroscleréticos. Esta proteina
é libertada em apenas algumas horas apos ocorrer lesao tecidual e promocao da secrecao de
interleucina 6 e citocinas pré-inflamatdrias.(22) A correlacao entre a concentracao de PCR e a
gravidade de varias doencas ainda é ambigua, no entanto, um alto nivel de PCR na corrente
sanguinea é uma evidéncia clara de inflamacgao apos dano tecidual, uma vez que os niveis de PCR
no sangue sao normalmente muito baixos e de dificil detecao em individuos saudaveis. A
semivida da PCR no soro é de cerca de 19 horas e a sua concentracao retorna rapidamente aos
valores basais apGs a eliminagao dos estimuladores. (23-26)

Tendo em conta a sua baixa especificidade é preferencialmente utilizada em combinagao com

outro biomarcador sérico, nomeadamente a procalcitonina. (27,28)

2.7. PCT vsPCR

Os biomarcadores mais amplamente estudados em pacientes com suspeita de sépsis sao a
proteina c reativa e a procalcitonina. Tanto a PCR como a PCT sao comumente usadas na pratica
clinica, mas tém capacidade limitada para distinguir a sépsis bacteriana de outras condicoes
inflamatdrias.(21,29)

A variagao lenta dos niveis de PCR constitui outra grande limitacao em relagcao a PCT. (30,31)
Em comparacao com a PCR, a PCT tem um melhor valor preditivo na tomada de decisao de
internamento em unidades de cuidados especiais e na duracao do uso de antibidticos
intravenosos. (20,30,32,33) Outro fator a considerar é o custo a PCT é substancialmente mais
caro do que PCR.(34)
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3. Estudo de caso: Relacao entra os marcadores de resposta inflamatéria no

diagndstico de processos infeciosos

No presente estudo de caso pretende-se verificar se a utilizacao de biomarcadores mais
especificos auxilia no diagndstico clinico, se a sua implementacao a nivel laboratorial é aceite
pelos clinicos em contexto de servico de urgéncia e internamento e comparar a especificidade de

dois biomarcadores (PCR e PCT) perante quadros de processos infeciosos.

3.1. Implementacao da técnica na rotina laboratorial

Para implementacao de uma nova técnica no laboratdrio é necessdria a comparacao dos
resultados com outros laboratdrios. A analise da procalcitonina antes de ser internalizada no

CHTS erarealizada no laboratdrio do Hospital Santo Antdnio (HSA).

3.2. Metodologia

De forma a comparar resultados, foram separadas 24 amostras com pedido de PCT e realizadas
aliquotas em duplicado. Uma das aliquotas foi enviada para analise no HSA e outra utilizada para
analise interna. Os valores de referéncia padronizados no HSA encontram-se exemplificados na

tabela .

Tabela 1 Valores de referéncia do HSA

mg/dL Sépsis
<0,50 Sépsis pouco provavel
0,50a2,00 Risco moderado sépsis
2,00a10 Risco elevado sépsis
>10 Sépsis grave provavel
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Os valores adotados no CHTS foram os abaixo indicados (tabela 2).

Tabela 2 Valores de referéncia adotados no SPC do CHTS
mg/dL Sépsis
<0,50 Risco baixo septicémia grave e/ou choque sético
2050a<2,0 Risco moderado de progressao para septicémia grave e/ou choque sético

>2,0 Risco elevado de septicémia grave e/ou choque sético

Das 24 amostras comparadas em 12 obteve-se resultados >0,50 mg/dL, 5 amostras obtiveram
valores entre 20,50 a <2,0 mg/dL e 7 das amostras demonstraram resultados >10 mg/dL nos
dois hospitais.

Sendo os resultados concordantes na sua totalidade, a internalizacao da andlise foi procedida.
Para este processo é contactada a casa comercial para realizar uma formacao sobre a nova
analise a ser realizada na rotina laboratorial. A casa comercial tem a responsabilidade de instalar
o teste no equipamento e definir todos os valores de referéncia, fatores de diluicao, possiveis
interferéncias, de forma que, ao ser processada uma amostra no equipamento, ele passe
automaticamente todos os resultados e alertas para o sistema do utilizador, neste caso do TSDT.
Uma vez reunidas todas as condi¢oes favordveis ao processamento das amostras internamente,
ou seja, fornecimento de packs de reagente, controlos e calibradores, a direcao clinica emite um

comunicado aos chefes de equipa por forma a informar da disponibilidade da analise no SPC.

3.3. Resultados e discussao

Por forma a avaliar o impacto da implementacao da nova técnica no laboratério, procedeu-se a
recolha de pedidos entre os anos de 2020 e 2022 dos analitos separada e simultaneamente, nos

servicos de urgéncia (SU) e na Unidade de Cuidados Intensivos Polivalente (UCIP).

Tabela 3 Dados obtidos no ano 2020

2020 PCT PCR PCT/PCR
SuU 2 n 543 556
ucip 2 3 1880 1885
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A tabela 3 apresenta os resultados para o nimero de pedidos de procalcitonina (n=2), PCR (n=11)
e as duas analises combinadas (n=543), num universo de 556 pedidos realizados no ano de 2020,
no SU. No servico da UCIP foram pedidas 1885 andlises, das quais 1880 tém simultaneamente
PCRePCT.

Estesresultados demonstram que, no primeiro ano de internalizacao da analise da procalcitonina,
a maioria dos pedidos foram combinados de PCT/PCR, caindo em desuso o pedido isolado da

PCR em suspeitas de infecao.

A tabela 4 apresenta os resultados para o niimero de pedidos do SU de procalcitonina (n=4), PCR
(n=12) e as duas andlises comhinadas (n=2211), num universo de 2227 pedidos realizados no ano
de 2020 neste servico. No servico da UCIP foram pedidas 4360 analises, das quais 4353

representam o pedido das duas analises combinadas.

Tabela 4 Dados obtidos no ano 2027

2021 PCT PCR PCT/PCR
SuU 4 12 2211 2227
ucip 5 2 4353 4360

Ao analisar os dados de 2021, nota-se um aumento no numero total de pedidos das andlises,
contudo o pedido individual de cada nao difere muito em relacdo ao ano anterior. E de salientar o
aumento no pedido de PCT na UCIP, demonstrando a importancia do doseamento deste analito

na monitorizagao de doentes de cuidados intensivos.

Tabela 5 Dados obtidos no ano 2022

2022 PCT PCR PCT/PCR
SuU 1 6 2802 2809
UcipP 0 2 4364 4366

Atabela 5 apresenta os resultados referentes aos pedidos de 2022, sendo que no SU do total de
2809 analises pedidas, 2802 sao PCR e PCT e na UCIP dos 4366 pedidos, nao ha registo de
pedidos de PCT isoladamente (n=0), apenas dois pedidos de PCR (n=2) e 4364 andlises dos dois

analitos em conjunto.
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A anadlise dos dados obtidos no ano de 2022 demonstra um continuo aumento nos pedidos das
duas analises ao longo do tempo, mas principalmente a consciencializagao dos clinicos para a
importancia da analise combinada dos dois analitos, sendo 0 ano com menor nimero de pedidos

isolados de cada uma das analises.

Analisando total de pedidos realizados nos servicos ao longo dos trés anos em estudo, obteve-

se o grafico abaixo representado.

Numero de analises PCT/PCR

5000
4500 4353 4364
4000
3500
3000 2802
2500 5511 mSU
2000 1880 mUCIP
1000
543

500

, 1

2020 2021 2022

Figura 3 Grdfico do numero de andlises pedidas de PCR e PCT entre os anos 2020 a 2023

Entre os anos de 2020 e 2021 verificou-se um aumento de 314% de pedidos e entre os anos de
2021e 2022 um aumento de 26,7%, no SU.

Na unidade UCIP o aumento de pedidos foi de 131,5% entre os primeiros dois anos, e em 2022 de
0,25% em relacao ao ano anterior.

De forma global, o servico de urgéncia teve um acréscimo de 424,7% de pedidos de PCT/PCR e
a UCIP 132,1%, nos ultimos trés anos.

A andlise destes resultados demonstra aimportancia do doseamento no apoio ao diagndstico no

SU e na monitorizacao dos pacientes na UCIP.

De sequida, procedeu-se a andlise dos dados provenientes da UCIP nos trés anos, apds remocao

de duplicados, ou seja, considerando apenas o primeiro doseamento de PCT e PCR de cada
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doente internado nesta unidade. Dos dados obtidos, no ano de 2020, constata-se que, em 110
resultados de PCT positivas, 109 tinham uma PCR positiva, em contrapartida 319 amostras
obtiveram resultado negativo para PCT, mas positivo para PCR.

No ano de 2021 em 267 amostras positivas para PCT, 263 sao positivas também para a andlise
da PCR, mas existem 856 resultados negativos de PCT com resultado de PCR positivo.

Em relacao ao ano de 2022, os dados revelam 334 PCT com resultado positivo das quais 331
também obtiveram resultado positivo para PCR e 1032 amostras negativas para PCT com
resultado positivo para a andlise PCR. Em suma, existe uma concordancia nos resultados da PCR
aquando de resultados positivos de PCT, demostrando a importancia das duas em diagndsticos
relacionados com infecdes. No entanto, para muitas amostras com resultado negativo de PCT, a
PCR apresentou doseamentos elevados, revelando o seu interesse na distincao de processos
inflamatorios.

Estes dados revelam-se concordantes com a literatura e estudos previamente realizados que
demonstram a inespecificidade da andlise PCR e a sua importancia como biomarcador de fase

aguda durante um processo inflamatdrio.(25,27)
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4. Conclusao

0 exponencial aumento do nimero de pedidos destas duas analises nos servicos SU e UCIP
demonstram a importancia que estas tém no apoio ao diagndstico e monitorizacao dos doentes,
correspondentemente.

A comparacao da técnica implementada no SPC comparativamente ao laboratdrio externo de
referéncia, permite-nos um grau de confianca quer nos equipamentos ao dispor do servigco, como
na manipulacao das amostras e processamento por parte técnica.

Pela andlise dos resultados obtido neste estudo percebe-se aimportancia da utilizacao das duas
andlises em combinado para distincao de quadros de septicémia (resultados de procalcitonina
positivo) de processos infeciosos/inflamatdrios (resultados de proteina c reativa positivos).
Inicialmente este estudo pretendia associar estas duas analises a quadros identificados de
septicémia e, em particular interesse na UCIP, averiguar o comportamento dos resultados de PCT
em doentes em antibioterapia, por forma a corroborar outros estudos ja efetuados. A recolha de
dados pelos sistemas informaticos em vigor no SPC nao permitiu que esta analise se tornasse
possivel, sendo a tnica op¢ao uma recolha manual de dados em dois sistemas distintos, Clinidata
XXle SClinic. Num universo mais de 10.000 amostras por ano, a recolha manual nao poderia ser
tida como opcao de andlise.

Como previsto na literatura a andlise da PCT tem um custo muito elevado em comparacgao a PCR,
especificamente 14,20€ para doseamento de PCT e 3,17€ para a PCR. Tendo em conta os valores
mencionados, torna-se importante a avaliacao da necessidade de pedidos de PCT,
principalmente nos servicos de urgéncia. E de extrema importancia que os clinicos, aquando da
realizacao dos pedidos, facam uma avaliacao correta e consciente do quadro clinico apresentado
pelo doente, por forma a minimizar custos excessivos de andlises sem interesse para o

diagndstico final do doente.
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