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Resumo

A insuficiéncia cardiaca (IC) é uma importante entidade de satide publica a nivel
global, relacion4vel com o incremento de mortalidade cardiovascular global. E crucial
que haja umaboa gestao desta sindrome, de modo a reduzir hospitaliza¢des recorrentes
devido a descompensacGes, que promovem um agravamento clinico acelerado, pioram
a qualidade de vida dos doentes e acarretam custos economicos crescentes. A
telemonitorizacao, aliada a ferramentas como o Point-Of-Care testing (POCT), poderao
ser armas importantes a utilizar neste contexto. A saliva é um fluido passivel de ser
recolhido através de métodos nao invasivos, que poderad ser utilizado na
telemonitorizacao da IC, caso seja validada a medicdo de biomarcadores cardiacos
neste meio.

Neste trabalho, é descrito o protocolo experimental de um estudo de comparacao
entre as concentracoes plasmaticas e salivares da molécula NT-proBNP, amplamente
utilizada na pratica clinica no contexto da IC, para fins de diagndstico, monitorizacao e
estratificacao de risco. O objetivo do estudo € perceber se existe ou nao uma correlacao
significativa entre estes dois conjuntos de valores, contudo este nao foi concluido na
sua totalidade até a data de escrita deste trabalho, devido a falta de dados da analise
salivar de NT-proBNP, por limitacdo nao imputavel 4 autora.

Futuramente, com o término deste projeto de investigacao e o surgimento de um
maior volume de estudos neste ambito, podera ser possivel proceder a validacao deste
biomarcador na saliva. Com isto em mente, seria proveitosa a criacio de um dispositivo
capaz de quantificar as concentracoes salivares de NT-proBNP, apropriado para

utilizacdo em contexto de telemonitoriza¢ao com recurso a POCT.

Palavras-chave

Biomarcadores; Insuficiéncia cardiaca; Saliva; NT-proBNP; Telemonitorizacao.
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Abstract

Heart failure (HF) is an important public health entity worldwide, related to the
increase in global cardiovascular mortality. It is crucial to have a good management of
this syndrome in order to reduce recurrent hospitalisations due to decompensations,
which promote an accelerated clinical worsening, worsen the quality of life of patients
and entail increasing economic costs. Telemonitoring, together with tools such as
Point-Of-Care testing (POCT), may be important weapons to be used in this context.
Saliva is a fluid that can be collected through non-invasive methods, which may be used
in HF telemonitoring, if the measurement of cardiac biomarkers in this medium is
validated.

In this paper, the experimental protocol of a study comparing plasma and salivary
concentrations of the NT-proBNP molecule is described, one widely used in clinical
practice in the context of HF, for diagnosis, monitoring and risk stratification purposes.
The aim of the study is to understand whether or not there is a significant correlation
between these two sets of values, however this was not fully completed by the time of
writing this paper, due to the lack of data from the salivary analysis of NT-proBNP, due
to a limitation not attributable to the author.

In the future, with the conclusion of this research project and the emergence of a
greater volume of studies in this area, it may be possible to validate this biomarker in
saliva. With this in mind, it would be useful to create a device capable of quantifying the
salivary concentrations of NT-proBNP, suitable for use in the context of telemonitoring
using POCT.

Keywords

Biomarkers; Heart Failure; Saliva; NT-proBNP; Telemonitoring.
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Capitulo 1

Introducao

1.1. Insuficiéncia Cardiaca e o seu impacto

A insuficiéncia cardiaca (IC) é uma sindrome clinica caracterizada por sintomas
como dispneia e fadiga em repouso ou em esforco e sinais (por exemplo, edema dos
membros inferiores, elevacao da pressiao venosa jugular, fervores na auscultacao
pulmonar, entre outros) decorrentes de uma anomalia estrutural ou funcional a nivel
cardiaco M. Na IC, por definicio, o coracdo é incapaz de bombear sangue e,
consequentemente, oxigénio suficientes para suprir as necessidades metabolicas de
outros orgaos [21. A etiologia da IC é variavel, sendo as causas mais comuns, no mundo
ocidental, a doenca coronéria, hipertensao, arritmias, anomalias valvulares e outras
alteracoes estruturais .

Assim como noutras doencas cardiovasculares, a IC € um reconhecido problema
de saude publica a nivel global com relevancia crescente principalmente em idades
mais avancadas, sendo o motivo mais frequente de internamento hospitalar acima dos
65 anos 21, Estima-se que mais de 37 milhoes de pessoas em todo o mundo sofram de
IC, tendo a sua prevaléncia aumentado nas altimas décadas. Este aumento pode refletir
um aumento da taxa de incidéncia padronizada, o envelhecimento da populacao ou o
aumento da sobrevivéncia dos doentes pela melhoria no tratamento da doenca
cardiovascular em geral e da IC em particular (incluindo dos seus fatores de risco, como
a hipertensao e a diabetes e as suas complicagdes), ou uma combinacao destes fatores
B8, O tratamento desta sindrome acarreta custos elevados, relacionados com medicacao
e hospitalizacoes recorrentes, com grande impacto tanto para os doentes como para os
servicos de satide, impacto esse que se espera que venha a aumentar significativamente
nas proximas décadas [l

O prognostico da IC é variavel, com estudos a demonstrarem sobrevida de
aproximadamente 76%, 45%, 24% e 13% aos 1, 5, 10 e 15 anos, respetivamente [,
Vérios fatores contribuem para a deterioracao da situacao clinica e da qualidade de vida
dos doentes, tais como a presenga de outras comorbilidades (destaque para a
insuficiéncia renal, diabetes mellitus, doenca pulmonar obstrutiva crénica e anemia) s},

e descompensacoes da doenca. As descompensacoes traduzem periodos de
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agravamento dos sinais e sintomas tipicos de IC, com necessidade de hospitalizacao [©];
causas frequentes incluem: fraca adesao terapéutica, infecées, consumo excessivo de
agua e/ou sal, arritmias de novo, isquemia miocardica (sindrome coronario agudo, por
exemplo), consumo excessivo de alcool, descompensacoes de outras comorbilidades
associadas, entre outras 7. Dados de diversos estudos indicam que a hospitalizacao por
uma descompensacao aguda de IC pode significar uma mudanca dramética no curso da
sindrome, com taxas de rehospitalizacao de 50% nos primeiros 6 meses [©l.

Neste contexto, assume extrema importancia uma 6tima gestao da doenca, de
modo a prevenir e detetar precocemente descompensacoes que agravem a sua
evoluc¢ao, diminuindo também desta forma a despesa econémica associada a IC. Com a
crescente evolugao tecnolégica torna-se possivel a telemonitorizacao de doentes com
IC, tal como ja é feito no Centro Hospitalar Universitario Cova da Beira (CHUCB),
através da monitorizacao de parametros vitais como a frequéncia cardiaca, pressao
arterial, saturacao periféricade O2 e também do peso. Neste panorama, o papel ativo
do doente é destacado, umavez que este passa a reconhecer o seu estado de satde, o

que tem um impacto positivo no estilo de vida e na autogestao da sua condicao cronica
[8]

1.2. Biomarcadores e Point-of-Care Testing

Um objetivo importante a atingir na investigacio em IC ¢é identificar
biomarcadores que aumentem a precisao diagnostica e sejam tteis na monitorizagao e,
idealmente, antecipem a descompensacao, permitindo uma intervencao precoce. A
OMS define biomarcadores como: medicoes que reflitam uma interacao entre um
sistema biol6gico e um perigo potencial, que pode ser quimico, fisico ou biologico 1.
Exemplos de biomarcadores, usaveis na IC como surrogate markers, incluem desde
medicOes de pressao arterial até testes laboratoriais mais complexos de sangue e/ou
outros tecidos/fluidos.

Os péptidos natriuréticos cerebrais (brain natriuretic peptides ou BNPs) sao
moléculas que contribuem para a manutencio da homeostase do sistema
cardiovascular, servindo de hormonas contrarreguladoras em situac¢oes de sobrecarga
de volume ou pressao [*0]; situacoes essas que podem traduzir, ndo s6 manifestacoes
inaugurais de IC, mas também descompensacoes. As concentracoes plasmaéaticas de N-
terminal pro b-type Natriuretic Peptide (NT-proBNP) sao muito utilizadas na pratica
clinica para fins de diagnostico, estratificacao de risco e monitorizacao de doentes com
IC, pois estao proximos dos padroes ideais de biomarcadores para implicagoes clinicas

desta sindrome [,
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Outro aspeto importante é descobrir quais os biomarcadores que podem ser
quantificados em fluidos biol6gicos além do sangue, sendo que, através da sua detecao,
seria possivel a realizacdo de procedimentos menos invasivos em diversos contextos
clinicos 21, como por exemplo em contexto domicilidrio usando Point-of-Care testing
(POCT). POCT define-se como uma analise laboratorial que ocorre no local ou préoximo
do local onde o paciente se encontra e é particularmente Gtil em doencas que requerem

monitorizacao apertada, como por exemplo, a diabetes mellitus, hipertensao e IC 31,

1.3. Possiveis aplicacoes da saliva neste ambito

A saliva surgiu nos tltimos anos como sendo um fluido corporal que contém
diversas proteinas que podem ser utilizadas como potenciais biomarcadores, com o
beneficio acrescido de poder ser colhida facilmente através de métodos nao invasivos
2] e estar disponivel em grande quantidade. Devido a sua conexao anatémica direta
com os sistemas oral, digestivo e enddcrino, o uso clinico de testes de saliva para
doencas desse foro é promissor. Além disso, para outras doencas que parecem nao ter
correlacoes com a saliva, como doencas neurodegenerativas e psiquiatricas, estudos
demonstram que esta é igualmente informativa 4,

Foram realizados diversos estudos em saliva para averiguar se seria possivel
dosear as suas concentracoes de varios biomarcadores tuteis no contexto de IC,
nomeadamente o NT-proBNP. Concentracoes salivares de NT-proBNP sao mais
elevadas em doentes com IC do que em pessoas saudaveis, apesar de serem 200x
menores que as respetivas concentracoes plasmaticas [51. A correlagdo entre as
concentracoes de NT-proBNP nestes dois fluidos é ainda pouco conhecida, existindo
resultados de um tnico estudo (NT-ProBNP Levels in Saliva and Its Clinical Relevance
to Heart Failure) I's! a relatar que nao existia correlagdo entre ambas, ressalvando a

necessidade de mais investigacao neste ambito.

1.4. Objetivo do estudo

O objetivo deste trabalho é descrever o protocolo experimental que serviu de base
para um estudo de comparagao entre as concentracgoes plasméaticas de NT-proBNP e as
suas respetivas concentracoes salivares. Sendo possivel a validacao da medicao desta
molécula na saliva, este serA um oOtimo fluido a utilizar num cenério de
telemonitorizacao de doentes com IC, com recurso a POCT, obtendo assim um

acompanhamento mais rigoroso destes doentes.
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Capitulo 2

Metodologia

2.1. Selecao dos participantes

Os participantes foram selecionados a partir de uma listagem de pedidos de
analise de NT-proBNP no sangue em contexto de consulta de rotina, fornecida pelo
laboratorio do CHUCB. Cada listagem era referente a um tunico dia de colheita, dias
estes que foram escolhidos de forma aleatoria, e todos os pacientes que nela constavam
eram selecionados para o estudo, tendo sido contactados por via telefénica
previamente.

Os dados recolhidos foram: sexo, idade, nimero do processo clinico ou nimero
de utente, amostras biologicas (sangue e saliva).

A amostra incluiu: individuos de ambos os sexos, lacidos conscientes e orientados
no tempo, espaco e pessoa; maiores de 18 anos; controlos (nao portadores de IC) e
doentes.

O processo de recolha de dados decorreu sob consentimento informado, com
aprovacao por parte da comissao de ética e conselho administrativo do CHUCB (anexo
1: Parecer Comissao de Etica e Autorizacio EPD e RAI). A base de dados é anonimizada

e sera mantida apenas durante o decorrer do estudo.

2.2, Colheita e armazenamento de amostras bioldgicas

A colheita de sangue realizou-se em concordancia com as normas do CHUCB,
através de puncio venosa. A colheita de saliva decorreu de acordo com o protocolo em
anexo (anexo 2: Protocolo graficode recolha de saliva). Os participantes encontravam-
se em jejum.

O armazenamento das amostras de saliva foi efetuado em arca frigorifica a -80°C
até ao momento da analise. As amostras de sangue foram processadas pelo laboratoério
do CHUCB no mesmo dia da colheita, ndo tendo existido necessidade de

armazenamento a longo prazo.



Biomarcadores Point-of-Care na telemonitorizacio do doente com insuficiéncia cardiaca

2.3. Consulta de processo clinico

O processo clinico dos participantes foi consultado para aceder aos resultados das

analises e restantes informacodes pertinentes para o estudo.

2.4. Processamento das amostras

A analise do NT-proBNP no soro realizou-se de acordo com os protocolos do
CHUCB, com recurso a um imunoensaio do tipo CMIA (chemiluminescent
immunoassay).

As amostras de saliva foram transportadas sob refrigeracao para a SalivaTec
(laboratério do Centro de Investigacao Interdisciplinar em satde da Universidade
Catdlica de Viseu) que se encontra encarregue do seu processamento. Estas serdo
descongeladas e posteriormente a analise sera feita através de um teste ELISA
(enzyme-linked immunosorbent assay), tendo em conta as orienta¢oes do fabricante.

De notar que podera ser necessario que algumas das amostras salivares sejam
descartadas por insuficiente quantidade ou qualidade da amostra (por exemplo devido

a contaminacao), sendo deste modo eliminadas do estudo.

2.5. Analise estatistica

A analise estatistica nao foi concluida na sua totalidade em consequéncia da falta
de resultados da analise salivar de NT-proBNP. Esta podera ser feita através do calculo
do coeficiente de correlacao de Pearson (p) e assumindo um nivel de significancia de a

= 0,05.
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Capitulo 3

Resultados

3.1. Caracterizacao da amostra

O namero total de participantes foi 49, 26 do sexo masculino e 23 do sexo

feminino, com idade média de 71 anos (idades compreendidas entre 37 e 98 anos).
3.2. Concentracoes plasmaticas de NT-proBNP

As concentracoes plasmaticas de NT-proBNP variaram entre 19,4 e 14432,4
pg/mL (média 1268,2 pg/mL). Tendo em conta os valores de referéncia de
concentracoes normais de NT-proBNP aquelas inferiores a 125 pg/mL para individuos
com idade inferior a 75 anos e inferiores a 450 pg/mL se a idade for superior a 75 anos,

foram considerados 24 controlos e 25 doentes.
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Capitulo 4

Discussao

4.1. Discussao dos resultados

Para este estudo foram considerados concentracées normais de NT-proBNP
aquelas inferiores a 125 pg/mL para individuos com idade inferior a 75 anos e
inferiores a 450 pg/mL se a idade for superior a 75 anos. O valor elevado da média das
concentracoes (1268,2 pg/mL) é explicado pela idade média avancada dos
participantes, pela existéncia de valores muito elevados (valor mais elevado de 14432,4
pg/mL) e pelo facto de os valores de NT-proBNP aumentarem com a idade, mesmo na
auséncia de doenca 6],

A restante discussao devera ser feita atendendo aos resultados da anélise
estatistica comparativa. A tabela seguinte demonstra qual a interpretacao

correspondente aos valores de p que serao obtidos posteriormente (-1< p <1) 7],

Valor de p Interpretacao
0.90 a 1.00 (-0.90 a —1.00) Correlacao positiva (negativa) muito elevada
0.70 a 0.90 (-0.70 a —0.90) Correlacao positiva (negativa) elevada
0.50 a 0.70 (-.50 a —.70) Correlacao positiva (negativa) moderada
0.30 2 0.50 (-0.30 a —0.50) Correlacao positiva (negativa) baixa
0.00 t0 0.30 (0.00 a —0.30) Correlacao insignificante

Tabela 1 - Valores de p e sua respetiva interpretacao
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4.2. Pontos fortes e limitacoes do estudo

O principal ponto forte deste estudo prende-se com o facto de este ter sido
desenvolvido de forma a causar o minimo de transtorno para os participantes: na
mesma ocasido em que foi realizada uma colheita de sangue previamente agendada
para controlo analitico de rotina, foi também colhida uma amostra de saliva, processo
este que demorou cerca de 5 minutos. Deste modo, nao foi exigido muito tempo a cada
participante e foi evitada a necessidade de uma segunda deslocacao ao CHUCB.

Evidentemente, a limitacdo em destaque é a falta dos dados da analise de
quantificacdo do NT-proBNP salivar, que nao foram obtidos até a data de conclusao
deste trabalho, por dificuldades nao atribuiveis a autora. No entanto, a base de dados
estara disponivel para que a comparacado seja feita posteriormente, concluindo o

estudo.

4.3. Conclusoes finais

Com base na existéncia ou ndo de uma correlagao entre estes dois conjuntos de
valores, podera ser possivel a validacio da medicao do NT-proBNP na saliva, sempre
atendendo ao facto de que serdo necessarios mais estudos nesta area que envolvam um
maior namero de participantes.

Caso os estudos futuramente realizados demonstrem resultados equivalentes,
assegurando a existéncia de uma correlacao fortemente positiva, a elaboracao de um
dispositivo capaz de medir as concentracées salivares da molécula referida (que
refletira, de algum modo, a concentracdo sanguinea), e passivel de ser utilizado em
contexto domiciliario, seria um passo interessante a dar na perspetiva de se atingir uma

telemonitorizacao mais detalhada de doentes com IC.
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Anexos

Anexo I - Parecer Comissdo de Etica e Autorizacio EPD e RAI

J f—\lr:erm IMPRESSQ
Hospitalar e i P ' |
. Cova da Beira, EPE, arecer da Comissio de Etica para a Satide
Colaltgo: CHUCELIMP.COMET L e 5

Parecer n®: 07,2023

Data: 2023/02/27

Assunto: Estudo n®64/2022 - "Bipmarcadores Point OF Care na telemonitorizagio do doente com insuficiéncia |

cardiaca”

Membros da  CE do
CHUCE:

Prof. Doutes Manisel
Passos Morgado
[Presidente,
Farmacéutica)

Dra. Ana Paula Targal
Carrgira
(vica-Fresidenta,
Assistente Social)

Or. Luls Manugl Ribeira
{Middico]

Enf. Maria Gabriela
Rarmalhimha
(Enfemeira)

Dva. Meria Teresa Bordalo
Santos
[Puicalagal

(D, Luis Banuel Carreira
Fiadeiro
{hurista)

D, Antdnie Listiana Coita
(Tedloga)

Exma. Senhora Investigadora:
Ana Beatriz Viana Magalhaes

A Comissiio de £tica do Centro Hospitalar Universitirio Cova da Beira, em reunifio
realizada em 2023/02/23 deliberou emitir parecer relativamente a realizagdo do Estudo
n®64/2022 - "Biomarcadores Point Of Care na telemonitorizagdo do doente com
insuficiéncia cardiaca”.

Membros da CES do CHUCE presentes:
Prof. Doutor Manuel Passos Morgado
Dra. Ana Paula Torgal Carreira

Dr. Luis Manuel Carreira Fladeiro

Dr. Antdnio Luciano Costa

|
Parecer:

Apreciado o projete do estudo, foi decidido por unanimidade dos votantes emitir
parecer favordvel 3 sua realizagdo,

Este parecer ndo dispensa eventuais requisitos ou procedimentos por parie do
Responsével pelo Acesso a Informagao (Ral) ouw do Encarregado de Protecdo de Dados
{EPD) desta instituicdo, no ambito do previsto no Regulamento Geral sobre a Protecio
de Dados [RGPD) ou noutra legislagdo aplicdvel guanto a acesso, tratamento e
protecio de dados,

A realizacdo do estudo carece da necessdria autorizagdo por parte do Exmo. Conselho
de Administragio do CHUCE e no seu decurso pode ser sujeito a auditorias.

O Presidente da Comissdo de Etica do CHUCE

m#‘:u«/ .,rrahn'

(Prof. Doutor Manuel Passa{Mn

Figina: 1de 1

11



Biomarcadores Point-of-Care na telemonitorizacdo do doente com insuficiéncia cardiaca

REPUBLICA O ‘ SERVIGO NACIONAL -l
Haspitalar
%  PORTUGUESA SN OE SALIDE Cova da Beira,EPE

SADDE

Em resposta ao pedido de autorizacdo de acesso de dados clinicos para o estudo n® 64,2022
“Biomarcadores Paint OF Care na telemonitorizacio do doente com insuficiéncia cardiaca” a
realizar ng CHUCE informo gue, dado se watar de um projeto de investigacdc com a
obrigatoriedade de consentimento livre e informado por todos os intervenientes, ndo carece

de autorizagdo da RAL

0s intervenientes no processo comprometem-se a destruir os dados recolhidos apds a

conclusdo do estudo.
Data:01/03/2023
EPD RAI
Cra. Rosa Ballesteros
Resporsavel pelo Acessa & Miformaglo
, CHYCE ER _
1 . - ! i |
s L | o gy e AL 2N
T —
Hospltalar Cova da Beira
Hrg Hospital Féro da Covilki | Alameda Péro da Covilhi. $200-251 Covilhii, PORTUGAL | TEL + 351 275 33 00 00 FAX + 351 275 33 00 01 e
1 5 Haspital do Funddo | &v. Adullie Portrla, 6230-268 Fandba, PORTUGAL | TEL + 351 275 33 00 00 FAX + 351 275 75 257
o E«MAIL administracas@chcheiramin-saudeps www.chcheira,pi
CHCH.IMP.CHCRZO0D Ed.1 Rew.l
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Anexo IT — Protocolo grafico de recolha de saliva

7 CATOLICA 1y LMOLICA
A UL NAOE DE MEKCINADENT AR il g

Recolha de Saliva: Protocolo Grafico

{ / / -

1. Colar a etiqueta com
o codigo da amostra no
tubo e no
consentimento.

(gerar codigo com Iniclals do 1* e @timo nome
e3 dlttmos digitos do n de utente)

2. Confirmar o n° de
utente de satde no
consentimento.

[ —

3. Recolher no minimo 4. Recolher a saliva

até atingir a marcagao para o tubo de

a caneta feita no tubo colheita e fechar
(cerca de 2mL) bem no final

5. Colocar os tubos na
arca com gelo para
armazenar durante o
transporte até ao
laboratdrio.
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