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Razao albumina/proteina em amostras isoladas de urina
para analise da seletividade de proteinuria na doenca renal

cronica

Albumin-to-protein ratio in spot urine samples for analysis of
proteinuria selectivity in chronic kidney disease

Resumo

Introducao: A utilizacio da razao albumina/
creatinina e da razdo proteina total/
creatinina em amostras isoladas de urina
ja foram validadas como substitutos para
a albumindria e proteiniria em 24 horas.
Assim, nossa hipotese é que o tipo de
proteintria, dado pelo padrio eletroforético
da urina de 24 horas, poderia ser previsto
pela simples propor¢do de albumina no
contetdo total de proteinas na urina,
utilizando a razdo albumina/proteina
(RAP). O presente estudo procurou validar
0 uso da RAP como um substituto mais
pratico e de menor custo da eletroforese
de proteinas urindrias (EPU). Métodos:
Foram utilizados diferentes modelos
matemdticos a fim de comparar a fragdo
de albumina pela eletroforese em amostras
de urina de 24 horas e a RAP em amostras
isoladas em 42 pacientes ambulatoriais
com doenca renal cronica. Resultados: Foi
observada uma forte correlacio logaritmica
r = 0,84 (0,75-0,92; 95% CI, p = 0,001)
entre a RAP e a fragio de albumina pela
EPU. Conclusio: A RAP pode substituir
a eletroforese urindria em pacientes renais
cronicos ambulatoriais.

Descritores: Urina; Proteinuria;
Eletroforese; Albuminuria; Insuficiéncia
Renal Cronica.

INTRODUCAO

A proteinuria é um dos principais
achados laboratoriais na nefrologia, e
a elevada excre¢do urindria de proteina
estd associada a um risco aumentado de
eventos adversos cardiovasculares e renais
em individuos com doencga renal cronica

(DRC). Sua identificagdo é essencial na

ABSTRACT

Introduction: The albumin-to-creatinine
ratio and total protein-to-creatinine
ratio in spot urine samples have
already been validated as surrogates for
24-hour albuminuria and proteinuria
measurements. Thus, we hypothesized
that the type of proteinuria, detected
by the electrophoretic pattern of
24-hour urine, could be predicted by
the simple proportion of albumin in
the total urine protein content, using
the albumin-to-protein ratio (APR).
Our study sought to validate the use of
APR as a cheaper substitute for urinary
protein electrophoresis (UPE). Methods:
Using different mathematical models,
we compared, the albumin fraction in
24-hour urine samples by electrophoresis
and the APR ratio in spot samples from
42 outpatients with chronic kidney
disease (CKD). Results: A strong log-
order correlation r = 0.84 (0.75-0.92;
95% CI, p = 0.001) was observed
between APR and the albumin fraction
in the UPE. Conclusion: The APR
can substitute electrophoresis in CKD
outpatients.

Keywords: Urine; Proteinuria;
Electrophoresis; ~ Albuminuria;  Renal
Insufficiency, Chronic.

avaliacio e tratamento da DRC, como
em outras doengas'?. No entanto, nio
existe um método universalmente aceito
para avaliar a proteinuria, e as diretrizes
sdo inconsistentes sobre se a medi¢ao da
excre¢do total de proteina na urina ou
apenas da excre¢do urindria de albumina
deve ser recomendada para avaliagio de
risco e decisOes terapéuticas'?.
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Atualmente, existem diversos métodos para medir
a proteina urindria. Os mais comuns na pratica clinica
sdo as tiras reagentes (avaliacio semiquantitativa),
a precipitagio e a eletroforese’. Testes para
quantificacdo de proteinuria podem ser realizados em
urina de 24 horas ou em amostras isoladas. Embora
os testes de urina de 24 horas para quantificar
proteindria e albumintria sejam considerados mais
confidveis, sio mais propensos a erros relacionados
a coleta de urina (erros pré-analiticos). Dadas estas
limitagdes, as principais diretrizes recomendam o
uso de amostras isoladas de urina para cuidados de
rotina®?. Foi proposta uma avaliacdo simultinea de
proteinuria e albumindria em amostras randomizadas
de urina através da razdo proteina/creatinina (RPC)
e razdo albumina/creatinina (RAC), respectivamente.
Tanto a RPC quanto o RAC em uma amostra de urina
estao estreitamente relacionados a excrecao didria de
proteina ou albumina em gramas®™*.

Em 1983, Ginsberg et al.* foram os primeiros
a descrever uma forte correlacio entre a RPC e a
proteiniria da urina de 24 h. Desde entdo, esta
correlacio também foi verificada por outros estudos
em pacientes com DRC (diabéticos ou ndo diabéticos),
receptores de transplante renal e gestantes®®. Do
mesmo modo, estudos indicam um alto grau de
concordancia entre a RPC e a excre¢io de albumina na
urina de 24 horas em diferentes perfis de pacientes”s.
Em 2009, um estudo utilizando a andlise da curva
caracteristica de operagdo do receptor (ROC, por
sua sigla em inglés) comprovou a precisio da RAC
e RPC para a avaliagdo de albumindria e proteinuria
em pacientes ambulatoriais.’. Assim, hd evidéncias
substanciais para suportar o uso da RAC e RPC como
substitutos validos para medicoes de urina de 24 horas
e, consequentemente, as conclusdes que podem ser
obtidas a partir delas, como no estudo em questio.

Em 1964, a seletividade de proteinas (indice de
seletividade) foi relatada pela primeira vez para indicar
a resposta a terapia com esteroides na sindrome
nefrética em adultos. Mais tarde, o valor progndstico
da seletividade foi estendido para predizer a remissao
clinica em outras doencas glomerulares, incluindo
glomerulonefrite membranosa, e mais recentemente a
resposta ao tratamento e a presenca de lesdes cronicas
na bidpsia renal de pacientes diagnosticados com
nefrite lapica'®.

A eletroforese de proteinas urinarias (EPU), outro
método para avaliagdo da proteinuria (em amostras
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de 24 horas), ndo é apenas quantitativa, mas também
qualitativa. Fornece informagdes sobre de onde vem
a maior parte da proteina e sua seletividade!"'?. No
entanto, outros autores ja levantaram a hipotese
de que o tipo de proteindria, dado pelo padrio
eletroforético e imunofixa¢io, pode ser previsto
pela simples propor¢io de proteinas de maior peso
molecular, como a albumina, no contetido total de
proteinas na urina, ou seja, o indice RAP'2,

Assim, procuramos validar a RAP como um
substituto de menor custo e prontamente disponivel
para a EPU em pacientes ambulatoriais.

MEeTopos

Este foi um estudo de centro dnico, transversal,
retrospectivo e observacional. Todos os participantes
eram pacientes adultos com DRC admitidos
no Ambulatério de Nefrologia de um hospital
universitdrio no Brasil, entre Janeiro de 2018 e
Dezembro de 2019.

SELECAO DE PACIENTES

Todos os pacientes com DRC maiores de 18 anos
foram elegiveis para participar deste estudo. Nio
houve restrigio quanto a género, etnia ou presenga
de comorbidades. Foi estabelecido um limite de corte
de 18 mg de proteindria, através do qual é possivel a
separacdo eletroforética de fracdes proteicas. Foram
excluidos os pacientes abaixo do limite de corte. As
amostras de urina foram obtidas aleatoriamente de
uma clinica ambulatorial com cerca de 200 pacientes
com DRC, durante o periodo de disponibilidade da
EPU no hospital. Foram alocados todos os pacientes
que preencheram os critérios de inclusdo que
concordaram em participar do estudo.

CoLeTA DE DADOS

As amostras de urina de 24 horas e as amostras
isoladas de urina foram coletadas de 42 pacientes
elegiveis. As amostras foram coletadas em momentos
diferentes, mas todas foram coletadas no prazo de
um més. As concentragdes de albumina, proteina e
creatinina foram medidas em amostras aleatdrias de
urina, € a razao albumina/creatinina (RAC), razao
proteina/creatinina (RPC), e razdo albumina/proteina
(RAP) foram calculadas a partir dessas variaveis.
Além disso, a eletroforese de proteinas urindrias
(EPU) foi realizada em urina de 24 horas e usada
como referéncia.
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A concentracio de albumina na wurina foi
determinada por imunoensaio turbidimétrico e a
concentragdo de proteina na urina foi medida com
um complexo de molibdato e vermelho de pirogalol
em um analisador automdtico. A concentragdo de
creatinina na urina foi determinada pelo método
cinético de Jaffé. A RAC (mg/g) foi calculada usando
a concentragdo de albumina (mg/dL) dividida pela
concentragao de creatinina (mg/dL) e a RPC (mg/g)
foi calculada pela concentracdo de proteina (mg/dL)
dividida pela concentracdo de creatinina (mg/dL). Por
fim, a RAP € a divisdo entre a RAC e a RPC.

A taxa de filtracdo glomerular foi estimada usando
a equacdo CKD-EPI e seguiu os critérios propostos
pelo KDIGO (Kidney Disease Improving Global
Outcomes) para a classificagio de DRC?. Os registros
de pacientes elegiveis foram revisados para dados
clinicos e demogrificos relevantes para o estudo.

ANALISE EsTATiSTICA

Asvaridveis categoOricas foram analisadas pelos softwares
SPSS® versdo 20.0 (IBM®, Chicago, IL, Estados Unidos)
e Python versdo 3.7 (Python Software Foundation Inc. —
EUA). O teste de Shapiro-Wilk e a andlise de histograma
foram utilizados para testar a normalidade. A correlacdo
entre as varidveis foi obtida através da correlacio de
Spearman. A regressio linear que gerou os residuos
foi otimizada com base no método dos minimos
quadrados. A ndo violagio da heterocedasticidade foi
analisada usando o teste de Breusch-Pagan. A regressdo
nao linear foi otimizada utilizando o residuo da soma
dos quadrados. Foram considerados estatisticamente
significativos os valores de P < 0,05.

APROVACAO ETica

O estudo foi aprovado pelo Comité de FEtica
em Pesquisa da Faculdade de Medicina da
Universidade Federal Fluminense sob o nimero CAE
14399513.2.0000.5243.

ResuLTADOS

Foi analisado um total de 42 pacientes, dos quais
metade eram homens, a maioria ndo brancos, € a
idade mediana foi de 56,4 anos. A maioria deles era
hipertenso (Tabela 1). A taxa de filtracio glomerular
mediana estimada foi de 24,9 mL/min/1,73 m?
com um desvio padrio de 39,7 mL/min/1,73 m?
(Tabela 1). Os pacientes foram estratificados em
diferentes estigios da DRC durante o estudo: 9 no
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CARACTERISTICAS DOS PARTICIPANTES
(N =42)

TaBELA 1

Masculino, n (%) 21 (50,0)
Idade (anos) 56,4 (49,2-60,0)
Cor da pele nao branca, n (%) 38(90,5)
Hipertensao, n (%) 31 (73,8)
TFGe (mL/min/1,73 m?) 24,9 (16,5-76,3)
Razao albumina/proteina 0,504 (0,411-0,596)
Fracdo de albumina usando 53,1 (45,3-60,7)

EPU (%)

Os valores sdo expressos como frequéncia (%) ou mediana
(intervalo interquartil). TFGe: taxa de filtracdo glomerular estimada;
EPU: eletroforese de proteinas urinarias.

estagio G1, 4 no estagio G2, 1 no estagio G3a, 5 no
estagio G3b, 13 no estagio G4, e 10 no estagio G5
da doenca. Quanto a RAP, a mediana foi de 0,504
(intervalo interquartil: 0,411-0,596). Por fim, a
fracdo de albumina na mediana da EPU foi de 53,1%
(intervalo interquartil: 45,3-60,7).

Quanto as doengas subjacentes dos pacientes
do estudo: 12 tinham nefropatia diabética ou
hipertensiva, 5 tinham doenga reumatoldgica (lapus,
doenga mista do tecido conjuntivo e sindrome de
Sjogren), 3 tinham amiloidose renal, 4 tinham doencga
hematoldgica (mieloma multiplo e linfoma), e houve
também 3 casos de glomeruloesclerose segmentar
focal, 1 doen¢a renal devido ao uso abusivo de
anti-inflamatoérios nio esteroidais, 1 doenca renal
policistica, 1 DRC devido a infec¢oes repetidas do
trato urindrio, e 12 permaneceram com o diagndstico
de DRC nio especificada ou diagnéstico sindromico
(sindrome nefritica ou nefrdtica) porque ainda
estavam sob investigagdo diagnostica.

O modelo de regressio linear com o método
dos minimos quadrados ordindrios com a EPU
como varidvel dependente e a RAP como varidvel
independente demonstrou um coeficiente angular
de 72,1 e constante de —4,6, ambos significativos
no teste t bicaudal <0,001, amostra bootstrap. O
modelo de regressio foi representado pela seguinte
equacdo: y = 72,1x — 4,6. O teste de Breusch-Pagan
para heterocedasticidade apresentou um valor de p de
0,397, e a hipétese nula de homocedasticidade nao
pode ser rejeitada; além disso, os residuos mostraram
normalidade e independéncia de acordo com o
teste de Durbin-Watson. Apesar da nio rejeicao da
homocedasticidade dos residuos, observou-se uma
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Figura 1. (A) A linha azul indica a regressao linear simples obtida
usando o método dos minimos quadrados. A regidao sombreada
representa o intervalo de confianca de 95% da regressao.
(B) Regressao linear entre o residuo obtido da regressao entre
a RAP e a EPU e com a propria EPU. Este grafico mostra um
certo grau de dependéncia entre o erro e a porcentagem obtida
a partir da eletroforese. (C) Regressao logaritmica entre a fracao
de albumina utilizando a electroforese de proteinas urinarias e a
RAP. EPU = eletroforese de proteinas urinarias; RAP = razao ou
indice albumina/proteina.
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dependéncia deste erro na EPU, jd que a linha de
regressdo linear apresentou um coeficiente angular de
0,2 e um valor constante de —12,4, com valor de p de
0,001 no teste t bicaudal (Figura 1).

O modelo de regressio logaritmica otimizado pelo
residuo da soma dos quadrados apresentou um beta
de 38,1 e um valor alfa de —4,6, ambos significativos
no teste t bicaudal (P < 0,001), bootstrap de 1000
amostras. O modelo foi representado pela seguinte
equagio: y = 38,1*log(100x) — 46. O mesmo
apresentou um valor menor da raiz do erro quadratico
médio (REQM), 136,0, em comparacio ao da
regressdo linear com REQM de 144, mostrando um
melhor ajuste aos dados, mas esta tendéncia ndo pode
ser generalizada devido ao pouco poder estatistico na
detec¢do de pequenas diferengas. (Figura 1).

Em relagio as andlises inferenciais, observou-
se uma forte correlacio de Spearman de ordem nio
linear entre a RAP e a fragdo de albumina pela EPU;
r = 0,84 (intervalo de confianga de 95% 0,75-0,92),
p = 0,001. Tanto a regressio logaritmica quanto a
linear mostraram bom ajuste aos dados, mas a regressao
logaritmica mostrou melhor suporte visual e maior
correlacio nas tentativas anteriores em comparacao
com a regressdo linear (Figura 1C).

DiscussAo

O presente estudo mostrou que os valores de RAP
tiveram uma forte correlacio estatistica com a
fracio de albumina na EPU. Assim, um contetido
maior de albumina como propor¢io do conteido
total de proteina na urina pode refletir um padrio
predominantemente  glomerular, enquanto um
conteudo menor de albumina pode refletir um padrio
tubulointersticial de perda de proteina na urina.
Estudos em populacdes pedidtricas encontraram um
indice RAP significativamente mais baixo associado
a doenga glomerular tubular e nao primaria'>'. Estes
foram os primeiros estudos a apontar o uso da RAP na
determinac¢io do tipo de proteindria, o que também
nos inspirou a usa-la como substituto da EPU.

Em 2012, Smith et al.'? examinaram a rela¢do entre
RAC, RPC e RAP com padrdes de EPU em uma coorte
de amostras de urina. Na analise da curva ROC, a 4rea
sob a curva da RAP foi de 0,84 para prever o padrido
de proteindria tubular na EPU. A RAP apresentou uma
previsdo igual a EPU, um padrio tubular de proteina
na urina. Nesta coorte de validacdo, um ponto de
corte da RAP <0,40 apresentou sensibilidade de 88% e
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especificidade de 99% para o diagndstico de disttrbios
tubulointersticiais primarios na bidpsia renal'2.

No entanto, um estudo coreano de 2016 envolvendo
pacientes diagnosticados com doenga renal cronica em
multiplos estdgios obteve resultados opostos. Hong
et al.'’* compararam a utilidade diagndstica do indice
RAP em comparag¢io com a EPU. A correlacdo entre
estas varidveis foi avaliada, mas o resultado nio foi
muito significativo, provavelmente devido ao perfil
dos pacientes, com uma correlagio r> = 0,33 e um
valor de p < 0,0001.

ConcLusAo

Existe uma relacdo de ordem logaritmicaentreaRAPea
EPU e, mais importante, existe também uma correlagio
muito forte entre a fracio de albumina observada
na EPU e a razio RAP em pacientes ambulatoriais.
Portanto, o tipo de proteindria (seletividade) pode
ser inferido por meio desta RAP, que é um método
de menor custo e prontamente disponivel quando
comparado com a EPU. No entanto, sdo necessarias
analises mais robustas para validar o uso da RAP como
alternativa a EPU e seu uso em outras populacdes.
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