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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A presencga de proteinas na urina € um indicador de doenca renal e se constitui
em um fator de risco independente para progressdo da doenga renal (1). As
alteracdes nos valores da proteinuria sao importantes sinalizadores do progndstico
do comprometimento renal em pacientes com diferentes patologias associadas com
o desenvolvimento de proteinuria (1-3). Dessa maneira, a pesquisa de proteinuria se
constitui em um fator relevante no diagndstico e no acompanhamento sistematico
dos pacientes com doencga renal (1,4).

Se, no passado, a proteinuria era considerada apenas um indicador da
gravidade da lesdo renal, atualmente, pode-se afirmar que as proteinas filtradas
através do capilar glomerular sdo fatores de agressdo, desempenhando papel

relevante na progressao das nefropatias (1-3).

1.1 EXCREGAO URINARIA DE PROTEINAS: FISIOPATOLOGIA

A funcdo dos glomérulos € gerar um ultrafiltrado de plasma. Essa filtragcao é
uma etapa inicial e indispensavel do processo de formacao de urina. Outra fungao
relevante do capilar glomerular & servir como uma barreira a passagem das
proteinas. Essa funcdo é fundamental para que o fluido que passa ao espaco de
Bowman seja quase completamente desprovido de proteinas. Portanto, é essencial
que os glomérulos funcionem como filtros eficazes na retengao de proteinas, o que é
necessario para a regulagdo da pressao oncoética, da coagulacdo e de outros
processos vitais (4). E o que ocorre em condicdes normais, isto &, a quantidade de
proteinas que atravessam a barreira glomerular € muito pequena (1,4).

Diariamente sao formados 180 litros de ultrafiltrado glomerular. Antes de
atravessar o capilar, essa quantidade de fluido contém aproximadamente 11.000 g a
14.000 g de proteinas, enquanto a excregdo urinaria de proteinas em 24 horas é
inferiora 0,2 g - 0,3 g (5-7).

A parede glomerular € composta de trés camadas perfeitamente identificadas
pela microscopia eletrénica: camada de células endoteliais, membrana basal e
camada de células epiteliais (Figuras 1 e 2). A primeira barreira a passagem das

proteinas € a camada de células endoteliais. Ao contrario de outros capilares do
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organismo, essa apresenta grandes aberturas ou fenestras, cujo didmetro pode
chegar a vérias centenas de angstrons (A), o que a impede de discriminar as
macromoléculas pelo seu tamanho (4,6,8). A segunda camada a oferecer resisténcia
a filtracdo das macromoléculas é a membrana basal glomerular. Essa camada, que
nao contém elementos celulares, € um arranjo complexo de colageno,
proteoglicanos e outras moléculas. Por fim, a camada de células epiteliais, com os
podécitos e seus prolongamentos — as pedicelas =, ndo representa obstaculo
importante a passagem das macromoléculas. No entanto, os espagos vazios entre
as pedicelas sao cobertos por uma membrana muito delicada denominada de slit
membrane, que é a ultima e mais eficiente barreira a filtragdo de macromoléculas
(4,6).

Pbdc’)cito\ ; ' - Fenda podocitaria

EnthéIio

Membrana basal

Figura 1. Microestrutura da parede glomerular vista na microscopia eletronica
(1000x).
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Lﬁg‘;;‘ Endotelio

Lamina

Endotelio basal

Podacito

Figura 2. Representagcao esquematica da alga do capilar glomerular

Desde a década de 1950 tém sido realizados estudos sobre o mecanismo de
funcionamento da parede do capilar glomerular, visando verificar a forma como ela
retém as macromoléculas. O primeiro fator pesquisado estava relacionado ao
tamanho da macromolécula. Hoje se sabe que a maioria das macromoléculas com
raio superior a 50 A ndo atravessam a barreira capilar normal (4) e que a resisténcia
a passagem de proteinas pelo glomérulo ndo se deve somente ao tamanho da
molécula, mas também as suas cargas elétricas (9). A magnitude de filtracdo das
macromoléculas € reduzida quando a elas sédo adicionados radicais negativos (5).
Além disso, as proteinas circulantes, como a albumina, se comportam como

polidnions no pH do organismo. Experiéncias demonstraram a existéncia de uma
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verdadeira barreira eletrostatica na parede glomerular, capaz de repelir substancias
anidénicas como a albumina. As trés camadas que compdem o capilar glomerular sao
intensamente negativas (7). Diversas substancias existentes nessas trés camadas
(acido sidlico, heparan sulfato e sialoglicoproteinas) sado responsaveis por essa
eletronegatividade. Visto que a albumina é carregada negativamente, somente
quantidades muito pequenas dessa proteina conseguem atravessar a barreira
glomerular normal (5,7).

A albumina tem um peso molecular de aproximadamente 65.000 daltons.
Considerando condicbes normais, € possivel afirmar que apenas uma pequena
quantidade dessa proteina €& capaz de atravessar a barreira glomerular (4,5).
Proteinas com pesos moleculares menores do que 20.000 daltons atravessam
facilmente o capilar glomerular. Porém, a maior parte € eficientemente reabsorvida
por endocitose nos tubulos proximais (7). A essas proteinas de origem plasmatica é
adicionada uma mucoproteina secretada no tubulo distal, a proteina de Tamm-
Horsfall (7). Assim, a urina final € composta de aproximadamente 40% de albumina,
40% de proteina de Tamm-Horsfall e 20% de IgA, 1gG e cadeias leves kK € A (4,5).

1.2 MECANISMOS FISIOPATOLOGICOS DA PROTEINURIA

Um aumento na excrecdo urinaria de proteinas pode ser considerado
patolégico. Dessa forma, a maioria das doencas renais apresenta algum grau de
proteinuria. Os valores considerados patolégicos na literatura de proteinuria de 24
horas (Prot 24h) variam entre 0,15 g e 0,30 g (5-7,10). Denomina-se proteinaria
macica ou proteinudria nefrotica a excregao urinaria de proteinas superior a 3,50
g/1,73 m?/ dia (5-7).

A proteinuria patolégica pode ter origem em trés mecanismos basicos: a)
aumento da permeabilidade glomerular; b) diminuicdo da reabsorgao tubular; c)
presenca de proteinas anormais na circulacéao.

O aumento da permeabilidade glomerular € a causa mais comum de
proteinuria. Pode ocorrer por disfungao do sistema de poros da parede capilar, por
perda de cargas eletronegativas do glomérulo ou pela combinag¢do dos dois fatores.
A albumina é predominante nesta alteracdo. O conhecimento sobre a proteinuria por

aumento da permeabilidade glomerular é derivada de estudos tanto em animais
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quanto em humanos (9,11). Embora a proteina predominante seja a albumina, é
possivel observar a presencga eventual de macromoléculas.

Michael et al. (11), em um estudo experimental, comprovaram que a perda de
cargas eletronegativas da parede capilar facilita a passagem de albumina para a
urina. Em algumas glomerulopatias, ha perda ou redugdo desse componente
eletronegativo, condicdes em que a albumina atravessa mais facilmente a barreira
glomerular. Quando predomina a filtragdo de albumina, a proteinuria € considerada
seletiva. Em algumas glomerulopatias, os dois mecanismos podem ocorrer
simultaneamente (9,11).

Em relagdo a diminuicdo da reabsorgéao tubular, pode-se afirmar que os tubulos
sao capazes de reabsorver a maior parte das proteinas normalmente filtradas pelo
glomérulo (4). Entretanto, quando ocorre um defeito no sistema de reabsorgéo, tem-
se a proteinuria de origem tubular. Predomina, nesse tipo de proteinuria, a excregao
de proteinas de baixo peso molecular, como a 2-microglobulina, as quais migram
na regido a e [ da eletroforese (4,5). A B2-microglobulina pode ser medida por
radioimunoensaio. Embora seja um sensivel indicador de dano tubular, ela é instavel
com o pH urinario normal (5,0 a 6,5). Mesmo apds aumento do pH para 7,0, pode
haver degradacao, com resultados falsos negativos (4,5,9). Em condicbes normais,
menos do que 0,4 pg/l de B2-microglobulina € excretada. Porém, na presenca de
dano tubular ou em glomerulopatias com alteragdes tubulointersticiais, esse valor
pode ser muitas vezes maior (5). A excregdo normal € menor do que 10 ug/mg de
creatinina (12). As proteinas a1-microglobulina e a proteina carreadora do retinol
tém sido utilizadas como marcadores de dano tubular (5). As proteinurias tubulares
séo de intensidade leve ou moderada; geralmente apresentam limites entre 0,2 g e
2,0 g em 24 horas (7).

O terceiro mecanismo de proteinuria patolégica esta relacionado a presenca de
proteinas anormais no plasma. O exemplo tipico desta proteinuria € o mieloma
multiplo, em que ocorre uma produgédo anormal de certos tipos de imunoglobulinas.
As células tumorais produzem um anticorpo incompleto. Esses fragmentos de
anticorpos, conhecidos como proteinas de Bence-Jones, ndo sao retidos pelos
glomérulos em fungdo do seu tamanho reduzido. Ocorrera uma proteinuria
patolégica quando a quantidade dessas proteinas anormais ultrapassar a

capacidade de reabsorc¢ao tubular, situacdo que apresenta um padrao caracteristico
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na eletroforese (9). Outros exemplos desse tipo de proteinuria sdo a hemoglobinuria,

a mioglobinuria e fragmentos de imunoglobulina (cadeias leves, monoclonais).

1.3 MEDIDA DA PROTEINURIA

A medida da excrecao de proteinas na urina é utilizada de forma rotineira no
diagndstico inicial e no acompanhamento de pacientes com patologias renais.
Existem trés métodos para medir a proteinuria: a) fitas reagentes; b) proteinuria de

24 horas; e c) relagao proteina/creatinina em amostra de urina (13-15).

1.4 FITAS REAGENTES

A utilizacao de fitas reagentes de imersao (dipsticks) € a maneira mais simples
e rapida de deteccao de proteinuria anormal. O teste é semiquantitativo; realizado
em uma amostra de urina, ele estima quantidades de albumina superiores a 20
mg/dl (7). Ele é considerado de 3 a 5 vezes mais sensivel para detectar albumina do
que outros tipos de proteinas presentes na urina. O método ndo é capaz de
identificar proteinas de cadeias leves como a proteina de Bence-Jones (14). Mesmo
sendo considerado um bom teste de rastreamento, ele apenas detecta
concentracdes anormais de proteinas na urina. Portanto, sua utilidade para avaliar
os efeitos de intervengdes terapéuticas e controlar a progressao das doengas renais
é restrita (5). Em determinadas situagcbes, o uso de fitas reagentes pode produzir
resultados falsos positivos, como nos casos de urina muito concentrada e alcalina,

urina com pigmentos e compostos de aménia e até em urina muito diluida (7,14).

1.5 PROTEINURIA DE 24 HORAS

A medida da Prot 24h é o principal teste quantitativo, o padrdo ouro.
Considerado o teste definitivo para a avaliacdo de pacientes com varios tipos de
nefropatias, o método usa a precipitagcdo das proteinas pelos acidos tricloroacético

ou sulfossalicilico (7). A quantificagdo das proteinas € feita acrescentando o acido
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sulfossalicilico a uma porgao de urina. Realizada a medida da turbidez com um
fotbmetro (7), faz-se a comparagao com teste-padrao. Esse método é mais sensivel
para medir albumina do que para medir globulinas (7). Os limites da proteinuria
anormal encontram-se entre os valores de 0,15 g a 0,3 g em 24 horas (5-9).

A Prot 24h é o teste mais usado como método diagnédstico e progndstico, bem
como para avaliar o resultado de intervengdes terapéuticas. Porém, a coleta de urina
em 24 horas é inconveniente em criangas, idosos e pacientes ambulatoriais. Ela
pode também ndo ser adequada quando sao necessarias coletas frequentes de
urina, como é o caso de pacientes com glomerulopatias, situagao que se torna mais
dificil quando houver necessidade de realizar varias medi¢cdes. No caso da coleta de
urina de 24 horas, erros de coleta séo frequentes, entre 15% e 30% dos casos (14).
Assim, parece evidente a necessidade de se buscarem alternativas mais confiaveis

de quantificar a proteinuria nos pacientes.

1.6 EXCREGAO URINARIA DA CREATININA

A creatina é sintetizada no figado. Logo apés, é transportada aos musculos,
onde fica depositada sob a forma de creatina-fosfato. Nesse local, ela sofre uma
transformacao bioquimica através de uma desidratagdo ndo-enzimatica, passando a
ser chamada de creatinina (5). A massa muscular corporal contribui com 98%, ou
100 g diarias, para o pool da creatina. Outra fonte de creatina sdo as carnes
consumidas na dieta, que contribuem com 600 mg a 800 mg nas 24 horas.
Cotidianamente, apenas 1,6% delas sdo transformadas em creatinina (5). Em
pacientes que ndo consomem carne por um longo periodo, podera haver uma
reducdo de 10% a 20% na excregdo urinaria de creatinina (16). A creatinina
plasmatica é totalmente filtrada, ja que nado esta ligada a proteinas. A excregao
urinaria da creatinina depende basicamente da filtragdo glomerular e de uma
pequena quantidade secretada pelos tubulos renais (5).

A reabsorgao tubular de creatinina ndo é comum, podendo ocorrer em
pacientes com fluxo urinario baixo ou com insuficiéncia cardiaca congestiva (17-19).
Varias drogas estao relacionadas a reducéo de creatinina na secrecgéo tubular. Na

literatura, as mais estudadas sdo a cimetidina e o trimetoprim (20,21). A quantidade
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de creatinina excretada na urina independe do volume urinario. Sabe-se que o
exercicio fisico pode aumentar discretamente a excregcao de creatinina.

Existe um relac&o direta entre a quantidade de creatinina excretada na urina de
24 horas e a massa muscular do paciente. Essa relacdo € menor em mulheres e
pacientes idosos € maior em homens e pacientes mais jovens (22-24). Kampmann
(1974) descreve os seguintes valores para a creatininuria de 24 horas, corrigida para
idade e sexo: entre 20 e 50 anos, a excreg¢ao urinaria para homens é de 18,5 - 25
mg/kg/dia e, para mulheres, de 16,5 - 22,4 mg/kg/dia; entre 50 e 70 anos, a
excrecado em homens é de 15,7 - 20,2 mg/kg/dia e, nas mulheres, de 11,8 - 16,1
mg/kg/dia.

Existem controvérsias a respeito do efeito da proteinuria na excreg¢ao renal da
creatinina. Ha relatos de aumento de até 100% na filtragdo glomerular e na excregéo
de creatinina em pacientes com proteinuria maci¢a (Brod e Sirota, 1948), o que é
corroborado por outros estudos (25,26). Os autores sugerem que, em pacientes com
glomerulopatia, as substancias com raio menor do que 20 A atravessam mais
facilmente a barreira do capilar glomerular. Como a creatinina tem um raio de
aproximadamente 3 A, a sua filtracdo estaria muito aumentada. Outros estudos, no
entanto, apontam em direcdo distinta, ndo confirmando as observacbées dos

referidos autores (27,28).

1.7 RELAGAO PROTEINA/CREATININA EM AMOSTRA DE URINA

Desde 1983 vem sendo utilizada a relagdo proteina/creatinina (Pr/Cr) em
amostra de urina (13-15) como método alternativo para estimar a proteinuria de 24
horas. Desde entdo, varios estudos foram feitos em criancas e adultos com
sindrome nefrética, em transplantados renais e em gestantes (29-45).

Em pacientes com fungédo renal normal, a excregcédo urinaria de creatinina &
relativamente constante. Assim, a relagao entre proteina e creatinina em amostra de
urina, expressas em mg/dl, poderia estimar a quantidade de proteina excretada em
24 horas. Na medida em que se dispensa a coleta de 24 horas, a utilizagdo da
relacdo Pr/Cr em amostra de urina € uma solugao simples.

Ginsberg et al. (1983) e Schwab et al. (1987) foram pioneiros no sentido de

mostrarem um alto grau de correlagao (r=0,97) entre a Prot 24h e a relagédo Pr/Cr em
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amostra matinal de urina (13,46). Esses autores sugeriram que uma relacao Pr/Cr
maior do que 3,5 (mg/mg) ou menor do que 0,2 (mg/mg) indicariam,
respectivamente, uma Prot 24h maior do que 3,5 g ou menor do que 0,2 g.

Varios estudos realizados em pacientes diabéticos demonstraram alta
sensibilidade e especificidade da relagao Pr/Cr em definir proteindria anormal ou
proteinuria nefrética (33-36).

Também em pacientes transplantados com fung¢ao renal normal a relagcéo Pr/Cr
mostrou boa correlagcdo com a Prot 24h. Para identificar pacientes com Prot 24h
maior do que 0,1 g, 0o método apresentou sensibilidade e especificidade superiores a
90% (37-39).

Da mesma forma, em gestantes com fungdo renal normal ou discretamente
reduzida, diversos estudos realizados entre 1987 e 1997 demonstraram que a
relagao Pr/Cr apresenta um bom nivel de acuracia para estimar diversos niveis de
proteinuria de 24 horas (40-44).

Schwab et al. (1987) estudaram 101 pacientes hospitalizados ou ambulatoriais
com varias patologias (diabete, hipertensdo, glomerulopatia, nefrite intersticial,
mieloma multiplo, uropatia obstrutiva, rins policisticos, rins isquémicos e vasculites)
com Prot 24h entre 0,10 - 9,6 g e creatinina sérica entre 0,4 - 9,6 mg/dl. O estudo
mostrou que ocorreu uma boa correlagao entre a relagao Pr/Cr e a Prot 24h (r=0,96)
(46).

Ramos e colaboradores (1998) realizaram uma analise da correlagao entre a
relacdo Pr/Cr e a Prot 24h em 105 gestantes com hipertenséao arterial e fungao renal
normal (creatinina sérica entre 0,4 - 0,9 mg/dl) (45). O valor da correlacéo foi de
0,94. Morales e colaboradores (2004) também estudaram essa correlagdo em 172
pacientes. O estudo evidenciou que a relagdo Pr/Cr possui sensibilidade e
especificidade elevadas em diversos niveis de proteinuria, sendo seu desempenho
mantido nos distintos niveis de fung&o renal (47).

Os estudos preliminares sobre a relacdo Pr/Cr utilizaram o coeficiente
de correlagao linear visando avaliar a concordancia entre os testes de Prot 24h e a
relacdo Pr/Cr. Posteriormente, a analise foi enriquecida com a avaliagdo do
desempenho do teste através da utilizagdo da sensibilidade e especificidade. Apds
1994, trés estudos (42,48,49) utilizaram o método de Bland e Altman (1986,1995)

para avaliar a concordancia entre os dois métodos, sendo a precisao avaliada pelos
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limites da concordancia e/ou pelo coeficiente de correlagdo da concordancia (Lin e
Torbeck, 1998) (50,51).

A relacdo Pr/Cr em amostra de urina tem sido utilizada como método
alternativo a Prot 24h, eliminando, assim, o inconveniente da coleta de urina de 24
horas e o fator de erro a ela associada. A relacdo Pr/Cr apresenta um alto indice de
correlagdo com a medida de Prot 24h, particularmente quando é utilizada uma
amostra matinal de urina, apds a primeira micgao (13,14). A relagédo Pr/Cr tem sido
considerada o método recomendado para a investigagdo diagnostica e para o
acompanhamento dos pacientes com doencga renal.

A relacao Pr/Cr é um método simples, seguro e eficaz para monitorar a perda
de proteinas urinarias. Pode servir também para acompanhar a evolugdo das

glomerulonefrites, o que inclui a analise da resposta aos tratamentos propostos (47).

1.8 PROTEINURIA, LESAO RENAL E INTERVENGOES TERAPEUTICAS

Apods uma avaliagao clinica, laboratorial e histopatoldgica inicial, a maioria dos
pacientes com sindrome nefrética utilizam, por periodos prolongados, alguma droga
imunossupressora (corticéide, ciclofosfamida, clorambucil, azatioprina e ciclosporina)
isolada ou em combinagédo (52-56). Durante o primeiro ano, a resposta a essas
intervencgdes é avaliada mensalmente. Posteriormente, os intervalos das avaliagbes
clinicas e laboratoriais dependem da resposta clinica e da doenga de base do
paciente.

Nos pacientes com glomerulopatias, os tratamentos que reduzem a proteinuria
sdo eficientes em prevenir a progressao para insuficiéncia renal (57). No entanto, as
glomerulopatias que se apresentam com proteinurias maiores do que 3,5 g/24h, e
sem tendéncia a serem reduzidas com o uso de drogas apropriadas, tendem a
evoluir para insuficiéncia renal crénica (58,59).

Varios autores tém descrito a importancia do nivel de proteinudria na diminuigao
da funcdo renal. Em 1997, o Grupo Italiano de Estudos Epidemiolégicos em
Nefrologia estudou 352 pacientes com glomerulopatias. De acordo com o grau de
proteinuria que apresentavam, os pacientes foram divididos em dois grupos: (1)

pacientes com proteinuria < 3 g/24h e (2) pacientes com proteinuria =2 3 g/24h. A
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reducdo mensal na filtracdo glomerular foi 2,6 vezes menor nos pacientes do
primeiro grupo (REIN STUDY, 1997).

Também Ruggenenti et al. (1998) observaram uma relagcéo direta entre a
reducdo mensal da filtracdo glomerular e a magnitude da proteinuria (60). Os
pacientes foram distribuidos em quatro grupos de acordo com seu grau de
proteinuria (g/24 horas): (1) < 1,0; (2) 1,0 — 2,5; (3) 2,5 — 4,0; (4) = 4,0. A redugao
anual da fungao renal respectiva nesses pacientes seria, aproximadamente, de 2, 4,

7 e 26 ml/min.

1.9 LIMITAGOES NA UTILIZAGAO DA RELAGAO PR/CR NA MEDIDA DA
PROTEINURIA

A relagao Pr/Cr varia em fungao de fatores como exercicio fisico, dieta, febre,
uso de medicamentos e patologia de base. Estudos transversais nao permitem
responder de forma afirmativa sobre se € possivel substituir a Prot 24h pela relagao
Pr/Cr. Assim, o presente estudo tem como objetivo validar o uso da relagado Pr/Cr
para o acompanhamento longitudinal da proteindria de pacientes com
glomerulopatia primaria comparando-o com o padrao ouro, que € a Prot 24h. O que
se deseja é avaliar se alteracbes nos niveis de proteinuria provocadas pela
evolugdo da doenca de base na vigéncia de tratamento podem ser também
detectadas pela relagdo Pr/Cr — o que permitiria afirmar com rigor a eficacia da
medi¢ao da relagao Pr/Cr em substituicao ao teste de Prot 24h.

Para poder monitorar, controlar e tratar as doencas renais, os médicos
nefrologistas necessitam quantificar a perda de proteina na urina, que é o marcador
de injuria renal e de progressao da doencga renal (61,62). Isso porque 0 sucesso
terapéutico consiste em diminuir o grau da proteinuria, reduzindo assim o dano
renal, que esta diretamente relacionado a diminuigdo da taxa de filtracdo glomerular.
Torna-se, portanto, necessario estudar como a proteinuria pode ser medida de forma
confiavel. Embora haja consenso de que a Prot 24h seja o padrao ouro no que tange
a quantificacao, ela tende a apresentar problemas praticos relacionados com erros
de coleta, custos e outras dificuldades quando repetida com frequéncia. A adoc¢ao da

relacédo Pr/Cr como alternativa ainda gera controvérsias na literatura, especialmente
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as relacionadas a confiabilidade do método em relacédo as medicbes obtidas pelo
padrao ouro (72).

Na literatura existem varios estudos do tipo transversal sugerindo que a Prot
24h pode ser substituida pela relacdo Pr/Cr (4,5,27,32,33,66,70). No entanto,
aparentemente nao existem estudos longitudinais que confirmem se esse elevado
indice de correlagdo se mantém ao longo do tempo.

Assim, este trabalho tem por objetivo avaliar, através da medigdo seriada ao
longo de um dado periodo de tempo - estudo longitudinal —, o grau de correlagao

existente entre a Prot 24h e a relagao Pr/Cr em amostra de urina matinal.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o desempenho longitudinal da relagdo proteina/creatinina em amostra

de urina matinal em pacientes adultos com glomerulopatias primarias.

3.2 OBJETIVO ESPECIFICO

Estudar o grau de correlagdo existente entre a proteinuria de 24 horas e a
relacdo proteina/creatinina em amostra de urina matinal através da medig&o seriada
ao longo de um periodo de 6 meses em pacientes adultos com glomerulopatias

primarias.
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RESUMO

Introdugdo: A relacédo proteina/creatinina (Pr/Cr) em amostra de urina tem
sido utilizada no manejo clinico de pacientes com doengas glomerulares, mas
nenhum estudo avaliou ainda o desempenho longitudinal desse método em relagao
a proteinuria de 24 horas (Prot 24h). Este estudo tem como objetivo avaliar
prospectivamente a acuracia da relacdo Pr/Cr na determinacao de niveis criticos de
proteinuria em pacientes com glomerulopatias.

Pacientes e métodos: Estudo longitudinal com 41 pacientes adultos
portadores de glomerulopatias primarias em tratamento com imunossupressores ou
inibidores da enzima de conversdo da angiotensina, em um seguimento de seis
meses. Foram analisados a correlagdo entre a Prot 24h e a relagédo Pr/Cr em
amostra de urina e o nivel de concordancia entre os dois testes, através do método
de Bland e Altman. Foi utilizada ANOVA de medidas repetidas (IC 95%) para avaliar
as diferencas entre médias dos dois testes nos seis periodos do estudo. A acuracia
diagnodstica da relacédo Pr/Cr foi avaliada pela analise da sensibilidade e
especificidade.

Resultados: Houve uma correlagao significativa entre a Prot 24h e a relagao
Pr/Cr nos seis periodos estudados, sendo os valores de r 0,90; 0,92; 0,89; 0,91; 0,93
e 0,94, respectivamente (p<0,001 em todos os periodos). As diferencas médias
entre a Prot 24h e a relagao Pr/Cr do primeiro ao sexto més foram 1,88; 1,22; 1,07;
0,65; 0,34 e 0,57 (p<0,01). Consequentemente, a concordancia entre os dois
métodos foi maior nos ultimos trés meses do seguimento, quando o nivel de
proteinuria era menor. Para o diagndstico de proteinuria patoldgica a relagéo Pr/Cr
apresenta sensibilidade de 100% e especificidade de 95%. Para o diagnéstico de
proteinaria nefrética um valor de Pr/Cr de 3,0 apresentou sensibilidade de 90% e
especificidade de 93%.

Conclusao: Houve uma excelente correlagdo e concordancia entre a relagao
Pr/Cr e a Prot 24h, com valores reprodutiveis ao longo do periodo de
acompanhamento. Portanto, essa analise longitudinal corrobora os achados dos
estudos transversais, dando suporte ao uso da relagdo Pr/Cr no manejo clinico de
pacientes com doencgas glomerulares.

Palavras-chave: proteinuria de 24 horas (Prot 24h), relacao
proteina/creatinina (Pr/Cr) em amostra de urina matinal.



30

INTRODUGAO

A proteinuria € um marcador precoce e sensivel de dano renal, sendo o teste
mais importante para a avaliagdo inicial e seguimento, principalmente nos pacientes
com glomerulopatias. Os testes que utilizam fitas reagentes sao de pouco valor, pois
apresentam baixa especificidade e sensibilidade, tendo assim acuracia reduzida (1).
Nesse contexto, a dosagem das proteinas em urina de 24 horas € inconveniente e
sujeita a erros de coleta que podem variar de 12% a 35% nas séries descritas (2-4).
Desde 1983, diversos estudos tém utilizado a relagao proteina/creatinina (Pr/Cr) em
amostra de urina em diferentes situagdes clinicas para estimar a proteinuria de 24h
(Prot 24h), tendo sido observada boa correlagdo e concordancia entre os dois
métodos (4-18). Entretanto, esses estudos sdo transversais e ndo avaliaram a
questao critica da acuracia da relacdo Pr/Cr em comparagao com a Prot 24h em
pacientes individuais ao longo do tempo. Ruggenenti e cols. correlacionaram a
relagao Pr/Cr e a Prot 24h na fase inicial do estudo de pacientes com nefropatia néo
diabética em uso de ramipril, mas no seguimento utilizaram apenas a relagao Pr/Cr
(19).

Nos pacientes com glomerulopatias, com ou sem sindrome nefrética (SN),
existe a necessidade de acompanhamento regular da proteinuria a longo prazo para
avaliar os efeitos das intervencdes terapéuticas ou a evolugao clinica da doenca
glomerular para decisdo de investigacdo e tratamento. Nesses pacientes, é
necessaria a definicdo de niveis de proteina para o diagndstico de resposta total,
parcial ou auséncia de resposta.

Este estudo tem como objetivo a avaliagdo simultdnea e seriada dos dois
métodos para validar a utilidade clinica da relagao Pr/Cr comparativamente a da Prot
24h, em pacientes com glomerulopatias primarias sob intervencgao terapéutica com

imunossupressores ou inibidores da enzima de conversao da angiotensina (i-ECA).
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PACIENTES E METODOS

Estudo longitudinal de pacientes com glomerulopatias primarias para avaliar a
acuracia da relacéo Pr/Cr em estimar a Prot 24h ao longo de um periodo de seis
meses.

Pacientes: Durante um periodo de 18 meses, pacientes com glomerulopatias
primarias atendidos no ambulatério de glomerulopatias do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre foram incluidos no estudo, com observagdo dos seguintes critérios:
idade maior de 14 anos, depuragao de creatinina = 15ml/min/1,73m?, auséncia de
doencga cardiaca severa, auséncia de infeccao do trato urinario, nao utilizacdo de
drogas que interferem na excregdo da creatinina urinaria, auséncia de gravidez.
Inicialmente, foram selecionados 45 pacientes, dos quais foram excluidos 4, por néo
preencherem os critérios descritos. O quadro clinico dos 41 pacientes incluidos era o
seguinte: 26 pacientes com sindrome nefrética (proteinuria de 24h 23,5g/1,73m?) em
tratamento com imunossupressores (20 com glomeruloesclerose segmentar e focal e
6 com nefropatia membranosa idiopatica) e 15 pacientes com proteindria néo-
nefrética (Prot 24h <3,59/1,73m?) em uso de inibidores da enzima de conversao da
angiotensina (i-ECA), anti-hipertensivos e estatinas, quando necessario. A
depuragéo da creatinina endégena (DCE) foi medida através da formula padrao por
coleta de urina de 24h. Tanto a depuracdo da creatinina quanto a Prot 24h foram
corrigidas para a superficie corporal de 1,73 m2. Foram considerados hipertensos os
pacientes com pressao arterial = 140/90mmHg (20).

Protocolo de tratamento: Nos pacientes com GESF, foi utilizada inicialmente a
prednisona na dose de 1mg/kg/dia, por até 4-6 meses; naqueles com recidivas
freqUentes e nos cértico-dependentes, a ciclofosfamida na dose de 1,5-2,5kg/dia; e
nos resistentes a corticoterapia, a ciclosporina na dose de 4mg/kg/dia. Nos
pacientes com GNMI, foi utilizado inicialmente o protocolo de Ponticelli por seis
meses e nos n&o-responsivos a ciclosporina 4mg/kg/dia (21).

Todos os pacientes foram informados dos objetivos do estudo e deram seu
consentimento por escrito. O presente estudo foi avaliado e aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, credenciado na
Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP), vinculada ao Ministério da

Saude, e no Escritério para a Protecdo de Humanos na Pesquisa (Office for Human
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Research Protections — OHRP) — USDHHS — dos Estados Unidos da América como
Comité Revisor Institucional (Institucional Review Board — IRB 00000921).

Amostras urinarias: Os pacientes foram instruidos a coletar a urina de 24
horas observando o tempo total de coleta. Apds o término da coleta, uma amostra
de sangue e uma de urina foram coletadas separadamente. A relagao Pr/Cr foi
calculada dividindo a proteina urinaria pela creatinina urinaria, ambas em mg/dl. A
Prot 24h foi medida em gramas e corrigida para uma superficie corporal de 1,73 m2.
A amostra era rejeitada como provavelmente incompleta se a excregao de creatinina
nas 24h (mg/kg) estava abaixo dos limites minimos para a idade e sexo, ou seja:
idade abaixo de 50 anos: homens < 18,5 e mulheres < 16,5; idade acima de 50
anos: homens < 15,7 e mulheres < 11,8.

Métodos laboratoriais: As concentragcdes de creatinina sérica e urinaria
(mg/dl) foram determinadas utilizando o método de Jaffé modificado, em aparelho
automatizado ADVIA 1650/Mega Bayer®. A concentracado de proteinas urinarias foi
determinada pelo método colorimétrico com vermelho pirogalol utilizando um
aparelho automatizado ADVIA 1650/Cobas Mira Plus®. Os coeficientes de variagao
(CV) para a creatinina sérica, creatinina urinaria e proteina urinaria foram 3,23%,
3,77% e 4,08%, respectivamente.

Anadlise estatistica: As estatisticas descritivas sdo apresentadas como
percentagens para dados qualitativos e como média + DP para dados quantitativos.
A correlacado entre a Prot 24h e a relagao Pr/Cr durante cada periodo foi analisada
com o coeficiente de Pearson. A concordancia (IC 95%) entre a Prot 24h e a relagéo
Pr/Cr nos seis periodos de avaliagdo foi medida pelo método de Bland e Altman (22,
23). A significancia entre as diferengas médias (IC 95%) das variaveis, Prot 24h e
relagao Pr/Cr, medidas em cada momento do estudo, foi obtida através da analise
de variancia (ANOVA) de medidas repetidas (GLM). A acuracia diagnéstica da
relacdo Pr/Cr para o diagndstico de proteinuria patologica e nefrotica foi avaliada
pela andlise da sensibilidade e especificidade. O nivel de significancia adotado foi de
5%. Os dados foram processados e analisados com o software SPSS para

Windows, versao 12.0.
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RESULTADOS

Foram incluidos 26 pacientes com sindrome nefrética primaria em tratamento
com imunossupressores e 15 pacientes com proteinuria nao-nefrética tratados com
i-ECA e outras drogas. O total de amostras de urina utilizadas para analise foi de
246, seis amostras para cada paciente.

Na Tabela 1 sdo apresentadas as caracteristicas demograficas e laboratoriais
dos pacientes estudados. As médias (xtDP) da Prot 24h e da relagdo Pr/Cr foram de
6,7g = 5,2g e de 4,8 + 3,1, respectivamente. Todos os pacientes tinham filtragéo
glomerular = 30ml/min (estagios | a Ill do K/DOQI). A Tabela 2 mostra os valores
iniciais da Prot 24h e da relacdo Pr/Cr em pacientes com sindrome nefrética e
proteinuria ndo-nefrética. Nos pacientes com sindrome nefrética, os valores da Prot
24h foram 9,59 + 4,7g e os da relagao Pr/Cr, 6,7 = 2,3. Nos pacientes com
proteinuria nao-nefrética, os valores da Prot 24h e da relagdo Pr/Cr foram,
respectivamente, 1,9g + 0,7g e 1,6 £ 0,9. Na tabela também s&o apresentados os
valores, minimos e maximos, da Prot 24h e da relagdo Pr/Cr nos dois grupos.

A Figura 1 apresenta a média (tDP) da Prot 24h e da relagdo Pr/Cr ao longo
dos seis periodos de coleta. Nos pacientes em tratamento com drogas
imunossupressoras ou i-ECA, a redugao dos valores da Prot 24h e da relagao Pr/Cr
ao longo dos seis meses € esperada.

Houve uma correlagédo significativa entre a Prot 24h e a relagédo Pr/Cr. Os
valores de r nos seis periodos de analise foram 0,90; 0,92; 0,89; 0,91; 0,93 e 0,94,
respectivamente (p<0,001, para todas as correlagées).

Na Tabela 3 e na Figura 2 podem ser observadas as médias e os limites de
concordancia (IC 95%) das diferengas entre a Prot 24h e a relagéo Pr/Cr em todos
os periodos de analise (método de Bland e Altman). Nos primeiros meses de estudo,
quando a excrec¢ao urinaria de proteinas era muito elevada, a concordancia entre os
dois métodos foi pequena; a concordancia, no entanto, aumentou quando os niveis
de proteinuria eram mais baixos. Na avaliacido pelo método de Bland e Altman e
com analise estatistica por ANOVA para medidas repetidas (GLM), encontrou-se
significancia estatistica (p=0,01) nos limites de concordancia dos métodos (IC 95%).

A Tabela 4 mostra a acuracia da relagdo Pr/Cr para o diagndstico de niveis

criticos de proteinuria em pacientes com glomerulopatias primarias.
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DISCUSSAO

Na pratica clinica, uma amostra matinal de urina pode ser utilizada para
detectar e monitorizar a proteinuria. Embora a relagdo albumina/creatinina em
amostra de urina seja mais confiavel, o seu custo e as dificuldades técnicas tornam
seu uso rotineiro inviavel. A relagao Pr/Cr € uma alternativa aceitavel, principalmente
para monitorizag&do de proteinuria em situacdo em que haja necessidade de medidas
repetidas. As recomendacgdes para o seu uso foram publicadas nas diretrizes do
NKF K/DOQI: guideline 5 (24).

As principais limitagdes para a utilizacdo da relagdo Pr/Cr, como idade, sexo,
massa muscular e nivel de funcao renal, devem ser levadas em consideracao para a
interpretacdo correta do método, tanto na avaliag&o inicial como no seguimento dos
pacientes com nefropatias. Como se sabe, a relagado Pr/Cr subestima a proteinuria
em homens e superestima seu valor em mulheres, em idosos e em individuos com
massa muscular reduzida. O nivel de fungao renal tem sido considerado importante
na interpretacdo do teste, mas, recentemente, Morales e cols. demonstraram que
essa variavel nao interfere significativamente na interpretagcéo dos resultados (18).

No presente estudo e em outras publicagdes (7,9,18), verificou-se que a
correlacdo e a concordancia entre a Prot 24h e a relagcdo Pr/Cr sdo tanto menores
quanto maior for o nivel da proteinuria. Pacientes com sindrome nefrética
geralmente apresentam valores de Pr/Cr inferiores e ndo concordantes com a Prot
24h. No tratamento de pacientes com glomerulopatia com ou sem sindrome
nefrética, o objetivo principal é a redugao ou a normalizagao da proteinuria. Por isso,
na pratica clinica o nivel exato da proteinuria € menos importante do que a sua
reprodutibilidade e a modificacdo de seus valores em decorréncia das intervencoes
terapéuticas. Nesse contexto, assumindo que tenha sido \verificada a
reprodutibilidade da relagdo Pr/Cr no inicio do diagnostico, é possivel afirmar que
reducdes significativas na relagdo Pr/Cr impliquem redug¢des na proteinuria mesmo
que os valores absolutos ndo possam ser estimados com a devida acuracia (24).

Nos pacientes com sindrome nefrética tratados com imunossupressores, a
utilizacdo dos protocolos de tratamento requer que se conhegam “niveis criticos”
da proteinuria para a tomada de decisbes como suspensdo, continuidade ou

mudancga no regime terapéutico. Neste estudo, foram adotados os seguintes valores
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para a Prot 24h: patoldgica: = 0,2g; nefrotica: = 3,5g; e ndo-nefrotica: > 0,2g e <
3,59. Para deteccdo desses niveis de proteinuria a relagcdo Pr/Cr mostra uma
elevada sensibilidade, especificidade e valor preditivo positivo. Como o valor
preditivo positivo € uma medida de acuracia que depende da prevaléncia da
condigdo, estima-se no contexto de proteindria que o0 mesmo seja elevado. Dois
estudos prévios (4, 6) utilizaram valores da relacédo Pr/Cr < 0,2 e 2 3,5 em pacientes
com diferentes nefropatias e fungao renal estavel para o diagnéstico de proteinuria
patologica (Prot 24h = 0,2g) e nefrética (Prot 24h = 3,59g), respectivamente. Ramos e
cols., em estudo com gestantes, observaram que o melhor ponto de corte para a
relacdo Pr/Cr foi de 0,5 para a definicdo de uma Prot 24h normal < 0,3g (10). Dois
estudos recentes e com um grande numero de pacientes (5, 18) também utilizaram
os valores = 0,2g para definir proteinaria patolégica e = 3,5g para definir proteinuria
nefrética. Chitalia e cols. (5) descreveram valores de Pr/Cr de 0,26 e 3,2 como o
melhor ponto de corte para a definicdo desses niveis criticos de proteinuria.

Morales e cols. (18) relataram que, para o diagndstico de proteindria
patologica, valores de Pr/Cr = 0,3 mostraram sensibilidade de 93% e especificidade
de 100%. Os mesmos autores mostraram que, na populagado estudada, o melhor
ponto de corte para definir uma proteinaria nefrética foi de 3,0 (sensibilidade de 90%
e especificidade de 97%). Utilizando o “likelihood ratio” (LR) para avaliar a acuracia
da relacado Pr/Cr em niveis elevados de proteinuria, valores inferiores a 2,5 excluem
a possibilidade de proteindria nefrética (LR = 0,0), enquanto valores superiores a
que 3,5 confirmam essa hipétese (LR = 53,39). Para valores de Pr/Cr entre 2,51 e
3,5, 0 LR situou-se entre 1,74 e 4,64, o que sugere que a interpretacdo desses
dados deva basear-se em dados clinicos tais como peso, sexo, raga e superficie
corporal (dados nao publicados).

Do nosso conhecimento, este € o primeiro estudo longitudinal comparando a
Prot 24h e a relagdo Pr/Cr em pacientes com glomerulopatias primarias. O que se
observou, em resumo, foi uma excelente concordancia entre os dois métodos, com
valores reprodutiveis na evolucdo desses pacientes durante o periodo de
acompanhamento. Portanto, esta analise longitudinal corrobora os achados dos
estudos transversais, dando suporte ao uso da relacdo Pr/Cr na rotina clinica, por
sua simplicidade e baixo custo e, principalmente, por refletir com elevada acuracia

as mudancgas na proteinuria de pacientes glomerulopatias em tratamento.
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Tabela 1. Caracteristicas clinicas e laboratoriais iniciais

Variaveis Valores
Sexo (masc/fem), n° 25/16
Idade, (anos) 38+ 17
Hipertensao (sim/ndo), n° 9/32
Proteinuria de 24hs, g 6,70 + 5,20
Relacao Pr/Cr 4,80 £ 3,10
Creatinina sérica, mg/dl 1,4+0,7
DCE medida, ml/min 77,8 £ 36,2

Os dados sao apresentados como numero e média + DP.
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Tabela 2. Valores iniciais da Proteinuria de 24 horas e da relagao
Pr/iCr de acordo com os niveis de proteinuria

Niveis de proteinuria

Nefrética Nao nefrotica
(n = 26) (n =15)
Proteinuria de 24hs, g 9,50 £ 4,70 1,90 £ 0,70
Limites 3,60 — 27,30 0,30 -3,10
Relacao Pr/Cr 6,70 £ 2,30 1,60 £ 0,80
Limites 3,20 -6,70 0,36 — 2,90

Os dados sao apresentados como média + DP
Limites minimo e maximo



Diferenga entre a Prot 24h e a relagao Pr/Cr com IC 95% nos 6

Tabela 3.
periodos do estudo.

Limites de concordancia (*)

Més Prot 24h - Pr/Cr IC 95%
1 1,88 -3,70a 7,46
2 1,22 -4,10 a 6,50
3 1,07 -4,33 a 6,47
4 0,65 - 3,00 a 4,31
5 0,34 -2,72 a 3,40
6 0,57 - 2,07 a 3,21

(*) Método de Bland-Altman (22,23).
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Tabela 4. Acuracia da relagao Pr/Cr para o diagnéstico de proteinuria
patolégica e proteinuria nefrética.

Prot 24h 2 0,2g Prot 24h 2 3,5¢g
Niveis de Pr/lCr—» 0,20 0,25 0,30 2,5 3,0 3,5
Sensibilidade (%) 98,2 974 96,0 98,8 95,3 90,6
Especificidade (%) 73,7 94,7 94,7 89,4 95,7 99,4
VPP* (%) 97,8 99,5 99,5 83,2 92,0 98,7
VPN** (%) 77,8 750 66,7 99,3 97,5 95,2

Prot 24h: g/1,73m?

Pr/Cr: mg/dL / mg/dL

(*) VPP: Valor preditivo positivo
(**) VPN: Valor preditivo negativo
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DIAGNOSTIC ACCURACY OF THE PROTEIN/CREATININE RATIO IN URINE
SAMPLES TO ESTIMATE 24-HOUR PROTEINURIA IN PATIENTS WITH
PRIMARY GLOMERULOPATHIES: A LONGITUDINAL STUDY

ABSTRACT

Introduction: Protein/creatinine ratio (P/C) in urine samples has been used for
the clinical management of patients with glomerular diseases, but no study has
evaluated yet the longitudinal performance of this method in correlation 24-hour
proteinuria (P24). The aim of this study is to perform a prospective evaluation of the
accuracy of P/C ratio to determine critical levels of proteinuria in patients with
glomerulopathies.

Patients and methods: This is a longitudinal study of 41 adult patients with
primary glomerulopathies treated with immunosuppressive drugs or angiotensin-
converting enzyme inhibitors in a six-month follow up. The correlation between 24-
hour proteinuria and the P/C ratio in urine samples and the level of agreement
between the two tests were analyzed using the Bland and Altman method. ANOVA
for repeated measures was employed to evaluate the differences between the means
of the two tests in the six month period. Diagnostic accuracy of the P/C ratio was
evaluated by analyzing its sensitivity and specificity.

Results: There was a significant correlation between 24-hour proteinuria and
the P/C ratio during the six month period, and the r values were 0.90; 0.92; 0.89;
0.91; 0.93 and 0.94, respectively (p<0.001 in all period). The mean differences
between 24-hour proteinuria and the P/C ratio from the first to the sixth month were
1.88; 1.22; 1.07; 0.65; 0.34 0.57 (p<0.01). Consequently, the agreement between the
two methods was greater during the last three months of observation, when the
proteinuria was in lower levels. P/C ratio presented a sensitivity of 100% and a
specificity of 95% to diagnose pathological proteinuria. A P/C value of 3.0 showed
90% sensitivity and 93% specificity to diagnose nephrotic proteinuria.

Conclusion: There was an excellent correlation and agreement between the
P/C ratio and 24-hour proteinuria with reproducible values throughout the follow up
period. Therefore, this longitudinal analysis corroborates the findings of previous
cross-sectional studies, supporting the use of P/C ratio in the clinical management of
patients with glomerular disease.

Key words: protein/creatinine ratio, 24-hour proteinuria, nephrotic proteinuria,
primary glomerulopathies.
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INTRODUCTION

Proteinuria is an early sensitive marker of renal damage, and it is the most
important test for both the initial evaluation and follow-up of patients with
glomerulopathies. Dipstick tests are not clinically useful, since they present low
specificity and sensitivity for detection and quantification of proteinuria (1). Moreover,
measurement of protein in 24-hour urine is not convenient and is subject to collection
errors, which may range from 12% to 35% in previous series (2-4). Since 1983,
several studies have used the protein/creatinine ratio (P/C) in urine samples in
different clinical settings to estimate 24-hour proteinuria (P24), with a good
correlation and agreement of these two methods (4-18). However, these studies are
cross-sectional and did not adress the critical issue of P/C ratio accuracy compared
with P24 in individual patients prospectively. Ruggenenti et al. (19) correlated the P/C
ratio and P24 only in baseline urine measurements of non-diabetic nephropathies,
but these authors evaluated only the P/C ratio in the longitudinal study.

In patients with glomerulopathies with or without nephrotic syndrome, repeated
measures of proteinuria are needed to evaluate the effects of therapeutic
interventions and to determine the outcome of the glomerular disease, in order to
achieve an appropriate clinical management. Furthermore, in these patients, it is
necessary to define a precise level of proteinuria to identify a total or partial
response, or resistance to treatment.

The purpose of this study is to evaluate P/C ratio and P24, concurrently and
sequentially, in order to validate the clinical usefulness of the P/C ratio compared
with 24-hour proteinuria, in patients with primary glomerulopathies under therapeutic
intervention with immunosuppressants or angiotensin-converting enzyme inhibitors
(ACEI).
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PATIENTS AND METHODS

Study design: This is a longitudinal study in patients with primary
glomerulopathies followed over a six-month period.

Patients: During a 18-month period, patients with primary glomerulopathies
followed at the outpatient clinic in Hospital de Clinicas de Porto Alegre were included
in the study, according to the following criteria: over 14 years of age, creatinine
clearance = 15ml/min/1.73m?, absence of severe cardiac disease, absence of urinary
tract infection, no drugs that interfere in urinary creatinine excretion, and absence of
pregnancy. Forty-five patients were initially selected, but 4 were excluded because
they did not fulfill the inclusion criteria. Clinical characteristics of these 41 remaining
patients were: 26 patients with nephrotic syndrome (P24 23.5g/1.73m?) treated with
immunosuppressants (20 with segmental and focal glomerulosclerosis (FSGS) and 6
with idiopathic membranous nephropathy (GIMN); and 15 patients with non-nephrotic
proteinuria (P24 <3.59/1.73m?) using ACEI, other anti-hypertensives and statins as
needed. Endogenous creatinine clearance was measured by the standard formula
with collected 24-hour urine. Both creatinine clearance and 24-hour proteinuria were
corrected for body surface area of 1.73 m2 Patients with blood pressure =
140/90mmHg were considered hypertensive (20).

Treatment protocol: In patients with FSGS, prednisone was used initially at a
dose of 1mg/kg/day, for up to 4-6 months; in patients who had frequent relapses and
in those who were steroid-dependent, cyclophosphamide was included at a dose of
1.5-2,5kg/day; in the steroid-resistant group, cyclosporine was introduced at a dose
of 4mg/kg/day. In patients with GIMN, the Italian protocol was initially used for six
months, followed by cyclosporine in non-responsive cases (4mg/kg/day) (21).

All patients were informed about the study purposes and gave their written
consent. The present study was approved by the Committee of Ethics in Research at
Hospital de Clinicas de Porto Alegre, accredited by the National Committee of Ethics
in Research, connected to the Ministry of Health and to the Office for Human
Research Protection — OHRP) — USDHHS - of the United States of America as the
Institutional Review Board-IRB 00000921).

Urine samples: Patients were instructed to collect urine during 24 hours

observing total collection time, followed by a blood sample and another urine sample
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wich were collected separately. P/C ratio was calculated dividing urinary protein by
urinary creatinine, both in mg/dL. Twenty-four hours proteinuria was measured in
grams and adjusted for a body surface area of 1.73 m2. The specimen was rejected
as probably incomplete if creatinine excretion in 24-hour (mg/kg) was below the
minimum limits for age and sex, as follows: age under or equal to 50 (males < 18.5
and females < 16.5) and age above 50 (males < 15.7 and females < 11.8).

Laboratory methods: Serum creatinine and urinary creatinine (mg/dl)
concentrations were determined using the modified Jaffé method, in an automated
ADVIA 1650/Mega Bayer® apparatus. The urinary protein concentration was
determined using the colorimetric method with pyrogalol red using an automated
ADVIA 1650/Cobas Mira Plus® apparatus. Coefficients of variation (CV) for serum
creatinine, urinary creatinine and urinary protein were 3.23%, 3.77% and 4.08%,
respectively.

Statistical analysis: Descriptive statistics are presented as percentages for
qualitative data and as mean = SD for quantitative data. The correlation between 24-
hour proteinuria and the P/C ratio during each period was analyzed by the Pearson
coefficient. Agreement (Cl 95%) between P24 and the P/C ratio during the six
evaluation periods was measured by the Bland and Altman method (22, 23). Analysis
of variance (ANOVA) for repeated measures (GLM) was employed to evaluate the
mean differences (Cl 95%) between P24 and P/C ratio measured in six time points.
Accuracy of the P/C ratio for the diagnosis of pathological non-nephrotic and
nephritic range proteinuria was calculated by sensitivity and specificity analisys. p
values < 0.05 were considered statistically significant. Data were processed and

analyzed in SPSS for Windows software, version 12.0.

RESULTS

Twenty-six patients with primary nephrotic syndrome under immunosuppressive
therapy and 15 patients with non-nephrotic proteinuria treated with ACEI and other
drugs were included. Two hundred and forty-six urine samples were used for
analysis, being six samples per patient.

Table 1 shows demographic and laboratory characteristics of the patients.
Mean +SD of P24 and the P/C ratio were 6.7g + 5.2g and 4.8 + 3.1, respectively. All
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patients had a creatinine clearance = 30ml/min (K-DOQI stages | to Ill). In Table 2
initial values of P24 and P/C ratio are presented according to the presence of
nephrotic syndrome or non-nephrotic proteinuria. In patients with nephrotic
syndrome, 24-hour proteinuria was 9.5g + 4.7g and P/C ratio was 6.7 £ 2.3. In
patients with non-nephrotic proteinuria, values of P24 and P/C ratio were 1.9g + 0.7g
and 1.6 = 0.9, respectively. Minimum and maximum values for P24 and P/C ratio in
both groups are also shown (Table 2).

Figure 1 presents the meantSD of 24-hour proteinuria and P/C ratio in the six
collection periods. A reduction in 24-hour proteinuria levels and P/C ratio over the six
months is expected in patients treated with immunosuppression or ACEI.

There was a significant correlation between P24 and P/C ratio, with the
following r values for the six periods analyzed: 0.90; 0.92; 0.89; 0.91; 0.93 and 0.94,
respectively (p<0.001, for all correlations).

In Table 3 and Figure 2 the means and limits of agreement (Cl 95%) of the
differences between P24 and P/C ratio during all periods (Bland and Altman method)
are presented. During the first three months of the observation, when urinary protein
excretion was very high, the agreement between the two methods was poor;
however, a good agreement was found in lower levels of proteinuria. When analysis
was performed by Bland and Altman method, with statistical analysis by ANOVA for
repeated measures (GLM), statistical significance was found in the limits of
agreement of the two methods (Cl 95%) (p=0.01).

Table 4 shows the accuracy of P/C ratio (sensitivity and specificity) for the
diagnosis of critical levels of proteinuria in patients with primary glomerulopathy, with

24-hour proteinuria as the reference standard.

DISCUSSION

In clinical practice, a morning urine sample can be used to detect and monitor
urinary protein excretion. Although the albumin/creatinine ratio in urine samples is
more reliable, limitations due to cost and technical difficulties make its routine use
impractical. P/C ratio is an acceptable alternative, especially to monitor protein

excretion in conditions where repeated measurements are mandatory for a
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successful clinical management. The recommendations for its use were published in
the NKF K/DOQI: guideline 5 (24).

The main limitations of P/C ratio, such as age, sex, muscle mass and level of
renal function, must be taken into account when following patients with
nephropathies. It is well known that P/C ratio underestimates proteinuria in men and
overestimates its values in women, in the elderly, and in individuals with tiny muscle
mass. The level of renal function has been considered another important issue that
can influence interpretation of P/C ratio. However, Morales et al (18) in a recent study
demonstrated that this variable does not interfere significantly in the results.

In the present study and in other publications (7,9,18), it was found that the
higher the level of proteinuria, the smaller the correlation and agreement between
24-hour proteinuria and P/C ratio. Patients with nephrotic syndrome generally
present lower P/C values that do not correlate with P24. When treating patients with
glomerulopathies, with or without nephrotic syndrome, the clinical goal is to normalize
or at least to reduce proteinuria. Therefore, in clinical practice the absolute level of
proteinuria in individual measurements is less important than its modification and
reproducibility over time as a result of therapeutic interventions. In this context,
assuming that reproducibility of the P/C ratio since initial diagnosis is adequate, it can
be said that significant reduction in the P/C ratio means reduction in protein
excretion, even if absolute values cannot be estimated with optimal accuracy (24).

For patients with nephrotic syndrome under immunosuppressive protocols, the
decision to change, maintain or withdraw the drug regimen depends on critical levels
of proteinuria. In this study, the following values of 24-hour proteinuria were
categorized as pathologic = 0.2g, nephrotic = 3.5g, and non-nephrotic > 0.2g and <
3.5g. For detection of these levels of proteinuria, the P/C ratio presented a high
sensitivity, specificity and positive predictive value. As the positive predictive value is
a measure of accuracy that depends on the prevalence of the condiction, we can
estimate that it must be very high in the context of proteinuria. Two previous studies
(4, 6) used values of the P/C ratio < 0.2 and = 3.5 in patients with various
nephropathies and stable renal function for the diagnosis of pathologic proteinuria
(P24 =z 0.2g) and nephritic range proteinuria (P24 = 3.5g), respectively. In a study
with pregnant women, Ramos et al (10) reported that the best cut off to define normal
protein excretion (< 0.3g) was a P/C ratio of 0.5. Two other recent studies (5,18) with

a large number of patients also adopted a value = 0.2g in the definition of pathologic
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proteinuria, and = 3.5g for nephrotic range proteinuria. Chitalia et al (5) described P/C
values of 0.26 and 3.2 as the best cut off points to establish critical levels of
proteinuria.

Morales et al (18) reported in patients with primary glomerular diseases a
sensitivity of 93% and a specificity of 100% for P/C values equal or greater than 0.3,
in relation to 24-hour proteinuria as the reference standard. In this study, the best cut
off to define nephrotic range proteinuria was 3.0 (90% sensitivity and 97%
specificity). Using the likelihood ratio (LR) to evaluate the accuracy of the P/C ratio in
higher levels of proteinuria, values below 2.5 exclude the possibility of nephrotic
range proteinuria (LR = 0.0), while values higher than 3.5 confirm this condition (LR =
53.39). For P/C values from 2.51 to 3.5, LR ranged between 1.74 and 4.64,
suggesting that interpretation of P/C ratio should be based on clinical data, such as
weight, gender, race and body surface area for individual patients (data not
published).

To our knowledge, this is the first longitudinal study comparing 24-hour
proteinuria and P/C ratio in patients with primary glomerulopathies. In summary, an
excellent agreement was found between the two methods, with reproducible values
during the follow-up period. Therefore, this longitudinal analysis corroborates the
findings of previous cross-sectional studies, supporting the use of P/C ratio in the
clinical setting by its simplicity and low cost. Most important, P/C ratio reflects, with
high accuracy, the changes in proteinuria over time in patients with primary

glomerular diseases under treatment.
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Table 1. Demographic and laboratory data at presentation

Variables Values
Male, n (%) 25 (61%)
Age (years) 38 +17
Hypertension, n (%) 9 (22%)
24-hour proteinuria, (g) 6.7+5.3
P/C ratio 4.8 +3.1
Serum creatinine, (mg/dL) 14+0.7
Creatinine clearance, (mL/min) 77.8 £ 36.2

Data are presented as numbers (percentage) or mean + SD.
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Table 2. Initial values of 24-hour proteinuria and of P/C ratio

Proteinuria levels

Nephrotic Non-nephrotic
(n = 26) (n =15)
24-hour proteinuria, (g) 9.50+4.70 1.90 £ 0.70
Limits 3.60 — 27.30 0.30-3.10
P/C ratio 6.70 £ 2.30 1.60 + 0.80
Limits 3.20-6.70 0.36 — 2.90

The data are presented as mean + SD.
Minimum and maximum values.



Table 3. Difference between 24-hour proteinuria and P/C ratio with 95% Cl in
the six months of observation

Limits of agreement (*)

Month P24 - P/C ratio Cl1 95%
1 1.88 -3.70to 7.46
2 1.22 -4.10 10 6.50
3 1.07 -4.33 10 6.47
4 0.65 - 3.00 to 4.31
5 0.34 -2.7210 3.40
6 0.57 -2.07 to 3.21

(*) Bland-Altman Method (22,23).



Table 4. Accuracy of P/C ratio in the diagnosis of pathologic proteinuria
and nephrotic range proteinuria

P24 2 0.2g P24 > 3.5¢

P/C levels — 020 025 0,30 2.5 3.0 3.5
Sensitivity (%) 982  97.4  96.0 988 953 906
Specificity (%)  73.7 947 947 89.4 957 994
PPV* (%) 97.8 995 995 832 920 987
NPV** (%) 778 750  66.7 99.3 975 952

P24: g/1.73m?

P/C : mg/dL / mg/dL

(*) PPV: Positive predictive value
(**) NPV: Negative predictive value
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Figure 1. Mean *SD of 24-hour proteinuria and P/C ratio measurements in the
six time points of observation.
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95% confidence intervals for limits
of agreement between P24 — P/C ratio

Figure 2.
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Bland and Altman representation of the limits of agreement between
P24 - P/C ratio difference with 95% CI during the six time points of
collection.



