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T resumo

Diabetes mellitus Introdugdo: A nefropatia diabética (ND) acomete até 40% dos pacientes diabéticos e o diagnéstico
precoce pode evitar a evolucdo para estagios avancados. O rastreamento deve ser realizado pela medida

Nefropatia diahética de albumina urindria (AlbU) utilizando-se 0 método quantitativo sensivel. Objetivo: Avaliar diferentes
. métodos imunoturbidimétricos de determinacao de AlbU para a classificacéo dos estagios da ND. Material
Albumina urinaria e método: A albumina foi dosada em 167 urinas (65 urinas de 24 h e 102 amostras casuais) por dois

métodos imunoturbidimétricos: kit Aptec-BioSys, ADVIA® 1650 Bayer (AlbUAdvia) e kit MAIb Urin-Pack
Bayer®, Cobas Mira® Roche (AlbUCobas). AlbUCobas foi definido como método comparativo e utilizado
para classificar as amostras em normoalbumindricas (albumintria < 30 mg/24 h ou < 17 mg/l; n = 81),
microalbumindricas (albumindria 30-299 mg/24 h ou 17-173 mg/l; n = 55) e macroalbumindricas
(albumindria >300 mg/24 h ou > 174 mg/l, n=31). Os coeficientes de variacdo (CV) intra e interensaio,
sensibilidade e linearidade dos métodos foram calculados. As concordéncias analitica e diagndstica foram
analisadas por regressdo Deming, gréficos de Bland-Altman e por coeficiente kappa. Resultados: Os CVs
intra e interensaio foram < 5% para ambos os métodos. A sensibilidade foi de 5 mg/I para ambos os
métodos e a linearidade, 160 mg/I para AlbUCobas e 200 mg/I para AlbUAdvia. A concordéncia analitica
entre os dois métodos foi adequada (média das diferencas entre os métodos = -7,68 mg/I[-0,21 - 15,2];
r=0,989; p < 0,001) e o coeficiente kappa, excelente (0,914; p < 0,001). Apenas nove amostras de
urina (5,4%) discordaram quanto a classificacdo pelo AlbUCobas: seis amostras microalbumindricas
foram classificadas erroneamente como normoalbumindricas (n = 3) e macroalbumindricas (n = 3).
Trés amostras normoalbuminricas foram consideradas microalbumindricas pelo AlbUAdvia. Os valores
de albumindria dessas amostras encontravam-se no limite superior dos pontos de corte diagndsticos
dos respectivos estagios de ND. Conclusao: Os métodos imunoturbidimétricos analisados podem ser
intercambidveis sem ocasionar mudancas significativas na classificacdo dos diferentes estagios da ND.

Microalbumindria

Metodologia

abstract IS

Background: Diabetic nephropathy (DN) affects up to 40% of diabetic patients and must be screened by the | Diabetes mellitus
measurement of urinary albumin with a sensitive quantitative method. Objective: To evaluate the impactof |
different immunoturbidimetric methods to measure albuminuria in the classification of DN stages. Material | Diabetic nephropathy
and method: Albumin was measured in 167 urine samples (65 24 h samples and 102 casual samples) by . .
two immunoturbidimetric methods: Aptec BioSys, ADVIA® 1650 Bayer (AlbUAdvia) and Malb Urin-Pack | Urinary albumin
Bayer®, Cobas Mira® Roche (AlbUCobas). AlbUCobas was defined as the comparative method used to classify
the samples in: normoalbuminuric (albuminuria < 30 mg/24 h or <17 mg/l: n = 81), microalbuminuric
(albuminuria 30-299 mg/24 h or 17-173 mg/I; n = 55) and macroalbuminuric (albuminuria > 300 mg/24 h
or> 174 mg/l; n = 31). The intra and interassay coefficients of variation (CVs), sensitivity and linearity of
each method were calculated and the analytical and diagnostic agreements were analyzed by Deming’s
regression and Bland-Altman plots and by Kappa coefficient, respectively. Results: The intra and interassay
CVs were < 5% for both methods. The sensitivity was 5 mg/I for both methods and the linearity was 160
mg/I for AlbUCobas and 200 mg/I for AlbUAdvia. The analytical agreement between the two methods was
satisfactory (mean differences between methods = -7.68 mg/I (-0.21 - 15.2);r = 0.989; p < 0.001) and the
kappa coefficient (0,914, p < 0,001) was excellent. Only nine urine samples (5,4%) were in disagreement
with AlbUCobas classification: six microalbuminuric samples were misclassified as normoalbuminuric
(n = 3) and macroalbuminuric (n = 3) by AlbUAdvia. Three normoalbuminuric samples were misclassified
as microalbuminuric by AlbUAdvia. The albumin values of these samples were in the highest diagnostic
adopted cut-off point for each DN stage. Conclusion: The immunoturbidimetric methods analyzed may be
interchangeable, without significant misclassification of the different stages of DN.
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Methodology
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Introducao

O diabetes mellitus (DM) é uma sindrome metabdlica
cronica, caracterizada por hiperglicemia, que resulta de
defeitos na secrecao e/ou acdo da insulina®™. A hiper-
glicemia cronica esta associada a complicagdes micro e
macrovasculares'%. As complicacdes cronicas do DM
podem causar, a longo prazo, faléncia de vérios érgaos,
entre eles os rins, levando ao aparecimento de nefropatia
diabética (ND)® &9,

A ND acomete mais de um terco dos pacientes e é a
causa mais comum de ingresso em programas de hemodi-
alise®. Os diferentes estagios clinicos da ND estdo demons-
trados na Tabela 1. A evidéncia mais precoce da ND é o
aparecimento de valores de albumina na urina ndo detec-
tados por métodos tradicionais de medida da proteindria
(30-300 mg/24 h ou 20-200 ug/min ou 17-173 mg/I)® 7,
definidos como microalbumindria ou nefropatia incipien-
te. Sem intervencédo especifica, aproximadamente 80%
dos pacientes com DM tipo 1 (DM1) microalbumindricos
progridem para macroalbumindria ou nefropatia clinica
(= 300 mg/24 h ou > 200 pg/min ou > 174 mg/l) num
periodo de 10 a 15 anos® & 9. Em pacientes com DM tipo 2
(DM2), 20% a 40% dos pacientes com microalbumindria
progridem para a nefropatia clinica, e, ap6s 20 anos, cerca
de 20% desenvolvem doenga renal terminal®™®. Além disso,
a presenca de microalbumindria em pacientes com DM
(tipos 1 e 2) ja é um indicativo de risco aumentado para
doenca cardiovascular® 29,

Estudos como o Diabetes Control and Complications
Trial (DCCT) e o United Kingdom Prospective Diabetes
Study (UKPDS) demonstraram que terapia intensificada
do DM com o objetivo de manter os niveis de glicose e o
controle da presséo arterial (PA) o mais préximo do normal
pode reduzir significativamente o risco de desenvolvimento

BE:1.IIEM M Valores de albumina utilizados para o diagnostico de nefropatia diabética

e progressao da ND em pacientes com DM{2 13, Portanto,
a deteccdo precoce da nefropatia tem importantes implica-
¢Oes praticas no sentido da adogéo de medidas preventivas
e terapéuticas especificas, visando a melhoria da qualidade
de vida e modificacdo da evolucdo da ND. Para isso, a
determinacdo quantitativa de albumina urinaria (AlbU) por
método sensivel é necessaria para realizar o rastreamento
e a determinacéo do estdgio da ND em que o paciente se
encontra® &% 19,

A microalbumindria, por raramente ocorrer em pacien-
tes com DM1 com curta duracao de doenca, deve ter seu
rastreamento iniciado cinco anos apés o diagnéstico de
DM. Ja em pacientes com DM2, devido a dificuldade em
determinar o inicio da doenca, o rastreamento para a ND
deve ser realizado no momento do diagndstico do DM.
Ap6s o rastreamento inicial, e na auséncia de microalbumi-
ndria, um teste para avaliar sua presenca deve ser realizado
anualmente® &9,

O rastreamento para microalbumindria pode ser reali-
zado com dosagens de albumina em amostras de urina ca-
suais, urinas de 24 h ou com tempo cronometrado®-7-1%14,
assim como pela razdo albumina/creatinina, em amostra de
urina casual, com resultados expressos em mg de albumi-
na/g de creatinina” (Tabela 1).

Ensaios especificos sdo necessarios para detectar micro-
albumindria, pois os ensaios convencionais para deteccdo de
proteinas urindrias ndo sdo suficientemente sensiveis para
detectar os niveis reduzidos de albumina na urina neste
estagio da ND® 19, A técnica mais utilizada é a imunotur-
bidimetria (IT), que se baseia na formacdo de um complexo
antigeno-anticorpo, utilizando um anticorpo especifico para
a albumina humana®.

As mudancas de kits ou métodos muitas vezes se fazem
necessarias na rotina do laboratério clinico. E imprescindivel

Categoria Urina 24 h* Amostra casual
Normoalbuminuria < 20 pg/min < 17 mg/I**
<30 mg/24 h < 30 mg/g creatinina*
Nefropatia incipiente ou microalbumindria 20 a 199 pg/min 17-173 mg/I**
30 a 299 mg/24 h 30-300 mg/g creatinina*
Nefropatia clinica ou macroalbuminuria > 200 pg/min > 174 mg/l**

> 300 mg/24 h

> 300 mg/g creatinina*

*Adaptado de American Diabetes Association, 2004.
**Adaptado de Zelmanowitz T et al., 1997.

“Adaptado de KDOQI Clinical Practice Guidelines and Clinical Practice Recommendations for Diabetes and Chronic Kidney Disease, 2007.
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que se proceda a validacdo adequada desses novos métodos
para que erros ou diferencas significativas nos resultados dos
exames laboratoriais sejam evitados, garantindo a correta
classificacdo da ND e, conseqiientemente, o manejo clinico
e terapéutico adequado dos pacientes.

O presente estudo tem por objetivo avaliar o impacto
da utilizacdo de diferentes métodos imunoturbidimétricos
para determinacdo de AlbU na classificacdo dos estagios
da ND.

Material e métodos

Neste estudo de teste diagndstico foram avaliadas
167 amostras de urina de pacientes diabéticos atendidos
no Servico de Endocrinologia do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre (HCPA), entre as quais 65 de urina de 24 h e
102 de urinas casuais. Para a inclusdo das amostras foram
selecionados pacientes de ambos os sexos e portadores de
DM1 ou DM2. As dosagens foram realizadas na Unidade
de Bioquimica e Imunoensaios do Servico de Patologia
Clinica do HCPA durante o periodo de novembro de 2004
a janeiro de 2005.

A AlbU foi determinada por IT, por dois imunoensaios di-
ferentes: kit Aptec-BioSys, equipamento ADVIA® 1650 Bayer
(AlbUAdvia) e kit MAIb Urin-Pack Bayer®, equipamento Co-
bas Mira® Roche (AlbUCobas). AlbUCobas foi definido como
método comparativo e utilizado para classificar as amostras
como normoalbumindricas (albumindria < 30 mg/24 h ou
<17 mg/l em amostra casual de urina), microalbumindricas
(albumindria 30-299 mg/24 h ou 17-173 mg/I) e macroal-
bumindricas (albumindria > 300 mg/24 h ou > 174 mg/l).
A escolha do método comparativo deveu-se ao seu uso na
rotina do Laboratério de Patologia Clinica do HCPA desde o
ano de 1996, periodo em que foi extensivamente estudado
e padronizado® & %19 As amostras foram conservadas
entre 2° e 8°C até o momento da dosagem, que ocorreu
no maximo até cinco dias apés a coleta, simultaneamente
nos dois equipamentos. As dosagens foram realizadas nos
diferentes equipamentos no decorrer do mesmo dia.

Para garantir o controle de qualidade interno das me-
didas de albumindria, durante a determinagao de todas as
urinas analisadas foram concomitantemente dosados um
pool de urinas com valor de albumina determinado pelo
laboratério (69,2 mg/l) pelo método AlbUCobas e um
controle comercial de valor conhecido (232 mg/l).

O CVintra-ensaio foi determinado por duas amostras de
urina com valores distintos de albumina (22,2 e 241,2 mg/l),
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as quais foram dosadas 10 vezes numa mesma corrida.
Para a determinacdo do CV interensaio foram medidas,
durante 10 dias consecutivos, amostras do pool de urinas
e do controle comercial em duplicata. A sensibilidade e a
linearidade da técnica foram determinadas por meio de
dilui¢bes sucessivas de uma mesma amostra de urina. Para
a sensibilidade foi utilizada uma amostra selecionada alea-
toriamente com o valor de albumina de 80 mg/I, e para a
linearidade uma amostra com valor de 1.200 mg/I.

Para o controle do eventual efeito pré-zona nos imuno-
ensaios para albumina, a proteina urinéria total (PTU) foi
dosada por ensaio colorimétrico (vermelho de pirogalol,
Labtest, ADVIA® 1650 Bayer) previamente a dosagem de
albumindria em todas as amostras. Essa medida estimou
a contribuicdo da albumina na concentragcdo de PTU em
cada amostra. Considerou-se que, em média, 50% da
proteina total sdo constituidos de albumina (na faixa de
micro e macroalbumindria). A partir dessa estimativa
foi realizada uma diluicdo da amostra, conforme mostra a
Tabela 2, permitindo a medida da albumindria dentro da
faixa de medicdo ou sensibilidade fornecida pelo fabricante
de cada ensaio. As urinas com PTU < 300 mg/I ndo foram
previamente diluidas.

DiluicGes das amostras de urina

utilizadas para controle do efeito
Tabela 2 pr()-zona

Proteina urindria total (mg/l) Diluicao
Até 300 sem diluicao
310-500 1:2

510-1.000 1:5
1.010-2.000 1:10
2.010-3.000 1:20
3.010-4.000 1:30

Analise estatistica

A comparacdo analitica dos métodos foi feita por meio
dos gréficos de Bland-Altman@ e da correlacéo de Pearson.
O coeficiente kappa foi utilizado para avaliar a concordancia
diagnéstica entre os métodos (kappa = 0 define ndo-concor-
dancia, e kappa = 1 define concordancia total). As variaveis
foram descritas como mediana (intervalo) ou média
desvio padréo (DP). Foi adotado um nivel de significancia
de 0,05. As analises foram realizadas utilizando-se o SPSS
14.0 (SPSS, Chicago, IL).
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Resultados

O desempenho analitico dos métodos estudados esta
demonstrado na Tabela 3. Os CVs intra e interensaios
foram < 5% nas diferentes faixas de albumindria, utili-
zando-se o pool de urinas in house e o controle comercial
durante 10 dias.

Os resultados obtidos foram semelhantes nas duas
técnicas, com excelente correlacéo (r= 0,989, p < 0,001)
e adequada concordancia (média das diferencas entre
as duas técnicas = - 7,68 mg/l [-0,21 - 15,2]) (Figura e
Tabela 3).

Das 167 amostras de urina estudadas, 31 foram classifica-
das como macroalbumindricas, 55 como microalbumindricas
e 81 como normoalbumindricas pelo método de referéncia
(AlbUCobas). Quando analisadas pelo método em avaliagdo
(AlbUAdvia), 34 amostras foram classificadas como macro-
albumindricas, 52 como microalbumindricas e 81 como
normoalbumindricas (Tabela 4). A concordancia diagnds-
tica entre os dois métodos, em relacdo a classificacdo dos
pacientes nos diferentes estagios da nefropatia, foi excelente
(96,64%), correspondendo a um coeficiente kappa de 0,914
(p < 0,007). Do total das amostras analisadas, apenas nove

L ISI IR Desempenho analitico dos imunoensaios para medidas de albumina urinaria

Albumindria (mg/1)*

CV intra-ensaio (%)

CV interensaio (%)

Linearidade (mg/l)

Sensibilidade (mg/l)

Coeficiente de correlagéo

Média da diferencas entre os métodos (mg/l; 95% IC)

2.000

y =1,05x + 0,189
r=0,989, n=168
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Figura - Concorddncia analitica entre os métodos: x = AlbuCobas e y = AlbUAdvia;
a linha continua representa x = y

AlbUCobas AlbUAdvia
20,3 20,4
(5-1.691) (5-2036)
4,5 4
4,6 4,1
160 200
5 5

0,989
-7,68 (-0,21-15,2)

*Mediana (intervalo).
IC: intervalo de confianga.

Concordancia diagnéstica entre os dois imunoensaios para determinacao de albumindria nos

LELIERE N estagios de nefropatia diabética*

Normo
Normo 79
AlbU Advia Micro3 3

Macro -

AlbU Cobas
Micro Macro indice kappa
3 _
49 - 0,914
3 30

*Em nimero de amostras de uring.

Normo = normoalbumintiria; micro = microalbumindria; macro = macroalbumindria.
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(5,36%) discordaram do estagio de ND determinado pelo
método de referéncia (AloUCobars): seis microalbumindricas
foram classificadas erroneamente como normoalbumindricas
(n=3) e macroalbumindricas (n = 3); trés normoalbuminri-
cas foram consideradas microalbumindricas pelo AlbUAdvia.
Os valores de albumin(ria dessas amostras encontravam-se no
limite superior dos pontos de corte diagnésticos dos respec-
tivos estagios de ND. Os valores individuais de albumintria
dessas amostras estdao demonstrados na Tabela 5.

Discussao

A estimativa adequada da acurdcia de uma técnica
de teste diagnéstico deve incluir, além da anélise de seu
desempenho analitico, a do impacto no diagnéstico clinico
dos pacientes.

No presente estudo foi avaliado o impacto da mudanca
de imunoensaio utilizado para a dosagem de albumina
urinaria na classificacdo dos pacientes com ND. Demonstrou-
se que os dois métodos utilizados apresentaram excelente
concordancia analitica e diagnostica em relacdo aos valores
absolutos nos diferentes estagios da ND: normo, micro e
macroalbumindria. Segundo Sacks et al., o CV analitico dos
métodos para dosagem de microalbumindria deve ser menor
que 15%. Os métodos em estudo apresentaram valores de
CV bem inferiores em todas as faixas de valores analisados:
CVintra-ensaio =4,5% e 4% e CV interensaio = 4,6% e 4,1%
para AlbUCobas e AIbUAdvia, respectivamente.

Do total de amostras estudadas, apenas 5,36% ndo
apresentaram a mesma classificacdo quando avaliadas pelos
dois métodos. Os valores de albumindria dessas amostras
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encontravam-se no limite superior dos pontos de corte
diagndsticos utilizados (Tabela 5). Esse fato explica por
que essas amostras urindrias foram classificadas no mesmo
estagio da ND, apesar de se observar uma diferenca entre
os dois métodos analisando-se apenas os valores absolutos.
O diagnéstico definitivo de um determinado estagio da ND
deve ser sempre confirmado em uma segunda medida de
albumindria, em ocasido diferente® 19,

Cuidados metodoldgicos foram observados para que
fosse mantido o padrdo de qualidade das medidas de al-
bumina. Uma vez que a albumina é estavel em urinas ndo
tratadas, as amostras podem ser armazenadas a 4°C por
pelo menos uma semana®. Neste estudo, apds conserva-
¢do em temperatura adequada, as amostras foram medidas
em tempo habil (até cinco dias). Ademais, as amostras
foram dosadas nos dois equipamentos no mesmo dia, em
diferentes horarios. Assim, é pouco provével que alteracoes
decorrentes do processo de armazenagem, como tempo e
temperatura, tenham influenciado os resultados.

Em todas as amostras foi dosada a proteina urinéria total,
como uma forma de controle interno da qualidade da téc-
nica, para estimar a quantidade de albumina esperada em
cada amostra, considerando que a albumina corresponde a
aproximadamente 50% da proteina total™®. Esse procedi-
mento teve como principal objetivo controlar um possivel
efeito pré-zona em amostras com concentragéo de albumina
superior ao limite de linearidade do método, permitindo que
as diluicbes necessarias fossem feitas antes da dosagem da
albumindria. Além de garantir qualidade e aumentar a acu-
récia dos resultados, esse procedimento evita repeticSes da
medida de albumina urindria em amostras com concentracdes
elevadas e proporciona uma economia para o laboratério de

Valores individuais de albumindria (mg/l ou mg/24 h) das nove amostras discordantes quanto a

LEELLIERN classificacdo do estagio de nefropatia diabética pelos métodos AlbUCobas e AlbUAdvia

Cobas mg/l Advia mg/l
Amostra 1 13,5 17,4
Normo Micro
Amostra 2 19,9 14,5
Micro Normo
Amostra 3 18,7 12,8
Micro Normo
Amostra 4 169,4 198,8
Micro Macro

Cobas mg/24 h Advia mg/24 h
Amostra 5 26,8 30,8
Normo Micro
Amostra 6 24.5 37
Normo Micro
Amostra 7 36,3 20,4
Micro Normo
Amostra 8 294 340,6
Micro Macro
Amostra 9 271,5 311,2
Micro Macro

Normo = normoalbumindiria; micro = microalbumindria; macro = macroalbuminiiria.
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andlises clinicas. O custo para uma dosagem de albumina por
IT é aproximadamente R$ 2,00, enquanto que a dosagem de
proteinas totais por turbidimetria é cerca de R$ 0,50.

Conclusao

A correta classificacdo do estdgio da ND é fator decisi-
vo para o progndstico e o tratamento dos pacientes com

DM®. Portanto sugere-se que os laboratérios clinicos, ao
adotar um novo método para medida de albumina urindria,
realizem um protocolo de avaliacdo de teste diagndstico
semelhante ao do presente estudo.

Em conclusdo, os métodos imunoturbidimétricos
analisados podem ser intercambidveis sem ocasionar
mudancas significativas na classificacdo dos diferentes
estdgios da ND.
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