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Resumo

Antecedentes: As diretrizes atuais recomen-
dam a avalia¢do do estado da 25-hidroxi-
vitamina D em pacientes com doenga renal
cronica (DRC). Embora significativas dife-
rengas entre os ensaios tenham sido descri-
tas, o impacto da nesta variabilidade DRC
nunca foi testado. Métodos: Testamos a
variabilidade entre dois ensaios de 25-hi-
droxivitamina D em pacientes com DRC
(TFGe < 60 mL/min/1,73 m?) que realizaram
medidas consecutivas de 25-hidroxivitamina
D em 2015 (Ensaio 1 - Diasorin LIASON
25 TOTAL - D assay® ) e 2016 (Ensaio 2 -
Beckman Coulter Unicel X1 800®). A coorte
consistiu de 791 pacientes adultos (122 com
fun¢io renal normal e 669 com DRC - 33,
30 e 37% nos estagios 3, 4 e 5 em didlise,
respectivamente). Resultados: Os niveis de
25-hidroxivitamina D foram menores e a
prevaléncia de hipovitaminose D foi maior
utilizando o ensaio 1 do que com o ensaio
2 em pacientes com DRC, independente-
mente dos niveis similares de célcio, fosfato
e paratorménio. Quando a fungéo renal di-
minuiu, a porcentagem de discordancia entre
os ensaios aumentou. Conclusao: Existe uma
notavel variabilidade entre os ensaios em
pacientes com DRC, de modo a modificar
o diagndstico de hipovitaminose D. O me-
canismo por trds desse resultado ainda nio
esta claro e pode ser devido a uma possivel
interferéncia no processo analitico. Entretan-
to, o significado clinico é inquestionavel, pois
a suplementagio de vitamina D pode ser er-
roneamente prescrita a esses pacientes.

Palavras-chave: Vitamina D; Imunoen-
saio; Disttrbio Mineral e Osseo na Doen-
ca Renal Crénica; Insuficiéncia Renal
Cronica.

ABSTRACT

Background: Current guidelines recom-
mend assessment of 25-vitamin D status
in patients with chronic kidney disease
(CKD). Although significant differences
among assays have been described, the im-
pact of CKD on this variability has never
been tested. Methods: We tested the vari-
ability between two 25-vitamin D assays
in patients with CKD (eGFR < 60 mL/
min/1.73m?) who had consecutive 25-vi-
tamin D measurements in 2015 (Assay 1 -
Diasorin LIASON 25 TOTAL - D assay®)
and 2016 (Assay 2 - Beckman Coulter
Unicel X1 800®). The cohort consisted of
791 adult patients (122 with normal renal
function and 669 with CKD - 33, 30, and
37% in stages 3, 4, and 5 on dialysis, re-
spectively). Results: Levels of 25-vitamin
D were lower and the prevalence of hy-
povitaminosis D using assay 1 was higher
than using assay 2 in patients with CKD,
regardless of similar levels of calcium,
phosphate, and parathyroid hormone. As
kidney function decreased, the percentage
of disagreement between the assays in-
creased. Conclusion: There is a notewor-
thy variability between assays in patients
with CKD such that the diagnosis of hy-
povitaminosis D is modified. The mecha-
nism behind this result is still unclear and
might be due to a possible interference in
the analytical process. However, the clini-
cal significance is unquestionable, as the
supplementation of vitamin D can be er-
roneously prescribed to these patients.

Keywords: Vitamin D; Immunoassay;
Chronic Kidney Disease-Mineral and
Bone Disorder; Renal Insufficiency,
Chronic.



INTRODUCAO

Virios estudos sugeriram que os efeitos da vitamina
D nio se limitam a ossos e musculos, proporcionan-
do beneficios clinicos adicionais. [1] Os pacientes que
sdo triados para deficiéncia de vitamina D geralmente
recebem suplementacio de ergocalciferol (D2) ou co-
lecalciferol (D3).!

Recomendagdes clinicas para a triagem e trata-
mento da deficiéncia de vitamina D sdo altamente
varidveis e controversas. No entanto, ha consenso de
que pacientes com doenga renal cronica (DRC) devem
receber suplementagio, pois apresentam risco aumen-
tado de hipovitaminose D e hiperparatireoidismo
secundério.'?

A variabilidade inter-ensaio é um fator de confu-
sao que desafia a precisio da medida da 25-hidroxi-
vitamina D. Como o método padrdao-ouro (cromato-
grafia liquida de alta eficiéncia - HPLC) é considerado
um ensaio complicado, outras op¢des sao usadas®*.
Normalmente, a validagio de novos ensaios para
25-hidroxivitamina D é feita através da comparacdo
com os resultados da HPLC.’” No entanto, a popula-
¢do com DRC ndo é bem representada, ou é excluida
desses estudos.?*5-10

Neste estudo, investigamos o impacto de vdrios es-
tdgios da DRC na variabilidade entre dois ensaios de
quimiluminescéncia para 25-hidroxivitamina D.

PACIENTES E METODOS

POPULACAO DE ORIGEM E COLETA DE DADOS

Este foi um estudo retrospectivo para comparar du-
as medi¢oes de ensaios de 25-hidroxivitamina D com
pacientes de um ambulatério de nefrologia localiza-
do no Hospital das Clinicas da Universidade de Sao
Paulo, Brasil.

Os dados foram obtidos a partir de prontuarios
eletronicos. Nos selecionamos um total de 991 pa-
cientes que tiveram duas medi¢des consecutivas de
25-hidroxivitamina D, uma em 2015 (periodo 1) e
uma em 2016 (periodo 2). Em 2015, a 25-hidroxi-
vitamina D sérica foi medida utilizando o Diasorin
LIASON 25 TOTAL-D assay® (Ensaio 1) e, em 2016,
foi medida com o Beckman Coulter Unicel X1 800®
(Ensaio 2). Excluimos receptores de transplante renal
(n = 121) e pacientes com dados faltantes sobre varii-
veis de interesse (n = 79), que incluiam ciélcio, fosfato,
PTH e taxa estimada de filtracao glomerular (TFGe).
Os restantes 791 pacientes foram divididos de acordo
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com a fun¢do renal, com base na TFGe calculada pela
equagio CKD-EPI. Os pacientes foram classificados
por estdgio de DRC e os resultados do ensaio 1 e en-
saio 2 foram comparados. A figura S1 resume este
fluxograma.

Os dados coletados incluiram idade, género, cal-
cio sérico (Ca; intervalo de referéncia [IR] = 4,6-5,3
mg/dL), fosfatase alcalina sérica (AP; IR = 32-129
U/L), fosfato sérico (P; IR = 2,7 - 4,5 mg/dL), hormo-
nio intacto da paratiredide (PTH; IR 15-65 pg/mL) e
25-hidroxivitamina D sérica obtida com os ensaios 1
e 2 - pelo método de quimiluminescéncia. Também
coletamos dados sobre a suplementacdo de colecalci-
ferol (Ul/semana). Os niveis normais de 25-hidroxivi-
tamina D foram definidos como iguais ou superiores
a 30 ng/mL, enquanto a hipovitaminose foi conside-
rada quando os niveis séricos estavam abaixo de 30
ng/mL.

O Comité de Etica em Pesquisa local aprovou este
estudo (CAPPESQ # 45163715.4.0000.0068).

ENsAIOS PARA MEDICOES DE 25-HIDROXIVITAMINA D

O ensaio 1, utilizado no primeiro periodo de avalia-
¢do, é um imunoensaio com quimiluminescéncia que
quantifica a 25-hidroxivitamina D e outros metabo-
litos hidroxilados da vitamina D no soro humano. E
um imunoensaio quimiluminescente competitivo dire-
to (CLIA). A unidade de medida é ng/mL e sua faixa
de medi¢io é de 4-150 ng/mL. O ensaio 2, utilizado
no segundo periodo de avalia¢do, é um ensaio imuno-
enzimdtico de liga¢do competitiva de dois passos que
utiliza um conjugado andlogo de 25-hidroxivitamina
D - fosfatase alcalina - que é adicionado e compete
pela ligacdo a anti-25-hidroxivitamina D monoclonal
imobilizada.!' Os resultados variam de 7,0 a 120 ng/
mL. A quantidade de analito na amostra é determi-
nada a partir de uma curva de calibragdo multiponto
armazenada.

ANALISE ESTATISTICA

Os dados sdo relatados como média + DP ou mediana
e percentis 25 e 75 para as varidveis com distribui¢ao
normal e ndo-normal, respectivamente. Comparagdes
entre grupos de acordo com a funcdo renal foram fei-
tas por ANOVA ou Kruskal-Wallis, segundo a distri-
buicao dos dados. Utilizou-se o teste-t de Student ou
o teste de Mann-Whitney para comparar as variaveis
entre os ensaios 1 e 2. Para comparar as variaveis
categoricas, utilizou-se o teste do qui-quadrado ou
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teste de Fisher, conforme apropriado. As compara-
¢des entre os dois ensaios para medi¢iao de 25-hidro-
xivitamina D foram realizadas utilizando a aborda-
gem de Bland-Altman. Utilizamos o SPSS 21.0 (SPSS
Inc., Chicago IL) e o software GraphPad Prism 6
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA) para
andlises estatisticas.

ResuLTADOS

A Tabela 1 mostra as caracteristicas dos pacientes,
classificados de acordo com a TFGe. Pacientes com
TFGe > 90 mL/min/1,73m? eram mais jovens e ti-
nham niveis mais baixos de PTH, enquanto aqueles
em didlise apresentavam Ca sérico mais baixo, com
altos P e PTH. Suplementagio e doses de vitamina D3
foram semelhantes entre os grupos e entre os ensaios
1 e 2. No entanto, os niveis de 25-hidroxivitamina
D detectados pelo ensaio 2 foram superiores aos do
ensaio 1, sem diferencas nos niveis de P, Ca e PTH
entre os dois periodos. Essa diferenca foi significativa
apenas para pacientes com TFGe abaixo de 60 mL/
min/1,73 m?.

A prevaléncia de hipovitaminose D foi maior
usando o ensaio 1 em pacientes com TFGe menor
que 60mL/min/1,73m? e DRT em didlise (Figura S2).
A porcentagem de pacientes classificados com niveis
normais ou baixos de 25-hidroxivitamina D usando
os ensaios 1 e 2 estd na Tabela S1. De nota, a medi-
da que a TFGe diminui, a porcentagem de desacordo
entre os ensaios aumenta. Graficos de Bland-Altman
mostrando concordancia entre os ensaios 1 e 2 estdo
mostrados na Figura 1. Os limites de concordancia
foram mais estreitos em pacientes com TFGe > 90
mL/min/1,73 m?.

DiscussAo

Os resultados deste estudo mostram uma discordancia
entre os dois ensaios para medi¢ao de 25-hidroxivita-
mina D em pacientes com DRC, indicando que uma
proporcao relativamente significativa de pacientes foi
classificada erroneamente como tendo hipovitamino-
se D ou em estado normal de 25- hidroxivitamina D.
O menor viés foi obtido em pacientes com fungio re-
nal normal (TFGe > 90 mL/min/1,73 m?), sugerindo a

TABELA 1 CARACTERISTICAS DOS PACIENTES SEGUNDO A TAXA ESTIMADA DE FILTRACAO GLOMERULAR (TFGE) USANDO 0S
ENSAIOS 1 E 2 PARA MEDIR A 25-HIDROXIVITAMINA D
TFGe, mL/ TODOS >90 30-60 15-30 DRT em diélise
min/1,73m? N =791 N =122 N =221 N =198 N = 250
Idade (anos) 57 +19 39 + 142 62 + 16 66 + 15 53 +18
Masculino (%) 49,5 33,02 56,0 52,0 50,0
Ensaio 1
Ca (mg/dL) 93=+0,6 92+0,6 9,4 +0,5° 94+04 92+0,7°
P (mg/dL) 35+0,6 35+0,6 34+0,6 3,6+0,6 3,9+0,7°
PTH (pg/mL) 75 (46; 121) 30 (23; 43)? 58 (44; 79)? 99 (67; 151)2 125 (98; 191)?
25 Hidvit D (ng/dL) 23,9 +89 23,3+ 10,2 24,0 = 8,4 23,9 +85 24,0 £ 9,1
Vit. D3
suplementacao
Uso (%) 52,3 574 44,8 54,0 55,2
(1,0([))(())SUeljsemana) 12,5 (10,0; 20,0) 13,3 (10,0; 20,0) 12,0 (10,0; 15,0) 12,5 (10,0; 20,0) 12,5 (10,0; 20,0)
Ensaio 2
Ca (mg/dL) 9,3+0,6 9,3 +0,6° 9,6 +0,6° 9,3+0,5 9,0 +0,6°
P (mg/dL) 3,6+0,7° 356+0,6 34+0,6 36+0,6 4,3 +0,8°
PTH (pg/mL) 82 (53; 134) 33 (24; 41)2 61 (48; 84)2 104 (80; 142) 177 (119; 252)2
25 Hidvit D (ng/dL) 30,0 £ 12,3° 23,9 £ 9,02 30,2 +10,9¢ 30,9 £ 11,1¢ 32,0 + 14,8°
Vit.D3 suplementacéao
Uso (%) 54,5 65,6 48,9 59,1 50,4
Doses 12,5 (8,0;20,0) 12,5 (10,0;20,0) 12,5 (10,0; 20,0) 12,0 (70;20,0) 14,0 (10,0; 25,0)

(1,000 Ul/semana)

a, p < 0,05 vs. todos os outros grupos; b, p < 0.05 vs. > 90 e 30-60; ¢, p < 0.05 vs. a mesma variavel usando o Ensaio 1.
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Figura 1. Gréfico de concordéncia de Bland Altman entre a
25-hidroxivitamina D medida pelos ensaios 1 e 2. As linhas pontilhadas
horizontais representam limites de concordancia (por exemplo,
diferenca de 1,96 nos desvios-padrdo de intermodalidade). Vieses
foram -0,6 = 10,6; -6,1 + 10,9; -7,0 = 11,6; e -7,9 = 13,4 em grupos
com TFGe > 90; 30-60; 15-30 mL/min/1,73m?; e DRT em diélise,
respectivamente. Os limites de concordancia foram -21,4 a -20,2;
-27,6 a -15,3; -29,8 a -15,7; e -34,2 a -18,3 em grupos com TFGe >
90; 30-60; 15-30 mL/min/1,73m? e DRT em diélise, respectivamente.
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presenga de alguma interferéncia nio identificada na
populagdo com DRC que poderia impactar os resul-
tados dos ensaios.

Este estudo foi motivado pela observagio geral de
niveis mais altos de 25-hidroxivitamina D no servigo
de Nefrologia, apesar de ndo haver mudancas tanto
na suplementacio rotineira de colecalciferol quanto
nos niveis de cilcio, fosfato e PTH. Com isso em men-
te, fomos informados sobre 0 novo ensaio que estava
sendo usado. Além disso, se os niveis de 25-hidroxivi-
tamina D fossem realmente maiores, como o segundo
ensaio mostrou, por que o PTH nio diminuiu?'

A pergunta associada a essa comparagdo € se
qualquer um dos dois ensaios poderia ser usado para
medir os niveis de 25-hidroxivitamina D uniforme-
mente. Para responder a isso, a 25-hidroxivitamina
D deve ser medida ao mesmo tempo com amostra-
gem simultinea. As medi¢des com os ensaios testados
feitos com apenas meses de intervalo sdo certamente
uma limita¢io do nosso estudo. No entanto, uma vez
que os niveis de calcio, fosfato, PTH e a suplementa-
¢do de vitamina D permaneceram inalterados entre as
duas medicoes, sugere-se que os niveis de 25-hidroxi-
vitamina D também devem ser semelhantes.

No entanto, parte da diferenca entre as medidas
da 25-hidroxivitamina D pode ser explicada pela es-
tacdo do ano (verdo versus inverno). No entanto, é
improvavel que isso tenha ocorrido em nosso estudo,
uma vez que o segundo ensaio foi realizado durante o
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inverno (menos exposi¢do ao sol) e niveis ainda mais
altos de 25-vitamina D foram encontrados.

Portanto, nossa hipotese principal dependia do
processo analitico. Como mencionado anteriormen-
te, a populacdo com DRC ¢é geralmente excluida dos
estudos, e estudos comparando ensaios usando HPLC
nessa populagio sio inexistentes. Nossos achados
destacaram que a discordancia foi principalmente
em pacientes com TFGe < 60mL/min/1,73m?. Nossa
hipétese é que: 1. Fragmentos ndo ativos, como a
uréia ou outros metabodlitos retidos, presentes nes-
sa popula¢io podem ser reconhecidos como 25-hi-
droxivitamina D intacta e afetar o desempenho do
ensaio>®!1214; 2. Como o ensaio 2 utiliza conjugado
andlogo de fosfatase alcalina, que compete pela liga-
¢ao ao anti-25-hidroxivitamina D monoclonal antes
de ser lido pelo luminémetro e os pacientes com DRC
usualmente apresentam fosfatase alcalina endégena
mais alta, isso funciona como uma interferéncia e po-
de causar valor falso positivo'’; 3. O ensaio 2 ndo de-
ve ser usado em pacientes em uso de paricalcitol, que
também é muito comum nessa populacdo. No entan-
to, em nossa amostra, nenhum dos pacientes estava
usando essa droga.

Em suma, encontramos um desacordo entre os
dois ensaios para medi¢des de 25-hidroxivitamina
D, o que é de importincia clinica em pacientes com
DRC. Nesta populagio, devemos nos esforgar para
desenvolver a padronizacdo do ensaio. Nao estd claro
por que existe tal discordincia entre os ensaios. No
entanto, os médicos devem estar atentos as limitacoes
dos imunoensaios e interpretar os resultados com
cautela para evitar erros de interpretagio e prescricao
erronea da suplementacdo de vitamina D.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

O seguinte material on-line estd disponivel para este
artigo:

Figura S1 - Fluxograma dos pacientes incluidos no
estudo.

Figura S2 - Prevaléncia de hipovitaminose D de
acordo com a funcio renal (TFGe > 90 ou <60 ml/
min/1,73m?).

Tabela S1 - Comparacido entre a prevaléncia normal
e baixa de 25-vitamina D sérica entre os ensaios 1 e 2

REFERENCIAS

1. Holick MF. Vitamin D status: measurement, interpretation,
and clinical application. Ann Epidemiol 2009;19:73-8. DOI:
10.1016/J.ANNEPIDEM.2007.12.001

2. Yadav AK, Kumar V, Kumar V, Banerjee D, Gupta KL, Jha
V. The Effect of Vitamin D Supplementation on Bone Meta-
bolic Markers in Chronic Kidney Disease. ] Bone Miner Res
2018;33:404-9. DOI: 10.1002/JBMR.3314

3. Carter GD. 25-hydroxyvitamin D: a difficult analyte. Clin Chem
2012;58:486-8. DOI: 10.1373/CLINCHEM.2011.180562

4.Hollis BW. Assessment and interpretation of circulating
25-hydroxyvitamin D and 1,25-dihydroxyvitamin D in the
clinical environment. Endocrinol Metab Clin North Am
2010;39:271-86. DOI: 10.1016/J.ECL.2010.02.012

Braz. J. Nephrol. (]. Bras. Nefrol.) 2020;42(1):94-98

5. Binkley N, Dawson-Hughes B, Durazo-Arvizu R, Thamm M,
Tian L, Merkel JM, et al. Vitamin D measurement standardi-
zation: The way out of the chaos. J Steroid Biochem Mol Biol
2017;173:117-21. DOI: 10.1016/].JSBMB.2016.12.002

6. Carter GD, Jones JC, Berry JL. The anomalous behaviour of
exogenous 25-hydroxyvitamin D in competitive binding assays.
J Steroid Biochem Mol Biol 2007;103:480-2. DOI: 10.1016/].
JSBMB.2006.11.007

7.Lucas RM, Gorman S, Black L, Neale RE. Clinical, Research,
and Public Health Implications of Poor Measurement of Vita-
min D Status. ] AOAC Int 2017;100:1225-9. DOI: 10.5740/
JAOACINT.17-0082

8. Depreter B, Heijboer AC, Langlois MR. Accuracy of three
automated 25-hydroxyvitamin D assays in hemodialysis pa-
tients. Clin Chim Acta. 2013;415:255-60. DOL: 10.1016/].
CCA.2012.10.056

9. Jones G. Interpreting vitamin D assay results: proceed with cau-
tion. Clin ] Am Soc Nephrol 2015;10:331-4. DOI: 10.2215/
CJN.05490614

10. Malmstroem S, Rejnmark L, Imboden JB, Shoback DM, Bikle
DD. Current Assays to Determine Free 25-Hydroxyvitamin D
in Serum. ] AOAC Int 2017;100:1323-7. DOI: 10.5740/JAOA-
CINT.17-0085

11. Ozcan N, Ucar F, Arzuhal AE, Bulut E, Ozturk A, Taslipinar
Yavuz M, et al. Evaluation of the analytical performance of
Unicel DXI 800 for the Total 25 (OH) Vitamin D measure-
ments. Clin Biochem 2016;49:486-91. DOI: 10.1016/J.CLIN-
BIOCHEM.2015.11.022

12. Couchman L, Moniz CF. Analytical considerations for the bio-
chemical assessment of vitamin D status. Ther Adv Musculoske-
let Dis 2017;9:97-104. DOI: 10.1177/1759720X17692500

13. Heureux N, Lindhout E, Swinkels L. A Direct Assay for Measu-
ring Free 25-Hydroxyvitamin D. ] AOAC Int 2017;100:1318-
22.DOI: 10.5740/JAOACINT.17-0084

14. Wootton AM. Improving the measurement of 25-hydroxyvita-
min D. Clin Biochem Rev 2005;26:33-6.

15. Lingwood D, Ballantyne JS. Alkaline phosphatase-immunoglo-
bulin conjugate binds to lipids in vitro, independent of anti-
body selectivity. ] Immunol Methods 2006;311:174-7. DOI:
10.1016/].JIM.2006.02.002


http://www.scielo.br/pdf/jbn/v42n1/2175-8239-jbn-2019-0053-pt-suppl1.pdf
http://www.scielo.br/pdf/jbn/v42n1/2175-8239-jbn-2019-0053-pt-suppl2.pdf
http://www.scielo.br/pdf/jbn/v42n1/2175-8239-jbn-2019-0053-pt-suppl3.pdf



