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Resumo

Atualmente, as determinagbes de peptideo natriurético tipo B (BNP) endbégeno
e da fragdo N-terminal pro-peptideo natriurético cerebral (NT-proBNP) sdo
largamente utilizadas no diagnoéstico, prognéstico e avaliagdo da insuficiéncia
cardiaca. Entretanto, dados da literatura sado insuficientes quanto ao
desempénho dos métodos e estabilidade dos analitos sob diferentes condigées

de armazenamento rotineiramente empregadas.

Métodos: Seguindo protocolo EP15-A do NCCLS modificado para estudo de
validag&o, calculamos os coeficientes de variagdo intraensaio (CV)) e total
(CV7) e a porcentagem de recuperagéo dos peptideos natriuréticos endégenos
em ftriplicatas de amostras, congeladas e refrigeradas, de pacientes
classificados segundo NYHA, ensaiadas em 3 dias consecutivos empregando o
ensaio imunoenziméatico de microparticulas de BNP(BNP MEIA®) e o ensaio

imunoquimioluminescente de NT-proBNP (NT-proBNP QIA®).

Resultados: Considerando o ensaio BNP MEIA®, os percentuais de CV;
médios variaram de 6.89 até 16.28 e de CVrde 13.22 até 32.35 para amostras
congeladas. Para as amostras refrigeradas, o CV,variou de 9.78 até 13.67 e o
CVr de 13.756 até 50.76. O indice de recuperagdo, nas duas formas de
armazenamento, variou de 0.35 até 0.98. Para ensaio NT-proBNP QIA® o CV,
variou de 1.19 até 2.47 e o CVy de 2.28 até 5.67 para amostras congeladas.
Para as refrigeradas, o CV, variou de 0.55 até 0.78 e o CVrde 0.9 até 1.76. O

indice de recuperagéo foi proximo de 1 nas duas formas de armazenamento.

Conclusao: Nossos dados demonstraram que a recuperagdo do BNP foi
estatisticamente menor, tanto em amostras congeladas, quanto nas
refrigeradas, que a recuperagdo do NT-proBNP num periodo de 48 horas.
Ainda, os coeficientes de variagdo intraensaio (CV)) do ensaio BNP MEIA®,
tanto em amostras refrigeradas, quanto nas congeladas, foram estatisticamente
superiores aos observados no ensaio NT-proBNP QIA®. Isso implica em
abrangéncia de utilizagbes diferentes, indicando o uso de ensaios de melhor

desempenho para categorizagéo e monitorizacao de tratamento.

Palavras-chave: peptideos natriuréticos, armazenamento, validacao,
coeficiente de variagdo, estabilidade.
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Abstract

Background: The measurement of endogenous B-type natriuretic peptide
(BNP) and N-terminal proBNP (NT-proBNP) are largely used nowadays in
diagnosis, prognosis, and treatment of heart failure. Nevertheless, insufficient
data in literature related to assays performances and long-term stability on

different storage conditions of natriuretic peptides are available.

Methods: For validation data, following modified NCCLS EP15-A protocol, we
calculated coefficients of variation within-run (CV)), total (CV7) and recovery
index percentage of endogenous natriuretic peptides from ftriplicates of frozen
and refrigerate samples from categorized NYHA patients, in three sequential
days using BNP MEIA® and NT-proBNP QIA® .

Results: Considering BNP-MEIA®assay, the percentage of average CV, ranged
from 6.89 to 16.28 and CVr from 13.22 to 32.35 for frozen samples. For
refrigerate samples, CV, ranged from 9.78 to 13.67 and CVy from 13.75 to
50.76. The recovery index percentage, in both storage conditions, ranged from
0.35 to 0.98. For NT-proBNP-QIA®assay, CV,ranged from 1.19 to 2.47 and CVr
from 2.28 to 5.67 for frozen samples. For refrigerate samples, CV, ranged from
0.55 to 0.78 and CVr from 0.9 to 1.76. The recovery index percentage was

nearest 1 in both storage conditions.

Conclusions: Our data showed recovery index percentage statistically lower
from BNP, in refrigerate and frozen samples, than NT-proBNP, in a time of 48
hours. In addition, coefficient of variation within-run (CV,) of BNP-MEIA® assay
in refrigerate and frozen plasma, were statistically highest from values observed
in NT-proBNP-QIA® assay. These data must be considered when using these

assays to evaluate patient categorization and treatment.

Keywords: natriuretic peptides, storage, validation, coefficient of variation,
stability.

Xii




LISTA DE TABELAS

TABELA 1 Valores de CV, e CVr das ftriplicatas do ensaio BNP MEIA

nos diferentes dias e nas classes funcionais I,Il e IV do
experimento 1 Aliquotas congeladas..........ccocvvvvvveeeeeeeneenneenn. 41
TABELA 2 Valores de CV, e CVr das ftriplicatas do ensaio BNP MEIA
nos diferentes dias e nas classes funcionais Il e IV do
experimento 2 Aliquotas congeladas.................... ereeeereren—— 44
TABELA 3 Valores de CV, e CVr das triplicatas do ensaio BNP MEIA
nos diferentes dias e nas classes funcionais I,Il e IV do
experimento 2 Aliquotas refrigeradas...............c.cccccviivrinnnnnns 44

TABELA 4 Comparacgdo da variagdo dos CV, médios do ensaio do BNP
MEIA das triplicatas de aliquotas congeladas x refrigeradas... 45

TABELA 5 Valores de CV, e CVr das ftriplicatas do ensaio NT-proBNP
QIA nos diferentes dias e nas classes funcionais I,Il e IV do
experimento 2-Aliquotas congeladas..........cccoccoiviiiiiiinnenin. 47

TABELA 6 Valores de CV, e CVr das ftriplicatas do ensaio NT-proBNP
QIA nos diferentes dias e nas classes funcionais 1,1l e IV do
experimento 2-Aliquotas refrigeradas...........cccoumveeecssmmmneennnnnnes 48

TABELA 7 Comparagéo da variagdo dos CV,; médios do ensaio do NT-
proBNP QIA das triplicatas de aliquotas congeladas x
Fefrigeradas. ... 49

TABELA 8 Comparagdo dos valores médios de CV, do ensaio NT-
proBNP QIA versus do ensaio BNP MEIA de aliquotas
congeladas e de aliquotas refrigeradas ..............cccocoevinrnnnnnns 50

TABELA 9 Comparagdo dos valores médios de CV, do ensaio NT-
proBNP QIA versus do ensaio BNP MEIA de aliquotas,
congeladas e refrigeradas..........ccoccceveeiiicciieee e 50

TABELA 10 Comparacédo dos valores médios de CVy do ensaio NT-
proBNP QIA versus do ensaio BNP MEIA de aliquotas
congeladas e de aliquotas refrigeradas............ccccoeeveeeeeeeennn. 51

TABELA 11 Comparagéo dos valores médios de CVr do ensaio NT-
proBNP QIA versus do ensaio BNP MEIA de aliquotas,
congeladas e refrigeradas..........uueevviveeeeieieieiieeeieeeeeeeeeeeeeeeee 51

TABELA 12 Comparagéo entre os valores de CV, e CVydo BNP MEIA e
de NT-proBNP QIA em amostras congeladas e refrigeradas,

nas trés classes funcionais (experimento 2)..........ccccccvevvveenenns 52
TABELA 13 Percentual de recuperacao em relacdo ao dia 1 BNP MEIA -

Experimento 1- aliquotas congeladas .........cccccveeevvveeeeeeieeenen... 53
TABELA 14 Detalhamento da analise estatistica dos valores de BNP

MEIA. Experimento 1-Aliquotas congeladas..........cccccceeeeen..n. 54

TABELA 15 Percentual de recuperagdo em relacdo ao dia 1 BNP MEIA.
Experimento 2-Aliquotas congeladas e refrigeradas................ 55

Xiil




TABELA 16

TABELA 17

TABELA 18

TABELA 19

TABELA 20

TABELA 21

TABELA 22

TABELA 23

TABELA 24

TABELA 25

Detalhamento da analise estatistica dos valores de BNP
MEIA. Experimento 2-Aliquotas congeladas.............cccuvveenn....

Detalhamento da analise estatistica dos valores de BNP
MEIA. Experimento 2-Aliquotas refrigeradas................ccee.......

Percentual de recuperagdo em relagdo ao dia 1 NT-proBNP
QIA - Experimento 2- aliquotas congeladas e refrigeradas......

Detalhamento da analise estatistica dos valores de NT-
proBNP QIA. Experimento 2-Aliquotas congeladas.................

Detalhamento da analise estatistica dos valores de NT-
proBNP QIA. Experimento 2-Aliquotas refrigeradas.................

Comparagéo entre os percentuais de recuperagdo dos
ensaios BNP MEIA e NT-proBNP QIA

CV, médios dos ensaios BNP MEIA e NT-proBNP QIA nos
experimentos 1 € 2.,

CV7r médios dos ensaios BNP MEIA e NT-proBNP QIA nos
eXperimentoS 1 € 2. e

Percentual de recuperagéo dos analitos em relagdo a tempo
e forma de estocagem..........coooooiiiiiiiiiii e

Resultados de desempenho dos ensaios de BNP MEIA e NT-
proBNP QIA dos trabalhos de Muller et al, Andrade et al e
fabricantes Abbott (BNP) e Roche (NT-proBNP)......................

56

57

58

59

60

61

62

62

63

xiv




Figura 1
Figura 2

Figura 3

Figura 4
Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

LISTA DE FIGURAS

Estrutura molecular dos peptideos natruréticos........................

Representagdo esquematica da decodificagdo genética e
sintese dos fragmentos BNP e NT-proBNP a partir da molécula
de Pré-proBNP.........eee e

Representagdo dos Receptores dos peptideos natriuréticos

Fluxograma do delineamento experimental

Experimento 1:Valores individuais de BNP de triplicatas de
plasmas congelados de pacientes portadores de insuficiéncia
cardiaca Classe | (a), Classe |l (b), Classe lli (c) e Classe IV (d)
NYHA em 3 dias consecutivos. Barras transversais
correspondem s MEAIAS. .....cccvceccriiiieiieeeeeeeeee e e e e e e e e

Experimento 2: Valores individuais de BNP de triplicatas de
plasmas congelados de pacientes portadores de insuficiéncia
cardiaca Classe | (a), Classe Il (b), e Classe IV (c) NYHA em 3
dias consecutivos. Barras fransversais correspondem as

Experimento 2: Valores individuais de BNP de triplicatas de
plasmas refrigerados de pacientes portadores de insuficiéncia
cardiaca Classe | (a), Classe Il (b), e Classe IV (c) NYHA em 3
dias consecutivos. Barras transversais correspondem as
01T o 1= T S SRR

Experimento 2: Valores individuais de NT-proBNP de triplicatas
de soros congelados de pacientes portadores de insuficiéncia
cardiaca Classe | (a), Classe Il (b), e Classe IV (c) NYHA em 3
dias consecutivos. Barras transversais correspondem as
0= To 1= 1 SO EURRSPUPR

Experimento 2: Valores individuais de NT-proBNP de triplicatas
de soros refrigerados de pacientes portadores de insuficiéncia
cardiaca Classe | (a), Classe Il (b), e Classe IV (c) NYHA em 3
dias consecutivos. Barras transversais correspondem as
MEAIAS....uvueeeerieeeiiiiirieeeee e ettt et anrrttrte e e e e e —————— e e e e nanaarraanaas

34

40

42

43

46

XV



QUADRO 1

LISTA DE QUADROS

Numero de internagbes por insuficiéncia cardiaca por
regioes brasileiras. ...

QUADRO 2 Resumo dos estudos de variagéo biol6gica — Wu 2006.........

xvi




LISTA DE ABREVIATURAS

ANP: peptideo natriurético atrial

BNP: peptideo natriurético cerebral

CNP: peptideo natriUético tipo C

DATASUS: Banco de dados do Sistema Unico de Salde
DNP: peptideo natriurético dendroaspis

CVg: coeficiente de variag&o inter-ensaio

CV;: coeficiente de variag&o intra-ensaio

CVy: coeficiente de variacao total

GMP- ciclico: guanosina 3°, 5’-ciclica monofosfato

ICC: Insuficiéncia Cardiaca Congestiva

IFCC C-SMCD: International Federation of Clinical Chemistry Committee for

Stard}ardization of Markers of Cardiac Damage

IUPAC: International Union of Pure and Applied Chemistry
MEIA: ensaio imunoenzimatico de microparticulas

NACB: National Academy of Clinical Biochemistry
NCCLS: National Committee Laboratory Stardardization
NPR: receptor do peptideo natriurético

NPR-A: receptor do peptideo natriurético do tipo A

NPR-B: receptor do peptideo natriurético do tipo B

NPR-C: receptor do peptideo natriurético do tipo C

xvii



NPR-1: gene que codifica o receptor NPR-A

NT-ANP: fracdo N terminal do peptideo natriurético tipo A
NT-proBNP: fracdo N terminal do pre-proBNP

NYHA: New York Heart Association

OMS: Organizagéq Mundial de Saude

ONA: Organizagéo Nacional de Acreditagdo

pa/mL: picogramas por mililitro

Pré-proBNP: precursor do peptideo natriurético cerebral
RCV: reference change value

RNA: acido ribonucléico

QIA: ensaio imunoenzimatico quimioluminescente
TNF-alfa: fator de necrose tumoral tipo alfa

VB;: variagdo biologica intra-individual

VE: ventriculo esquerdo

XViil




1

2

2.1
211
21.2
2.1.3
214
215
2.1.6
21.7
2.2

2.3
24

25
2.6
2.7

3.1
3.2

4.1
4.2
4.3
4.4
4.5
4.6

5.1

SUMARIO

1o [T Lo X0 1
Revisao Bibliografica.......c.ccccoreiiniiiniiinsnsssneeecmennrssenecssssnsmnmceseesnnenenns 2
Peptideos natriurétiCos. ..., 2
HISTOCO. e 2
Estrutura molecular do BNP.........c.cccooiiiiiiiiccceeeee e 5
Receptores moleculares dos peptideos natriuréticos................... 6
AGBES O BNP.......oi 7
Sintese dOBNP......oeeeeeee e 8
Mecanismos de eliminagéo do BNP................ccocriiiiicnenn, 10
Valores de referéncia e variaveis no nivel sérico do BNP............ 11
Niveis séricos de BNP e a classificagdo NYHA (New York Heart
ASSOCIAtION)....ccciiiiieee e a e 12
Valores de corte dos niveis séricos de BNP para diagnéstico de
insuficiéncia cardiaca........cccceviiciiiiiieeeei e 13

Aplicagdes clinicas da determinacéo dos niveis séricos de BNPe 14
NT-PrOBNP ... e

Estabilidade dos peptideos natiuréticos............coocmiiiennn . 18
Precis80 dos eNSai0S........cccuviiriieeie it 21
HIPOIESES.. et e 32
ODBJEtiVOS...iii ittt e 33
ODJELIVO GEIal....cc. ittt 33
ODbjetivos eSPECIfiCOS. ...t 33
Material @ Metodos........ccrererreer e 34
Delineamento experimental............ccccvvveiee e 34
AMOSIIAS. ... e 35
Estudos de estabilidade e precisdo..........cccceeevevvieeeecicneeeee e, 35
ENSAIOS. . it e 36
Analise estatistica.........ccceeeiiciiieeeec e 38
Consideragdes EliCas........coiuuiiiiieeei e 38
=TT T | 2= T Lo T 39

Determinacéo dos coeficientes de variagdo intraensaio (CV)) e
total (CVr) do imunoensaioenzimatico de microparticulas BNP
MEIA® (ADDOM)......c.. oot eee e 39

Xix



5.2

Determinacgéo dos coeficientes de variagéo intraensaio (CV)) e
total (CV7) do imunoensaioenzimatico quimioluminescente NT-

DIOBNP QIA® (ROCHE)......eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eeeeeeee e eens 45
Comparacéo entre o desempenho dos dois ensaios.........cc..c.ee....... 49
Estudo da estabilidade do BNP............ooooeiiiiiiiiceeeee e 53
Estudo da estabilidade do NT-proBNP........cccccvviiiiiiee 57
Sintese dos resUlados...........ooove i 62
DiSCUSSA0...ccuueiiiiiiiciniirenrninesssssis s e as s s e ssssssssssssssssssesassssannnn 64
L] 4 T3 [ 1 =T 7= SO 75
Consideragoes fiNais........ccoverrrsssssssensmmmmmmmmre s eres s sssmaenes 76
Referéncias Bibliograficas......cccccccccccrmmereerimmiminniinncesssssssssssnsnsnnnceenens 78
N 4= o L 83

XX



INTRODUCAO E REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. — Introducéo

A insuficiéncia cardiaca ou faléncia cardiaca pode ocorrer em consequéncia de
qualguer condicdo passivel de reduzir a capacidade de bombeamento de
sangue pelo coragao para suprir as necessidades do organismo de sangue e

oxigénio (AMERICAN HEART ASSOCIATION, 2005).

Segundo a Sociedade Européia de Cardiologia (European Society of
Cardiology, 2003), aproximadamente 14 milhdes de individuos sdo portadores
de insuficiéncia cardiaca, na Europa, e mais de 3,5 milhdes de casos novos
surgem anualmente. Nos Estados Unidos da América do Norte, dos 70 milhdes
de americanos com um ou mais tipos de doenca cardiovascular,
aproximadamente 5 milh8es apresentam insuficiéncia cardiaca e sao estes os
responsaveis pelos maiores custos em medicina (Heart Disease Estatistic -

AMERICAN HEART ASSOCIATION, 2005).

No Brasil, os dados obtidos no DATASUS informam que, no periodo de janeiro
a novembro de 2008, o numero de internacbes, tendo como causa a
insuficéncia cardiaca, foi de 245.214. O quadro 1 mostra esses dados, por
regido.

QUADRO 1
Numero de internacdes por insuficiéncia cardiaca por regides brasileiras

Regido Internacbes
Regido Norte 13.685
Regido Nordeste 56.836
Regido Sudeste 102.609
Regido Sul 52.805
Regido Centro-Oeste 19.279
Total 245.214

Lista Morbidade CID 10: Insuficiécia cardiaca




INTRODUCAO E REVISAO BIBLIOGRAFICA

A insuficiéncia cardiaca representa um estado patoldégico que compreende
alteracOes cardiacas, renais e neuro-hormonais complexas. Niveis aumentados
de neuro-hormdnios vasoconstritores tais como norepinefrina, angiotensina I,
endotelina | e de algumas citocinas como fator de necrose tumoral (TNF-alfa),
tém sido relacionados como importantes preditores prognoésticos ha
insuficiéncia cardiaca, sugerindo um importante papel desses horménios na
patogénese da doenca. Contudo, a utilizacdo da dosagem sérica dessas
substancias, como marcadores do processo patologico, falhou pela dificuldade
de padronizar ensaios reprodutiveis. Uma explicacdo seria a instabilidade
dessas moléculas e a grande variabilidade biolégica natural que levam a
grandes intervalos de referéncia, como observado nas dosagens de citocinas,

tais como TNF-alfa (MAISEL et al, 2001).

A busca por melhores marcadores que caracterizassem a insuficiéncia
cardiaca e com isso facilitasse o seu diagndstico levou a pesquisa de outros
fatores solluveis, destacando a familia dos peptideos natriuréticos
vasodilatadores, que nos ultimos anos, vém desempenhando esse papel na

propedéutica cardioldgica (MAISEL et al, 2001).

2 — Reviséo Bibliografica
2.1 — Peptideos natriuréticos
2.1.1 — Historico

Uma série de experimentos realizados na década de 1950 estabeleceu o

coracdo como um oOrgao endocrino responsavel pela sintese de mediadores
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com efeitos natriuréticos e diuréticos. Varios experimentos iniciados naquela
época realizados em cobaias e cdes foram corroborados por outros realizados
em ratos, nas décadas de 80 e 90, onde se identificou a estrutura dos

peptideos natriuréticos (LEMOS et al, 2003).

Na eventualidade de uma leséo cardiaca, observa-se queda do débito cardiaco
e consequentemente, varios neuro-horménios séo ativados com a finalidade de
restaurar a homeostase circulatéria. Na sindrome da insuficiéncia cardiaca,
independentemente da sua etiologia, ha retencdo de sais e agua inicialmente
devida a queda da pressao arterial. Posteriormente ocorre ativacdo de dois
grupos de neuro-hormoénios mediados pelos barorreceptores, com efeitos
opostos: hormonios vasoconstritores, tais como norepinefrina, angiotensina Il e
endotelina que sdo também antinatriuréticos e antidiuréticos e geralmente tém
atividade promotora de crescimento celular; e horménios vasodilatadores, tais
como peptideos natriuréticos, prostaglandinas e o sistema das cininas que séao
natriuréticos e diuréticos e tem efeitos antimitogénicos (LATINI et al, 2002). Na
insuficiéncia cardiaca, os efeitos natriuréticos e vasodilatadores séo
sobrepostos por influéncias que levam a vasoconstricdo, retencdo de sal e
dgua e crescimento celular anormal. Assim, a progressdo da insuficiéncia
cardiaca associa-se ao remodelamento ventricular, um processo pouco
compreendido, mas comumente relacionado com a ativagdo neurohormonal.
De acordo com essa hip6tese, a ativacdo neurohormonal na insuficiéncia
cardiaca € inicialmente uma resposta adaptativa e benéfica. Eventualmente,
contudo, com a producdo excessiva dos neuro-hormonios, se transforma num

agravamento da insuficiéncia cardiaca através de varios mecanismos que
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incluem morte de midcitos por apoptose e necrose, fibrose miocéardica com

remodelameno continuo do ventriculo esquerdo (LATINI et al, 2002).

Baseando-se nessa hipétese fisiopatoldgica, a deteccdo dos peptideos
natriuréticos passou a ter um importante papel no diagnéstico, na otimizacao e
monitoramento do tratamento da insuficiéncia cardiaca (MAISEL et AL, 2001;

LATINI et al, 2002; FERNANDES et al, 2003; WEBER and HAMM, 2006).

Os peptideos natriuréticos tém duas caracteristicas que os distinguem dos
outros neuro-hormonios: apresentam efeitos benéficos na insuficiéncia
cardiaca e sdo predominantemente produzidos e secretados no coragao
(LATINI et al, 2002). Os peptideos natriuréticos, embora com estrutura similar,
se diferem geneticamente e funcionalmente na homeostasia cardiovascular,
renal e enddcrina, e a insuficiéncia cardiaca representa o estado patolégico no
qual a ativagdo dos peptideos natriuréticos excede todos os outros (CHEN et
BURNETT, 1999). Atualmente, varios membros da familia dos peptideos
natriuréticos séo conhecidos: o peptideo natriurético cerebral (BNP), o peptideo
natriurético atrial (ANP), o peptideo natriurético C (CNP), o dendroaspis NP
(DNP), o V-peptideo e a urodilatina (CHEN et BURNETT, 1999; WU et al, 2004;
WEBER et HAMM, 2006; LIPPI et al, 2007). Desses, os dois primeiros sao de
origem miocardica, o CNP tem origem endotelial e os Ultimos ndo ha relato na

literatura de relevancia na insuficiéncia cardiaca (LATINI et al, 2002).

O BNP, ou peptideo natriurético cerebral, foi descrito primeiramente em 1988
apos isolamento em tecido cerebral de porco, mas foi logo caracterizado como
sendo de producédo principalmente pelo coracdo, sendo considerado um
horménio cardiaco (WEBER et HAMM, 2006). O ANP foi identificado em 1984

e 0 CNP em 1990 (LEMOS et al, 2003).
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2.1.2 — Estrutura molecular do BNP

Todos os membros da familia dos peptideos tém em comum uma estrutura
similar em anel de 17 aminoacidos, sendo que 8 formam um ndcleo preservado
(LATINI et al, 2002), com uma ponte dissulfidica entre duas moléculas de

cisteina (WEBER et HAMM, 2006).

Figura 1 - Estrutura molecular dos peptideos natriuréticos

O BNP é€ liberado a partir da clivagem enzimatica do precursor pré-proBNP,
contendo 134 aminoacidos, em uma fracdo amino terminal proBNP (NT-
proBNP) com 76 aminoéacidos, e em BNP, com 32 aminoacidos (77 a 108) da
porcao C terminal, que é a porcao fisiologicamente ativa (LATINI et al, 2002;

WEBER et HAMM, 2006).
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Figura 2: Representacdo esquematica da decodificagdo genética e sintese dos
fragmentos BNP e NT-proBNP a partir da molécula de pre-proBNP.

2.1.3 — Receptores moleculares dos peptideos natriuréticos

Trés proteinas transmembranas com funcdes de receptores para os peptideos
natriuréticos (NPR — natriuretic peptide receptor) ja foram identificados: NPR-A,

NPR-B e NPR-C.

Os receptores A e B possuem atividade de guanilato ciclase e estédo
relacionados a acdo dos peptideos. A ligacao dos peptideos aos receptores A e
B na superficie das células-alvo leva a geracdo do segundo mensageiro, GMP
ciclico, que medeia a maioria dos efeitos biolégicos dos peptideos natriuréticos.
O ANP e o BNP se ligam preferencialmente ao receptor peptidico natriurético A
(NPR-A), enquanto o CNP se liga ao segundo. O CNP nado possui acao
natriurética, mas tem acdes vasodilatadoras e antimitogénicas (CHEN et
BURNETT, 1999; SCHMITT et al, 2003). O receptor C esta relacionado ao

clareamento dos trés peptideos natriuréticos, determinando seu catabolismo e,
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desta maneira, regulando seus niveis plasmaticos e/ou sua concentracao

tecidual.

Ao contrario da maioria das guanilato ciclase citoplasmaticas, as ciclases
associadas aos receptores dos peptideos natriuréticos ndo sdo ativadas pelo

oxido nitrico (MAISEL et al, 2001; LATINI et al, 2002).

NPR - A NPR-B NPR -C
ANP>BNP>CNP CNP>ANP>BNP ANP>CNP>BNP
ANP BNP CNP

e g (AL oGP GTr

Figura 3: Representacao dos receptores dos peptideos natriuréticos (NPR)
Notar que todos os trés receptores tem um dominio extracelular de ligagdo, tanto quanto os segmentos transmembrana NPR-A e NPR-B
que também contém uma regido homdloga a proteina cinase, que parece exercer alguma fungdo regulatdria no dominio guanilato ciclase (GC).

2.1.4 — Acdes do BNP

As acdes do BNP, assim como do ANP, sdo opostas as da angiotensina Il.
Ambos provocam natriurese mediada pela inibicdo do transporte do sodio no
ducto coletor, vasodilatagdo venosa e arterial pelo relaxamento da musculatura

lisa e diminuicdo do retorno venoso. Também induzem inibicdo do sistema
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simpatico-adrenal por estimulo dos aferentes vagais, a despeito de queda da
pressdo de enchimento cardiaca, e inibicdo do sistema renina-angiotensina-
aldosterona por varios mecanismos. Em comum com o ANP, o BNP diminui a
secrecédo de renina e reduz a quantidade de aldosterona liberada mediada pela
angiotensina Il. Inibe também a proliferacdo da musculatura lisa muscular,
potencializa a formacao de GMP ciclico e apresenta propriedades lusitropicas

(relaxamento do miocardio).

Além disso, os peptideos natriuréicos tém efeitos benéficos na disfuncéo
endotelial secundaria ao processo aterosclerético, tanto pela diminuicdo da
tensdo de cisalhamento da parede do vaso, quanto pela regulacdo da
coagulacdo e fibrindlise e inibicdo da ativacdo plaquetaria. Todas essas
fungbes podem ser consideradas um mecanismo de resposta adaptativa e
potencialmente protetor na doenca cardiovascular (CHEN et BURNETT, 1999;
LATINI et al, 2002; SCHMITT et al, 2003; LEMOS et al, 2003, CLERICO et

EMDIN, 2004).

2.1.5 — Sintese do BNP

Alguns autores relataram que midcitos atriais e ventriculares sao capazes de
sintetizar BNP. Outros autores relataram que ao contrario do ANP, cujos
maiores sitios de estoque incluem o atrio, as maiores fontes do BNP plasmatico
sao os ventriculos (CHEN et BURNETT, 1999; MAISEL et al, 2001; WEBER et

HAMM, 2006).

O ANP esta contido em granulos de estocagem e, estimulos menores tais

como exercicios, podem levar a significativa liberacdo desse peptideo na
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circulacdo. Por outro lado, o BNP fica minimamente estocado em granulos,
sendo imediatamente liberado apos a sua sintese (WEBER et HAMM, 2006). O
turnover de seu RNA mensageiro é alto e seu gene contém a sequéncia
desestabilizante TATTTAT (MAISEL et al, 2001). Isso sugere que o BNP possa
ser um indicador mais sensivel e mais especifico das desordens ventriculares

que outros peptideos natriuréticos (MAISEL et al, 2001).

O maior estimulo para a sintese € a sobrecarga de volume ou outras condi¢des
que causam distensao das fibras cardiacas (LATINI et al, 2002). Entretanto,
fatores tais como isquemia miocardica e modulagédo enddcrina (paracrina) por
outros neuro-horménios e citocinas também sao importantes como estimulo

(WEBER et HAMM, 2006).

A sintese também pode estar aumentada por taquicardia e acdo de
glicocorticéides, horménios tireoidianos e peptideos vasoativos, tais como
endotelina-1 e angiotensina Il, independente dos efeitos hemodinamicos desses

fatores (MAISEL et al, 2001).

Em pacientes com insuficiéncia cardiaca ou infarto do miocéardio, o BNP
aumenta significativamente, inclusive ultrapassando os niveis de ANP. Apesar
de o fator mecanico ser o mais importante para o aumento do BNP, é provavel
gque a necrose miocardica também contribua para este fenémeno. Em
pacientes infartados, a producdo de BNP pela regido infartada €
significativamente maior do que nas areas néao infartadas (LATINI et al, 2002).
A extensdo do aumento é relacionada ao tamanho do infarto. Pacientes com
infartos pequenos tendem a ter um aumento monofasico, com pico 20 horas
apos o inicio dos sintomas. Por outro lado, aqueles com grandes infartos e

sinais clinicos de insuficiéncia cardiaca, podem se apresentar com um pico
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adicional até 5 dias apds a admissdo. Como os trabalhos mostram resultados
conflitantes quanto ao desempenho da dosagem dos peptideos natriuréticos
para identificar pacientes com dano ventricular significatico apds infarto, os
ensaios em questdo parecem ser apenas moderadamente Uteis para avaliar
disfuncdo ventricular apés infarto do miocardio. Entretanto, aumentos
persistentes dos peptideos natriuréticos por um a dois meses apos o infarto do
miocéardio sugerem maior risco de remodelamento adverso e subsequente
insuficiéncia cardiaca, embora esses achados devam ser confirmados ainda
por estudos adicionais melhor desenhados (CLERICO et EMDIN, 2004).
Estudos realizados em maratonistas relataram que os niveis de BNP
aumentam apdOs maratona, sugerindo que exercicios intensos poderiam causar
injuria cardiaca, liberando ndo s6 o BNP, mas também a troponina T (LATINI et

al, 2002).

2.1.6 — Mecanismos de eliminacdo do BNP

O BNP ¢é eliminado na circulacéo através de dois mecanismos: clivagem pelas
endopeptidases neurais e endocitose mediada pelo receptor especifico C
(NPR-C) (SEYMOUR et al, 1995, CHEN et BURNETT, 1999; ANAND-
SRIVASTAVA, 2005). As endopeptidases neurais sdo do tipo metalopeptidases
dependentes de zinco e estdo amplamente distribuidas no corpo. Encontram-
se particularmente concentradas nos pulmdes, na borda em escova das células
dos tubulos proximais dos rins, na superficie das células endoteliais, nas
células musculares lisas, nos fibroblastos e nos neutréfilos (SHIMIZU et al,
2001; LATINI et al, 2002). Sua presenca nos rins explicaria o aumento nos

niveis dos peptideos circulantes em casos de insuficiéncia renal.

10
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Em relacdo a eliminacdo via endocitose mediada pelo receptor especifico C,
sabe-se que o BNP apresenta menor afinidade ao receptor que o ANP, o0 que

contribuiria para sua maior meia-vida (LEMOS et al, 2003).

O segmento NT-proBNP, ao contrario, é eliminado principalmente pela
excrecao renal, mas alguns estudos ja aventam a possibilidade de existir outra

importante forma de eliminacdo (WEBER et HAMM, 2006).

2.1.7 — Valores de referéncia e variaveis interferentes no nivel sérico do

BNP

Estudos populacionais mostram que individuos normais apresentam niveis
séricos de BNP inferiores a 100 pg/mL (MAISEL et al, 2001; LEMOS et al.

2003; JANUZZI et al, 2005; LIPPI et al. 2007; FDA, 2008).

Diferentes variaveis bioldgicas influenciam os valores séricos de BNP, como

idade, sexo e massa corporal (MEHRA et al, 2004; WANG et al. 2002, 2004).

Os niveis de BNP aumentam com a idade. Utilizando metodologia imuno-
radiométricas, Maisel e colaboradores descreveram o0s seguintes valores
médios de BNP: para individuos entre 55-64 anos, 26,2 + 1,8 pg/mL; para
individuos entre 65-74 anos, 31,0 + 2,4 pg/mL, e para individuos acima de 75

anos, 63,7 £ 6 pg/mL (MAISEL et al, 2001).

Mulheres saudaveis também tém niveis mais altos de BNP comparando-se
com grupos de homens da mesma idade. Embora a raz&o seja desconhecida,
é possivel que mulheres idosas tenham ventriculos esquerdos mais rigidos do

gue homens da mesma faixa etaria.

11
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Niveis de BNP sédo significativamente mais baixos em obesos do que nao
obesos e admite-se que haja degradacédo de BNP pelo tecido adiposo. Essa
diminuicdo de BNP nos obesos poderia explicar a retencdo aumentada de
sédio, a expansdo de volume, a hipertensdo e o menor antagonismo ao
sistema renina-angiotensina-aldosterona relacionados a obesidade (WANG et

al. 2004).

Os niveis de BNP estdo também aumentados nos estagios finais da doenca
renal e em virtualmente todos os pacientes em tratamento dialitico. Parte desse
aumento pode ser provocada pelo aumento da volemia, pois apos dialise, 0s
niveis de BNP reduzem significativamente, embora ndo para niveis normais

(MAISEL et al, 2001).

2.2 — Niveis séricos de BNP e a classificacdo NYHA (New York Heart

Association)

A classificacdo funcional da New York Heart Association (NYHA) proporciona
um meio simples de categorizar a extenséo da insuficiéncia cardiaca. Classifica
os doentes em quatro categorias baseando-se na quantificacdo da limitacao da
atividade fisica. Embora apresente boa correlacdo da sintomatologia com a
mortalidade, trata-se de uma classificacdo subjetiva. Tem sido proposta a

utilizacdo de parametros mais objetivos.

Os niveis de BNP se correlacionam significativamente com parametros
hemodinamicos, tais como pressao atrial direita, pressao de enchimento capilar
pulmonar e presséo diastolica final do ventriculo esquerdo. Como os niveis de

BNP se correlacionam com a elevacdo da presséo diastdlica final e essa se

12



INTRODUCAO E REVISAO BIBLIOGRAFICA

correlaciona intimamente com o sintoma principal da insuficiéncia cardiaca que
€ a dispnéia, ndo é surpreendente que o BNP se correlacione intimamente com

a classificacdo da NYHA.

Embora haja significativa sobreposicdo nos niveis de BNP entre as quatro
classificacdes da insuficiéncia cardiaca, quanto maior a gravidade da doenca
cardiaca, mais altos sédo os niveis de BNP (MAISEL et al, 2001). Pacientes em
classe funcional | apresentam niveis médios de BNP de 152 + 16 pg/mL, os de
classe Il de 332 + 25pg/mL, os de classe Il de 590 + 31 pg/mL e os de classe
IV de 960 + 34 pg/mL (MAISEL et al, 2001; EWALD et al, 2008). Em qualquer
uma das classes funcionais, as mulheres apresentam niveis ligeiramente mais

altos que os homens (MAISEL et al, 2001).

2.3 — Valores de corte dos niveis séricos de BNP para diagndstico de

insuficiéncia cardiaca

Alguns autores sugerem que o valor de corte para o BNP de 100 pg/mL poderia
ser utilizado para discriminar pacientes com insuficiéncia cardiaca. Esse valor
teria 82,4% de sensibilidade em geral e acima de 99% na classe IV da NYHA,
com especificidade variando de 93 a 95% (GUIMARAES, 2002). Existe também
a recomendacao do uso de dois valores de corte, um entre 40-60 pg/mL e outro
em torno de 100 pg/mL. Essa recomendacao, segundo Maisel e colaboradores
(2001), postula que usando um valor de cutoff mais alto (100 pg/mL), o teste de
BNP teria maiores especificidade e valor preditivo positivo, enquanto que um
valor de cutoff mais baixo proporcionaria maiores sensibilidade e valor preditivo
negativo. Esse valor de cutoff mais baixo poderia ser muito importante no

screening das populacdes de alto risco. Pacientes com disfuncédo ventricular

13
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esquerda assintomatica (sistdlica ou diastolica) que estariam na classificacédo

da NYHA Classe | cairiam nessa faixa de BNP (MAISEL et al, 2001).

Estudos recentes mostram que a dosagem do peptideo NT-proBNP se
comporta de forma equivalente ao BNP tanto no diagndstico, prognéstico e
seguimento dos pacientes com insuficiéncia cardiaca (WEBER et HAMM,

2006).

Em geral, a insuficiéncia cardiaca € improvavel em valores de BNP inferior a
100 pg/mL e muito provavel em valores superiores a 500 pg/mL e para o NT-
proBNP improvavel em valores inferiores a 300 pg/mL e muito provavel em
valores superiores a 450 pg/mL até 50 anos e superiores a 900 pg/mL para

pacientes acima de 50 anos (WEBER et HAMM, 2006).

As medidas dos niveis de BNP e NT-proBNP tém elevado valor preditivo
negativo (98%) na disfuncéo ventricular, sugerindo que pacientes com niveis
dentro da faixa de referéncia, muito provavelmente, apresentem fungéo normal
(MAISEL et al, 2001; FERNANDES, 2003), demonstrando que a melhor
utiidade desses marcadores € excluir o diagndstico de insuficiéncia cardiaca

(WEBER et HAMM, 2006).

2.4 — Aplicacdes clinicas da determinac&o dos niveis séricos de BNP e

NT-proBNP

Os peptideos natriuréticos tém sido considerados bons marcadores
bioquimicos para triagem diagndstica e classificacdo, diagnostico diferencial da
dispnéia, avaliacado do tratamento e prognostico de pacientes com insuficiéncia

cardiaca congestiva (ICC). Eles tém sido largamente utilizados como

14
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marcadores de morbidade e mortalidade em doencas cardiacas (CLERICO et
EMDIN, 2004, MAISEL et al, 2001). Permitem também melhor triagem dos
pacientes encaminhados para realizacdo de ecocardiograma, evitando ou
reduzindo a utilizacdo de outros exames caros ou desnecessarios, uma vez
que valores normais de NT-proBNP ou BNP praticamente excluem disfuncéo
ventricular (CLERICO et EMDIN, 2004). A Sociedade Européia de Cardiologia
tem recomendado que se 0s niveis dos peptideos estiverem dentro dos valores
de referéncia, dispensa-se a realizacdo de outros procedimentos ou mais
dispendiosos, ou mais demorados, como € o caso do ecoardiograma e teste
ergométrico (Wu et al, 2004).

Além disso, a partir do tratamento, podem funcionar como marcadores de risco
(morbidade e mortalidade) em longo prazo dependendo da resposta do
paciente ao tratamento. A estreita correlacao dos niveis séricos do BNP com a
condicdo clinica cardiaca permite também sua utilizacdo na otimizacdo do
tratamento medicamentoso da insuficiéncia cardiaca (MAISEL et al, 2001).
Estudos clinicos demonstram que esta abordagem é superior a terapéutica
clinica empirica convencional (JANUZZI et al, 2005; WEBER et HAMM, 2006;
EWALD et al, 2008; OMLAND, 2008).

No Brasil, tem sido preconizada a dosagem de peptideos natriuréticos para
definicdo da forma cardiaca da doenca de Chagas. A cardiopatia chagésica é
uma causa importante, no Brasil, de insuficiéncia cardiaca (ORGANIZACAO
MUNDIAL DE SAUDE, 1995; MCKENNA, 1996; HERINGER-WALTER et al,
2003). O paciente na fase cronica da doenca de Chagas pode ter insuficiéncia
cardiaca em graus variados como complicacdo da miocardiopatia dilatada

decorrente da inflamacao e destruicdo mioneural.
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A doenca de Chagas é a doenca de saude publica mais desafiante na América
Latina e a quarta maior causa entre as doencas transmissiveis, onde
estimativas recentes indicam uma prevaléncia da infeccédo de 16 a 18 milhdes,
com 3 a 3,3 milhdes de casos sintomaticos. No Brasil, existem 6 a 8 mihdes de
pessoas infectadas. A forma cardiaca da doenca de Chagas pode se
manifestar de forma assintoméatica, sem evidéncia de insuficiéncia cardiaca,
como cardiomiopatia dilatada com ou sem insuficiéncia cardiaca, ou ainda
como forma arritmogénica de varios padrdes (MELO et al, 2004; RIBEIRO et al,
2005). O ecocardiograma € a melhor técnica ndo invasiva usada na avaliacéo
da funcao ventricular nessa doenca. Entretanto, ha varias limitacées para o seu
uso frequente, especialmente pela dificuldade na sua execugcdo em zonas
rurais, onde a doenca € endémica, além da necessidade de um examinador
experiente. Portanto, o desenvolvimento de um método de triagem alternativo
para a detec¢do da disfuncdo ventricular esquerda, ainda em fase incipiente, é

extremamente desejavel (RIBEIRO et al, 2005).

Os niveis de BNP se correlacionaram com piora da fungdo ventricular em
pacientes portadores de doenca de Chagas, pois pacientes com maior grau de
insuficiéncia cardiaca, caracterizados por diminuicdo da fracdo de ejecdo do
ventriculo esquerdo, apresentaram niveis séricos mais elevados (RIBEIRO et
al, 2002). Os autores demonstraram altos niveis de BNP associados com
depressao da fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo (VE) e com aumento do
didametro final do VE, encontrando niveis de BNP duas vezes maior em
pacientes com fragdo de ejecao inferior a 40% e niveis normais em pacientes
com fragcdo de ejecao superior a 40%. Os mesmos autores demonstraram

também que pacientes com doenga de Chagas com niveis plasméticos de BNP
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dentro dos valores de referéncia tinham baixos indicios de envolvimento
cardiaco importante, dispensando a realizacdo do ecocardiograma, mostrando
ser um metodo util para screening de pacientes com Doenca de Chagas
(2002). Em outro trabalho, Ribeiro e colaboradores demonstraram altos niveis
de BNP associados com reducéo da fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo
(VE), com aumento do diametro final do VE e numero aumentado de
complexos ventriculares prematuros em 24 horas, encontrando niveis de BNP
quatro vezes maiores em pacientes com cardiomiopatia chagéasica crbnica
severa e fracdo de ejecao inferior a 40% e niveis normais em pacientes com
fracdo de ejecdo superior a 40% (2004). Outro achado foi o encontro de altas
concentracbes do BNP em pacientes com aneurisma apical associado a
arritmia ventricular complexa, demonstrando entdo um valor prognéstico em
pacientes com quadros mais complicados. Em relatos anteriores, a utilizagdo
do BNP em pacientes chagasicos sem disfungcdo ventricular ndo evidenciou
niveis seéricos diferentes da populacédo normal (RIBEIRO et al, 2004). Estudos
recentes indicaram que elevacdes nas concentracdes séricas de BNP estdo
associadas a fibrose cardiaca (HERINGER-WALTER et al, 2003). Nesses
mesmos estudos, esses autores avaliaram tanto o BNP e o ANP (peptideo
natriurético atrial) em pacientes com doenca de Chagas em diferentes classes
NYHA e demonstraram que ambos poderiam funcionar como bom marcador de
progndstico, sobressaindo-se o BNP. Concluiram que poderia ser usado como
marcador naqueles pacientes doentes assintomaticos, ou seja, sem
insuficiéncia cardiaca, tornando-o, entdo, um excelente marcador precoce de
screening para disfuncdo ventricular (2003). Ribeiro e colaboradores, apos

estudo de comparacdo, demonstraram que a estratégia de dosar o BNP em
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pacientes com ECG alterado é melhor do que aquela que realiza ECG e Rx de
térax de todos os pacientes para screening e deteccao da disfuncéo ventricular
esquerda precoce (RIBEIRO et al, 2006). Melo e colaboradores encontraram
diferenca estatisticamente significativa dos niveis séricos do BNP em pacientes
cronicos com insuficiéncia cardiaca, mesmo sem dilatacdo de camaras, quando
comparados com pacientes apenas sorologicamente positivos. Concluiram,
entdo, que o BNP poderia ser util ndo sé na avaliacdo da gravidade da doenca
de Chagas em individuos com insuficiéncia cardiaca congestiva, mas também

naqueles com as formas incipientes da doenca (MELO et al, 2005).

Barbosa e colaboradores estudaram o NT-proBNP como marcador de
disfuncéo sistélica e diastélica do ventriculo esquerdo, pois essa ultima tem
sido implicada como agravador do progndstico em pacientes com cardiopatia
dilatada. Os niveis plasméaticos de NT-proBNP nesse estudo foram
significativamente elevados em pacientes classificados nas classes Il e IV da
NYHA, mostrando uma correlagdo inversa significativa. Mostraram também
uma forte correlacdo com a fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo e uma
fraca correlacdo com muitos dos parédmetros Doppler ecocardiograficos da
funcéo diastdlica. Os niveis de NT-proBNP aumentaram com a deterioracao da
funcéo diastdlica, com niveis significativamente mais altos em pacientes com o
padrdo de enchimento restritivo, alcancando uma sensibilidade de 90%,
especificidade de 70%, um valor preditivo positivo de 40,9% e um valor
preditivo negativo de 96,9% para detectar esse padréo, quando comparados a

outros padrdes de funcgéo diastolica (BARBOSA et al, 2006).
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2.5 — Estabilidade dos peptideos natriuréticos

Ha ainda controvérsia sobre a estabilidade do BNP e de outros peptideos
natriuréticos no sangue total. O BNP e, particularmente a fracdo inativa, o NT-
proBNP sdo razoavelmente estaveis, tendo o BNP uma meia-vida de 23
minutos (LATINI et al, 2002). J& o NT-proBNP tem uma meia-vida de 120
minutos, o que explica o fato de os valores séricos do metabdlito ser seis vezes
mais altos que os do BNP, mesmo sendo as moléculas liberadas em

propor¢cdes equimolares (WEBER et HAMM, 2006).

No ambiente ex-vivo, alguns autores afirmam que o BNP é estavel em sangue
total a temperatura ambiente com adicdo de EDTA por pelo menos 24 horas
(WEBER et HAMM, 2006) ou por até 2-3 dias (BUCKEY et al, 1999).
Entretanto, outros estudos demostraram que os niveis do BNP sédo estaveis no

sangue total por mais de 3 dias (LATINI et al, 2002).

Em relacdo ao NT-proBNP, alguns autores relatam que € estavel por pelo
menos 72 horas, em sangue total, sem necessidade de aditivos (WEBER et
HAMM, 2006). Por ser uma molécula maior, o NT-proBNP tem uma meia-vida
plasmatica mais longa e, consequentemente, niveis mais elevados na
circulacdo, o que facilita sua dosagem do ponto de vista analitico (JANUZZI et

al. 2005; WEBER et HAMM, 2006).

Dentre os estudos que avaliaram a estabilidade dos peptideos natriuréticos,
alguns merecem destaque. Buckley e colaboradores, em 1999, demonstraram
que eles sdo estaveis, em sangue total, por 2-3 dias a temperatura ambiente, e

concluiram que as amostras poderiam ser enviadas por correio e
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posteriormente separadas e congeladas. Demonstraram também nao haver
melhoria com o acréscimo de inibidor de proteases (aprotinina) na estabilidade
dos peptideos BNP e NT-ANP. J&a Tsuji e colaboradores (1994) demonstraram
que a degradacdo do BNP € menor com o acréscimo da aprotinina e que o
congelamento do plasma mantém a estabilidade desse peptideo. Muller e
colaboradores (2004) estudaram a estabilidade do BNP e NT-proBNP em
amostras congeladas a -20° Celcius sem adicdo de inibidor de proteases e
concluiram que o BNP n&o se mantém estavel em amostras congeladas apoés 4
meses, enquanto que o NT-proBNP poderia ser armazenado nas mesmas

condicOes de tempo e temperatura sem perda relevante da imunorreatividade .

Outro trabalho que levanta também a questdo da estabilidade em diferentes
formas de armazenamento é o de Wu e colaboradores (2004) que estudaram,
nao so a influéncia da estocagem, em diferentes temperaturas, na recuperagao
da imunorreatividade, como também o desempenho de outro ensaio
automatizado, o da Bayer ADVIA Centaur. Nesse trabalho, foram estudados
pacientes normais e com insuficiéncia cardiaca de hospitais de varios estados
norte-americanos, divididos em trés grupos: o primeiro com 983 individuos
normais, o segundo com 538 pacientes com algum tipo de doenca crbnica e o
grupo 3 consistia de 722 pacientes com insuficiéncia cardiaca classificados nas
4 classes funcionais da NYHA. Para o estudo de estabilidade, amostras de 15
pacientes com insuficiéncia cardiaca foram colhidas em tubos contendo EDTA
no tempo zero. O primeiro tubo foi mantido ndo centrifugado (sangue total) por
24 horas a temperatura de 22° Celcius. Nos tempos zero, 24 e 48 horas, uma
aliquota do sangue total foi removida para um tubo plastico de microcentrifuga

e centrifugada para obtencéo de plasma. Esse plasma, entdo, foi aliquotado e
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congelado a -70° Celcius para posterior determinacdo dos niveis de BNP.
Outras aliquotas foram obtidas a partir do tubo contendo sangue total, sendo
retiradas nos mesmos tempos e mantidas tanto a 22° Celcius, quanto a 4°
Celcius. Os resultados que os autores obtiveram no estudo da estabilidade
usando sangue total indicaram que o0 sangue poderia ser mantido a
temperatura ambiente, sem ser processado por tempo superior a 24 horas, se
necessario, antes da centifugacao, pois a média de recuperacao do BNP apés
24 horas foi 96% do valor medido no tempo zero e 80% apods 48 horas. Em
plasma mantido a 4° Celcius por mais 24 horas, a recuperacdo média foi de

91% do valor obtido na amostra processada imediatamente.

A recomendacao da National Academy of Clinical Biochemistry (NACB) e
International Federation of Clinical Chemistry Committee for Stardardization of
Markers of Cardiac Damage (IFCC C SMCD) em 2005 (2005) para os
fabricantes e laboratérios usuéarios dos ensaios dos peptideos natriuréticos e
seus metabdlitos foi que estabelecessem especificacdes analiticas e pré-
analiticas de qualidade antes da introducéo na pratica clinica. Um dos critérios
pré-analiticos € a determinacdo do efeito do armazenamento e temperatura

sobre o resultado do ensaio (APPLE et al, 2007).

2.6 — Precisao dos ensaios

O sistema de cuidado a saude tem sido definido como um conjunto de partes
ou agentes independentes ou conectados, incluindo profissionais e pacientes,

ligados por um propdsito e agdes comuns no seu conhecimento.
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O laboratério médico, um componente vital do sistema de cuidado a saude,
desempenha um papel essencial no diagndstico clinico, manejo e tomada de
decisbes para o paciente. Entretanto, o tradicional papel dos laboratorios
clinicos esta sob nova otica critica, em particular pelos limites ou fronteiras

entre a producéo/utilizacdo dos dados laboratoriais (PLEBANI et SIEST, 2006).

Considera-se que resultado laboratorial final emitido seja o conjunto do valor

obtido no ensaio, acrescido do erro aleatério e do viés analitico.

O erro aleat6rio € o erro decorrente da imprecisdo metodoldgica e € estimado
com base no desvio padrdo expresso na unidade de medida do analito, ou em

termos de coeficiente de variacdo (BASQUES, 2006).

O viés analitico (inexatiddo ou erro sistematico) € definido como a diferenca
entre a média dos resultados encontrados nas medi¢cées em replicata e o valor

verdadeiro ou valor de referéncia da concentracao medida (BASQUES, 2006).

Esse conjunto € chamado genericamente de erro total, que é estimado como a

soma dos efeitos do erro aleatorio e do viés analitico (BASQUES, 2006).

Os principios e o planejamento do sistema da qualidade requerem o uso do
erro total porque € o erro inserido em um resultado de laboratério (BASQUES,

2006).

Na realidade, as informacdes atuais sao insuficientes para quantificacdo exata
do impacto que os erros laboratoriais (imprecisdo, viés etc.) provocam
atualmente no resultado e cuidado clinico, mesmo considerando o aumento de
evidéncias apoiando a relevancia das fases pré e pés analiticas na producéo

de erros na pratica laboratorial (PLEBANI et SIEST, 2006).
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Alguns fatores, pré-analiticos e analiticos, ja foram relacionados como sendo
impactantes na imprecisao dos resultados dos testes, aumentando o erro total
e estdo intrinsicamente incluidos nas especificacbes de qualidade (APPLE et

al, 2007).

As especificacoes de qualidade tém sido definidas como “o nivel de
desempenho requerido para auxiliar nas tomadas de decisfes clinicas”, nao
estando limitadas ao manejo de boas préticas internas laboratoriais através de
controle estatistico de qualidade interno efetivo e programas de proficiéncia

(PLEBANI et SIEST, 2006).

Plebani e Siest, em editorial (2006), recomendam que as especificacbes de
qualidade devam seguir alguns critérios que sao: ser completamente baseados
em necessidades médicas, usaveis em qualquer tipo de laboratério, ser de
modelos facilmente compreensiveis e ser universalmente aceitos por todos os
profissionais usudarios. No mesmo editorial, sugerem, entdo, que as
especificacdes de qualidade baseadas na variagdo biologica seriam aquelas
qgue melhor atendem a esses critérios e recomendam que o desempenho
analitico dos testes deveria se basear nessas especificagbes (PLEBANI et
SIEST, 2006). Basques acrescenta uma outra consideracdo de que essas
especificacdes de qualidade estdo construidas, valendo-se de modelos
simples, facilmente compreensiveis e amplamente aceitos por profissionais da
saude, em razdo da coeréncia (BASQUES, 2006). Define-se variagdo biologica
intra-individual (VB;) ou inerente como a que ocorre em torno do ponto
homeostético do individuo, sendo Fraser considerado um dos mentores desta
teoria da variacdo biolégica (FRASER, 2001). E a que ocorre quando

removemos o efeito da variagdo analitica através do controle interno da
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qualidade, e ai permanece uma diferenca entre os resultados do mesmo
individuo (BASQUES, 2006). Define-se variacado bioldgica interindividual ou
intragrupo (CVg) aquela obtida apos aplicarmos 0 mesmo procedimento em
varios individuos e quando observarmos que a variabilidade da concentracéo

dos analitos sera diferente entre si (BASQUES, 2006).

As recomendacdes de qualidade baseadas na variacdo biologica foram
largamente aceitas nos laboratérios médicos e sdo agora reconhecidas como
tendo um importante papel nos modelos hierarquicos estabelecidos nas
conferéncias organizadas em Estocolmo em abril de 1999 pela International
Federation of Clinical Chemistry (IFCC), Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
e International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) (FRASER, 2001;

2005).

O modelo original, concebido por Cotlove e colaboradores, é baseado no
conceito de que imprecisdo analitica e o viés nado deveriam afetar
significativamente o resultado clinico. De acordo com esse modelo, o impacto
clinico minimo desejavel pode ser obtido quando o coeficiente de variagdo
analitico total (CVy) ou a imprecisdo analitica € inferior a metade do valor da

variacao bioldgica intra-individual (VB)) (COTLOVE et al, 1970).

A partir das conferéncias, foram publicados varios painéis contendo
informacdes sobre variacdo bioldgica dos analitos quantificaveis e o impacto

sobre seus valores de referéncia.

Modelos muito bem documentados e publicados sugerem que, nas aplicacées
clinicas de diagnodstico e monitorizacdo, devam-se usar as especificacdes de

qualidade (imprecisdo e viés) derivadas dos componentes da variacdo
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bioldgica que sdo a variacdo biologica intra-individual (VB)) e interindividual ou

intragrupo (CVe) (BASQUES, 2006).

Assim como em outros analitos, estudos foram desenvolvidos para determinar
0 impacto da variacdo biolégica sobre as metodologias disponiveis para
deteccdo dos peptideos natriuréticos, de modo a alcancar critérios objetivos

para interpretacdo dos resultados.

Applee e colaboradores, em nome do Committee for Stardardization of Markers
of Cardiac Damage do IFCC, apdés revisdo da literatura que mostrou grande
variacdo biolégica do BNP (VB, de aproximadamente 30-50%), sugeriram que
um CVt muito baixo seria desnecessario e recomendaram CVr inferior a 15%
em concentracdes do BNP dentro do intervalo de referéncia (APPLE et al,

2005).

Fraser tem criticado essas recomendacdes, preconizando que a teoria da
variacdo biolégica ndo seria totalmente apropriada para os peptideos

natriuréticos (FRASER, 2005).

Um trabalho em especial, de Aldo Clerico e colaboradores, ganha destaque,
pois parece desafiar a validade do modelo de variacdo biolégica para os
peptideos natriuréticos. Nesse trabalho, os autores reforcam Fraser quando

afirmam:

a) que o BNP, como muitos horménios, tem um VB, muito amplo e suas
variacdes nos liquidos biolégicos (plasma, soro) dependem restritamente da
ativacdo de um sistema regulatério, tornando a teoria da variacdo randdémica

em volta de um ponto homeostatico inapropriada.
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b) que os modelos estatisticos usados em muitos estudos que calcularam o VB,
com grande amplitude eram inadequados e, portanto, tal achado ndo seria

fidedigno.

C) que 0s ensaios automatizados comerciais disponiveis apresentam um CV
menor que os 15% preconizado, alguns relatando valores inferiores a 5%.
Desta forma, torna-se arriscado aceitar grandes valores de VB, 0 que poderia

influenciar os fabricantes a ndo almejarem produtos com melhor desempenho.

d) Algumas evidéncias ja demonstraram que uma diminuicdo dos niveis de
BNP de aproximadamente 30% depois da instituicdo do tratamento esta
associada com melhora clinica. Isso reforca a necessidade de conhecermos o
desempenho analitico em decisdes clinicas especificas, que conforme
mencionado por Basques (2006), esse modelo é o de mais elevada posicéo na
hierarquia e o de maior mérito, porque as especificagbes de qualidade

derivadas de estudos clinicos refletem melhor as necessidades médicas atuais.

e) Considerando o NT-proBNP, hd amplas diferencas entre os poucos estudos
descritos na literatura, tornando obrigatorias novas pesquisas (CLERICO et al,

2006).

Desta forma, constata-se que ndo ha consenso sobre as adequadas
especificacdes de qualidade baseadas na variagao biologica ou um modelo que
seja alternativo e satisfatorio para os ensaios de determinacdo de BNP e NT-
proBNP. Plebani et Siest recomendam a realizacdo de outros estudos para
melhor compreensao da verdadeira variacdo bioldgica intra-individual do BNP e

NT-proBNP (2006).
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Percebe-se a necessidade premente de se estabelecer modelos de
especificacoes de qualidade para avaliacdo dos ensaios dos peptideos

natriuréticos disponiveis atualmente (PLEBIANI, 2006).

Para os peptideos natriuréticos, isso se torna critico, uma vez que varios
trabalhos jA demonstraram seu valor progndstico e como avaliador da eficacia
do tratamento instituido (MAISEL, 2003; LATINI et al, 2002). Para monitoracao
do sucesso de tratamento, sdo necessarias analises seriadas, nas quais a
variacdo biologica e a imprecisdo analitica podem refletir em mudancgas
significativas dos resultados (WU, 2006). Esse autor revisou a literatura em
busca de evidéncias que assegurassem a determinacdo da variabilidade
biol6gica e valores significativos de mudancga entre as dosagens que pudessem
entdo tornar aplicavel o uso das medidas seriadas para guiar o tratamento para
a insuficiéncia cardiaca. Constatou que a maior parte dos estudos foi
conduzida em individuos saudaveis, com algumas excec¢des que pesquisaram
em pacientes com insuficiéncia cardiaca, porém estaveis. Detectou que os
maiores CVr pertenciam a ensaios manuais (Shionogi ShionoRIA), seguidos
dos remotos (Biosite Triage, Biosite, San Diego, CA) e por ultimo, os ensaios
automatizados (Roche Elecsys e Abbott AXSYM). Além disso, relata que a
variacdo do CV,, semana a semana para o0 BNP e NT-proBNP, é relativamente
alta, de 33 a 60%, comparados a outros analitos clinicos, como por exemplo,
os eletrdlitos. Em decorréncia da elevada variacdo analitica e biologica, o autor
recomenda a utilizacdo do célculo da diferenca critica entre resultados ou
reference change value (RCV), quando utilizamos tais ensaios com a finalidade
de monitoracdo. O RCV representaria o percentual minimo significativo que

indica declinio em relacdo as concentracfes basais do BNP e NT-proBNP,
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apos o inicio do tratamento (FRASER, 2001; WU, 2006) e € estimado a partir
da variacdo analitica (do préprio laboratorio) e da variacdo biolégica intra-
individual tomada de banco de dados. Esse modelo foi desenvolvido por Harris
e Yasaka (HARRIS et YASAKA, 1983) e seus célculos foram divulgados por
Omar, van der Watt e Pillay (2008). Para sugerir progresséo clinica da doenca,
o valor de RCV deveria ser multiplicado por dois (2) em relacdo aos valores

iniciais de BNP e NT-proBNP para se obter a mudanca necesséaria (WU, 2006).

O autor ainda relata que os RCVs dos ensaios de BNP foram maiores que o0s
do NT-proBNP e que isso sugere que este Ultimo seja um marcador mais
sensivel para detectar mudancas estatisticamente significativas em
determinacdes seriadas. Este achado pode estar relacionado a meia-vida do
NT-proBNP mais longa e ao fato de ndo existir metabolizagdo deste pelas
neuropeptidases como 0 que ocorre com o BNP. O maior mecanismo de
eliminagc&o do fragmento NT-proBNP é por excrecdo renal, sendo encontradas
grandes concentragdes do NT-proBNP na urina. O QUADRO 2 resume o0s

achados de Wu.
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QUADRO 2
Resumo dos estudos de variacao biolégica — Wu, 2006
CVq CV, RCV
BNP em individuos normais
Biosite 8.6 44 61%
ShinoRIA 16.7 59 84%
Bayer Centauro 1.8 50 69%
NT-proBNP em individuos saudaveis
Elecsys (Roche) - Semana a semana 1.6 33 46%
Elecsys (Roche) - Semana a semana 4.0 35 49%
Elecsys (Roche) - Dia a dia 2.7 9.1 26%
BNP em pecientes estaveis com IC
Biosite Triage intra-dia 8.6 24 38%
Abbott AXSYM intra-dia 8.4 8.2 16%
Abbott AXSYM Dia a dia 8.4 25 37%
Abbott AXSYM Semana a semana 8.4 41 56%
Biosite Triage intra-dia 13.7 5.0 20%
Biosite Triage dia a dia 13.7 25 39%
NT-proBNP em cardiopatas estaveis
Elecsys (Roche) Intra-dia 3.0 8.6 12%
Elecsys (Roche) Dia a dia 3.0 20 27%
Elecsys (Roche) Semana a semana 3.0 35 40%
Elecsys (Roche) Intra-dia 2.8 6.3 10%
Elecsys (Roche) Dia a dia 2.8 21 29%
Média dos resultados comhbinados de individuos saudaveis e cardiopatas estaveis

BNP intra dia 25%
BNP dia a dia 38%
BNP semana a semana 71%
NT-proBNP intra dia 11%
NT-proBNP dia a dia 27%
NT-proBNP semana a semana 47%
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Outra questao importante é considerar a variabilidade interindividual (CVg) no
sistema BNP. Alguns estudos tém tentado estabelecer relagéo do polimorfismo
genético do receptor humano tipo A, que é o responsavel pela ligagdo do BNP
e ANP, e sua contribuicdo para a variablidade interindividual (CVQg) no sistema
do BNP (WEBER et al, 2008). Os autores comentam que a variagao inerente
nos genes que codificam o receptor ligador pode ser um importante
determinante na variabilidade da atividade ligadora e influenciar seus efeitos
biolégicos. Relatam também que em modelos animais, jA foram demonstrados
gque mudancas quantitativas na expressdao do gene NPR-1 que codifica o
receptor NPR-A tém efeitos significativos na pressao arterial e na massa
cardiaca. Relataram também que ja foi demonstrado que individuos japoneses
geneticamente deficientes nos receptores NPR-A podem exibir niveis mais

altos de BNP quando comparados a individuos com receptores tipo selvagens.

Os autores comentam que trés haplotipos nas regibes 3’e 5° do gene que
codifica o receptor ja foram identificadas. Trés delas, incluindo CT6, 3-plus e 4-
minus tém sido relacionados a efeitos quantitativos na expressao do receptor in
vitro. Quando os autores estudaram esse efeito in vivo, encontraram que o
haplotipo 4-minus, identificado na regido néo traduzida 3" do gene do receptor
NPR-A, € associado com niveis significativamente mais altos de NT-proBNP,
realizados pelo ensaio Roche Elecsys, quando comparados as outras variantes
genéticas. Supbe-se que 0 mecanismo responsavel por esse efeito seria a

instabilidade do RNA mensageiro levando a diminuicao da traducéo do gene.
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Quando, em estudo, detectaram-se niveis mais aumentados do NT-proBNP em
individuos geneticamente deficientes no receptor NPR-A, devido a presenca do
haplotipo 4-minus, especulou-se que essa associacdo seria resultante da
regulacdo negativa de feed-back, onde a funcdo diminuida do sistema BNP
provocada pelo defeito genético no receptor, consequentemente levaria a uma
regulacdo positiva da expressdo do gene do BNP, no sentido de compensar
essa deficiéncia. Um mecanismo similar de autoregulacéo ja foi descrito para o
ANP. Como o observado nesse estudo sO foi estisticamente significativo no
grupo controle e ndo no de pacientes doentes (insuficiéncia cardiaca com
fracdo de ejecdo inferior a 50% e pacientes com sindrome coronariana com
alteracdes no eletrocardiograma), eles concluiram que o impacto do defeito do
receptor NPR-A na regulacdo do BNP nesses pacientes seria dificil de se
detectar, sugerindo que o polimorfismo descrito ndo teria efeito na variacéo
interindividual nos valores de BNP e NT-proBNP sob condi¢cdes patoldgicas.
Porém, eles acreditam que a relacéo entre o haplotipo 4-minus e altos niveis de
NT-proBNP trardo novos rumos para as aplicacdes diagndsticas e terapéuticas
dos peptideos natriuréticos. Por ndo se relacionarem com sexo e idade, como
ocorre com o BNP e NT-proBNP, o haplotipo 4-minus seria um preditor
independente dos altos niveis de NT-proBNP e um outro campo de estudo
seria avaliar se ele seria mais frequente em individuos ndo responsivos ao
tratamento, e se esse fato seria o responsavel pela falha a terapéutica que

esses individuos apresentam (WEBER et al, 2008)

Diante, entdo, das controvérsias que ainda existem quanto a estabilidade dos
analitos, BNP e NT-proBNP, e quanto ao desempenho de métodos

automatizados frequentemente empregados em laboratorios clinicos,

31



INTRODUCAO E REVISAO BIBLIOGRAFICA

propusemos executar este estudo com o objetivo de avaliar a estabilidade a
partir de amostras frescas e suas aliquotas refrigeradas e congeladas e, ainda,
avaliar a precisdo dos ensaios, através da determinacdo dos valores de
coeficientes de variacdo para os dois ensaios, em um espaco de atuacao de

um laboratério clinico.

2.7 — Hipoteses

e Resultados de precisdo obtidos pelo fabricante em situagbes

padronizadas podem nao ser reprodutiveis em laboratérios clinicos.

e Diferentes formas de armazenamento podem interferir na estabilidade
do peptideo natriurético cerebral e da fragcdo amino terminal proBNP e,

portanto comprometer o resultado de amostras néo frescas.
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3 — Objetivos
3.1 — Objetivo geral:

- Analisar o desempenho de métodos automatizados de BNP e NT-proBNP,

compara-los e conhecer a estabilidade de peptideos natriuréticos.

3.2 — Objetivos especificos:

- Estabelecer estudos de preciséo atraves da determinacéo dos coeficientes de
variacdo intra-ensaio (CV)) e total (CVy) para o imunoensaio enzimatico de
microparticulas do BNP e para o imunoensaio enzimatico quimioluminescente

do NT-proBNP.

- Comparar o desempenho dos dois ensaios.

- Avaliar a estabilidade do BNP e do NT-proBNP em metodologias
automatizadas a partir de amostras frescas, suas aliquotas refrigeradas e

congeladas, através da determinacéo do percentual de recuperacao.
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4 — Material e Métodos
4.1 — Delineamento experimental

As andlises realizadas neste estudo foram desenvolvidas em duas etapas
diferentes, que denominaremos Experimento 1 e Experimento 2. No primeiro,
foi avaliado o ensaio BNP MEIA, utilizando-se amostras divididas em aliquotas
congeladas, e no segundo, mais completo, foram avaliados os ensaios BNP
MEIA e NT-proBNP QIA, utilizando-se amostras divididas em aliquotas
congeladas e refrigeradas. Em ambas as ocasides, foram realizados estudos
de estabilidade e de precisdo ou desempenho do ensaio, conforme fluxograma

abaixo (Figura 4).

Figura 4
‘ Experimento 1 ‘ Experimento 2
4 pacientes clinicamente classificados 3 pacientes clinicamente classificados
pela NYHA pela NYHA
PLASMA(EDTA) SORO E PLASMA(EDTA)
Triplicatas de aliquotas Triplicatas de aliquotas congeladas
congeladas por 3 dias e refrigeradas por 3 dias

BNP MEIA e

BNP MEIA NT-proBNP QIA
l |
36 dosagens 108 dosagens

Desempenho do ensaio: Calculo do CV intraensaio (CV,) e CV total (CV,)

Estabilidade dos peptideos: Calculo do Indice de Recuperagio
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4.2 — Amostras

Os pacientes clinicamente classificados segundo a NYHA classes | a IV foram

selecionados a partir de clinica cardiolégica, ambulatorial e hospitalar.

As amostras de sangue foram colhidas por punc¢éo venosa padrdo em tubos de
plastico contendo EDTA (Vacuette) para plasma (BNP) e tubos sem
anticoagulante para obtencdo de soro (NT-proBNP). Apos a formacdo de
coagulo de fibrina visivel nos tubos sem anticoagulante, as amostras foram
centrifugadas a 3500 gramas por 10 minutos, juntamente com as de EDTA.
Apés essa etapa, ainda no dia 1, as amostras de plasma e soro obtidas foram
separadas e aliquotadas devidamente identificadas ainda dentro de 4 horas
apos a coleta, para posterior armazenamento (refrigeracéo entre 2 e 8° Celcius

ou congelamento a -20° Celcius).

4.3 — Estudos de estabilidade e preciséo

O estudo de estabilidade foi realizado ensaiando as aliquotas, em triplicata,
durante 3 dias consecutivos. No primeiro dia, as aliquotas foram processadas
ainda dentro de 4 horas ap0s a colheita (frescas), e no segundo e terceiro dias
as aliquotas usadas estavam armazenadas congeladas ou refrigeradas, mas
s6 foram processadas apds terem atingido a temperatura ambiente
espontaneamente. O estudo de estabilidade consistiu em comparar 0s
resultados das médias do segundo e terceiro dias com as do primeiro dia e

calcular o percentual de recuperacédo da imunorreatividade para cada média.
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A precisdo dos dois métodos foi avaliada considerando o protocolo modificado
do documento EP15-A do NCCLS usando amostras de plasma de EDTA de 4
pacientes classificados segundo a NYHA classes | a IV na primeira fase(BNP)
e amostras de plasma e soro de 3 pacientes classificados |, Il e IV segundo a
NYHA, na segunda fase (BNP e NT-proBNP). O documento EP15-A do
NCCLS recomenda o estudo de precisdo em cinco dias consecutivos e no
estudo em questdo, usamos um protocolo menor, utilizado em laboratorios

clinicos.

Para avaliacdo da precisdo foram calculados os CV intraensaio (CV)) e CV total

(CV7) das amostras refrigeradas e congeladas.

O estudo de avaliacdo da precisdo do BNP foi realizado duas vezes
(experimentos 1 e 2) e o do NT-proBNP uma vez (experimento 2) perfazendo

um total de 144 dosagens.

4.4 — Ensaios

As aliguotas devidamente identificadas quanto a sua forma de armazenamento
foram posteriormente analisadas através de ensaios completamente

automatizados.

O ensaio de BNP foi realizado no equipamento AXSYM Abbott alocado no
Biocor Instituto Hospital de Doencas Cardiovasculares e o ensaio de NT-
proBNP foi realizado no equipamento Elecsys Roche alocado no Laboratorio

Labrede.
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Para a dosagem de BNP, foi utilizado ensaio AXSYM (Laboratérios Abbott, IL,
USA), imunoensaio enzimatico de microparticulas (MEIA), utilizando dois
anticorpos monoclonais de rato num formato sanduiche de duas etapas.

Resumidamente, microparticulas revestidas com anticorpo monoclonal de
camundongo anti-BNP séo incubadas com plasma colhido em EDTA na
presenca de tampédo TRIS. Posteriormente, essa mistura é transferida a célula
matriz para possibilitar a ligacéo irreversivel das microparticulas a matriz de
fibora de vidro. Apds lavagem, conjugado anti-BNP marcado com fosfatase
alcalina é adicionado, seguindo-se da adicdo de 4-metilumbeliferil fosfato

(MUP). O produto € medido por sistema 6tico, automatizado.

O segundo ensaio, o NT-proBNP, um ensaio Elecsys (Roche Diagnostics,
Mannheim, Alemanha) € também um imunoensaio enzimatico ndo competitivo
tipo sanduiche de duas etapas (QIA), que incorpora um primeiro anticorpo
especifico policlonal biotinilado, um segundo marcado com complexo de ruténio
e microparticulas recobertas com estreptavidina, usando tecnologia

eletroquimioluminescente para leitura final.

No ensaio do NT-proBNP, anticorpos policlonais especificos anti-NT-proBNP
com e sem complexo de ruténio reagem com o antigeno da amostra, formando
um complexo sanduiche. Posteriormente, essa mistura se liga as
microparticulas revestidas de estreptavidina e todo esse complexo se liga a
fase solida pela interacéo da biotina e estreptavidina. Apds aspiracédo de todo o
complexo para a ceélula de leitura, microparticulas sao fixadas magneticamente
a superficie do eletrodo e ap6s lavagem, aplica-se uma corrente elétrica ao
eletrodo que induz uma emissao quimioluminescente que € medida por um

fotomultiplicador.
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4.5 — Andlise estatistica

Para determinacdo da recuperacdo da amostra ap0ls refrigeracdo ou
congelamento, consideramos o resultado do dia 1 ou aliquota fresca como

100% e obtivemos a porcentagem através da razdo abaixo:

valor do dia 1/ valor médio do dia ensaiado x 100

Para determinacdo dos CV intraensaio (CV|) e total (CVy), seguiu-se a
recomendacgdo do protocolo modificado EP15-A do NCCLS e os calculos foram

realizados utilizando o programa QualiChart” versédo 2.7.3d.

Para comparacéo das meédias dos valores individuais das triplicatas e dos CV, e
CV+, foram empregados os testes ANOVA ou Welch, dependendo da
distribuicdo da amostra segundo teste de Levene. Amostras com distribuicédo
normal foram testadas pelo ANOVA e aquelas sem distribuicdo normal, foram

testadas pelo Welch.

Nessas duas etapas utilizou-se o programa SPSSR versdao 14.0. Foram

considerados como significantes valores de p inferiores a 0.05.

4.6 — Consideracdes éticas

Esse projeto foi submetido e aprovado pelos Comités de Etica em Pesquisa
ETIC N° 0174/07 da Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte,

MG e do Biocor Instituto Hospital de Doengas Cardiovasculares, BH, MG.
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5 — Resultados

Os dados obtidos neste estudo serdo mostrados em duas partes. A primeira
abordard os estudos de precisdo dos ensaios BNP MEIA e NT-proBNP QIA,

através da definicdo dos respectivos valores de CV, e de CVr.

Na segunda, serdo mostrados os dados relativos aos estudos de avaliacdo da
estabilidade dos analitos, BNP e NT-proBNP, por 3 dias, em condi¢cbes de
congelamento ou refrigeracéo, considerando os dois ensaios, BNP MEIA e NT-

proBNP QIA.

ESTUDOS DE PRECISAO

5.1 — Determinacao dos coeficientes de variacdo intraensaio (CV)) e total

(CVr) do imunoensaioenzimatico de microparticulas BNP MEIA® (Abbott)

Para o estudo da precisdo analitica dos ensaios, optou-se pela determinacao

dos valores de CV, e CVr.

Para o primeiro conjunto de testes (Experimento 1), realizou-se avaliacao inicial
de anadlises seriadas de quatro diferentes amostras que se encontravam
proximas aos valores meédios esperados em cada classe funcional, de acordo
com a classificacdo da NYHA, em trés dias consecutivos, em triplicata de

aliquotas congeladas, como descrito em Material e Métodos.

Na Figura 5, estdo mostradas as determinacbes dos valores individuais do
ensaio BNP MEIA nas triplicatas, em trés dias consecutivos, nas quatro classes

funcionais avaliadas.
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Figura 5: Experimento 1:Valores individuais de BNP de triplicatas de plasmas
congelados de pacientes portadores de insuficiéncia cardiaca Classe | (a),
Classe Il (b), Classe Il (c) e Classe IV (d) NYHA em 3 dias consecutivos.
Barras transversais correspondem as medias.

Os valores de CV, encontrados foram de 10.78% na amostra de concentracéo
média de 143.11 pg/mL (Classe | NYHA), 10.32% para a de concentracao
média de 404.0 pg/mL (Classe Il NYHA), 19.67% para a de concentracao
média de 814.42 pg/mL (Classe Ill NYHA) e 13.6% para a de 921.52 pg/mL
(Classe IV NYHA). Na avaliacdo da impreciséo total, os valores de CVt foram
16.81%, 12.98%, 19.68% e 14.15%, respectivamente, para as diferentes

classes (TABELA 1).
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TABELA 1
Valores de CV, e CVr das triplicatas do ensaio BNP MEIA nos diferentes
dias e nas classes funcionais I, Il, lll e IV do experimento 1

Aliquotas congeladas

Classe Média CV, CV, CV, CV, CVt
funcional Dia 1 Dia 2 Dia 3 médio

Classe | 143.11 9.77 7.82 14.77 10.78 16.81
Classe Il 404.00 24.79 4.55 1.63 10.32 12.98
Classe I 814.42 30.04 22.90 6.08 19.67 19.68
Classe IV 921.43 14.48 13.41 12.92 13.60 14.15

Como, entdo, esses dados mostraram valores de CV superiores aos
encontrados pelos fabricantes, decidou-se pela repeticAdo dos testes
(Experimento 2). Nesta ocasido, utilizaram-se trés amostras das Classes |, Il e
IV e avaliou-se também a influéncia das condicdes de armazenamento,
empregando aliquotas congeladas e aliquotas refrigeradas. Decidiu-se néo
usar a Classe Il no experimento 2, em funcdo dessa classe ter apresentado a
maior variagao nos valores de CV, e CVt no experimento 1. A Figura 6 mostra

os resultados dos valores individuais das aliquotas congeladas do experimento

2.
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Figura 6: Experimento 2: Valores individuais de BNP de triplicatas de plasmas
congelados de pacientes portadores de insuficiéncia cardiaca Classe | (a),
Classe Il (b), e Classe IV (c) NYHA em 3 dias consecutivos. Barras
transversais correspondem as médias.

A Figura 7 mostra os resultados das aliquotas refrigeradas.
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Figura 7: Experimento 2: Valores individuais de BNP de friplicatas de plasmas
refrigerados de pacientes portadores de insuficiéncia cardiaca Classe | (a),
Classe Il (b), e Classe IV (c) NYHA em 3 dias consecutivos. Barras
transversais correspondem as médias.

Os dados de precisao para BNP MEIA, neste segundo experimento, foram os

seguintes: CV, médio de 7.41% e CVr de 13.22% numa concentracdo média de

135.31 pg/mL, CV, médio de 16.28% e CVt de 32.36% numa concentracao

média de 255.31 pg/mL, CV, médio de 6.88% e CV; de 14.87% numa

concentracdo meédia de 747.5 pg/mL para as aliquotas congeladas (TABELA

2).
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TABELA 2

Valores de CV, e CVy das triplicatas do ensaio BNP MEIA nos diferentes
dias e nas classes funcionais I, Il e IV do experimento 2
Aliquotas congeladas

Cla_sse Média C_IV| (_3V| (_:V| C;V! CVt
funcional Dia 1 Dia 2 Dia 3 médio

Classe | 135.31 7.17 6.32 8.75 7.41 13.22
Classe Il 255.31 16.01 8.58 24.25 16.28 32.36
Classe IV 747.50 6.54 4.80 9.32 6.89 14.87

Para as aliquotas refrigeradas, os resultados foram: CV, médio de 9.78% e CV+
de 25.48% numa concentracdo média de 130.13 pg/mL, CV, médio de 10.39%
e CVr de 13.75% numa concentragcdo média de 305.00 pg/mL, CV, médio de
13.67% e CVrt de 50.36% numa concentracdo média de 518.31 pg/mL

(TABELA 3).

TABELA 3
Valores de CV, e CVy das triplicatas do ensaio BNP MEIA nos diferentes
dias e nas classes funcionais I, Il e IV do experimento 2
Aliquotas refrigeradas

fu?]lg isosneal Média D(i:;\/ I1 D(i:;/ I2 D(i:;/ I3 m%g; 0 CVr
Classe | 130.13 7.17 7.80 14.39 9.78 25.48
Classe Il 305.00 16.01 4.64 10.54 10.39 13.75
Classe IV 518.31 6.54 9.02 25.46 13.67 50.36

Os resultados da validacdo do BNP no nosso estudo, nas suas duas fases,
demonstraram uma alta variacdo, tanto nas amostras refrigeradas quanto nas
congeladas, com valores de CV, e CVr, superiores aqueles fornecidos pelo
fabricante (Abbott Diagnostica). Os coeficientes de variacdo da dosagem de
BNP definidos pelos fabricantes sdo 4.3% a 6.3% para impreciséo intra-ensaio
(CV) e 6.5% a 9.4% para imprecisdo total (CVt) (dado obtido na péagina

eletrénica da FDA: www.fda.gov).
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Com o objetivo de verificar a influéncia das condi¢cdes de armazenamento na
precisdo do meétodo, procedeu-se a comparacdo dos valores dos CV, médios
obtidos no ensaio do BNP MEIA, das triplicatas de aliquotas congeladas versus
refrigeradas para amostras Classes I, [l (ANOVA) e Classe IV (Welch) do
experimento 2 (TABELA 4). Nao foi observada diferenca dos CV, médios entre

as diferentes formas de armazenamento.

TABELA 4
Comparacéo da variagdo dos CV, médios do ensaio do BNP MEIA das
triplicatas de aliguotas congeladas x refrigeradas

Armazena- Classe 1 Desvio Erro Média para intervalo Minim L.
mento funcional | N Média padréao padrdo | de confianga de 95% o] Maximo P
Limite Limite
inferior superior
Congelado 3| 741 1.23 71 4.35 10.47 6.32 8.75 | .382
Refrigerado 3 | 9.78 3.99 2.30 -14 19.72 7.17 14.39
Total 6 | 8.60 2.94 1.20 5.50 11.69 6.32 14.39
Congelado I 3 | 16.28 7.83 452 -3.19 35.75 8.58 24.25 | .352
Refrigerado 3 | 10.39 5.68 3.28 -3.72 24.52 4.64 16.01
Total 6 | 13.33 6.92 2.82 6.07 20.60 | 4.64 24.25
Congelado \Y 3 | 6.88 2.27 1.31 1.22 12.55 4.80 9.32 | .372
Refrigerado 3 | 13.67 10.28 5.93 -11.22 39.21 6.54 25.46
Total 6 | 10.28 7.62 3.11 2.27 18.28 4.80 25.46

Classes | e Il (ANOVA); Classe 4 (Welch)

5.2 — Determinacao dos coeficientes de variagcdo intraensaio (CV)) e total
(CVr) do imunoensaioenziméatico quimioluminescente NT-proBNP QIA®
(Roche)

No Experimento 2, avaliou-se também a preciséo do método de
imunoensaioenzimatico quimioluminescente para a determinacdo de NT-

proBNP sérico.
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Na Figura 8, estdo mostrados os valores individuais de NT-proBNP nas

triplicatas de aliquotas congeladas, em trés dias consecutivos, nas trés classes

funcionais I, Il e IV da NYHA avaliadas no experimento 2. A partir desses

dados, foram obtidos os valores de CV,e CV+.
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Figura 8: Experimento 2: Valores individuais de NT-proBNP de triplicatas de
soros congelados de pacientes portadores de insuficiéncia cardiaca Classe |
(a), Classe Il (b), e Classe IV (¢) NYHA em 3 dias consecutivos. Barras
transversais correspondem as medias.

Os resultados da validacdo do experimento 2 para as aliquotas congeladas
foram: CV, médio de 2.22% e CV total de 4.08% numa concentracdo media de
1431.66 pmol/L (Classe 1), CV, médio de 2.47% e CVr de 5.67% numa
concentracdo média de 2070 pmol/L (Classe 1), CV, médio de 1.19% e CVr de

2.28% numa concentracdo meédia de 12412 pmol/L (Classe IV) (TABELA 5).
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TABELA S5

Valores de CV, e CVy das triplicatas do ensaio NT-proBNP QIA nos
diferentes dias e nas classes funcionais I,1l e IV do experimento 2
Aliquotas congeladas

Classe Média CV, CV, CV, CV, CVrt
funcional Dia 1 Dia 2 Dia 3 médio

Classe | 1431.66 0.55 0.75 5.36 2.22 4.08
Classe Il 2070.00 0.67 0.46 6.28 2.47 5.67
Classe IV 12412.00 1.11 0.70 1.77 1.19 2.28

A Figura 9 mostra as determina¢des do NT-proBNP em aliquotas refrigeradas.
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Figura 9: experimento 2: Valores individuais de NT-proBNP de triplicatas de
soros refrigerados de pacientes portadores de insuficiéncia cardiaca Classe |
(a), Classe Il (b), e Classe IV (c) NYHA em 3 dias consecutivos. Barras
transversais correspondem as médias.

Para as aliquotas refrigeradas, os resultados foram os seguintes: CV, médio de

0.78% e CVt de 1.07% numa concentracdo média de 1442.33 pmol/L, CV,

médio de 0.55% e CVt de 0.9% numa concentracdo media de 2115.33 pmol/L,
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CV, médio de 0.72% e CVr de 1.76% numa concentracdo media de 12553.44

pmol/L (TABELA 6).

TABELA 6

Valores de CV, e CVy das triplicatas do ensaio NT-proBNPQIA nos
diferentes dias e nas classes funcionais I, Il e IV do experimento 2
Aliquotas refrigeradas

Classe Média CV, CV, CV, CV, CVrt
funcional Dia 1 Dia 2 Dia 3 médio

Classe | 1442.33 0.55 0.75 5.36 0.78 1.07
Classe Il 2115.33 0.67 0.85 0.14 0.55 0.90
Classe IV 12553.44 1.11 0.48 0.57 0.72 1.76

Os resultados dos ensaios de validagdo do NT-proBNP em amostras de soros
refrigeradas e congeladas mostraram valores de CV, e CVt semelhantes aos
encontrados pelos fabricantes (Roche). Os coeficientes de variagdo da
dosagem do NT-proBNP definidos pela Roche sao respectivamente 1.8% a

2.7% para imprecisao intra-ensaio (CV)) e 2.2% a 3.2% para impreciséo total

(CV+) (FDA, 2002).

Procedeu-se a comparacdo dos valores dos CV, médios obtidos no ensaio do
NT-proBNP QIA, das triplicatas de aliquotas congeladas versus refrigeradas
para amostras Classes I, Il (Welch) e Classe IV (ANOVA) do experimento 2
(TABELA 7). Nao foi observada diferenca dos CV, médios entre as diferentes

formas de armazenamento em nenhuma das trés classes.
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TABELA 7

Comparacéo da variacdo dos CV, médios do ensaio do NT-proBNP QIA

das triplicatas de aliquotas congeladas x refrigeradas

Armazenam Classe Média Desvio Erro Média para intervalo Minimo | Méaximo
ento funcional padréo padrédo de confianga de 95%

Limite Limite

inferior superior
Congelado I 2.22 2.72 1.57 -4.53 8.97 55 5.36 | .456
Refrigerado .78 .20 11 .27 1.28 55 .93
Total 1.50 1.89 77 -.49 3.49 .55 5.36
Congelado I 2.47 3.30 1.90 -5.73 10.67 46 6.28 | .421
Refrigerado 55 36 21 -.36 1.47 .14 .85
Total 1.51 2.34 .95 -.95 3.97 14 6.28
Congelado \Y; 1.19 53 31 -14 2.53 .70 1.77 | .268
Refrigerado 72 .34 .19 -12 1.56 48 1.11
Total .95 47 .19 45 1.46 48 1.77

Classes | e Il (Welch) e Classe IV (ANOVA)

5.3 — Comparacéao entre os desempenhos dos dois ensaios no

experimento 2

Quando compararam-se os valores de CV, e CVt dos ensaios BNP MEIA e NT-

proBNP QIA, em amostras

congeladas e refrigeradas, nas trés classes

funcionais, observou-se que os coeficientes de variacao intraensaio (CV,) das

amostras congeladas e refrigeradas, obtidos nos ensaios de BNP MEIA, foram

estatisticamente superiores aos observados para os ensaios de NT-proBNP

QIA, tanto quando considerou-se a forma de armazenamento (TABELA 8)

quanto

independentemente da forma de armazenamento (TABELA 9).

todas

amostras

foram

analisadas

conjuntamente,
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TABELA 8
Comparacao dos valores médios de CV, do ensaio NT-proBNP QIA versus
do ensaio BNP MEIA de aliquotas congeladas e de aliquotas refrigeradas

N e | e M e | Minmo waxmo |
Limite Limite
inferior superior
Congeladas
NT-proBNP 9 1.96 2.23 .74 .24 3.67 .46 6.28 .002
BNP 9 10.19 6.15 2.05 5.45 14.92 4.80 24.25
Total 18 6.07 6.17 1.45 3.00 9.14 .46 24.25
Refrigeradas
NT-proBNP 9 .68 .28 .09 .46 .90 .14 1.11 .001
BNP 9 11.28 6.46 2.15 6.31 16.25 4.64 25.46
Total 18 5.98 7.03 1.65 2.48 9.48 .14 25.46

Aliquotas congeladas (ANOVA) e aliquotas refrigeradas (Welch)

TABELA 9
Comparacao dos valores médios de CV, do ensaio NT-proBNP QIA versus
do ensaio BNP MEIA de aliquotas, congeladas e refrigeradas.

N | Mea | Demvo | Evo | Medaparniense | wimo | wemo | p
Limite Limite
inferior superior
NT-proBNP 18 1.32 1.67 .39 .48 2.15 14 6.28 .000
BNP 18 10.73 6.15 1.44 7.68 13.79 4.64 25.46
Total 36 6.03 6.52 .80 3.82 8.23 14 25.46

Welch

O coeficiente de variacao total CVr das amostras congeladas e o CVy das
amostras refrigeradas obtidos dos ensaios de BNP nao foram estatisticamente
superiores aos dos ensaios de NT-proBNP (p=0.115 e p=0.057

respectivamente). (TABELA 10).

50




RESULTADOS

Quando compararam-se os valores médios de CVt dos ensaios de BNP e NT-
proBNP de aliquotas, congeladas e refrigeradas, observou-se diferenca

estatisticamente significativa com p=0.013 (TABELA 11).

TABELA 10
Comparacéo dos valores médios de CVr do ensaio NT-proBNP QIA versus
do ensaio BNP MEIA de aliquotas congeladas e de aliquotas refrigeradas

N meda e e ey, | Minmo | waxino |
Limite Limite
inferior superior
Congeladas
NT-proBNP | 3 4.01 1.69 0.97 -0.20 8.22 2.28 5.67 | .115
BNP 3 | 20.15 10.60 6.12 -6.19 46.49 13.22 | 32.36
Total 6 | 12.08 11.14 4.55 0.37 23.78 2.28 | 32.36
Refrigeradas
NT-proBNP | 3 1.24 0.45 0.26 0.11 2.37 0.90 1.76 | .057
BNP 3 29.86 18.69 10.79 -16.57 76.30 13.75 50.36
Total 6 15.55 19.63 8.01 -5.05 36.16 0.90 50.36
ANOVA e Welch
TABELA 11
Comparacéo dos valores médios de CVr do ensaio NT-proBNP QIA versus
do ensaio BNP MEIA de aliquotas, congeladas e refrigeradas
N weda | SO E e e | Minmo | v | p
Limite Limite
inferior superior
NT-proBNP 6 2.62 1.87 .76 .65 4.59 .90 5.67 .013
BNP 6 | 25.00 14.59 5.95 9.68 40.32 13.22 | 50.36
Total 12 | 13.81 15.33 4.42 4.07 23.55 .90 50.36

Welch

Realizou-se também a analise de comparacédo dos valores de CV, e CVt dos
dois ensaios, estratificando as amostras de acordo com a classe funcional e de
acordo com a forma de armazenamento. Verificou-se que os valores de CV, do
ensaio BNP MEIA foram novamente superiores aos obtidos no ensaio NT-

proBNP (TABELA 12). Os valores de CVt embora muito diferentes dos dois
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ensaios (4.01 do NT-proBNP para 20.15 do BNP nas amostras congeladas,
com p=0.115 e 1.24 do NT-proBNP para 29.86 do BNP nas amostras
refrigeradas, com p=0.057), ndo foram estatisticamente diferentes, embora o

valor de p do CVr das amostras refrigeradas tenha sido bem proximo de 0.05.

TABELA 12
Comparacgéo entre os valores de CV, e CVy do BNP MEIA e de NT-proBNP
QIA em amostras congeladas e de amostras refrigeradas, nas trés classes
funcionais (experimento 2)*

Ensaio | “TETC® | ndonal | biad | Dz | D | méo | P | V7 | P
Classe | 0.55 0.75 5.36 2.22 4.01
NT-proBNP Classe Il 0.67 0.46 6.28 2.47
Classe IV 111 0.7 1.77 1.19
Congelado 0.002 115
Classe | 7.17 6.32 8.75 7.41 20.15
BNP Classe Il 16.01 | 858 | 24.25 | 16.28
Classe IV 6.54 4.8 9.32 6.89
Classe | 0.55 0.75 5.36 0.78 1.24
NT-proBNP Classe Il 0.67 0.85 0.14 0.55
Classe IV 111 0.48 0.57 0.72
Refrigerado 0.001 .057
Classe | 7.17 7.8 14.39 9.78 29.86
BNP Classe Il 16.01 | 4.64 | 10.54 | 10.39
Classe IV 6.54 9.02 | 25.46 | 13.67
*ANOVA
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ESTUDOS DE ESTABILIDADE DOS ANALITOS

5.4 — Estudo da estabilidade do BNP

Utilizando-se dos dados obtidos nos dois experimentos, avaliou-se a
estabilidade das amostras nas duas diferentes condicbes de armazenamento,
através da determinacg&o do indice de recuperacdo apds 24 e 48 horas do dia

da coleta (dia 1).

No Experimento 1, quando avaliou-se a estabilidade do BNP em aliquotas
congeladas de pacientes classificados nas quatro diferentes classes funcionais,
o indice de recuperacao foi de 0.94 e 0.73 para a Classe I, 0.96 e 0.99 para a
Classe I, 1.07 e 0.98 para a Classe lll e 1.13 e 0.95 para a Classe IV ap6s 2 e

3 dias respectivamente (TABELA 13).

TABELA 13
Percentual de recuperacdo em relacéo ao dia 1
BNP MEIA - Experimento 1- aliquotas congeladas

S Valores médios dos peptideos
Tempo de determinacao
BNP,pg/mL BNP,% de recuperacao
Dia 1 160.97 100
Classe Funcional | Dia 2 151.60 94
Dia 3 116.75 73*
Dia 1 410.07 100
Classe Funcional I Dia 2 392.64 96
Dia 3 409.30 99
Classe Funcional lll Dia 1 801.13 100
Dia 2 856.34 107
Dia 3 785.79 98
Dia 1 896.66 100
Classe Funcional IV Dia 2 1013.53 113
Dia 3 854.33 95
Observacdo: Dia 1: aliquotas frescas
*p<0,05
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A TABELA 14 mostra o detalhamento da analise estatistica (ANOVA e Welch)
dos valores médios do BNP MEIA para cada classe funcional do Experimento
1. E possivel perceber que houve queda significativa nos valores médios de
BNP apos 48 horas de congelamento, nas amostras provenientes de paciente

da classe funcional I. Nas demais classes, ndo houve variacao significativa.

TABELA 14
Detalhamento da analise estatistica dos valores de BNP MEIA.
Experimento 1
Aliquotas congeladas

. Classe - Desvio Erro Média para intervalo de - -
Dia funcional N Média padrédo padrédo confianca de 95% Minimo Maximo p
Limite Limite
inferior superior
1 3 160.97 15.73 9.08 121.89 200.05 149.82 178.97 | .026
2 3 151.60 11.85 6.84 122.16 181.04 137.94 159.03
3 3 116.75 17.24 9.95 73.92 159.58 103.23 136.17
Total 9 143.11 24.05 8.01 124.62 161.60 103.23 178.97
1 1l 3 410.07 101.67 58.69 157.51 662.63 320.92 520.80 | .483
2 3 392.64 17.87 10.31 348.24 437.04 373.22 408.40
3 3 409.30 6.65 3.84 392.77 425.83 401.62 413.27
Total 9 404.00 52.42 17.47 363.71 444.30 320.92 520.80
1 1l 3 801.13 240.68 138.96 203.22 1399.04 618.87 1074 .884
2 3 856.34 196.12 113.23 369.14 1343.53 691.00 1073.0
3 3 785.79 47.75 27.56 667.17 904.42 732.00 823.17
Total 9 814.42 160.31 53.43 691.19 937.65 618.87 1074
1\ 3 896.66 129.83 74.96 574.1686 1219.24 758.00 1015.3 | .342
3 | 1013.53 135.89 78.45 675.95 1351.11 856.83 10998
3 3 854.33 110.36 63.71 580.17 1128.49 728.00 932.00
9 921.52 130.28 43.42 821.37 1021.67 728.00 1099

Classes funcionais |, Ill e IV(ANOVA) e Classe Il (Welch)

A andlise dos dados obtidos no Experimento 2 mostrou indices de recuperacao

para as aliquotas congeladas de 0.85 e 0.77 para a Classe |, 0.86 e 0.49 para a
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Classe Il e 0.89 e 0.73 para a Classe IV ap6s 2 e 3 dias respectivamente

(TABELA15)

Os indices de recuperacéao para as aliquotas refrigeradas foram de 0.95 e 0.57
e para a Classe I, 0.98 e 0.82 para a Classe Il e 0.46 e 0.35 para a Classe IV

apos 2 e 3 dias, respectivamente (TABELA15).

TABELA 15
Percentual de recuperagdo em relagdo ao dia 1
BNP MEIA - Experimento 2-
Aliquotas congeladas e refrigeradas

N Valores médios dos peptideos
Tempo de determinacao
P ¢ BNP,pg/mL BNP,% de recuperacao
Aliquotas congeladas
Dia 1 155.0 100
Classe Funcional | Dia 2 131.3 85*
Dia 3 119.6 77*
Classe Funcional Dia 1 326.9 100
I Dia 2 279.9 86
Dia 3 159.1 49%
Classe Funcional Dia 1 8554 100
Y Dia 2 765.3 89
Dia 3 621.9 73**
Aliquotas refrigeradas
Dia 1 155.0 100
Classe Funcional | Dia 2 147.1 94,8
Dia 3 88.3 56,9**
Classe Funcional Dia 1 326.9 100
I Dia 2 321.1 98,2
Dia 3 267.0 81,7
Classe Funcional Dia 1 8554 100
Y Dia 2 396.2 46,3**
Dia 3 303.3 35,4**

Observacgdo: Dia 1: aliquotas frescas
p<0,05, ** p<0,01

As TABELAS 16 (aliguotas congeladas) e 17 (aliguotas refrigeradas) mostram

os calculos estatisticos, realizados pelo teste ANOVA, dos valores médios de
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BNP MEIA para cada classe funcional do Experimento 2, quando foram

realizados os ensaios BNP MEIA e NT-proBNP QIA.

Nesta série de experimentos, observou-se queda significativa em todas as

amostras analisadas,

refrigeracdo, exceto na Classe Il das aliquotas refrigeradas.

TABELA 16
Detalhamento da analise estatistica dos valores de BNP MEIA.
Experimento 2

Aliquotas congeladas

ap0s armazenamento sob congelamento e sob

; Classe - Desvio Erro Média para intervalo de - .
Dia Jruncional N Média padrdo | padrdo confianga de 95% Minimo | Maximo P
Limite inferior Limit_e
superior
1 3 155.03 11.12 6.42 127.39 182.66 144.80 166.87 .013
2 3 131.33 8.29 4.79 110.71 151.94 126.42 140.91
3 3 119.59 10.46 6.04 93.59 145.58 108.27 128.91
Total 9 135.31 17.88 5.96 121.56 149.06 108.27 166.87
1 Il 3 326.90 52.32 30.21 196.92 456.89 290.90 386.93 .005
2 3 279.91 24.00 13.85 220.28 339.54 252.66 297.92
3 3 159.11 38.58 22.27 63.26 254.95 126.22 201.58
Total 9 255.31 82.58 27.52 191.82 318.79 126.22 386.93
1 v 3 855.38 55.98 32.32 716.32 994.45 804.90 915.59 .004
2 3 765.25 36.70 21.18 674.08 856.41 742.53 807.59
3 3 621.88 57.97 33.47 477.86 765.90 580.69 688.18
Total 9 74750 | 111.17 37.05 662.04 832.96 580.69 915.59

Classes funcionais |, Il e IV(ANOVA)
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TABELA 17

Detalhamento da analise estatistica dos valores de BNP MEIA.
Experimento 2

Aliguotas refrigeradas

) Classe - Desvio Erro Média para intervalo de - -
Dia funcional N Média padréo padréo confianca de 95% Minimo Maximo P
Limite Limite
inferior superior
1 | 3 155.03 11.12 6.42 127.39 182.66 144.80 166.87 | .001
2 3 147.05 11.46 6.61 118.57 175.53 136.10 158.97
3 3 88.32 12.71 7.33 56.74 119.89 75.13 100.49
Total 9 130.13 33.15 11.05 104.64 155.62 75.13 166.87
1 Il 3 326.90 52.32 30.21 196.92 456.89 290.90 | 386.93 | .152
2 3 321.14 1491 8.61 284.08 358.19 306.10 | 335.93
3 3 266.95 28.13 16.24 197.06 336.84 240.86 | 296.76
Total 9 305.00 41.93 13.97 272.76 337.23 240.86 | 386.93
1 \ 3 855.38 55.20 32.32 716.32 994.45 804.90 | 915.59 | .000
2 3 396.26 35.75 20.64 307.43 485.09 354.99 | 417.96
3 3 303.30 77.21 44.58 111.48 495.11 22199 | 375.64
Total 9 518.31 261.0 87.00 317.69 718.94 221.99 | 915.59

Classes funcionais | e IV(ANOVA) e Classe Il (Welch)

5.5 — Estudo da estabilidade do NT-proBNP

O estudo de estabilidade do NT-proBNP foi feito com os dados obtidos no

Experimento 2, com amostras classificadas funcionalmente nas classes I, Il e

IV, armazenadas congeladas e refrigeradas.

O indice de recuperacéo para as aliquotas congeladas foi de 1.01 e 0.94 para a

Classe I, 1.0 e 0.90 para a Classe Il e 1.03 e 0.99 para a Classe IV apés 2 e 3

dias, respectivamente (TABELA 18). O indice de recuperacédo para as aliquotas

refrigeradas foi de 0.99 e 0.98 para a Classe |, 0.99 e 0.98 para a Classe Il e

1.04 e 1.02 para a Classe IV ap0s 2 e 3 dias, respectivamente (TABELA 18).
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TABELA 18
Percentual de recuperacdo em relacéo ao dia 1
NT-proBNP QIA - Experimento 2
Aliquotas congeladas e refrigeradas.

Valores médios dos peptideos
Tempo de determinacao - 0
P ¢ NT-proBNP, pg/L NT-proBNP.% de
recuperacao
Aliquotas congeladas
Dia 1 1450 100
Classe Funcional | Dia 2 1471 101
Dia 3 1372 94
Classe Funcional Dia 1 2133 100
I Dia 2 2141 100
Dia 3 1937 90
Classe Funcional Dia 1 12298 100
I\ Dia 2 12739 103**
Dia 3 12198 99
Aliquotas refrigeradas
Dia 1 1450 100
Classe Funcional | Dia 2 1449 100
Dia 3 1426 98
Classe Funcional Dia 1 2133 100
I Dia 2 2113 99
Dia 3 2099 98*
Classe Funcional Dia 1 12298 100
IV Dia 2 12766 104**
Dia 3 12596 102*

Observacdo: Dia 1: aliquotas frescas
p<0,05, ** p<0,01

As TABELAS 19 (aliquotas congeladas) e 20 (aliquotas refrigeradas) mostram
os calculos estatisticos (ANOVA e Welch) dos valores médios do NT-proBNP
QIA para cada classe funcional do experimento 2, quando foram realizados os
ensaios BNP MEIA e o NT-proBNP QIA.

E possivel perceber que houve queda significativa nos valores médios de NT-
proBNP ao longo do periodo de congelamento, nas amostras provenientes de

pacientes das classes funcionais Il e IV. Considerando as amostras mantidas
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sob refrigeracdo, houve queda significativa na classe 1V. Nas demais classes,

nao houve queda significativa.

TABELA 19
Detalhamento da analise estatistica dos valores de NT-proBNP QIA.
Experimento 2
Aliquotas congeladas

. |classe - Desvio Erro Média para intervalo - .
D12 fruncional | N Media | adrdo | padrdo | de confiancade95% | Minimo | Maximo p
Limite Limite
inferior superior
1 3 1450.66 8.02 4.63 1430.74| 1470.59 1443.00 1459.00 .069
2 3 1471.33 11.01 6.35 1443.97| 1498.69 | 1464.00 1484.00
3 3 1373.00 73.54 42.46 1190.30| 1555.69 | 1298.00 1445.00
Total 9 1431.66 58.43 19.47 1386.74| 1476.58 | 1298.00 1484.00
1 Il 3 2133.66 14.29 8.25 2098.15| 2169.17 | 2118.00 2146.00 .023
2 3 2133.66 14.29 8.25 2098.15| 2169.17 | 2118.00 2146.00
3 3 1937.66 | 121.64 70.22 1635.49| 2239.83 | 1802.00 2037.00
Total 9 2068.33 | 115.78 38.59 1979.33| 2157.33 | 1802.00 2146.00
1 v 3 12298.00 | 136.12 78.58 | 11959.85 12636.14 | 12141.00 | 12383.00 .012
2 3 12739.33 | 89.52 51.68 | 12516.94] 12961.72 | 12651.00 | 12830.00
3 3 12198.66 | 215.56 | 124.45 | 11663.18 12734.14 | 11968.00 | 12395.00
Total 9 12412.00 | 283.50 | 94.509 | 12194.1 | 12629.9 | 11968.00 | 12830.00

Classes funcionais | e IV(ANOVA) e Classe Il (Welch)

59



RESULTADOS

Aliquotas refrigeradas

TABELA 20
Detalhamento da anélise estatistica dos valores de NT-proBNP QIA.
Experimento 2

: Classe - Desvio Erro Média para intervalo de - o
Dia liincional N Média padréo padréo confianca de 95% Minimo Maximo P
Limite Limite
inferior superior
1 3 1450.66 8.02 4.63 1430.74 1470.59 1443.00 | 1459.00 | .072
2 3 1449.66 12.50 7.21 1418.60 1480.72 1441.00 | 1464.00
3 3 1426.66 13.20 7.62 1393.86 1459.46 1415.00 | 1441.00
Total 9 1442.33 15.39 5.13 1430.49 1454.16 1415.00 | 1464.00
1 1l 3 2133.66 14.29 8.25 2098.15 2169.17 2118.00 | 2146.00 | .050
2 3 2113.66 18.00 10.39 2068.92 2158.40 2096.00 | 2132.00
3 3 2098.66 2.88 1.66 2091.49 2105.83 2097.00 | 2102.00
Total 9 2115.33 19.11 6.37 2100.63 2130.02 2096.00 | 2146.00
1 \Y) 3 12298.0 | 136.12 78.58 11959.85 | 12636.14 | 12141.00 | 12383.0 | .003
2 3 12766.3 61.64 35.59 12613.19 | 12919.47 | 12696.00 | 12811.0
3 3 12596.0 71.58 41.32 12418.18 | 12773.81 | 12538.00 | 12676.0
Total 9 12553.4 | 221.37 73.79 12383.27 | 12723.60 | 12141.00 | 12811.0

Classes funcionais | e IV(ANOVA) e Classe Il (Welch)

A TABELA 21 mostra a comparagdao da porcentagem de recuperacdo dos

ensaios BNP MEIA e NT-proBNP QIA no experimento 2. Demonstrou-se que a

recuperacdo do BNP foi estatisticamente menor nas amostras congeladas das

trés classes funcionais estudadas e também nas amostras refrigeradas das

classes funcionais | e IV, quando comparadas a recuperacdo do ensaio NT-

proBNP.
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TABELA 21
Comparacao entre os percentuais de recuperacéo dos ensaios BNP MEIA
e NT-proBNP QIA

Valores médios dos peptideos
Tempo de NT-proBNP,%
determinacso BNP,pg/mL BNP,% de NT-proBNP, P o
recuperacgéo pa/L x
recuperagdo
Aliguotas congeladas
Classe D?a 1 155 100 1450 100
Funcional | D!a 2 131 85* 1471 101
Dia 3 119 77* 1372 95
Classe Dia 1 326 100 2133 100
Funcional | Dia 2 279 86 2141 100
Il Dia 3 159 49* 1937 91
Classe Dia 1 855 100 12298 100
Funcional | Dia 2 765 89 12739 103**
v Dia 3 621 73** 12198 99
Aliquotas refrigeradas
Classe D?a 1 155 100 1450 100
Funcional | D!a 2 147 95 1449 99
Dia 3 88 57** 1426 98
Classe Dia 1 326 100 2133 100
Funcional | Dia 2 321 98 2113 99
Il Dia 3 267 82 2098 98*
Classe Dia 1 855 100 12298 100
Funcional | Dia 2 396 46** 12766 103**
v Dia 3 303 35** 12596 102*

Observacdo: Dia 1: aliquotas frescas
*p<0,05, ** p<0,01
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5.6 — Sintese dos resultados

Nas tabelas abaixo, apresentamos uma sintese dos

resultados mais

relevantes, com especial interesse nos valores de CV, e CV; médios

determinados para os ensaios BNP MEIA e NT-proBNP, nos dois experimentos

realizados (TABELAS 22 e 23), e no percentual de recuperacdo dos ensaios

em relacdo ao tempo de estocagem a condicdo de armazenamento (TABELA

24).
TABELA 22
CV, médios dos ensaios BNP MEIA e NT-proBNP QIA
nos experimentos 1 e 2
BNP BNP BNP NT-proBNP NT-proBNP
Amostras Amostras Amostras Amostras Amostras
congeladas congeladas refrigeradas congeladas refrigeradas
(Exp 1) (Exp 2) (Exp 2) (Exp 2) (Exp 2)
Classe | 10.78 7.41 9.78 2.22 0.78
Classe Il 10.32 16.28 10.39 2.47 0.55
Classe llI 19.67 NR NR NR NR
Classe IV 13.60 6.89 13.67 1.19 0.72
NR: néo realizado
TABELA 23
CVt médios dos ensaios BNP MEIA e NT-proBNP QIA
nos experimentos 1 e 2
BNP BNP BNP NT-proBNP NT-proBNP
Amostras Amostras Amostras Amostras Amostras
congeladas congeladas refrigeradas congeladas refrigeradas
(Exp 1) (Exp 2) (Exp 2) (Exp 2) (Exp 2)
Classe | 16.81 13.22 25.48 4.08 1.07
Classe Il 12.98 32.36 13.75 5.67 0.90
Classe lll 19.68 NR NR NR NR
Classe IV 14.15 14.87 50.36 2.28 1.76

NR: ndo realizado
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TABELA 24
Percentual de recuperacéo dos analitos em relagdo a tempo e forma de
estocag em
BNP BNP BNP NT-proBNP | NT-proBNP
Amostras Amostras Amostras Amostras Amostras
congeladas | congeladas | refrigeradas | congeladas | refrigeradas
(Exp 1) (Exp 2) (Exp 2) (Exp 2) (Exp 2)
Classe | 94 85 95 101 99
i Classe Il 96 86 98 100 99
Apbs 24 horas
Classe Il 107 NR NR NR NR
Classe IV 113 89 46 103 103
Classe | 73* 77 57 95 98
i Classe Il 99 49 82 91 98
Ap6s 48 horas
Classe Il 98 NR NR NR NR
Classe IV 95 73 35 99 102

NR: ndo realizado
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6 — Discussao

Apesar da larga utilizacdo mundial de ensaios de BNP e NT-proBNP para
diagnéstico, prognostico e avaliacdo de tratamento da insuficiéncia cardiaca,
pouco se estudou sobre o desempenho dos ensaios automatizados atualmente
disponiveis e a estabilidade das amostras em diferentes condicbes de

armazenamento, no contexto de atuacdo de um laboratorio clinico.

A recomendacdo da utilizacdo dos ensaios de peptideos natriuréticos é no
contexto do pronto atendimento, para a triagem diagnéstica, classificagdo e
diagnostico diferencial da dispnéia. Nessa situagdo, 0s ensaios sdo feitos
imediatamente apds a coleta, em amostras frescas, por fornecem informacdes
rapidas e precisas para esses fins (CLERICO et EMDIN, 2004, MAISEL et al,

2001).

Entretanto, conhecer a estabilidade das amostras em diferentes condicfes de
armazenamento pode ser muito util em diversas situacdes, como por exemplo:
reteste, impedimento técnico, estudos clinicos retrospectivos e
acompanhamento de pacientes oriundos de regifes distantes de centros de
referéncia e tratamento. Esses pacientes muitas vezes nao dispbem de
nenhuma propedéutica ja consagrada para avaliacdo da funcéo cardiaca, como

€ 0 caso de pacientes chagasicos que vivem em zona rural.

A garantia da qualidade no laboratério clinico é fundamental. O pleno
conhecimento do desempenho dos métodos entra seguramente nos critérios de
especificacao de qualidade e influencia diretamente a abrangéncia de utilizac&o

dos testes.
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Apple e colaboradores comentam, quando discutem sobre especificacfes de
qualidade para ensaios de BNP e NT-proBNP, que sao necessarias
informacfes mais precisas sobre os ensaios disponiveis, dentre elas, a
caracterizacdo dos calibradores (animal ou humano, nativo ou recombinante),
descricdo da curva de calibracdo, especificidade do ensaio, melhor
detalhamento dos anticorpos empregados no ensaio e caracterizacdo do
segmento do peptideo reconhecido pelos anticorpos. Outra informacéo
importante é a descricdo de interferéncias relevantes por altas concentracdes
de constituintes enddgenos, tais como, hemoglobina, triglicérides, bilirrubina e
paraproteinas. Tais informacfes nem sempre sao disponibilizadas pelos

fabricantes.

O autor também comenta que a imprecisdo analitica total obtida com os
diferentes ensaios comerciais disponiveis para BNP e NT-proBNP ndo é
uniforme, e em geral, ensaios de plataformas automatizadas apresentam
desempenhos melhores que 0s ensaios manuais ou remotos e recomenda
imprecisdo total desejavel inferior a 15% para o0s peptideos natriuréticos

(APPLE et al, 2005).

A imprecisdo de um ensaio pode ser expressa pelo coeficiente de variacdo. No
valor do coeficiente de variacao total estdo imbutidas diversas variaveis, dentre
elas a estabilidade do analito, o desempenho do método e a atuacdo do
laboratorio executor, com suas boas praticas e sua qualidade interna. Um valor
baixo de CV, é condicdo essencial para o bom desempenho do método, mas é
necessario que as outras variaveis também sejam controladas para que ensaio
apresente-se robusto, com ampla aplicacdo diagnostica, prognoéstica e de

evolucéo de tratamento.
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Nosso trabalho visou contribuir analisando o desempenho de metodologias
automatizadas para quantificacdo de peptideos natriuréticos, BNP MEIA e NT-
proBNP QIA, e o impacto que formas de armazenamento, frequentemente

utilizadas na rotina laboratorial, possa ter sobre os resultados dos ensaios.

Em nossos estudos de precisédo, ndo foi possivel reproduzir os valores de CV, e
CV+ divulgados pelo fabricante para o ensaio BNP MEIA. Em duas diferentes
ocasides (Experimento 1 e Experimento 2), os valores foram sistematicamente
superiores aos apregoados. Ja em relacdo ao ensaio NT-proBNP QIA, os
valores de de CV, e CV1 estavam dentro da faixa de valores preconizados

pelos fabricantes.

Quando se compararam os valores de CV, e CVt do BNP MEIA e NT-proBNP
QIA em amostras congeladas e refrigeradas, nas trés classes funcionais,
observou-se que os coeficientes de variacao obtidos nos ensaios de BNP MEIA
foram estatisticamente superiores aos observados para o0s ensaios de NT-
proBNP QIA (p<0.05), exceto para o CVy das aliquotas congeladas e
refrigeradas. Nestas condicbes, mesmo nado tendo havido diferenca
significativa, o valor médio de CVr do NT-proBNP QIA foi bem inferior ao
encontrado no BNP MEIA (4.01 para 20.15 para as amostras congeladas e
1.24 para 29.86 para as amostras refrigeradas). Ressalta-se que o CVt médio
do ensaio do NT-proBNP QIA em aliquotas congeladas foi aproximadamente
trés vezes o valor do CVr das aliquotas refrigeradas (4.01 para 1.24), a custa
principalmente do CVr do dia 3. E possivel que interferéncias pré-analiticas
possam ter contribuido para este achado. Fatores como a néo
homogeneizacdo ou o ndo descongelamento total da amostra poderiam

justificar o alto CVt encontrado no terceiro dia do experimento 2.
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Apesar dos cuidados relativos aos fatores pré-analiticos fazerem parte das
boas praticas de laboratorio e os laboratorios envolvidos neste presente
trabalho possuirem qualificacdo indiscutivel, com programas instituidos de
controle e gerenciamento de qualidade interno e externo (programas de
proficiéncia) e serem acreditados ONA (Organizacdo Nacional de Acreditacao)
com exceléncia, na rotina, eventualidades adversas ainda sdo passiveis de
ocorrer. O fato deste provavel fator, a ndo homogeneizacdo da amostra, ter
afetado preferencialmente o ensaio NP-proBNP sugere que este seja mais
sensivel a homogeneizacdo inadequada e, desta forma, recomendacdes

especificas deveriam ser incluidas pelo fabricante nas instrucdes.

Muller e colaboradores também estudaram a precisdo desses dois métodos e
obtiveram os seguintes dados para o BNP: CV, de 6% e CVt de 8.1% numa
concentracdo média de 108 pg/mL, CV, de 4.3% e CV: de 7.5% numa
concentracdo média de 524 pg/mL, CV, de 5.1% e CVr de 10.3% numa
concentracdo média de 2117 pg/mL. Para o ensaio de NT-proBNP no Elecsys
os dados foram: CV, de 1.7% e CVr de 3.8% numa concentracdo média de
246 pg/mL, CV, de 1.1% e CVt de 4.7% numa concentracdo média de 891
pg/mL, CV, de 0.9% e CVr de 2.2% numa concentracdo média de 10666 pg/mL

(MULLER et al, 2004).

De forma a facilitar a comparagéo entre nossos achados e os de Muller e
colaboradores, na TABELA 25 apresentamos 0s respectivos resultados de CV,
e do CVr e os valores fornecidos pelos fabricantes para os ensaios de BNP

MEIA e NT-proBNP QIA.
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TABELA 25

Resultados de desempenho dos ensaios de BNP MEIA e NT-proBNP QIA dos
trabalhos de Muller et al, Andrade et al e fabricantes Abbott (BNP) e Roche (NT-
proBNP)

BNP MEIA NT-proBNP QIA

CV, | CV, | CV, | CVr | CVy | CVr | CV, | CV, | CV, | CVr | CV; | CVy
M | A) A | M | A) @A) M| R |An)| M | (R) |(An)

43a | 43a| 69a 75a | 65a |13.2a | 09a | 18a|l1l2a|22a|22a| 23a
6.0% | 6.3% | 16.3% | 10.3% | 9.4% |50.4% | 1.7% | 2.7% | 2.5% | 4.7% | 3.2% | 5.7%

CV, coeficiente de variacdo intraensaio; CV+ coeficiente de variagcéo total.
(M) Muller et al; (A) Abbott; (R) Roche; (An) Andrade et al

No trabalho de Muller e colaboradores, utilizou-se outro desenho experimental
para avaliagdo da precisdo. Obteve-se CV, a partir de trés misturas de
amostras ensaiadas em duas corridas por dia durante 20 dias, gerando um
maior niumero de dados para calculos dos CV,. Acreditamos que esse fator
contribuiu para a variagdo do desvio padréo ter sido inferior ao do nosso

trabalho.

Outro trabalho que avaliou o desempenho de ensaios automatizados foi o de
Wu e colaboradores que usaram o protocolo modificado do EP15-A do NCCLS
no estudo de precisdo do ensaio automatizado de BNP da Bayer ADVIA
Centaur (Bayer ADVIA Centaur Automated B-Type Natriuretic Peptide Assay).
Foram testados trés niveis de controles e duas misturas de amostras para
calculo dos CV, (intra-ensaio) (n=21) e CVr (n=26 corridas), usando pares de
sangue coletados com diferentes anticoagulantes, respectivamente EDTA,
citrato de sédio, heparina litica, fluoreto de sédio e soro. O ensaio em questéo

€ do tipo quimioluminescente, de captura, que usa dois anticorpos de dois
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sitios produzidos pela Shionogi Ltda e que sdo os mesmos empregados nos
ensaios imunorradiométricos ShionoRIA. O anticorpo biotinilado de captura é
direcionado a porcao C-terminal do peptideo (aminoacidos 27-32) e o anticorpo
marcado é direcionado a por¢cdo em anel do BNP (aminoacidos 14-21). Os
resultados obtidos pelos autores foram: CV, de 1.8 a 3.1% para os controles e
1.7 a 2.4% para os pools e CVt de 2.4 a 3.4% para os controles e 2.8 a 2.9%

para o0s pools.

Nossos resultados apontaram pior desempenho dos ensaios de BNP MEIA que
0s autores citados. Acreditamos que um dos fatores que pode ter contribuido
para esses achados foi o impacto das condicbes de armazenamento que
induziram a perda da imunorreatividade, o que certamente contribuiu para o
maior CVr. Este fator ndo estava presente nos estudos anteriores, devido as

diferencas do desenho experimental.

Nossos dados mostraram que apO0s o0 ensaio de aliquotas refrigeradas e
congeladas, a dosagem de BNP MEIA no equipamento AXSYM nos dias 2 e 3
ndo se manteve proxima aos valores do dia 1 ou das amostras frescas,
perdendo imunorreatividade, o que pode correlacionar-se com sua degradacao

durante essas formas de armazenamento.

Alguns pesquisadores ja haviam correlacionado essa degradagdo com
materiais que compdem o0s tubos para coleta sanguinea e com o contato com
fatores de coagulacdo sanguinea, especialmente a calicreina, que tem um
papel importante na digestdo do BNP (SHIMIZU et al, 2001). O fator Xl é
ativado quando em contato com cargas negativas do vidro, kaolin, sulfato

dextran e sulfatide. Uma vez ativado, o fator Xlla converte a pré-calicreina em
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calicreina, que por sua vez ativa o fator XIl em Xlla. O fator Xlla ativa também
0 zimogénio do Xla, num sistema muiti-enzimatico de ativacdo por contato.
Nesse trabalho, os autores sugerem que pelo menos uma protease ativada
pela superficie de vidro desempenharia importante papel na digestdo do BNP,
além de outras como a endopeptidase neural que € largamente distribuida em
varios orgaos e neutrofilos (SHIMIZU et al, 2001). Nesse trabalho, os autores
discutem sobre eventual relagcdo entre a formacdo e degradacdo dos
hormoénios vasoativos e a ativacdo dos fatores de coagulacdo, uma vez que
mecanismos fisiopatologicos das doencas cardiovasculares envolvem também

os amplos caminhos da coagulacéo (SHIMIZU et al, 2001).

J& Tsugi e colaboradores estudaram a estabilidade do BNP usando um ensaio
imunorradiométrico (IRMA) de dois anticorpos de dois sitios na presenca de
inibidor da calicreina e aprotinina. Os autores mostraram que o BNP exdgeno
incorporado ao plasma mostrou 75% de degradagdo, mesmo no tempo zero,
sem ainda efeito de armazenamento. Essa perda precoce do BNP foi
parcialmente prevenida com a adicdo de aprotinina, um inibidor de serina
protease. A adicdo de aprotinina a amostras de plasma misturadas com o BNP
exdgeno e congeladas em diferentes temperaturas também preveniu a

degradacédo até dois meses apos o processo (TSUGI et al, 1994).

O nosso trabalho corrobora os dados de Muller e colaboradores (2004) que
mostraram que sem 0 uso de um estabilizante ou inibidor de protease ndo ha
como ter uma boa recuperacdo do BNP que seja similar aos resultados da
aliqguota de plasma fresca obtida logo apds a coleta e centrifugacdo (valor
basal). O congelamento das aliquotas no nosso trabalho ndo aumentou a

recuperacdo em comparacdo as aliquotas refrigeradas como acontece com
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muitos analitos, sugerindo que realmente aconteca a degradacéo logo apds a
coleta ou ainda durante a centrifugacdo, mesmo considerando que esse tempo

tenha sido o minimo possivel (dentro das primeiras 4 horas).

JA no ensaio de NT-proBNP QIA ndo houve perda significativa da
imunorreatividade em nenhum dos trés dias, nas duas diferentes formas de
armazenamento, o que mostra que ndo ha degradacao importante durante a
estocagem. Isso também confirma os resultados de Mueller e colaboradores
que usaram em seu protocolo aliquotas congeladas, porém num intervalo maior
de estocagem. Nesse trabalho, os autores se propuseram a avaliar a duracéo
da estabilidade do BNP e NT-proBNP em aliquotas de plasma congelados de
amostras com valores de BNP entre 30 e 420 pg/mL, a — 20° Celcius sem a
adicao de inibidores da protease (aprotinina). Os ensaios utilizados foram BNP
MEIA da Abbott (AXSYM) e NT-proBNP QIA da Roche (Elecsys). A
recuperagdo média do BNP foi menos de 70% apds 1 dia de estocagem e
diminuiu para menos de 50% ap6s 2 a 4 meses de congelamento e todos 0s
valores obtidos ap6s a recuperacdo foram estatisiticamente menores que 0s
basais, com niveis de significancia variando de p<0.05 até p<0.001, usando
testes t-pareados. Ao contrario, a recuperacdo meédia do NT-proBNP foi
geralmente acima de 90%, independente da duracdo do armazenamento
variando de 91 até 112% apds 3 meses de estocagem. Os autores discutem se
esse achado seria devido as caracteristicas dos anticorpos empregados e se
outros ensaios usando diferentes anticorpos poderiam apresentar resultados
diferentes em relacdo a degradacdo durante o armazenamento (MULLER et

2004).
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Essa hipotese pode ser reforcada pelo trabalho de Wu e colaboradores (2004)
que estudaram a recuperacdo da imunorreatividade, em outro ensaio
automatizado, Bayer ADVIA Centaur Automated B-Type Natriuretic Peptide
Assay. O estudo da estabilidade, usando sangue total mantido a temperatura
ambiente, indicou média de recuperacdo do BNP igual a 96% do valor basal
apos 24 horas, e 80% apods 48 horas. Em plasma mantido a 4° Celcius por
mais 24 horas, a recuperacdo média foi de 91%. Essa baixa perda da

reatividade pode entéo ser intrinseca ao meétodo.

Apesar de nossos dados apontarem para um desempenho do ensaio BNP
MEIA aquém do esperado, acreditamos que seu emprego possa ser bem
conduzido em situacbes especificas. Isto €, a abrangéncia de utilizacdo dos

ensaios de peptideos natriuréticos deve ser orientada.

Os artigos da literatura j& indicaram o uso, indistintamente, dos ensaios de
peptideos para triagem, classificacdo e estratificagdo, prognostico e
monitorizagdo do tratamento da insuficiéncia cardiaca (CLERICO et EMDIN,

2004, MAISEL et al, 2001).

Contudo, ap6s 0s nossos resultados, julgamos que ensaios com diferentes

desempenhos devam ter empregos diferentes.

Considerando os ensaios com maiores coeficientes de variacdo, seu uso
justifica-se, por exemplo, na triagem diagnostica de disfuncdo ventricular em
quadros de dispnéia, especialmente no contexto de pronto atendimento,
quando se empregam amostras frescas e a rapidez do resultado é fator

determinante para as tomadas de decisdo do medico assistente.
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Entretanto, ndo estdo indicados para categorizacdo de pacientes ou para
monitorizacdo clinica. A categorizacdo de pacientes em diferentes classes
funcionais pode ser comprometida pela grande variacdo, havendo
sobreposicado importante dos valores entre as classes e, consequentemente,

interferindo nas decisdes clinicas.

Na monitorizacdo clinica, sustenta-se que, a variacdo biol6gica e estabilidade
de um analito juntamente com a imprecisdo do método devam ser minimas
para que as alteracbes numéricas de resultados sequenciais em um individuo
indiquem, com alta probabilidade, que sdo mudancas significativas e néo

reflitam simplesmente uma variagcdo analitica (BASQUES, 2006).

No caso dos peptideos natriuréticos, sabe-se que sua variacdo biologica €
expressiva. O emprego de ensaios de alta imprecisdo analitica na sua

determinacdo torna a avaliacdo de resultados seriados de dificil interpretacéo.

Uma das propostas do uso dos peptideos natriuréticos € monitorar o sucesso
de tratamento dos sintomas da insuficiénia cardiaca, uma vez que estudos
preliminares tém sugerido que o uso de doses terapéuticas de drogas na
insuficiéncia cardiaca pode ser acompanhado mais efetivamente pelas
dosagens do BNP e NT-proBNP do que apenas pelo julgamento clinico.
Entretanto, torna-se decisivo considerar o efeito da variagdo bioldgica e da
imprecisdo analitica. Isto se torna critico uma vez que 0s pacientes em
questdo sdo aqueles que apresentam maiores niveis séricos de peptideos
natriuréticos. Assim, variacdes aparentemente significativas no valor absoluto

das dosagens podem estar dentro das variacfes analiticas.
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Considerando o CVr de 25.00% que tivemos no ensaio de BNP MEIA e
imaginando uma situacao clinica hipotética em que a dosagem de BNP foi
inicialmente 500 pg/mL, a variacdo possivel no resultado seria +/- 120 pg/mL.
Uma dosagem seriada para acompanhamento de tratamento mostrando valor

de 620 pg/mL néo significara necessariamente baixa eficacia terapéutica.

Se considerarmos o0 ensaio do NT-proBNP QIA que teve um CV; maximo de
aproximadamente 5%, variacdes no valor absoluto das dosagens devem

indicar alteracéo significativa com maior probabilidade.

No caso da monitoracdo terapéutica, uma boa estratégia seria usar o calculo
da diferenca critica entre resultados (RCV), que como ja apresentado
anteriormente, representa o percentual minimo significativo que indica declinio
em relacdo as concentracdes basais, ap0s o inicio do tratamento (FRASER,
2001; WU, 2006) e é estimado a partir da variacdo analitica e da variacéo

biolégica intra-individual tomada de banco de dados.

Finalmente, a luz do que foi exposto, podemos concluir que as estratégias de
mensuracao dos peptideos natriuréticos podem apresentar-se insatisfatorias se
nao forem consideradas as mdultiplas variaveis envolvidas, em todo o processo
propedéutico, desde a indicacdo precisa dos testes, os fatores relacionados as
fases pré, intra e pdés analitica, e a justa interpretacdo dos resultados por parte
do médico solicitante. A utilizacdo ampliada desses ensaios deve sempre

obedecer aos preceitos das boas praticas clinicas e laboratoriais.
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7 — Conclusoes

A recuperacao do BNP foi estatisticamente menor, tanto em amostras

congeladas quanto nas refrigeradas, que a recuperacao do NT-proBNP.

Os resultados dos ensaios de preciséo do BNP MEIA em amostras de
soros refrigeradas e congeladas mostraram CV, e CVy superiores aos

encontrados pelos fabricantes (Abbott).

Os resultados dos ensaios de validacdo do NT-proBNP em amostras de
soros refrigeradas e congeladas mostraram CV, e CVt semelhantes aos

encontrados pelos fabricantes (Roche).

Nao foi observada diferenca dos CV, médios entre as diferentes formas

de armazenamento para o BNP MEIA e para o NT-proBNP QIA .

Os coeficientes de variacao intraensaio (CV,) das amostras congeladas

e refrigeradas, obtidos nos ensaios de BNP, foram estatisticamente

superiores aos observados para os ensaios de NT-proBNP.
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8 — Considerac0es finais

Acreditamos que a contribuicdo do nosso trabalho foi evidenciar que ha de se
ter preocupacdo com formas de armazenamento de amostras e efeitos de
degradacdo por estocagem para realizacdo dos ensaios de peptideos
natiuréticos, pelo impacto na recuperacdo. Como 0S nossos resultados
mostraram uma recuperacao da imunorreatividade entre 90,8 a 103,8% para a
dosagem do NT-proBNP em amostras (soros) congeladas e refrigeradas,
podemos concluir que amostras de pacientes oriundos de regides distantes dos
centros de referéncia e tratamento poderiam ser enviadas pelo correio e serem
ensaiadas posteriormente por esse ensaio. Um exemplo dessa situacéo seria 0
caso de pacientes chagasicos que muitas vezes moram em zona rural distante
dos servicos meédicos de referéncia. Sabemos que dificlmente a zona
endémica dessa doenca coincide com zona urbana, tornando complicado a
avaliacdo e monitorizacdo da evolucdo da cardiopatia nesses pacientes.
Nesses casos, recomendamos o0 envio de amostras colhidas sem
anticoagulante, ja centrifugadas e mantidas sob refrigeracao entre 2-8° Celcius
para o laboratério executante dos ensaios em até 48 horas ap6s a coleta, pois

esse foi 0 tempo maximo de estocagem estudado pelo nosso trabalho.

Além disso, aumentamos a nossa convicgdo que € necessario conhecer o
desempenho dos ensaios atuais e novos para dosagem dos peptideos
natriuréticos, assim como avaliar todas as informagfes fornecidas pelos
fabricantes para que possamos estabelecer especificacdes de qualidade

adequadas e baseadas em dados de consenso na literatura.
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Os ensaios de precisdao realizados pelos fabricantes muitas vezes utilizam
amostras controles tratadas quimicamente, tratamento esse que reduz em
muito a influéncia do efeito matriz e tende a produzir resultados diferentes de

amostras clinicas.

No nosso estudo de precisdo, utilizamos amostras de pacientes nao
processadas quimicamente e sem uso de estabilizantes e, portanto mais
proximas das condi¢cdes enfrentadas no cotidiano dos laboratorios clinicos

hospitalares e ambulatoriais.

Como nosso trabalho foi desenvolvido nas suas duas etapas ou experimentos
em laboratérios clinicos, ambientes muito diferentes dos laboratorios de centros
de pesquisa ou dos laboratorios de producado industrial dos insumos (kits e
reagentes), podemos concluir que esses também sdo ambientes propicios a

producao cientifica.
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UMG .. Universidade Federal de Minas Gerais

Comité de Etica em Pesquisa da UFMG - COEP

Parecer n2. ETIC 0174/07

Interessado(a): Profa. Silvana Maria El6i Santos
Depto. Propedéutica Complementar
Fac. Medicina -UFMG

DEZ!SAOQ

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 04 de julho de 2007, apds atendidas as solicitagSes de diligéncia, o
projeto de pesquisa intitulado “Utilizacdo de um ensaio laboratorial
quantitativo automatizado de dosagem de BNT na avaliagio de
fungdo ventricular em pacientes chagasicos sintomaticos e
assintomaticos” bem como o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido.

O relatoério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um
ano apés o inicio do projeto.

Profa. Dra. ra Elena de Lima Perez Garcia
Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Antonia Carlos, 6627 — Unidade Administrative Il - 2* andar — Sala 2005 - Cep31270-901 - BH-MG
Teletone: (031) 3499-4592- FAX: (03)3.199-4516 - e-mail: prpgf@icoep.ufimg.br
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@} @iacar
Comité de?t-:cla:r: ;e:qulsa

Nova Lima, 29 de janeiro de 2.009.

As

Dra. Débora Maria Tavares de Andrade (Autora);
Dra. Silvana Maria El6i Santos (Orientadora);

Dr. Pedro Guatimosim Vidigal. (Orientador).

Prezados Senhores,

O Comité de Etica em Pesquisa do BIOCOR Hospital de Doengas
Cardiovasculares Ltda. informa que, na reunido de 28 de janeiro passado, analisou e
aprovou o Projeto intitulado “UTILIZACAO DE UM ENSAIO LABORATORIAL
QUANTITATIVO AUTOMATIZADO DE DOSAGEM DE BNP NA AVALIAGAO DE
FUNGAO VENTRICULAR EM PACIENTES CHAGASICOS SINTOMATICOS E
ASSINTOMATICOS", a ser realizado por V.Sas. como pesquisa para fins cientificos e de
aprimoramento profissional (Mestrado). Todavia, o inicio da referida investigagdo
cientifica fica sujeito a prévia consulta e aprovagéo pela Comisséo de Etica Médica do
BIOCOR Hospital.

Atendidas as exigéncias pertinentes, fica estabelecido que todas as
atividades relacionadas ao Estudo deverdo ser previamente ajustadas com o Setor
competente do BIOCOR Instituto e com a Dra. Erika Correa Vrandecic, representante
indicada por este CEP, sempre sob a responsabilidade dos Pesquisadores que se
comprometem a observar as normas éticas e a legislagédo em vigor sobre pesquisas, bem
como a obter o consentimento do paciente efou familiares.

Nesta oportunidade, ficam renovados os votos de respeito e
consideragao. .

Cordialmente,

(g Sy 08

Comité de Etica em Pesquisa
Biocor Hospital de Doengas Cardiovasculares Ltda.




ANEXOS

Termo de Consentimento
Informagdes Para Consentimento Para Participar Em Um Estudo de Pesquisa Clinica

Titulo: Utiliza¢io de um ensaio laboratorial quantitativo automatizado para avaliagio
de Insuficiéncia Cardiaca em pacientes Chagdsicos sintométicos e assintométicos

Pesquisadores (ordem alfabética): Débora Maria Tavares de Andrade, Silvana Maria El6i
Santos.

Introdugio: .

Antes de aceitar participar desta pesquisa clinica, € importante que vocé leia e compreenda
a seguinte explicagdo sobre os procedimentos propostos. Esta declaragdo descreve o
objetivo, procedimentos, beneficios, riscos, desconfortos e precaugdes do estudo. Também
o seu direito de sair do estudo a qualquer momento. Nenhtima garantia ou promessa pode
ser feita sobre os resultados do estudo.

Objetivo:

Quantificar o BNP em pacientes com Doenga de Chagas (em fase cronica) sintomaticos e
assintomaticos, avaliando-o como um marcador mais precoce do que 0 Ecocardiograma
para disfungao ventricular esquerda. '

Pesquisar valores de BNP obtidos por um método automatico, utilizando técnica MEIA
(enzimoimunoensio de microparticulas — Abbott) em pacientes chagésicos crdnicos.
Avaliar 0 método automatizado quanto & reprodutibilidade dos resultados em amostras
pariadas ( amostras colhidas ¢m diferentes dias).

Hipéteses a testar

Questdes fundamentais a serem respondidas:

O método laboratorial automatizado tem boa reprodutibilidade?

O BNP seria mais precoce em detectar disfungéo cardiaca do que o Ecocardiograma?

Existem diferencas significativas nas concentragdes do BNP de acordo com a Class¢
\funcional que se encontram os pacientes com insuficiéncia cardiaca?

O valor de referéneia para esse método automatizado coincide com 08 de outros ensaios niio

automatizados? '

Resumo:

O BNP, peptideo natriurético cerebral, ¢ um neurohorménio sintetizado e liberado no
sangue em resposia a sobrecarga de volume ou condigdes que causam 2 extensdo do
ventriculo, para controlar a homeostase de fluidos ¢ eletrolitos interagindo com o sistema
renina-angiotensina-aldosterona. As medidas dos niveis de BNP tém um elevado valor
preditivo negativo (98%), sugerindo que pacientes com niveis de BNP normais, muito
provavelmente, ndo apresentem disfungdo ventricular, Portanto, o BNP tem sido
considerado um bom marcador bioguimico para a triagem diagnéstica, avaliagdo do
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tratamento e prognéstico de pacientes com insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC) e
largamente utilizado como marcador de morbidade e mortalidade em doengas cardiacas.

A ICC pode ser decorrente de multiplas patologias, como, por exemplo, Infarto Agudo do
Miocardio (IAM), com perda importante da massa muscular cardfaca. e outras situagoes
como as decorrentes de dilatagdo progressiva das cdmaras cardiacas secunddrias a
sobrecarga de pressdo, como na Hipertensdo Arterial Sistémica (HAS) e Cardiopatia
Chagasica. O paciente na fase cronica da Doenga de Chagas pode ter como complicagdo da
miocardiopatia dilatada decorrente da inflamagdo e destruigio mioneural, insuficiéncia
cardiaca em graus variados. O BNP nesses pacientes mostra evidéncias de piora da fungio
ventricular e ¢ tanto maior gquantitativamente, quanto maior o grau de insuficiéncia
cardiaca.

Com isso, torna-se importante o estudo do BNP em pacientes sintomaticos e assintomaticos

na fase cronica da Doenga de Chagas, pois trata-se de maicador laboratorial usado para esse
fim. -

Procedimentos:

Os pacientes incluidos no estudo serfio os pacientes portadores de Doenga de Chagas sendo
caracterizados como: sintomaticos e assintométicos, cadastrados no Centro de Treinamento e
Referéncia em Doengas Infecto Parasitarias (CTR-DIP) da UFMG e nos estudos clinicos da
prof. e pesquisadora Marta de Lanna.

A sua participagdo neste estudo constard apenas da coleta de amostra de sangue, por
pung¢do venosa atraveés do sistema de coleta a vacuo (Vacuntainer, BD) em um frasco de
3ml, contendo o anticoagulante EDTA.O sangue coletado em EDTA serd utilizado para a
realizagao do ensaio BNP.

Os registros de sua participago serdio mantidos confidencialmente até onde é permitido por
lei. No entanto, o Comité de Etica em Pesquisa/UFMG podera verificar e ter acesso aos
dados confidenciais que o identificam pelo nome. Qualquer publicagdo dos dados nio o
identificard. Ao assinar esse formuldrio de consentimento, vocé autoriza o pesquisador a
fornecer os registros médicos para o Comité de Etica em Pesquisa/UFMG.

Desligamento/Afastamento Médico:

A sua participag@o neste estudo é voluntéria e sua recusa em participar ou seu desligamento
do estudo ndo envolverd penalidades ou perda de beneficios que vocé tenha direito. Vocé
poderd cessar sua participagdo a qualqguer momento sem afetar seu acompanhamento
medico em andamento. =

Novas Descobertas:

Todos os novos achados descobertos durante 2 realizagdo desta pesquisa que possam
influenciar razoavelmente seu desejo de continuar a permitir sua participago neste estudo
seriio fornecidos a voeé assim que tais informagdcs se tornarem disponiveis.

Compensagao:
\ocd nfio receberd qualquer compensagdo financeira pela sua participagio no estudo.

Emergéncia/Contato com a Comissio Etica:
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Durante o estudo, se vocé tiver qualquer divida sobre este estudo por favor, contate o
Comité de Etica e Pesquisa-COEPE/UFMG. no telefone:

Consentimento:

Li e entendi as informagdes precedentes. Tive oportunidade de fazer perguntas e todas
as minhas dividas foram respondidas a contento. Estou assinando voluntariamente
minha participagio neste estudo.

Data: / /

Assinatura Responsavel:






