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RESUMO

VERIFICAGAO DO INTERVALO DE REFERENCIA DA CREATINA QUINASE (CK) EM
PACIENTES SAUDAVEIS DE UM LABORATORIO DA GRANDE FLORIANOPOLIS

O intervalo de referéncia (IR) € um componente padrdo que relata um resultado de
laboratoério de analises clinicas e é importante para transformar um valor numérico em
informagéo clinicamente significativa. Os IR servem como base de testes de laboratério e
ajudam o médico a diferenciar entre o paciente saudavel e doente. Para definir um IR, o
pesquisador/laboratério deve realizar ampla revisdo da literatura nacional e internacional
perante cada parametro a ser avaliado. A seguir é necessario definir se o laboratdrio ira criar
seus proéprios valores, validar dados de bulas de reagentes ou utilizar dados disponiveis na
literatura. Além de que cada teste deve ser avaliado separadamente e que um mesmo
laboratério pode utilizar de todos os tipos de ferramentas para definir os seus IR. Os
marcadores laboratoriais sdo uma parte importante da decisao clinica na avaliagdo dos
resultados, e é realizado em relagdo aos IR fornecidos pelos laboratérios. Um marcador
laboratorial bastante utilizado é a creatina quinase (CK), que é uma enzima presente no
tecido e em células que demandam energia, como os musculos esqueléticos e cardiacos, e
€ considerado o melhor marcador para detecgdo e monitoramento de doencas do musculo
esquelético. O objetivo deste trabalho foi estabelecer um intervalo de referéncia para o
ensaio creatina quinase (CK) a partir da avaliagdo dos resultados dos pacientes saudaveis
disponivel no banco de dados de um laboratério privado da Grande Florianépolis. Para isso,
foram utilizados critérios de inclusdo e exclusdo e a CK foi analisada pelo sistema
bioquimico ADVIA® 1800. A seguir foi feito um levantamento dos dados e foram plotados no
software EP Evaluator®, e comparados com o IR dos valores fornecidos pelo fabricante
SIEMENS®. Obteve-se um total de 16.782 pacientes e apds os critérios estabelecidos
obteve-se 8.284, sendo 4.643 mulheres e 3.641 homens. Na primeira analise foi
ultrapassando o limite aceito de 10% para ambos os sexos e foi proposto um novo IR, sendo
28 a 276 U/L de 95% para mulheres e 36 a 502 U/L de 95% para homens. Infere-se,
portanto, que os IR da CK analisados da populacdo da Grande Floriandpolis demonstraram
ter uma tendéncia aumentada comparada com a bula fornecida pelo fabricante, podendo
resultar em interpretagdes clinicas nao fidedignas. Dessa forma, novas analises devem ser
realizadas no intuito de identificar possiveis vieses nos critérios de exclusdo, a fim de

confirmar este aumento nos niveis normais de CK da populagéao local.

Palavras-chave: Intervalo de referéncia. Creatina quinase. Método Indireto.



ABSTRACT

VERIFICATION OF THE CREATINE KINASE (CK) REFERENCE RANGE IN HEALTHY
PATIENTS OF A GREAT FLORIANOPOLIS LABORATORY

The reference range (IR) is a standard component that reports a clinical analysis laboratory
result and is important for turning a numerical value into clinically meaningful information. IRs
serve as the basis for laboratory testing and help the doctor differentiate between the healthy
and sick patient. To define an IR, the researcher / laboratory must perform a comprehensive
review of national and international literature against each parameter to be evaluated. Next
you need to define whether the laboratory will create its own values, validate reagent
package data, or use data available in the literature. In addition, each test must be evaluated
separately and the same laboratory can use all types of tools to define their IR. Laboratory
markers are an important part of the clinical decision in the evaluation of results, and are
performed in relation to the IR provided by the laboratories. A widely used laboratory marker
is creatine kinase (CK), which is an enzyme present in tissue and energy-demanding cells,
such as skeletal and cardiac muscles, and is considered the best marker for detecting and
monitoring skeletal muscle disease. The aim of this study was to establish a reference range
for the creatine kinase (CK) assay from the assessment of healthy patient outcomes
available in the database of a private laboratory in Greater Florianépolis. For this, inclusion
and exclusion criteria were used and CK was analyzed by the ADVIA® 1800 biochemical
system. Data were then collected and plotted in the EP Evaluator® software, and compared
with the IR of the values provided by the manufacturer SIEMENS. ®. A total of 16,782
patients were obtained and after the established criteria 8,284 were obtained, being 4,643
women and 3,641 men. In the first analysis it was exceeded the accepted limit of 10% for
both sexes and a new IR was proposed, being 28 to 276 U/L 95% for women and 36 to 502
U/L 95% for men. It is inferred, therefore, that the CK IR analyzed from the Greater
Floriandpolis population showed an increased tendency compared to the manufacturer's
package leaflet, which may result in unreliable clinical interpretations. Thus, further analyzes
should be performed to identify possible biases in the exclusion criteria in order to confirm

this increase in normal CK levels of the local population.

Keywords: Reference Range. Creatine kinase. Indirect Method.
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1. INTRODUGAO

1.1. Intervalo de referencia

O intervalo de referéncia (IR) € um componente padrao que relata o resultado de
laboratorio de analises clinicas e é importante para transformar um valor numérico em
informagéo clinicamente significativa (MILLER et al., 2016). O conceito de IR atualmente
estd bem estabelecido e € baseado na inclusao de uma percentagem fixa de uma populagao
de referéncia dentro do intervalo descrito por limites de referéncia superiores e inferiores. A
populacao de referéncia estudada € geralmente constituida por um numero estatisticamente
significativo de sujeitos livre de condi¢des pré-definidas, mas o conceito pode ser aplicado a
qualquer populagao definida (JONES et al., 2019). A interpretacao dos resultados dos testes
fornecidos por laboratdrios clinicos serve para apoiar os dados referentes as doengas, tais
como sao os produzidos em areas de bioquimica e imunologia clinica. Os IR podem ser
determinados de algumas formas e a determinacido cuidadosa da especificidade do IR por
um laboratdrio é extremamente importante (BAKAN et al., 2016).

Os IR servem como base de testes de laboratério e ajudam o médico a diferenciar
entre o paciente saudavel e doente. Os métodos padroes para determinar o IR séo definir e
obter uma populacdo saudavel de pelo menos 120 individuos e usar estimativas nao
paramétricas do IR de 95% confiabilidade. Esse método € menos preciso se o tamanho do
grupo for significativamente menor e nao permitir a exclusao de outliers. Para superar essas
limitagbes, muitos autores na literatura atual relatam IR apds o tratamento dos dados ou
usam calculos paramétricos inapropriados. Argumenta-se que o uso de remocao de valores
discrepantes, com ou sem transformacdo para a normalidade, corrige as deficiéncias do
método padrdo e elimina a necessidade de empregar métodos menos validos. Para testar
esses métodos de analise sdo necessarios grupos de teste bem definidos. Em alguns
estudos, o estado de saude determinado pelo médico é fornecido para cada sujeito,
juntamente com os analitos comumente medidos (HORN; PESCE 2003). Para interpretar o
resultado do teste de laboratério do paciente utilizando um IR, um clinico simplesmente tem
de verificar se o resultado do exame do paciente se enquadra no IR ou nido. Se o resultado
estiver dentro do IR, entdo o resultado € liberado dentro do valor de referéncia normal como
a maioria dos valores da populagao que define IR (DALYet al., 2017).

A Organizagdo Mundial de Saude (OMS), o Instituto de Padronizacao Clinica e
Laboratorial (Clinical and Laboratory Standards Institute — CLSI) e a Federacéo Internacional
de Quimica Clinica (IFCC) recomendam que cada laboratério tenha seus préprios valores de

referéncia e estime as respectivas IR de acordo com procedimentos definidos (SOLBERG,
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1987). Para definir um IR, o pesquisador/laboratério deve realizar ampla revisao da literatura
nacional e internacional perante cada parametro a ser avaliado. A seguir € necessario definir
se o laboratorio ird criar seus proprios valores, validar dados de bulas de reagentes ou
utilizar dados disponiveis na literatura. Além de que cada teste deve ser avaliado
separadamente e que um mesmo laboratério pode utilizar de todos os tipos de ferramentas
para definir seus IR. O CLSI publicou em 2010 a diretriz C28-A3 para descrever as
recomendacdes sobre IR (CLSI document, 2010). Esta diretriz intitulada “Definir,
Estabelecer e Verificar Intervalos de Referéncia no Laboratério Clinico” fornece as etapas
necessarias principalmente para a selecao de individuos de referéncia, consideracoes pré-
analiticas e analiticas e analise de valores de referéncia para um estudo de estabelecimento
do IR (Figura 1). Na diretriz C28-A3, para realizar um estudo multicentro de IR, os critérios
precisam ser descritos com os tépicos bem definidos (sele¢do antecipada de assuntos de
referéncia, definicdo clara das fases pré-analiticas, demonstragdo da rastreabilidade dos

resultados e padronizagao, e programa de controle de qualidade) (CLSI document, 2008).

REFERENCIAS INDIVIDUAIS

!

POPULAGCAO REFERENCIA
(SELECIONADOS)

!

GRUPOS DE AMOSTRAS
REFERENCIA

¥
VALORES REFERENCIAIS

¥

DISTRIBUICAO REFERENCIAL
(CALCULADOS)

¥

LIMITES DE REFERENCIA
(DEFINIR)

¥

INTERVALOS DE REFERENCIA

Figura 1 — Esquema da determinagao de intervalo de referéncia (CLSI, 2010).

Entretanto, o IR ainda é estabelecido por laboratério utilizando abordagens variaveis

nao baseadas em evidéncias: por exemplo, com base em informacao a partir da bula de
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produtos dos fabricantes, a partir da literatura ou a partir de controles saudaveis analisados
pelo préprio laboratério. Como um resultado, IR diferem de acordo com o fabricante, o
principio do método ou o método de geragado e muitas vezes sao baseadas em condi¢des
mais rigorosas de pré-analiticos, em comparagéo com as aplicadas na pratica clinica diaria,
levando a maior variagao entre laboratério em IR do que a variagao analitica nos resultados
de medicdo. Isto dificulta a utilizacdo de IR nacional em diretrizes clinicas, e impede a
adequada interpretacao dos resultados dos testes de laboratério, além de conduzir a um
tratamento incorreto e desigual dos pacientes (ELZEN et al., 2019). Porém, nos ultimos
anos, os conhecimentos adicionais a Diretriz vieram dos estudos multicéntricos do IR,
especialmente aqueles conduzidos pela IFCC. No entanto, a maioria dos laboratdrios
clinicos nao é capaz de implementar seus IR devido a dificuldade em obter um numero
suficiente de individuos de referéncia de uma populacao representativa e subpopulacées, e
os altos custos de numerosos testes a serem realizados por laboratérios individuais. Assim,
na pratica, apenas alguns laboratérios clinicos produzem seus proprios IR, enquanto a
grande maioria utiliza os IR relatados na literatura ou nas bulas informativas do fabricante.

A necessidade de rever o conceito de IR foram recentemente discutidas e tentativas
foram feitas para superar essas dificuldades por meio da produgdo multicéntrica de IR
(CERIOTTI et al., 2008 ). A determinagdo multicéntrica de IR é uma boa alternativa para a
determinagéo individual do IR do laboratério. Como a padronizacdo e rastreabilidade
comuns sao cruciais durante a produgéo de valores de referéncia, cada etapa da aplicacao
pré-analitica, analitica e estatistica segue um protocolo bem definido. Nos ultimos anos, o
Comité da IFCC sobre Intervalos de Referéncia e Limites de Decisdo (C-RIDL) foi dedicado
a determinacdo de IRs comuns ou harmonizado. Recentemente, o C-RIDL incluiu um
protocolo e procedimentos operacionais padrao (POP) abrangentes (OZARDA et al., 2013),
com indicagdes sobre a utilidade de um painel de soros para o alinhamento de resultados de
testes entre laboratérios em estudos multicéntricos (ICHIHARA et al., 2013). Os requisitos
para a conducao do estudo multicéntrico, fase a fase, podem ser resumidos como: selegao a
priori de sujeitos de referéncia (critérios de exclusao, etnia e questionario), definicao clara da
fase pré-analitica (coleta de sangue, amostragem, armazenamento e transporte), definicao
clara da fase analitica (requisitos para laboratérios centrais, controle de qualidade,
padronizagao de ensaios), procedimentos estatisticos para andlise de dados e relatérios de
resultados (validagao de dados, analise de fontes de variagéo, critérios de particionamento e
derivacao de IR) (OZARDA et al., 2013). Contudo, o uso global de POPs abrangentes e um
protocolo comum é provavelmente a maneira mais eficaz de investigar IRs aplicaveis
globalmente (BAKAN et al., 2016). Infere-se, portanto, a necessidade de incentivar os
laboratérios a obterem novos IR para cada novo analito, para um grupo de diferentes

individuos, ou para um novo método analitico com melhor sensibilidade e especificidade.



1.1.1. Intervalo de referéncia pelo método direto

A abordagem tradicional para o estabelecimento de IR tem sido chamado de
abordagem direta (CLSI document, 2010). E feita a partir da selecdo dos resultados de uma
populacao de referéncia por critérios predeterminados, que sao independentes da grandeza
mensurada de interesse. Geralmente, é da responsabilidade dos laboratérios para validar
qualquer IR derivado em outro local ou determinar o seu proprio intervalo para uso com a
populacdo e os métodos analiticos (JONES et al., 2019). A amostragem direta requer uma
série de passos estruturados que, juntos, exigem recursos significativos. Estes passos
incluem o seguinte: definicho da referéncia da populagdo; membros de
posicionamento/recrutamento de referéncia a populagdo; obtencdo do consentimento
informado; recolha de amostras, de processamento e de armazenamento; a analise da
amostra; avaliagao estatistica (incluindo exclusao outlier); e desenvolvimento de IR para o
uso rotineiro (ADELI et al., 2015).

A amostragem a priori € um método que requer critérios de exclusdo e
particionamento bem definidos antes da selecao dos individuos de referéncia. Este é um
método melhor aplicado a procedimentos laboratoriais bem estudados e estabelecidos. Com
métodos estabelecidos, uma pesquisa detalhada da literatura deve identificar fontes
conhecidas de variagao biolégica. As informacgdes da literatura sdo entdo traduzidas em uma
lista de critérios de exclusdao e particionamento apropriados para o estudo em
desenvolvimento (HICKMAN et al., 2019). Depois que esses critérios sao estabelecidos, um
questionario é tipicamente desenvolvido para usar em conjunto com uma entrevista para
excluir certas pessoas do processo de amostragem e particionar as pessoas selecionadas
em suas subclasses. Todo esse processo ocorre antes que qualquer amostra de sangue
seja coletada. O nimero de individuos de referéncia selecionados para analise deve ser um
numero adequado para ser estatisticamente valido. Em uma amostragem a posterior, 0
processo de exclusdo e particionamento também ocorrem, mas em uma ordem diferente
(apés a amostragem e o teste do analito, e ndo anteriormente). A abordagem a posterior
pode ser especialmente apropriada para procedimentos laboratoriais que sdo novos ou
pouco estudados e para os quais a literatura contém poucas informagdes (CLSI document,
2010). Como os fatores que definem uma subclasse podem nao ser conhecidos
inicialmente, o questionario para essa abordagem pode precisar ser mais completo do que

aquele projetado para o processo de amostragem a priori (CLSI document, 2010).
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1.1.2. Intervalo de referéncia pelo método indireto

A abordagem indireta, € uma abordagem alternativa além do método direto é a de executar
a analise dos resultados gerados como parte de teste de rotina e utilizar dados estatisticos
apropriados para determinar os IR. Essa abordagem tem algumas vantagens potenciais em
comparacao com métodos diretos, pois os processos sao mais rapidos, mais baratos e nao
envolvem inconveniéncia ao paciente, desconforto ou os riscos associados com a geracao
de novas informagdes de saude do paciente (ICHIHARA et al., 2010).

Os métodos indiretos também usam as mesmas técnicas de pré-analiticos e
analiticos utilizados para o paciente e pode fornecer niumeros muito grandes para avaliagao.
O IFCC C-RIDL pretende incentivar a utilizacdo de métodos indiretos para determinar e
verificar os IR, para promover a publicacdo de tais intervalos com uma explicagao clara do
processo utilizado e também para suportar o desenvolvimento de melhores técnicas
estatisticas para estudos clinicos (INAL et al., 2010).

Em técnicas indiretas de amostragem, os valores laboratoriais de um banco de
dados estabelecido para outros fins (por exemplo, um sistema padrdo de informagdes
laboratoriais) sdo usados para estimar os IR. Essas técnicas sdo usadas quando é
considerado muito dificil coletar amostras de individuos saudaveis (por exemplo, pediatria).
Embora essa abordagem seja relativamente simples e relativamente barata, é preciso tomar
precaugbes extras para nao incluir um grande numero de valores de individuos nao
saudaveis que possam estar presentes no banco de dados. As técnicas indiretas de
amostragem baseiam-se na suposi¢ao, confirmada pela observacao, de que os resultados,
mesmo em pacientes do hospital e da clinica, parecem "normais". Varios métodos sao
usados para excluir individuos ndo saudaveis, e abordagens estatisticas estdo disponiveis
para extrair valores de referéncia de dados hospitalares (CLSI document, 2010). Em muitos
estudos, os dados de todos os pacientes do hospital (ou todos os pacientes ambulatoriais)
sdo usados para estimar IR, mas as técnicas séo talvez mais apropriadamente empregadas
usando dados de individuos que sao relativamente saudaveis:

- Doadores de sangue

- Individuos submetidos a exames fisicos de rotina para exames periddicos de
saude;

- Individuos submetidos a triagem de chumbo;

- Pacientes submetidos a procedimentos cirurgicos menores; e

- Individuos submetidos a triagem genética.

Uma vez que os dados sdo extraidos da populac¢do do estudo aplicando critérios de
exclusao e de particionamento, métodos estatisticos podem ser usados estimar IR (CLSI
document, 2010).
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1.1.2.1. Banco de dados para avaliar intervalos de referéncia pelo método indireto

A mineracdo de dados, ou “Big Data”, € o processo de utilizagdo de dados gerados
anteriormente para identificar novas informacgdes. As bases de dados de analises clinicas de
rotina, muitas vezes contém resultados de milhares de pacientes, que podem ser usados
dessa maneira. Usando os dados para o objetivo de determinacao de IR da populagéo por
técnicas indiretas € um exemplo de exploracdo de dados. (KOURI et al 1994). As bases de
dados além de definir IR, podem ser utilizadas para controle de qualidade interno (FLEMING
et al., 2015), avaliagdo da qualidade externa (DE GRANDE et al., 2015), validagdo do IR
(JONES,2014) e determinagdo dos dados de variagdo biolégicos. Além desses fatores
relacionados a qualidade do laboratério, a mineragdo de dados pode ser utilizada para
observar as mudangas fisiolodgicas, as relagdes entre analitos, os efeitos de interferéncias, e
utilizacao em laboratério (JONES et al., 2019). Apds a mineragdo de dados, existem
softwares que auxiliam a correta analise dos resultados, como o software EP Evaluator®.
Este software (Standard for Quality Assurance) foi projetado para avaliar e fornece relatérios
claros, concisos e prontos para inspetores, atendendo a todos os requisitos do CLIA, CAP,
JCAHO e COFRAC. O EP Evaluator® foi projetado por um quimico clinico certificado pelo
conselho especificamente para atender as necessidades do laboratério clinico e é o principal
pacote de software e validacao de instrumentos e métodos na industria in vitro (DATA
INNOVATIONS, 2019).

1.2. Creatina quinase (CK)

Marcador laboratorial € uma parte importante da decisao clinica na avaliagdo dos
resultados e é realizado em relagdo aos IR fornecidos pelos laboratérios. Estes IR sao
muitas vezes baseados em individuos saudaveis normalmente na faixa etaria de 20 a 50
anos de idade (HELMERSSON et al., 2016). Os marcadores cardiacos tém sido
empregados rotineiramente para a detecgdo de enfermidades miocardicas em medicina,
sobretudo para o diagnostico de infartos agudos do miocardio (IAM) (SILVA, 2011). Um
marcador laboratorial bastante utilizado é a creatina quinase (CK), que € uma molécula
constituida por duas subunidades, M e B (LOPES, 2005; FREITAS, 2014). A CK é uma
enzima presente no tecido e em células que demandam energia, como os musculos

esqueléticos e cardiacos e ¢é considerada o melhor marcador para deteccdo e
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monitoramento de doencas do musculo esquelético (WU, 1992; KOCH, 2014). A sua
isoenzima MB (CK-MB) é especifica para os eventos de hipoxia de miocardio (FREITAS,
2014). Quando ocorre necrose do miocardio, ha liberagdo da isoenzima CK-MB para o meio
extracelular e sua dosagem representa um recurso importante para a detecgao de leséo
cardiaca. A concentragéo sanguinea da CK tem sido um dos marcadores de dano muscular
mais estudado, e tem sido considerada um bom marcador (CLARKSON e HUBAL, 2002;
BRANCACCIO et al., 2008; ISPIRLIDIS et al., 2008). Apés ser liberada, a enzima CK chega
a corrente sanguinea com uma elevada concentragdo comparada as outras proteinas, sua
avaliacdo é de baixo custo e o seu pico de liberacdo pode ocorrer entre 24 e 48h apds o
exercicio fisico (FOSCHINI et al., 2007; CLARKSON e HUBAL, 2002).

A funcéo da CK na célula é regular as concentra¢des de adenosina difosfato (ADP) e
adenosina trifosfato (ATP), pois ela é responsavel por catalisar a reagao reversivel entre a
fosfocreatina e o ADP. A CK é uma proteina dimérica globular composta de duas sub-
unidades, com massa molecular de 43 kilodaltons (kDa) cada. Existem pelo menos cinco
isoformas da CK: trés isoenzimas no citoplasma conhecidas como CK-BB ou CK 1, CK-MB
ou CK 2 e CK-MM ou CK3, e duas isoenzimas (sarcoméricas € ndo sarcoméricas) na
mitocondria (HORTOBAGY| e DENAHAN, 1989; BRANCACCIO, MAFFULLI, LIMONGELLI,
2007). Essas duas isoenzimas mitocondriais sdo proteinas octoméricas, conhecidas como
macro-CK, devido aos seus elevados pesos moleculares (BRANCACCIO, MAFFULLI,
LIMONGELLI, 2007). As isoenzimas (CK-BB, CK-MB e CK-MM) compdem a chamada CK-
total e cada uma fornece informagdes especificas do tecido lesionado (percentual das
concentragcdes de CK de cada tecido). A CK-MB ¢é especifica do musculo cardiaco e
encontra-se elevada no sangue quando ha infarto agudo do miocardio (KATIRIJI e
MOHAMED, 2001). A CK-BB ¢ especifica do tecido cerebral e se apresenta elevada no
sangue em caso de lesdo cerebral e durante a vida fetal. A CK-MM é encontrada
especificamente ligada as miofibrilas localizadas na estrutura da linha-M no musculo
esquelético. Em adultos, a CK total é formada predominantemente pela CK-MM oriunda do
musculo esquelético e se apresenta elevada no sangue no caso de danos no musculo
esquelético (KATIRIJI e MOHAMED, 2001; BRANCACCIO, MAFFULLI, LIMONGELLI, 2007;
KOCH, 2014).
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1.2.1. Fatores que influenciam a CK

A CK é uma enzima de vazamento podendo haver um aumento de suas taxas no
soro em casos de lesdo muscular reversivel ou na necrose muscular (DUNCAN, 1982).
Esse aumento ocorre poucas horas apés a lesdo e atinge valores maximos em 12 horas,
voltando ao normal 24 a 48 horas depois de cessar a alteragao de permeabilidade muscular.
Assim, altas taxas de CK sérica indicam doenca muscular ativa ou de ocorréncia recente,
enquanto valores persistentemente altos refletem a continuidade da doenca. Injegdes
intramusculares também podem aumentar a atividade desta enzima, caso ocorra necrose
muscular localizada. Por isso, os niveis de CK encontram-se normalmente altos na miosite,
distrofia muscular, traumatismo muscular, apds exercicio moderadamente intenso, apoés
cirurgia ou convulsdes. A quantidade de enzima liberada apéds a infiltragdo intramuscular de
um medicamento depende das propriedades da solugdo injetada e também dos fatores
musculares, como da atividade da enzima nas diferentes espécies, dependendo ainda do
fluxo sanguineo e local muscular da aplicagdo do medicamento. A CK pode chegar a altos
indices quando ocorrem distrofias musculares, no entanto, mesmo com um minimo de lesao
celular ja se percebe alteracdes nos seus indices, o que a torna um indicativo importante de
adaptagdo ao exercicio. Isso porque a CK é uma enzima citoplasmatica, sujeita a uma
rapida liberagao na circulacao como resultado de uma pequena lesao (SOARES, 2004).

Os valores de CK podem ser alterados em varias condi¢des clinicas associadas a
lesdo muscular aguda ou a esforgco muscular intenso. Além disso, amostras mal coletada e
manuseada inadequadamente também podem resultar em um aumento nos valores de CK,
ja que uma puncao venosa inadequada pode lesionar as fibras musculares circundantes,
contaminando a amostra; a hemolise "in vitro" ou, ainda, a demora em remoc¢ao do soro
também pode produzir uma falsa elevagcdo nos valores da referida enzima, porque os
eritrocitos contém substancias como adenilatoquinase e glicose-6-fosfato que interferem
com os resultados de CK (STOCKHAM, 1995). Os valores de CK determinados podem
variar com atividade fisica, idade, sexo, medicamentos, e pode ser influenciado por aumento
nos valores de referéncia de outros analitos, como exemplo potassio, creatina e TGO
(CARDINET, 1997).

Sabe-se que individuos que experimentam periodos de exercicio intenso tais como
corredores de maratona, podem experimentar um estado necroético crénico de fibra
muscular, levando a um aumento na CK-MB (SIEGEL, 1983). Em miopatias destrutivas,
como distrofia muscular de Duchenne, polimiosite, e individuos com doenca renal cronica,
esta enzima é aumentada juntamente com CK total (RICCHIUTI et al., 2004).

As estatinas sdo uma classe de medicamentos hipolipemiantes que atuam inibindo a

enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A(HMG-CoA) redutase, que catalisa um passo
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limitante no processo de sintese de colesterol (GRUNDY, 1988). As estatinas sdo bem
toleradas; no entanto, alguns estudos atribuiram estatinas a varios efeitos colaterais
incluindo, aumento da creatina quinase (CK) e aumento discreto incidéncia de diabetes
(RICHARDSON et al., 2013; MANCINI et al., 2016). Os sintomas musculares associados as
estatinas podem comprometer a qualidade de vida do paciente e adesdo a medicacgao e,
consequentemente, seu desfecho em eventos cardiovasculares (PASTERNAK et al., 2002).

O potassio € um mineral que, além de participar da manutengéo do equilibrio acido-
basico e da pressao osmatica das células, é o cofator da enzima piruvato quinase e ativa
varias enzimas do metabolismo. O potassio, quando presente no fluido extracelular esta
relacionado com o processo de excitacdo nervosa e muscular, podendo influenciar nos
valores de CK.

A creatinina plasmatica é derivada, praticamente em sua totalidade, do catabolismo
da creatina presente no tecido muscular. Na forma de fosfocreatina, o metabdlito creatina é
utilizado para armazenar energia no musculo, e sua degradagao para creatinina ocorre de
maneira constante, ao redor de 2% do total de creatina diariamente. A conversdo de
fosfocreatina em creatinina € uma reagéo ndo enzimatica e irreversivel, os quais dependem
de fatores estequiométricos. A concentragcdo sanguinea de creatinina é proporcional a
massa muscular. Sendo assim, em casos de atrofia muscular e outras doencgas
relacionadas, ocorre uma diminuicdo do teor de creatinina plasmatica (GONZALEZ e SILVA,
2006). Sua excrecdo s6 se da por via renal, uma vez que nado € reabsorvida nem
reaproveitada pelo organismo. Por este motivo os niveis de creatinina plasmatica refletem a
taxa de filtracdo renal, de forma que niveis altos de creatinina indicam uma deficiéncia na
funcionalidade renal. Segundo Gonzalez e Scheffer (2002), as causas de aumento
plasmatico da creatinina sdo: fluxo renal reduzido, hipotensao, desidratacdo, doengas
renais, obstrucao urinaria, sindrome hepato-renal, dano muscular e exercicio intenso. Ja
entre as causas de diminuicdo nos niveis de creatinina no plasma sao: insuficiéncia
hepatica, hidratagdo excessiva e doengas musculares.

O TGO é uma enzima que catalisa a transaminacao reversivel de aspartato e 2-
cetoglutarato em oxaloacetato e glutamato, tendo como cofator o piridoxal-fosfato. E uma
enzima mitocondrial e citosdlica, e necessita de uma lesdo maior para ser liberada na
corrente sanguinea. Em contrapartida, CK, por ser citosdlica e de tamanho pequeno,
consegue ultrapassar a membrana celular, mesmo que ndo exista um dano tecidual grande.
Seu uso é como indicador de dano nesses tecidos (GONZALEZ e SILVA, 2006). O aumento
do TGO ocorre de maneira mais lenta quando comparada a CK, sendo que os valores
maximos desta enzima s&o encontrados no sangue 24 a 36 horas apos a ocorréncia da
lesdo. Portanto, quando existem injurias que resultam em lesdo da membrana celular e
perda dos componentes citoplasmaticos e mitocondriais para o plasma, pode-se observar

aumento nos niveis desta enzima (SOARES, 2004).
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Por isso se faz necessario uma coleta e processamento adequados das amostras, e
a histéria clinica correta do paciente € importante na avaliagado da atividade enzimatica dos

analitos.
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2. JUSTIFICATIVA

Com o progresso tecnolégico ocorrido nas ultimas décadas, os testes laboratoriais
sofreram e continuam sofrendo, mudangas significativas. O impacto dessas mudancas
precisa ser analisado para que o analista clinico possa utilizar com critérios as informacoes
oriundas dos laudos de exames laboratoriais. Para que o resultado de um teste laboratorial
se transforme em informacdo fidedigna e seja util a diagndstico, monitoramento,
estadiamento ou predicdo de alguma doencga, ele precisa ser analisado criteriosamente em
varios aspectos. O teste deve ter sido suficientemente avaliado em diferentes populagodes e
o intervalo de referéncia deve ter sido estabelecido, com a maior seguranca possivel. A
partir desses intervalos a interpretacao dos resultados se tornara possivel e util.

Portanto, estabelecer o intervalo de referéncia da creatina quinase na populagao
saudavel da Grande Floriandpolis € importante e necessario, e podera promover uma
interpretacdo precisa e especifica dos valores de CK. Com isto, auxiliard em uma maior
conscientizagao entre os médicos na conduta terapéutica e os valores determinados neste

trabalho poderéao ser utilizados como fonte de consulta para futuras pesquisas.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos gerais

Estabelecer um intervalo de referéncia para o ensaio creatina quinase (CK) a partir
da avaliagido dos resultados dos pacientes saudaveis disponivel no banco de dados de um

laboratério privado da Grande Floriandpolis.

3.2. Objetivos especificos

e Selecionar no banco de dados amostras do ensaio creatinina quinase de pacientes
saudaveis atendidos no Laboratério Médico Santa Luzia no periodo de novembro de
2018 a abril de 2019.

e Analisar os resultados do banco de dados do equipamento ADVIA1800® no software
EP Evaluator®.

e Comparar os resultados obtidos pelo laboratério do equipamento ADVIA1800® com
os valores fornecidos pelo fabricante SIEMENS® e com os da literatura.

e Estabelecer um intervalo de referéncia adequado ao perfil dos pacientes da Grande

Floriandpolis atendidos em um laboratério de alto rendimento.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Critério de inclusao

Seréo incluidos neste estudo todos os pacientes que realizaram exames bioquimicos
ambulatoriais de CK no Laboratério Médico Santa Luzia no periodo de primeiro de
novembro de 2018 a trinta de abril de 2019. O projeto foi submetido e aprovado pelo
Certificado de apresentacdo para Apreciacdo Etica (CAAE): 19546119.0.0000.0121 o
Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos (CEPSH) da Universidade Federal de
Santa Catarina (ANEXO 1).

4.2. Critério de exclusao

Para realizar o critério de exclusdo foram observados no banco de dados do ADVIA
1800® as informagdes cadastradas do paciente como: data da realizagao do exame; local
de realizagdo da coleta; protocolo utilizado; idade; sexo; solicitante do exame; valores
concomitante de creatina, potassio e TGO; observacdes adicionais como doengas cronicas;
e medicamentos utilizados. A partir disso, foram excluidos:

Pacientes que utilizaram a classe de medicamentos das estatinas, anticonvulsivantes
e relaxantes musculares;

Pacientes que realizaram exames nos hospitais da Grande Floriandpolis;

Solicitacbes de médicos preparadores fisicos;

Pacientes que tiveram valores de referéncia alterados: baixos ou elevados de
creatina, potassio e transaminase glutamico-oxalacética (TGO);

Pacientes com insuficiéncia renal cronica e

Pacientes que relataram a pratica de exercicios fisicos constantes.

4.3. Andlise da CK

A creatina quinase foi analisada pelo sistema bioquimico ADVIA® 1800 (SIEMENS),
gue consiste em um analisador clinico automatizado com capacidade para processar testes

de soro, plasma ou urina de origem humana nos modos random access (acesso aleatério),
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batch (lote) e STAT (urgéncia), a uma taxa de transferéncia de 1200 testes fotométricos por
hora e 600 testes de eletrélito por hora (SIEMENS, 2019). A metodologia dos testes dos
ensaios de quimica clinica baseia-se na alteracdo de cor que resulta da reagédo do analito
com os reagentes especificos do método. O método CK baseia-se na creatina quinase
reagindo com fosfato de creatina e difosfato de adenosina para formar trifosfato de
adenosina, que é acoplado a reacdo hexoquinase-G6PD (deficiéncia de glicose-6-fosfato
desidrogenase), gerando NADPH (nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzido). A
concentragdo de NADPH é medida pelo aumento na absorcao a 340/596 nm. Em todos os
casos, as analises de CK foram realizadas de acordo com as instrucdes do fabricante em

um laboratdrio clinico de rotina da Grande Florianépolis.

4.4. Analise dos dados

Foi plotado em uma planilha do Excel o relatério de dados do equipamento ADVIA
1800®, e foi feita a mineracao, retirando os pacientes que realizaram o exame em unidades
hospitalares; solicitantes preparadores fisicos; pacientes que tomam algumas destas
classes de medicamentos: estatinas, anticonvulsivantes e relaxantes musculares; pacientes
com insuficiéncia renal crénica e crise convulsiva.

Primeiramente foram excluidos pacientes que concomitante realizaram exames de
potassio fora do valor de referéncia (>1 ano 3,5 a 5,1 mg/dl), pacientes com resultados de
TGO fora do valor de referéncia (até 3 anos <57 U/l e maiores de 3 anos <42 U/l). Apds
esse procedimento foi realizado a particdo com obtencdo de duas planilhas, uma com
pacientes masculinos e outra com pacientes femininos. Separado os sexos dos pacientes
foram excluidos aqueles que concomitante realizaram exames de creatinina e que estiveram
fora do valor de referéncia (masculino 0,70 a 1,30 mg/dl e feminino 0,50 a 1,10 mg/dl). A
partir destes levantamentos foram plotados os dados no software EP Evaluator®, e
comparados com o IR dos valores fornecidos pelo fabricante SIEMENS®, sendo verificado

se o valor para creatina quinase masculino é de 46-171 U/l, e o IR feminino de 34-145 UI/I.

4.5. Analise estatistica

Para determinar as diferentes particbes do intervalo de referéncia (sexo, idade) os

resultados foram avaliados estatisticamente através de histograma, utilizando um intervalo
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de confianga de 95 percentis, com auxilio do software EP Evaluator®. Os dados foram

apresentados como a média * desvio padrao.
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5. RESULTADOS

A distribuicdo da atividade de CK nos pacientes analisados foi ndo gaussiano, com
acentuada distorcao em relagao aos valores mais altos, tanto para homens quanto para as
mulheres. Obteve-se um total de 16.782 pacientes, os quais foram retirados do banco de
dados do ADVIA1800®. Primeiramente, foi realizado o processo de exclusdo de possivel
interferentes da CK, obteve-se 8.284 pacientes sendo, 4.643 mulheres e 3.641 homens.
Posteriormente, foi verificado se o IR fornecido pelo fabricante estava de acordo com os
resultados das analises dos pacientes. Entretanto, ndo houve concordancia em ambos os
sexos, apesar do limite de tolerancia ser até 10%.

Para as mulheres foi proposto pelo fabricante estar na faixa entre 34 a 145 u/l
(Figura 2) obtendo por comparagao com os valores dos pacientes 17,9% ultrapassando o

limite aceito de 10%.

Reference Interval

Statistical Analysis

Froposed 34 to 145 UL Mean 85,1 UL

Results (Total/Excl) 464310 sD 72,9

Max/Obs outside 10,0% [/ 17,9% Median 77

Passes Mo Range 12 to 984
Central 95% Interval 2810 278
Central 95% Index 116,17 45279

Reference Interval Histogram

20 : —

10t

Percent

-3 4 2, at- a2- e 118 121 »1an
L] B5 a1 a 13 130 145

Results Distribution

Interval Percent Count
< 34 5,0 231
34-49 13,4 620
50-65 19,8 917
66-B1 15,2 752
B2-97 13,0 604
88-113 8.8 412
114-129 6,3 202
130-145 4.6 214
= 145 12,9 601

Figura 2 — Resultado da comparac¢ao do IR das pacientes mulheres

Para os pacientes homens foi proposto pelo fabricante estar na faixa entre 46 a 171
u/l (Figura 3) obtendo por comparagao com os valores dos pacientes 32,6% ultrapassando

o limite aceito de 10%.
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Reference Interval Statistical Analysis
Proposed 46 to 171 UfL Mean 1529 UL
Results (Total/Excl) 3eaz |0 sD 1233
Max/Obs outside 10,0% [ 32,6% Median 118,0
Passes Mo Range 15 to 986
Central 85% Interval 36 to 505
Central 95% Index 81,1/ 3551,9
Reference Interval Histogram Results Distribution
i Interval Percent Count
. < 4B 5,2 189
: : 48-83 9,7 353
w0t 64-81 13,2 480
£ 82-09 12,2 443
I b 100-117 10,8 385
g ! 118-135 9.0 328
T 136-153 7.4 268
Lo 154-171 5,5 199
= 171 T4 g7
R I R O
uiL

Figura 3 — Resultado da comparacao do IR dos pacientes homens

Com a proposta de realizar o proprio IR, seguindo a normativa do CLSI C28-A foi
proposto um novo IR para homens e mulheres.
Para o IR das mulheres (Figura 4) foi utilizado um n=4643 com intervalos de 12 a 984
(média de 95,1 U/L com mediana de 77,0) o qual forneceu um novo IR de 28 a 276 U/L de

95% para mulheres.
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Central 95% Interval

(N = 4643)
Lower Upper Confidence
Value 90% CI Value 90% CI Ratio
Nonparametric (CLSI C28-A) 28 26to 29 276 263 to 298 0,08
Alternatives
Transformed Parametric 26 26 to 27 241 236 to 247 0,03
Parametric ~48 -51 o -45 238 23510 241 0,02
Confidence Limits for Nonparametric CLS| C-28A method computed by exact formula.
Histogram - —
209, 4 Selection Criteria
Bounds None
Fitter Mone
1 Statistics
15% Mean 5,1 UjL
S0 725
Median mo
10% . Range 120 B84
N M 4843 of 4843
Y Distinct Walues 348
\ Zeroes 0
gy | i Y Central 85% Index 116,110 45278
s .\“.
,/; .
-
0% 4= i =
-200 -100 0 100 200 300

CK_L FEM [U/L)

Figura 4 — Resultado do novo IR para mulheres

Em seguida foi realizado o IR para homens (Figura 5), sendo utilizado um n=3641
com intervalos de 15 a 972 (média de 152,7 U/L com mediana de 116,0) o qual forneceu um
novo IR de 36 a 502 U/L de 95% para homens.



Central 95% Interval

(N = 3641)
Lower Upper Confidence
Value 90% CI Value 90% C! Ratio
Nonparametric (CLSI C28-A) 36 35t0 38 502 470 to 540 0,08
Alternatives
Transformed Parametric 33 32 to 34 441 427 o 454 0,04
Parametric -88 -83 to -B2 393 387 to 398 0,02
Confidence Limits for Nonparametric CLSI C-28A method computed by exact formula.
Histogram , —
20% 1 Selection Criteria
Bounds None
Filter None
1 Statistics
5% Mean 1652,7
sD 1226
Median 116,0
1 Range 15to 972
0% N 3641 of 3641
Distinct Values 505
Zeroes 0
5% 1 Central 95% Index 91,1 to 3550,9
0% + ~+ — -
-400 -200 0 200 400 600

CK MASC (mg/dl)

Figura 5 — Resultado do novo IR para homens
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6. DISCUSSAO

No presente estudo, foram calculados valores regionais de referéncia do exame
bioquimico creatina quinase (CK) e foi determinado o IR especifico por idade (acima de 21
anos) e sexo (masculino e feminino). Um total de 8.284 ensaios quimicos no sistema
ADVIA1800® sugere que as atividades relativamente altas de CK comumente ocorrem na
populacdo da Grande Floriandpolis. As diretrizes utilizadas incluem IR que abrangem 95%
da populagcdo sem relato de diagndstico anterior de doenca renal e sem pratica de
exercicios extensa. Os resultados mostraram diferengcas por sexo, com os homens
apresentando valores superiores as mulheres. Isso deve estar relacionado provavelmente
ao aumento da massa muscular e da estrutura anatébmica corporal (GEORGE, 2016).
Destaca-se que, para chegar a esses resultados, aplicaram-se critérios para exclusao da
populacdo que utilizava medicamentos da classe das estatinas, anticonvulsivantes,
relaxantes musculares, portadores de doengas renais crénicas e que relataram a pratica
extensa de atividade fisica, os quais pudessem alterar os resultados dos exames estudados,
e também houve a tentativa de eliminar os outliers. Portanto, foi calculado os IR que
permitiram determinar os limites especificos da populagao local. No entanto, para esta
avaliacdo, apesar da idade dos pacientes ser relatada acima de 21 anos, n&o houve critério
de exclusao para pacientes idosos. Portanto, acredita-se que os valores de referéncia para
os idosos podem diferir das pessoas mais jovens em fungdo do processo de
envelhecimento, além de doencas subclinicas e comorbidades comuns entre idosos,
podendo o IR refletir nos estilos de vida adotados, como dieta, sedentarismo e obesidade
(RAO, 2016).

Quando se buscam informacgdes sobre IR da CK na area da medicina laboratorial
atual, sdo poucos os artigos encontrados na literatura, principalmente quando se fala da
comparabilidade de dados. Entretanto, mesmo com a escassez na literatura sabe-se que o
IR é um elemento imprescindivel de um exame laboratorial, visto que auxilia os profissionais
na interpretacdo dos resultados, no atendimento, cuidado, diagndstico e tratamento de
doengas (LEWIS, 2006; HOROWITZ, 2008). Contudo, a origem desses intervalos raramente
€ especificada pelos laboratérios e tais valores muitas vezes sao utilizados sem se observar
a aplicabilidade para a populacido. Por isto, os laboratérios clinicos deveriam possuir um
proprio IR de CK de acordo com os pacientes locais, isto facilitaria a correta interpretacao
dos dados em diagnésticos clinicos (ADELI, 2015). Assim, ndo seria necessario utilizar os IR
fornecidos pelos fabricantes ou retirados da literatura europeia e/ou americana que nao
condizem com a comunidade regional. Principalmente pelo fato de que a populagao
brasileira possui uma alta miscigenacdo de uma diversidade de ragas, etnias e povos,
influenciando no aumento dos niveis de CK (BREWSTER, et al, 2012).
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Na literatura cientifica, foram encontradas evidéncias que podem explicar os valores
aumentados de CK através dos resultados de alguns trabalhos a seguir. Segundo Lev,
a distribuicdo normal de CK foi determinada em 428 homens com idade média de 21,5 e 540
mulheres com idade média 20,2 (LEV, 1999). A distribuicdo de CK normal (fora da curva de
Gauss) inclina-se para valores mais altos, 18,9% dos homens e 4,6% das mulheres
apresentando valores acima dos limites de referéncia definidos pelo fabricante do teste
comercial. O valor médio foi de 532 U/L para homens e 248 U/L para mulheres. Ja na
populacdo noroeguesa o IR da CK com uma amostra de 3737 mulheres foi de 37 — 207 U/L,
e em 1149 homens foi de 57 — 395 U/L, o que demostra que o IR possui tendéncia elevada
(LILLENG, et al, 2012). Em um estudo da populagdo de Amsterda, na Holanda, de 3000
pessoas (1000 Caucasiano e 2000 pessoas surinameses com idades entre 34-60 anos) foi
avaliado o IR da CK comparados com proposto pelo fabricante e os limites superiores de
referéncia calculados para as mulheres e os homens, sendo consideradas duas a cinco
vezes maiores do que o recomendado pelo fabricante do ensaio. Respectivamente 13% dos
europeus brancos, 23% dos sul-asiaticos, e 49% dos negros tinham atividades de CK no
soro acima dos limites fornecidos pelo fabricante (BREWSTER et al, 2012). Todos estes
estudos avaliados n&o indicaram a maneira pela qual seus laboratérios determinaram seus
IR para CK. Normalmente, muitos laboratérios determinam seus limites de referéncia
realizando o teste direto em um pequeno nimero de voluntarios, frequentemente recrutados
pela equipe técnica do laboratério, o que resulta em um grupo tendencioso ou pelo menos
restrito composto principalmente por mulheres e contendo relativamente poucos
representantes de grupos raciais ndo brancos. Alguns pesquisadores sugeriram que 0s
negros tém maiores proporgdes de massa muscular esquelética/massa corporal total do que
os brancos, portanto, através destas influéncias observadas é importante avaliar a etnia dos
pacientes antes da realizagdo dos exames de CK (OLERUD, 1976; GEORGE, 2016).

A variacao na atividade de CK da populacao da Grande Florianépolis também pode
estar relacionada ao fato de ser uma cidade litoranea propicia a pratica de exercicios, e isto
explicaria o ajustamento para cima do IR. (DEL, et al, 2014). Além disto, destaca-se o
aumento do uso de suplementos vitaminicos como aminoacidos de cadeia ramificada
(BCAA), creatinina e outros que nao foram relatados no momento da coleta do exame, e que
também podem estar relacionados ao aumento dos niveis de CK (MATSUMOTO, 2015).

Assim, recomenda-se a realizagdo de uma melhora nas observagbes feitas na pré-
coleta ao paciente, no intuito de coletar informacgdes relevantes, a fim de incluir a analise da
diferenca do IR segundo sexo, faixas etarias, raga/cor, doengas, medicagdes e
suplementacbes em uso, € qualquer relagdo com a atividade fisica e habitos de vida, antes
da utilizagdo da base de dados do laboratério. Ja que é através das observagbes feitas na

pré-coleta que sao realizados os critérios de exclusdo para estudos de estabelecimento do
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IR. Destaca-se ainda que os métodos empregados na analise laboratorial poderdo variar

conforme os fabricantes e podem alterar os valores de CK.
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7. CONCLUSAO

A determinagdo dos intervalos de referéncia é um exercicio desafiador para os
laboratorios de analises clinicas. Os IR fornecidos pelas bulas dos fabricantes é a opgao de
menor custo, pois utiliza informagdes da literatura. Entretanto, a verificacdo de intervalos
préprios € a melhor escolha para a grande maioria dos analitos, inclusive da CK, uma vez
que reflete a condicdo da populagdo para a qual os testes serdo aplicados no dia-a-dia,
sendo, porém, a mais dispendiosa. Os IR da CK analisados da populacido da Grande
Floriandpolis demonstraram ter uma tendéncia aumentada comparada com a fornecida pelo
fabricante, podendo resultar em interpretagées clinicas nao fidedignas. Dessa forma, novas
analises devem ser realizadas no intuito de identificar possiveis vieses nos critérios de

exclusdo, a fim de confirmar este aumento nos niveis normais de CK locais.
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