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CAPITULO |

Relatério de Estagio em Farmacia Comunitaria

Farmacia Central - Coimbra

Dra. Ana Maria Martins Rico

Farmacia Parente - Lamego

Dr. Joao Paulo Teixeira de Matos

Dra. Raquel Monteiro Cardoso

“A principal responsabilidade do farmacéutico é para a satude e o bem-estar do doente e do cidaddo

em geral, promovendo o direito a um tratamento com qualidade, eficacia e seguranga.”

In Boas Praticas Farmacéuticas para a Farmacia Comunitaria - Ordem dos Farmacéutico



Lista de Abreviaturas

MICF — Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas
MNSRM — Medicamentos nao sujeitos a receita médica
MSRM — Medicamentos sujeitos a receita médica

PVP — Preco de Venda ao Puablico

SWOT - Strengths, Weaknesses, Opportunities, Threats



INTRODUCAO

O Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas (MICF) engloba duas fases
fundamentais para a nossa formagao: a primeira de aprendizagem e consolidagao de
conhecimentos, onde estes nos sao transmitidos com elevada especificidade e diversidade; e

a segunda, a aplicacao e aprimoramento destes na realizagao do estagio curricular.

Neste sentido, o culminar deste ciclo de estudos consiste na realizagao de um estagio
curricular que, no meu caso, apenas se focou em Farmacia Comunitaria por ser a minha

principal area de interesse para o meu percurso como farmacéutica.

A Farmacia Comunitaria € muitas das vezes o primeiro local ao qual o doente recorre
quando necessita de cuidados de salde, dada a facilidade de acesso alicergada a confianga
depositada nos seus profissionais de saide. Desta forma, o farmacéutico como profissional de
salde especialista no medicamento, agente de promogao de saude publica, do bem-estar geral
da populagao presta servigos diferenciados exerce diversas atividades focadas no doente,

sendo considerado um profissional pluridisciplinar.

O estagio curricular € o momento pelo qual todos esperamos, pois é o mais préximo
que temos a nossa futura realidade no exercicio da profissao farmacéutica e, desta forma,
torna-se o momento ideal para consolidar e aplicar os conhecimentos adquiridos durante toda
a formagao académica, perceber e identificar as nossas falhas e aprender novas competéncias
tanto técnicas como pessoais, que sao esséncias para nos tornarmos bons profissionais de

saude.

Pensei que a possibilidade de realizar estagio em farmacia comunitaria num periodo
compreendido entre os cinco/seis meses me permitiria vivenciar diversas situagoes que
certamente me diferenciariam no futuro. Infelizmente, algo maior apareceu e fez com que o
meu estagio fosse suspenso. Entramos em estado de emergéncia nacional devido a “Pandemia
Covid-19”, algo que sera recordado nos proximos anos, e também aqui percebi a grande
importancia da nossa profissao: nos, farmacéuticos, mesmo que o mundo colapse estaremos
na linha da frente para que nada falte as pessoas e para lhes assegurar o acesso a salde.
Terminado o estado de emergéncia e devido a minha situagdo particular propus-me a
transferéncia de estagio, que foi compreensivelmente aceite. Desta forma, tive oportunidade

de contactar com duas realidades distintas e de por a prova a minha capacidade adaptagao.

Primeiramente, realizei um estagio na Farmacia Central de Coimbra, uma farmacia com

mais de 200 anos de historia localizada numa das ruas mais movimentadas da cidade, de janeiro



a margo de 2020, sob a orientagao da Dra. Ana Rico e acompanhada de uma equipa técnica
fantastica. Continuei o estagio na Farmacia Parente, em Lamego, sob orientacao extraordinaria
do Dr. Joao Paulo Teixeira de Matos e da Dra. Raquel Cardoso, também acompanhados de
uma equipa técnica incrivel, e aqui senti o verdadeiro sabor de voltar a casa. No término do

estagio, senti-me privilegiada por ter experienciado estas duas realidades.

Este presente relatorio pretende a descrigao e avaliagdo do estagio de forma critica
através da anadlise SWOT, onde fago uma andlise dos pontos fortes (Strengths), pontos fracos
(Weaknesses), oportunidades (Oportunities) e ameagas (Threats) do meu estagio, destacando os
pontos fortes e os pontos fracos relativamente ao ambiente interno e as oportunidades e

ameacgas perante o ambiente externo.



2. Analise SWOT

2.1. Farmacia Central - Coimbra

Pontos Fortes

Pontos Fracos

- Localizagao;

- Competéncia e afabilidade da equipa;
- Cooperagao entre estagiarios;

- Horario flexivel;

- Armazenamento por grupo farmacologico;
- Planificagao do estagio;

- Autonomia;

- Prestacao de servicos farmacéuticos;
- Insercao num grupo de farmacias;

- Saude Animal;

- Programa Sifarma 2000°.

- NUmero de estagiarios;

- Preparagao de Manipulados;
- Dermocosmética;

- Nomes comerciais.

Oportunidades

Ameacas

- Contacto com diversidade de utentes;

- Contacto com Diversas Realidades;

- Formagoes;

- Intervencao no sistema de organizagao da
farmacia;

- Cooperagao com outros profissionais de
saude;

- Colaboragao com instituigoes;

- Cedéncia de estupefacientes e psicotropicos;
- Gestao de Conflitos.

- Farmadcias circundantes;

- Condigoes externas (Ruido exterior e a
inexisténcia de estacionamento);

- Medicamentos esgotados ou rateados;

- Alteragao dos pregos;

- Competitividade do mercado (Locais de
venda de MNSRM);

- Receitas manuais.

2.1.1 Pontos Fortes

Localizagao

A Farmacia Central é uma das mais antigas de Coimbra. Localiza-se na Baixa, mais

concretamente na Rua da Sofia, uma zona muito movimentada nao sé devido a facilidade de

acesso através de transportes publicos como ao elevado comércio tradicional. Aliado a isto,

existe o facto de esta ser Patrimonio Mundial da Unesco, o que proporciona o contato com

turistas, para além dos utentes regulares, que sao maioritariamente habitantes da Baixa de

Coimbra.




Competéncia e afabilidade da equipa

A Farmdcia Central apresenta uma equipa muito dinamica e diversificada constituida
por trés farmacéuticos e uma técnica de farmacia. Desde o inicio que me demonstraram muito
carinho, aliado a uma vontade de me instruir e ajudar nas tarefas desempenhadas durante o
estagio. Desta forma, existiu a partilha de imensos casos clinicos e de todo o conhecimento e
ideias associados aos varios anos de experiéncia e aliados ao verdadeiro espirito de equipa e

entreajuda, o que se revelou uma mais-valia no meu estagio.

Cooperacio entre estagiarios

Durante o meu estagio, estiveram presentes outros estagiarios. Isso mostrou-se
benéfico, porque existiu muita partilha de conhecimentos e de algumas situagoes ja

experienciadas, assim como o espirito de equipa e entreajuda.

Horario flexivel

Desde o principio do estagio que a orientadora nos deu liberdade para gerirmos o
tempo na farmacia e construir o nosso horario da forma que achavamos mais proveitosa e
rentavel para nos. Assim sendo, tive oportunidade de gerir o meu horario consoante as
necessidades que tinha devido as cadeiras em que estava inscrita e cujo horario das aulas

coincidia com o do estagio.

Armazenamento por grupo farmacolégico

A Farmacia Central, contrariamente a maioria das farmacias, possui uma organizagao
dos medicamentos por grupo farmacoldgico. Este fator foi muito importante para aprender e
associar os farmacos aos seus nomes comerciais, assim como consolidar as indicacoes

terapéuticas de cada farmaco, melhorando o atendimento ao doente.

Planificacao do Estagio

Durante o meu estagio nao foi seguido qualquer tipo de planificagao, no entanto esta
foi desenvolvida de modo a assegurar e prever o meu desenvolvimento progressivo. Assim,
iniciei o estagio na recegao de encomendas e armazenamento dos produtos, que se tornou
fulcral no exercicio de associagio de cada medicamento ao seu grupo farmacoldgico,
facilitando-me o atendimento. Desde o principio que me foi consentido a observagao dos
atendimentos realizados por toda a equipa da farmacia, o que promoveu a minha familiarizagao
com os varios processos de atendimento ao publico, quer a nivel de software quer a nivel de
aconselhamento. Também a prestagao de servigos foi algo que tive acesso desde o inicio do
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estagio, embora com supervisao, e permitiu-me ir ganhando alguma confianga através do

didlogo com os utentes.

Autonomia

Ao longo do estagio, toda a equipa da Farmacia Central sempre promoveu a minha
autonomia. Primeiramente, o desempenho de novas tarefas era supervisionado, mas a equipa
permitiu que eu realizasse as tarefas autonomamente quando sentiram que estava preparada.
As atividades foram: gestio de encomendas e devolugbes, atendimento e organizagao da
farmacia. Desta forma, nunca me foi imposto qualquer limite de tempo em determinado setor

e desta forma consegui evoluir autonomamente ao meu ritmo.

Prestacao de servicos farmacéuticos

O facto de serem diariamente prestados varios servigos na Farmacia Central tornaram-
se muito benéfico para a minha formagao, na medida em que pude colocar em pratica os
conhecimentos teoricos adquiridos no que diz respeito a medigoes de pressao arterial,
determinagao de glicémia e colesterol total. Ainda nesta temdtica, tive oportunidade de
aconselhar os utentes quanto a habitos de vida saudaveis, assim como analisar os resultados
dos servigos prestados e prestar o devido aconselhamento. Além disto, tive a oportunidade

de realizar a preparagao/reconstituigao de antibioticos.

Insercao num grupo de farmacias

A Farmacia Central esta integrada num grupo composto por trés farmacias, o que
permitiu perceber que nestes casos ha uma maior facilidade em gerir o stock entre as farmacias
e, quando necessario, pode haver transferéncia de produtos. Desta forma, conseguimos
oferecer melhores condigoes de compra e, consequentemente, melhores pregos de venda ao
utente. Isto foi um ponto forte, pois consegui inteirar-me de alguns processos de gestao da

farmacia.

Saude Animal

Embora inicialmente tenha tido bastante dificuldade na area dos produtos veterinarios,
o facto da Farmacia Central ter uma gama variada e haver solicitagoes regulares desses
produtos de vendas livre e medicamentos sujeitos a receita médica veterinaria permitiu-me ir
elevando os meus conhecimentos a cerca destes produtos e do aconselhamento associado

A0S mesmos.



Programa Sifarma 2000®

O Sistema informatico utilizado na Farmacia Central é o Sifarma 2000®, um dos
softwares mais Uteis na pratica de farmacia de oficina que permite exercer diversas fungoes,
sendo muito Util e, de certa forma mais intuitivo para trabalhar. Para além disto, o facto deste
software ser provido de informagao cientifica atualizada contribuiu imenso para a minha
evolugio quer a nivel de aconselhamento e atendimento, quer a nivel de eficiéncia, qualidade

€ segurancga.

2.1.2 Pontos Fracos

Numero de estagiarios

Como referi anteriormente, o facto de poder partilhar experiéncia e cooperar com
estagiarios foi bastante vantajoso. No entanto, a aprendizagem tornou-se por vezes mais dificil
quando estavamos trés estagiarias na farmacia ao mesmo tempo, pois as tarefas que estavam
destinadas a cada uma de noés tinham de ser partilhadas, como por exemplo o atendimento ao

publico, que tinha de ser feito de maneira faseada entre nos.

Preparacao de Manipulados

A Farmacia Central nao faz a preparagao de medicamentos manipulados, o que
considero um ponto fraco no meu estagio, pois nao tive oportunidade de aprimorar os
conhecimentos adquiridos durante as aulas em contexto profissional. Para além disso, estes
medicamentos sao essenciais em diversas patologias e em situagoes de necessidade ajuste de

dose, como por exemplo em pediatria.

Dermocosmética

Outro dos pontos fracos do meu estagio foi a falta de diversidade relativamente a
dermocosmeética, pois sendo uma farmacia com clientes habituais idosos e um publico-alvo
muito especifico a aposta na diversidade das marcas e dos produtos nao se justificava. Na
Farmacia existiam apenas as marcas mais procurados pelos seus utentes. No entanto, creio
que faltou contacto com mais gamas de produtos cosméticos para a minha aprendizagem e

crescimento.



Nomes comerciais

A associagao dos farmacos/principios ativos as designagdes comerciais foi uma das
maiores dificuldades que senti, pois durante o nosso percurso académico é-nos feita pouca

referéncia aos nomes comerciais dos produtos.

2.1.3 Oportunidades

Contacto com diversidade de utentes

A Localizagao da Farmacia Central permitiu-me ter contacto com um publico bastante
heterogéneo, o que me fez adaptar e melhorar o meu discurso a cada tipo de doente. Desta
forma, realizei atendimentos tanto a utentes pontuais como a turistas, aos quais
maioritariamente aconselhei produtos de venda livre. O facto de ter tido contacto com
estrangeiros deu-me a oportunidade de praticar a lingua inglesa em contexto clinico. Para além
disto, no caso dos utentes fidelizados com ficha criada no sistema também me deu a
oportunidade de comunicar e fazer o acompanhamento da gestao de compras, principalmente

dos idosos e polimedicados.

Contacto com Diversas Realidades

Neste estagio tive contacto com diversas realidades que, no meu ponto de vista, me
enriqueceram tanto a nivel pessoal como profissional. A realidade vivida pela populagao com
a qual tive contacto sensibilizou-me: tive contacto com populagao envelhecida com imensas
patologias e dificuldades econdmicas, com pessoas totalmente dependentes de farmacos e em

total discrepancia com pessoas com muitas posses.

Formacoes

Durante o meu estagio, tive oportunidade de integrar varias formagoes externas as
quais a farmacia tinha sido convidada. Para além destas formagoes, tive oportunidade de aceder
as formagoes internas concedidas pelos delegados de informagao médica que apresentavam

varios produtos de venda livre.

Intervencao no sistema de organizacao da farmacia

Os colaboradores da Farmacia Central incentivaram-nos a sugerir melhorias nos

servigos prestados, assim como sugerir mudangas na organizagao dos lineares da farmacia.



Desta forma, tive a oportunidade de reestruturar a disposicao dos produtos para exposi¢ao

como estratégia de atragao para o utente.

Cooperacao com outros profissionais de saude

Durante o estagio tive a oportunidade de cooperar, juntamente com toda a equipa,
com uma nutricionista que se dirigia a farmacia semanalmente, permitindo-me conhecer a
gama de produtos EasySlim® e aprimorar os conhecimentos nesta area. Tive ainda
oportunidade de colaborar com um Podologista que se dirigia a farmacia para diagnosticar

doengas nos pés e tratar a maioria delas.

Colaboracao com instituicoes

A Farmacia Central possui parcerias com algumas entidades, como protocolos de
fornecimento de medicamentos para instituigoes. O aviamento das receitas e dispensa dos
produtos constituiu uma oportunidade nao s6 para me aperceber dos tipos de protocolos
estipulados com as farmacias, assim como para ganhar mais autonomia e dinamica no uso do

Sifarma 2000°.

Cedéncia de estupefacientes e psicotropicos

Considero uma oportunidade o facto de ter tido inUmeros contactos com cedéncia de
estupefacientes e psicotropicos, pois foi-me permitido aprender as normas estreitas ligadas a

estes produtos e os cuidados a ter na dispensa dos mesmos.

Gestiao de Conflitos

Durante o estagio tive de gerir conflitos com frequéncia, e considero isso uma
oportunidade na medida em que me ajudou a ganhar confianga relativamente a melhor forma
de elucidar e promover a literacia em saudes aos doentes. As receitas sem papel apresentam
algumas desvantagens, pois muitas vezes o utente nao sabia o que estava prescrito nem a
quantidade e validade da prescricao, e isto provoca conflito com os utentes porque nao sabiam
o que aviar. Para além disso, a tentativa de compra de Medicamentos Sujeitos a Receita Médica
(MSRM) como antibiéticos, benzodiazepinas e mesmo psicotrépicos sem receita gerou muitas
vezes conflitos, nos quais tive a oportunidade de apelar ao bom senso do utente e sugerir-lhe

possiveis alternativas.



2.1.4 Ameacas

Farmacias circundantes

Na Rua da Sofia existem varias farmacias, e isto constitui uma ameaga visto que existe
uma maior dispersao de utentes (quer por serem clientes habituais de outra farmacia, quer
por nao haver o produto na farmacia ou mesmo por os balcoes de atendimento estarem
cheios) e, consequentemente, existe uma menor oportunidade dos estagidrios contactarem

com casos diferenciados.

Condicoes externas (Ruido exterior e a inexisténcia de estacionamento)

A Farmacia Central localiza-se na Rua da Sofia que, sendo uma zona de grande
movimento, o trafego e o ruido sao permanentes, e a Farmacia mantém a porta aberta durante
o horario de funcionamento. Esta situagao tornou-se uma ameaga na medida em que, na maior
parte das vezes, a comunicagao com o utente € dificultada. Assim sendo, considero uma
ameaga para o funcionamento da farmacia, pois nem sempre o ambiente é calmo e sereno.
Outra questao problematica ¢ a inexisténcia de estacionamento, o que traz inconvenientes ao

deslocamento dos utentes a farmacia.

Medicamentos esgotados ou rateados

Em Portugal, devido a realidade econémica, as companhias farmacéuticas tém de
racionalizar o abastecimento de produtos no mercado. Durante o estagio, foram algumas as
situagoes em que a farmacia nao conseguiu dar resposta as necessidades dos utentes devido

ao pedido de medicamentos que estavam esgotados (ex: Victan 2mg).

Para além disso, a falta de medicamentos verificada por o produto estar esgotado ou
descontinuado compromete muitas vezes a terapéutica dos doentes, e embora as farmacias
tentem encontrar alternativas para que seja garantida a terapéutica adequada ao utente, estes

muitas vezes nao compreendem a situagao e ficam a desconfiar da farmacia.

Alteracao dos precos

As constantes alteragées do PVP (Preco de Venda ao Publico) dos medicamentos
geram uma enorme suspeita por parte dos utentes, que por norma acham que é a farmacia
que assume esta responsabilidade. Outra situagio é o facto de as guias de tratamento
apresentarem um custo minimo para os medicamentos, o que constitui uma ameaga no

atendimento pois utentes nao compreendem que esses valores nao estao sempre atualizados.



Competitividade do mercado (Locais de venda de MNSRM)

Em farmacia comunitaria lida-se diariamente com a concorréncia, desde outras
farmacias a locais de venda de MNSRM (ex: Well’s). A maior preocupagao quanto a estes
espagos é que haja pouco ou nenhum aconselhamento farmacéutico, sendo que uma simples
dispensa de um xarope com agucar para a tosse pode trazer complicagoes se o utente tiver
diabetes e nao forem feitas quaisquer questoes acerca disso. A venda de medicamentos nestes
locais é efetuada maioritariamente por profissionais que nao sao devidamente qualificados e
nao prestam qualquer tipo de aconselhamento ou indicagao. Isto constitui uma preocupagao
para a saude publica, aliada ao facto de as farmacias nao terem capacidade para competir com

estes espagos a nivel de pregos.

Receitas manuais

Na minha opiniao, a prescrigao através das receitas manuais € uma ameaga, visto que
existem dificuldades constantes na interpretagao da caligrafia do prescritor e isso podera

conduzir a erros na dispensa e toma dos medicamentos.

2.1.5 Caso Pratico

O estagio permite-nos o contacto real com os utentes e o aprimoramento do nosso
aconselhamento no que diz respeito aos medicamentos nao sujeitos a receita médica
(MNSRM). Desta forma, e tendo o meu estagio decorrido durante o inverno, apresento um

caso clinico que representa um dos atendimentos realizados em contexto real:

- Uma utente com cerca de 35 anos deslocou-se a FC e referiu que andava com
episodios de tosse ha cerca de dois dias e que queria algo para esse efeito. Questionei-lhe se
a tosse era seca ou produtiva, se tomava alguma medicagao habitual e se era diabética (para
salvaguardar a escolha de um xarope sem agucar). A utente referiu que, para além de tosse,
tinha dores de garganta. Atendendo a esta situagdo, aconselhei a toma de Bisolvon®
(bromexina, um mucolitico) para a tosse, e para a dor de garganta dispensei-lhe umas pastilhas
Strepfen® (flurbiprofeno — anti-inflamatério). No final do atendimento, alertei-a para as
medidas nao-farmacologicas como a importancia de manter uma boa hidratagao para que

conseguisse libertar a expetoragao mais facilmente.



2.2 Farmacia Parente - Lamego

Pontos Fortes Pontos Fracos
- Filosofia Kaizen; - Prestacao de Servigos;
- Programa Sifarma 2000®; - Medicamentos manipulados.

- Integracao na Equipa;

- Planificagao do estagio;

- Dermocosmética;

- Ortopedia;

- Desenvolvimento de autonomia na cedéncia
de MNSRM;

- Numero de estagiarios.

Oportunidades Ameacgas
- Acesso a formacgoes; - Localizacao;
- Colaboracao com outras instituicoes e - Medicamentos esgotados ou rateados;
profissionais de saude; - Alteragao dos pregos;
- Postos Moéveis: - Receitas manuais.

- Redes sociais/marketing;
- Sifarma Connect;
- Proximidade a diversidade de utentes.

2.2.1 Pontos Fortes

Filosofia Kaizen

O estagio curricular na Farmacia Parente deu-me a possibilidade de conhecer a Filosofia
Kaizen. Esta filosofia baseia-se em principios socioculturais do oriente que tém por base um
grande compromisso de todos os individuos que fazem parte de uma empresa (farmacia),
alicercada a uma forma de gestao orientada para a maximizagao da produtividade e da

rentabilidade e consequente redugao de custos.

Programa Sifarma 2000®

O sistema informatico utilizado na Farmacia Parente é o Sifarma 2000®, software que,
como ja referi anteriormente, constitui um grande suporte para o profissional de saude
exercer o ato farmacéutico com qualidade, eficiéncia e seguranga, tornando-se numa

ferramenta essencial para a nossa aprendizagem.



Integracao na Equipa

Os recursos humanos sao uma base essencial para o bom funcionamento de todas as
empresas. A equipa da Farmacia Parente, desde os profissionais que lidei diariamente até a
geréncia, sempre me trataram com muito respeito e mostraram-se disponiveis para me
instruir e ajudar na minha formacao, facilitando a minha integragao na equipa. Isto foi sem

duvida um dos pontos mais fortes do meu estagio.

Planificacao do estagio

Uma vez que fiz transferéncia de estagio, considero um ponto forte o facto da
planificagao do meu estagio ter sido baseada no ato de confianga depositado pelos profissionais
da Farmacia Parente, pois primeiramente procederam a uma explicagio sucinta dos
procedimentos da farmacia e de seguida deram-me crescente liberdade para exercer as

fungoes que me eram destinadas.

Dermocosmética

Na Farmacia Parente contactei com diversas gamas de cosmética o que, na minha
opiniao, constitui um ponto forte do meu estagio. Cada vez mais o farmacéutico tem um papel
preponderante no conhecimento tedrico e tecnoldgico das preparagoes de aplicagao na pele
com agao terapéutica — dermofarmacéuticas — e das preparagoes destinadas a higiene,
protecao e correcao da superficie cutinea e seus anexos e mucosas — cosméticos. Um
conhecimento dos diversos produtos, auxiliado quer por formagoes quer por explicagoes dos
profissionais da Farmacia Parente, tornou-se um ponto forte do meu estagio, pois melhorou

significativamente o meu aconselhamento ao utente.

Ortopedia

A Farmacia Parente sempre foi uma farmacia de referéncia na regiao a nivel de
ortopedia (talas, cadeiras de rodas, almofadas, camas). Neste sentido, considero um ponto
forte do meu estagio o facto de puder instruir-me acerca deste tipo de produtos através da
consulta de catidlogos dos mesmos e através da informagao que me foi prestada pela equipa.
Embora atualmente a farmacia nao disponha de todo os produtos, esta esta suficientemente
prepara para encomenda-los com confianga. Desta forma, durante o meu estigio pude
envolver-me na venda e apreciagao do cliente no que diz respeito a estes produtos,

aprimorando o meu conhecimento acerca dos mesmos.



Desenvolvimento de autonomia na cedéncia de MNSRM

Um estagio longo em farmacia comunitaria permite-nos desenvolver capacidades no
que toca a cedéncia e aconselhamento de MNSRM. Desta forma, fui diariamente confrontada
com situagoes em que me foi necessario dispensar MNSRM depois de aferir o quadro clinico
do utente, contribuindo para que me tornasse cada vez mais autbnoma e critica durante este

tipo atendimento.

Numero de estagiarios

O facto de ser a Unica estagiaria na Farmacia Parente constitui um ponto forte do meu
estagio, visto que desempenhar as varias tarefas até ao fim e ter uma equipa dedicada a instruir-
me para que tivesse a melhor formagao possivel tornou-se algo muito importante e favoravel
na minha aprendizagem. Sendo a unica estagidria, contrariamente ao que aconteceu nha
Farmacia Central a maioria das tarefas que me eram destinadas eram executadas

individualmente.

2.2.2 Pontos Fracos

Prestacao de Servicos

A Farmacia Parente presta normalmente diversos servicos como medicao de
parametros bioquimicos (colesterol total, acido urico, glicémia), medicao da tensao arterial,
administragao de vacinas e injetaveis, no entanto, atendendo a situagao de pandemia, a
prestacao de servicos nao aconteceu. Isto constituiu um ponto fraco na medida em que nao
me foi possivel praticar as diversas medi¢oes dos parametros bioquimicos e pressao arterial.
No entanto, foi-me explicada a teoria dos testes e os procedimentos a eles associados com

todo o cuidado e rigor possivel.

Medicamentos manipulados

Ainda que a Farmacia Parente disponha de um laboratério de manipulados, nao se
executa a preparagao dos mesmos. Considero também um ponto fraco do meu estagio, uma
vez que a preparagao destes tem um papel preponderante em varias patologias e também em
situagoes de ajuste de dose, nomeadamente em pediatria, pois existem varias formulagoes que

nao estao disponiveis no mercado.



2.2.3 Oportunidades

Acesso a formacoes

O farmacéutico, para ser capaz de responder corretamente aos desafios do seu
quotidiano, precisa de estar em constante atualizagao. Neste contexto, é extrema importancia
que este assista a formagoes de forma a estar o mais instruido possivel para assegurar o melhor
atendimento ao utente. Neste estagio tive oportunidade de participar em varias formagoes
promovidas quer por entidades comerciais, quer pela préopria farmacia, através das visitas dos
delegados informagao médica. Desta forma, considero uma oportunidade o facto de ter
podido assistir a estas formagoes que me permitiram conhecer gamas inteiras de produtos,

bem como recordar algumas tematicas lecionadas ao longo da minha formagao académica.

Colaboraciao com outras instituicoes e profissionais de saude

Durante o meu estagio, tive oportunidade de contactar com outras instituigoes.
Considero isto uma oportunidade, uma vez que aprendi a gerir todo um conjunto de
receituario de utentes que efetivamente nao se dirigem a farmacia e nos quais todo o processo
tem de ser feito com muita responsabilidade. Nesta tematica, o aviamento de receita e
dispensa dos respetivos produtos constitui para mim uma oportunidade uma vez que me

permitiu ganhar confianga e autonomia a trabalhar com o Sifarma 2000°.

Postos Moéveis

A Farmacia Parente possui dois postos farmacéuticos moéveis sendo um localizado em
Lalim (vila) e o outro na Penajéia (aldeia). Os postos farmacéuticos moveis sio
estabelecimentos destinados a dispensa ao publico de medicamentos e outros produtos de
salde, ao cargo de um farmacéutico, sendo que estes sao dependentes de uma farmacia. Assim,
considero uma oportunidade o facto de durante o meu estagio me deslocar a estes postos
podendo contactar com mais diversidade de utentes e uma realidade diferente da que contatei

na Farmacia Parente.

Redes sociais/marketing

Como sabemos, atualmente é fundamental a implementagao de estratégias de marketing
nas farmacias em Portugal. Estas, bem como estratégias de cross-selling, sao fulcrais para a
sustentabilidade das farmacias, principalmente quando existem varias farmacias numa dada

regiao. Assim, tive oportunidade de colaborar com toda a equipa na execugao de publicidade



e de estratégias para cativar o utente de forma a promover a ida a farmacia, assim como

promover a sua fidelizagao.

Novo Sifarma

A Glinnt esta a criar um Sifarma que se espera chegar a todas as farmacias. Desta forma,
durante o meu estagio tive a oportunidade de explorar e utilizar os médulos ja criados deste

novo software que ira ser a ferramenta futura das farmacias portuguesas.

Proximidade a diversidade de utentes

O relacionamento com os utentes e a adaptagao a cada tipo de utente constituiu uma
oportunidade do meu estagio, pois a Farmacia Parente tem um leque diversificado de utentes.
Desta forma, foi-me permitido aperfeigoar a técnica de comunicagao para cada tipo de utente,
contactando com diferentes realidades socioculturais e econdomicas, assim como ganhar

confianga no atendimento, contribuindo para uma aprendizagem mais enriquecedora.

2.2.4 Ameacas

Localizacao

Atualmente, a localizagao de uma farmacia é essencial para uma maior abrangéncia de
utentes. A Farmacia Parente esta localizada na rua de Almacave, em Lamego, e embora
anteriormente essa fosse a zona de grande concentragao de comércio tradicional, hoje isso
nao acontece. Para além disso, o facto de haver trés farmacias a pouca distancia torna-se uma

ameaga pois os clientes, exceto os habituais, dispersam pelas outras farmacias.

Medicamentos esgotados ou rateados

As companhias farmacéuticas em Portugal tém de racionalizar o abastecimento de
produtos ao mercado, devido a realidade econémica do pais. Durante o estagio, observei
algumas situagoes em que a farmacia nao conseguiu dar resposta as necessidades dos utentes

devido ao pedido de medicamentos que estavam esgotados (ex: Victan 2mg).

A falta de medicamentos, quer por estarem esgotados ou descontinuados,
compromete o tratamento dos doentes. A Farmacia Parente tentava sempre encontrar
alternativas para que isto nao acontecesse, mas muitas vezes os doentes nao sao capazes de

compreender e culpam a farmacia pela falha de stock verificada.
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Alteracdo dos precos

As persistentes alteragoes do PVP (Preco de Venda ao Publico) dos medicamentos
geram uma enorme desconfianga e suspeita por parte dos utentes, pois acreditam que é
responsabilidade da farmacia. Adicionalmente, as guias de tratamento constituem uma ameaga
no atendimento por apresentarem um custo minimo para os medicamentos que muitas vezes

nao se encontra atualizado, provocando uma vez mais incompreensao por parte dos utentes.

Receitas manuais

Na minha opiniao, a prescricao através das receitas manuais € uma ameaga, pois
existem dificuldades constantes na interpretacao da caligrafia do prescritor e isso podera

conduzir a erros na dispensa de medicamentos.

2.2.5 Caso Pratico

Durante o meu estagio deparei-me com varios utentes a queixarem-se hemorroidas.
A maioria destes utentes nao sabe responder a cerca do tipo de hemorroidas, sendo que
todos eles justificam que procuram a farmacia porque se torna menos constrangedor do que

ir ao médico.

Aquando destes casos, aconselhei a aplicagao de uma pomada anestésica rectal com
propriedades vasoconstritoras e além disso, realcei a importancia de beber agua uso dos
venotropicos que podem ser utilizados para ajudar nesta situagao. Questionei ainda sobre o
facto de sofrerem de obstipagdo e em caso afirmativo informei sobre as varias medidas
farmacologicas, nomeadamente a utilizagao de laxantes (lactulose) e nao farmacolégicas, como
o aumento da ingestao de fibras e frutas, pois, muitas das vezes o esfor¢o defecatorio pode

causar hemorroidas.

Por fim, alertei sobre a importancia de uma correta higiene rectal antes da aplicagao

da pomada, nomeadamente utilizagao de antisséticos na lavagem.
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3. Consideracoes Finais

O farmacéutico comunitario, como profissional de salde essencial na promogao da
salde publica, tem um papel importantissimo e de grande responsabilidade na sociedade atual.
As suas funcoes devem ser exercidas com cautela e discricao, aliadas a um enorme
profissionalismo e responsabilidade na prestagcao de aconselhamento e na sensibilizagao dos
utentes para o uso responsavel da medicagao. Atualmente, é crucial que se invista e apoie a
formacao continua dos farmacéuticos e que se procure uma adaptagao constante as

necessidades dos utentes.

Apreciando o meu estagio curricular como um todo noto que tive oportunidade de
por a prova a minha capacidade de adaptagao a uma nova equipa, a um novo local de estagio,
a uma nova realidade tornando-se isto um ponto crucial na minha aprendizagem. Através da
analise SWOT do meu estagio curricular apercebi-me que as farmacias onde estagiei sao, sem
duvida, locais onde os utentes vém as suas dudvidas esclarecidas e os seus cuidados de satde
otimizados. Fui orientada por uma equipa de profissionais de exceléncia aos quais agradego
muito, pois contribuiram substancialmente para o meu crescimento e desenvolvimento

profissional e pessoal.

Concluindo, a apreciagao global do meu estagio curricular ¢ significativamente positiva,
pois foi sem duvida algo que enriqueceu a minha formagao académica e verificou ser uma
experiéncia muito gratificante. No estagio podemos aplicar e complementar os conhecimentos
adquiridos ao longo do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas, para o mercado de

trabalho a nivel de competéncias técnico-cientificas, bem como a nivel ético-social.
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Capitulo 2

Diagnostico point-of-care de marcadores cardiacos: o

caso da troponina |

Orientador Professor Doutor Antonio Jorge Jesus



Lista de Abreviaturas

AHA — American Heart Association
AB — Anticorpo

c¢Tn — Troponina cardiaca

cTnl — Troponina |

cTnT —Troponina T

CV - Coeficiente de variagao

DAC — Doenga arterial coronaria
DCV — Doengas cardiovasculares

EAM — Enfarte agudo do miocardio

ELISA — Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

EM — Enfarte do Miocardio

LOD - Limite de Detegao

POC - Point-of-care

POCT - Point-of-care test

SCA - Sindrome coronaria aguda

URL — Limite de referéncia superior
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Resumo

Os biomarcadores cardiacos sao frequentemente medidos para fornecer orientagao
sobre o bem-estar dos pacientes em relagao a salde cardiaca. A troponina |, biomarcador
especifico de lesao do miocardio, ira ser alvo de estudo na presente monografia. Ao longo dos
altimos anos; a troponina | tem sido alvo de varios estudos com o intuito de compreender
melhor a sua estrutura e fisiopatologia, existindo ja alguma evidéncia de que determinadas
alteragoes estruturais da sua isoforma influenciam a regulagao cardiaca. Desta forma, esta
proteina passou a ser considerada determinante para o diagnostico de lesao cardiaca, passando
a ser um meio de diagnostico valioso para descartar/confirmar a possibilidade de enfarte do
miocardio.

Neste contexto, surge a necessidade de encontrar métodos que permitam a detecao
da troponina | com o rigor e rapidez necessarios. Os testes point-of-care (POCT) envolvem a
realizacao do teste de diagnostico na presenga do paciente. Tém tempos de resposta mais
curtos quando comparados com os testes realizados nos laboratorios de analises clinicas, e
requerem o uso de reduzidos volumes de amostra. Torna-se uma abordagem ideal para
implementar na triagem médica, com potencial para aliviar consideravelmente os tempos de
espera nos servigos de urgéncia hospitalar. Os POCT devem fornecer medidas quantitativas
da troponina | cardiaca. No entanto, existem varios fatores que, em conjunto, precisam de ser
otimizados para que a plataforma POC seja implementada com sucesso. Nos ultimos anos,
tém surgido técnicas de detegao de troponina | altamente sensiveis com vista a integragao nas
plataformas POC. Na presente monografia serao caracterizados alguns ensaios POCT de
bancada atualmente comercializados para dete¢ao da troponina |, e analisados os
desenvolvimentos mais recentes sobre a implementagao de biossensores nos testes point-of-
care, por forma torna-los mais sensiveis. Os desafios analiticos e clinicos encontrados durante

as medigoes de troponina | serao também abordados.

Palavras-chave: POCT, Troponina |, Sindrome Coronaria Aguda, Enfarte Agudo do

Miocardio, Biossensores.
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Abstract

Cardiac biomarkers are often measured to provide guidance in regards to the welfare
of patient in regards to cardiac health. Troponin |, a biomarker specific to myocardial injury,
will be the subject of study in this monography. In recent years, troponin | has been the subject
of several studies with the intent of better understanding its structure and pathophysiology
finding some evidence that certain alterations of its isoform influence cardiac regulation. This
lead to this protein being considered determinant for the diagnosis of cardiac injury, making it
a valuable means of diagnosis to rule infout myocardial infarction.

In this context, the need arises for testing methods that allow for troponin | detection
with necessary rigor and speed. Point-of-care tests (POCT) involve testing in the presence of
the patient. They have faster response times when compared to tests performed in clinical
analysis laboratories and require less sample volume. It becomes an ideal approach when
implanted in a medical triage setting, with potential to significantly reduce waiting times in
hospital emergency services. POCT should provide quantitative values of cardiac troponin |.
However, there are several that need to, conjunctly, be optimised so that the POC platform
can be successfully implemented. In recent years, highly specific techniques for the detection
of troponin | have arisen with purpose of integrating the POC platform. In this monography,
some bench POCT assays for detection of troponin |, that are currently being commercialised,
will be characterized, and the more recent developments about the implementation of
biosensors in point-of-care tests to make them more sensitive. The analytical and clinical

challenges found in the measurements of troponine | will also be approached.

Keywords: POCT, Troponin |, Acute Coronary Syndrome, Acute Myocardial Infarction,

Biosensors.

26



l. Introducao

As doengas cardiovasculares sao patologias que afetam o sistema circulatorio, isto ¢, o
coragao e os vasos sanguineos (artérias, veias e vasos capilares). Existem varias doencas
cardiovasculares (DCV), sendo as mais preocupantes a doenca das artérias do coragao e a
doencga das artérias do cérebro. Estas sao geralmente provocadas por aterosclerose, ou seja,
deposito de placas aterosclerdticas (gordura) e cdlcio no interior das artérias, as quais
dificultam a circulagdao sanguinea nos orgaos, podendo mesmo bloquea-la [1].

A Doenga Arterial Coronaria (DAC) é a forma mais comum de doenca cardiaca e
constitui um dos mais graves e preocupantes problemas de satde a nivel mundial. E causada
maioritariamente por aterosclerose, que constitui umas das principais causas de morbilidade
e mortalidade cardiovascular [1-4].

A sindrome coronaria aguda (SCA) é uma subcategoria da DAC. Ocorre quando o
fluxo de sangue para o coragao é reduzido e as células do miocardio ficam desprovidas de
oxigénio [2,3]. A SCA pode ser atribuida a rutura das placas ateroscleroticas instaveis,
culminando na formagao de trombos que promovem a oclusao de uma artéria coronaria. Esta
condigao limita o aporte sanguineo, estando associada a diversas doengas consoante o 6rgao
elou estrutura afetada: Doenga Arterial Coronaria (DAC) e Enfarte Agudo do Miocardio
(EAM), caso seja o coragao; acidente Vascular Cerebral (AVC) isquémico, caso seja o cérebro;
doenga arterial periférica, caso a obstrugao ocorra nas extremidades inferiores [1,2].

Os dois principais tipos de SCA incluem angina instavel, na qual as células do miocardio
sao danificadas reversivelmente e infarto agudo do miocardio (EAM), quando o fluxo sanguineo

é completamente bloqueado, provocando a morte das células do miocardio [I-3].

2. Troponina l

2.1. Importancia clinica enquanto biomarcador cardiaco

O termo biomarcador refere-se a um sinal objetivo de uma condigao fisiologica ou
patolégica que pode ser medido experimentalmente com precisao e reprodutibilidade em
individuos doentes ou saudaveis [4-5]. Os biomarcadores podem ser de diversos tipos:
fisiologicos (fungoes de 6rgaos), fisicos (alteragoes das caracteristicas de estruturas biologicas),
histologicos (amostras de tecido obtidas por biopsia) e anatomicos. Estruturalmente, podem
ser células especificas, moléculas, genes, enzimas ou hormonas [4-6]. Tém grande utilidade na

pratica clinica, contribuindo para o diagnostico e identificagao de riscos de ocorréncia de uma
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determinada doenga, servindo ainda como ferramenta util na estratificagao de doentes para
avaliagao da possivel progressao de uma determinada condi¢cao de saude, tornando possivel
prever um prognostico mais ou menos favoravel, assim como monitorizar se um determinado
tratamento esta a ser eficaz [4-7].

Os biomarcadores cardiacos fornecem indicagao sobre o bem-estar de um paciente
em relagao a sua saude cardiaca. O tratamento e a monitorizagao eficaz de doencas
cardiovasculares (DCV) dependem da rapida resposta a sinais de sintomas cardiacos,
fornecendo assim uma base para o aprimoramento da gestao do doente, resultando na
melhoria do seu estado clinico [4,8]. O aspartato aminotransferase foi inicialmente descrito
como um biomarcador de EAM [9]. Mais tarde, também a enzima creatina quinase (CK) e a
sua isoenzima musculo-cérebro (CK-MB), a mioglobina, entre outros, foram descritos como
marcadores especificos e sensiveis de SCA [3,9]. No entanto, estes biomarcadores apresentam
uma limitacdo comum no que respeita a sua detegao, uma vez que o aumento acima dos seus
niveis normais na corrente sanguinea so6 ocorre quando a lesao do miocardio ¢ significativa, o
que faz com que o diagnéstico de EAM nao possa ser feito atempadamente [3,6,9,10].

A troponina | (cTnl) foi inicialmente considerada um biomarcador proteico de necrose
do miocardio, sendo em 2012 reconhecida e introduzida na definicio de enfarte agudo do
miocardio (EAM) pelas normas orientadoras elaboradas em conjunto pelo Colégio Americano
de Cardiologia (ACC) e Sociedade Europeia de Cardiologia (ESC), Figura I[9]. Nessas
normas, a variagio dos valores de troponina cardiaca (cTn) passou a ser considerada
determinante para o diagnéstico de lesao cardiaca [3, 9 -13], passando a ser um meio de

diagnostico valioso, complementando o resultado de um eletrocardiograma.

Definigdo
1# medicdo da Universal
Troponina em EAM
pacientes com SCA (Tropenina,
2°Critério OMS (1971) 1989 CK-Mb)
Enzimas Atualizacio OMS 2007
— (1979)
12Critério OMS (1959} Enzimas x 2 EAM 32 Definigdo
Sem biomarcadores redefinicdo Universal
Atividade (CK-Mb, EAM
AST da CK-Mb Troponina) (Troponina)
1954 (1974) 2001 2012
CK Mioglobina CK-Mb
1967 (1978) 1986
y - l 1 - k. A
1950 1960 1970 1980 1990 2000 2012

Figura |. Evolugao dos biomarcadores cardiacos ao longo do tempo. Adaptada da referéncia [9].
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A Definicao Universal de Enfarte do Miocardio define "o valor aumentado de cTn usado
para avaliar um EAM " como a concentragao de cTnh que excede o percentil 99 numa populagao
de referéncia saudavel [6,8,9,12], isto &, corresponde a concentragao de troponina para a qual
99% dos valores obtidos para uma populagao de referéncia sio menores ou iguais a esse valor
[9]. Em ensaios usando metodologias convencionais, este valor esta geralmente compreendido
entre 25-70 ng /L [14]. E desejavel que os ensaios mecam o percentil 99 de referéncia com a
precisao recomendada pelas diretrizes clinicas e analiticas [Coeficiente de Variagao (CV) <
10%] [9,12,14]. Sao ainda considerados clinicamente validos ensaios que megam este indicador
com CV até um maximo de 20% [9]. De referir que existem ensaios de troponina cardiaca
com elevada sensibilidade (hs-cTn), os quais conseguem detetar niveis extremamente baixos
dessa proteina, na ordem de 3-10 ng/L, permitindo assim um diagnodstico de lesao no
miocardio numa fase ainda muito precoce [6,9,12,14,15].

A presente monografia centra-se na troponina | e no seu potencial valor como
biomarcador cardiaco. Atendendo a reavaliagao dos critérios de diagnostico do EAM que
ocorreu ao longo dos ultimos anos, nos quais se preconizou o papel da troponina |, esta
proteina tem sido alvo de varios estudos com o intuito de compreender melhor a sua
estrutura e fisiopatologia, existindo ja alguma evidéncia de que determinadas alteragoes
estruturais da sua isoforma influenciam a regulagao cardiaca [5,6,14,15].

A medicao das concentragdes de troponina | no sangue constitui um elemento-chave
na avaliagao de pacientes com suspeita de SCA, contribuindo para o despiste atempado de um
possivel EAM. Uma medigao rigorosa das concentragoes de cTnl no sangue ap6s isquemia/dor
no peito pode permitir que os profissionais de saude antecipem a ocorréncia de um EAM
[9,10]. No entanto, o termo lesao do miocardio nao é sinébnimo de EAM, sendo que um
aumento da concentragao plasmatica de cTn deve sempre ser interpretada no contexto clinico
especifico de cada paciente [9]. Importa também ressaltar que as troponinas cardiacas (cTn)
estao entre os biomarcadores cardiacos mais utilizados, sendo que a cTnl, uma proteina
encontrada apenas no miocardio, é considerada pela a Sociedade Europeia de Cardiologia
(ESC) como o biomarcador cardiaco “gold-standard”, sendo recomendado o seu uso para

descartar/excluir enfarte agudo do miocardio (EAM) [8,9,10,13,16].

2.2. Libertacdo da troponina

Tal como ilustrado na Figura 2, a troponina é um complexo de trés polipeptideos:
troponina C (TnC), troponina | (Tnl) e troponina T (TnT), localizado no filamento fino de

todas as células musculares estriadas, incluindo as do musculo cardiaco. Este complexo
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controla a interagao do calcio entre os filamentos de actina e miosina, sendo responsavel pelo
ciclo dinamico de contragao e relaxamento do musculo cardiaco. Enquanto a troponina C é
idéntica tanto no musculo esquelético como no cardiaco, as troponinas | e T apresentam
isoformas no miocardio diferentes das que existem no musculo esquelético [3,9,17]. Desta
forma, estas ultimas beneficiam de propriedades Unicas que as tornam bons marcadores para
a lesao do musculo cardiaco, sendo, por isso, consideradas troponinas cardioespecificas [8,
9,17].

As trés troponinas (C, | e T) estio complexadas e sao libertadas apos lesao do
miocardio, por meio de uma desintegragao desorganizada de células danificadas que libertam
substancias que desencadeiam inflamagao (lesao irreversivel das células do miocardio), ou
apo6s isquemia, como € o caso da angina instavel ou outro tipo de lesao (lesao reversivel das
células do miocardio) [9,18].

A libertagao pode ocorrer sob a forma de complexos c¢Tn ternarios (cTnC-cTnl-cTnT),
através de formas processadas do tipo complexo binario (cTnC-cTnl ou cTnl-cTnT), ou sob
a formas livres cTnT e cTnl. Na circulagao sanguinea, fragao de cTnl na forma livre é bastante
reduzida, sendo que a forma predominante (95%) é o complexo binario ¢cTnC-cTnl. Desta

forma, este complexo torna-se fulcral nos ensaios para medida da cTnl libertada [9,18].

Filamento de Actina

Tropomiosina Complexo Troponina Nelina

l [ I NS -l e i
» » —

Figura 2. Representacao do complexo troponina. Imagem Adaptada da referéncia [9].

2.3. Detecdo

Apesar dos avangos em varias areas cientificas, como sejam a biotecnologia, bioanalise,
entre outras, a detegao de cTnl com elevada precisao e exatidao € ainda bastante desafiador.
A gama de elementos de bioreconhecimento de cTnl disponiveis para comercializagao
encontra-se ainda em expansao, e apesar das bases cientificas estejam bem estabelecidas, bio-
receptores diferentes apresentam vantagens e desvantagens que podem torna-los mais ou
menos adequados para aplicagoes especificas. No entanto, quando consideramos um elemento

de bioreconhecimento temos de ter em conta algumas limitagoes (ver secgao 4.1) que lhes
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sao frequentemente atribuidas, e esta preocupagao é especialmente relevante no caso da
quantificagao da cTnl [8].

A Sociedade Europeia de Cardiologia (ESC) estabeleceu que o elemento de
bioreconhecimento deve ter como alvo epitopos na regiao estavel da sequéncia de
aminoacidos entre 30 e |10, pois apds a liberagao no sistema circulatério, o complexo da
troponina sofre modificagoes. Como referido anteriormente, a cTnl pode circular na sua
forma livre nao complexada, ou pode estar presente num complexo binario (com maior
frequéncia) ou ternario. Para além disso, a cTnl tem um tempo de meia-vida que pode variar
significativamente, dependendo do tipo particular de enfarte ou da condigao médica cardiaca
presente, podendo, em certos casos, ser detetavel por um periodo superior a 12 horas [8].

Uma vez libertadas, as formas de cTn podem sofrer modificagoes pds-traducionais que
interferem na sua medigao. Isto é particularmente relevante no caso de ensaios de cTnl. A
cTnl contém residuos de serina que podem ser fosforilados intracelularmente e, portanto,
grande parte da cTnl libertada na circulagao aparece sob a forma fosforilada. A fosforilagao
altera a conformagao da cTnl e modifica sua interagao com as outras troponinas [3,13,18].
Para além disto, na corrente sanguinea, as moléculas de cTnl existem em formas reduzidas,
oxidadas ou parcialmente degradadas por proteases. A cTnT também pode sofrer protedlise
ou fosforilagdo, embora em menor extensao que a cTnl [2]]. Estas modificagoes pos-
traducionais podem alterar em diferentes graus a interagao da cTnl e cTnT com os anticorpos
(ABs) utilizados em imunoensaios [9,13,18].

Existem outros fatores que podem também ter impacto na exatidao dos ensaios de
cTn. Um deles é a presenca de autoanticorpos. Efetivamente, varios estudos tém demonstrado
que os autoanticorpos produzidos pelo proprio organismo para a cTnl surgem em alguns
doentes apos um episodio de enfarte do miocardio, o que pode influenciar os resultados
obtidos nas medigoes da concentragao de cTn. Outro fator tem que ver com a variagao do
tempo de meia-vida da cTnl em fungao do tipo particular de enfarte ou da condigao cardiaca
do doente [8,19]. Estes autoanticorpos que reagem com a cTnl sao heterogéneos, podendo
ligar-se a qualquer regiao da sequéncia de aminoacidos, potencialmente inibindo, mais uma
vez, a captacao efetiva do antigeno [23]. Para além destes fatores, a presenca de anticorpos
heterofilos e artrite reumatoide podem também conduzir a erros na determinagao da
concentragao de cTnl, produzindo falsos positivos ou falsos negativos [8].

Assim, a combinagao de interferéncias e variagoes que afetam a medigao da cTnl
complicam o desenvolvimento de técnicas consistentes para detetar com precisao a cTnl e

criam disparidade entre medigoes da mesma abordagem [8].
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3. Point-of-care no diagnodstico precoce da lesao cardiaca

3.1. Relevancia das plataformas point-of-care

Uma area de investigagao emergente consiste no desenvolvimento de dispositivos que
permitam realizar testes de analises clinicas de forma rapida e descentralizada. Estes sao, por
norma, desenvolvidos para realizagao de testes in vitro no ponto de atendimento ao paciente
(POC, abreviado do inglés point-of-care) [24]. O teste point-of care (POCT) é realizado na
presenga do paciente, tem um tempo de resposta muito menor quando comparado com os
testes laboratoriais centralizados ,Figura 3 [8, 23], e a quantidade de amostra necessaria €
pequena. O interesse pelo POCT tem aumentado consideravelmente nos ultimos anos, sendo
que tém sido desenvolvidos esforcos no sentido de desenvolver ensaios de cTn que
demonstrem ser rigorosos sob o ponto de vista analitico e simultaneamente com tempo de

analise curto [3,8,22].
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Figura 3. Comparagao entre um teste rapido descentralizado (POCT) e teste centralizado
no que respeita ao tempo de resposta [8].

POCT representa um teste no qual o resultado contribuirda para uma decisao
estratégica, levando a uma melhor monitorizagao do paciente e um melhor resultado para a
sua satide. E uma abordagem ideal para implementar na triagem médica com potencial para
aliviar consideravelmente os tempos de espera do departamento de urgéncia. O POCT pode
ser realizado em praticamente qualquer ambiente, encontrando-se disponivel no mercado uma
variedade cada vez maior de dispositivos, que vao desde os mais simples (portateis) que usam
tiras de teste, até instrumentos de bancada com maior grau de complexidade [8]. O POCT
apresenta também vantagens sob o ponto de vista econémico, dado que a sua implementagao
conduz a uma redugao nos custos gerais das instalagoes hospitalares e laboratoriais [8,22]. Os

avancos nestas metodologias tém-se revelado cruciais no que diz respeito a forma como as
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DCV sao diagnosticadas, visto que podem ser incorporados uma ampla gama de marcadores
bioquimicos, entre os quais a troponina I.

A utilizagao de um dispositivo POCT deve ser o mais simples possivel, privilegiando a
automagao aquando a introdugao da amostra no dispositivo POC. Isto reduz a necessidade de
intervencao de pessoal qualificado, o que facilita a implementagao desta tecnologia num
sentido mais amplo nos servicos de saude, particularmente na medicina geral ou em
departamentos de urgéncia [8].

Importa ainda referir que, para otimizar a eficacia do diagnostico de uma plataforma

POC, a introdugao da detegao de multiplos marcadores é de interesse primordial [8,55].

3.2. Caracteristicas dos dispositivos POCT para medicao da troponina

cardiaca |

Existem dois tipos principais de dispositivos POC para a medicao da troponina
cardiaca: sistemas de bancada e dispositivos portateis. No entanto, nao ha padronizagao na
medicao da troponina cardiaca | nas varias tecnologias de ensaio disponiveis [3]. Além disso,
ha uma variagao consideravel entre os dispositivos de acordo com a quantidade e o tipo de
amostra bioldgica (sangue, plasma ou soro) usada para a medigao. Alguns sistemas medem
varios biomarcadores simultaneamente (por exemplo, troponina cardiaca I, CK-MB e
mioglobina). Em geral, os tempos de teste sao da ordem de 10 a |5 minutos, embora o tempo
total dependa do nimero de biomarcadores que sio medidos nos varios sistemas. Neste
sentido, estao a surgir novas tecnologias para a medi¢ao de troponina cardiaca no ponto de
atendimento com o potencial de reduzir o tempo do teste para cerca de 5 minutos, mas que
ainda estao em fase de investigacao [29].

Os POCT devem fornecer medidas quantitativas da troponina | cardiaca para apoiar
ou descartar o diagnostico de EAM e, como tal, a sensibilidade do sistema do teste nao deve
ser significativamente diferente da fornecida pelas analises feitas no laboratério central. A
precisio da medida na concentragao do percentil 99 é tido como um fator muito relevante
nas atuais recomendagoes relacionadas a medigao da troponina cardiaca. Como ja fizemos
referéncia, é desejavel o CV seja menor ou igual a 10% no limite do percentil 99, sendo que
o uso de ensaios de troponina | com imprecisao superior a 20% nao sao recomendados [3,9
,10,12]. Uma maior precisao na andlise aumenta a capacidade de determinar pequenas
diferengas nas concentragoes de cTnl. No entanto, alguns dispositivos que sao comercializados

nao atendem a este critério. Um CV igual a 20% no valor do percentil 99 é ainda considerado
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clinicamente aceitavel [3,24,25]. E importante ter em mente que o valor do 99 percentil ir
variar para cada dispositivo, devido a falta de ensaios de normalizacao e variancias na
sensibilidade analitica [3].

O limite de detecao (LOD) do ensaio ou a sua sensibilidade analitica é determinada
pelos anticorpos utilizados e pela sua afinidade para um determinado epitopo. Importa referir
que um LOD mais baixo permite uma medida quantitativa de cTn mais informativa e
importante para futura estratificagcao de risco [3].

Os dispositivos POC devem implementar medidas para reduzir o efeito de
interferéncia de anticorpos heterofilicos, o que pode levar a erros nas medigoes [3,26].
Amostras hemolisadas, dislipidémias, ou ictéricas podem também interferir nos ensaios. Como
tal, os fabricantes devem fornecer uma lista de produtos farmacéuticos e de outras substancias
relacionadas com as informagoes relativas a possibilidade de interferéncia. A heparina e EDTA
sao os Unicos anticoagulantes atualmente aceites por dispositivos POCT [3].

Para contrariar as limitagoes acima referidas, estio a ser alvos de investigagao e
aprimoramento ensaios de troponina de elevada sensibilidade (hs-cTn) para que seja possivel
identificar baixas concentragoes de cTn, que poderao indicar a existéncia de pequenas lesoes
no miocardio [9]. Esta investigacao tem sido impulsionada pelas sensibilidades superiores que
podem ser alcangadas por estes ensaios e pela possibilidade de redugao do impacto negativo
do periodo indetetavel da troponina (periodo cego). O “periodo cego da troponina” é
tradicionalmente conhecido como o periodo inicial durante o qual os niveis de troponina nao
sao detetaveis usando os testes cTn padrao, embora os sintomas de EAM possam estar
presentes [8].

A capacidade de ensaios hs-cTn para detetar concentragoes mensuraveis de cTh em
pelo menos 50% de pessoas saudaveis, em conjunto com a sua melhor precisao (expressa
como o CV de 10% ao percentil 99), associado a um maior reconhecimento de variagao de
valores, tem conduzido a uma melhor estratificagdo do risco de paciente com suspeita de
EAM. Estes novos niveis de desempenho tém facilitado o diagnostico, tornando-o mais rapido
e preciso para as DCV. No entanto, estes ensaios ainda estao para ser replicados nas

plataformas POC [12,8].
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3.3. Exemplos de testes POC existentes para detecdo da troponina |

Nesta sec¢ao, vamos abordar alguns dos ensaios POCT ja existentes para a detegao

da troponina |, focando-nos nos seus principios de funcionamento, nas interferéncias a que

estao sujeitos, nos parametros analiticos mais importantes e na viabilidade de utilizagao em

contexto de urgéncia hospitalar. Para complementar a discussao que se segue, € apresentado

na Tabela | um resumo das caracteristicas de alguns dos dispositivos POC de bancada

comercialmente disponiveis.

Tabela I. Resumo das caracteristicas analiticas dos dispositivos POC de bancada usados para a detegao de cTnl.

Adaptado de [3]

Fabricante Radiometer Abbot LSI Medience
Corporation
N i-STAT cardi i
Nome do AQT90 FLEX cTnl -STAT cardiac troponin PATHFAST
dispositivo I
Tempo de 10-20 12 17
analise, min
LOD, pg/L 0,0095 0,02 0,019
URL do percentil 0,023 0,08 0,029
99, ug/L
Coeficiente de
10% a 0,039 pg/L 10% a 0,1 L 1% a 0,029 pg/L
varlacio 0% a 0,039 pg/ 0% 20,10 pg/ 5.1% 2 0,029 ug/

Substancias

Sem interferéncias

HAMA; hemolise
excessiva; hematocrito >

HAMA, bilirrubina, TG, Hb, e

Sangue total ou plasma

Sangue total ou plasma

Interferentes documentadas 65% fator AR
Anticoagulantes: Anticoagulantes: Anticoagulantes: Li-heparina,
Tipo de amostra Li-heparina, EDTA Heparina Na-heparina, EDTA

Sangue total ou plasma

Volume

2mL

17 uL

100 pL

Preparacdo da
amostra

tubo de
colheita diretamente no

Colocar o

instrumento

Pipetar a amostra para o
dispositivo de teste e
inserir

Pipetar a amostra para o pogo |
do cartucho e inserir

3.3.1 Radiometer- “AQT90 FLEX”

O AQT90 FLEX da Radiometer é um ensaio que

testa uma variedade de

biomarcadores cardiacos, incluindo cTnl, cTnT, CK-MB, dimero D e mioglobina. Estes testes

podem ser realizados na mesma amostra. O tempo de analise deste dispositivo varia entre |10

a 20 minutos ap6s a adigao da amostra, dependendo do analito, sendo que a determinagao da

cTnl demora cerca de 12 minutos [3]. As amostras podem ser de sangue total ou plasma
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tratado com EDTA ou heparina, sendo que para iniciar o ensaio é necessario colocar
diretamente na entrada do dispositivo um quantidade minima de 2 mL da amostra [3].

Este ensaio utiliza anticorpos monoclonais biotinilados para a captura da cTnl, que sao
pré-imobilizados numa superficie revestida com estreptavidina do vaso de ensaio. Utiliza ainda
os anticorpos marcadores com eurépio, adicionados sobre uma camada de separagao. Quando
a amostra € colocada no vaso de ensaio e incubada, os anticorpos de captura e os marcados
ligam-se a diferentes epitopos da cTh na amostra, formando um complexo do tipo sanduiche.
O copo de ensaio € lavado e seco, e o sinal emitido pelo AB marcado com eurépio é medido
por fluorometria. O sinal medido é diretamente proporcional a quantidade de cTnl presente
na amostra, sendo que a concentragao do analito é calculada diretamente por uma curva de
calibragao previamente estabelecida para o dispositivo [3].

Este ensaio é considerado especifico e nao sao reportadas interferéncia no caso de
amostras hemolisadas, dislipidémias ou ictericia. Produtos farmacéuticos e substancias
interferentes foram testadas numa concentragao cinco vezes superior a da linha terapéutica e
constatou-se uma interferéncia £20% no ensaio cTnl. Nao foram detetadas interferéncias de
anticorpos heterofilos no ensaio [3].

O ensaio AQT90 FLEX cTnl tem um LoD de 0,0095 pg/L. O URL do percentil 99 é de
0,023 pg/L, e a concentragao que fornece um CV de 10% foi de 0,039 pg/L. A precisao total
para uma concentracao de 0,024 pg/L, logo acima do URL do percentil 99, é de 17,7%, que
fica abaixo de 20%. Assim, este teste é considerado clinicamente aceitavel [3]. Uma limitagao
importante deste teste reside no volume relativamente elevado de amostra que é necessario

usar, que é de aproximadamente de 2 mL [3].

3.3.2 Abbott - “i-STAT”

O teste de cTnl i-STAT é um teste de diagnostico in vitro utilizado para medigao
quantitativa de cTnl, usando um ensaio de imunoabsorgao enzimatica (ELISA), no sangue total
ou plasma heparinizado [3]. O tempo de ensaio é de 7 minutos, sendo necessario um minimo
de |7 pL de amostra. Quando a amostra ¢ injetada na entrada do cartucho de teste i-STAT,
este é colocado em contato com um sensor eletroquimico, onde estio depositados os
anticorpos de detegao marcados com enzimas (fosfatase alcalina). Os anticorpos dissolvem-se
na amostra e ligam-se a cTnl formando complexos AB-cTnl. O excesso de amostra e reagente
é lavado com um fluido contendo um substrato para a fosfatase alcalina. A enzima cliva o

substrato, originando um produto que é quantificado eletroquimicamente [3].
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Anticorpos humanos anti-murino (HAMA) ou anticorpos heterdfilos podem interferir
no ensaio. Embora o dispositivo contenha reagentes destinados a minimizar este efeito, podem
ocorrer resultados inconsistentes. As amostras visivelmente hemolisadas também devem ser
evitadas, pois a hemolise em excesso pode interferir na atividade da fosfatase alcalina.
Relativamente a farmacos ou proteinas associadas a cTnl, nao foram observadas quaisquer
interferéncias [3].

Este ensaio tem um LOD de 0,02 pg/L, e o URL do percentil 99 ocorre a 0,08 pg/L.
Um CV de 10% é alcangada a uma concentragao de cTnl igual 2 0,10 pg/L, e um CV de 20% é
atingido para uma concentragao de 0,07 pg/L [3]. Desta forma, embora o i-STAT nao
demonstre precisao ideal (CV <10%) no URL do percentil 99, a precisao do dispositivo é
satisfatéria com CV <20% a 0,08 pg/L. Importa ainda realgar que a portabilidade deste
dispositivo e o tempo de anadlise tornam-no uma mais-valia para uso em ambientes de cuidados

intensivos [3].

3.3.3 LSI Medience Corporation- “PATHFAST”

O PATHFAST cTnl utiliza um imunoensaio enzimatico de quimiluminescéncia (CLEIA)
e MAGTRATION® como tecnologia para medir a concentragiao de cTnl. A amostra pode
conter como anticoagulante Li-heparina, Na-heparina, EDTA-K2 ou pode ser executada a
colheita de sangue total ou plasma [3]. Quando é usada a amostra de sangue total esta deve
ser misturada com cuidado no tubo de colheita. Para iniciar o teste, o reagente é colocado no
cartucho do PATHFAST. O cartucho é entao carregado e a amostra € misturada com
anticorpos monoclonais anti-cTnl marcados com fosfatase alcalina e anticorpos monoclonais
anti-cTnl revestidos com particulas magnéticas. Desta forma, os dois ABs sao solubilizados na
amostra ligando-se a diferentes epitopos da cTnl formando um imunocomplexo tipo
sanduiche. Seguidamente, um iman é utilizado de forma a remover os complexos da mistura,
permanecendo nesta apenas os que estio marcados com fosfatase alcalina. Finalmente, é
adicionado a mistura um substrato quimiluminescente que, apés um curto periodo de
incubagao, reage com a enzima. A intensidade da luminescéncia gerada pelo produto desta
reacao é medida e a concentragao de cTnl é calculada utilizando uma curva de calibragao do
dispositivo. O tempo de analise da amostra é de |7minutos [3].

Relativamente as interferéncias por ABs heterofilos, embora tenham sido tomadas
precaugoes de forma a minimizar estes riscos, a eliminagao completa das mesmas nao é
garantida. Tém sido reportadas ainda algumas interferéncias com amostras contendo

bilirrubina livre e conjugada (60 mg/mL), triglicerideos (1000 mg/glL), hemoglobina (1000
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mg/dL) e fator da artrite reumatoide (500 Ul/mL). Nao foram encontradas quaisquer
interferéncias significativas a nivel de produtos farmacéuticos e, uma vez que, este ensaio
permite a utilizagao de anticoagulantes (tipo Li-heparina, Na-heparina, ou EDTA-K2) foram
testadas amostra dos mesmos para averiguar a interferéncia destes compostos, que se
mostrou insignificante [3].

O limite de quantificacao (LOQ) para o PATHFAST é de 0,019 pg/L, e o URL do
percentil 99 é de 0,029 pg/L. O PATHFAST ultrapassa um CV de <10% no URL, alcan¢ando
um CV de 5,1% a 0,029 mg/L. Desta forma, este dispositivo POC ¢ o dispositivo que possui

maior precisao total [3].

4. Integracao dos biossensores nas plataformas POC

4.1. Tipos de biossensores usados na detecdo de troponina |

Para além dos dispositivos de bancada acima referidos, existe uma outra categoria de
dispositivos POCT de menor dimensao e instrumentalmente menos complexos e
dispendiosos, baseados no uso de biossensores. Por definigao, um biossensor é um dispositivo
que deteta analitos, através da combinagao de um componente bioldgico com um detetor
fisico-quimico [29].Os biossensores sao constituidos por dois componentes principais: um
elemento de reconhecimento e um transdutor, sendo que alguns autores consideram o
sistema de processamento de sinal como terceiro componente principal. O elemento de
reconhecimento que se liga ao analitico, permitindo o seu isolamento e, assim, facilitando a
sua determinagao. Existe uma ampla gama de elementos de reconhecimento comumente
usados para interagirem com os analitos-alvo, como sejam anticorpos, aptameros, polimeros
de reconhecimento molecular, acidos nucleicos, entre outros [30]. O transdutor tem como
funcao transformar o sinal resultante da interagao do analito com o elemento bioldgico
(transferéncia de eletroes, variagao de pH, variagao massa, transferéncia calor, etc. ) num sinal
elétrico mensuravel [8-30].

Os imunossensores sao um tipo de biossensores baseados numa reagao imunolégica
em que o antigeno ou anticorpo é imobilizado na superficie do transdutor. Varios tipos de
anticorpos podem ser usados (policlonal, monoclonal e recombinante), os quais, por terem
caracteristicas diferentes, seguem também diferentes abordagens de produgao. Os Afs
policlonais sao gerados através da imunizagao do hospedeiro por um antigeno especifico
(biomarcadores direcionados, como cTnl), resultando numa resposta imune que produz um

anti-soro policlonal contendo anticorpos contra o antigeno imunizado, mas também outros
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anticorpos presentes no soro do hospedeiro. Estes ABs serao produzidos contra varios
epitopos do antigeno, ao contrario dos ABs monoclonais, que sao produzidos contra um Unico
epitopo e sao derivadas de uma célula B especifica [8,28].

Os anticorpos recombinantes sao produzidos através da exploragao de técnicas
genéticas para gerar uma variedade de construgoes de anticorpos, como o Fab (fragmento de
ligagao do antigeno) e o scFv (fragmento variavel de cadeia simples). Estas técnicas oferecem
vantagens consideraveis, como sejam o menor tamanho do A, permitindo que uma maior
densidade de APs seja imobilizada. [8,29]. O uso de ABs recombinante em ensaios de cTnl
ainda se encontra numa fase embrionaria, sendo a maioria dos imunoensaios realizados com
uso de ABs monoclonais. No entanto, num estudo recente, foram usados ABs recombinantes
para detecao de cTnl num imunoensaio baseado em luminescéncia, tendo sido possivel detetar
cTnl em concentragdes na ordem dos ng/L [8,28].

Existem também estudos publicados na literatura sobre a utilizagdo de elementos
bioreconhecimento alternativos aos ABs no desenvolvimento de biossensores de cTnl, como
sejam aptameros [8]. Tratam-se de oligonucleotideos de cadeia simples com a capacidade de
se ligarem seletivamente a moléculas-alvo, que possuem caracteristicas semelhantes as dos
ABs. Estes elementos de bioreconhecimento apresentam algumas vantagens como sejam
estabilidade térmica, facilidade de modificagao e producao de baixo custo. Recentemente,
foram usados aptimeros e APs no desenvolvimento de  biossensores
eletroquimioluminescentes, isto é, baseados na medigao da emissao de luz resultante da
aplicagao de corrente elétrica [8]. Os aptameros foram usados para captar o cTnl, com os
ABs biotinilados conjugados com estreptavidina marcada com complexos de ruténio. Com
esta metodologia obteve-se um LOD de 0,79 ng/L e um intervalo de detegao linear de | a 10
ng/L [8,33].

Outro tipo de elementos de bioreconhecimento sao polimeros impressos
molecularmente (MIPs), que possuem varias impressoes do analito-alvo usadas para ligagao
em toda a sua estrutura. Por vezes, tém a vantagem de apresentar maior estabilidade térmica
que os APBs, bem como periodos de armazenamento superiores. Para além disso, podem ser
usados repetidamente e produzidos de forma mais barata. Existem na literatura alguns estudos
sobre o desenvolvimento de um sensor eletroquimico, usando MIPs para capturar cTnl
[8,34,35]. Com base nestes trabalhos de investigacao, produziu-se um sensor eletroquimico
cTnl baseado em MIP altamente sensivel, capaz de detetar cTnl a niveis tao baixos quanto 0,8

ng/L [8].
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Um outro aspeto bastante importante no desenvolvimento de biossensores é a
estratégia de imobilizagao, a qual deve ser adequada para que a capacidade de detecao nao
figue comprometida. Em relagao ao POCT, as estratégias de imobilizagio de APs afetam o
armazenamento do biossensor e a sua estabilidade operacional, tendo impacto na vida util do
cartucho do POC [33,36]. As estratégias de imobilizagcao englobam os meios de fixar de forma
eficaz e segura o elemento de bioreconhecimento a uma superficie de forma a maximizar a
area da superficie e posicionar o bioreceptor de forma correta. Idealmente, o AB deve ser
posicionado na vertical para maximizar a capacidade de ligagao ao antigeno; no entanto, até
ao momento, nenhuma estratégia conhecida permite garantir uma disposi¢ao consistente de
AB. Apesar disto, existem algumas abordagens que sao capazes de fornecer Afs altamente
orientados por meio de estratégias especializadas de orientagao especificas do local. A
adsorgao fisica é frequentemente usada e depende de atragoes fracas, como forgas de van der
Waals, interagoes hidrofdbicas e ligagao de hidrogénio para obter imobilizagao de anticorpos

[8,36,37].

4.2. Incorporacdao de nanomateriais

Os nanomateriais estao a emergir rapidamente como componentes-chave na
construgao de plataformas de biossensores, podendo ser usados para melhorar a sensibilidade
e contribuir significativamente para a miniaturizagao de sensores, visto que estes sao classes
de materiais diferenciados pelo seu tamanho, que, geralmente varia de | a 100 nm. A adogao
cada vez mais frequente de nanomateriais &€ evidente em varios biossensores desenvolvidos
recentemente para a determinagao da cTnl, com a utilizagdo de uma ampla gama de
nanomateriais [8,35]. Entre estes destacam-se os nanotubos de carbono, constituidos por uma
Unica camada (nanotubos de carbono de parede tnica [SWCNT]) ou por multiplas camadas
(nanotubos de carbono de parede multipla [MWCNT]); nanoparticulas metalicas sintetizados
a partir de ouro e prata; "sistemas poliméricos altamente ramificados" conhecidos como
dendrimeros com tamanho inferior a 10 nm; e pontos quanticos, que sao nanocristais
baseados em semicondutores que exibem propriedades Spticas desejaveis em sistemas de
detecao de fluorescéncia, entre outros [8,40,41].

Atualmente, existem varias técnicas de utilizacio de nanomateriais no desenvolvimento
de biossensores, as quais estio representadas na Figura 4. Uma das técnicas estudadas
consiste na utilizagdo de nanotubos de carbono de parede multipla (MWCNTs) carboxilados,
que funcionam como suporte para criacdo de nanofibras por eletrofiacao, deposicao das

nanofibras diretamente na superficie do elétrodo de carbono vitreo (GCE), o que facilita a
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imobilizagao da captura de As. A eletrofiagao é uma técnica comum de fabrico amplamente
utilizada na construcao de biossensores baseados em nanofibras. Esta técnica é capaz de
detetar cTnl em concentragoes tao baixas quanto 4,4 ng/L [8, 41].

As nanoparticulas mais amplamente usadas no design de biossensores sao as
nanoparticulas de ouro, que exibem propriedades sensoriais ideais, ajudando a aumentar o
desempenho do biossensor, conferindo-lhe elevada estabilidade, excelente condutividade
elétrica e excelentes propriedades optoelectrénicas. AuNPs (nanoparticulas de ouro) e
pontos quanticos sao usados como nanoparticulas plasmonicas e nanocristais semicondutores

excitonicos, respetivamente, num sistema de detecao de fluorescéncia aprimorado por metal

[8 ,43, 44].
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Figura 4. Uso de nanomateriais no desenvolvimento de biossensores de cTnl : (a) Produgdo de elétrodos
usando nanofibras com nanotubos de carbono e a estratégia de conjugagao de bioreceptores; (b) Processo de
produgao de uma camada de nanofibra através de eletrofiagao; (c) nanoparticulas para intensificagao de sinal
num ensaio de fluxo lateral; (d) Mecanismo de detegao de aptasensor de luminescéncia mostrando a redugao
na distancia entre AuNP e QD, intensificando o sinal de fluorescéncia). Retirado de [8].

Outra classe de nanomateriais sao os dendrimeros, que sao estruturas radialmente
simétricas tipo arvore que consistem numa molécula central ou nicleo de polimero linear,
exibindo propriedades interessantes em relagao a otimizagao da conjugacao AB. O tipo de

dendrimero mais amplamente utilizado é o dendrimero de poliamidoamina, que normalmente
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esta disponivel com um nucleo de alquil-diamina e ramificagoes de aminas terciarias, embora
os fornecedores oferecam uma variedade de grupos funcionais nas ramificagoes para uma
variedade de requisitos de imobilizagao de AB. Essas nanoestruturas contribuem muito para
atingir um limite de detegao de cTnl na ordem de picogramas [49,50].

Assim, torna-se evidente que um dos maiores objetivos associado as plataformas POC
concentra-se em sintetizar nanomateriais e gerar efetivamente uma superficie estavel para

imobilizagao de AP. [8,47,48].

4.3. Avaliando as técnicas de detecao de cTnl

Nesta secgao, iremos avaliar a composigao e caracteristicas das técnicas de detegao de
cTnl de forma a poder ajudar a identificar tendéncias relacionadas com as abordagens mais
comuns adotadas e a adequagao inerente a integragao dessas técnicas no POC.

Com se pode verificar da analise da Figura 5, os métodos de detegao eletroquimica
sao os mais frequentemente usados em ensaios de cTnl usando biossensores. Isso geralmente
envolve o uso de GCEs (carbono vitreo) ou elétrodos serigrafados (SPEs) e a implementagao
de uma técnica eletroquimica, como voltametria ciclica (CV) ou voltametria de pulso
diferencial (DPV). A detecao eletroquimica é uma opgao bastante viavel para o POCT, pois é
facilmente miniaturizada e geralmente requer instrumentagao menos dispendiosa do que
outras abordagens [46].

Relativamente a gama de LOD, a maioria das técnicas de detegao em estudo
demonstrou ser capaz de detetar cTnl abaixo de 100 ng/L, sendo que o maior subconjunto
deteta concentragoes de cTnl entre 10 el00 ng/L (Figura 6), demonstrando sensibilidades

comparaveis aos ensaios comerciais de troponina de primeira geragao [8].

42



m Eletroquimico (n=30) m Ortico (n=5) m Calorimetria (n=2)

H FET(n=10) B Luminescéncia(n=25) m Outros

Figura 5. Técnicas de detegao de cTnl utilizados desde 2015. Cada técnica foi classificada adequadamente com
base no mecanismo de detegdo de ensaio e biossensor utilizado. Retirado de [8].
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5.Conclusao

As medigoes de troponina cardiaca (cTn) desempenham um papel importante no
diagnostico de SCA, por aumentarem a especificidade cardiaca em comparagao com
biomarcadores anteriores, como sejam a CK, CK-MB e mioglobina. No entanto, uma
percentagem significativa de testes convencionais de cTnh nao cumpre os objetivos de
sensibilidade e precisao analiticas exigidos pelas diretrizes internacionais por forma a serem
usados com seguranga no diagndstico de EAM. Isso tem levado ao desenvolvimento dos
ensaios de cTnl de elevada sensibilidade. Com estes ensaios, € possivel identificar pequenas
quantidades de cTn na corrente sanguinea, permitindo assim identificar precocemente um
EAM. Aumentar a sensibilidade dos ensaios cTnl oferece beneficios adicionais, na medida em
que permite uma implementagao mais rapida de um plano de monitorizagao clinica adequado,
levando a um melhor resultado para a salide do doente. No entanto, a detegao rigorosa de
cTnl nao é uma tarefa facil atendendo a variagao nas formas do complexo de c¢Tn na corrente
sanguinea, a flutuagao da concentragao de cTn entre diferentes grupos etarios e de género e
as complicagoes adicionais decorrentes de muitos fatores que interferem na ligagdo com o
elemento de bioreconhecimento. Estas condicionantes podem levar a alteragoes nas medigoes
de concentragao de cTn, gerando falsos positivos e potencialmente falsos negativos.

A implementagato do POCT no diagnostico cardiovascular tem contribuido
significativamente para aliviar a pressio nos departamentos de emergéncia e permitir a
distribuicao generalizada de diagnodsticos cardiacos portateis, com impacto economico
positivo.

Nos testes POCT que utilizam biossensores, a selegao criteriosa de elementos de
bioreconhecimento possivel, bem como de estratégias de imobilizagao e técnicas de detegao
adequadas, tém uma grande influéncia no desempenho analitico. Para além disso, a introdugao
de nanomateriais tem revelado desempenhar um papel importante no desenvolvimento de
dispositivos cada vez mais portateis, e simultaneamente mais sensiveis. Contudo, a otimizagao
de todos estes fatores deixa ainda muito espago para melhorias nos dispositivos POCT

aplicados a medicao de troponina.
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