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TS resumo

Proteina C-reativa Fundamento: A proteina C-reativa de alta sensibilidade (PCR-as) é um preditor de risco cardiovascular
estabelecido no cenario de prevencéo priméria, de acordo com os métodos de enzyme linked immunosor-

Risco cardiovascular bent assay (ELISA) e nefelometria. O método de quimioluminescéncia tem sensibilidade suficiente para
Quinfioluminescéncia discriminacdo de baixos niveis de PCR-as, com valor preditor estabelecido em sindromes coronarianas

agudas. No entanto este método carece de validacdo em individuos ambulatoriais, cujos valores de
Nefelometria PCR s&o significativamente menores que os de pacientes instaveis. Objetivo: Testar a hipdtese de que

o método de quimioluminescéncia possui acurécia adequada para mensuracéo de PCR-as e classificar
individuos ambulatoriais de acordo com o risco cardiovascular. Métodos: A proteina C-reativa foi medida
pelos métodos de quimioluminescéncia e nefelometria em 152 amostras séricas obtidas de diferentes
individuos ambulatoriais. Considerando-se a nefelometria o padréo-ouro, a performance do método de
quimioluminescéncia foi avaliada. Resultados: Observou-se forte associacdo linear entre os dois métodos,
ilustrada pelos coeficientes de correlagdo (r=0,99; p < 0,001) e regressao (8 = 0,94, 95% C.I. = 0,92
- 0,95, p < 0,001). A diferenca média entre os valores de cada método foi - 0,22 + 0,4mg/I. Em 97%
dos individuos houve concordancia entre os métodos quando a classificacdo em baixo risco (PCR-as <
1mg/l), risco intermediario (PCR-as = 1-3mg/I) ou alto risco cardiovascular (PCR-as > 3mg/l) (kappa =
0,96; p<0,001). Concluséo: A medida de PCR-as por quimioluminescéncia representa uma alternativa
ao método nefelométrico na avaliagéo de risco cardiovascular de individuos ambulatoriais.

abstract IS ™

Background: High-sensitivity c-reactive protein (hs-CRP) is an established risk predictor in primary prevention. | (-reactive protein
Among available laboratory methods, enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) and nephelometry are the
most validated for this clinical application. Immunoluminometry is another high-sensitivity method of hs-CRP, with
definitive prognostic value in acute coronary syndromes. However, it lacks validation for cardiovascular risk prediction | Immunoluminometry
in the outpatient setting, whose hs-CRP values are in a lower range in relation to unstable patients. Objective: In
an outpatient setting, test the hypothesis that the immunoluminometric method has enough accuracy to measure
hs-CRP and classify individuals according to cardiovascular risk. Method: C-reactive protein was measured by the
methods of immunoluminometry and nephelometry in 152 serum samples obtained from different outpatient subjects.
Taken nephelometry as a gold-standard, performance of the immunoluminometric method was evaluated. Results:
There was a strong linear association between the two methods, according to the correlation coefficient (r= 0.996;
p < 0.007) and regression coefficient (3 = 0.94, 95% C.I. = 0.92-0.95, p < 0.001). The mean difference between the
two methods was - 0.22 £ 0.4mg/I. In 97% of the subjects, there was agreement between the methods in definition
of low risk (hs-CRP < 1mg/l), intermediate risk (hs-CRP = 1-3mg/I) or high cardiovascular risk (hs-CRP > 3mg/l)
—kappa = 0.96; p < 0.001. Conclusion: The immunoluminometric method of hs-CRP represents an alternative to
nephelometry for the assessment of cardiovascular risk in an outpatient population.

Cardiovascular risk
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Introducéo

De acordo com dados experimentais, o processo
inflamatério esta intimamente implicado na génese, na
progressao e na ruptura da placa aterosclerética® 1.
Em concordéncia, a proteina C-reativa sérica (PCR-as)
€ um marcador inflamatério validado como preditor
de risco cardiovascular em individuos aparentemente
saudaveis. Tal predicédo é independente da concentracéo

plasmatica de colesterol e da presenca de outros fatores
de risco para doenca aterosclerdtica®. Baseando-se no
conjunto de trabalhos epidemioldgicos a este respeito,
a recente publicacdo da American Heart Association e
do Center for Disease Control sugere que 3mg/l sejam
considerados o ponto de corte para definir individuos
de alto risco cardiovascular de acordo com seu status
inflamatorio®.

Considerando este ponto de corte, em prevencdo
priméria, a estratificacdo de risco cardiovascular pela
PCR-as requer um método de alta sensibilidade, capaz
de discriminar baixas concentracdes. Estudos epidemio-
I6gicos iniciais utilizaram enzyme linked immunosorbent
assay (ELISA) para medida de PCR-as®®. Porém, devido
a complexidade de sua realizacdo, este método é pri-
mariamente usado para pesquisa, ndo sendo ideal para
medidas clinicas de rotina. Por este motivo, o método
nefelométrico para medida de PCR-as, plenamente au-
tomatizado, foi desenvolvido"?, validado para predicéo
de risco® e disponibilizado comercialmente. A despeito
de sua praticidade, a logistica para nefelometria nédo é
disponivel de maneira universal. Desta forma, a presenca
de métodos alternativos pode tornar a medida de PCR-as
de alta sensibilidade mais exeqlivel. Recentemente, as
sensibilidades da turbidimetria e da quimioluminescén-
cia tém sido aprimoradas na discriminacdo de niveis
plasmaticos suficientemente baixos para avaliar risco
cardiovascular®?. Tais métodos foram amplamente tes-
tados em pacientes com sindromes coronarianas agudas,
porém carecem de validagdo em populac¢des estaveis,
tipicas do cenario de prevencdo priméria.

No intuito de testar a hiptese de que o método qui-
mioluminescente para dosagem de PCR-as se presta para
a avaliacdo do risco cardiovascular na populacdo geral, os
resultados foram pareados com os do método nefelomé-
trico aplicado as mesmas amostras séricas, sendo avaliados
quanto a semelhanca dos valores e a concordancia na
definicdo de risco.

Casuistica

As amostras séricas utilizadas no estudo foram obtidas
de individuos consecutivamente encaminhados ao nosso
laboratério, durante novembro de 2003, para medida de
PCR-as por diversos motivos clinicos. Foram excluidos soros
com resultado > 15mg/l, a fim de avaliar uma amostra
caracteristica do cenario de prevencdo primaria. Desta
forma, a amostra de conveniéncia foi constituida de 152
individuos, predominantemente jovens (30 £ 11 anos) e
do sexo masculino (n=110).

Dosagens laboratoriais

Cada individuo forneceu uma Gnica amostra sérica, uti-
lizada para medida de PCR-as pelos métodos nefelométrico
e quimioluminescente. Para andlise de reprodutibilidade
em baixas concentracdes, um subgrupo de dez amostras
aleatoriamente selecionadas sofreu diluicdo 1/10 com albu-
mina bovina 60g/I. Reagentes comercialmente disponiveis
foram utilizados para as dosagens laboratoriais. Pelo método
nefelométrico (Dade Behring Inc., Newark, DE, EUA), a aglu-
tinacdo das particulas recobertas por anticorpos anti-PCR é
mensurada pela intensidade da luz refletida, utilizando-se
o equipamento BN 10079, O método de quimiolumines-
céncia (Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, CA,
EUA) baseia-se na deteccdo da luz emitida pelo resultante
da reacdo quimica entre a molécula de PCR-as e o subs-
trato quimioluminescente 1,2 dioxetano. O equipamento
Immulite 1000 foi utilizado para tal medida®.

Analise dos dados

Para avaliar se as medidas de PCR-as obedeciam a distri-
buicdo normal, foi utilizado o teste de Kolmogorov-Smirnov.
Tais medidas foram expressas por mediana, intervalo inter-
quartil e amplitude. A presenca de associacdo linear entre
os dois métodos de PCR-as foi avaliada pelos coeficientes
de regresséo linear (B) e de correlacdo ndo-paramétrico
Spearman (r), considerando o método nefelométrico a
variavel independente e o método quimioluminescente, a
dependente. A concordéncia entre os métodos foi avaliada
pela técnica de Bland-Altman, e a diferenca entre os valores,
expressa por média * desvio-padréo. De acordo com estu-
dos epidemiolégicos, a delimitacdo entre tercis de PCR-as
se situa em torno dos seguintes pontos de corte: < Tmg/I,
1-3mg/l e > 3mg/I. Esses trés grupos definem pacientes de
baixo, médio e alto risco cardiovascular, respectivamente®.



LIMA, J. C. C. et al. Validacdo da medida de proteina C-reativa (PCR-as) por quimioluminescéncia para estimativa de risco cardiovascular em individuos ambulatoriais: analise comparativa com nefelometria

Considerando estes limites, a concordancia entre os dois
métodos na definicdo de risco pela PCR-as foi avaliada pelo
teste kappa. Além disso, a proporcdo de amostras cujas
diferencas entre os métodos foram > 0,5mg/! foi relatada
como forma de expressar o nimero de pacientes com di-
ferenca expressiva. A andlise de Bland-Altman foi repetida
no subgrupo com PCR-as entre 0 e 4mg/I, intervalo em
que acontece a distingcdo de risco pela PCR-as. Para célculo
da reprodutibilidade do método de quimioluminescéncia,
duas medidas repetidas no subgrupo das dez amostras
diluidas foram realizadas, calculando-se o coeficiente de
variabilidade. Significancia estatistica foi definida como
p < 0,05 e o programa SPSS versdo 10.0 (Chicago, IL, USA)
foi usado para o célculo destes valores.

Resultados

Descricao dos valores de PCR-as

De acordo com ambos os métodos laboratoriais, as
distribuicdes dos valores de PCR-as ndo obedeceram a dis-
tribuicdo normal (p < 0,001), com desvio para a direita. As
medidas do método nefelométrico variaram de 0,103 a 13,2
mg/l, mediana 2mg/|, intervalo interquartil 1,1 a 4,8mg/!I.
O método quimioluminescente apresentou medidas entre
0,104 e 13,4mg/l, mediana 2,1mg/I e intervalo interquartil
1,1 a4,6mg/l.

Associacao linear entre nefelometria
e quimioluminescéncia

A correlagdo dos valores pareados de PCR-as mostrou
forte associacdo linear entre os métodos nefelométrico e
quimioluminescente, demonstrada pelos coeficientes de
correlacdo (r=0,99; p<0,001) e regressédo (B = 0,94; 95%
I.C. =0,92-0,95; p < 0,001) (Figura 1).

Concordancia entre os valores de nefelometria
e quimioluminescéncia

A despeito da forte associacdo linear, a andlise de Bland-
Altman mostra que os valores dos dois métodos diferem,
com tendéncia a subestimativa pelo método quimiolumi-
nescente (Figura 2). A diferenca média entre os valores
dos dois métodos (quimioluminescéncia e nefelometria)
foi de 0,22 + 0,4mg/I. Na minoria das amostras (n = 28,
18%), esta diferenca superou 0,5mg/I. A diferenca é mais
acentuada ( 0,48 + 0,56mg/l) quando se analisam altos
valores de PCR-as (> 4mg/l, n = 51). Por outro lado, a
anélise dos 101 individuos com valores de PCR-as entre O
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e 4mg/I (intervalo de discriminac@o de risco) mostra clara
semelhanca entre os dois métodos (0,08 + 0,15mg/I) (Figu-
ra 3). Neste grupo apenas 2% das amostras apresentaram
diferenca > 0,5mg/I.
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Figura 1 - Andlise de regressco linear entre as medidas de proteina C-reativa de alta
sensibilidade (PCR-as) realizadas pelos métodos nefelométrico e quimioluminescente
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Figura 2 - Andlise de Bland-Altman entre as medidas de proteina C-reativa
(PCR-as) realizadas pelos métodos nefelométrico e quimioluminescente
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Figura 3 - Andlise de Bland-Altman entre as medidas de proteina C-reativa
(PCR-as) realizadas pelos métodos nefelométrico e quimioluminescente em amostras
dentro do limite de maior importdncia para discriminagdo de risco cardiovascular
(0-4mg/l)
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Concordancia na definicao de risco
cardiovascular por nefelometria
e quimioluminescéncia

De acordo com o método nefelométrico, 18% dos pa-
cientes sdo classificados como de baixo risco pela PCR-as
(< Tmg/1), 41% como de risco intermediario (1-3mg/l) e
42% como de alto risco (> 3mg/l). Houve concordancia
destes resultados com o método de quimioluminescéncia
em 97% das dosagens (kappa = 0,96; p < 0,001). Todas
as discordancias foram de apenas um nivel de risco (Fi-
gura 4).

Reprodutibilidade do método
de quimioluminescéncia

As amostras diluidas para avaliacdo da reprodutibili-
dade apresentaram medidas de PCR-as entre 0,12mg/l e
0,56mg/l. Observou-se reprodutibilidade satisfatéria do
método quimioluminescente, com coeficiente de varia-
bilidade entre duas medidas repetidas de 4,4%.

Discussao

A andlise dos presentes dados evidencia que medidas
séricas de PCR-as pelo método quimioluminescente apre-
sentam forte associacdo linear, valores suficientemente
semelhantes e alto nivel de concordancia na classificacao
de risco cardiovascular em relacdo a medidas do método
nefelométrico. Além disso, o desempenho do método
quimioluminescente nas dosagens repetidas de soros com
baixas concentracdes de PCR-as mostra que sua precisao
obedece a definicdo de alta sensibilidade®.

A presenca de associacdo linear entre um novo mé-
todo e seu padrao de referéncia, tal como observado em
nossa casuistica, permite inferir que os resultado das duas
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Figura 4 - Crdfico de barras indicando a proporgéio de amostras em que os
métodos concordaram entre si (abscissa = 0) quanto a classificagéo de risco
cardiovascular (baixo, médio ou alto), discordaram em um nivel (abscissa = 1 ou - 1)
ou discordaram em dois niveis (abscissa = 2 ou - 2)

dosagens sédo influenciados por fenémenos bioldgicos na
mesma proporcdo. Contudo este dado ndo assegura a
semelhanca dos valores absolutos, ndo garantindo a ade-
quacdo do novo método para utilizar os mesmos limites
de referéncia daqueles ja validados para a pratica clinica.
Para este proposito, a avaliacdo da diferenca absoluta entre
os resultados dos métodos assume maior importancia. Em
nossa casuistica, esta comparacéo inicialmente demonstra
divergéncia substancial entre os métodos. Por outro lado,
ha um comportamento diferente entre valores baixos e
altos de PCR-as, estando as maiores divergéncias nos valores
de PCR-as > 4mg/I. A distin¢do entre individuos de baixo,
intermedidrio ou alto risco ocorre na faixa < 4mg/I, onde
encontramos valores semelhantes entre os dois métodos.
Por este motivo, quando utilizados pontos de corte epide-
miologicamente validados para nefelometria®, o método
quimioluminescente apresenta alto nivel de concordancia
com o primeiro na estratificacao do risco cardiovascular. A
precisdo necessaria para que um método de PCR-as seja
considerado de alta sensibilidade é definida por um coefi-
ciente de variabilidade < 10%, calculado para concentracbes
séricas em torno de 0,3 mg/I?’. Desta forma, de acordo
com o presente trabalho, o método quimioluminescente
apresentou uma boa preciséo.

A nefelometria foi o primeiro método de alta sensibi-
lidade a se tornar disponivel para utilizagéo clinica, sendo
usado no maior estudo de coorte prospectiva desenhado
para avaliar o valor da medida de PCR-as como marcador
de risco cardiovascular®. Pela sua maior casuistica, este foi
o método mais utilizado na definicdo dos pontos de corte
para classificacdo de risco cardiovascular. Nos Gltimos anos,
a sensibilidade de outros métodos quantitativos tem sido
aprimorada, o que os torna aptos a mensurar baixos valores
de PCR-as. Em populacdes de sindromes coronarianas agu-
das, nas quais o valor da PCR-as esta nitidamente desviado
para cima, métodos como turbidimetria®" ® e quimiolumi-
nescéncia® se ajustam mais facilmente. No entanto, para
a sua utilizacdo no cendrio de prevencéo primaria, onde os
valores de PCR-as sdo baixos, fazem-se necessarias cuidado-
sa avaliacdo da acurdcia e precisdo de novos métodos. Dois
trabalhos prévios realizados por Robert et al. compararam
quimioluminescéncia e nefelometria em individuos estéveis,
encontrando forte associacdo linear. O primeiro estudo"
mostrou divergéncia significativa entre os dois métodos
(0,36 £ 0,15 no terceiro quartil), sugerindo que valores de
referéncia especificos para o método quimioluminescente
devem ser definidos por estudos epidemioldgicos. Por outro
lado, o segundo trabalho"? mostrou valores semelhantes
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entre os dois métodos (diferenca de 0,05 + 0,18 no terceiro
quartil) e concordancia de 94% da definicdo do quartil de
PCR-as, utilizando-se os pontos de corte do método nefelo-
métrico. Nossos dados confirmam os achados deste Gltimo
trabalho quanto a acuracia do método quimioluminescente
em relacdo ao nefelométrico.

A populacao alvo do presente estudo é a de prevencéo
primaria, sendo assim selecionados soros obtidos na rotina
de individuos ambulatoriais. Como nossa amostra foi ale-
atoéria, critérios clinicos ndo foram usados na selecao dos
participantes. Assim, ndo podemos garantir que a nossa
casuistica seja representada por individuos sem doenca
aterosclerdtica manifesta. Por outro lado, sendo a amostra
menos especifica, esta tem maior validade externa para a
populacdo geral.

A despeito do valor prognéstico da PCR-as estar es-
tabelecido, a utilizacdo deste marcador na pratica clinica
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tem sido limitada, pois 0 método de alta sensibilidade
ndo esta bem difundido pelos laboratérios. A confirmacéo
de que a dosagem de PCR-as de alta sensibilidade néo é
uma habilidade restrita a0 método nefelométrico oferece
alternativas por vezes mais factiveis, contribuindo para a
melhor traducdo das evidéncias cientificas para a pratica
clinica. Futuros estudos de coorte prospectiva avaliando o
valor preditor destas novas alternativas em relacéo a eventos
cardiovasculares tornaréo maior o nivel de evidéncia a favor
de novos métodos e definirdo pontos de corte especificos.
Nesta linha, recente estudo de caso-controle aninhado,
envolvendo mais de 6 mil individuos, utilizou o método
turbidimétrico para avaliar o valor preditor da PCR-as®.

Em conclusdo, o método de quimioluminescéncia para
medida de proteina C-reativa representa uma alternativa
ao método nefelométrico quanto a determinagdo de risco
cardiovascular na populacao geral.
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