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Resumo

Esta tese propode-se, primeiramente, a descri¢do do estdgio Curricular como parte
integrante do plano de estudos do Mestrado em Analises Clinicas (MAC) da Faculdade de
Farmacia da Universidade de Lisboa (FFUL). Este foi realizado no Centro de Medicina
Laboratorial Germano de Sousa em Lisboa (CMLGS). Teve como principal objetivo a minha
integragdo num ambiente profissional laboratorial e a consolidagdo de conhecimentos

adquiridos durante o Mestrado em Analises Clinicas (MAC).

Em seguida, na segunda parte deste documento, foi realizada uma revisao da literatura
com o objetivo de compreender as implicagdes a nivel cardiovascular da infecdo pela Sindrome
Respiratéria Aguda Grave — Coronavirus 2 (SARS-CoV-2), um virus esférico com involucro
pertencente a familia Coronaviridae. Até a data, os dados disponiveis indicam que a infe¢ao
por este virus causa o desenvolvimento de manifestagdes cardiovasculares. Pensa-se que os
mecanismos principais que levam a lesdo do sistema sdo: i) lesdo direta do tecido cardiaco e
cardiomidcitos, por entrada direta do virus nas células, através da Enzima Conversora de
Angiotensina 2 (ACE2), ii) libertacao exuberada de biomarcadores pro-inflamatérios conhecida
como “Tempestade de Citocinas” podendo levar a alteracdes de coagulagdo e iii)

comprometimento do sistema respiratdrio, que pode levar a hipoxia do tecido cardiaco.

De modo a compreender as vdrias alteragdes e implicagdes no sistema cardiovascular
devido a infecdo pelo virus SARS-CoV-2 foram analisadas as altera¢des de biomarcadores
cardiacos, inflamatérios e de coagulagdo. Os biomarcadores cardiacos avaliados foram: as
Troponinas Cardiacas I (cTnl) e T (¢TnT), a Creatinaquinase (CK), a Creatinaquinase-MB de
(CK-MB), a Lactato Desidrogenase (LDH) e o N-terminal do Péptido Natriurético tipo B (NT-
proBNP). Os biomarcadores pro-inflamatorios foram: a Proteina C Reativa (PCR); as
Interleucinas (IL) 6 e 10 e o Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNFa). Os biomarcadores de
coagula¢do foram: os D-Dimeros, o Tempo de Protrombina (TP) e o Tempo de Tromboplastina
Parcialmente Ativado (TTPa). Até a data as infe¢des pelo virus SARS-CoV-2 parecem
demonstrar ter implica¢des cardiovasculares durante o estado ativo da infe¢do, ndo sendo claras

as suas consequéncias a médio e longo prazo.

Palavras-Chave: SARS-CoV-2, COVID-19; Biomarcadores, Sistema Cardiovascular; Sistema

Inflamatorio; Coagulagao



Abstract

This thesis proposes, firstly, to describe the Curricular internship as an integral part of
the study plan for the Master in Clinical Analysis (MAC) of the Faculty of Pharmacy of the
University of Lisbon (FFUL). This was carried out at the Germano de Sousa Laboratory
Medicine Center in Lisbon (CMLGS). Its main objective was my integration in a professional
environment in the laboratory and the consolidation of the knowledge acquired during the

Master in Clinical Analysis (MAC).

Then, in the second part of this document, a literature review was carried out in order to
understand the cardiovascular implications of Severe Acute Respiratory Syndrome —
Coronavirus 2 (SARS-CoV-2) infection. SARS-CoV-2 is a spherical enveloped virus belonging
to the Coronaviridae family. To date, available data indicates that infection with this virus
causes the development of cardiovascular manifestations. It is thought that the main
mechanisms that lead to the damage of the system are: i) direct damage to the cardiac tissue
and cardiomyocytes, by direct entry of the virus into the cells, through the Angiotensin
Converting Enzyme 2 (ACE2), i1) exuberant release of pro-inflammatory biomarkers known as
“Cytokine Storm” which can lead to coagulation alterations, and iii) compromise of the

respiratory system which can lead to hypoxia of cardiac tissue.

In order to understand the various changes and implications in the cardiovascular system
due to SARS-CoV-2 virus infection, changes in cardiac, inflammatory and coagulation
biomarkers were analyzed. Cardiac biomarkers were: Cardiac Troponins I (¢Tnl) and T (¢TnT);
Creatinine kinase (CK); Creatinine kinase MB (CK-MB); Lactic Dehydrogenase (LDH) and
the N-terminus of Natriuretic Peptide B-type (NT-proBNP). The pro-inflammatory biomarkers
were: C-Reactive Protein (CRP); Interleukins (IL) 6 and 10 and Tumor Necrosis Factor Alpha
(TNFa). The coagulation biomarkers were: D-Dimers, Prothrombin Time (PT) and Partially
Activated Thromboplastin Time (APTT). To date, SARS-CoV-2 virus infections seem to have
cardiovascular implications during the active state of the infection, although its medium and

long-term consequences remain unclear.

Keywords: SARS-CoV-2, COVID-19; Biomarkers, Cardiovascular System; Inflammatory

System; Coagulation



Indice Geral

RESUMO .ttt e e e s b s e s bbbt e s a bt e s s ar e st b e e e aaa e e iv
FY o1 1 Tl TSP U PP PSR URRURPUPPOPN v
INAICE GEIAI 1.vuieieieciteti ettt bbb bbb s sttt b bbbt b bbb as s e s s s nanes Vi
TNICE @ FIGUIAS. .ttt ettt ettt e e et et et et et ee et et et et eaese s et saese s et see e s esesese s sesens viii
INAICE 8 TADEIAS .....veveeeeeeeceevetetee ettt ettt ettt s st et et s s s asaes et et s s ssasaete st ennsssesesesnanans viii
LiSta @ ADIEVIATUIAS .. ettt be e iX
Parte A - RelatOrio d& ESTAZIO. . .ccciuiiii ettt et e et e e e e et e e e e ta e e e e ntreeeeeaaaeeeas 1
j N [ o Yo [ U] o} 1o USSP PRPR 1

A € (VT o To M CT=T a0 g F= T [0 e [T Yo LU LY TSR 2

3 FASE Pré-ANalitiCa c.ee ettt ettt s 3

4 Hematologia CHNICA......ei it e e et e e e et e e e e aaaeeeesataeeeeansaeeeeaanaeeeaas 8
4.1 Tubo de VACUO COM EDTA ..ottt ettt nees 8

4.2 Tubo de vacuo com Citrato de SOAI0 3,8%......ceeeecrieeieiiiie ettt 13

5 MICrobiologia ClINICA ...cccciiiee ettt et e et e e e ettt e e e e aae e e eeraeeeeeanreeesennsaeaeas 15
5.1 UTIN@S ettt e et e et e e e et e s e et e s e e e s e b e e e e e e e e s e nne e e e e e e e e e nrneeean 15

5.2 FRZES .t e 17

53 EXSUATOS . ettt ettt et ettt ettt s bt e e e s b e e e nhte e sabeesbeeesareesareee e 19
53.1 LV =41 o =Y R URPRPPN 19

5.3.2 UFEETAL ettt ettt ettt e b e a e s nare e 20

5.3.3 [ LAY ={=To BSOS RSSO P PP URRROPPT 20

5.3.4 [T g To 1 TP U PR PPPTOTR 21

5.4 OULFAS AMIOSTIAS ..eeeeiiieee ettt e e s s e e s e e s e e e e ee e e e saneee e s eaneeas 22
54.1 AT ittt e 22

5.4.2 Liquidos Nobres e Produtos estéreis anaerdbios.........cccccvveeeveiveeeeiiieeeeiiieee e 22

6  Controlo de Qualidade Laboratorial........ccocvieiiiiiiiiiiiiie e 24
6.1 [ LY =Y o] [} ={ - TSR 25

6.2 MiCrobiologia ClINICA ....cccuveie ettt e e et e e e e e e bae e e eenaeeaean 26

/2 € o 1ol V- o O PP U TP PPR U PSPPI 28
Parte B - AlteragGes Cardiovasculares associadas a0 SARS-COV-2.......cccvieriiiiiiiieeiiieeeceiieeeeeiree e 29
A VoY 4 o Yo [Tt [o T UUST 29
1.1 Origem € DesCric0 dO SARS-COV-2 ...coiiiiiiciiiiiiee e eccittrtee e e e e e e esitrae e e e e e s e e sasaeaaeeeeeeennnnns 29

1.2 Possivel relacdo entre a infecdo por SARS-CoV-2 e alteragdes do SCV.......ccovvvveeecnneennn. 30

Vi



1.3 EStrutura deste trabalno ... ..ocooeeeeeeeee et 30

2. Virus de Sindrome Respiratdria Aguda Grave — Coronavirus 2 (SARS-COV-2) ....ccoceeeecvieeeecnnnennn. 32
2.1 Taxonomia @ ESTrutura dO VIFUS ......coeiiiiiiiieieienee et 32
2. 2TFANSIMISSA0 . ...eeiirieiteee ittt ettt ettt st s bt e et e e s ba e e sab e e e bb e e s s b e e s ba e e sabeesbeeesareesnaeesereesane 35
D T @i Tol Lo T =Y o] [ oF= 1 1Y/ o TSR USURPOt 35
2.5 Formas de manifestacGes clinicas de infecdo viral por SARS-COV-2 .......cccovveieeciieeeecieeeeennen. 36
3. SistemMa CardioVaSCUIAN .....coi ittt st re e s e s nee e 38
3.1 Principais biomarcadores para avaliagdo do Sistema Cardiovascular..........cccccevveeeeuneennn. 39
IR 0 - T o [ oo H T USSP PP P UP PP 39
3.1.2 INFIAM@LOIIOS ..ttt sttt et 41
3.1.3 TrOMBOTICOS ..ottt ettt ettt et sbe e sae e st e s b e b e aeeeaes 43
4. Fisiopatologia do SARS-CoV-2 no Sistema CardiovasCular........cccceeeeeecciiieeeeee e 44
4.1 Infecdo Cardiaca direta do SARS-COV-2 ......cciiiiiiiiiiiiieeeriee et e e e aaee e e aaaea s 46
4.2 Tempestade de CIEOCINGS . ...cccuiiie it e e e e et e e e eraeeeeeaaaeeeenes 47
4.3 Efeitos do comprometimento do Sistema Respiratdrio N0 SCV ......cceeeeeeveeeeecvieeeecineenen. 50
4.4 Outras Causas de 1850 O SCV ..ot s e e s 51
TR B T ol U - o OO PP P PP PPRTOTRRPPRT 52
5.1 BiomMarcadores Cardialos .......coouieruierierieeie ettt 56
5.2 Biomarcadores inflamatorios .........cecueereeiiiriieieseeee s 60
53 Biomarcadores de COagUIAGCA0 ....oiiiiiiii et 61
5.4 Progndstico associado a infegao pelo SARS-CoV-2 a nivel do Sistema Cardiovascular..... 63
T Oo o Tol [V Y- [o TR TSP P OO PRTOUURUOPRTOPRIN 66
o [ (=R DI 11 o] 1o < =) 1= USSR Xiv
Parte E = ANEXOS.....uuiiiiiiiiiiiiiiic i sa e XXVii
1 Anexo 1 - Cadeia: Percurso das amostras das areas de Bioquimica Clinica e Imunologia..... xxvii
A N o 1=) (o I A N 4 T-T= L] o o P O U PO PP UP PP PP SPPPUP XXViii
3 Anexo 3 —Sequéncia de trabalho de TUDO d@ EDTA .....cccuiiiieeiiiee et XXiX
4  Anexo 4 — Esquema dos meios de cultura, caldos de crescimento e laminas realizadas para
cada tipo de amostra bioldgica em Microbiologia CliNiCa .......ccocvveeieiiieeeeiieeeecee e XXX

vii



Indice de Ficuras

Figura 1 - Fluxo de andlises dos tubos de EDTA .......ccooiiiiiiiiiiee et et aaee e 8
Figura 2 - Representacdo Esquematica do SARS-CoV-2; Adaptado de (80).......ccceccvveeervrieeeenciieeeennen. 33
Figura 3 - Fases do ciclo replicativo dos coronavirus; Adaptado de (77) c....ceecveeeeecieeeeccieeeeeiee e 36
Figura 4 - Efeitos da infecd@o pelo Virus SARS-COV-2 ......uuiiiiiiiieeeciee ettt et e 46
Figura 5 — Cadeia - Percurso das amostras para as areas de Bioquimica Clinica e Imunologia.......... XXVii
Figura 6 — Esquema do percurso das amostras Na triagem .......cccceeeieecciiiieeee e XXViii
Figura 7 - Sequéncia de trabalho de TUbO de EDTA .......ooiiiiiiiee et XXix

Indice de Tabelas

Tabela 1 - Valores criticos do hemograma; Adaptado de (9)......ccuveeveiiiieiiiiieeeceee e e 10
Tabela 2 - FragGes de eletroforese de hemoglobina; Adaptado de (16).....ccceeeeeciieeeeiiieeecciiee e, 11
Tabela 3 - Valores para avaliacdo da Hemdstase; Adaptado de (27) .cccueeeeeceeeeeeciieeee e 14
Tabela 4 - Proteinas ndo estruturais do SARS-CoV-2; Adaptado de (73,77,88) ......cccevvvveeeecveeeeccinnennn. 34
Tabela 5 — Resumo dos biomarcadores selecionados por Categorias......cccevecvviveeeeeeeeeiciiiieeee e e e 39
Tabela 6 - Relagdo de alteragdes de parametros Bioquimicos com pior progndstico na infegdo por
SARS-COV-2; Adaptado € (L149)....ceiceiiee ettt ettt e et e e e et e e e s tae e e e etaeeeesnbaeeesanbaeeeeensaeeeennes 53
Tabela 7 - Resumo das alteracdes dos biomarcadores estudados .........eceeeeeeiiiiiiieeeee e 54
Tabela 7 - Resumo das alteracGes dos biomarcadores estudados [Cont.] .....cceevvvieeeiiiieeecciiee e, 55
Tabela 8 - Esquema dos meios de cultura, caldos de crescimento e laminas realizadas para cada tipo
de amostra bioldgica em Microbiologia ClINICA .....c..eeieecviieiiciee e XXX

viii



Lista de Abreviaturas

- sSRNA — RNA de cadeia simples com sentido negativo (Single String RNA negative sense)

+ ssRNA — RNA de cadeia simples com sentido positivo (Single String RNA positive sense)
Ac — Anticorpos

ACE — Enzima Conversora da Angiotensina (4ngiotensin-Converting Enzyme)
ACE2 — Enzima Conversora da Angiotensina 2 (4Angiotensin-Converting Enzyme-2)
Ag — Antigénio

AgFvW - Antigénio do Fator de von Willebrand

AL — Anticoagulante Lupico

Ang 1-9 — Angiotensina 1-9

Ang I1 — Angiotensina 2

Angl-7 - Angiotensina 1-7

Angl — Angiotensina |

AT-III — Antitrombina III

BHI — Caldo de Crescimento de Infusdo de Cérebro e Coragdo (Brain Heart Infusion Broth)
C3 — Complemento 3

CD — Coombs Direto

CEDAP - Centro de Diagndstico Andtomo-Patoldgico

CI — Coombs Indireto

CID — Coagulagdo Intravascular Disseminada

CK — Creatinaquinase

CK-MB — Creatinaquinase-MB

CMLGS — Centro de Medicina Laboratorial Germano de Sousa

CNA — Columbia com Colistina e Acido Nalidixico com 5% de sangue de carneiro
CO2 - Dioxido de carbono

COS — Gelose de Columbia com 5% sangue de carneiro



CPSE® - ChromID™ CPS® Elite

CQ — Controlo de Qualidade

CQE — Controlo de Qualidade Externo

CQI — Controlo de Qualidade Interno

c¢Tn — Troponina Cardiaca

cTnl — Troponina I Cardiaca

c¢TnT — Troponina T Cardiaca

DCV — Doencas Cardiovasculares

dL — Decilitro

DMYVs — Vesicula de Dupla Membrana (Double-Membrane Vesicles)
E. coli — Escherichia coli

EDTA - Acido Etilenodiamino Tetra-Acético

FFUL - Faculdade de Farmécia da Universidade de Lisboa

FvW — Fator de von Willebrand

g — Grama

GGS - Grupo Germano de Sousa

h —Hora

H.pylori — Helicobacter pylori

HbA1C — Hemoglobina Glicada

HC — Hematologia Clinica

HCI - Acido Cloridrico

Hek — Hektoen

hs-cTnl — Troponina cardiaca I ultrassensivel (high sensitivity cardiac troponin I)
hs-cTnT — Troponina cardiaca T ultrassensivel (high sensitivity cardiac troponin T)
IFN — Interferao (Interferon)

IgG — Imunoglobulina G



IL — Interleucinas

IL-10 — Interleucina - 10

IL-6 — Interleucina - 6

IPST — Instituto Portugués do Sangue e Transplante

L — Litro

LCR — Liquido Cefalorraquidiano

LDH — Lactato Desidrogenase (Lactate Dehydrogenase)

LE — Lupus Eritematoso

LinfB — Linfécitos B

LinfTAux — Linfocitos T Auxiliares

LinfT — Linfocitos T

MAC — Mestrado em Analises Clinicas

Mb — Mioglobina

McK — MacConkey

MCP-1 — Proteina Quimioatraente de Monocito 1 (Monocyte Chemoattractant Protein-1)
MERS-CoV - Sindrome Respiratoria do Médio Oriente (Middle East respiratory Syndrome)
mRNAs — RNA mensageiro (Messenger RNA)

N. gonorrhoeae — Neisseria gonorrhoeae

NETs — Armadilhas Extracelulares de Neutrofilos (Neutrophil Extracellular Traps)
N° Plt — Numero de plaquetas

nsp — Proteinas ndo Estruturais (non structural proteins)

NT-proBNP — N-terminal do Péptido Natriurético tipo B (N-terminal pro-brain natriuretic
peptide type B)

02 — Oxigénio

OMS — Organizagdo Mundial da Satude

ORFs — Quadro de Leitura Aberto (Open Reading Frames)

Xi



PC — Proteina C

Prot E — Proteina do Invélucro (Protein Envelope)

Prot M — Proteina Membranar (Protein Membrane)

Prot N — Proteina Nucleocapside (Protein Nucleocapsid)

Prot S — Glicoproteina Transmembranar Spike (Spike Protein)
PVX —Chocolate PolyViteX

RNA — Acido Ribonucleico (Ribonucleic Acid)

RPM — Rotagdes por minuto

RpRd — RNA polimerase RNA dependente

S. aureus — Staphylococcus aureus

Sab — Sabouraud Gentamicina Cloranfenicil

SARS — Sindrome Respiratério Agudo Grave (Severe Acute Respiratory Syndrome)

SARS-CoV — Sindrome Respiratoria Aguda Grave — Coronavirus (Severe Acute Respiratory

Syndrome Coronavirus)

SARS-CoV-2 — Sindrome Respiratoria Aguda Grave — Coronavirus 2 (Severe Acute

Respiratory Syndrome Coronavirus-2)

SCV — Sistema Cardiovascular

sgRNA — Subgenomicas de RNA

SRAA - Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona
STC — Sindrome de Tempestade de Citocinas

TMPRSS2 — Protease Transmembranar Serina 2 (Transmembrane Protease Serine 2

Precursor)
TNFa — Fator de Necrose Tumoral Alfa (Tumor Necrosis Factor Alfa)
TP — Tempo de Protrombina

TRBS&M — Taxa de Relagdo de alteragdes de pardmetros Bioquimicos com a Severidade e

Mortalidade

TTPa — Tempo de Tromboplastina Parcial Ativado

Xii



UCI — Unidades de Cuidados Intensivos

UFC — Unidades Formadores de Colénias

VCA —Chocolate PolyViteX VCAT3

VEGF - Fator de Crescimento Endotelial Vascular (Vascular Endothelial Growth Factor)
VR — Valores de Referéncias

VS — Velocidade de Sedimentagao

Xiii



Parte A - Relatorio de Estagio

I Introducao

Este documento foi realizado no ambito da avaliagao final do Mestrado de Analises
Clinicas (MAC) da Faculdade de Farmacia da Universidade de Lisboa (FFUL). E

composto por duas partes, o Relatorio de Estagio e a Monografia.

Na primeira parte faz-se a caracterizacao do local de estagio incluindo a descrig¢ao das
atividades realizadas nas valéncias frequentadas e na segunda parte desenvolve-se o tema
“Altera¢des Cardiovasculares associadas ao SARS-CoV-2" integrado na valéncia de

Bioquimica Clinica.

O estagio decorreu entre fevereiro de 2021 e agosto de 2021 e foi realizado no
laboratorio central do Centro de Medicina Laboratorial Germano de Sousa (CMLGS) de
Lisboa, localizado na Rua Cupertino de Miranda, 9 - Lote 8, e no posto de colheitas

pertencente ao Grupo Germano de Sousa (GGS) na Avenida de Roma, numero 45A.

O estagio curricular do MAC tem como objetivos gerais: 1) a aplicagdo das técnicas
de colheita adequadas a cada analito a ser determinado, ii) a identificagdo de problemas
e apresentacdo de solugdes, iii) a aplicagdo dos conhecimentos relacionados com a
planificacdo e organizagao das atividades diarias do laboratorio de Analises Clinicas, 1v)
a integracdo dos conhecimentos ministrados ao longo da formacdo, v) a aquisicdo de
capacidade critica e de autocritica no ambito da atividade profissional das Andlises
Clinicas, vi) a demonstragdo de capacidade para exercer a atividade em equipas
multidisciplinares, vii) a aquisicao de conhecimentos que permitam a compreensao e
aplicacdo dos principios do controlo e garantia da qualidade, viii) a aquisi¢do de

capacidade para desenvolver trabalho autonomo associado ao diagnoéstico laboratorial.

Neste trabalho proponho-me a apresentar os varios locais de estagio, a descrever e a
salientar a importancia da Fase Pré-Analitica, a identificar os produtos bioldgicos em
analise, os métodos analiticos utilizados e os respetivos equipamentos. O estagio foi
realizado nas valéncias de: Fase Pré-Analitica, Bioquimica Clinica, Hematologia e
Microbiologia Clinica. Tendo em conta que o tema da monografia sera desenvolvido na

area de Bioquimica Clinica esta valéncia ndo sera abordada no Relatorio de Estagio.



2 Grupo Germano de Sousa

O Grupo Germano de Sousa (GGS) foi fundado em 1975 pelo Professor Doutor
Germano de Sousa como Laboratorio de Patologia Clinica. Em 1978 houve a inclusao do
Laboratorio de Anatomia Patologica e, posteriormente, o Laboratorio de Genética &
GenoOmica, em 2009. Em 2018 houve a aquisicdo do Centro de Diagndstico Anatomo-
Patologico (CEDAP). O laboratorio estabelece um sistema de Gestdo da Qualidade com
base na norma portuguesa NP EN ISO 9001, sendo este um laboratoério certificado. O
GGS, de momento, abrange todo o territério de Portugal continental e a ilha de Sao

Miguel, nos Agores.

O laboratdrio central ¢ composto pelas areas de Apoio, de Pré-Analitica, de Analitica
e de Pés-Analitica. O design do laboratorio € “open-concept”, sendo caracterizado por
amplos espacos abertos com um nimero diminuto de separatorias e espacgos fechados.
Este layout facilita a colaboragdo entre técnicos e outros profissionais e a transicao de
amostras entre as varias areas do laboratorio. O laboratério ¢ também caracterizado por
um elevado grau de automatizacdo, dado que a maioria dos métodos utilizados para a
realizagdo das analises sdo efetuados com recurso a equipamentos computorizados. Esta
automatizacdo permite diminuir tanto quanto possivel a interacdo direta humana com as
amostras, mitigando assim o risco de erro humano e as potenciais consequéncias de

contaminag¢do da amostra e exposi¢ao dos técnicos a agentes potencialmente infeciosos.



3 Fase Pré-Analitica

A Fase Pré-Analitica foi a primeira valéncia frequentada. Tendo inicialmente uma
duragdo prevista de 110 horas (h), estendeu-se, porém, a todo o periodo de estdgio, com
um total de 508h. Esta valéncia foi dividida em 2 partes, na triagem, no CMLGS e no
posto de colheitas situado na Avenida de Roma, n° 45* A, que abrangeu colheitas de

ambito ambulatorio e domiciliario.

A Fase Pré-Analitica abrange todos os procedimentos, comec¢ando na prescri¢ao pelo
clinico das analises a efetuar ao utente, passando pela colheita e transporte da amostra,
até ao processamento da amostra para realizagdo das analises. Esta fase ¢ fundamental,
pois € a base de todo o procedimento posterior, contudo ¢ nesta etapa que ocorre a maior

percentagem de erros em todo o processo analitico (1).

Com vista a mitigar possiveis fontes de erros, € importante que ocorra uma execucao
correta da fase Pré-Analitica, que passa por seguir varios passos: 1) abertura correta da
ficha informatica, ii) correta identificacdo e aquisi¢do de dados do utente, iii) correta
insercao na ficha informatica do utente, por parte do administrativo, dos pardmetros a
serem avaliados, iv) preparacao adequada do material ou técnica a aplicar, tendo em conta
as particularidades da colheita, v) preparacdo do utente para a colheita, vi) aplicagdo
correta da técnica de colheita vii) identificacdo correta das amostras provenientes da
colheita, viii) transporte adequado até ao laboratério central tendo em conta as
particularidades da amostra e as andlises a efetuar, e ix) triagem correta no laboratorio

central.

O CMLGS recebe amostras bioldgicas dos seus varios postos de colheita
ambulatdrios, de domicilios e de outras entidades externas, como por exemplo hospitais
e clinicas privadas. As amostras, depois de chegadas ao laboratdério central, sdo
rececionadas, triadas e distribuidas pelas varias dreas com o auxilio do software Apollo®.
Este software, através da leitura do codigo de barras presente na etiqueta do(s) tubo(s) de
colheita, permite a facil consulta de todas as informagdes essenciais a identificacdo da
amostra, do utente e das andlises especificas a realizar, bem como ao procedimento de

preparacdo da amostra para analise.



Para a execucdo de todas a analises possiveis existem varios tipos de contentores e tubos

de colheita, de modo a abranger todas as especificidades que cada um dos parametros a

determinar exige:

Tubos de vicuo com gel acelerador de coagulacdo: Tampa vermelha ou amarela

(8,5mL). Amostra recolhida: Sangue total. Amostra processada: Soro. Este tubo ¢
utilizado nas valéncias de: Bioquimica Clinica, Imunologia, Imunoserologia e
Alergologia. O gel no tubo tem como fung¢@o criar uma separagao fisica e efetiva entre
0 soro ¢ o codgulo de sangue formado, de modo a evitar o consumo ou producao de
analitos pelas células sanguineas e, assim, alterar o seu teor sérico. Apos a colheita de
sangue para este tubo, espera-se 10 min para formacao do coagulo, sendo os tubos

centrifugados a 3500 rotagdes por minuto (RPM), durante 10min (2).

Tubos de vacuo com Acido Etilenodiamino Tetra-Acético (EDTA): Tampa roxo-

escura (3,5mL). Amostra recolhida: Sangue total. Amostra processada: Sangue Total
para Hematologia e Plasma para Imunohematologia. Este tubo ¢ utilizado nas
valéncias de: Hematologia e Imunohematologia. O EDTA ¢ o anticoagulante de
elei¢do na area da Hematologia por preservar a morfologia das células sanguineas e
impedir a coagulacdo por quelacdo do ido de célcio, fundamental para a cascata de
coagulagdo. Depois da colheita de sangue, deve homogeneizar-se o tubo de modo a

proceder a mistura homogénea do sangue com o anticoagulante (2).

Tubos de vacuo com Citrato de Sddio 3.8%: Tampa azul (3,5mL). Amostra recolhida:

Sangue total Amostra processada: Plasma. Este tubo ¢ utilizado na valéncia de
Hematologia, especificamente no estudo da coagulagdo sanguinea, na proporcao de 1
parte de anticoagulante e 9 partes de sangue total. Este ¢ o anticoagulante de eleicao,
por evitar a formacao de codgulos ao combinar-se com o calcio ndo ionizado presente
no sangue, permitindo, deste modo, a obtengdo de plasma apto para os testes da
coagulagdo. Depois da colheita de sangue, deve homogeneizar-se o tubo de modo a
proceder a mistura completa do sangue com o anticoagulante e em seguida deve ser

centrifugado a 3500 RPM durante 10 min (2).

Tubos de vacuo com Heparina de Litio: Tampa verde (3,5mL). Amostra recolhida:

Sangue total. Amostra processada: Plasma. Utilizado na valéncia de Imunologia.

Depois da colheita de sangue, deve homogeneizar-se o tubo de modo a proceder a



mistura homogénea do sangue com o anticoagulante; em seguida deve ser

centrifugado a 3500 RPM durante 10 min (2).

Tubo Seco: Tampa azul-escuro (5,5mL) Amostra recolhida: Sangue Total. Amostra
processada: Soro. Sem anticoagulante. Utilizado na valéncia de Bioquimica para o
estudo de metais pesados. Depois da colheita espera-se 10 min para formacao do

coagulo e depois o tubo ¢ centrifugado a 3500 RPM durante 10 min (2).

Tubo de Urina tipo II: Amostra recolhida e processada: Urina. Tubo sem aditivos. E

utilizado na valéncia de Bioquimica para analise bioquimica e sedimentar da urina
3).

Contentor de Urina 24h: Amostra recolhida e processada: Urina. Contentor com

tampa de fecho hermético, com capacidade at¢ 2000 mL de modo a poder conter toda
a urina excretada pelo utente durante 24h. Podera conter, ou ndo, Acido Cloridrico
(HCI) dependendo do analito a detetar. Utilizado nas valéncias de Bioquimica Clinica

e Imunologia (3).

Contentor Assético de Urina: Amostra recolhida e processada: Urina. Contentor

assético com tampa de fecho hermético. Utilizado na valéncia de Microbiologia (3).

Contentor Assético de Fezes: Amostra recolhida e processada: Fezes. Contentor

assético com tampa de fecho hermético. Utilizado na valéncia de Microbiologia (3).

Zaragatoa seca: Amostra recolhida e processada: Exsudatos de origem variada.

Zaragatoa com transporte num contentor assético com fecho hermético. Utilizado nas

valéncias de Microbiologia e Genética (3,4).

Zaragatoa em meio de Stuart: Amostra recolhida e processada: Exsudatos de origem
variada, mais comumente de origem do trato vaginal. Zaragatoa com transporte num
contentor assético com fecho hermético e em meio de Stuart. Utilizado na valéncia de

Microbiologia (3,4).

Zaragatoa em meio de Carvao: Amostra recolhida e processada: Exsudatos de origem

variada, mais comumente de origem do trato vaginal. Zaragatoa com transporte num
contentor assético com fecho hermético e em meio de carvao. Utilizado na valéncia

de Microbiologia (3,4).

Kit para teste respiratério do Helicobacter pylori (H.pylori): Amostra recolhida e

processada: Ar expirado. O kit é compostos por 4 tubos com fecho hermético, uma
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palhinha, 1g de 4cido citrico e 75mg de p6 de '*C-ureia. Analisado na valéncia de
Potenciometria. Para a utilizagdo deste kit o utente deve estar com um jejum minimo
de 6h e ndo pode ter lavado os dentes. O utente deve soprar através da palhinha para
2 dos tubos do kit (valor basal), de seguida deve beber o acido citrico dissolvido em
200mL de 4gua e, posteriormente, ingerir o p6 de '*C-ureia dissolvido em 30mL de
agua. Espera-se 30 min e volta-se a soprar, através da palhinha para os restantes 2
tubos do kit (valor final). A detecdo da bactéria H.pylori ¢ realizada através da
diferenca de '’C-ureia entre o valor basal e o valor final, sendo que o aumento
exponencial de '*C-ureia entre os dois valores ¢ sugestivo da presenga da bactéria no

estomago (5).

e Harmony® Rastreio Pré-Natal: Amostra recolhida: Sangue total. Amostra

processada: Células fetais. O kit ¢ composto por dois tubos de EDTA e saco
refrigeratdrio para transporte. Utilizado na Unidade de Diagndstico Pré-Natal. Este ¢
um teste de rastreio Pré-Natal, ndo invasivo, por andlise de DNA livre fetal em
circulacao no sangue venoso periférico da mae a partir das 10 semanas de gestagao e
desenvolvido pela empresa Roche. Este teste permite o despiste das trés principais
trissomias (21, 18 e 13), o despiste de aneuploidias relacionadas com os cromossomas
sexuais (X e Y), identificar o género fetal através da detecdo do cromossoma Y ¢ a
identificacdo da Sindrome de microdelecdo 22ql11.2 (também conhecido pela
Sindrome Velocardiofacial), que se manifesta por alteragdes morfologicas,

principalmente a nivel craniofaciais, cardiacas e do palato (6).

e Exsudatos citologicos e Bidpsias: Amostra recolhida e processada: Origem variada.

Colheita realizada por um médico especialista em que a amostra ¢ entregue ao

CMLGS e, posteriormente, enviada para a Cedap.

Na triagem, no CMLGS, todos os produtos biologicos, referidos anteriormente, sao
inspecionados quanto a sua preservacao, qualidade e se a colheita foi efetuada para o
recipiente correto. Caso as amostras estejam dentro dos critérios referidos serdo
introduzidas no software Apollo® e, assim, dardo entrada no laboratorio central, sendo,
posteriormente, distribuidas pelas varias seccoes e dando inicio a fase analitica. Caso
alguns dos critérios de qualidade das amostras ndo sejam cumpridos, o posto responsavel

pela colheita ¢ informado da necessidade de repetir a colheita. Para além dessa forma de



Controlo de Qualidade (CQ), ha ainda auditorias internas e externas nos postos de colheita
e no local da triagem. Contudo, outras formas de CQ ndo sdo realizadas no CMLGS,
como por exemplo, a medi¢cdo das temperaturas das malas de transporte das amostras a

partida do posto e na chegada a triagem.

Na area correspondente a triagem, poderao ser efetuados outros procedimentos, como:
1) o envio de amostras para laboratérios externos, nomeadamente o Reference, em
Espanha, para andlises especificas que ndo sdo realizadas no laboratério do CMLGS, ii)
a rececao de amostras de outros laboratoérios pertencentes ao GGS de outras zonas do

pais, como Coimbra, Porto e Agores e iii) a eliminagao de amostras armazenadas.

O fluxo de trabalho da triagem pode ser observado no anexo 2.



4 Hematologia Clinica

O estagio realizado na valéncia de Hematologia Clinica (HC) decorreu entre os meses
de maio e junho de 2021 cumprindo um total de 185h. No decorrer do estagio tive a
oportunidade de efetuar todas as fungdes pertencentes a esta valéncia: i) os estudos dos
elementos figurados do sangue, nomeadamente a série vermelha, série branca e serie
plaquetaria, i) estudos de coagulacdo, ii1) contagem de células sanguineas em LCR e

outros liquidos biologicos e iv) técnicas manuais € automaticas complementares.

Nesta area o volume principal de amostras rececionado corresponde a tubos de sangue
total de EDTA e de Citrato de Sodio 3,8%. Quando estes tubos ddo entrada na area da
HC sao repartidos entre os varios equipamentos dependendo dos pardmetros a serem
analisados. Os fluxos de trabalho dos tubos de EDTA e de Citrato de Sédio 3,8 % sao
distintos, pois os anticoagulantes desses tubos, descritos na secao 5 da Fase Pré-Analitica,

permitem realizar diferentes analises.

4.1Tubo de vacuo com EDTA

A amostra colhida em tubo de vacuo com EDTA segue uma sequéncia que depende

dos parametros a avaliar. A sequéncia estd descrita na figura 1.

Sysmex XN 1000™ - Hemograma

A4

Sysmex SP-50" - Esfregaco do Sangue Periférico

N/

Ves-Matic Cube 2000 - Velocidade de Sedimentagéo

A4

Hb2910 Premier - Doseamento de Hemoglobina glicada (HbA1C)

A4

Capillaries 2 - Eletroforese de Hemoglobina

S\

Autovue Innova ORTHON Vision™ - Imunohematologia

A4

Técnicas Manuais Adicionais

Figura 1 - Fluxo de andlises dos tubos de EDTA



Para o estudo das varias células circulantes no sangue periférico sdo utilizados seis
aparelhos automaticos, correspondendo a cinco Sysmex XN 1000™ e um aparelho

Sysmex SP-50T interligados entre si.

No aparelho Sysmex XN 10007 ¢ detetada a presenca de alteragdes na amostra que
possam inviabilizar o resultado, como por exemplo, a presenga de coagulos ou ma
homogeneizac¢ao da amostra. No caso de ser detetado um coagulo, ¢ pedida uma repeticao
da colheita, no caso de ser detetada ma homogeneizacdo da amostra, esta ¢
homogeneizada manualmente. Este equipamento realiza o estudo dos varios elementos
figurados do sangue por citometria de fluxo fluorescente (7). Um método analitico rapido
que fornece varios dados sobre as células em analise, podendo categoriza-las por grupos
(7). Esta categorizagdo ¢ realizada a partir do estudo individual de cada célula, através da
passagem desta por um fluxo unidirecional em meio liquido. Para o estudo da morfologia
geral da célula sdo utilizados trés feixes de luz, dois feixes de luz visivel e um
fluorescente, cada um com a sua funcao. Um dos feixes de luz visivel, o feixe frontal,
permite determinar a dimensao da célula pela magnitude da dispersao de luz, sendo que
o feixe lateral permite avaliar a complexidade interna da célula (como a granulacio),
através da reflexdo do feixe de luz (8). O feixe de luz fluorescente atinge a célula
lateralmente, tendo como objetivo detetar a maturacao celular (quantificagdo do DNA e

do RNA), através da medicao da fluorescéncia das histonas (8).

O outro equipamento, o Sysmex SP-50T™

, € utilizado para a realizacdo, coloracdo e
montagem de laminas do esfregago de sangue quando pedido pelo clinico ou quando ¢
detetado algum dos valores apresentados na tabela 1 (9). O aparelho fotografa 10 campos
do esfregaco aleatoriamente que sdo, posteriormente, enviadas ao médico responsavel

pela valéncia de Hematologia para serem avaliadas.



Tabela 1 - Valores criticos do hemograma,; Adaptado de (9).

Globulos Vermelhos
Parametros Valor Maximo Valor Minimo Unidade de Medida
Hb >19,9 <6 g/dL
Hect >61 <18 %

Globulos Brancos

Parametros Valor Maximo Valor Minimo Unidade de Medida
N° Leu >30 <1 x10°/L
N° Neu <0,5 x10°/L

Plaquetas
Parametros Valor Maximo Valor Minimo Unidade de Medida
N° Plt >1000 <25 x10%/L

Legenda: Hemoglobina (Hb); Hematdcrito (Hcet); Populagdo de Leucocitos (N° Leu); Populagdo de Neutrofilos (N°©
Neu); Populacdo Plaquetaria (N° Plt)

Apos a realizacdo do hemograma, caso seja pedido na prescricdo, ¢ medida a
Velocidade de Sedimentac¢do (VS) com o auxilio do aparelho Ves-Matic Cube 2000. Para
a leitura da VS, primeiro o equipamento homogeneiza e identifica (pelo codigo de barras)
a amostra, medindo depois a altura dos eritrocitos na mesma. Esta medi¢ao ¢ realizada
por um feixe de luz que atravessa longitudinalmente o tubo sendo detetado por um recetor
(10). Ap6s uma hora, a distancia percorrida pelos eritrocitos pela sedimentacao ¢ medida.
A diferenga entre as duas leituras serd a VS. Caso haja valores iguais ou inferiores a 2 ou
valores iguais ou superiores a 70, o resultado ¢ confirmado pela repeticdo do ensaio
utilizando o equipamento Ves-Mactic Cube 30. Caso a colheita tenha sido feita num tubo

pediatrico esta medicao ¢ feita de modo manual (11).

Para a quantificagdao da hemoglobina glicada (HbA1C), ¢ utilizado o aparelho Hb2910
Premier, ap6s o percurso nos aparelhos anteriormente referidos estar finalizado. Este
equipamento utiliza o principio da Cromatografia liquida de elevada performance por

afinidade ao boronato (12). A formagao da HbA1C ocorre pela reagao espontanea entre a
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Hb e a alta concentracdo de glucose em circulagao (12,13). O método utilizado no
aparelho Hb2910 baseia-se na diferenca entre a HbAIC e os outros tipos de
hemoglobinas, sendo esta diferenca a ligacdo da Hb a um derivado de glucose (13). O
radical glucidico da HbA1C liga-se ao boronato havendo primeiro a eluicao de todas as
outras hemoglobinas e s6 no final a HbA1C, permitindo a sua medi¢ao (12). Na validagao
dos resultados da HbA1C ¢é necessario ter em atenc¢ao resultados superiores ou iguais a 7,
pois caso ndo haja histdria clinica concordante, implica a repeti¢cdo do procedimento para
confirmar o resultado. E, ainda, necessario confirmar casos onde haja uma discrepancia

superior ou igual a 1 entre o resultado a analisar e o anterior (14).

Para a eletroforese de hemoglobinas ¢ utilizado o aparelho Capillarys 2 Flex Piercing,
que utiliza o principio de que as diferentes fracdes de hemoglobina sdo separadas através
da circulagdo em capilares de silica (15). Esta separacao acontece devido as diferencas de
mobilidade das varias fragdes de hemoglobina em tampao alcalino. Estando separadas, ¢
possivel a identificagdo das diversas fragdes de hemoglobina, apresentando-se na tabela

2 as correspondentes a um adulto saudavel (15).

Tabela 2 - Fragbes de eletroforese de hemoglobina,; Adaptado de (16)

Fracdes de hemoglobina | Percentagem (%) | Observacdes

Hemoglobina A 95-98 Hemoglobina mais comum num adulto
saudavel (17)

Hemoglobina A2 2-3 Fragdo de hemoglobina normal em pequenas
quantidades (17)

Hemoglobina F 0,8-2 Normalmente em quantidades significativas

em fetos e recém-nascidos. Substituida por
Hemoglobina A logo a partir do parto. Existe

em pequena concentragdo no adulto (17)

No caso da detecao de uma hemoglobina ndo identificavel a amostra ¢ envida para o

instituto Ricardo Jorge para sua identificacao (16). Quando ha a dete¢ao de hemoglobina
S ¢ realizado o teste de solubilidade para confirmagdo do resultado (16,18). O teste de

solubilidade advém do principio que em situa¢des de hipoxia os eritrocitos, contendo Hb
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S, passam de uma forma biconcava para uma forma de foice tornando a solugdo turva,

impedindo a visualizagdo através da mesma (18).

Nesta area do laboratério sdo, também, realizados testes de Imunohematologia como:
0 Coombs Direto (CD), o Coombs Indireto (CI) e o Grupo Sanguineo, que inclui a dete¢ao
do sistema ABO e o sistema Rh. Através do teste de CD sao detetadas, na membrana dos
eritrocitos do utente, a presenga de autoanticorpos, Imunoglobulina G (IgG) ou o
complemento 3 (C3). Um resultado positivo deve ser sempre confirmado com duplo
ensaio (19). De seguida, ¢ detetada a presenca de Anticorpos (Ac) anti-D, em que no caso
do resultado ser positivo, a amostra ¢ enviada para o Instituto Portugués do Sangue e

Transplante (IPST) para dete¢do da variante (19).

O teste de CI ¢ utilizado para detetar a presenca de IgG anti-eritrocitarias em
circulacao. Quando o resultado ¢ positivo € confirmado por duplo ensaio e sdo estudados
os tipos de eritrocitos aos quais o utente reage imunologicamente. Este estudo ¢
conduzido através da observacao de rea¢do do soro do utente com o sistema ABO e com
o sistema Rh (19). No caso de o utente possuir o Ac anti-D é necessario fazer uma
titulacao seriada. Se o utente tiver qualquer outro tipo de Ac a amostra ¢ enviada para o
IPST (19). O equipamento utilizado na avaliagao destes parametros € o Autovue Innova
ORTHON Vision™. O sistema utiliza o método de aglutinacdo com microesferas de vidro
numa coluna. Apds a adicdo dos eritrécitos, ou do soro, do utente a coluna esta ¢
centrifugada. Caso haja aglutinacdo dos eritrécitos (formag¢ao de uma banda no topo do
tubo) considera-se um resultado positivo (20). A auséncia de aglutinacdo dos eritrocitos

(eritrocitos depositados no fundo da coluna) ¢ considerada resultado negativo (20).

Para além de todos os parametros determinados através dos equipamentos acima
enumerados, a valéncia de hematologia ainda realiza metodologias manuais adicionais

quando sdo pedidas pelo médico prescritor:

e Teste de osmolaridade globular: realizado quando o médico suspeita de

comprometimento da membrana do eritrdcito tanto por esferocitose hereditaria ou
por outra patologia. O controlo do método ¢ realizado por comparacao do
resultado das células do utente com células sem comprometimento da parede

globular (21,22).
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e Titulacdo de Crioglobulinas: teste de diluicdo seriada do soro do utente para
detetar a presenca de Ig insoluveis a baixas temperaturas. O controlo da técnica ¢

realizado com um controlo negativo (21,23).

e Fendémeno LE (Lupus Eritematoso) ou Pesquisa de células LE: ¢é realizado na

suspeita da doenga autoimune “Lupus Eritematoso Sistémico”. O teste de células
LE ¢ um teste de aglutinacdo em que particulas de latex com Antigénios (Ag)
antinucleares sao misturadas com o soro do utente. A formagdo de aglutinagado ¢
indicativa de que o utente possui Ac antinucleares. Esta técnica ¢ realizada com

um controlo negativo e positivo para comparacao visual (21,24).

Todo o fluxo de trabalho a que os tubos de vacuo de EDTA estao sujeitos encontra-se

esquematizado no Anexo 3.

4.2Tubo de vacuo com Citrato de Sodio 3,8%

Para o estudo da coagulagdo sdo utilizados dois aparelhos, o Siemens CS-5100 para o
estudo de coagulacdo de rotina e o Siemens CS-2100i para coagulacdo especial. Os
parametros analisados em cada tipo de coagulacdo sdo detalhados abaixo. Em ambos os
aparelhos sdo utilizados trés tipos de métodos: cromogénicos, de imunoensaio e de
aglutinacdo. Todos estes métodos sdo detetados por fotometria, sendo importante a
avaliacdo da amostra no que se refere a hemdlise, lipemia e ictericia antes da realizagao

do(s) ensaio(s) (25,26).

No Siemens CS-5100 sdo analisados os seguintes parametros (para o estudo de
coagulagdo de rotina): Tempo de Protrombina (TP), Tempo de Tromboplastina
Parcialmente Ativado (TTPa), Anticoagulante Lupico (AL); Antitrombina III (AT-III);
Proteina C (PC) e Fibrinogénio ou Factor I. A validagcdo de resultados obtidos por este
equipamento € realizada pelo técnico responsavel pelo aparelho no dia em questdo, sendo
necessaria a confirmagao do resultado por duplo ensaio sempre que os resultados obtidos

se encontrem num dos intervalos de valores descritos na tabela 3 (27):
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Tabela 3 - Valores para avaliagdo da Hemdstase; Adaptado de (27)

TP >4 (>5 ¢ preciso avisar o utente)
TTPa <20 ou >34

AL >43

AT-III <70%

PC <70%

Factor I <180

Legenda: Tempo de Protrombina (TP), Tempo de Tromboplastina Parcialmente Ativado (TTPa), Anticoagulante

Lupico (AL); Antitrombina III (AT-III); Proteina C (PC) e Factor 1.

O aparelho Siemens CS-2100i ¢ utilizado semanalmente (a segunda-feira) e a

conservagao das amostras ocorre por congelacdo a -20°C do plasma com citrato.

Posteriormente, e para que a amostra possa ser utilizada, o plasma ¢ descongelado e

aquecido até a temperatura de 37°C, sendo depois centrifugado antes de ser colocado no

aparelho. O Siemens CS-2100i ¢ utilizado para a analise dos seguintes parametros (no

estudo de coagulagdo especial): Proteina S; Fator V; Fator VIII e Resisténcia do Fator V

a Proteina C. A validacdo dos resultados ¢ realizada pelos Farmacéuticos com

Especialidade em Analises Clinicas responsaveis pela area da hematologia.

14



5 Microbiologia Clinica

O estagio na area de Microbiologia Clinica decorreu entre os meses de junho e julho
perfazendo um total de 228h. A Microbiologia estuda os microrganismos unicelulares,
multicelulares e acelulares e envolve varias subdisciplinas como a virologia,
parasitologia, bacteriologia e micologia. Neste estagio so6 serdo descritas as ultimas trés
subdisciplinas e as suas implica¢des a nivel clinico. O laboratério de microbiologia tem
como atividades principais a identificagdo de bactérias, fungos e parasitas através de,
entre outros métodos, identificagdo das caracteristicas das coldnias através da utilizagao
de meios seletivos e/ou cromogénicos, isolamento de coldnias e antibiogramas. Nesta
area do laboratorio recebem-se varias tipologias de amostras como urina, fezes e
exsudatos vaginais. Na sua maioria os meios de cultura, caldos de enriquecimento,
consumiveis de aparelhos e kits utilizados nesta valéncia do laboratorio sdo da casa
comercial BioMérieux. Apesar do laboratério proceder a andlise de outros produtos
bioldgicos, s6 serdo apresentados os procedimentos daqueles que foram observados e

realizados no local de estagio. O resumo de todos os meios, caldos de crescimento e

laminas realizadas para cada tipo de amostra biologica esta esquematizado no Anexo 4.

5.1Urinas

Este ¢ o produto biologico recebido em maior numero na area da Microbiologia
Clinica, sendo a categoria de amostra mais rececionada a urina assética para dete¢ao de
infecdo do trato urinario e identificagdo do respetivo agente patogénico. A urina assética
¢ primeiramente triada e de seguida encaminhada para a area de Microbiologia Clinica,
onde ¢ semeada num meio solido, 0 ChromID™ CPS® Elite (CPSE®)(28). Este meio de
cultura ¢ um meio solido, seletivo para bactérias Gram negativo e de diferencial
cromogénico (29). Este ¢ o meio de eleicdo para esta amostra porque permite a
identificagdo direta do principal agente patogénico de uma infe¢do urindria, a Escherichia
coli (E. coli) (30). Depois do meio CPSE® estar semeado com a amostra de urina, este ¢
colocado na estufa a 37°C durante 24 horas. Esta incubacgao possibilita o crescimento de
colonias potencialmente patogénicas. Apds a incubacdo, os meios de CPSE® sdo

avaliados visualmente para dois indicativos de infe¢do urinaria: i) o crescimento de
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unidades formadoras de colonias (UFC) de bactérias potencialmente patogénicas; e ii) a
presenga de uma quantidade significativa (superior ou igual a 10 UFC) de uma espécie

de bactéria especifica (28).

Caso seja observada uma colénia de E. coli, esta ¢ caracterizada como o agente
patogénico sendo realizado o antibiograma. Uma colénia de E. coli no meio CPSE® tem
caracteristicas muito especificas que facilitam a identificacdo deste patogénico: coldnias

roxas, pequenas, mucoides e com bordos bem delimitados (28,29).

Caso seja identificada uma UFC com caracteristicas patogénicas, ou uma bactéria
com mais de 10 UFC, ¢ realizada a identificagdo da bactéria e depois um antibiograma
(28). Duas bactérias regularmente observadas em casos de infegdes urindrias sdo a
Klepsiella spp. e a Pseudomonas spp, (tratam-se dos dois patogénicos mais comuns em
infe¢des urindrias a seguir a E.coli (30)). Outras bactérias observadas com regularidade
no laboratério sdo a Morganella morganii e Providencia spp, que estdo, normalmente,

associadas a utentes internados.

Em todas as amostras com infecdo por E. coli o antibiograma ¢é realizado no
equipamento MicroScan WalkAway plus System. Neste aparelho ¢ realizado o teste de
contragdo inibitoria minima, de forma a saber quais sdo os antibidticos a que a E. coli ¢
mais suscetivel. Este teste deteta a concentracdo minima de um antibidtico que ¢

necessaria para inibir o crescimento bacteriano (31).

No caso de infe¢des urindrias cuja etiologia ndo ¢ a E. coli, apesar da possibilidade da
identificacdo presuntiva pelo meio de CPSE®, ¢ necessario confirmar a identidade da
bactéria e fazer o antibiograma. Esta confirmacdo e antibiograma sao feitos através do
aparelho Vitek® MS, que utiliza a metodologia de espetrometria de massa associada a

tecnologia de Ionizacdo e Absorcdo Assistida por Matriz (32). Neste aparelho ¢

o~

introduzida uma coldnia pura da bactéria suspeita numa placa metalica. A amostra
incidida por impulsos de laser de modo a ser ionizada. A amostra ionizada liberta varias
proteinas, presentes na bactéria potencialmente patogénica, que sdo analisadas por
espectrometria de massa (32,33). A andlise das proteinas presentes permite a identificagdo
da bactéria (33). O antibiograma realizado no mesmo aparelho utiliza o mesmo principio
descrito acima para identificar as proteinas de resisténcia a antibidticos que as bactérias

possuem (33).
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Numa amostra de urina também pode ser pesquisada a presen¢a de micoplasmas
urogenitais o Ureaplasma spp. € o Mycoplasma hominis. Para a andlise destes agentes
patogénicos ¢ utilizado o kit Mycoplasma IST2, que utiliza o método enzimatico
colorimétrico para identificagdo, contagem presuntiva e determinagao de suscetibilidade
a 9 antibioticos (34). Para aplicacao do Mycoplasma IST?2 ¢ utilizado o sedimento urinario
obtido por centrifugacdo. De seguida, o sedimento urindrio ¢ misturado com um caldo
seletivo fornecido com este kit. Essa mistura ¢ distribuida pela galeria do kit sendo sujeita
a varias reagOes enzimaticas. O Mycoplasma IST2 ¢ também utilizado para outras

amostras bioldgicas como exsudatos vaginais, uretrais e esperma (34).

5.2Fezes

No estudo das fezes podem ser analisados varios parametros diferentes consoante o
pedido do médico prescritor. Este produto bioldgico ¢ o segundo mais recebido no
laboratorio de microbiologia e a analise mais realizada ¢ a pesquisa de sangue oculto nas
fezes. Para além deste pardmetro sdo também realizadas pesquisas de parasitas, de

H.pylori, e de Campylobacter spp. Finalmente, sdo ainda realizadas coproculturas.

A pesquisa de sangue oculto nas fezes ¢ realizada com o intuito de detetar
precocemente o cancro colorretal, pois este tende a criar lesdes nas mucosas, libertando
sangue (35). Com este objetivo ¢ utilizado um teste rapido imunocromatografico que
deteta a hemoglobina humana. Este procedimento implica a ligagdo da hemoglobina
humana a Ac de hemoglobina humana fixados numa membrana (36). Para realizar a
pesquisa de sangue oculto nas fezes ¢ utilizado o kit NADAL® FOB Test que possui um
controlo interno de modo a indicar se o volume da amostra aplicado foi correto e se
ocorreu a sua absorcdo na membrana (36). Todos os resultados sdao analisados

visualmente e tém de ser colocados manualmente no sofiware Apollo®.

4

Relativamente a pesquisa de parasitas, ¢ utilizado o kit de Concentragdo de
Ovos/Parasitas Fecais da casa comercial Epitope Diagnostics. Este kit ¢ utilizado como
forma de concentrar, por sedimentacdo, os ovos e parasitas nas suas varias formas. Essa
concentracdo da amostra serve para aumentar a probabilidade de detetar parasitas na
amostra sem alterar a morfologia dos mesmos. Este kit permite a sedimentagdo desejada

e, a0 mesmo tempo, retirar grande parte dos materiais organicos fecais por filtragdo, para
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ser mais facil a visualizag¢ao dos parasitas em lamina (37). A visualizagdo e a identificagao
dos ovos, quistos, trofozoitos ou larvas ¢ feita pelos médicos responsaveis pela sec¢ao,
através da observagdo ao microscopio otico de preparagdes entre lamina e lamela. E
adicionada uma solugdo de lugol a preparacao de modo a evidenciar as estruturas dos

parasitas nas suas diversas formas (38).

Para a pesquisa de H.pylori é utilizado um teste imunocromatografico rapido com
controlo interno para a quantidade de amostra colocada, para avaliar a extensdo da
amostra ao longo da tira e para o controlo do reagente (39). Neste kit o Ac de H.pylori é
detetado na secao final da membrana tampao que contém o conjugado de ouro coloidal.
A amostra de fezes ¢ dissolvida num liquido fornecido pela casa comercial. Caso esteja
presente Ag de H.pylori na amostra, esta liga-se ao Ac monoclonal de H.pylori e ao ouro
coloidal, criando um complexo Ac-Ag que, fixando-se numa zona especifica, forma uma

linha visivel (39).

A coprocultura ¢ realizada no caso de uma suspeita, pelo médico prescritor, de infecao
a nivel gastrointestinal (normalmente, Salmonella spp. ou Shigela spp.). Neste
procedimento a amostra ¢ diluida em soro fisiologico estéril e semeada, simultaneamente,
em dois meios ¢ num caldo de enriquecimento. Um destes meios € o meio solido
MacConkey (McK), um meio seletivo diferencial cromogénico para isolamento de
bactérias Gram negativas (40). O outro ¢ o meio sélido Hektoen (Hek), que corresponde
a um meio seletivo diferencial para isolamento de Salmonella spp. ou de Shigela spp.
(41). O caldo ¢ o caldo Selenito-F (caldo de enriquecimento para facilitar o crescimento
de Salmonella spp.(42)). No caso de uma amostra diarreica, para além das sementeiras
descritas em cima, a amostra ¢, também, semeada em meio s6lido CASA™ (meio seletivo
diferencial cromogénico para detecdo de Campylobacter spp. (43)) e € realizado um teste
rapido com o kit RIDA®QUICK Campylobacter (44). O kit RIDA®QUICK
Campylobacter ¢ um teste imunocromatografico que deteta a presenga de Campylobacter
spp., ao ligar-se com os Ac. de Campylobacter spp., fixados na membrana. O kit possui
um controlo interno para indicar se o volume da amostra aplicado foi correto e se ocorreu

a absor¢ao da amostra na membrana (45).

Todos os meios semeados e o caldo de enriquecimento utilizados na coprocultura sao
colocados na estufa a 37°C durante 24h. Posteriormente, os meios sélidos sdao avaliados
quanto a presenga de UFC potencialmente patogénicas, enquanto o caldo Selenito-F ¢

semeado num meio solido Hek e colocado na estufa a 37°C durante 24h. A incubacdo da
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amostra de fezes no caldo de enriquecimento antes de ser semeada no meio de Hek tem
o objetivo de aumentar a probabilidade de dete¢do da presenca de Salmonella spp.. Todos
0s meios, apoOs a incubagdo, sdo avaliados visualmente para a identificagcdo de potenciais
UFC patogénicas. Todas as UFC suspeitas sdo identificadas e sujeitas a antibiograma no

aparelho Vitek® MS (32,44).

5.3Exsudatos

5.3.1 Vaginal

Num exsudato vaginal, normalmente, ¢ pesquisada a presenca de bactérias ou fungos
potencialmente patogénicos. Um exemplo comum ¢ a pesquisa de Streptococcus do
Grupo B (também conhecido por Streptococcus agalactiae) em gravidas perto da data de
parto, para evitar a infecdo no recém-nascido (46). Na area da Microbiologia Clinica do
CMLGS sdo processados trés tipos de exsudatos vaginais: o geral, os de pesquisa
especifica para Streptococcus do Grupo B e os de pesquisa especifica para Neisseria spp.

e Haemophilus influenzae.

Um exsudato vaginal geral € processado através da sua cultura em dois meios solidos
e de um esfregaco para a coloragdo de Gram (47). O esfregaco €, posteriormente, avaliado
pelos médicos especialistas da valéncia. Um dos dois meios solidos utilizados para a
sementeira ¢ o meio Gelose de Columbia com 5% sangue de carneiro (COS), um meio
ndo diferencial para a dete¢ao de microrganismos potencialmente patogénicos (48), como
por exemplo a Prevotella spp, Gardnerella vaginalis, Mobiluncus spp. ou Mycoplasma
hominis. O outro meio sélido utilizado ¢ o Sabouraud Gentamicina Cloranfenicil (Sab)
(49), que corresponde a um meio seletivo para crescimento de leveduras, como a Candida
spp. Todas as UFC potencialmente patogénicas sdo colocadas no equipamento Vitek®

MS para identificacdo e realizagdo do antibiograma (32,47).

O exsudato vaginal para pesquisa especifica de Streptococcus do Grupo B ¢é realizado
juntamente com um exsudato anal. De modo a aumentar a probabilidade de detetar a
presenca de Streptococcus do Grupo B ambas as zaragatoas sdo colocadas no caldo de
crescimento Todd Hewitt durante 24h a 37°C (47). Este caldo permite o crescimento
seletivo do Streptococcus do Grupo B através da utilizagdo de antibioticos (50). De
seguida, ¢ retirada uma amostra do caldo de crescimento para ser semeado no meio de

Granada (um meio diferencial cromogénico seletivo para Gram positivo (51)) que permite
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a identificagdo direta das colonias de Streptococcus do Grupo B, que se apresentam de

cor laranja (51). O antibiograma ¢ realizado no Vitek® MS.

Para a pesquisa especifica de Neisseria spp ¢ Haemophilus influenzae no exsudato
vaginal ¢ preparada uma lamina sujeita a coloragdo de Gram para posterior avaliacao do
médico especialista do laboratorio (47). O produto biologico ¢, ainda, semeado no meio
seletivo de Chocolate PolyViteX VCAT3 (VCA) especifico para o crescimento de
Neisseria gonorrhoeae e Neisseria meningitidis (52) e no meio de Chocolate PolyViteX
(PVX), especifico para crescimento de Neisseria gonorrhoeae € Haemophilus influenzae
(53). Ambos os meios sao deixados incubar durante 24h a 37°C, sendo que a incubagao
do meio PVX ocorre em microfilia, ou seja, com pouco oxigénio. A identificacdo e
antibiograma das UFC potencialmente patogénicas sdo ambas realizadas no aparelho

Vitek® MS (32).

Neste produto bioldgico também pode ser detetada a presenga dos micoplasmas
Ureaplasma spp. e Mycoplasma hominis com o kit Mycoplasma IST2 descrito na se¢ao

das urinas (34).

5.3.2 Uretral
No caso de uma infe¢do no trato uretral com suspeita de origem bacteriana sdo
preparadas duas laminas, uma para ser observada a fresco e a outra com coloragdo de
Gram e sao semeados em dois meios, 0 PVX e o VCA (54). Tal como no exsudato vaginal,
a identificagdo e o antibiograma das UFC potencialmente patogénicas sdo ambos

realizados no aparelho Vitek® MS (32).

Neste produto bioldgico também pode ser detetada a presenga dos micoplasmas
Ureaplasma spp. e Mycoplasma hominis através do kit Mycoplasma IST2 descrito na

se¢do das urinas (34).

5.3.3 Faringeo

Um exsudado faringeo pode ser realizado para dois objetivos diferentes: a detecao da
presenca do Streptococcus do Grupo A e a detecao de infecdo por bactérias Gram

positivo.

A detegao da presenca do Streptococcus do Grupo A ¢ feita através do Teste rapido

de imunoensaio BIOSYNEX® Strep A (55), que deteta a presenca de Ag do Streptococcus
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do Grupo A (também conhecido por Streptococcus pyogenes). Este teste ¢ utilizado,
principalmente, no caso de criancas com faringites com suspeita de infe¢do por
Streptococcus pyogenes (o principal agente patdgeno bacteriano em criangas (56)) de
modo a iniciar-se, o mais rapidamente possivel, o tratamento com antibidticos. Neste
procedimento ¢ detetada a presenca do Ag do Streptococcus pyogenes na amostra pela
ligacdo do Ag ao Ac monoclonal fixado a membrana de migragdo (57). Este teste contém
um controlo interno que indica se o volume de amostra colocado foi o correto, se houve
uma difusdo de amostra de forma uniforme na membrana de fixacao e se a técnica foi

realizada corretamente (57).

Numa amostra de um exsudado faringeo geral ¢ detetada a presenca de infe¢do por
bactérias Gram positivo. A pesquisa de infecdo ¢ realizada através de cultura em meio
solido de Columbia com 5% de sangue de carneiro (CNA) (55). Este meio ¢ um meio
seletivo para Gram positivos (através da utilizagdo dos antibioticos Colistina e Acido
Nalidixico) (58). A incubagdo ocorre durante 24h a 37°C em ambiente de microfilia. O
agente patogénico principal de uma faringite ¢ o Streptococcus do Grupo A (59). Num
exsudado faringeo geral € necessario ter em atengao as duas caracteristicas do patogénico
principal (59): 1) verificagdo das caracteristicas da familia Streptococcus spp. na UFC e

i1) existéncia de hemolise nessas UFC.

A confirmag¢do do agente patogénico e o antibiograma sao realizados no equipamento

Vitek® MS (32).

5.3.4 Feridas
A colheita de exsudato de ferida ¢ requerida, normalmente, quando ha indicios de
infecdo em feridas. O agente patogénico mais comum ¢ o Staphylococcus aureus (S.
aureus), seguido por outras bactérias da familia do Staphylococcus spp. ou do
Streptococcus spp.. Todas estas bactérias sdo Gram positivas, pelo que este tipo de
amostra ¢ semeada em CNA e Mck, ocorrendo a sua incubagdo a 37°C durante 24h (60).
Posteriormente, os meios sdo analisados visualmente, sendo a confirmacao do agente

patogénico e o antibiograma realizados no Vitek® MS (32).
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5.40utras amostras

5.4.1 Cateter
No caso do estudo bacteriologico de um cateter, o utente estd normalmente num
estado debilitado. Para anélise do cateter, este ¢ esfregado num meio de COS, que fomenta
o crescimento de qualquer bactéria potencialmente patogénica (61). Caso haja
crescimento de mais do que cinco UFC da mesma espécie, esta ¢ considerada patogénica
e ¢ reportada (62). A identificacdo do agente patogénico e o antibiograma sao realizados

no Vitek® MS (32).

5.4.2 Liguidos Nobres e Produtos estéreis anaerobios

Estes produtos correspondem a todas as amostras que se apresentam estéreis numa
situacdo fisioldgica normal. Devido & localizagdo anatomica destas amostras, ndo se
esperaria a identificacdo de qualquer agente patogénico aerdbico, pelo que qualquer
agente patogénico identificado sera indicativo de uma infecdo por uma bactéria
anaerobica. A luz disto, diversos tipos de meios sio semeados com estas amostras e
deixados a incubar num ambiente de microfilia. Vale a pena notar, no entanto, que
existem situacdes excecionais, descritas abaixo, em que estes meios sdo deixados a

incubar num ambiente aerdbico.

Em qualquer meio de crescimento para estas amostras ¢, apenas, necessario o
desenvolvimento de uma UFC para que esta seja considerada patogénica. A identificacao
do agente patogénico ¢ o antibiograma sao realizados no Vitek® MS (32). Todas as
laminas preparadas com estes produtos bioldgicos sdo analisadas pelos médicos da

seccao.

Relativamente ao pus, liquido pleural e LCR, sdao colocados num caldo de crescimento
de infusdo de cérebro e coragao (BHI — Brain Heart Infusion Broth) durante 24h para

potenciar o crescimento de possiveis agentes patogénicos antes de serem semeados.

- Pus: semeado em Mck, PVX e CNA. A incubacido dos meios de PVX e de CNA ¢

realizada num ambiente de microfilia. Sdo preparadas duas laminas, uma para coloracao

de Gram e outra para coloragdo de ZN (63).
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- Liquido Pleural: semeado em Mck, PVX e COS. Os meios de PVX e de COS sao
incubados num ambiente de microfilia. Sdo realizadas duas ldminas, uma para coloragao

de Gram e outra para coloragdo de ZN (64).

- LCR: semeado em PVX e COS, sendo estes meios incubados num ambiente de
microfilia. S3o realizadas duas laminas, uma para coloragdo de Gram e outra para

coloragao de ZN (65).

- Hemocultura: semeado em COS, sendo preparada uma lamina para ser observada com

coloragao Gram (66).

- Biopsia: semeado em COS, sendo preparadas duas laminas, uma para ser observada a

fresco e outra para fazer coloracdo de Gram (67).

- Esperma: semeado em PVX. Sdo preparadas duas laminas, uma para ser observada com
coloragao de Gram e outra para ser observada com coloracao de ZN (68). Outras analises
realizadas numa amostra de esperma, na area da Microbiologia, incluem a detecdo da
presenca de micoplasmas, como o Ureaplasma spp. ou o Mycoplasma hominis., sendo
para isto utilizado o kit Mycoplasma IST2 descrito na secdo das Urinas. Numa amostra de
esperma pode também ser realizado o espermograma, que permite avaliar o pH,
morfologia, mobilidade e concentragdao, bem como a viabilidade dos espermatozoides. O
equipamento utilizado ¢ o LensHooke™ CS0 Semen Test Cassete, sendo os resultados
confirmados, pelos médicos da seccao, através da observacao da lamina em microscopio

otico.
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6 Controlo de Qualidade Laboratorial

O controlo de qualidade de um laboratorio pode ser definido como a precisdo,
confiabilidade e reprodutibilidade dos resultados obtidos em cada parametro avaliado
(69). O controlo de qualidade (CQ) de um laboratério pode ser dividido em Controlo de
Qualidade Interno (CQI) e Controlo de Qualidade Externo (CQE). Para tal sao seguidas
as normas ISO que fornecem orientacdo, coordenagdo, simplificagdo e unificagdo de
critérios para empresas e organiza¢des. No CMLGS ¢ utilizado o NP EN ISO 9001, que

tem definido normas de gestao de qualidade, logo este laboratorio ¢ certificado.

O CQI estad inserido a rotina laboratorial de modo a garantir a consisténcia,
reprodutibilidade e fiabilidades dos resultados ao longo do tempo (70). O CQI avalia a
precisdo de técnicas manuais tanto como automatizadas. Para tal sdo utilizados
calibradores (solugdo de concentragao conhecida do analito a analisar) fornecidos,
normalmente, pela casa comercial e por controlos (amostra com um analito e quantidade

conhecida) fornecido pela casa comercial ou interna do laboratorio.

O CQE permite avaliar objetivamente o desempenho de um laboratorio através da
participacdo em programas de CQ por uma entidade externa (71). A participacdo em
programas de CQE permite: comparar a performance e resultados de varios laboratorios;
sinalizar problemas sistematicos associados aos kits ou aos métodos, evidenciar
objetivamente a qualidade das analises e indicar areas que seja necessario melhorar
(69,71). O CQE que observei no CMLGS foi realizado através de auditorias ao laboratério
por parte de entidades externas e através da avaliacdo da performance das analises do

laboratorio de amostras providenciadas pelo INSA.

Resultados incorretos do laboratorio podem ter consequéncias para o utente como
(69): 1) tratamentos ndo necessarios, ii) complicacdes em tratamentos, iii) ndo
administracdo do tratamento correto para a condi¢do do utente, iv) atrasar a descoberta

do diagnostico correto e v) realizagao de andlises ou de exames adicionais desnecessarios.

Com o objetivo de atingir o nivel mais alto de precisao e exatidao nos resultados
libertados pelo laboratdrio sdo aplicados varios tipos de controlos e calibragdes as varias

técnicas e aparelhos utilizados (69).

Quanto ao CQ observado na fase Pré-Analitica este s6 observou auditorias internas

tanto no posto de colheitas como na triagem, sendo estas com intervalos irregulares.
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Quanto ao transporte de amostras ndo foi observado nenhum controlo de qualidade nem

foi dado a saber nenhum procedimento utilizado durante o decorrer do estagio.

6.1Hematologia

Nesta area o CQE foi realizado pela analise de amostras provenientes de uma entidade

exterior, contudo, nao tive a oportunidade de o observar durante o periodo do estagio.

A manutencdo didria na area de Hematologia comega pelos cinco aparelhos Sysmex
XN 1000™ ¢ pelo aparelho Sysmex SP-50™™. A manutencio é realizada de manhi e
comega sempre com a lavagem das agulhas e tubos do equipamento com um produto

comprado a casa comercial.

Depois da lavagem para manuten¢io do equipamento Sysmex XN 1000™ sio
introduzidos, para CQI, dois calibradores e, de seguida, dois controlos, ambos da casa
comercial do equipamento. Ambos incluem os parametros de um hemograma, estando os
valores de um deles dentro do intervalo de referéncia indicados pela casa comercial e o
outro fora. De modo a perceber se os resultados dos calibradores e controlos estdo dentro
dos valores espectaveis, estes sao analisados, por um técnico, num grafico de Levey-
Jennings, seguindo as regras de controlo de qualidade de Westgard (72). De forma
semelhante, apds a lavagem para manutengdo do aparelho Sysmex SP-50™ ¢ colocada
no equipamento, para CQI, uma amostra aleatoria com mais de 7 x10°/L de leucdcitos e
sobre a qual o aparelho efetua um esfregaco sanguineo periférico permitindo a
identificacdo e diferenciacdo de 100 Ileucdcitos. Os leucocitos identificados e
diferenciados pelo aparelho sdo confirmados visualmente pelo técnico em fotografias que

o aparelho captou da lamina. Este controlo permite verificar se o equipamento consegue

realizar uma correta identificagdo ¢ diferenciagcao dos leucocitos.

Para CQI dos equipamentos Ves-Matic Cube 2000 e Ves-Mactic Cube 30, usados na
determinagdo da velocidade de sedimentagdo, sdo utilizados dois controlos fornecidos
pela casa comercial. Um destes controlos apresenta valores dentro dos VR para a
velocidade de sedimentacao (entre 2 e 70, exclusive) e o outro valor fora dos VR (inferior
ou igual a 2, ou superior ou igual a 70). Os resultados dos controlos sdo depois
confirmados através da sua comparagdo com o intervalo de resultados espectavel

fornecidos pela casa comercial.
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No Hb2910 Premier, que determina o teor de HbA1C, o controlo de qualidade ¢ feito
trés vezes por dia, de manha, no inicio e no final da tarde. Neste equipamento utilizam-se
dois calibradores e dois controlos fornecidos pela casa comercial. Um dos controlos tem
um valor inferior a 6,5% para HbA1C e o outro controlo um valor superior a 6,5%. A
avaliacdo dos resultados ¢ realizada pelo técnico utilizando como referéncia o valor

espectavel como respetivo desvio padrao fornecidos pela casa comercial.

No aparelho de eletroforese de hemoglobinas, Capillarys 2 Flex Piercing, o CQI ¢
realizado de manha utilizando uma amostra cujos parametros se encontram dentro dos
VR da eletroforese de hemoglobinas (Hb A: 95-98%; Hb A2: 2-3% e Hb F: 0,8-2%)(17).
Nesta amostra ¢ detetada e quantificada a hemoglobina A, a hemoglobina A2 ¢ a
hemoglobina fetal. O controlo de resultados desta amostra ¢ realizado pelo técnico
responsavel pelo equipamento no dia segundo o valor espectavel com o respetivo desvio
padrao fornecidos pela casa comercial € com um grafico de Levey-Jennings, seguindo as

regras de controlo de qualidade de Westgard (72).

No equipamento ORTHON Vision™ nao se realiza nenhum controlo de qualidade
relativo aos métodos, fazendo-se, apenas, controlo dos volumes pipetados pelo aparelho.
Por ndo ser realizado controlo de qualidade dos métodos utilizados, ¢ necessario enviar

todos os resultados positivos ou ambiguos para o IPST para confirmagdo de resultados.

O CQI dos aparelhos Siemens CS-2100i e Siemens CS-5100 apenas ¢ realizado nos
dias em que os equipamentos sdo utilizados. Com esse objetivo, utilizam-se dois
calibradores e dois controlos da casa comercial, em que os varios parametros de um deles
se encontram dentro dos VR e os do outro controlo estdo fora dos VR. Os resultados sdo
validados tendo em conta o valor expectdvel e o desvio padrao fornecidos pela casa
comercial. A exce¢do ao método de controlo descrito anteriormente ¢ o parametro INR.
Esta determinagdo ¢ realizada no aparelho CS-57/00, e a calibragdo efetua-se com a
utilizacao de 6 amostras com valores de INR diferentes. Esses 6 pontos sdo utilizados
para criar uma curva de calibragdo que relaciona os valores de INR com o tempo (medido

em segundos) de formacao de coagulo.

6.2Microbiologia Clinica
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Para proceder ao CQI desta sec¢do utiliza-se uma amostra cuja natureza e agente
etiologico ¢ previamente conhecido. Esta amostra sera analisada em todos os aparelhos e
meios relevantes. Esta andlise exaustiva tem como objetivo aferir se a identificagdo e o
antibiograma do microrganismo da amostra ocorreram de forma correta. O CQI ¢
realizado a cada duas semanas. Sao utilizadas sempre trés estirpes conhecidas,
normalmente, uma de Klebsiella aerogenes; uma de Candida glabrata e uma de

Escherichia coli.

Para o CQI do equipamento Vitek® 2 sao utilizadas bactérias que crescem em
condi¢des de aerobiose. Neste aparelho a bactéria ¢ identificada e ¢ realizado um
antibiograma. Os resultados, para serem validados, tém de ser concordantes com o
esperado. No caso de surgir um resultado indesejado, ¢ realizada uma investigagdo para
perceber a causa de erro. No CQI do Vitek® MS ¢ colocada a amostra conhecida para
identificacdo e realizacdo de um antibiograma. Caso os resultados estejam dentro do
esperado a técnica ¢ validada, no entanto, caso surjam resultados inesperados, ¢

necessario investigar a causa de erro.

Para o CQI do MicroScan WalkAway plus System € sempre colocado, juntamente com
a amostra conhecida, um controlo negativo, ou seja, uma amostra que contém, a solugao
de reacdo, mas nenhuma estirpe. Este controlo negativo ¢ para certificar que nao ha
contaminagao cruzada que inviabilize os resultados. Os resultados de ambos os controlos
sdo avaliados consoante o que € expectavel, caso surja resultados indesejados, tanto na

amostra conhecida como no controlo negativo, ¢ necessario investigar a causa de erro.

No que se refere ao CQE, ¢ recebida uma amostra que contém varios microrganismos
desconhecidos (pelo laboratério) e enviada pelo Instituto Nacional de Saude Doutor
Ricardo Jorge. Durante a realizacdo do CQE s6 ¢ dado a conhecer ao laboratdrio a
natureza da amostra, (por exemplo, se ¢ uma amostra de sangue, se € um exsudato, ou se
¢ outro fluido biologico). Esta amostra deve ser semeada em todos os meios possiveis e
colocada em todos os equipamentos possiveis. Todos os resultados de todos os meios e
equipamentos devem ser concordantes e fornecer a identificagdo do agente patologico
juntamente com o antibiograma. Finalizado o estudo da estirpe da amostra fornecida, os
resultados sdo enviados ao Instituto Nacional de Saide Doutor Ricardo Jorge para serem

avaliados. Na area de Microbiologia o CQE ¢ realizado a cada 3 meses.
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7 Conclusao

O estagio como parte integrante do MAC permitiu-me consolidar os conhecimentos
tedricos, aplica-los num contexto real de trabalho e desenvolver destreza pratica e

capacidades nas técnicas aplicadas.

Estagiar no laboratorio do CMLGS permitiu manipular uma grande variedade de
amostras e de metodologias das varias areas por onde passei e revelou-se uma experiéncia
muito enriquecedora. Este estagio deu-me uma nocao real da rotina de cada area analitica
num laboratério de grandes dimensdes, bem como das varias dificuldades que lhe sdo
inerentes. Toda a equipa técnica, em todas as areas de estadgio, foi excelente, estando
sempre disposta a ajudar e a esclarecer as dividas que iam surgindo. A boa recetividade
por parte das varias equipas permitiu-me o manuseamento didrio de diferentes tipos de

amostras, equipamentos ¢ a realiza¢do de inumeras metodologias.

O que mais apreciei na minha experiéncia foi a oportunidade de desenvolver as
minhas competéncias técnicas na area laboratorial, tendo ganhado autonomia para
analisar os resultados de amostras e fazer a validacdo dos mesmos. Também achei
enriquecedora a possibilidade de ultrapassar os obstaculos didrios inerentes a obtengao
do resultado correto, sempre com a supervisao e ajuda de toda a equipa de cada area.
Infelizmente, devido a situacdo de pandemia, as interagdes interpessoais no laboratério
ndo foram o que esperava. Outro ponto menos positivo ¢ que, devido a falta de
organizag¢do do cronograma do estagio, nao tive possibilidade de passar por todas as areas

que gostaria de ter passado, nomeadamente a area de Patologia Molecular.

Em suma, considero que este estdgio foi uma Otima experiéncia que, apesar das
dificuldades devido ao estado de pandemia, foi muito gratificante, desafiante e

enriquecedora.
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Parte B - Alteracoes Cardiovasculares associadas ao
SARS-CoV-2

1. Introducao

Nesta revisdo de literatura proponho-me a descrever e tentar compreender potenciais
consequéncias cardiovasculares associadas a uma infecao pelo coronavirus de Sindrome
Respiratéria Aguda Grave — Coronavirus 2 (SARS-CoV-2). Esta escolha ¢
principalmente motivada pela conjugacdo da atualidade do tema com o aparecimento de
observagdes na literatura sobre uma possivel relagdo entre a infecdo por SARS-CoV-2 e

alteragdes do Sistema Cardiovascular (SCV).

Nesta introdu¢ao comegarei por descrever brevemente o SARS-CoV-2 e, de seguida,
a possivel relacdo entre a infegao por SARS-CoV-2 e alteragdes do SCV. Termino com

uma breve descricdo da forma como este trabalho foi estruturado.

1.1 Origem e Descri¢do do SARS-CoV-2

Segundo o que esta descrito na literatura, o SARS-CoV-2, informado a Organizagao
Mundial da Saude (OMS) pela primeira vez em Wuhan, na China, em dezembro de 2019
(73), pertence a familia Coronaviridae, supondo-se que seja uma variante do virus
BatCov (73). Esta familia inclui outros virus que infetam humanos tais como: a Sindrome
Respiratéria do Médio Oriente (MERS-CoV — Middle East Respiratory Syndrome),
detetado pela primeira vez em 2012 na Arabia Saudita e a Sindrome Respiratorio Aguda
Grave - Coronavirus (SARS-CoV — Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus)
responsavel pelo surto de SARS de 2002 a 2004 (74-76). Tal como o SARS-CoV, o
SARS-CoV-2 utiliza o recetor da Enzima conversora da Angiotensina - 2 (ACE2 —
Angiotensin converting enzyme 2) para se ligar e entrar na célula hospedeira (74). O
SARS-CoV-2 ¢ composto por um involucro, que por sua vez ¢ constituido por uma
bicamada fosfolipidica e trés proteinas estruturais. Este invélucro contém o material
genético viral com uma nucleocapside helicoidal composta pela Proteina Nucleocéapside
(Prot N — Nucleocapsid Protein). As trés proteinas estruturais do invélucro sdo: a Proteina

do Involucro (Prot E — Envelope Protein); a Proteina Membranar (Prot M — Membrane
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Protein); e a Glicoproteina Transmembranar Spike (Prot S — Spike Protein). Destas
proteinas, a mais relevante para a entrada da particula viral na célula do hospedeiro a ser
infetada ¢ a Prot S (77), que se liga a ACE2 da célula (78) e, apds ser hidrolisada por
protéases especificas (sendo essas: o Precursor da Protéase Transmembranar Serina 2
(TMPRSS2 — Transmembrane Protease Serine 2 Precursor), a Catepsina L e a Furina)
permite a internalizagdo viral por endocitose (77,79). Apds a fusdo do invélucro viral com
a membrana do endossoma ocorre a libertagdo do contetido viral no interior da célula
infetada. Dao-se, entdo, a replicacdo do RNA viral e a sintese das respetivas proteinas,
seguidas da montagem das particulas virais e subsequente libertacdo por exocitose

(77,80).

1.2 Possivel relagdo entre a infe¢ao por SARS-CoV-2 e alteragdes do
SCV

A possivel relagdo entre a infe¢do por SARS-CoV-2 e alteragdoes do SCV descrita na
literatura assenta, nomeadamente, em i) o aumento de risco de lesao aguda do miocardio
identificado na revisao de literatura de Li ef al., que englobou 28 estudos com 4189 casos
confirmados de infe¢do por SARS-CoV-2 (81), ii) Amir Tajbakhsh et al., que sugere a
presenca de lesdo cardiaca causada pela infecao por SARS-CoV-2 e que essa lesdo esta
correlacionada com a severidade de sintomatologia clinica (78) e iii) Xi et al. que avaliou
153760 individuos, anteriormente infetados por SARS-CoV-2, seguindo-os durante 1
ano, tendo sido observado que, em comparagdo com o grupo de controlo, apresentaram
maior probabilidade de desenvolver problemas do SCV, proporcionalmente a severidade

da sintomatologia desenvolvida durante a fase aguda da infecao (82).

1.3 Estrutura deste trabalho

Este trabalho esté estruturado da seguinte forma:
1)  Parte 1 — Introdugdo sobre o conhecimento disponivel na literatura até a data

i1)  Parte 2 - Descri¢do detalhada do Virus SARS-CoV-2, incluindo a sua

transmissao, ciclo replicativo, e formas de manifestagao viral.
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iii)

Vi)

Parte 3 - Descri¢ao do Sistema Cardiovascular ¢ dos biomarcadores usados
para o seu estudo, nomeadamente marcadores cardiacos, inflamatorios e de

coagulagdo.

Parte 4 - Fisiopatologia do SARS-CoV-2 anivel do SCV. Esta inclui a infe¢ao
de células cardiacas direta por SARS-CoV-2, a tempestade de citocinas, os
efeitos no SCV devido ao comprometimento do Sistema Respiratorio e outras

possiveis causas de lesdo no SCV associadas a infe¢ao por SARS-CoV-2.

Parte 5 - Discussdao que detalha as alteragdes descritas na literatura no que
concerne as trés categorias de biomarcadores usados no estudo do SCV, bem
como previsdes das implicagdes da infecdo por SARS-CoV-2 no SCV a curto,

médio e longo prazo.

Parte 6 - Conclusao.
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2. Virus de Sindrome Respiratoria Aguda Grave —
Coronavirus 2 (SARS-CoV-2)

2.1 Taxonomia e Estrutura do virus

A teoria com mais adogdo na literatura refere que o novo SARS-CoV-2 corresponde,
muito provavelmente, a uma variante, capaz de infetar humanos, do BatCov Ratl3, um
virus da mesma familia (Coronaviridae) que infeta morcegos. Esta hipotese ¢ suportada
pela semelhanga, em cerca de 96%, do genoma dos dois virus (73). Em comparacdo com
outros virus da familia Coronaviridae de que ha conhecimento (e que infetam humanos)
0 SARS-CoV-2 s6 partilha 79% do seu genoma com o da SARS-CoV e 50% com o da
MERS-CoV (74) e tal como o SARS-CoV, o SARS-CoV-2 utiliza o recetor da ACE2 da

célula hospedeira para se ligar e entrar na célula (74).

O SARS-CoV-2 ¢ um virus esférico com involucro, que pertence ao grupo dos
betacoronovirus linhagem 2B (73,74,83). O genoma ¢ constituido por uma cadeia simples
de Acido Ribonucleico (RNA — Ribonucleic Acid) com sentido positivo (+ssRNA - Single
String RNA positive sense) (73,74,83).

No que se refere a morfologia do virus, a camada exterior (que envolve o material
genético) ¢ denominada por invélucro e € constituida por uma bicamada de fosfolipidos

e por trés tipos de proteinas estruturais (73):

1) Proteina do Involucro (Prot E — Envelope Protein): responsavel pela juncao

das novas particulas virais e envolvida na patogenicidade viral (84);

1) Proteina Membranar (Prot M — Membrane Protein): determina a morfologia

do virus, ligando todas as proteinas estruturais e inibindo uma potencial

resposta imunitéria pelo hospedeiro (85,86);

1i1) Glicoproteina Transmembranar Spike (Prot S — Spike Protein): constituida por

duas subunidades, S1 e S2, ¢ essencial para a entrada do virus na célula

hospedeira (73).

A TUnica proteina estrutural que ndo estd presente no involucro ¢ a Proteina

Nucleocépside (Prot N — Nucleocapsid Protein) (73). Esta ¢ a unidade formadora da
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capside (73,74) e cria uma estrutura helicoidal a volta do +ssRNA (87). A morfologia

do virus SARS-CoV-2 est4 apresentada na figura 2.

(Espiu{ias - RNA Nucleoproteina (N))
— (proteina /

_ Proteina de Membrana
(proteina M) Invélucro

(membrana +

- Membrana
Proteina do Envelope
(proteina E)

Figura 2 - Representagéo Esquemdtica do SARS-CoV-2; Adaptado de (80)

A subunidade S1, da Prot S, tem como fungdo ligar a particula viral a célula
hospedeira que expressa a ACE2, enquanto a subunidade S2 permite a fusdo do involucro
viral com a membrana da célula hospedeira (73). Na zona de juncdo entre as duas
subunidades S1 e S2, denominado local de clivagem S1/S2, ocorre a hidrolise por
protéases especificas para ativacdo da subunidade S2 de modo a iniciar as suas fungdes.

As protéases capazes de hidrolisar nessa zona sao trés:

1) Precursor da Protéase Transmembranar Serina 2 (TMPRSS2 -

Transmembrane protease serine 2 precursor). presente em varios locais
anatomicos, nomeadamente nas cé€lulas epiteliais das fossas nasais onde hé a

expressao do recetor de ligagdo a subunidade S1, o recetor da ACE2 (74);
i1) Catepsina L: utilizada quando ndo esta presente o TMPRSS2 (74);

i) Furina: ndo ¢ utilizada por mais nenhum betacorovirus 2B que infete humanos

e ¢ expressa em todos os tecidos humanos. (74).

Relativamente a organizagao gendmica do virus, esta apresenta 6 quadros de leitura
aberta (ORFs - Open Reading Frames) funcionais, que numa leitura da sequéncia
gendmica 5’ - 3° codificam para as seguintes proteinas: replicases (ORFla e ORF1b),
spike(S), envelope (E), membranas (M) e nucleocapside (N) (73). As replicases criam
uma poliproteina que ¢ hidrolisada de modo a criar 16 proteinas nao estruturais (nsp —
non structural protein) descritas na tabela 4. Essas 16 nsp estdo envolvidas na transcri¢ao

e replicagdo viral. Disperso entre os genes que codificam para as proteinas estruturais
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existem 7 possiveis ORF responsaveis pela produgdo de proteinas acessorias (nao

essenciais para a replicacdo viral), mas que aparentam ter um papel patogénico

(73,77,88).

Tabela 4 - Proteinas ndo estruturais do SARS-CoV-2; Adaptado de (73,77,88)

componentes: o nsp 12, a cadeia
de RNA wviral a replicar ¢ o

primer do RNA

Proteina Funcao Proteina Fungao
nao nao
estrutural estrutural
1 regula o processamento e a |9 proteina de ligagdo ao ssRNA
replicagdo do RNA
2 modifica a via de sinalizagao de | 10 adiciona guanina na extremidade
sobrevivéncia da célula 3> do RNA mensageiro (mRNA)
hospedeira para metilacao do genoma
3 separa a proteina tradutora do | 12 enzima responsavel pela sintese
RNA de RNA através de um molde de
RNA
4 dominio transmembranar 2; | 13 participa no  processo de
modifica a membrana do replicagdo de transcrigdo; liga-se
reticulo endoplasmatico com o dominio de ligacdo ao
zinco
5 participa no processo de | 14 dominio de leitura e dete¢dao de
formacdo da  poliproteina erros da sequéncia genOmica;
durante a replicacao capacidades corretivas
6 dominio transmembranar | 15 tem Manganés que serve como
presuntivo cofator necessario para a
atividade da endoribonuclease
7e8 ajuda na combinagdo entre trés | 16 transfere grupos metilos para a

ribose

Legenda: RNA mensageiro (nNRNA); RNA de cadeia simples (ssRNA); Acido Ribonucleico (RNA); Proteinas Nio

Estruturais (nsp)
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2.2Transmissao

Segundo um documento redigido pela OMS intitulado “Mask use in the context of
COVID-197, a transmissao do SARS-CoV-2 ocorre, principalmente, por via respiratdria,
através de goticulas ou particulas de aerossois respiratérias ou salivares (89). Essas fontes
de contaminag¢d@o podem percorrer até 1 metro ou contaminar superficies ou objetos
inertes, podendo assim infetar individuos ndo contaminados que entram em contacto com
estas superficies ou objetos (74,77,89). No entanto, concluiu-se que o principal agente de
propagacdo sdao as goticulas respiratorias ou salivares por contacto direto entre um

individuo infetado e um individuo sdo (77).

2.3 Ciclo replicativo

O ciclo replicativo do SARS-CoV-2, tal como o do SARS-CoV (78), comeca pela
ligacdo da ProtS com o recetor da ACE2 da célula hospedeira (77). De seguida, ocorre a
hidrolise da ProtS pela protéase TMPRSS2, havendo interiorizagdo endossémica do virus
(77,79). Posteriormente, da-se a fusdo do involucro particula viral com a membrana
endossomica da célula através da Catepsina L endolisossomal, libertando o genoma viral
para o citosol da célula hospedeira (77,79). O +ssRNA viral ¢ libertado para o citoplasma
da célula hospedeira, sendo depois traduzido pelos ribossomas dessa célula, criando assim
os ORFla/b que por sua vez criam as poliproteinas replicase la e 1b (ppla e pplb). As
poliproteinas sdao hidrolisadas pelas protéases virais, o que cria as varias nsp,
nomeadamente, nsp 12 e a polimerase de RNA RNA-dependente (RdRp — RNA
dependent RNA polymerase) (77,79). A replicagdo viral ocorre numa vesicula de dupla
membrana (DMVs — Double-Membrane Vesicles) criada pelo virus e que deriva do
Reticulo Endoplasmatico (77). O +ssRNA no interior da DMVs ¢ transcrito, criando um
RNA de cadeia simples com sentido negativo (-ssSRNA — Single String RNA negative
sense) a partir do qual sdo criadas secgdes subgendmicas de RNA (sgRNA). Dessas
secdes sdo criadas as proteinas estruturais e as proteinas acessorias (77). Estas proteinas
recém-formadas integram-se no compartimento intermediario entre o Reticulo
Endoplasmatico e o Complexo de Golgi, onde ha a formagao das particulas virais com
copias do +ssRNA (77). A libertacdo das particulas virais pela membrana celular do

hospedeiro ocorre por exocitose (77).
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Figura 3 - Fases do ciclo replicativo dos coronavirus; Adaptado de (77)

Legenda: 1- Ligagdo do virus através da ProtS ao recetor da ACE2; 2- Hidrolise da zona S1/S2 da ProtS pela protéase
TMPRSS2; 3- Fusao do invélucro com a membrana do endossoma através da Catepsina L; 4- Libertagao do RNA viral
no citosol celular; 5- Tradugao do RNA viral, formando as proteinas replicases ORF1la/b, que por sua vez criam as
poliproteinas replicase la e 1b (ppla e pplb); 6 — As ppla e pplb s@o hidrolisadas por protéases virais de modo a criar
as proteinas ndo estruturais; 7 - Replicacdo de RNA viral ocorre numa vesicula de dupla membrana (DMVs) do Reticulo
Endoplasmatico; 8 — O RNA de cadeia simples com sentido positivo (+ssRNA) serve como molde para a formagao
RNA de cadeia simples com sentido negativo (-ssSRNA); 9 — O -ssRNA cria por sua vez secgdes subgendmicas de RNA
(sgRNA); 10— As secoes sgRNA formam as proteinas estruturais e acessorias; 11 — As proteinas estruturais e acessorias
sdo inseridas no compartimento entre o Reticulo Endoplasmatico e o Complexo de Golgi para formagao de virdes; 12

—+ssRNA sao inseridos nos virdes; 13 — Novas particulas virais sdo libertadas por exocitose.
2.5 Formas de manifestagdes clinicas de infecao viral por SARS-CoV-2
Existem varias formas de manifestacdo clinica em individuos nao vacinados com

infecao por SARS-CoV-2. De forma geral, existem 5 formas de sintomatologia clinica:

1) Assintomaticos (1,2% a 15,6% da populagdo infetada) — sem sintomatologia

aparente. Segundo o estudo de He, Jingjing et al, onde foram avaliados,
analisados e revistos 41 estudos diferentes totalizando 50155 participantes
com COVID-19, concluiu-se que a percentagem de individuos assintomaticos
pode chegar aos 15,6% (90,91). Contudo, no caso de criangas a populacao

assintomatica pode chegar aos 27,7% (90);
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iii)

Casos leves (61,4% a 80,9% da populagdo infetada) — podem apresentar tosse,
dores de cabeca ou dor generalizada no corpo, dificuldades respiratorias, perda
total ou parcial de olfato, perda parcial ou total de paladar, diarreia, vomitos

e/ou febre (91,92);

Casos severos (4,7% a 14,3% da populacdo infetada) — casos que necessitam
de ventilagdio na Unidade de Cuidados Intensivos, como, por exemplo,

pneumonia grave (90-92);

Casos Criticos (2,3% a 5,8% da populacdo infetada) — individuos em estado
de choque, paragem respiratéria e/ou disfuncao ou falha de multiplos 6rgaos

91).
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3. Sistema Cardiovascular

O Sistema Cardiovascular (SCV) € composto pelo coracdo, vasos sanguineos e sangue
(especificamente o sistema trombodtico) e tem como funcdo a distribuicao de gases e
nutrientes e a captagao de metabolitos celulares. O aparelho cardiovascular esta dividido
em dois grandes sistemas, o pulmonar e o sistémico, sendo ambos impulsionados pelo
coracdo. O sistema pulmonar tem o objetivo de levar o sangue saturado com dioxido de
carbono (CO2) para os pulmdes, onde este ¢ substituido por Oxigénio (02) que ¢
distribuido por todo o organismo. O sistema sistémico tem como objetivo o transporte e
a distribuicdo dos nutrientes e gases necessarios para as c¢lulas, bem como a captagdo e
transporte dos metabolitos que estas produzem para os respetivos locais de excrecao. Para
o sistema cardiovascular ser capaz de cumprir todas as suas fungdes este precisa de ser
capaz de gerir a pressao sanguinea, encaminhar o sangue pelo circuito correto, assegurar

um fluxo unidirecional e regular o aporte de sangue (93).

O coracdo esta localizado na caixa toracica, entre os pulmodes, numa zona mediana
denominada mediastino e¢ tem a forma de um cone truncado. E constituido por duas
auriculas e dois ventriculos, em que cada um destes componentes se situa de cada lado.
Cada auricula esta ligada a um ventriculo através dos canais auriculoventriculares. A
auricula direita recebe o sangue que circulou no corpo e no préprio coragao e manda-o
para o ventriculo direito para ser enviado para a circulagdo pulmonar para que seja
oxigenado. A auricula esquerda recebe o sangue proveniente da circulagdo pulmonar e
envia-o para o ventriculo esquerdo para ser, posteriormente, impulsionado para a

circulagdo sistémica.

A parede do coragdo ¢ composta por trés camadas: o epicardio, o miocardio € o
endocardio. O epicardio ¢ uma membrana fina exterior que protege o coracao do atrito
dos 6rgdos envolventes. A segunda camada, o miocardio, ¢ a mais espessa do coragdo e
¢ composta por células musculares cardiacas, os cardiomidcitos, responsaveis pela
contragdo cardiaca e bombeamento do sangue nos vasos. A camada mais interior, o
endocardio, ¢ uma membrana lisa e fina que permite ao sangue mover-se através do
coracgdo. O musculo cardiaco € caracteristico por ser auto-ritmico, ou seja, cria contragdes
espontaneas com intervalos regulares sem estimulo externo. Esta contragdo muscular

cardiaca ¢ involuntaria, sendo controlada pelo sistema nervoso autonomo e pelo sistema
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endocrino. O coracao bombeia o sangue para uma rede de vasos dispersos por todo o
corpo (93). Em situagdes de infecdo sdo descritos eventos tromboéticos que podem
bloquear totalmente ou parcialmente os vasos sanguineos, o que pode levar a situacdes
potencialmente fatais (94). Também por isso, foram estudados biomarcadores

tromboticos.

3.1 Principais biomarcadores para avaliacdo do Sistema Cardiovascular

Nesta revisdo da literatura foram apenas abordados os biomarcadores especificos -
aqueles que permitem detetar as alteragdes do SCV por uma infegdo por SARS-CoV-2,
nomeadamente cardiacos, inflamatorios e tromboticos, bem como as implicagdes dessas
mesmas alteracdes. Os biomarcadores selecionados e as suas respetivas categorias estao

descritos na tabela 5.

Tabela 5 — Resumo dos biomarcadores selecionados por categorias

Categorias Parametros analisados

Cardiacos Mb; cTnl; ¢TnT; NT-proBNP; LDH; CK e CK-MB
Inflamatorios IL-6; IL-10; TNFo e PCR

Tromboticos D-Dimeros; TP; TTPa; FvW

Legenda: Mioglobina (Mb); Troponina I Cardiaca (cTnl); Troponina T Cardiaca (cTnT); N-terminal do Péptido
Natriurético tipo B (NT-proBNP); Creatinaquinase (CK); Creatinaquinase-MB (CK-MB); Desidrogenase Lactica
(LDH); Proteina C Reativa (PCR); Interleucina 6 (IL-6); Interleucina 10 (IL-10); Fator de Necrose Tumoral Alfa
(TNFa); Namero de Plaquetas (N°Plt); Tempo de Protrombina (TP); Tempo de Tromboplastina Parcial Ativado (TTPa)
e Fator de von Willebrand (FvW)

3.1.1 Cardiaco

Para anélise das possiveis alteragdes a nivel do coragdo causadas por uma infe¢ao por

SARS-CoV-2, serao descritos varios biomarcadores que podem ser indicativos de necrose

dos cardiomidcitos, stress biomecanico dos ventriculos e estados inflamatdrios (95-102).

Um dos biomarcadores cardiacos mais descritos pela literatura para estudo das

alteragdes no SCV da infe¢ao por SARS-CoV-2 ¢ a troponina, um grupo de proteinas
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reguladoras da contracdo do musculo esquelético e cardiaco. Nesta revisao a Unica
proteina estudada deste grupo foi a Troponina Cardiaca (cTn). A c¢Tn controla
especificamente a contragdo muscular cardiaca e serve como indicador de lesdo e necrose
do musculo cardiaco (97,103), sendo o unico biomarcador padrao na detecdo de enfarte
agudo do miocérdio (98,99). A ¢Tn ¢ composta por trés subunidades: a Troponina
Cardiaca I (cTnl), a Troponina Cardiaca T (cTnT) e a Troponina Cardiaca C (¢cTnC)
(96,98,104).

Embora a c¢Tn seja recomendada como biomarcador na avaliacdo de lesdes do
miocardio, ¢ também utilizada em infegdes virais indutoras de sépsis, em casos de
infegdes respiratorias e como marcador de severidade de doenca (99). A elevagdo destes
biomarcadores ja foi observada em casos de infecdo por outros virus semelhantes ao
SARS-CoV-2, como por exemplo no caso das epidemias de SARS-CoV e de MERS-CoV
(99). Existe ainda na literatura a constatacao de que a elevacao da cTn (um biomarcador
relacionado com les@o do miocardio) em infe¢des por virus semelhantes ao SARS-CoV-
2, indica envolvimento cardiaco durante essas infe¢des, o que pode indiciar que o mesmo

acontece para o SARS-CoV-2 (99).

Na quantificacdo da c¢Tn, a maioria da literatura analisada refere a utilizacao da
Troponina cardiaca ultrassensivel (hs-cTn), por ter a capacidade de dosear concentragdes

cinco a 100 vezes mais baixas do que os ensaios convencionais (103).

O segundo biomarcador cardiaco especifico mais descrito ¢ o N-terminal do Péptido
Natriurético tipo B (NT-proBNP — N-terminal pro-brain natriuretic peptide type B), um
biomarcador de stress biomecanico do miocardio (95-97). O valor deste biomarcador
normalmente fica elevado em casos patoldgicos criticos e esta associado a pior
prognostico em doengas ndo relacionadas com o SCV, como por exemplo a sépsis (105).
O NT-proBNP ¢ uma pré-hormona principalmente sintetizada pelos cardiomidcitos
ventriculares (96,97,106) quando estimulado por stress da parede do miocardio (106). Os
efeitos fisiologicos do NT-proBNP sdo: diurese, vasodilatagao periférica, inibi¢do do
Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona (SRAA) e inibicdo do Sistema Nervoso

Simpético (96,97,106).

A Desidrogenase Lactica (LDH - Lactate Dehydrogenase) € utilizada como marcador
inflamatoério cardiaco. A LDH ¢ uma enzima glicolitica intracelular que interconverte o
lactato e o piruvato e esta presente em grandes quantidades em quase todas as células
(99). Este biomarcador ¢ um marcador cardiaco ndo especifico relacionado com a
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inflamac¢ao em casos de lesao aguda ou severa. A nivel cardiaco esta associado a doenga
coronaria arterial ¢ ¢ utilizado como marcador de isquemia do miocardio (99,100). E
referido como tendo um grande potencial na avaliagdo de casos por SARS-CoV-2 por ter
sido detetado em quantidades elevadas em epidemias de virus com caracteristicas

semelhantes, como o SARS-CoV e MERS-CoV (99).

Finalmente os biomarcadores cardiacos menos descritos na literatura na avaliagao das
alteracdes pela infe¢do por SARS-CoV-2 sdo a Creatinaquinase (CK) e a Mioglobina
(Mb). Relativamente a CK, esta ndo ¢ especifica do coragdo e esta associada a produgao
de energia para a contracao e relaxamento muscular (101,107). A CK apresenta varias
isoformas, ou seja, enzimas com uma sequéncia de aminodcidos diferente, mas que
catalisam a mesma reagdo (108). A isoforma mais descrita na literatura ¢ a Creatinina
Quinase de “Muscle” e “Brain” (CK-MB), pois ¢ a isoforma mais abundante nas células
cardiacas, sendo libertada no caso de lesdo do musculo cardiaco (97,101). No caso de um
enfarte agudo do miocardio a CK-MB ¢ detetada nas primeiras 4 a 6h. Contudo, como
ndo ¢ especifica do tecido cardiaco, os valores da CK-MB podem também aumentar
noutras situagdes, devido a sua presenca no musculo esquelético, como por exemplo:
cirurgia nao cardiaca, asma, embolismo pulmonar, doen¢a muscular crénica ou aguda,

hiperventilagao e hipotiroidismo (100,101).

Quanto a Mb, ¢ uma proteina cardiaca nao especifica do musculo cardiaco, pois
também se encontra no musculo esquelético (97). A Mb liga-se, reversivelmente, ao O2
e tem, principalmente, o objetivo de reservar o oxigénio em casos de hipoxia (97,102).
No caso de necrose do miocardio a quantidade de Mb aumenta exponencialmente, sendo
detetavel passado 1 a 4h (97). Este biomarcador € muito sensivel e tem um valor preditivo
de necrose do miocardio muito alto. E preciso notar, no entanto, que nio é especifica de
necrose do miocardio, havendo também aumento significativo da Mb em casos de
insuficiéncia renal e de lesdo do musculo esquelético (97). Em comparagao com a ¢Tn ¢

menos sensivel na detegdo precoce de isquémica coronaria (97).

3.1.2 Inflamatorios

Os marcadores de inflamagdo analisados no decurso deste trabalho foram: as

Interleucinas, o Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNFa) e a Proteina C Reativa (PCR).
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As Interleucinas sd3o um grupo de proteinas que regulam a resposta do sistema
imunitario, sendo sintetizadas por leucdcitos e outras células do organismo (109). Neste

trabalho foram analisadas a Interleucina-6 (IL-6) e a Interleucina-10 (IL-10).

A IL-6 ¢ uma das citocinas mais importantes, sendo produzida como resposta a
infecdes agudas e a lesdo tecidular, tendo um papel crucial na defesa do sistema
imunitario do hospedeiro (99,110). A IL-6 ¢ produzida nos estagios iniciais da inflamagao
e estimula as células hepaticas a fazerem a secre¢do de uma grande variedade de proteinas
de fase-aguda (99). Embora a sua expressdo seja estritamente controlada, a sintese
continua e desregulada da IL-6 pode ter um efeito patoldégico em inflamagdes cronicas

(110).

Quanto a IL-10, tem um efeito anti-inflamatorio potente de modo a controlar a
resposta imunitaria do hospedeiro e, assim, evitar lesdes ao seu tecido e manter a
homeostase. Na literatura esta descrito que a diminuig¢ao da IL-10 por um longo periodo
de tempo em casos de infe¢ao viral, bacterioldgica ou fingica estd associada ao aumento
da resposta imunopatologica (111). O aumento do estado de infe¢do, ndo regulado pela
IL-10, pode desencadear uma libertacao exuberante de citocinas, que, por sua vez, pode

levar ao desenvolvimento de um choque séptico (111).

Ao longo desta revisdo bibliografica verificou-se que outro marcador inflamatério de
grande importancia é o TNFa. Este é produzido por macrofagos ou mondcitos durante o
estado agudo da infecdo e é responsavel por desencadear a necrose e/ou apoptose celular,

0 que ¢ importante para resistir a uma infecao viral (112,113).

Finalmente, a PCR ¢ uma proteina inflamatoria ndo especifica, de fase aguda,
importante na imunidade inata e sintetizada, principalmente no figado. Por nao ser
especifica para uma infecdo viral, como ¢ o caso da infecdo por SARS-CoV-2 (97,114),
ndo ¢ indicadora de diagnostico, sendo apenas indicativa de um estado inflamatorio. A
PCR ¢ sintetizada no caso de uma inflamagdo ou no caso de lesdao de tecido (114). O
aumento da PCR ¢ proporcional a outros mediadores inflamatérios, como a citocina IL-6
e o TNFa (114). A semi-vida desta proteina ¢ curta, desaparecendo da corrente sanguinea

rapidamente apos o desaparecimento do estimulo (114).
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3.1.3 Tromboticos

Dos varios biomarcadores tromboticos descritos na bibliografia existente sobre o
SARS-CoV-2, o mais estudado é o D-Dimero. Este biomarcador ¢ um bom indicador de
estados de hipercoagulacao, fibrinolise secundaria, processos anormais de coagulacao ou
de tromboses, como, por exemplo, trombose venosa profunda, embolismo pulmonar ou
coagulagdo intravascular disseminada (CID) (99,115). A sua determinacao ¢ de interesse,
numa infe¢do por SARS-CoV-2, porque, segundo a literatura, valores aumentados de D-
Dimeros em casos severos de pneumonia (o que pode ocorrer em casos de infecao por
SARS-CoV-2) estao correlacionados com maior risco de desenvolver complicagdes e de

mortalidade (99,116).

Os parametros descritos na literatura para estudo da cascata de coagula¢dao durante
uma infecdo por SARS-CoV-2, foram o Tempo de Protrombina (TP) e o Tempo de
Tromboplastina Parcial (TTPa). O TP foi usado para avaliar a via extrinseca e a cascata
comum de coagulacao (117), enquanto o TTPa foi usado para avaliar a via intrinseca e
também a cascata comum de coagulacdo (118). Finalmente, um dos biomarcadores menos
referido na literatura sobre o COVID-19 foi o Fator de von Willebrand (FvW). Este ¢ uma
glicoproteina que funciona como mediador da adesdo plaquetaria e ¢ sintetizado nas

células endoteliais em casos de lesdo (119).
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4. Fisiopatologia do SARS-CoV-2 no Sistema
Cardiovascular

Tem sido avancada e descrita por diversos estudos na literatura a teoria da possivel
existéncia de uma correlacdao entre a infe¢ao pelo virus SARS-CoV-2 e manifestagdes
cardiovasculares, sendo as mais frequentemente descritas: lesdo aguda do miocardio,

arritmias, insuficiéncia cardiaca, paragem cardiaca e coagulagdo disfuncional (78).

A descricdo de varios acontecimentos levaram ao levantamento dessa hipotese
incluindo: 1) 11,8% das vitimas de COVID-19 (sem historial clinico a nivel
cardiovascular) apresentavam lesdo substancial no tecido cardiaco, acompanhada por
valores elevados de ¢Tnl ou paragem cardiaca durante a sua hospitaliza¢ao (120), ii) o
aparecimento de lesdo cardiaca aguda em 8% a 12% dos casos com COVID-19, sendo
que a incidéncia destas lesoes aumenta 13 vezes em internados na Unidade de Cuidados
Intensivos (UCI) (78,121), ii1) insuficiéncia cardiaca observada em 23% dos 191
participantes (em que 48% tinham comorbidades), em num estudo em Wuhan (121), iv)
observacao, num estudo de 113 6bitos causados por COVID-19 (em que 68% apresentava
comorbidades cardiovasculares), foi observado que 77% dos falecidos apresentavam
lesdo cardiaca aguda e 49% insuficiéncia cardiaca (121), v) apresentagdo de lesdo do
miocardio por 5 profissionais de saide num estudo que envolveu 30 profissionais de
satde (16,67%), anteriormente infetados com SARS-CoV-2 (78) e vi) observacao de um
outro estudo, que englobava 407 sujeitos com COVID-19 considerados de alto risco para
tromboembolismo venoso, em que 11%, ou seja 44 individuos, apresentaram risco

elevado para hemorragias (78).

Um outro fator que motivou a escolha deste tema foi a observacao na literatura que
mesmo apds a recuperacdo por SARS-CoV-2 foram detetadas alteracdes a nivel do
miocardio: num estudo realizado a 100 participantes recuperados de uma infe¢do por
SARS-CoV-2 foi detetado que 60% dos participantes continuavam com o tecido do

miocardio inflamado independentemente da altura do diagnostico (122).

No caso de existéncia de complicagdes cardiovasculares preexistentes, durante uma
infecdo por SARS-CoV-2, a taxa de mortalidade sobe significativamente como foi
observado num estudo que envolveu 44672 individuos, na China, em que 4,2% tinham

doenga arterial coronaria (123). No grupo de individuos com essa condigao subjacente, a
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taxa de mortalidade subiu de 2,3% para 10,5%. Outro estudo, envolvendo 187
participantes hospitalizados com COVID-19, verificou que a taxa de mortalidade subiu
de 8,9% para 59,6% em situacdes de lesdo aguda do miocérdio (124). Na literatura foram
apresentadas trés possiveis causas que permitem relacionar condigdes pré-existentes de

DCYV e a severidade do COVID-19 associadas a expressao de ACE2:

1) Variacdo da expressdo de ACE2 na populacdo. Caso a expressdao de ACE2
seja diminuta pode aumentar a probabilidade do desenvolvimento de DCV,

caso contrario pode aumentar a severidade da infecdao por SARS-CoV-2 (91);

i1) DCV e/ou medicagdo para DCV com supressao do SRAA pode aumentar a
expressdao de ACE2 do sujeito, aumentando os locais de ligagdo do virus aos

pulmdes € ao coragdo (91);

1i1) Infegao pelo SARS-CoV-2 pode diminuir a fungdo da ACE2, sem diminuir a

expressao da mesma, em individuos com DCV (125).

A detecdo da elevacdo de marcadores de lesdo cardiovascular ¢ comum em casos
severos de infecdo (121). Os individuos com maior probabilidade de desenvolverem
quadros clinicos mais graves sao homens (126) com mais de que 60 anos e com condi¢oes

preexistentes relacionadas com DCV e diabetes (78).

As infegoes por SARS-CoV-2 em criangas ou recém-nascidos apresentam muito
menos sintomatologia em comparacao com as infegoes em adultos (125). Foi descrito que
de 34 criangas, entre os 11 meses e os 8 anos de idade, admitidas no hospital de Shenzhen,
na China, entre o periodo de 19 de janeiro a 7 de fevereiro de 2020, 9% eram
assintomaticas, apresentando as outras sintomas leves. Nao houve nenhum caso de

sintomatologia severa ou critica (127).

Teoriza-se que o sistema cardiovascular durante uma infe¢cdo por SARS-CoV-2 sera
afetado principalmente de 3 formas: 1) diretamente pelo virus nas células do miocardio e
do endotélio (128—130), i1) de forma indireta pela tempestade de citocinas (131,132) e iii)
pelo comprometimento do Sistema Respiratorio, levando a um estado de hipoxia algo a
que o sistema cardiaco ¢ muito sensivel (133,134). Contudo, existem também outras
formas de lesdo que ainda ndo sdo bem compreendidas nem tao bem estudadas até a data

que descreverei no ponto 4.4.
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Figura 4 - Efeitos da infegdo pelo virus SARS-CoV-2

Legenda: Principais causas de patologia pelo virus SARS-CoV-2: A) impacto direto no tecido cardiaco através do
cardiomiocitos e endotélio, B) estimulagdo do sistema imunitario levando a uma situagdo patoldgica (tempestade de

citocinas) e C) comprometimento do sistema respiratorio.

4.1Infecao Cardiaca direta do SARS-CoV-2

Apo6s infe¢do por SARS-CoV-2, o individuo infetado apresenta rapidamente
particulas virais (e em particular RNA viral) em circulagdo no sangue (128,135). A
circulagdo no sangue destas particulas da-lhes acesso direto aos cardiomiocitos e ao
endotélio vascular, sendo que ambos possuem a enzima ACE2 e a protéase TMPRSS2
necessarias para a entrada do virus nas células (129,136), o que permite que sejam
diretamente infetadas (128). No estudo de Bojkova et al. ¢ demonstrada a entrada e
replicagdo do virus em cardiomiodcitos, bem como a lesdo direta associada (130). Essa
infecdo pode levar a um estado inflamatorio, a apoptose e a necrose dos cardiomiocitos
podendo resultar numa lesao aguda do miocardio (131). Visto que a afinidade do SARS-
CoV-2 a ACE2 ¢ superior ao seu antecedente, SARS-CoV, teoriza-se que o ataque direto

do virus as células seja superior do que o do seu antecedente (74).

O ACE2 ¢ uma enzima com func¢do anti-inflamatoria, antioxidante e vasodilatadora.
Estas propriedades resultam da inibicdo que o ACE2 exerce sobre a acdo da enzima
conversora de angiotensina (ACE - Angiotensin-Converting Enzyme), que € uma enzima

pro-inflamatéria e que ativa o SRAA estando diretamente relacionado com DCV
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(121,131,134). A ACE2 tem como funcdo hidrolisar a Angiotensina I (Angl) em
Angiotensina 1-9 (Ang 1-9) e a Angiotensina 2 (Ang II) em Angiotensina 1-7 (Angl-7)
(121). A Angl-7 estd relacionada com beneficios cardiovasculares ao melhorar o
funcionamento cardiaco, regular a pressdo sanguinea e impedir a evolucdo da
arteriosclerose (32,44). Assim, o ACE2 protege o SCV ao degradar a Ang Il em Angl-7
(134). A patogenicidade direta do SARS-CoV-2 esta relacionada com a capacidade de
alterar o SRAA ao inibir a ACE (78). Devido a interiorizacdo da ACE2 durante a entrada
na célula hospedeira do virus SARS-CoV-2, dé-se a diminuicdo da expressdo dessa
enzima, havendo menor protegdo do SCV pelo aumento da Angll, que deixa de ser
degradada (134). O aumento dos niveis séricos de Angll estd também associado a lesdo
aguda pulmonar por aumentar o estado pro-inflamatdrio (131). Sabe-se que existe uma
ligagdo diretamente proporcional entre o aumento de Angll e a carga viral do SARS-
CoV-2 em circulagdo (131). Assim, pode haver uma ligacao entre a perda de expressao
da ACE2 por infe¢ao por SARS-CoV-2 e uma progressao mais acelerada de DCV (123).
Esta hipotese ¢ apoiada pela diminui¢do exuberante de expressao da ACE2 observada no

coragao de vitimas mortais do COVID-19 (131).

4.2 Tempestade de citocinas

A resposta imunitéria do hospedeiro no decorrer do desenvolvimento da doenga por
COVID-19 ¢ agravada por um desregulamento simultdneo do SRAA, resultante da
diminui¢do da expressao da ACE2, previamente descrita (137). Se a resposta imunitaria
a replicacdo do virus SARS-CoV-2 no sistema respiratorio evoluir de uma forma
particularmente agravada, pode desenvolver-se a sindrome de tempestade de citocinas
(STC) (131). E esta sindrome que ¢ identificada como a principal razio de
desenvolvimento de lesdes do SCV e de eventos tromboticos, estando intimamente

relacionada com a severidade da doenga (78,131,132).

A STC, ou hipercitocinemia, ocorre quando: i) ha uma ativagdo excessiva de
macréfagos e monocitos, como os Linfocitos T (LinfT), os LinfT 17 e os LinfT
citotoxicos CDS8 positivos, atacando diretamente as células do individuo infetado por
SARS-CoV-2, ii) hd um desequilibrio dos LinfT Auxiliares (LinfTAux) tipo 1 e tipo 2,
havendo uma produ¢do excessiva de citocinas pro-inflamatérias, principalmente das
Interleucinas (IL) 6 e 10 e iii) ha ativagdo das células endoteliais pela ligacao da ProtS do

virus aos recetores ACE-2, que libertam proteinas quimioatraentes para macrofagos e
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mondcitos, o que atrasa a resposta do interferdo 1, aumentando o recrutamento de
mondcitos e macrofagos que aumenta, por sua vez, ainda mais a resposta inflamatéria
(78,123,125,131,138). A hipercitocinemia também ¢ representada pelo aumento sérico de
varios outros pré-inflamatorios, como o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF
- Vascular Endothelial Growth Factoros), Interferdes (IFN - Interferon) alfa e beta, as IL-
1,2,4,6,10, 12, 17, 22, entre outros, a TNFa, a proteina quimioatraente de mondcito 1
(MCP-1 - monocyte chemoattractant protein-1) e, nos casos severos, a diminui¢ao da E-
caderina (78,121,123,127,131). A diminui¢do da E-caderina e o aumento do VEGF causa
o aumento da permeabilidade vascular, que contribui para o desenvolvimento do estado
de shock e da Sindrome Respiratério Agudo Grave (SARS- Severe Acute Respiratory
Syndrome) (123). A TNFo demonstra uma func¢ao indutora de necrose nos cardiomiocitos
(123). Teoriza-se que as alteragdes tromboticas se devem, principalmente, as citocinas
TNFa, IL-6, e IL-1, sendo a mais relevante a [L-6, uma vez que promove a expressao do
fator tecidular em linfécitos, mondcitos e macréfagos e, consequentemente, ativa a

coagulagdo e formacao de trombina (139).

Tendo em conta a resposta inflamatoria descrita anteriormente, julga-se que a infe¢ao
por SARS-CoV-2 ¢ mediada por duas respostas inflamatdrias, a resposta primaria e
secundaria (78). A resposta inflamatoria primaria € a resposta inata e celular do SI que
ocorre antes da apari¢ao dos anticorpos (Ac) para neutralizacdo do virus, sendo ativada
pela replicagdo viral e supressdo da expressao de ACE2 (78). Essa resposta imunitaria ¢
estimulada pelo aumento da IL-6, pelas células endoteliais e pelos fibroblastos, ativando
mondcitos, macrofagos e células dendriticas (123,140). As vias de ativagdo seguintes
envolvem a ativacdo de LinfT citotoxicos, a diferenciagdo de linfécitos B (LinfB) e a
ativacdo das células endoteliais (123). Assim, a resposta inflamatdria secundaria comeca
com o aparecimento de Ac neutralizantes do virus (78). A estimulagdo de linfocitos e
macrofagos pelas citocinas aumenta a adesdo dessas células as células endoteliais
vasculares, o que por sua vez aumenta as lesdes de aterosclerose, havendo assim uma
evolucdo significativa no quadro clinico e desenvolvimento de maior vulnerabilidade a

sindrome corondrio agudo (134).
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O estado de hipercitocinemia pode ter como resultado:

i)

estado de hipoxia no miocardio resultante do aumento de consumo de
oxigénio, sem que este seja proporcionalmente compensado pelo sistema

respiratorio (19,47);

choque hipovolémico resultante de hipotensdo generalizada devido a

disfung¢ao endotelial (19,47);
lesdo do SCV resultante da supressao da func¢do cardiaca (19,47);

aumento da ativagao plaquetaria devido ao aumento de tromboxano sérico

(19,47).

A tempestade de citocinas cria disfun¢do da coagulag¢do, havendo uma resposta

imuno-trombdtica, principalmente em casos severos, que leva ao aumento da

predisposicdo para eventos tromboticos, tromboses arteriais, € tromboses venosas

(42,61). O aumento do risco de tromboembolismo venoso ¢ de 31%-40% nos casos

severos com COVID-19, enquanto a probabilidade de CID ocorre em 71,4% dos ndo

sobreviventes, sendo que, quando ocorre na circulagdo alveolar, causa o desenvolvimento

da Sindrome Respiratorio Agudo Grave (SARS - Severe Acute Respiratory Syndrome)

(121). Durante a infecao por SARS-CoV-2 sdo observados dois tipos de tromboses:

i)

Macrotrombose: as mais comuns nas grandes artérias e veias; em casos de
doentes COVID-19 sao o tromboembolismo pulmonar (TEP) e o
tromboembolismo venoso (TEV). Asakura H. et al., que classificou e
examinou utentes na UCI (casos severos) e casos internados na enfermaria
geral (casos leves). referiu que 60% dos internados na UCI tinham TEV

comparativamente com os 10% dos casos no internamento geral (115);

Microtrombose: num estudo de Fox et al. foram realizadas necropsias onde se
identificaram tromboses nos vasos sanguineos periféricos e nos pulmdes, bem
como o aumento do ventriculo direito; identificaram-se, ainda, em observagao
microscopica, trombos constituidos por fibrina e plaquetas nas pequenas
artérias e veias dos pulmoes (141). Noutro estudo realizado por Lax et al., em
todas as 11 necropsias realizadas foram observadas tromboses microscopicas
nas artérias pulmonares intermédias e pequenas, apesar de em 10 dos 11 casos
terem sido administrados anticoagulantes; foi, ainda, observado infarto

pulmonar em 8 dos 11 casos (142).
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O padrao mais comum de disfunc¢des de coagulagdo ¢ caraterizado pelo aumento dos
niveis de factor I e D-dimeros, bem como por um ligeiro aumento do TP, do TPPa e uma
ligeira trombocitopenia (132). Na STC a ativa¢ao de monocitos e libertacdo exagerada de
citocinas e de elementos pro-inflamatorios ativam plaquetas, neutrofilos e células
endoteliais (132). O estado de hipercoagulacdo e lesdao do endotélio modifica as
propriedades do endotélio de anticoagulante para pro-coagulante. A ativagdo das células
endoteliais leva a producao de moléculas de adesdo P-seletina e expressa fator tecidular
(FT) (138). A ativagdo de FT nas células endoteliais leva a ativa¢ao da via de coagulagao
externa (138). A P-seletina liga-se aos neutrdfilos, libertando armadilhas extracelulares
de neutréfilos (NETs - Neutrophil Extracellular Traps), que ativam a via de coagulagao
interna. Este processo causa vasoconstricdo, estase e agregacao plaquetaria, o que pode
levar a formagao de trombos (132,138,143) Resumindo, as principais causas de alteragdes
tromboticas devem-se a hipercoagulabilidade, disfuncao endotelial e estase venosa

(causada pela falta de mobilidade durante a doenga) (132).

4.3Efeitos do comprometimento do Sistema Respiratorio no SCV

As primeiras células no organismo a serem infetadas pelo SARS-CoV-2 sdo as células
epiteliais colunar ciliadas e os pneumocistos tipo II do sistema respiratério (78). Ambas
contém o TMPRSS2 e a ACE2, permitindo a entrada do virus e a consequente lesdao das
mesmas (133). O ataque direto do virus as células cria uma reagdo inflamatoria nos
alvéolos, principalmente nos pneumocistos tipo 11, ficando os alvéolos cheios de liquido,
o que impede as trocas gasosas e promove casos de hipoxia (78). E de notar que durante
uma infecdo a nivel respiratorio a necessidade de oxigenagao cardiaca aumenta, o que
pode nao ser suportada devido ao comprometimento do sistema respiratorio (78). Tal leva
a casos de dispneia criando situagdes de hipoxia e impedindo a devida oxigenagdo do
tecido cardiaco, o que pode resultar na lesdo dos cardiomidcitos ou num enfarte do
miocardio tipo 2 (134,144). Refira-se que esses sintomas sdo mais severos em casos de

DCV com maior expressao de ACE2 (78).

O desenvolvimento de hipoxia ¢ outro fator que pode originar coagulopatias
associadas a doenca COVID-19, sendo aquelas uma caracteristica de casos severos de
pneumonia (129). A resposta celular durante um estado de hipoxia leva a ativagdo da

transcricdo de varios fatores como: 1) Proteina ativadora 1 (AP-1 — activador protein - 1),
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i1) Proteina de resposta ao crescimento inicial-1 (EGR-1 — Early Growth Response Protein
1) e iii) Fatores indutores de hipoxia (HIF — Hypoxia-inducible factors) (129). Dos HIF o
mais bem estudado ¢ o Fator indutor de hipoxia 1 (HIF-1- Hypoxia-inducible factors 1)
que ¢ responsavel pela ativacao de varias proteinas envolvidas no aumento do estado pro-
coagulativo, como: 1) fatores nucleares (NF- kB - Nuclear factor) (135), ii) fator de
crescimento vascular endotelial (VEGF — Vascular Endothelial Growth Factor) e iii)

eritropoietina (EPO) (129,136).

4.4 Outras Causas de lesao do SCV

Uma das principais preocupacdes no que concerne a outras causas de lesao do
SCV sdo as lesdes associadas a medicamentagdo implementada durante o tratamento de
COVID-19, especialmente antivirais causadores de cardiomiopatia (131). Para além
disso, ha interagdo entre farmacos antivirais, como o ritonavir, € anticoagulantes orais nao
dependentes de vitamina K e varfarina; sendo assim, ndo ¢ recomendada a utilizagao
desses dois anticoagulantes em combinagdo com medicamentos antivirais (78). E, por
1sso, necessario ponderar sobre os efeitos cardiovasculares dos tratamentos aplicados aos

individuos infetados com SARS-CoV-2 (123).

Outra questdo refere-se a cardiomiopatia de Takotsubo, visto que num estudo
retrospetivo que envolveu 1914 participantes anteriormente infetados por COVID-19 se
observou um aumento de 7,8% dessa patologia em comparacdo com valores anteriores a
pandemia de 1,5% a 1,8%, sendo considerado, portanto, um aumento significativo. Nesse
estudo, 33% dos casos desenvolveram miocardiopatia dilatada, o que causa insuficiéncia
cardiaca caracterizada por fungdo sistélica reduzida do ventriculo esquerdo, sendo que

eram casos sem antecedentes de disfung¢ao sistolica (131).
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5. Discussao

Tendo em conta o que ja foi descrito neste trabalho, nomeadamente a correlacao entre
infecdes sistémicas e o desenvolvimento de eventos cardiacos (98) pode afirmar-se que
existe suporte na literatura para uma potencial relagdo entre uma infe¢cao por SARS-CoV-
2 e o desenvolvimento de DCV (145). Especificamente, no caso de uma infecdo por
SARS-CoV-2, as complicacdes no SCV sdo as segundas mais prevalentes (146). As
manifestagdes a nivel do SCV sao, normalmente, insuficiéncia cardiaca, arritmias e
miocardite (98,146). Sdo observados outros exemplos de alteracdes do SCV como
eventos de disfuncao vascular manifestados com tromboembolismo, trombose de veias

profundas, entre outros (98,146).

De modo a compreender a relagdo entre as alteragdes do SCV e uma infecdo por
SARS-CoV-2, sdo analisados na literatura varios parametros bioquimicos relacionados
com o funcionamento cardiaco, reagdes inflamatorias e eventos de coagulagdo (147). E
possivel constatar uma relagao das alteracdes dos parametros bioquimicos analisados com
as implicagdes a nivel do SCV e a sua correlacdo com a severidade e mortalidade da

doenga (147).

No artigo de Malik et al. foram utilizados os dados disponiveis até a data de modo
a calcular a razdo de possibilidades (razdo entre a chance de um evento A ocorrer em
presenca de B e a chance do mesmo evento A ocorrer na auséncia de B (148)) entre a
alteracdo de valores de parametros bioquimicos e o desenvolvimento de um pior
prognostico pela infecdo por SARS-CoV-2 (149). Os resultados deste estudo sdo
apresentados na tabela 6, ordenados em ordem decrescente de associa¢do dos parametros

a pior prognosticos.
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Tabela 6 - Relagdo de alteragdes de pardmetros Bioquimicos com pior progndstico na infe¢do por SARS-CoV-2;
Adaptado de (149).

Parametros Relagdo de alteragdes de parametros Bioquimicos com
pior prognoéstico na infe¢do por SARS-CoV-2

cTnT 11,83
NT-proBN 7,57
c¢Tnl 6,32
LDH 5,48
PCR 4,37
D-Dimeros 3,39
CK-MB 3,35
CK 2,42

Legenda: Creatinaquinase (CK); Creatinaquinase-MB (CK-MB); Desidrogenase Lactica (LDH); N-terminal
do Péptido Natriurético tipo B (NT-proBNP); Proteina C Reativa (PCR); Troponina I Cardiaca (cTnl); Troponina T
Cardiaca (cTnT).

Dos dados apresentados pode observar-se que que ¢ a cTnT a que tem uma maior taxa
de relagdo com a severidade e mortalidade com a doenga COVID-19, enquanto a CK tem
a menor (100,149). Devido ao quao recente sao os dados nesta area, os resultados variam,
particularmente, nos parametros LDH, D-Dimeros e CK. Contudo, existe uma
concordancia que valores elevados de D-Dimeros, PCR, CK e LDH estdo
independentemente associados a um pior prognostico, sendo potencialmente usados como

biomarcadores iniciais num individuo infetado por SARS-CoV-2 (149).

Tendo como base a literatura disponivel fez-se uma analise de varios parametros
relacionados com a funcionalidade do SCV. Contudo, ¢ necessario ter em atencdo que a
falta de estudos de boa qualidade e de larga escala bem como a situagdo mundial ainda
presente devido ao virus, torna possivel que as observagdes efetuadas possam estar

enviesadas (150).

Os parametros que foram estudados estdo divididos em trés categorias: cardiacos,
inflamatorios e de coagulagdo. Os pardmetros da primeira categoria estdo relacionados

com biomarcadores alterados quando hé lesdo direta do coragdo e sao a hs-cTnl, a cTnT,
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o NT-proBNP, a CK, a CK-MB e a LDH. Foram também apresentados neste trabalho

parametros inflamatorios para avaliar as alteragdes do sistema imunitdrio porque,

conforme descrito na secdo 4.2 - Tempestade de citocinas, este ¢ um fator importante de

lesao do SCV. Os biomarcadores inflamatorios apresentados sao a PCR, a IL-6, a IL-10

e a TNFa. Finalmente, os parametros tromboticos sdo avaliados devido a sua ligacdo a

alteracdes do endotélio ou do sistema imunitario, que podem desencadear eventos de

tromboembolismo que, posteriormente, podem levar a lesdo do SCV e/ou outros 6rgaos

(115,131,132,151).

A Tabela 7 resume as alteragdes dos biomarcadores descritos na literatura, mais

intimamente relacionados com as alteragdes do SCV durante a infecdo por SARS-CoV-

2.

Tabela 7 - Resumo das alteragbes dos biomarcadores estudados

€ monitoriza¢ao

Categoria Parametros | Alteracdo | Observacoes Bibliografia
Cardiacos Mb 1 Associado a severidade da doenga | (152)
€ monitoriza¢ao
hs-cTnl ) Associado a severidade da doenga | (78,153)
hs-cTnT ) Associado com viremia mais | (154)
elevada
cTnT 1 Diretamente  proporcional  a | (78,98,100)
severidade da doenca; mais
elevado em casos com DCV pré-
existentes; indicador de
prognoéstico; monitorizagao
NT-proBNP ) Associado a severidade da doenca | (78,127)
CK ) Associado a severidade da doenga | (98)
CK-MB 1 Associado a severidade da doenca | (78,153)
LDH ) Associado a severidade da doenga | (78,98)
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Tabela 8 - Resumo das alteragdes dos biomarcadores estudados [Cont.]

Categoria Parametros | Alteracdao | Observacoes Bibliografia
Inflamatoérios | PCR ) Associado a  monitorizagdo; | (78,125,127)
correlacdo linear positiva com o0s
valores de NT-proBNP
IL-6 ) Associado a elevacdo do NT- | (78,121)
proBNP e ¢cTnT, e monitorizagao
IL-10 1 Associado a monitorizacdo e | (78,121)
indicador de prognostico
TNFa 1 Indicador de prognostico (121)
Coagulacao TP 1 Associado a severidade da doenca | (151)
TTPa 1/= Pouco alterado durante a infecao | (115)
FvW ) Associado a pior progndstico (155)
D-Dimeros 1 Associado a pior prognostico e | (115,131,132,
casos fatais 151)

Legenda: Valores mais elevados do que os de valores de referéncia (1); Valores mais baixo do que os de valores de

referéncia (|); Valores dentro dos valores de referéncia (=); Mioglobina (Mb); Troponina I Cardiaca ultrassensivel (hs-

cTnl); Troponina T Cardiaca ultrassensivel (hs-cTnT); Troponina T Cardiaca (cTnT); N-terminal do Péptido

Natriurético tipo B (NT-proBNP); Creatinaquinase (CK); Creatinaquinase-MB (CK-MB); Desidrogenase Lactica
(LDH); Proteina C Reativa (PCR); Interleucina 6 (IL-6); Interleucina 10 (IL-10); Fator de Necrose Tumoral Alfa
(TNFa); Tempo de Protrombina (TP); Tempo de Tromboplastina Parcial Ativado (TTPa) e Fator de von Willebrand

(FvWw)

Todos os biomarcadores estudados, estdo incluidos numa das trés categorias:

cardiacos, inflamatorios e de coagulagdo. Assim, todos os analitos expostos na Tabela 7

serdo discutidos, consoante a literatura disponivel até a data, nos proximos subcapitulos.
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5.1 Biomarcadores cardiacos

Na literatura, existente até a data, com o objetivo de estudar as alteragdes dos
biomarcadores cardiacos durante uma infecdo por SARS-CoV-2, os mais estudados
foram o hs-Tnl, NT-proBNP e ¢cTnT. Um dos objetivos dos estudos que envolvem os
biomarcadores cardiacos ¢ correlacionar lesdes cardiacas com a severidade doenca. No
estudo de Han H. et al. foram analisados 273 casos de individuos nao vacinados,
internados por infe¢do com COVID-19 (153). Neste estudo foi observado um maior
aumento dos teores dos biomarcadores CK-MB, hs-cTnl e NT-proBNP em casos severos
e em casos fatais do que nos restantes casos. E de notar que é necessaria uma
monitorizagdo meticulosa desses parametros porque na admissao hospitalar a maioria dos
casos apresentavam valores normais de CK-MB, hs-cTnl e NT-proBNP, o que significa
que alguns participantes desenvolveram lesdo aguda do miocardio durante a

hospitalizagdo (153).

Outro objetivo na monitorizacdo dos biomarcadores cardiacos ¢ compreender quais
sao as alteragdes que estdo associadas a maior taxa de mortalidade. Para tal, um estudo
utilizou dados de 144 participantes hospitalizados, nao vacinados, em que foram

observadas as seguintes taxas de mortalidade (124):

1) 7,62% para sujeitos sem DCV pré-existentes e com os niveis séricos de cTnT
normais;

i1) 13,33% para sujeitos com DCV pré-existentes e com os niveis séricos de cTnT
normais;

111) 37,50% para sujeitos sem DCV pré-existentes e com os niveis séricos de cTnT

elevados;

iv) 69,44% para sujeitos com DCV pré-existentes e com os niveis séricos de cTnT

elevados.

Estes dados permitiram concluir que individuos com DCV pré-existente e valores
elevados de cTnT durante o internamento tém pior progndstico e maior probabilidade de
morte. Do mesmo modo, individuos com condi¢des pré-existentes a nivel do SCV, mas
com niveis séricos normais de cTnT t€ém um melhor prognostico do que individuos sem
condigdes pré-existentes, mas com niveis séricos de ¢cTnT elevados. Foi observado,
também, neste estudo que os participantes com DCV pré-existente tinham maior
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probabilidade de apresentar ¢TnT elevado comparativamente com os sujeitos sem DCV
pré-existente (54,5% vs. 13,2%) (124). E de notar que se observou que os niveis séricos
de cTnT, neste estudo, demonstraram uma correlacdo linear positiva significativa com os
niveis séricos da PCR e da NT-proBNP (124). Os niveis séricos do ¢cTnT e do NT-proBNP
sobem significativamente durante o internamento, em comparagao com os niveis aquando
da admissdo, em individuos que acabam por falecer, em comparacdo com os que
sobrevivem (124). Observou-se, também, que utentes com valores séricos de ¢TnT
elevados sofrem mais frequentemente arritmias malignas (124). Para além disso,
verificou-se que o cTnl se encontrava ligeiramente aumentado em casos ligeiros e
significativamente elevado em casos severos de COVID-19 (99). No mesmo artigo
observou-se a correlagdo do aumento das ¢Tn com a necessidade de ventilagdo, quer
invasiva quer nao invasiva (99). Assim, os biomarcadores cardiacos devem ser avaliados
em casos com COVID-19 e DCV pré-existentes a fim de, potencialmente, avaliar o risco
e antecipar as necessidades dos internados, podendo levar uma intervencao mais célere e
“agressiva” (99,156). Especificamente, quanto ao NT-proBNP, este encontra-se
frequentemente elevado em casos de COVID-19 severos e em casos que apresentam lesao
do miocardio, pelo que, consequentemente, estd também associado ao aumento da
mortalidade (81,154,157). Esta associacdo pode ser considerada como um fator de risco
independente, uma vez que se mantém mesmo depois do ajuste dos valores de NT-
proBNP para outros fatores que influenciam este parametro, como por exemplo a
insuficiéncia cardiaca cronica e aguda (157). Concluiu-se, ainda, que valores de NT-
proBNT que elevem mais do que 88,64 pg/mL durante o internamento conseguem prever

o risco de morte com uma sensibilidade de 100% e uma especificidade de 66,67% (152)

Dos varios estudos realizados, de modo a compreender melhor a patogenicidade do
virus, refira-se o realizado por Siddqi et al. que correlaciona a quantidade de virus em
circulacao no sangue com as alteragdes dos biomarcadores cardiacos (158). Neste artigo
foram estudados 70 individuos, ndo vacinados, internados com COVID-19, em que 21
(30%) tinham uma viremia detetavel (>40 RNA copias/mL) e foram classificados como
grupo de viremia (158). Os individuos do grupo de viremia eram significativamente mais
idosos do que os do grupo sem viremia. Todos os participantes durante a hospitalizagdo
com viremia tinham hs-cTnT (>6 ng/mL), contrariamente aos utentes sem viremia (59%).
Foi observada, em 76% dos individuos com viremia e 38% dos sem viremia, lesao do

miocardio, caracterizada por hs-cTnT >14 ng/mL. Individuos hospitalizados com
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COVID-19, com viremia detetavel, t€m uma prevaléncia significativamente superior de
hs-cTnT elevado e de lesdo do miocardio, em comparagcdo com casos sem viremia,

criando assim um quadro com pior prognostico (158).

Durante os estudos relacionados com a infecdo SARS-CoV-2, foi-se percebendo que
ocorria com frequéncia aumento da cTn na auséncia de uma doenga obstrutiva da artéria
coronaria, sendo esse fendmeno denominado Sindrome cardiovascular agudo do COVID-
19 (SCVCoV) (29). Contudo, existe uma grande discrepancia na frequéncia dessa
condi¢do, tendo sido observado entre os 9,9% e os 32%. (29,72). O aumento do NT-
proBNP ¢ independente das alteragdes do cTn (29,67). Nos casos severos, também se
observaram mais frequentemente casos de desenvolvimento de lesdo aguda do miocardio,
que por sua vez estdo relacionados com maior mortalidade (81). Num estudo realizado
em Italia, 37,5% dos 397 casos de COVID-19 apresentavam NT-proBNP elevado e 23%
0 NT-proBNP e hs-cTnl elevados (154). Casos com niveis mais elevados de hs-cTnl, NT-
proBNP, ou de ambos, sdo indicativos de pior prognostico, com maior taxa de
mortalidade (160). Nos casos severos também se observou, mais frequentemente,

desenvolvimento de lesdo aguda do miocardio (160).

E de notar, no entanto, que as mesmas alteragdes dos varios biomarcadores e os seus
significados nao sdo concordantes em toda a literatura que foi analisada. No estudo de
Donoso-Navarro et al., em que se comparou os valores médios de casos de COVID-19
internados na UCI vs ndo internados na UCI, s6 se observou uma diferenga significativa
nos parametros de CK e LDH. Nao foi observada uma diferenga significativa entre os
valores séricos de ¢Tnl, NT-proBNP, PCR e IL-6 (161). No entanto, observou-se uma
diferenca significativa nos parametros cTnl e IL-6 quando se compara os valores mais
alterados entre os participantes internados na UCI vs ndo internados na UCI (161). Quanto
aos sobreviventes vs ndo sobreviventes, foi obtida uma diferenga significativa nos

parametros CK, cTnl, LDH e NT-proBNP (161).

Outro biomarcador importante correlacionado com a severidade e o prognostico ¢ o
CK-MB. No estudo de Zinellu et al. que juntou 11971 participantes com COVID-19 de
55 estudos diferentes foi observado que os valores séricos de CK-MB eram
significativamente mais elevados e mais prevalentes em participantes com patologia mais
severa ou em nao sobreviventes da doenga (162). Outro biomarcador menos descrito, mas
que também se mostrou importante, foi a Mb. No estudo de Yu et al. em que participaram

1229 individuos observou-se que a Mb desempenhou um papel importante como
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biomarcador de progndstico de mortalidade intra-hospitalar do que a hs-cTnl e 0 CK-MB
(163). Essa situacao foi inesperada, visto que a Mb ¢ um marcador cardiaco nao especifico
que também ¢ expresso no musculo esquelético, pelo que ndo se esperaria que desse maior

precisao de prognoéstico do que biomarcadores cardiacos especificos, como a hs-cTnl e o

CK-MB (163).

Os niveis de biomarcadores inflamatérios, como PCR, estdo associados com o
aumento ¢Tn em individuos com COVID-19, sugerindo uma ligagdo entre o estado
inflamatoério e lesdes do miocardio (105). Essa ligagao ¢ suportada pelo estudo realizado
por Vallabhajosyula S. ef al. a 416 casos COVID-19 em que relatou que o valor da PCR
estd aumentado normalmente em casos com o c¢Tn elevado (164). A PCR pode servir
como um pré-aviso de lesdo cardiaca, visto que ocorre antes da elevacdao da cTn,
contrariamente a IL-6 (outro biomarcador de inflamag¢do) cujo aumento s6 ocorre depois
do aumento da cTn (164). Devido a correlagdo positiva da elevacdo da PCR com a lesao
pulmonar nos momentos iniciais da infecdo por SARS-CoV-2, niveis elevados da PCR
podem também ser utilizados para diagndstico precoce de uma pneumonia por SARS-
CoV-2 (99). Relativamente ao biomarcador inflamatério cardiaco ndo especifico LDH,
observou-se que quando este esta elevado a probabilidade desenvolver um quadro clinico
de COVID-19 mais grave aumenta 6 vezes e a probabilidade de mortalidade do individuo
aumenta 16 vezes (99). A expressao do CK-MB, do LDH e da Mb estdo notavelmente
elevadas em casos severos e em ndo sobreviventes, podendo ser utilizadas para
monitorizagdo (78,81,99,160). Alguns casos melhoram e os valores dos biomarcadores
cardiacos normalizam, enquanto em outros casos mais severos os marcadores cardiacos
continuam a aumentar e resultam irreversivelmente em morte, sendo, portanto,

indicativos de mau progndstico (100).

Relativamente aos biomarcadores cardiacos observou-se na revisao da literatura um
consenso que os parametros a detetar na admissao dos utentes com COVID-19 devem
ser: hs-cTnl, hs-cTnT, NT-proBNP, LDH, CK-MB. Estes marcadores permitiram prever
0 prognostico e ajuste de terapéutica, sendo prudente a sua determinacdo ser realizada

aquando da admissao dos utentes e durante o seu internamento (99,105,154,160—163).
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5.2 Biomarcadores inflamatorios

Tal como foi referido anteriormente, pensa-se que durante uma infecado por SARS-
CoV-2 ocorra uma resposta exagerada pelo SI, criando o que ¢ denominado por
‘Tempestade de Citocinas’ que estd associada com choque sético e com STC (165).
Relativamente a IL-6, encontra-se mais elevada em ndo-sobreviventes e quanto mais
prolongada no tempo for essa elevagao, pior o prognoéstico (105). No estudo efetuado por
Udomsinprasert W. et al. foram analisados 6212 casos de COVID-19, severos e nao
severos, todos ndo vacinados, de 24 estudos independentes, de modo a compreender as
alteracdes dos valores de IL-6, IL-10 e TNFa que estdo relacionados com a estimulagdo
do SI. Todos os parametros descritos estavam aumentados tanto nos casos severos como
ndo severos. No entanto, os valores da IL-6 e da IL-10 apresentavam-se
significativamente mais elevados, com uma diferenca média de 18,63 pg/mL e de 2,16
pg/mL, respetivamente, nos casos severos € nos casos nao severos; essa diferenca nao foi
observado no TNFa (166). Verificou-se, também, um aumento significativo da IL-6, da
IL-10 e do TNFo com uma diferenca média de 57,82 pg/mL, de 4,94 pg/mL e de 5,60
pg/mL, respetivamente, nos casos fatais de COVID-19 relativamente aos nao fatais (166).
As alteracdes dos valores desses biomarcadores entre 0s casos severos € nao severos € 0s
casos fatais e ndo fatais comprova a sobre-estimulacao do SI pelo SARS-CoV-2 e que ¢
razoavel utilizar os biomarcadores IL-6 ¢ IL-10 na monitorizagdo ¢ como indicadores de
mau prognostico (166). Tal € suportado pelo estudo de Donoso-Navarro ef al. em que em
546 casos de COVID-19 se observou uma diferenca significativa no parametro IL-6 entre
casos na UCI vs nao UCI e sobreviventes vs nao sobreviventes (161). Ainda, a analise
realizada por Huang H. et al., que envolveu 41 casos, refere que os valores de TNFa, IL-
10 e IL-6 nos casos internados na UCI sdo significativamente superiores aos casos nao

internados na UCI (146).

Relativamente aos biomarcadores inflamatorios observou-se na revisdo da
literatura um consenso que os parametros a detetar na admissao dos utentes com COVID-
19 devem ser: IL-6, IL-10 e TNFa. A motivagio ¢ semelhante a usada para justificar os
biomarcadores cardiacos: estes biomarcadores inflamatérios permitiriam, de igual modo,
efetuar um prognostico e permitir um ajustamento da terap€utica mais adequada, sendo
prudente que a sua medicao seja realizada aquando da admissdo dos utentes e durante o

seu internamento (146,165-167).
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5.3 Biomarcadores de coagulacao

Como descrito anteriormente, foram observados casos com alteracdo da coagulagao
durante uma infecdo por SARS-CoV-2, sendo, portanto, prudente a monitorizagdo de
biomarcadores desta valéncia (115). Dos varios biomarcadores da coagulacao
disponiveis, os mais descritos na literatura (e nos quais me foco nesta revisdo) sdo o D-

Dimero, o TP, o TPPA, o Factor I e o F¥vW.

De todos os parametros da coagulagdo analisados, o mais estudado foi o D-Dimero.
No caso de uma infecdo por SARS-CoV-2 este encontra-se aumentado e pensa-se que
esse aumento advém da ativacdo da coagulacdo e da fibrinolise in vivo (115). Contudo,
num estudo sobre a andlise da origem dos D-Dimeros no COVID-19 realizado por Zhou
et al., ¢ defendido que a origem do seu aumento ¢ devida a degradacdao da fibrina
acumulada nos alvéolos, causada por lesdo pulmonar (168). O D-Dimero produzido nos
pulmdes entra na circulagdo sanguinea, onde ¢ detetado, correlacionando-se com a
extensdo da lesdo pulmonar (115). E de referir, no entanto, que ainda néo ha consenso na

literatura sobre esta questao.

Valores elevados de D-Dimeros tém sido observados em casos severos, com
necessidade de internamento na UCI, sendo superiores relativamente aos casos nao
severos de COVID-19 (60% vs 43%) (99,132). Quanto mais elevado o valor sérico de D-
Dimeros maior a probabilidade de morte durante uma infe¢ao por SARS-CoV-2, como
se verificou no estudo de Bielecka-Dabrowa et al. em que 81% dos ndo sobreviventes vs
24% dos sobreviventes tém os valores de D-Dimeros >1 pg/mL (152). Esta relagdo
também ¢ observada no estudo de Tang et al. em que os valores séricos de D-Dimeros
sdo quase 3,5 vezes superiores nas vitimas mortais do que nos casos nao mortais (2,1 vs
0,6 mg/L) (169). Zhou et al., num estudo retrospetivo com 191 participantes (137
sobreviventes e 54 ndo sobreviventes) hospitalizados com COVID-19, nao vacinados, em
Wuhan, descreveram que o valor de D-Dimeros durante a admissao era superior no grupo
das vitimas mortais do que nos sobreviventes (5,2 vs 0,6 mg/L) (170). Esta tendéncia ¢
ainda suportada por uma revisao de varios estudos independentes, onde se analisaram 553
casos (22% nos cuidados intensivos) de ndo vacinados, onde se observou que um valor
de D-Dimeros superior a 3,0 mg/L permitiu identificar casos criticos (171), podendo ser
utilizado como indicativo de progndstico. Por fim, isto ¢ ainda sustentado pelo estudo de

Donoso-Navarro et al., com 546 participantes ndo vacinados, que numa analise
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comparativa de sobreviventes vs ndo sobreviventes observou uma diferenga significativa

nos teores de D-Dimeros (161).

E de notar, no entanto, que num estudo realizado por Juneja G. et al. (que comparou
resultados de 14 sujeitos na UCI infetados por SARS-CoV-2 com 14 sujeitos na UCI nao
infetados por SARS-CoV-2 e com 14 controlos sauddveis) se observou que, apesar de
valores elevados de D-Dimeros estarem associados com a doenga COVID-19, ndo estdo
com a mortalidade da doenca (151). Esta discordancia ¢ ainda suportada pelo estudo de
Al Otair H. et al., que ao comparar casos internados com COVID-19 e casos internados
sem a patologia, ndo observou uma diferenca significativa nos valores séricos de D-

Dimeros, TP e TPPa (172).

Numa pesquisa de Andrianto ef al. foi estudado o Antigénio do Fator de von
Willebrand (AgFvW) com o intuito de detetar o Fator de von Willebrand (FvW), de modo
a perceber as alteragdes sofridas pelo endotélio durante uma infe¢ao por SARS-CoV-2
(155). Neste estudo foram analisados 1187 casos de COVID-19, de pessoas ndo
vacinadas, de 17 estudos diferentes. Foi estimado que o valor médio de FvW em
individuos infetados por SARS-CoV-2 era significativamente superior ao controlo de
pessoas saudaveis, sendo particularmente mais elevado em casos fatais. Esta meta-analise
mostrou que o valor elevado do AgFvW, caracteristica peculiar e especifica da infecao
por SARS-CoV-2 presente logo no inicio da infecdo, estd relacionado com um pior

prognostico (155,172).

Uma das patologias de coagulagdo mais envolvidas em casos fatais de COVID-19 ¢
a CID, ocorrendo em 71,4% dos casos. Contudo, a CID desenvolvida por uma infegao
por SARS-CoV-2 tem sido reportada como inconstante ao longo do desenvolvimento da
doenga, sendo prudente uma regulagdo constante dos valores de coagulagdo (115,173).
As tromboses observadas em casos de COVID-19 tém sido tanto macrotromboses como
microtromboses, sendo necessarios parametros de coagulacdo para diagnodstico do

segundo tipo (115)

Relativamente aos biomarcadores de coagulagdo observou-se na revisdo da literatura
um consenso que os parametros a detetar na admissao dos utentes com COVID-19 deve
ser o D-Dimero. A justificacdo passa por este ser o Unico biomarcador que demonstra
alteragOes significativas quanto ao prognostico e mortalidade, apesar de ainda haver
contradicdo na literatura quanto a relevancia deste indicador. (115,151,161,169—
172,174,175).
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5.4 Prognostico associado a infecao pelo SARS-CoV-2 anivel do
Sistema Cardiovascular

Devido a escala da populacdao a nivel mundial infetada, ¢ importante ter nogao das
implicagdes a médio e longo prazo de uma infecdo por SARS-CoV-2, apesar da pouca
informagdo disponivel neste momento. Do que tem sido reportado até a data, existem
evidéncias de possiveis consequéncias da infecdo COVID-19 a médio e longo prazo
devido as implicacdes das infegdes causadas por outros virus antecedentes da mesma
familia do SARS-CoV-2. Um estudo que acompanhou 25 individuos recuperados de
SARS-CoV durante 12 anos revelou que 68% desenvolveu hiperlipidemia, 44%
desenvolveu DCV e 60% desenvolveu distarbios do metabolismo da glucose em
comparac¢ao com um grupo de controlo que nunca foi infetado por esse virus. Dado que
0 SARS-CoV-2 possui uma estrutura e patogenicidade muito similar ao SARS-CoV

supoOe-se que terd, igualmente, implica¢des a longo prazo (125).

Até a data as informacdes disponiveis sobre os efeitos a longo prazo do COVID-19 a
nivel do SCV nao sao claras. Contudo, ja sao observados casos patoldgicos mesmo apds
a infe¢do ativa por SARS-CoV-2. Os casos patoldgicos sdo definidos tendo em conta o

tempo apos a infecdo ativa do virus em que, ainda, estdo presentes sintomas.

e Po6s Sindrome Agudo de COVID-19 (PSAC): sintomatologia persistente passado

3 a 4 semanas ap0s a infecao ativa por SARS-CoV-2 (176).

e (COVID-19 crénico: sintomatologia persistente passado 12 semanas ou 3 meses

apos a infegdo ativa por SARS-CoV-2 (176).

Na literatura disponivel ndo existe muita concordancia quanto ao tempo de
persisténcia de sintomatologia e consequéncias a médio e longo prazo por uma infe¢ao
por SARS-CoV-2. Num estudo realizado por Seeple ef al. avaliou-se a frequéncia e o tipo
de sintomas expressos por um grupo de 96 recuperados de COVID-19 que foram
questionados passados 5, 9 e 12 meses ap6s a fase aguda da infecdo. A 5 e a 12 meses
apos o inicio de sintomas por SARS-CoV-2, s6 22,9% dos participantes ficou
completamente livre de sintomas de COVID crénico (177). Quanto a frequéncia dos
sintomas, entre os 5 ¢ 12 meses, nao foi reportada nenhuma diferenca significativa. Foi
observado que as pessoas com maior probabilidade de desenvolver COVID cronico sdo

as que tiveram mais sintomas durante a fase aguda da infecdo (177). Os sintomas mais
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frequentemente reportados apds 12 meses apos a resolucao da infecao por SARS-CoV-2
foram: reducdo da capacidade fisica, dispneia, sendo este o sintoma mais recorrente em
varios outros estudos, fadiga, problemas de concentragdo, problemas a encontrar palavras
e distarbios de sono(177,178). Contudo, pelo menos, os ultimos quatro sintomas sao
compativeis com problemas relacionados com ansiedade generalizada e depressao, o que
tem sido observado no decorrer da pandemia (179). Porém, apesar de existir a vertente
psicoldgica nos sintomas dos sobreviventes, ndo se podem ignorar os riscos aumentados
a que estes individuos estdo sujeitos. Foi observado, num estudo no Reino Unido, que os
individuos recuperados de COVID-19 apresentavam maior risco de readmissao hospitalar
e maior risco a todas as causas de morte, sendo que 1 em cada 10 casos morreu apos alta
hospitalar, uma taxa 4 a 8 vezes superior ao grupo de controlo (180). Verificou-se,
também, que a taxa de doencas respiratorias, diabetes e doengas cardiovasculares neste
estudo foram significativamente superiores em casos com COVID-19 (180). E de notar
que, em contraste com o estudo anterior realizado por Seefle et al., ndo foram reportados
neste estudo nenhum dos sintomas referidos como fadiga, problemas de concentracao,
problemas em encontrar palavras e/ou disturbios de sono. No estudo de Kanjwal et al.,
durante 6 meses nao foi observada diferenca significativa nos eventos cardiacos entre o

grupo de recuperado de COVID-19 e o grupo controlo (181).

Quanto aos valores dos biomarcadores cardiacos 2 meses apos a fase aguda da
infecdo, um estudo de Lassen et al. observou uma descida significativa de NT-proBNP
(177,6 ng/L vs 11,7 ng/L) sendo que nenhum dos participantes apresentava as cTn
elevadas na sua segunda visita, apesar de se ter observado, em 27,7% deles, o seu aumento

durante a hospitalizacao (182).

Adicionalmente, num estudo que acompanhou, durante 6 meses, 74 profissionais de
satde seropositivos assintomaticos ou com sintomatologia leve, e que foram comparados
com 75 controlos seronegativos, ndo foi detetada diferenca na estrutura cardiaca nem nos

biomarcadores cardiacos entre os dois grupos (183).

Num outro estudo, apesar de tanto os casos com e sem lesdo cardiaca estarem dentro
dos VR passado 6 meses, 0s casos com lesdo cardiaca apresentaram niveis séricos médios
mais elevados de hs-cTnl, LDH e NT-proBNT (184). Relativamente ao envolvimento
cardiaco, foi observado que este se manteve passados 2 e 6 meses (182,184). Casos com
lesdo cardiaca durante a hospitalizacdo tinham maior predisposi¢ao a desenvolverem

fibrose cardiaca durante a recuperagdo (184). Contudo, na literatura, apesar de pouco
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comum, ¢ observada a ocorréncia do aumento das ¢Tn em casos de COVID-19 cronico

associado a fadiga (185).

Foram ainda observados, na literatura, valores elevados dos biomarcadores D-
Dimeros e PCR (em 30,1% e 9,5% dos participantes, respetivamente), que sdo indicativos
de risco de desenvolvimento de tromboses, sendo mais comuns em sobreviventes
COVID-19 que desenvolveram persisténcia de sintomas (185,186). A razao dos valores
elevados desses biomarcadores ndo ¢ compreendida até a data. Essa discordancia sugere
que héd desenvolvimento de mecanismos diferentes aos que ocorrem na fase aguda da
infecao (176). Valores elevados de D-Dimeros, IL-6 e PCR, passado 2 meses da alta
hospitalar, estdo, segundo Yong ef al., associados a lesdes pulmonares. Valores elevados
de D-Dimeros em circulagdo no sangue foram descritos como fatores de risco nos
sobreviventes de COVID-19 apo6s 3 meses da alta hospitalar (185). Estas alteracdes nos
niveis de D-Dimeros e PCR aparecem consistentemente em varios estudos, podendo
tornar-se biomarcadores potenciais de COVID-19 cronico (185). O estudo de Mei Z. et
al., que avaliou individuos recuperados de COVID-19 apo6s 3 meses da alta hospitalar,
relatou que o TNFa esta positivamente correlacionado com todas as caracteristicas
clinicas anormais (104). Essa analise sugere que um estado inflamatério nao resolvido

pode explicar a fisiopatologia do COVID-19 croénico.

Assim, os sintomas apresentados por sobreviventes da infecdo por SARS-CoV-2
podem ser tanto do foro psicoldgico como fisico. No entanto, as varias alteracdes
observadas tanto a nivel das estruturas cardiacas como dos vérios biomarcadores
necessitam de um estudo mais aprofundado de modo a esclarecer os mecanismos

subjacentes ap0s infecdo e as suas consequéncias.
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6. Conclusao

Este trabalho teve como objetivo efetuar uma revisdo da literatura sobre potenciais
Alteragdes Cardiovasculares associadas a infecdo por SARS-CoV-2 e as suas possiveis
implicagdes a curto, médio e longo prazo. A resposta a pergunta implicita no tema de
estudo deste trabalho, nomeadamente, “Tera o SARS-CoV-2 implicagdes sobre o Sistema
Cardiovascular?” parece ser positiva, uma vez que a literatura existente até a data parece
suportar, na sua maioria, a existéncia de implica¢des da infe¢do por SARS-CoV-2 a nivel

do SCV, principalmente durante a fase aguda da infecao.

As principais causas identificadas de lesdo do SCV aquando da infe¢ao por SARS-
CoV-2 sdo: 1) lesdo direta de células pelo virus (inclusive células do SCV), ii) resposta
imunoldgica exuberante causada pela lesdo direta de células pelo virus, o que pode levar
a maior lesdo do tecido do proprio sujeito infetado e iii) a ativagdo da cascata de

coagulagdo, que pode levar ao desenvolvimento de CID.

Todas as causas de lesdo do SCV descritas devem ser monitorizadas de modo a
melhorar o tratamento do sujeito com COVID-19. Para essa monitorizagdo foram revistos
na literatura os biomarcadores relacionados com as alteracdes, sendo esses o0s
biomarcadores cardiacos, inflamatérios e de coagulagdo. Com base na revisdo de
literatura os biomarcadores das varias valéncias que proponho sejam utilizados sao: hs-

cTnl, hs-cTnT, NT-proBNP, LDH, CK-MB, IL-6, IL-10, TNFa e D-Dimeros.

E de notar que, dado o ainda recente aparecimento do virus SARS-CoV-2, a
informagdo em que esta revisdo de literatura se baseia ¢ limitada ndo havendo,
ainda, consenso total, sendo, por isso, imperativo a continuacao do seu estudo para
que as implicagdes cardiovasculares do virus SARS-CoV-2 possam ser melhores

compreendidas.
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Parte E - Anexos

1 Anexo 1 — Cadeia: Percurso das amostras das areas
de Bioquimica Clinica e Imunologia

Entradz de l I Entradz da
2

mbos & mbo

antomatics antomatico 1
L

Destampador 4

dea fubos 1
Armazenamento
automatico de

' tubos

| Ares de Imunologia Clinica

Figura 5 — Cadeia - Percurso das amostras das dreas de Bioquimica Clinica e Imunologia
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2 Anexo 2 — Triagem

Triagem de Entrada de Saida de
tubos de EDTA e Amostras

Citrato de Sodio

amostras

Triagem de
tubos EDTA e
Citrato de Sadio

Separacgao

Triagem de de amostras

urinas, fezes e
exsudatos

Rececao de

Triagem de amostras

urinas, fezes e
exsudatos

Material
para o
Exterior:
Reference

Tubos com
gele

acelerador de
coagulacao

Armazém de transportadoras de amostras

Centrifugas Centrifugas
para amostras para amostras
restantes restantes

Triagem de tubos Centrifugas para  Centrifugas para

tubos de Soro tubos de Soro

de Soro

Figura 6 — Esquema do percurso das amostras na triagem
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3 Anexo 3 — Sequéncia de trabalho de Tubo de EDTA

Percurso de tubos de Resultados a

EDTA confirmar Testes de confirmagao

Sysmex XN 1000™ Hb:<6 ou>19,9
Esfregaco de sangue
Hemograma Hct: <18 ou >61
N° Leu: <1 ou >30

N° Neu: <0,5

Sysmex SP-50™"

Esfregaco do SP N° Plt: <25 ou >1000

Ves-Matic Cube 2000 Ves-Matic Cube 30

VS:<2o0u>70

Velocidade de Sedimentagao

Velocidade de

Sedimenta¢ao Manual

Hemoglobina S + Teste da falciformacgéo
Capillaries 2 Hemoglobinas nao
: dentificavei Instituto Ricardo Jorge
Eletroforese de Hemoglobina 1dentificaveis

detetaveis

Hb2910 Premier

Doseamento de HbA1C

Ac Anti-D (se + ¢

Autovue Innova ] Coombs Direto + e gt WEEIT

ORTHON Vision™ Sistema ABO, Rh e

Imunohematologia Coombs Indireto + Painel de Identificagao
(se + Ac ndo anti-D ¢

enviado para IPST; se +

Técnicas Manuais Ac anti-D faz-se

Adicionais

titulacao)

Figura 7 - Sequéncia de trabalho de Tubo de EDTA
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4 Anexo 4 — Esquema dos meios de cultura, caldos de
crescimento e laminas realizadas para cada tipo de
amostra biologica em Microbiologia Clinica

Tabela 9 - Esquema dos meios de cultura, caldos de crescimento e Idminas realizadas para cada tipo de amostra
biolégica em Microbiologia Clinica

Produto Biologico Caldo de Laminas Meios solidos | Crescimento
o V)
Crescimento Gram | ZN | Fresco em CO2 5%
Urina Assética CPSE®
Fezes Selino-F (] Mck + Het (+
CASA - se caso
diarreico)
Exsudato Vaginal (] COS + Sab
Geral
Exsudato Vaginal/ Todd Hewitt Granada
Anal (pesquisa
especifica de
Streptococcus do
Grupo B)
Exsudato Vaginal (] VCA +PVX
(pesquisa especifica
para Neisseria spp €
Haemophilus
influenzae)
Exsudato Uretral Q (] VCA +PVX PVX
Exsudato Faringeo CNA CNA
Exsudato de Feridas CNA+Mck
Cateter COS
Pus BIH-T 9 © PVX+CNA+Mck | PVX+CNA
Liquidos pleural BIH-T Q () PVX+COS+Mck | PVX+COS
LCR BIH-T o o PVX+COS PVX+COS
Hemocultura () COS COS
Esperma Q () PVX PVX
Biopsia ] o COS COS

Legenda: lamina com amostra a ser corada (Q)Caldo de Crescimento de Infusdo de Cérebro e Coragdo (BHI);

Columbia com Colistina e Acido Nalidixico com 5% de sangue de carneiro (CNA); Dioxido de Carbono (CO2); Gelose

de Columbia com 5% sangue de carneiro (COS); Exsudatos (Exs.); Hektoen (Hek); Liquido Cefalorraquidiano (LCR);
ChromID™ CPS® Elite (CPSE®); MacConkey (McK); Chocolate PolyViteX (PVX); Sabouraud Gentamicina
Cloranfenicil (Sab); Chocolate PolyViteX VCAT3 (VCA)
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