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RESUMO

A Hemoglobina Alc (HbAlc) é um parametro laboratorial amplamente
usado na monitorizacéo da diabetes mellitus e, agora com a nova
recomendacao da American Diabetes Association (ADA), no
diagnodstico. Os métodos utilizados na sua determinacdo devem ser
certificados pelo National Glycohemoglobin Standardization Program
(NGSP), rastre&veis ao Diabetes Control and Complications Trial
(DCCT) e calibrados de acordo com a padronizacao da International
Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine (IFCC). No
entanto, é necessario que os profissionais do laboratério sejam
capazes de garantir que o método utilizado possui preciséo e
exactiddo, com a qualidade necessaria para fornecer resultados de
forma a satisfazer as necessidades clinicas. Tendo em conta os
requisitos exigidos na norma NP EN ISO 15189 para acreditacédo dos
laboratorios clinicos, torna-se ainda necesséario, através da validacao
do método, avaliar as caracteristicas analiticas para verificar que os
parametros de qualidade exigidos para essas caracteristicas sao
atingidos. O objectivo deste trabalho, prévio a implementacao de um
método de imunoensaio na rotina laboratorial, consistiu na avaliacdo do
desempenho do método de imunoensaio em comparagdo com o
método de HPLC, j& existente no laboratodrio. A avaliagdo do método
baseou-se nos critérios exigidos pelo Clinical Laboratory Improvement
Amendments (CLIA), para métodos de complexidade moderada, e
aplicacao dos resultados obtidos a ferramenta 6-sigma, para o0s
critérios de qualidade estabelecidos pelo College of American
Pathologists (CAP), NGSP e uso clinico esperado para 2011. Conclui-
se que o método de imunoensaio satisfaz o requisito de qualidade para
certificacdo pelo NGSP, mas apresenta um desempenho inaceitavel
em relacdo ao critério estabelecido pelo CAP e clinico, ndo sendo
vidvel a sua implementacédo na rotina laboratorial.
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ABSTRACT

The hemoglobin Alc (HbAlc) is a laboratory parameter widely used in
monitoring of diabetes mellitus and, with the new American Diabetes
Association (ADA) recommendation, in the diagnosis. The methods
used in this assay must be certified by the National Glycohemoglobin
Standardization Program (NGSP), traceable to the Diabetes Control
and Complications Trial (DCCT) and calibrated according to the
International Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine
(IFCC) standardization. However, it is necessary that laboratory staff is
able to ensure that the method has precision and accuracy to deliver
results to meet clinical standards. Taking into account the requirements
demanded in the standard NP EN ISO 15189 for accreditation of clinical
laboratories, it is also necessary, through method validation, evaluate
the analytical characteristics to verify that the quality parameters
required for these characteristics are achieved. The aim of this work,
prior to the implementation of an immunoassay method in the laboratory
routine, was to assess the performance of the method compared with
HPLC method, existing in the laboratory. The method evaluation was
based on Clinical Laboratory Improvement Amendments (CLIA)
settings, to moderate complexity methods, and the obtained results
application with the 6-sigma tools for quality criteria established by the
College of American Pathologists (CAP), NGSP and clinical use
expected for 2011. It is concluded that the immunoassay method meets
the quality requirement for certification by NGSP, but shows an
unacceptable performance in relation to criteria established by the CAP
and clinical, not being feasible its implementation for routine monitoring.

Janeiro de 2012
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Capitulo | = Introducéo

O termo diabetes mellitus descreve uma desordem metabdlica de etiologia

multipla, caracterizada por uma hiperglicemia crénica, com distarbios no

metabolismo dos hidratos de carbono, lipidos e proteinas, resultantes de

deficiéncias na secrecéo e/ ou ac¢ao da insulina (OMS, 1999).

Neste ambito, existem quatro tipos de diabetes de acordo com a Organizacéo
Mundial de Saude (OMS, 1999):

Diabetes mellitus insulino-dependente ou tipo | é caracterizada pela
presenca de anticorpos Glutamic acid decarboxylase (anti-GAD),
anticorpos contra as células dos ilhéus ou contra insulina e que identificam
0 processo auto-imune, que conduz a destruigdo das células  pelo que se
denomina por diabetes tipo | auto-imune. Em alguns casos nao é possivel
demonstrar a existéncia do processo imunoldgico, passando a ser
denominada por diabetes tipo | idiopatica. A diabetes tipo | corresponde a

5-10% de todos os casos de diabetes e €, em regra mais comum na

infancia e adolescéncia;

Diabetes néo insulino - dependente ou tipo Il € a forma mais comum e é
caracterizada por distirbios na accdo e secrecdo da insulina, podendo
gualquer uma delas ser predominante. Corresponde a 90% de todos o0s
casos de diabetes e esta muitas vezes associada a obesidade
principalmente abdominal, a hipertensdo arterial e dislipidemia. E
clinicamente silenciosa e, na maioria dos casos, é diagnosticada por

exames de rotina;

Diabetes gestacional refere-se a intolerancia aos hidratos de carbono, que
resulta em hiperglicemia de gravidade variavel e tem inicio ou é

reconhecida durante a gravidez;



e Outros tipos especificos de diabetes correspondem a situacfes em que a
diabetes € consequéncia de um processo etiopatogénico, identificado
como: defeitos genéticos das células 3, defeitos genéticos na acgao da
insulina, doencas do péancreas exdcrino, endocrinopatias diversas,

diabetes induzida por quimicos ou farmacos.

E uma doenca que tem graves complicacdes a nivel cardiovascular e renal
podendo levar a amputacdes dos membros ou a cegueira e é a quarta causa de
morte na maior parte dos paises desenvolvidos. Segundo a Federagéo
Internacional da Diabetes (FID), existiam em 2007 cerca de 246 milhdes de
pessoas com diabetes, prevendo cerca de 380 milhdes para 2025 (www.idf.org,
2011).

De acordo com os dados apresentados no relatério de 2010 do Observatério
Nacional da Diabetes, em Portugal existem 983 mil individuos com diabetes, dos
quais 44% néo estado diagnosticados, sendo a taxa de prevaléncia de 12,3%. Em
2009 foram detectados 571 novos casos de diabetes por cada 100000 habitantes.
O custo total da diabetes em 2009 € de 1500 milhdes de euros, o que representa
0,9% do Produto Interno Bruto (PIB) portugués e 9% da Despesa em Saude no
mesmo ano.

Os numeros sado preocupantes e alertam para a enorme importancia da
prevencdo e diagnostico precoce da diabetes, do controlo rigoroso da doenca e
da educacéao terapéutica, como forma de reducdo do impacto das complicacdes
nas pessoas com diabetes, levando a uma melhoria da qualidade de vida,
mantendo a sustentabilidade do Servico Nacional de Saude (SNS) (Pina CB,
2010).

O diagnéstico precoce da doenca € essencial, visto que evidéncias
epidemioldgicas revelam gue a diabetes tipo Il e as complicacdes associadas a
doenca aparecem cerca de 4 a 7 anos antes do diagnéstico clinico (Sacks DB et
al, 2011). Durante décadas, o diagnéstico da diabetes mellitus assentou
exclusivamente em valores de glicemia em jejum, ao acaso ou apés a prova de
tolerancia a glicose oral (PTGO) com 100 gramas e posteriormente 75 gramas de

glicose.



A partir de 2010, a American Diabetes Association (ADA) recomenda a
determinacdo da Hemoglobina Alc (HbAlc) para o diagnostico da diabetes.
Neste mesmo ano, foram estabelecidos novos critérios de diagndstico da diabetes
gestacional, pela Internacional Association of Diabetes in Pregnancy Study
Groups (IADSPG) (Saraiva J. et al., 2010).

A HbAl1c é amplamente usada na monitorizagdo dos doentes diabéticos, porque,
reflecte os niveis de glicose plasmatica dos ultimos 2 a 3 meses e estudos
importantes realizados pelo Diabetes Control and Complications Trial (DCCT)
(Fig.1), em 1993, e pelo United Kingdom Prospective Diabetes Study (UKPDS),
em 1998, demonstraram a relagéo entre o controlo da glicemia e as complicagbes

dos diabéticos, baseando-se na determinacdo da HbAlc (Henriches, 2009).
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Figura 1: Valores de HbAlc e o risco relativo de complicacdes microvasculares (DCCT).
(Adaptado de Neto et al., 2009)

A HbAlc passa a ser uma ferramenta imprescindivel no diagndstico e
monitorizacdo da diabetes mellitus, de forma a prevenir complica¢des cronicas da

doenca e prolongar a qualidade de vida dos doentes.



1.1 Importancia da Determinagcdo da HbAlc para o Diagnostico e
Monitorizacdo da Diabetes Mellitus

A determinacdo da HbAlc apresenta varias vantagens em relacdo a glicemia em
jejum: melhor indice de exposicdo glicémica; correlacdo semelhante em relagcéo
ao risco de complicacbes cronicas; menor variabilidade biologica; menor
instabilidade pré-analitica; padronizacdo semelhante ou superior; Gtil na
monitorizagdo cronica da eficacia do tratamento; maior conveniéncia dado que
nao € necessario jejum.

No entanto, também apresenta desvantagens, como: custo superior; menor
disponibilidade em algumas partes do mundo; correlacdo incompleta, em alguns
individuos, entre a HbAlc e a glicemia média (Saraiva J. et al., 2010).

Assim, a HbAlc passou a ser cada vez mais utilizada pela comunidade médica na
monitorizacdo e, agora com a nova recomendacdo da ADA, no diagnéstico da
doenca, o valor da HbAlc estabelecido para o diagndstico é superior ou igual a
6,5% baseado na relacdo com a prevaléncia de retinopatia, tal como os valores
estabelecidos para a glicemia em jejum e PTGO (ADA, 2010).

Perante esta nova recomendacédo, a Direccdo Geral de Saude emitiu a Circular
Normativa 002/2011, a 14/01/2011, em que define os critérios para o diagndstico
da diabetes com base nos seguintes parametros e valores:

Glicemia de jejum = 126 mg/dl (ou = 7,0 mmol/l); ou

Sintomas classicos + glicemia ocasional = 200 mg/dl (ou = 11,1 mmol/l); ou

e Glicemia =2 200 mg/dl (ou = 11,1 mmol/l) as 2 horas, na prova de tolerancia
a glicose oral (PTGO) com 759 de glicose; ou

e HbA1c 26,5%.

Refere ainda que é aconselhavel usar um s6 parametro para o diagnostico da
diabetes. Mas, se houver a determinagdo simultanea da glicemia em jejum e da
HbAlc e se ambas forem valores de diagndstico, este fica confirmado, mas, se
um valor for discordante, o parametro anormal deve ser repetido, passadas duas

semanas.



Esta circular também define os parametros para o diagndstico da hiperglicemia
intermédia ou identificacdo de categorias de risco aumentado para a diabetes,

com base nos seguintes valores:

e Anomalia da Glicemia de Jejum (AGJ): glicemia de jejum = 110 e <126
mg/dl (ou = 6,1 e <7,0 mmol/l);

e Tolerancia Diminuida a Glicose (TDG): glicemia as 2 horas na PTGO = 140
e <200 mg/dl (ou = 7,8 e <11,1 mmol/l).

A hiperglicemia intermédia € um estado em que os individuos apresentam niveis
de glicose no sangue superiores ao normal, mas ndo sdo suficientemente
elevados para serem classificados como diabetes (Sociedade Portuguesa de
Diabetologia, 2011).

Para esta condicdo, a ADA define o intervalo de HbAlc de 5,7-6,4% como
categoria de risco aumentado para desenvolver diabetes. Os individuos que
apresentarem valores dentro deste intervalo devem ser informados do risco
aumentado de virem a desenvolver diabetes e doenca cardiovascular, e
aconselhados acerca de estratégias de prevencéao efectivas (ADA, 2010).

O diagndstico da diabetes gestacional, segundo a Circular Normativa 007/2011
envolve duas fases distintas: a determinacdo da glicemia em jejum apds a
primeira consulta de vigilancia pré-natal, e a realizacdo da PTGO entre as 24 e 28
semanas de gestacao. O diagnéstico € feito com base nos seguintes valores de

glicemia plasmética em jejum:

e <92 mg/dl (5.1 mmol/l) — valor normal, mas implica a realizagéo, entre as
24-28 semanas de gestacéo, de PTGO com sobrecarga de 75g de glicose;

e 292 mg/dl (5.1 mmol/l) <126 mg/dl (7mmol/l) — diagnostico de diabetes
gestacional ndo sendo necessario a realizacdo da PTGO,;

e 2126 mg/dl (7 mmol/l), ou >200 mg/dl (11.1 mmol/l) no doseamento da
glicose ocasional, ou HbA1c 26.5% - indica a existéncia de uma diabetes

provavelmente anterior a gravidez.



A mesma circular refere que a determinagdo da HbAlc ndo devera ser incluida
entre 0s exames que se realizam na vigilancia da gravidez de baixo risco. Mas
caso exista um valor de HbAlc superior ou igual a 6,5%, deve ser interpretado
como critério de diagndstico de provavel diabetes prévia.

Relativamente as mulheres diabéticas férteis em idade de concepc¢éo, devem ter
um valor de HbAlc inferior a 6,5%, ou inferior a 7,0% se sob insulinoterapia,
desencorajando activamente as mulheres com valores de HbAlc superior a 8%
de engravidarem enquanto o valor ndo diminuir (Brito CP, 2010). E recomendado
que, durante a gravidez, estas pacientes tenham um valor de HbA1c inferior a 6%.
O controlo rigoroso dos valores de HbAlc durante a gravidez diminui o risco de
malformacdes congénitas e complicacbes pds-parto (Sacks DB et al., 2011).

Na monitorizacdo dos doentes diabéticos, a ADA recomenda um valor alvo de
HbAlc inferior a 7% para adultos ndo gestantes, e valores mais altos para
criangas e adolescentes. As metas de HbAlc devem ser individualizadas de
acordo com o beneficio a longo prazo nas complicacdes tardias da doenca, em
relacdo ao risco aumentado de hipoglicemia devido a terapia intensiva. A ADA
sugere ainda que a frequéncia na determinacdo da HbAlc deve depender da
situacao clinica, do regime de tratamento utilizado ou da decisdo do médico. Na
opinido de outros especialistas, a determinacdo da HbAlc deve ser realizada
duas vezes por ano em pacientes com valores estaveis que cumprem a meta
estabelecida para o tratamento, e trimestralmente em pacientes em que a terapia
foi alterada, ou que néo estédo de acordo com o objectivo definido (Sacks DB et al.,
2011).

A interpretacdo adequada dos resultados da HbAlc exige que os prestadores dos
cuidados de saude compreendam a relacdo entre os valores de HbAlc e a
concentracdo da glicose média no sangue, a cinética da HbAlc, as limitacbes do
ensaio utilizado e os factores que podem interferir no seu doseamento (Goldstein
DE et al., 2004).



1.2 Caracteristicas da HbAlc e Principais Métodos na sua Determinacao

1.2.1 Biossintese da Molécula HbA1lc

A HbAlc é um componente menor da hemoglobina: esta é uma proteina
constituida por um complexo de quatro cadeias polipeptidicas (globulinas), cada
uma contendo um grupo heme que confere & molécula a sua cor. No centro da
molécula heme existe um atomo de ferro Il (Fe2+).

Cerca de 96% da hemoglobina de um adulto normal é HbA, constituida por duas
cadeias a e duas cadeias B3, 2,5% € HbA; (a, 5,) e 0,5% € HbF (azy,). A sintese
destas hemoglobinas é controlada geneticamente, em que as cadeias a, B, O, vy
séo codificadas por genes diferentes (Henriches, 2009).

Por sua vez, a HbA é constituida maioritariamente por HbAO e s6 6% é HbAL,
sendo esta subdividida em 4 frac¢des: HbAlal,HbAla2, HbAlb e HbAlc A
HbAlc é formada nos glébulos vermelhos por um processo de glicacdo, que
envolve uma ligacdo ndo enzimatica, irreversivel da glicose com o aminoacido
valina N-terminal da cadeia g da HbA (Bem AF, 2006).

As outras fraccdes da HbA1 originam-se através da ligacdo do aminodacido valina
N-terminal da cadeia B com outros carbohidratos: HbAlal (frutose 1,6 fosfato);
HbAla2 (frutose 6 fosfato); HbAlb (acido piravico) (Bem AF, 2006).

No entanto, a molécula de hemoglobina pode sofrer uma mutacdo de um dos
aminoacidos da cadeia B e formar as chamadas hemoglobinas variantes. As mais
frequentes sdo a HbS, HbE, HbC e HbD e todas elas possuem apenas um
aminoacido diferente na cadeia B (Little R.R. et al., 2009).

Deste modo, a HbS substitui o0 aminoacido valina por acido glutdmico, na posicéo
6 da cadeia B, a HbC substitui o aminoacido valina por lisina, na mesma posicao
da HbS, a HbE substitui o acido glutamico por lisina, na posicdo 26, e a HbD
substitui a glutamina por acido glutdmico, na posig¢édo 121 da cadeia B (Little R.R.
et al., 2009).

O processo de glicagdo consiste na ligacdo do grupo aldeido da glicose com o
grupo aminoacido livre da hemoglobina, formando a base de Schiff's, também

denominada de aldimina, uma forma labil e reversivel, que, para alguns métodos



de determinacdo da HbAlc pode ser uma fonte de interferéncia. Esta molécula
pode dissociar-se ou formar uma cetoamina, composto irreversivel denominado
de rearranjo Amadori ou HbAlc (Fig.2).

A extensao da formacédo da HbAlc vai depender da concentracdo de glicose no
plasma, da temperatura, pH, concentracbes de ides e duragcdo da exposicao.
Alguns destes factores podem ser considerados estaveis em meio fisiolégico
(Henriches, 2009).

Este processo ocorre, aproximadamente, em mais dez locais da molécula da
hemoglobina, para formar outras glicohemoglobinas além da HbAlc, que
corresponde a 60% de todas glicohemoglobinas (Bem AF, 2006).

2 (4] OH
) W )
(Proteina) + C—C—R {Raicary)
A
H H
OH
[
—N=CH—CH—R (Base de Schiff)

—MH —CH;~G—R (Produta de Amadori)

{

Produtos Finais de Glicagio Avangada (AGEs)

Figura 2: Processo de glicagdo ndo enzimética das proteinas.
(Adaptado de Lapolla et al., 2004)

Os produtos Amadori formados possuem grupos carbonilos reactivos, que se
condensam com grupos aminas primarios e dao origem aos produtos de glicacao
avancada (AGEs). Os AGEs sdo os principais causadores das complicacfes
diabéticas, porque sdo capazes de modificar irreversivelmente as propriedades
guimicas e funcionais das mais diversas estruturas bioldgicas (Barbosa JHP et al.,
2008).



1.2.2 Método para determinacédo da HbAlc

Existem diferentes principios analiticos para a determinacdo da HbAlc e,
consequentemente, existe um grande namero de métodos e ensaios disponiveis
no mercado.

Os métodos sdo baseados nas caracteristicas fisicas, quimicas ou imunoldgicas
da molécula da HbAlc. Os métodos mais comuns sdo: cromatografia por troca
i6nica; cromatografia de afinidade utilizando acido boronico, imunoensaios e

enzimaticos (Henrichs, 2009).

1.2.2.1 Cromatografia de Troca Iénica

Estes métodos baseiam-se na separacdo da hemoglobina glicada da
hemoglobina ndo glicada, através das suas cargas. A hemoglobina ndo glicada
apresenta carga positiva, o que leva a uma maior interaccdo com a coluna de
carga negativa na cromatografia catibnica. Com o fluxo do tampao adequado
sobre a resina, permite eluir a fraccdo glicada (HbAlc), separando-a da né&o
glicada (Fig.3).

Fluxo do Tampao

e e e

Eluigao

Figura 3: Cromatografia de Troca l6nica.

(Adaptado de Carmago and Gross, 2004)



Esta metodologia estd disponivel em minicolunas cromatograficas ou em
sofisticados sistemas denominados de High Performance Liquid Chromatography
(HPLC), os quais podem apresentar-se completamente automatizados.

As minicolunas cromatograficas invadiram os laboratorios clinicos na década de
80, por serem baratas, mas, como eram dependentes da temperatura e pH,
apresentavam problemas de calibracdo e baixa reprodutibilidade, e foram
substituidos por sistemas de HPLC (Camargo JL et al., 2004).

O HPLC apresenta um elevado nivel de desempenho e fundamentalmente
consegue satisfazer os requisitos clinicos, ndo sofrendo interferéncia da base de
Schiff ou da hemoglobina carbamilada, motivos que levaram a que fosse
considerado como Método de Referéncia.

As limitacbes séo: a capacidade (por exemplo, as amostras sdo analisadas uma a
uma e, frequentemente, s6 consegue processar um maximo de cem amostras), e
ser um instrumento autbnomo em que a Unica finalidade é a determinacdo da
HbAlc e outras hemoglobinas quando programado para esse fim (Weykamp C,
2009).

1.2.2.2 Cromatografia de Afinidade

A cromatografia de afinidade utiliza derivados de &cido borénico, por exemplo o
acido m-aminofenilborénico, que esta fixado numa resina. O &cido bordnico reage
com o grupo 1,2 cis-diol da hemoglobina ligada a molécula da glicose, levando a
separacao da fraccdo glicada da néo-glicada, ficando a HbAlc retida na coluna,
enquanto a fraccdo ndo-glicada é eluida pelo fluxo de um tampé&o (Fig.4)
(Camargo JL et al., 2004).
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Figura 4: Cromatografia de Afinidade.

(Adaptado de Carmago and Gross, 2004)

1.2.2.3 Imunoensaio

Os imunoensaios utilizam anticorpos direccionados a fraccdo N-terminal da
hemoglobina glicada. A grande vantagem destes ensaios € poderem ser
facilmente introduzidos na rotina laboratorial porque sdo aplicados a
autoanalisadores bioquimicos, e de nao serem afectados por problemas
relacionados com a carga eléctrica da molécula. Os ensaios disponiveis no
mercado podem utilizar a imunoturbidimetria ou imunoaglutinacdo (Fig.5)
(Camargo JL et al., 2004).

A desvantagem é possuirem uma curva de calibracdo ndo linear, o que requer a
calibracdo em varios pontos da curva, a estabilidade limitada dos reagentes, que
requer calibracdes frequentes e, por fim, o valor da HbAlc depender da relacéo
com o valor da hemoglobina total, que € medido por um principio diferente, sendo
uma fonte de incerteza no resultado.

O grande desafio para os testes imunoquimicos € atingir um coeficiente de
variagcdo (CV) inferior a 2%, valor alcancado pelos melhores equipamentos
utiizando a metodologia de HPLC. Este coeficiente de variacdo torna-se

necessario para um melhor uso clinico dos valores de HbAlc (Weykamp C, 2009).
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Figura 5: Imunoensaio.
(Adaptado de Carmago and Gross, 2004)

1.2.2.4 Método Enziméatico

O método enziméatico utiliza proteases para digerir a hemoglobina, produzindo
frutosil-amino&cido. Pela accdo de uma oxidase, este composto produz peroxido
de hidrogénio, que reage com cromogénios na presenca de peroxidase. A
hemoglobina total é medida espectrofotometricamente e o resultado € dado como
uma relagdo GHb/Hb total (Camargo JL et al., 2004).

O teste de proficiéncia do College of American Pathologists (CAP), de acordo com
os dados obtidos, a partir do National Glycohemoglobin Program Standardization
(NGSP), revela que nos Estados Unidos aproximadamente 60% dos laboratorios
usam testes imunoquimicos, 30% usam HPLCs e menos de 10% usam um
método com base na cromatografia de afinidade.

O programa externo de qualidade europeu, realizado pelo laboratério de
referéncia europeu, mostra que, na Europa, cerca de 60% dos laboratdrios usam
HPLCs, 35% testes imunoquimicos e apenas alguns laboratérios usam
cromatografia de afinidade (Weykamp C, 2009). Em Portugal, de acordo com
Programa Nacional de Avaliagdo Externa da Qualidade (PNAEQ), em 2010, 74%
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dos laboratdrios participantes usavam HPLCs, 22% utilizavam imunoturbidimetria

e, aproximadamente 4% usavam cromatografia de troca ionica.

Na minha opinido, estes dados revelam que a maioria dos laboratérios europeus
utilizam o método de referéncia HPLC, em contrapartida os Estados Unidos
optam por ensaios imunoquimicos, devido a automatizacdo, permitindo uma

diminuicao dos custos e do tempo de resposta dos resultados.

1.2.3 Factores que Interferem na Determinacédo da HbAlc

O laboratorio, ao seleccionar o método para a determinacédo da HbAlc, deve ter
conhecimento dos potenciais interferentes e deve informar os médicos que
requisitam este doseamento, porque a interpretacdo adequada dos resultados do
teste exige uma compreensdo do método de ensaio, incluindo as suas
interferéncias conhecidas (Sacks DB, 2002).

Os principais interferentes que podem afectar os resultados da HbAlc, segundo
Netto AP et al. (2009), sao:

e Hemoglobinas Variantes ou Modificadas

- Pacientes portadores de variantes heterozigéticas da hemoglobina (por exemplo:
hemoglobinas C, S, E, D, F, Graz, Sherwood Forest, Padova) podem levar a
resultados falsamente elevados ou diminuidos, dependendo da metodologia
aplicada. Alguns métodos, baseados na cromatografia por troca idnica, podem
identificar a presenca de alguns tipos de variantes de hemoglobina, enquanto
métodos que utilizam o principio de imunoensaio ndo sdo capazes de detectar a

presenca dessas variantes de hemoglobina;
- Para pacientes portadores de hemoglobinopatias homozigéticas, a determinacao

da HbAl1c néo é aplicavel independentemente do método utilizado pela auséncia

de HbA sendo necessario, nestes casos, a utilizacao de testes alternativos;
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- Presenca de hemoglobina quimicamente modificada, no caso de doentes
urémicos, que produzem um composto denominado de hemoglobina carbamilada
resultante da ligacdo da ureia a hemoglobina. Doentes que tomam quantidades
elevadas de acido acetilsalicilico, que produzem hemoglobina acetilada. Ambas

podem interferir e produzir resultados falsamente elevados.

e Diminuicdo da Sobrevivéncia dos Eritrocitos

- Doencas que provocam reducdo da sobrevivéncia dos eritrocitos ou diminuigéo
do seu periodo de vida (por exemplo: recuperacdo de uma perda de sangue
aguda, anemia hemolitica) levam a uma diminuicdo dos valores de HbAlc

independentemente da metodologia aplicada.

e Qutros Factores

- A presenca de grandes quantidades de vitamina C e E podera levar a resultados

falsamente baixos por inibirem a glicacdo da hemoglobina;

- A anemia por caréncia de ferro, vitamina B12 ou folatos, pode levar a resultados

aumentados;
- Hipertrigliceridemia, hiperbilirrubinemia, uremia, alcoolismo croénico, ingestao

cronica de opiacios podem interferir em alguns métodos, produzindo resultados

falsamente elevados.
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1.3 A Padronizacao da HbAlc

A existéncia de varios métodos para a determinacdo da HbAlc implicava que,
gquando se utilizavam métodos diferentes, os resultados ndo podiam ser
comparados entre si nem com os valores propostos pelos estudos do DCCT e
UKPDS, o que dificultava o uso clinico do teste da HbAlc (Guimarées J, 2006).
Contudo, vérios estudos demonstraram vantagens e viabilidade na padronizacéo
dos ensaios para a determinagcédo da HbAlc, conduzindo a um impacto positivo no
tratamento dos doentes diabéticos. Assim, a American Association for Clinical
Chemistry (AACC) estabeleceu em 1993 uma subcomisséo para a padronizacao
da HbAlc, denominada de NGSP, com o objectivo de desenvolver um plano para
permitir que todos laboratorios clinicos individuais pudessem relacionar o0s
resultados dos seus ensaios com o0s resultados dos estudos efectuados pelo
DCCT, onde foram estabelecidas relagdes com o valor da HbAlc, glicose média e
0s riscos para o desenvolvimento de complica¢cdes cronicas (Little RR et al., 2001).
O NGSP é um programa nacional dos Estados Unidos para a padronizacdo da
HbAlc (Fig.6), composto por um comité gestor, uma rede de laboratorios
certificados, e um laboratorio central de referéncia primario (CPRL), que da apoio
aos trés laboratérios de referéncia primarios (PRLS) e aos sete laboratérios de
referéncia secundarios (SRLS).

O CPRL realiza as determina¢des de HbAlc, por HPLC usando a resina Bio-Rex
70 e seguindo o método protocolar do CPRL, e ajusta a calibracéo inicial pelo
programa de calibracdo baseado no set-point usado pelo DCCT.

Os PRLs e os SRLs vao utilizar o calibrador preparado pelo CPRL para calibrar os
seus aparelhos. Os PRLs utilizam o mesmo método e servem como laboratérios
de apoio ao CPRL, para garantir que este cumpra as necessidades do programa.
Os SRLs utilizam métodos comerciais de alta precisdo, baseados em diferentes
principios, trabalham directamente com os fabricantes, para ajuda-los na
padronizacdo dos seus métodos e no fornecimento de dados de comparacao para

a certificacao de rastreabilidade ao DCCT.
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Figura 6: Processo da Rede NGSP.

(Adaptado http://www.ngsp.org/protocol.asp, 2011)

O processo de certificacdo do NGSP é igual para os fabricantes e laboratorios,
mas, para os laboratérios, existem dois niveis de certificagdo. Para os fabricantes
e laboratorios de nivel 1l obterem a certificacdo, a diferenca dos resultados dos
seus métodos e os resultados do método utilizado pelo SRL ndo devem exceder o
intervalo + 0,75% de HbAlc para um nivel de confianca de 95%. Para os
laboratérios de nivel | o critério € mais exigente e a diferenca entre 0s seus
resultados e o SRL devem estar entre o intervalo de + 0,70% de HbAlc.

Os SRLs sdo monitorizados mensalmente pelo CPRL, e a rede NGSP é
monitorizada, duas vezes por ano, pela rede de laboratérios da International
Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine (IFCC), através de

comparacgdes de amostras.
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A eficacia do programa nacional NGSP, na harmonizacdo dos resultados de
HbAlc, € avaliada pelos testes de proficiéncia realizados pelo CAP duas vezes
por ano. Os dados obtidos permitem avaliar a eficacia do programa de
padronizacdo, através da estimativa do bias (de cada laboratorio, de cada
aparelho, de cada tipo método, incluindo todos os métodos), da comparagédo entre
laboratérios e métodos e através do coeficiente de variacdo de todos os
laboratorios (www.ngsp.org, 2011).

Desde a formacdo do NGSP em 1996, tem-se verificado um aumento do niamero
de métodos e laboratérios certificados. Segundo o site do NGSP, no inicio de
2011, existiam aproximadamente 100 métodos e 100 laboratérios certificados, o
que reflecte a necessidade continua dos laboratérios e fabricantes, em
alcancarem os critérios clinicos (Little RR, 2011a).

Existem mais dois programas nacionais para a padronizacdo da HbAlc, o
programa japonés e O programa sueco, que se iniciaram em 1990. Os trés
programas utilizam aparelhos de HPLC, mas, como todos sao diferentes,
produzem resultados diferentes e, consequentemente, os trés sistemas nacionais
de referéncia tém valores de referéncia diferentes. O método de referéncia NGSP
€ 0 menos especifico dos trés, a seguir € o japonés e, por ultimo, o mais
especifico € o sueco.

Consequentemente, o valor maximo de HbAlc para uma populacdo de nao
diabéticos € maior para o NGSP (6%), intermédia para o Japéao (5,5%) e menor
para a Suécia (5,0%).

Nenhum destes programas reflecte o valor verdadeiro da HbAlc, e as diferencas
dificultam comparacdes internacionais. Para ultrapassar este problema, a IFCC
estabeleceu, em 1995, um grupo de trabalho para a padronizacdo mundial da
HbAlc, para desenvolver um sistema de medicdo de referéncia, dentro do
conceito de rastreabilidade metrologica (Weykamp C, 2009).

Este grupo desenvolveu dois métodos de referéncia, para medir especificamente
a HbAlc, baseando-se na clivagem da hemoglobina em peptideos especificos por
uma enzima proteolitica, posteriormente os peptideos glicados e os nao glicados
sdo separados por HPLC, e quantificados por espectrofotometria de massa ou

electroforese capilar. Os métodos sado calibrados com misturas puras de HbAlc e
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HbAO (material de referéncia priméario). Os valores sdo depois atribuidos ao
material de referéncia secundario, que servira para calibrar os aparelhos dos
fabricantes.

Os laboratérios pertencentes a esta rede participam, duas vezes por ano, em
estudos comparativos para renovar a aprovacao pelo IFCC, de acordo com o0s
critérios estabelecidos pelo programa.

Os resultados fornecidos pela IFCC sdo baseados na precisdo dos métodos. Os
resultados do NGSP, podem ser relacionados com resultados clinicos e objectivos
para o tratamento da diabetes. Os da IFCC sédo consistentemente 1,5 - 2% mais
baixos em toda a gama de valores em relagéo aos do NGSP.

Os resultados do NGSP séo expressos em percentagem, e os do IFCC em mmol
HbAlc / molHb, e para que os resultados sejam comparaveis, foi desenvolvida

uma equagao:

NGSP = (0,09148 X IFCC) + 2,152

E, com esta relagéo os resultados IFCC, também podem ser relacionados com os
resultados clinicamente significativos do DCCT e UKPDS.

A Directiva Europeia 98/79/CE relativa aos dispositivos médicos de diagndéstico in-
vitro de 1998, estipula que todos os produtos vendidos na Europa devem ser
rastredveis ao método de referéncia IFCC (www.ngsp.org, 2010).

Em contrapartida, a ADA recomenda que a determinacdo da HbAlc deve ser
realizada por métodos de ensaio certificados pelo NGSP e rastedveis ao método
de referéncia DCCT (ADA, 2010).

A padronizacdo mundial da HbAlc, segundo a declaracdo consenso, publicada
em 2007 e revista em 2011, recomenda que todos os paises fornecam os
resultados em ambas unidades, isto €, segundo NGSP/DCCT (%) e IFCC
(mmol/mol). Muitos paises ja decidiram mudar para as unidades do sistema
internacional (Sl) IFCC, depois de um periodo intercalar, em que os resultados
sdo expressos nas duas unidades, mas varios paises ainda nao decidiram em

gue unidades vao reportar os seus resultados (Little RR, 2011a).
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Segundo Marshall SM (2010) as principais vantagens da padronizagédo da HbAlc
séo:

e Fornecer um resultado verdadeiro, que é padronizado para um valor

absoluto;

e Os resultados ndo sofrem alteracbes ao longo do tempo em relacdo aos
resultados do DCCT;

e A relacdo entre os valores DCCT permanecera constante ao longo do
tempo;

e A padronizacédo dos relatérios de HbAlc agora é possivel,

e Melhoria da converséo dos resultados da investigacao;

e A possibilidade de utilizar os valores da HbAlc no diagnéstico da diabetes
mellitus;

e O programa de educacgédo vai melhorar o conhecimento da importancia e

interpretacdo da HbAlc.

As desvantagens da padronizacdo com a transicdo das unidades de medida para

mmol/ mol séo as seguintes:

¢ Necessidade de adaptacdo dos instrumentos de medida e computadores;

e Alguns métodos ndo podem ser programados, para fornecerem dois
resultados em % e mmol/mol,

e Diferentes valores podem gerar confusdo, na educacdo e cuidados de

saude, sendo necessarios programas para garantir uma transicdo suave.
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1.4 Qualidade nos resultados da HbAlc

Uma vez que existe rastreabilidade dos resultados da HbAlc, obtidos por
métodos comerciais com o sistema de medicdo de referéncia, é importante agora
definir as metas de qualidade para o desempenho dos métodos.

De acordo com o consenso de Estocolmo em 1999, com a participacdo da OMS,
IFCC, Internacional Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) e
representantes de 27 paises, com 0 objectivo de estabelecer especificacbes
globais da qualidade para laboratérios clinicos, resultou uma hierarquia de

modelos para estabelecer as especificacoes:

1. Impacto do desempenho analitico em fung¢éo do cenéario clinico especifico;
2. Impacto do desempenho analitico em funcdo de um cenario clinico geral
- Especificacdes gerais da qualidade, baseadas na variacao bioldgica,
- Especificacdes gerais da qualidade baseadas em opinides médicas;
3. Directrizes de sociedades cientificas
- Recomendacdes de grupos especialistas nacionais e internacionais,
- Recomendacdes de especialistas ou comités institucionais;
4. Limites de entidades reguladoras, organizadores para a avaliagcado externa
da qualidade
- Especificacbes da qualidade definidas por regulamentos do governo
(Clinical Laboratory Improvement Amendments (CLIA), Rede Brasileira de
Laboratorios Analiticos em Saude (REBLAS)),
- Especificacbes da qualidade definidas por entidades organizadoras de
programas de avaliacao externa da qualidade;
5. Estado da arte
- Dados do Controlo de Qualidade Externo (CQE) ou de testes de aptidao,
- Publicacgdes individuais publicadas sobre metodologias.

Assim, quando disponivel e apropriado para a finalidade prevista, os primeiros
modelos devem ser preferidos aos restantes. O modelo clinico € o mais

importante, porque a interpretacdo médica dos resultados vai determinar a
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qualidade que devemos exigir para um método. O uso clinico pode ser mais
exigente do que as outras metas, mas pode ser menos exigente do que 0s
objectivos biolégicos (Westgard S, 2011a).

Como foi referido anteriormente, os doentes diabéticos devem manter os niveis
de HbAl1c inferiores ou igual a 7% HbAlc, e a ADA recomenda que a
determinacdo da HbAlc deve ser feita duas vezes por ano, para pacientes com
valores estaveis e quatro vezes por ano, em pacientes com alteracdes na terapia.
Do ponto de vista analitico, a diferenca entre duas determinacdes de HbAlc em
amostras biologicas de um mesmo individuo, colhida em dias diferentes pode ser
avaliada pelo coeficiente de variacdo analitico (CVa) do método utilizado, e do
coeficiente de variagcdo biolégico intra-individual (CVi), que podem ser
combinados no valor de referéncia da alteracao (RCV) (Westgard S, 2011b).

O RCV é a diferenga critica entre uma série de resultados de um paciente,
podendo ser considerada significativamente diferente, para um intervalo confianga

de 95%. E calculado pela seguinte férmula:

RCV =2 x 1,96 x \/[(CVa)? + (CVi)?]

Recentemente, concluiu-se que uma diferenca de 0,5% HbAlc para um nivel de
7% provoca alteracBes significativas no controlo dos doentes diabéticos, e essa
alteracdo ndo pode ser consequéncia da imprecisdo do método utilizado, que
deve ter um RCV inferior a 7,1% ([0,5/7,0 ] x100 = 7,1%) (Lenters-Westra E, 2011).
Foi publicado um estudo por Erna Lenters-Westra et al em Abril de 2011, em que
0 objectivo foi avaliar a imprecisdo de multiplos métodos (Bio-Rad,
Arkray/Menarini, Roche, Tosoh e outros) e relacionar com o RCV. Este estudo
avaliou a capacidade dos métodos para detectar uma diferenca critica entre dois
resultados de uma amostra de um paciente, e se esta era igual ou menor ao que
€ considerado uma alteracéo clinicamente significativa nos resultados.

Neste estudo, 41,9% dos laboratérios que usavam imunoensaios, tinham

coeficiente de variacdo analitico superior a 3%, e mais de 22% dos laboratérios
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nao conseguiam distinguir entre um resultado de 7,5% de um resultado anterior
de 7%.

O que significa que, um em cinco laboratorios, utilizando diferentes métodos para
a determinacdo da HbAlc, ndo estdo de acordo com os critérios clinicos. Isto
pode levar a consequéncias na monitorizacdo dos doentes com diabetes, visto
qgue a FID recomenda a iniciagdo da terapia com insulina a partir 7,5% HbAlc, e a
ADA recomenda que a alteracdo da medicdo deve ser iniciada a partir de 7,0%
HbAlc.

Neste estudo, chegou-se a conclusao que os métodos devem ter um coeficiente
de variagdo analitico inferior a 2,4%, para poderem detectar alterac6es de 0,5%
HbAlc. Também, foi demonstrado que o coeficiente de variacdo biol6gico intra-
individual utilizado de 1%, segundo os autores, € 0 mais apropriado, porque um
coeficiente de variacdo biolégico intra-individual de 3,4% (database Ricos et al.,
2010), implicava que o coeficiente de variagdo analitico ndo teria muito impacto
no calculo do RCV, o que significaria que as diferencas entre os resultados de
uma mesma amostra dependeriam mais da variabilidade biolégica do que da
variabilidade analitica, o que seria pouco improvavel (Lenters-Westra et al., 2011).
Consecutivamente, na hierarquia atras mencionada, temos o uso da variabilidade
biologica para estabelecer os limites da variacdo analitica de um método. Desta

forma, o desempenho aceitdvel de um método deve ter um:

e (CVa <0,50 variabilidade biolégica intra-individual (CVi);
e Bias <0,25 [(CVi)? + variabilidade bioldgica inter-individual (CVg)?]*?

Segundo a base de dados de Ric6s et al, os valores para a variabilidade biolégica
da HbAlc séo CVi = 3,4% e CVg = 5,1%, embora outros estudos realizados em
individuos saudaveis, revelem um coeficiente de variacdo intra-individual para a
HbAlc aproximadamente entre 1,8-1,9%, valores mais baixos que os
mencionados anteriormente, verifica-se a necessidade de mais estudos para
fornecerem informagcé@o mais robusta acerca da variabilidade biolégica da HbAlc
(Braga F et al., 2010).
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Seguidamente, temos os requisitos da qualidade para a certificacdo do NGSP e
para o teste de proficiéncia CAP, que foram actualizados este ano. O processo do
NGSP para a certificacdo dos fabricantes e laboratorios fez uma estimativa do
erro total (ET) calculado a partir da média do bias observado entre os resultados
dos participantes e os resultados do método de referéncia, e ainda o desvio
padrao das diferencas das amostras emparelhadas (ET = bias + 1,96 x DPdiff), e
concluiu que o método para ser certificado tem de ter um ET < + 0,75% HbA1c,
isto significa que o erro total admissivel (ETa) € igual a 10,7% para o objectivo de
tratamento de 7% HbAlc.

O erro total admissivel para o teste de proficiéncia do CAP é de 7%, isto €, que
para uma concentracdo de 7% HbAlc da 0,49% HbAlc, sendo um critério mais
exigente do que o critério para a certificacéo (Little RR et al., 2011a).

Existem duas situacdes que devem ser consideradas: a primeira envolve
determinacdes consecutivas para avaliar uma alteracdo nos resultados dos
pacientes, e a segunda situacdo é avaliacdo do significado de um valor do
paciente versus o valor alvo de 7%.

A primeira situagdo, abordada anteriormente, leva a concluir que o coeficiente de
variacdo analitico menor que 2,4% € suficiente para detectar importantes
alteracdes clinicas. Nesta situacdo, o bias do método ndo é considerado, porque
€ anulado pela diferenca de duas determinacdes consecutivas.

Contudo, na segunda situagéo, o bias e o coeficiente de variacao analitico devem
ser considerados, isto é, para o calculo do erro total do método. Para um método
com 0,0% de bias, € exigido um coeficiente de variacdo analitico de 3,5% para um
intervalo de 95%, para que um resultado verdadeiro de 7% esteja entre 6,5-7,5%
(ET= 7% do CAP). Se existir um bias de 0,2%, entdo o coeficiente de variacao
analitico deve ser 2,3% (Westgard JO, 2011).

De acordo com os dados do teste de proficiéncia de 2010 do CAP, apenas dois
métodos apresentaram coeficiente de variagdo analitico inferior ou igual a 2%,
para as amostras com valores alvo de 5,2%, 8,7% e 6,3% HbAlc. Foi também
verificado que aproximadamente 94% dos laboratdérios usam métodos que

apresentam coeficientes de variacdo analiticos entre laboratérios inferiores a 5%
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HbA1c% e que o bias atingiu valores mais altos do que nos anos anteriores entre
0,4 e 0,6% HbAlc (www.ngsp.org, 2011).

Perante os dados anteriores, os profissionais do laboratério devem estar atentos a
variabilidade analitica dos métodos, para a determinacdo da HbAlc. Embora se
tenha verificado, nos udltimos cincos anos, uma melhoria no desempenho dos
métodos analiticos, todos os métodos ainda ndo concorrem com os metodos de
referéncia primérios, o que contribui para existéncia de bias nos estudos
epidemioldgicos e, consequentemente, a uma classificacéo errada dos pacientes
no diagnéstico da diabetes mellitus (Schindhelm RK, 2010).

1.5 Acreditacédo dos Métodos de Acordo com a NP EN ISO 15189

A determinacdo da HbAlc tem um enorme potencial no diagnéstico e
monitorizacdo da diabetes mellitus, mas s6 se garantirmos em primeiro lugar que
0 método possui a precisdo e exactiddo, com a qualidade necessaria para
fornecer resultados de forma a satisfazer as necessidades clinicas.

Segundo o coordenador do grupo de trabalho do NGSP, se a determinacdo da
HbA1c for realizada num laboratério acreditado com um método preciso e exacto,
0s médicos podem ter 95% de certeza que uma diferengca menor ou igual 0,5%
HbAlc, entre determinacdes sucessivas do mesmo paciente, representa uma
mudanca estatisticamente significativa na terapéutica do doente (Little RR et al.,
2011b).

De facto, a acreditacdo de um laboratério é a evidéncia de competéncia. Um
laboratério com ensaios acreditados possui comprovadamente métodos
devidamente validados e verificados, que satisfazem os requisitos de qualidade
exigidos.

O principal objectivo da validacdo é avaliar as caracteristicas analiticas e o
desempenho do método, tendo a certeza que os requisitos de qualidade exigidos
para essas caracteristicas sédo atingidos. Num laboratério clinico, os resultados
podem definitivamente, e as vezes fatalmente, influenciar a salde, a qualidade de
vida e até mesmo a vida do paciente. E o dever dos profissionais do laboratério

fornecer resultados com qualidade (Friedecky B, 2004).
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Assim, a validacdo do método € uma parte essencial das boas préticas
laboratoriais, visto que resultados confiaveis s6 poderdo ser fornecidos se
conhecermos bem os pontos fortes e fracos do método (www.nmschembio.org.uk,
2008).

A acreditacdo dos laboratérios clinicos é fundamentada na norma internacional
NP EN ISO 15189, publicada em 2003 e revista em 2007, que indica os requisitos
particulares da qualidade e competéncia para os laboratérios clinicos. E baseada
nas normas NP EN ISO 9001 e na NP EN ISO/IEC 17025, sendo que esta ultima
indica os requisitos gerais de competéncia para laboratérios de ensaio e
calibracdo, em que da enfase a conceitos como veracidade e incerteza, em que a
recomendacdo para o calculo da incerteza é utilizar a metodologia do Guide to the
Expression of Uncertainty of Measurement (GUM). Assim, na elaboragdo da NP
EN I1SO 15189 os conceitos e terminologia do Vocabulario Internacional de
Termos Fundamentais e Gerais de Metrologia (VIM) aplicados na NP EN ISO/IEC
17025 — como, veracidade, exactidao, precisdo e quantificacdo da incerteza -
foram também aplicados aos laboratérios clinicos (Westgard JO, 2008).

Os requisitos particulares referentes a norma, para a qualidade e competéncia
dos laboratérios clinicos importantes para este trabalho, sdo os seguintes:

5.5.4. “As especificacbes de desempenho para cada procedimento utilizado num

exame devem corresponder a utilizagdo pretendida para aquele procedimento.”

5.6.1. “O laboratério deve conceber sistemas de controlo da qualidade interno que

permitam verificar que se obtém a qualidade dos resultados pretendida.”

5.6.2. “O laboratério deve determinar a incerteza dos resultados, quando

relevante e possivel.”

5.6.3. “Deve ser concebido um programa de calibragdo dos sistemas de medi¢ao
e verificacdo da veracidade aplicado de forma a garantir que as medi¢gdes sejam
rastredveis as unidades Sl ou por referéncia a uma constante natural ou outra

referéncia estabelecida.”
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5.6.4. “O laboratorio deve participar em comparagées interlaboratoriais tais como
organizadas no enquadramento de programas de avaliacdo externa da qualidade.
A gestdo do laboratorio deve monitorizar os resultados das avaliagbes externas
da qualidade e participar na implementacdo das accdes correctivas quando 0s

critérios de controlo ndo forem cumpridos.”

O ponto 5.5.4. identifica a importancia da validacdo do desempenho do método,
para o uso pretendido, para verificacdo de que atinge os objectivos da qualidade
estabelecidos.

Os pontos 5.6.1. e 5.6.4. dao énfase ao Controlo da Qualidade Interno (CQI) e
Controlo da Qualidade Externo, que devem estar relacionados com a qualidade
pretendida.

Os pontos 5.6.2. e 5.6.3. podem ser aplicados sem definicdo de objectivos da
qualidade, ou seja, estes sdo 0s requisitos para documentar certas caracteristicas
(incerteza e rastreabilidade), que estdo relacionadas com o desempenho de um

método (por exemplo, a preciséo, veracidade) (Westgard JO, 2010a).

1.5.1 Determinacédo da Incerteza

A incerteza de uma medic&o fornece uma estimativa quantitativa da qualidade de
um resultado do teste, tornando-se num elemento central de um sistema de
qualidade para os laboratérios de calibracdo e ensaios. Varias organizacfes
internacionais de metrologia desenvolveram o GUM para fornecer aos
laboratérios a metodologia para a expressao da incerteza de uma medicao.
Posteriormente, as normas internacionais NP EN ISO/IEC 17025 e ISO 15189
tém exigido aos laboratérios o cumprimento deste requisito e referido o GUM
como a metodologia apropriada.

A implementacédo da incerteza de medigdo oferece aos laboratorios clinicos um
valor acrescido aos seus servicos de diagnostico, visto que vai permitir aos
clinicos uma maior compreenséo das limitagcdes dos testes, principalmente nos

niveis criticos de decisdo médica (White G.H et al., 2004).
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A incerteza, segundo o VIM, é um parametro associado ao resultado de uma
medicao, que caracteriza a disperséo dos valores, que podem, com razoabilidade,
ser atribuidos ao mensurando.

Segundo a norma NP EN ISO 15189, “Todos os componentes importantes da
incerteza devem ser tidos em conta. As fontes que contribuem para a incerteza
podem incluir a colheita, preparacdo da amostra, seleccdo de aliquotas,
calibradores, materiais de referéncia, volume inicial de amostra, equipamento
utilizado, condi¢des ambientais, condi¢cdes da amostra e mudangas do operador.”
Deste modo, a determinagdo da incerteza num laboratério clinico requer o
conhecimento das principais fontes de incerteza da fase pré-analitica, analitica e
pos-analitica, que podem afectar os resultados do ensaio. Embora seja importante
identificar e minimizar estas fontes de incerteza da fase pré e pds-analitica, estas
ndo afectam a incerteza inerente ao processo do teste e, portanto, sdo excluidas
do célculo da incerteza da medicgéo.

Assim, a incerteza da medicdo, para o procedimento do teste, € a soma das
incertezas associadas ao procedimento operacional do método; quando existe
uma estimativa da incerteza para o valor do calibrador, esta também deve ser
incluida (White GH et al., 2004).

Na pratica, a incerteza de uma medicdo é calculada a partir da precisédo
observada sendo esta a componente essencial da incerteza total, visto que a
dispersdo dos resultados em torno de valores de decisdo médica é para 0s
clientes do laboratério a maior incerteza, porque pode afectar a interpretacdo dos
resultados. E expressa em desvio padrdo ou por coeficiente de variacéo, ao qual
deve ser multiplicado = 1,96, baseado no intervalo de confianca de 95%. No
entanto, o valor do bias que representa a diferenca entre o resultado (média de
resultados), obtido através da medicdo, e o seu verdadeiro valor devera ser
incluido no célculo da incerteza apenas quando se utilizam métodos em que o0s
resultados do teste sdo interpretados com base em valores de referéncia, que
tenham sido determinados por um método diferente (Westgard JO, 2010a).

De acordo com a OGCO004, “aceitando-se haver situagdes em que a quantificagao
rigorosa dessas componentes seja impossivel e, portanto sejam feitas apenas

estimativas aproximadas (preciséo total dos métodos, determinagdo do erro total)”.
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“Em alternativa, pode-se fazer uma estimativa global das principais componentes,
com base na experiéncia, dados da validacdo, de comparacdes interlaboratoriais
e de controlo da qualidade.”

Para os laboratorios clinicos a aplicacéo do célculo da incerteza da medicdo € um
tema de grande preocupacao e debate sobre a sua pertinéncia e utilidade, visto
que, os seus profissionais estdo familiarizados com o célculo do erro total que
oferece o conhecimento necessario do desempenho do método e permite avaliar
se este é adequado a utilizacdo pretendida.

O papel fundamental dos laboratérios clinicos € produzir resultados precisos e
exactos, apropriados para serem aplicados a finalidade clinica. Para determinar,
se um método é adequado a utilizacdo pretendida, o laboratério deve estabelecer
objectivos na avaliacdo do método, para poder comparar com objectivos

analiticos internacionalmente aceites, o que € o caso do Colesterol e da HbAlc.

1.5.2 Rastreabilidade

Rastreabilidade é a propriedade do resultado de uma medicéo, ou do valor de um
padrdo, pela qual ele pode ser relacionado com determinadas referéncias,
geralmente padrdes nacionais ou internacionais, através de uma cadeia
ininterrupta de comparacoes, todas com incertezas associadas (Eurachem, 1998).
Esta cadeia ininterrupta de comparacbes (Fig.7) faz uso de uma estrutura
hierarquica de métodos e materiais de referéncia, que podem ser usados para
estabelecer a exactidao ou veracidade de um procedimento de medigdo analitica.
No nivel mais alto, existem os meétodos definitivos e materiais de referéncia
primarios, o préximo nivel fornece métodos de referéncia e materiais de referéncia
secundarios e, finalmente, existem métodos de rotina e materiais de calibracao.
Assim, a cadeia de rastreabilidade prevé uma série de relacbes entre diferentes
métodos de referéncia e materiais, de forma a relacionar os resultados de um

método de rotina com o valor verdadeiro.
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Figura 7: Cadeia de Rastreabilidade do Método.
(Adaptado de Westgard JO, 2008)

Para a HbAlc, existem dois métodos definitivos estabelecidos pelo IFCC, trés
métodos de referéncia nacional (Suécia, Japdo, Estados Unidos), e uma rede de
laboratérios de referéncia, que validam materiais de referéncia e monitorizam o
desempenho dos métodos de referéncia nacionais: estes, por sua vez, sao
utilizados para monitorizar os métodos de rotina e materiais de calibragéo.

Nos Estados Unidos, esta funcdo é desempenhada pelo NGSP, que certifica a
rastreabilidade dos métodos de rotina, assim, cada método de rotina € comparado
e avaliado, em relagdo ao método de referéncia nacional, e & calibrado para
garantir que os resultados dos varios métodos sejam comparaveis ao método de

referéncia nacional (Westgard JO, 2010a).

1.6 Validacdo do Método

Segundo a norma NP ISO EN 15189, “O laboratério deve utilizar unicamente
procedimentos validados para confirmar que os procedimentos de exame (fase

analitica) sdo adequados a utilizagdo pretendida.”
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Conforme a OGCO004, “O facto de se utilizar um procedimento publicado em bulas,
manuais existentes/competentes, textos de revisdo pelos pares ou revistas
internacionais, nacionais, ou regionais nao dispensa a validagdo do mesmo...”

A validacdo do método € um processo laboratorial, que deve ser cuidadosamente
planeado, de forma a ir ao encontro das necessidades dos clientes do laboratorio.
O ciclo PDCA (Plan-do-Check-Act) fornece os componentes necessarios, para o

processo de validacéo (Fig.8).

(\k Planning rv

Q

R
Q

Standards

Q Laboratory

Improvement
Processes

R
Q

Assessment

Figura 8: Ciclo PDCA.
(Adaptado Westgard JO, 2008)

e No Planeamento da Qualidade, temos a selec¢éo/ avaliagdo dos métodos

analiticos;

e Na Qualidade dos Processos Laboratoriais, existem os protocolos para a
validagdo do método, juntamente com as ferramentas estatisticas para a

analise dos dados;

e No Controlo da Qualidade, encontramos os procedimentos para o controlo
de qualidade estatistico, que servem para monitorizar e validar o processo,
através uso de regras de controlo;
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e Na Avaliacdo da Qualidade, temos ferramentas, que permitem a avaliacao
do desempenho do método, por exemplo, o Controlo de Qualidade Externo

e a ferramenta Seis Sigma,;

e A Melhoria da Qualidade fornece mecanismos para determinar possiveis
causas para o desempenho insatisfatério do método, e como elimina-las.
Neste caso, deve realizar-se novo planeamento dos processos, de forma a
alcancar os requisitos exigidos. Caso ndo seja possivel, seleccionar um
novo método para validar, ou continuar com o método ja implementado na

rotina laboratorial.

Todo o processo estd centrado em padrdes, que representam os requisitos de
qualidade dos ensaios. Existem diferentes requisitos de qualidade necessérios
para gerir as diferentes componentes do processo.

A figura seguinte demonstra a relacao entre os diferentes tipos de recomendacéo
e os diferentes critérios da qualidade (Fig.9).

Figura 9: Diferentes Critérios de Qualidade.

(Adaptado Westgard JO, 2008)
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Os diferentes critérios de qualidade, segundo Westgard JO (2008), sao:

e Os critérios clinicos ou intervalos de decisdo médica, que sao definidos
pelas guidelines para tratamento médico, vao reflectir alteracdes médicas
importantes nos resultados fornecidos pelo laboratério (por exemplo:
UKPDS, DCCT);

e Os critérios analiticos sdo definidos pelo CQE e pela variacdo biolégica
intra-individual (objectivos bioldgicos totais), através do ETa do método (por

exemplo: CAP);

e Os critérios de desempenho sdo baseados na precisdo e exactiddo do
método, e podem ser definidos em objectivos analiticos separados, como

CV e bias permitido para o bom desempenho (por exemplo: NGSP).

Todos os critérios da qualidade sdo convertidos em especificagbes do processo
analitico, que descrevem a precisdo, bias permitidos e regras de controlo de
qualidade necessérias, para detectar erros importantes do processo, e tendo em
conta os factores pré-analiticos.

Os laboratérios devem utilizar estes critérios, relacionando o desempenho do
método com o ETa, e avaliar se o desempenho do método é satisfatério para a
utilizacao pretendida.

O estado da arte do desempenho analitico estabelece as especificacdes de
operacdo para a precisdo e exactiddo do método. O controlo arbitrario é
efectuado em vez das praticas de controlo da qualidade, dado que é baseado na

pratica profissional (Westgard JO, 2008).

1.6.1 Estabelecer o Processo de Validagao

A figura seguinte ilustra, perfeitamente, como este processo de validagado se

relaciona com a rotina de um laboratorio, desde a entrada de amostra, execucao
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do teste, verificacdo do controlo da qualidade estatistico e a emissdo dos
resultados (Fig.10).

Select, Evaluate
Diagnostic Test

> Select Method
of Analysis

Validate Method Develop Method
Performance Improvements

Implement Maintain Methods
Method Prevent Problems

Acquire Check with
Specimens Statistical QC

A Routine Laboratory Testing Process

Figura 10: Etapas para a Implementacdo de um Método.

(Adaptado Westgard JO, 2008)

Para que um método faca parte da rotina laboratorial, existem outras actividades
gue devem ser realizadas, de forma a validar o desempenho do método. Se o
desempenho do método ndo obedecer aos requisitos da qualidade exigidos,
entdo os profissionais do laborat6rio devem tentar melhorar o desempenho, o que
é dificil nos dias de hoje devido a grande automatizagdo dos aparelhos, sendo
mais facil escolher novo método (o0 que por vezes implica um novo equipamento)
e comecgar novamente com todo o processo de validacdo. (Westgard JO, 2008)

O processo de validacdo do método segundo National Measurement System

(2008) enquadra-se nas seguintes situacoes:

e Introducdo de um novo método, novo Kit de diagnéstico, ou na aplicacdo de
novo equipamento de medida no laboratério;
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e Alteracdes feitas num método existente (por exemplo: quando a utilizacao
do método € ampliado para outra finalidade, ou quando o controlo da

qualidade demonstra que o método esta com problemas);

e Substituicdo de um método por outro (para demonstrar a equivaléncia entre

dois métodos, isto €, do novo método com o método de referéncia).

1.6.2 Seleccéo do Método para Validacao

O objectivo da seleccdo do método é escolher aquele que atende ou excede
todos os requisitos estabelecidos pelo laboratério. Este processo de seleccéo
consiste na definicdo dos requisitos, que vao ao encontro da necessidade clinica
ou de uma melhoria da qualidade dos resultados fornecidos, através da pesquisa
de informacdes acerca do método.

As caracteristicas importantes na seleccdo de um método segundo Murphy PG

(2008) dividem-se em trés categorias:

e Caracteristicas ndo analiticas do método — factores que determinam onde o
método € prético para a situacdo do laboratério (ex: custo do teste, tipo de

amostras, volume de amostra, tempo de resposta, espaco, ....);

e Caracteristicas metodolégicas do método — factores que, em principio, vao
contribuir para o bom desempenho do método (ex: o método é
recomendado pelo IFCC ou é um método de referéncia; padronizacao e

calibracdo do material primario de referéncia, reacgéo quimica ....);

e Caracteristicas do desempenho - factores que demonstram o desempenho
actual atingido pelo método (ex: precisdo, exactidao, interferéncias,

intervalo de referéncia....).
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1.6.3 Validagdo do Desempenho do Método

Segundo a NP EN ISO 15189, “As validagbes devem ser tdo extensivas quanto
necessario de forma a responder as necessidades de uma determinada

aplicagao”.

De acordo com OGCO004, “Para efectuar a validagdo do método pode ser
necessario e conveniente realizar alguns (ou todos) dos estudos abaixo indicados:
Avaliacéo indirecta, por evidéncia das suas caracteristicas:

- estudo dos parametros caracteristicos do método (por exemplo: linearidade,
exactidao, precisao, repetibilidade, reprodutibilidade, limites de deteccéo) para
conhecer a qualidade dos seus resultados

Avaliagao directa, por comparacao com referéncias

- comparagado com metodos de referéncia;

- comparacdo com padrdes ou materiais de referéncia certificados;

- ensaios interlaboratoriais.”

Nos Estados Unidos, a extensdo da validacdo do método depende da sua
complexidade. Em 1993, a CLIA editou a Final Rule, que divide os métodos em
Waived Tests e Non-Waived Tests, e obriga todos os laboratérios a validar todos
os métodos Non-Waived (métodos com moderada e alta complexidade), que
foram introduzidos apds 24 de Abril de 2003.

Nos Waived Tests, a CLIA requer que os métodos sejam realizados apenas de
acordo com as directrizes do fabricante.

Para os métodos Non-Waived, aprovados pela Food and Drug Administration
(FDA) e ndo modificados que € o caso da maior parte dos métodos existentes no

laboratorio, este deve verificar os seguintes parametros:

e Exactiddo
e Precisao
e Escala de resultados reportavel (gama de trabalho)

¢ Intervalo de referéncia para valores normais
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Para os métodos Non-Waived modificados ou desenvolvidos em laboratério, este

deve verificar:

e Exactidao

e Precisao

e Sensibilidade analitica (limite de deteccéo)

e Especificidade analitica (interferéncia, recuperacao)
e Escala de resultados reportavel (gama de trabalho)
e Intervalos de referéncia (valores normais)

e Qualquer outra caracteristica requisitada

Na Unido Europeia, os métodos séo divididos em quatro grupos com diferentes

niveis de exigéncia na validacéo, segundo Friedecky B (2004):

e Testes Qualitativos com certificado de conformidade CE, em que o Unico
requisito é utilizar o teste de acordo com o procedimento operacional do

fabricante e que tenha um programa de controlo de qualidade interno;

¢ Testes Quantitativos com certificado de conformidade CE, a cuja categoria
pertencem a maioria dos testes laboratoriais e é requerido que estes sejam
usados para a utilizacdo pretendida declarada pelo fabricante, que o
procedimento especificado pelo fabricante ndo seja alterado em qualquer
circunstancia, o laboratério deve interpretar os resultados, de acordo com
recomendacdes internacionais (se aplicavel), e, em vez de realizar uma
validacéo extensiva, deve apenas realizar a verificacdo de dois parametros,
a precisao e a quantificacao do bias, visto que estas sdo as caracteristicas

necessarias para a determinacao da incerteza;

e Teste quantitativo em que o procedimento foi modificado, em cujo caso
deve verificar-se a precisao e o bias (e depois a determinacéo da incerteza)
do método, antes e depois das modificacbes, para provar que o metodo

nao sofreu alteracbes significativas das suas caracteristicas analiticas. E
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os resultados de comparacdes interlaboratoriais e do controlo de qualidade
externo devem estar documentados, para provar que a modificacdo néo

alterou a conformidade do teste;

e Testes quantitativos desenvolvidos pelo laboratério sdo o grupo onde é
requerido a validagdo de um maior nimero de parametros: precisao,
exactiddo (bias), linearidade/gama de trabalho, limite de deteccéo e

quantificacado, interferéncias, comparagcdo com outro método.

1.6.3.1 Linearidade e Gama de Trabalho

A linearidade de um método analitico € a capacidade que este tem para fornecer
resultados directamente proporcionais a concentracdo do analito numa amostra
dentro de uma determinada gama de concentragdes.

A gama de trabalho corresponde a gama de concentracdes do analito na qual o
meétodo pode ser aplicado, isto é, para a qual o método apresenta resposta linear
(DOQ-CGCRE-008, 2010).

1.6.3.2 Precisao

A precisao € a avaliacdo da dispersao de resultados entre ensaios independentes,
repetidos sobre uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrdes em
condicbes definidas. A precisdo €, portanto, uma medida da variacdo dos
resultados de medic¢des repetidas, cujas variagdes ocorrem de forma imprevisivel,
para valores acima ou abaixo do valor médio, efeito provocado pelo erro aleatorio
(Ea).

A precisdo € avaliada através da repeticdo de medicdes independentes em
amostras idénticas e € geralmente expressa como o desvio-padréo (DP) relativo
aos resultados, variancia ou CV em percentagem, convindo referir que,

geralmente varia com a gama de concentragdes.
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Dependendo dos factores que se variem, existem véarias metodologias para
avaliar a precisao, entre as quais: repetibilidade, reprodutibilidade, precisao
intermédia, comparacao da precisdo entre métodos, entre outras.

A repetibilidade exprime a precisdo de um método de ensaio efectuado em
condicOes idénticas, isto é, refere-se a ensaios efectuados sobre uma mesma
amostra, em condi¢cbes tdo estaveis quanto possivel, tais como: o mesmo
laboratorio, 0 mesmo analista, mesmo equipamento, mesmo tipo de reagentes e
curtos intervalos de tempo, portanto a repetibilidade da-nos uma indicacdo da
variacdo entre medi¢cdes de uma mesma amostra num curto prazo de tempo e é,
normalmente usada para estimar a precisao intra-ensaio.

A reprodutibilidade exprime a precisdo de um método efectuado em condicdes de
ensaio diferentes, utilizando o mesmo método de ensaio, sobre uma mesma
amostra, fazendo-se variar as condicdes de medicdo, tais como: diferentes
laboratérios, diferentes operadores, diferentes equipamentos em épocas
diferentes e é, normalmente, conhecida como precisdo inter-ensaio (Relacre,
2000).

Se um laboratério pretende validar um método para seu uso préprio, deve
considerar avaliar a precisdo intermédia (também conhecida como
reprodutibilidade no laboratério). Isto implica fazer medicbes repetidas em dias
diferentes, sob diferentes condi¢des que representam o uso do método na rotina

laboratorial (www.nmschembio.org.uk, 2008).

1.6.3.3 Exactidao

A exactiddo do método analitico € o grau de concordancia entre o valor médio
obtido de uma série de resultados e o valor de referéncia aceite como verdadeiro.

A exactiddo é uma propriedade de um Unico resultado e é influenciado por ambos
0s erros aleatorios e sistematicos. Permite uma estimativa da proximidade de um
resultado com o valor verdadeiro e, portanto, inclui o efeito de precisdo e

tendéncia (www.nmschembio.org.uk, 2008).
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1.6.3.3.1 Veracidade,Tendéncia ou Bias

7

Veracidade, segundo a norma ISO 3534-2, é a diferengca entre a melhor
estimativa dos resultados do ensaio e o valor aceite como referéncia. O bias é
simplesmente a diferenca entre a média de um conjunto de medi¢cGes e o valor
verdadeiro (valor de referéncia). E afectado por erros sistematicos (Es) que

influenciam o valor da média. Pode ser expresso em percentagem (%6).

1.6.3.4 Especificidade e Selectividade Analitica

E importante estabelecer durante a validacdo que o método de ensaio mede
apenas aquilo que se pretende medir. Em outras palavras, o método deve ser
livre de interferéncias que possam conduzir a um resultado incorrecto. A
selectividade € a capacidade de um método identificar e distinguir um analito em
particular numa mistura complexa sem interferéncia dos outros componentes. O
método é especifico quando permite discriminar o analito relativamente a outras
substancias, eventualmente presentes na amostra a analisar, ou seja, quando
oferece garantias de que a grandeza de medida provém apenas do analito

(www.nmschembio.org.uk, 2008).

1.6.3.5 Sensibilidade Analitica

A sensibilidade € um parametro que demonstra a variacdo da resposta em funcéo
da concentracdo do analito. Depende da natureza do analito e da técnica de

detecgéo utilizada (www.nmschembio.org.uk, 2008).

1.6.3.6 Limite de deteccéao e Limite de Quantificacao

Em muitas situagBes, é Util conhecermos a capacidade de um método para
detectar e / ou quantificar a minima concentracdo do analito presente numa

amostra com um razoavel grau de certeza. Assim, o limite de deteccdo € a
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concentracdo minima do analito que o método consegue detectar com um
determinado nivel de confianca, e o limite de quantificacdo é a menor
concentracdo do analito que pode ser determinada com um nivel aceitavel de

incerteza (www.nmschembio.org.uk, 2008).

1.6.3.7 Intervalo de Referéncia para Valores Normais

Segundo OMS, IFCC e CLSI, definem o valor de referéncia como o resultado
obtido pela observacdo ou determinac&o quantitativa de um analito num individuo

seleccionado, com base em critérios bem definidos (Ferreira CE et al., 2008).

O laboratorio pode utilizar o intervalo de referéncia para valores normais do
fabricante, desde que este seja apropriado para a populacdo de pacientes do
laboratorio (ou seja, um intervalo normal, que reflecte o tipo de amostra e
variaveis demograficas, como, idade e sexo, conforme o caso). Se o fabricante
nao fornecer os valores de referéncia apropriados para a populacdo de utentes do
laboratorio, este pode usar intervalos de referéncia publicados. No entanto, o
laboratorio deve avaliar um numero adequado de amostras para verificar o
intervalo de valores normais fornecido pelo fabricante ou, conforme o caso, 0s

valores de referéncia publicados (Strathmann F, 2011).

1.6.4 Erro Total

O segredo da validacdo estd na avaliacdo dos erros analiticos inerentes ao
método através do uso de ferramentas estatisticas apropriadas.

O erro total representa o erro que pode ocorrer num resultado do teste devido a
imprecis&o (erro aleatdrio) e inexactiddo (erro sistematico) do método. E definido
pela seguinte equacado: ET = %bias + (1,96 x CV), onde o bias é a estimativa do
erro sistematico, e o CV € a estimativa do erro aleatério e o valor 1,96 representa

o nivel de confianca desejado (Fig.11).
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Figura 11: Representacdo do Erro Total.

(Adaptado Westgard JO, 2008)

Erros aleatérios (Ea) sdo erros de natureza imprevisivel e sao
responsaveis pelas variacdes nas medicdes realizadas devido a causas
gue néo se conhecem exactamente. Estdo presentes em qualquer medicéo
e, devido a sua natureza, ndo podem ser corrigidos. Contudo, o efeito pode
ser reduzido aumentando o numero de repeticdes e calculando o valor
médio. A dimensdo do erro aleatério vai determinar a precisdao dos

resultados.

Erros sistematicos (Es) podem ser constantes ou proporcionais, levam a
gue os resultados sejam diferentes do valor real, ocorrem quando ha falhas
no método utilizado, defeito dos instrumentos de medicdo e reagentes,
deficiéncia na actuacao do proprio operador; se forem descobertos, podem
ser corrigidos ou eliminados. A magnitude do erro sistematico vai

determinar o bias existente nos resultados de medigéo (Fig.12).
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Figura 12: Representacédo dos Diferentes Tipos de Erro.

(Adaptado de Westgard JO, 2008)

O bias e o coeficiente de variagdo podem ser determinados a partir de estudos de
validacdo do método: o bias a partir da experiéncia de comparacdo de métodos; e
o coeficiente de variacéo, a partir da experiéncia de replicacéo.

O que se pretende com o erro total do método é descrever 0 erro maximo que
pode ocorrer num resultado de um teste, de forma a nado afectar a interpretacao
dos resultados em termos de decisdo médica e comprometer a saude dos
pacientes. Nos estudos de validagcdo do método, o erro total € uma medida de
qualidade que pode ser comparada com a qualidade analitica pretendida para o
meétodo que se pretende validar, que pode ser definida por erro total admissivel.

O erro total admissivel para um determinado analito pode ser definido com base
na variabilidade bioldgica, variabilidade analitica e utilidade médica.

O passo seguinte é julgar a aceitabilidade do método para aplicacdo na rotina
laboratorial, em que se recomenda uma ferramenta grafica denominada de Carta
de Decisdo, com base no erro total admissivel, desvio padrdo ou coeficiente de

variacao e bias aceitavel incorporando o critério 6-Sigma (Westgard JO, 2008).
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1.6.5 Aceitabilidade do Método utilizando a Ferramenta 6-Sigma

A validacdo de um método envolve estudos, que geram muitos dados, que séo
tratados estatisticamente, fornecendo mais dados e gréficos, que sdo muitas
vezes dificeis de interpretar e de chegar a uma conclusdo definitiva sobre o
desempenho do meétodo. Uma forma simples é usar os dados estatisticos
recolhidos (CV, bias) durante o estudo, mais o critério de qualidade previamente
estabelecido (ETa) para o método, e usar no célculo da métrica sigma. Assim,
podemos avaliar o desempenho do método na escala seis sigma, através da

elaboracao gréfica da carta de decisdo do método ou pela seguinte equacéao:

Métrica Sigma = (ETa — bias)/CV

Um método com desempenho 5 sigma ou superior, pode ser facilmente
monitorizado pelo Controlo da Qualidade (CQ) para detectar erros clinicamente
importantes, apresenta baixo risco de produzir resultados errados, que podem
causar danos para os pacientes.

Um procedimento analitico, com desempenho entre 0os 4 e 5 sigma, apresenta
maior risco para fornecer resultados errados, mas, quando gerido adequadamente,
com regras de controlo da qualidade mais exigentes e seguindo as orientacdes do
fabricante, consegue fornecer resultados com qualidade. JA& um método com
desempenho inferior a 4 sigma apresenta alto risco para produzir resultados
errados clinicamente significantes, dificeis de controlar na rotina, sendo o ideal
tentar melhorar o desempenho do método ou até mesmo substituir por um método
capaz de fornecer resultados com a qualidade pretendida (www.westgard.com,
2009; Coskun A, 2010).
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1.7 Objectivos

O objectivo deste estudo é a implementacdo do método de imunoensaio para a
determinacao da HbAlc na rotina laboratorial. Este trabalho consiste na avaliagcao
do desempenho de um método de imunoensaio para a determinacdo da HbAlc
em comparacao com o método de HPLC ja existente no laboratorio.

A avaliagdo do desempenho consistiu na determinagéo dos critérios exigidos pela
CLIA para validacdo de métodos Non-Waived, visto que o método de
imunoensaio foi aprovado pela FDA a 13/02/2007 e classificado pela CLIA como
um método Non-Waived e no calculo da métrica sigma para os critérios da

qualidade estabelecidos em 2011 definidos pelo CAP, NGSP e critério clinico.
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Capitulo Il - Procedimento Experimental

A parte pratica deste trabalho decorreu no Servico de Patologia Clinica do Centro
Hospitalar Povoa de Varzim - Vila do Conde, onde estdo inseridos os
equipamentos usados neste estudo. Os métodos usados por estes equipamentos
para a determinacdo da HbAlc s&o certificados pelo NGSP, rastreaveis a
referéncia do DCCT e calibrados de acordo com a padronizacao do IFCC.

Os métodos foram devidamente calibrados e controlados de forma a monitorizar o
desempenho dos mesmos, para que os resultados obtidos estivessem dentro do
controlo estatistico. De salientar que foram realizadas as manutencdes
necessarias para o bom funcionamento dos equipamentos.

Foram estabelecidos procedimentos e metodologias para a validacdo do método
de imunoensaio, de forma a satisfazer os requisitos exigidos pela NP EN ISO
15189. Por fim, reuniu-se toda a informacgéao recolhida, bem como a descri¢cao do
trabalho efectuado, apresentacdo de resultados e respectivo tratamento que

permitiram as conclusdes deste estudo.

2. Material e Métodos

2.1 Método de HPLC

Segundo a bula da A. Menarini Diagnostics® (Firenze, Italia), a amostra de sangue
total € hemolisada pelo analisador automatico com adicdo de um tampéo
tetrafosfato pH 6.0, depois € transferida para a coluna passando por um pré-filtro
para remover impurezas e restos celulares do hemolisado. Na coluna, as fraccoes
sdo separadas por interac¢des electrostaticas com o gel da coluna, que é
constituido por “pérolas” de copolimeros de acido metracrilico e éster de
metacrilato e com adicdo de trés fosfatos pela seguinte ordem: A, C, B e A

novamente.
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O eluente A elui as frac¢des da Hb com uma carga inferior a da HbAO, o eluente B
elui a HbS e HbC numa fraccao Unica e o eluente C elui a HbAO e a HbA2 numa
fraccdo Unica. A sequéncia das fraccbes eluidas é a seguinte: HbAla, HbAlb,
HbAlc, HbAO, HbS e HbC, que sdo medidas por um fotdbmetro a uma absorvancia
principal de 415 nm, tendo como referéncia os 500 nm, sendo depois os dados

processados e expressos em percentagem.

2.1.1 Equipamento

ADAMS Alc HA — 8160 (ARKRAY®, Kyoto, Japan) é um analisador automatico
para a determinacdo da HbAlc e outras hemoglobinas em que o principio de
medicdo € a cromatografia de troca catiénica em fase invertida e o método de
deteccdo é colorimetria. Sdo necessarios apenas 4ul de amostra de sangue
colhida em EDTA que é hemolisada automaticamente pelo aparelho. A medicao

de uma amostra dura 2,9 minutos e é capaz de executar 100 medi¢des continuas.

2.1.2 Reagentes

e Eluente A
e Eluente B
e Eluente C
e Eluente D

2.1.3 Calibradores e controlos

e HbAlc Calibrator 1

e HbAlc Calibrator 2
e Glyco Hb Control Level | (Glyco I) — controlo liofilizado cuja concentragéo

se encontra no intervalo normal ou no limiar normal - patoldgico. O valor

alvo é de 6,0% HbA1c e o intervalo de referéncia vai de 5% a 7%.
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e Glyco Hb Control Level 1l (Glyco II) - controlo liofilizado cuja concentracao
se encontra normalmente no intervalo patolégico. O valor alvo é de 11,3%

HbA1lc e o intervalo de referéncia vai de 10,3% a 12,3%.

2.2 Método de Imunoensaio

De acordo com a bula fornecida pela Roche Diagnostics® (Mannheim, Alemanha),
a amostra de sangue total anticoagulada é hemolisada automaticamente no
analisador Cobas Integra 400®plus com o reagente Hemolyzing Gen.2. Este
reagente contém um detergente para eliminar a interferéncia dos leucdcitos (sem
lisar os leucdcitos). Nao é necessario proceder ao pré-tratamento da amostra para
remover a HbAlc labil.

Todas as variantes de hemoglobina que sao glicadas no terminal-N da cadeia
beta e que apresentam regifes reconheciveis por anticorpos idénticas as da
HbAlc sdo determinadas com este ensaio. A determinacdo da HbAlc baseia-se
no imunoensaio de inibi¢do turbidimétrica de sangue total hemolisado.

A HbAlc da amostra reage com o anticorpo anti-HbAlc presente no reagente 1
(R1) e forma complexos antigénio-anticorpo solluveis. Esta reaccdo s6 acontece
uma vez, visto que o local do anticorpo HbAlc especifico s6 esta presente uma
vez na molécula de HbAlc.

Os polihaptenos (R2) reagem com o excesso de anticorpos anti-HbAlc, formando
um complexo anticorpo-polihapteno insolavel, que pode ser determinado
turbidimetricamente.

A hemoglobina libertada na amostra hemolisada é convertida num derivado com
um espectro de absorvancia caracteristico. Este espectro é medido
bicromaticamente durante a fase de pré-incubacdo (amostra mais R1) da reaccao
imunologica descrita anteriormente. Por isso, ndo é necessaria a utilizacdo de um
reagente Hgb adicional. O resultado final é expresso sob a forma de percentagem

de HbA1c e é calculado a partir do racio de HbAlc/Hgb da seguinte forma:

e De acordo com o IFCC: HbAlc (%) = (HbAlc/Hgb) x 100
e De acordo com o DCCT/NGSP: HbAlc (%) = (HbAlc/Hgb) x 87,6 x 2,27
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2.2.1 Equipamento

O Cobas Integra 400®plus (Roche Diagnostics, Mannheim, Alemanha) é um
sistema integrado avancado para testes de quimica clinica e diagndstico,
constituido por trés sistemas de medicdo separados, que suportam quatro
principios de medigdo: polarimetria de fluorescéncia, fotometria de absorvancia,

turbidimetria e potenciometria selectiva de ides.

2.2.2 Reagentes

¢ Tina-quant Hemoglobin Alc Gen.2 — Whole Blood Application constituido
por dois reagentes: R1 - Reagente de anticorpos e R2 — Reagente de
polihapteno.

e Hemolyzing Reagent Gen.2.

2.2.3 Calibrador e Controlos

e Calibrator for automated systems (C.f.a.s) HbAlc.

e HbAlc Control N (HBCN) - controlo liofilizado cuja concentracdo se
encontra no intervalo normal ou no limiar normal - patolégico. O valor alvo
é de 5,81% HbA1c e o intervalo de referéncia vai de 4,76 % a 6,86 %.

e HbAlc Control P (HBCP) - controlo liofilizado cuja concentracdo se
encontra normalmente no intervalo patolégico. O valor alvo é de 12,2 %

HbA1lc e o intervalo de referéncia vai de 10,1% a 14,3%.
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2.2.4 Interferéncias

¢ |ctericia: Nenhuma interferéncia significativa até ao indice | de 60.
e Lipemia: Nenhuma interferéncia significativa até ao indice L de 500.
e Glicemia: Sem interferéncia significativa até um nivel de glicose de 1000

mg/dl.

2.3 Amostras

As amostras de sangue foram obtidas por puncdo venosa, para um tubo de
hemograma que contém anticoagulante EDTA, e foram conservadas a 2-8°C
durante 4 a 5 dias. Verificou-se que as amostras seleccionadas apresentavam
indices de ictericia, lipemia e valores de glicose inferiores aos descritos como

interferentes no método de imunoensaio.

2.4 Metodologia para a Validacdo do Método

Segundo o CLIA, o laboratério deve verificar a linearidade, precisédo, exactidao e
valores de referéncia dos métodos Non-Waived. No caso da HbAlc, ndo é
necessaria a verificacdo dos valores de referéncia, visto que estes ndo séo
usados, dando lugar aos valores criticos de decisdo médica que sdo conhecidos
internacionalmente (Westgard JO, 2010b).

Por este motivo, neste estudo foram realizadas trés experiéncias segundo 0s
protocolos CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute): EP6 — P2
Evaluation of Linearity of Quantitative Analytical Methods para determinacdo da
gama de trabalho; EP5-A Evalution of Precision Performance of Clinical Chemistry
Devices para a determinacdo do coeficiente de variacdo; e EP9-A2 Method
Comparison and Bias Estimation Using Patient Samples para determinacdo do
bias.

As experiéncias de linearidade e precisdo foram realizadas nos dois

equipamentos, visto nao haver dados de CQI e verificagdo da gama de trabalho,
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arquivados sobre o método de HPLC, que, embora seja considerado método de
referéncia, é necessario a comprovagdo do bom desempenho, para ser utilizado
como método de comparacao, e foram realizados trés CQE neste equipamento,
durante o estudo, para a determinacao do bias.

A estimativa do bias do método a validar foi calculada por comparacdo com o
método de referéncia, utilizando amostras de pacientes.

Por fim, o desempenho do método de imunoensaio foi avaliado segundo a
metodologia 6-sigma utilizando os dados obtidos nas experiéncias para 0S
critérios definidos pelo NGSP e CAP para 2011.

2.4.1 Determinacdo da Linearidade e Gama de Trabalho

Para avaliacdo da linearidade e para estabelecer a gama de trabalho do método,
utilizaram-se inicialmente cinco concentragfes (requisito minimo exigido pelo
EP6-P2) e verificou-se ser insuficiente para descrever a linearidade do método,
tornando-se necessario aumentar o nimero de concentracdes para sete.

Assim, na primeira avaliacdo da linearidade, foram seleccionadas duas amostras:
uma amostra com concentragcédo de 5,1% HbAlc, que foi identificada por (D1), e
outra amostra com concentracao de 14,9% HbAl1c (D5). A partir destas amostras
foram preparadas diluicbes, de forma a obter concentracfes intermédias

procedendo-se da seguinte forma:

- 600 pl de D1 e 200 pl de D5 obtendo-se D2 (3 partes de D1 mais 1 parte de D5)
- 400 pl de D1 e 400 pl de D5 obtendo-se D3 (2 partes de D1 mais 2 partes de D5)
- 200 pl de D1 e 600 pl de D5 obtendo-se D4 (1 parte de D1 mais 3 partes de D5)

De seguida, calculou-se a concentracdo de cada diluicdo através da seguinte

equagao:

Concentracio = (C1xVq ,Cyx V3)/(V1,V3)
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Em que, a concentracdo de D1 é C1 e o volume da parte de D1 é V1; e a
concentracdo de D7 € C7 e o volume da parte de C7 € V7. Assim, a concentracao
de D2=7,5%, D3=10,0% e D4=12,4%.

Analisaram-se as diluicbes de D1 a D5 em duplicado, de forma a obter um valor

médio.

Na segunda avaliacdo da linearidade, foi escolhida uma amostra com
concentracdo de 5,4% HbAlc (D1) e outra amostra com concentracdo de
9,5%HbAlc (D7). A partir destas amostras, foram preparadas diluigdes,

procedendo-se da seguinte forma:

- 640 pl de D1 e 160 pl de D7 obtendo-se D2 (4 partes de D1 mais 1 parte de D7)

- 600 pl de D1 e 200 pl de D7 obtendo-se D3 (3 partes de D1 mais 1 parte de D7)

- 480 pl de D1 e 320 pl de D7 obtendo-se D4 (3 partes de D1mais 2 partes de D7)

- 400 pl de D1 e 400 pl de D7 obtendo-se D5 (2 partes de D1 mais 2 partes de D7)
- 200 pl de D1 e 600 pl de D7 obtendo-se D6 (1 parte de D1 mais 3 partes de D7)

Através da equacao anterior, calcularam-se os valores das diluicdes, obtendo-se
0S seguintes resultados: D2=6,2%, D3=6,4%, D4=7,0%, D5=7,5%, D6=8,5%.
Analisaram-se as diluicbes em duplicado em ambos equipamentos. A sequéncia
analitica foi aleatéria em ambas situacdes para detectar a presenca significativa
de carry-over. Os dados foram registados numa folha de trabalho elaborada para
esse fim (EP6-P2, 2002; Westgard JO, 2008).

2.4.2 Determinacdo da Precisao

O estudo da precisao foi realizado nos dois equipamentos, teve a duracdo de 20
dias e foram utilizados dois controlos de niveis diferentes, fornecidos pelas
respectivas casas comerciais. Assim, na avaliacdo da precisdo do método de
imunoensaio foram analisados os controlos HBCN e HBCP com valores alvo de
5,81% HbAlc e 12,2% HbAlc. E, para o método de HPLC, foram analisados os
controlos Glyco | e Glyco Il com valores alvo de 6,0% HbAlc e 11,3% HbAlc.
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Analisaram-se os controlos em duplicado, numa Unica corrida, e registaram-se 0s
dados numa folha de trabalho (EP5-A, 1999).

2.4.3 Determinacéo da Exactidao

O estudo da exactidao teve a duracao de 20 dias e processaram-se 101 amostras.
A seleccdo das amostras foi feita com base no protocolo do NGSP para a
comparacdo de métodos: 20% das amostras possuem valores de HbAlc no
intervalo de 4,0-5,5%, 30% das amostras no intervalo de 5,5-7,0%, 30% amostras

no intervalo de 7,0-8,5% e 20% amostras no intervalo de 8,5-10% (www.ngsp.com,

2011). A determinagdo da HbAlc nas amostras foi realizada, primeiro, pelo
método de HPLC e, depois, pelo método de imunoensaio, em que o intervalo
entre as duas determinacfes ndo excedeu as duas horas. Segundo o documento
EP9-A2, as determinacdes das amostras devem ser realizadas em duplicado.
Porque a concretizacdo desta situacao seria dispendiosa para o servico optou-se
por efectuar apenas uma determinacao de cada amostra.

2.4.4 Avaliacdo do Desempenho do Método

A elaboracédo da carta de decisdo, segundo a metodologia 6 sigma, € uma forma
simples de julgar o método, com base nos requisitos de qualidade definidos.
Elaboraram-se dois graficos: um para o critério definido pelo NGSP (ETa= 10%) e
outro para o critério do CAP (ETa = 7%). Neles, no eixo do YY ,temos a
“exactidao” aceite (bias em %), a escala vai de 0 até ao nivel do requisito de
qualidade estabelecido (%); no eixo do XX, temos a “precisao” aceite (CV%) e a
escala vai de 0 a 5%. De seguida, sdo desenhadas linhas que tém origem no
requisito estabelecido (eixo yy) e destino no (eixo xx), isto &, 2-sigma (Eta /2DS);
3-Sigma (Eta /3DS); 4-Sigma (Eta /4DS); 5-sigma (Eta/5DS) e 6-sigma (Eta /6DS).
Depois, coloca-se, no eixo do yy, o bias% obtido na determinacao da exactidéo e,
no eixo do xx, o respectivo CV% obtido na determinagcéo da preciséo, tracam-se

linhas de forma que se encontrem no grafico e temos o ponto operativo. E, por fim,
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julgou-se o método com a base na localizacdo do ponto operativo (Westgard JO,
2008).

2.5 Andlise Estatistica dos Dados

A andlise estatistica dos dados foi efectuada usando o Microsoft® Excel 2007
(Microsoft Corporation) Software.

2.5.1 Determinagéo da linearidade

A linearidade foi avaliada através da regressao polinomial de primeiro e segundo
grau, utilizando as expressoes abaixo referidas, em que também foram calculados
0s respectivos desvios padrées: desvio-padrdo da ordenada na origem (Smo),
desvio-padrao do declive do polinémio de primeiro grau (Sm1), desvio-padrdo do
polinémio de segundo grau (sm2), desvio-padrao residual do polinédmio de primeiro

grau (Syy) e desvio-padréo residual do polindmio de segundo grau (Sy»).
Polindbmio de primeiro grau: y =mg + mz x
Polindbmio de segundo grau: y = mg + my x + mz x2

Em que:

y - valor da concentragéo dada pelo equipamento

x - valor da concentracéo do polindmio de primeiro grau

my - ordenada na origem

m; - declive

m; - declive do polinébmio de segundo grau

x2- valor da concentracdo do polindmio de segundo grau
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Depois, calculou-se a diferenca das variancias (Ds?) através da seguinte equac&o:
Ds* = (N —2)si, — (N —3)s,

Em que N é o numero de dilui¢bes.
Depois de obtido o valor de Ds* procedeu-se ao célculo do teste F, segundo a

seguinte equacéo:

Se o valor de F calculado for inferior ao F tabelado, entdo considera-se que néo
existe diferenca significativa entre os dois polinébmios, e podemos concluir que
existe linearidade para o conjunto de valores. Caso nao se verifique a linearidade
para o conjunto de valores, devem-se avaliar as possiveis causas e elimin-las
para repetir o estudo. Se o comportamento nao linear dos valores se mantiver,
deve-se reduzir a gama de trabalho por eliminacdo de um (ou mais) dos valores

extremos até o teste indicar linearidade.

2.5.2 Determinacao da Precisao

A avaliacdo da precisdo foi realizada segundo o protocolo CLSI EP5-A, que
consiste na determinacdo da precisdo total, através do calculo das vérias
componentes que afectam a variabilidade de um método, durante um longo
periodo de tempo. Essas componentes sdo: precisdo intra-corrida (dentro da
corrida — within-run), precisdo inter-corrida (entre corridas — between-run),
precisao inter-dia (entre os dias — between-day), sendo a precisdo intra-corrida
(repetibilidade) e a total (reprodutibilidade) consideradas as mais importantes no
estudo da precisdo de um método.

Como, neste estudo, se optou por uma unica corrida dos controlos em duplicado

apenas foi possivel calcular-se a preciséo intra-corrida e precisao total de acordo
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com o apéndice C do referido protocolo, em que os célculos foram realizados
separadamente para cada concentracao.

As equacdes utilizadas foram as seguintes:

Para a determinagdo do desvio padrao intra-ensaio (DPy):

_ {:1(7“'1 — xiy)?
DP,, = T

Em que:

I - nimero total de dias
xiz - primeiro resultado no dia i

xiz - segundo resultado no dia i

Para a determinacdo do desvio padrdo total do método procedeu-se ainda ao
calculo do desvio padrdo da média diaria (DPng) através da seguinte equacao:

I %i—7% )2
_ io1(xi—x...)
DP,,4 —\] -1
Em que:

[ - nUmero total de dias
X1 - média dos resultados do dia i

x...- média de todos os resultados ao longo dos dias
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Obtidos os valores das equagdes anteriores, calculou-se a preciséao total:

DP; = \/DP,ZM + x DP%,.

Em que:

N - n° de duplicados por corrida
DP? ,, - estimativa da variancia intra-ensaio

DP?,4 - estimativa da variancia média diaria

Os valores da precisao total para cada nivel de concentracdo foram comparados
relativamente a cada método, para avaliar se existiam diferencas estatisticamente
significativas nos valores da precisédo total entre concentra¢cdes. Sendo necessario
o célculo do numero de graus de liberdade (g.l.) para cada nivel de concentracéo,

utiliza-se a seguinte formula:

_ ((N—1) x ME + MD)"

9L="NDmE . MD?
T T—1

Em que:

ME - DP?,,,
MD - NX DP?1,q
I - nimero de dias

N - nimero de duplicados por corrida
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Depois de obtido o niumero de g.I. para cada concentracdo, procedeu-se ao
calculo do teste F, em que a variancia maior fica no numerador e a menor no
denominador. O valor do F calculado é comparado com o F tabelado para n-1
graus de liberdade para o numerador e denominador para um nivel de confianca
de 95%.
DT*
F=——
DT?

Se o valor de F calculado for menor que o F tabelado, entdo pode-se considerar
gue ndo existem diferencas significativas entre as duas precisfes e pode calcular-

se uma precisao total para o0 método através da seguinte formula:

(DT?x g.11)+ (DT2x g.1;)

DP; =
T gll+ 9. l.z

De seguida, deve calcular-se o coeficiente de variacdo para cada concentracao,
utilizando o desvio da preciséo total obtido pela equacao anterior.

Se o valor do F calculado for maior que o F tabelado, entdo existem diferencas
significativas entre as duas precisdes, ndo podendo ser calculado o desvio padréo

total para o método.

Comparacéo da precisao entre métodos

Para avaliar se dois métodos tém diferencas significativas entre si, devemos
proceder ao teste F, através do calculo da razdo entre as variancias dos dois

métodos (SA; e SB;) para cada concentracéo.

em que SA1> SB1
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O valor de F calculado é comparado com o F tabelado para n-1 graus de
liberdade para o numerador e para o denominador para um nivel de confianca de
95%. Se o valor de F calculado for menor do que F tabelado, entdo considera-se
que ndo existem diferencas significativas entre os métodos. Se o valor de F
calculado for maior do que o F tabelado, entdo podemos considerar que existem

diferengas significativas entre os métodos.

2.5.3 Determinacéo da Exactidao

Os resultados obtidos pelos dois métodos foram analisados para identificar
possiveis valores aberrantes, procedendo-se da seguinte forma:

Calcularam-se as diferencas absolutas (E;j) entre os resultados de ambos os
métodos (x; yi) e sua média (Ep):

Ei =lyi — xil Em =YY Ei
Em que:

i— é o n° de amostra

n — o n° total de amostras

Calculou-se o valor limite 4x En,, e comparou-se cada E; com este valor limite e
marcaram-se 0s pontos que ultrapassavam esse limite.
De seguida, calcularam-se as diferencas absolutas relativas (ER;) entre os
resultados de ambos 0s métodos e a sua média (ERn):

_ yi—xi| _ 1N ,
ER; = Y= ER,, =Y ERi
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Procedeu-se ao célculo do valor limite relativo 4x ERy,, € comparou-se esse valor
com cada ER; e marcaram-se todos os pontos que o excediam. Os pares de
resultados que excederam ambos os limites, foram considerados valores

aberrantes e foram eliminados (Morillo ME et al.,2010).
Teste t para Amostras Emparelhadas

Procedeu-se inicialmente ao teste t para amostras emparelhadas, para avaliar se
existiam diferencas estatisticamente significativas entre os dois métodos. Este
meétodo é aconselhado quando se compara amostras de materiais com valores de
concentracdo muito diferente. Calculou-se a diferenca entre cada par de valores
obtidos pelos dois métodos, mantendo o sinal algébrico (x; —y;), em seguida a
média das diferencas ou bias tendo em conta o sinal algébrico (d) e o desvio

padrao das diferencas (Sd).

O valor de t é calculado pela equacao seguinte:
d
t=———
sd x \/1/N

Compara-se o valor de t com o valor de t tabelado para um nivel de confianca 95
% e para n-1 graus de liberdade. Se o valor t calculado for menor do que ot
tabelado, entdo nao existem diferencas para o conjunto de amostras e a presenca
de um erro sistemético ndo é estatisticamente significativa. Se o valor de t
calculado for maior que t tabelado, entdo existem diferencas entre os dois

conjuntos de amostras e a presenca de erro sistematico € estatisticamente

significativo.
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Regresséao Linear

O teste de regresséo linear permite avaliar a concordancia entre os resultados

obtidos pelos dois métodos, através da seguinte equacao:

Yy =mo+ mix

Em que:

mop— ordenada na origem
mj — declive
x — 0s valores do método de referéncia

y — 0s valores do método a avaliar

Calculou-se o coeficiente de correlagéao (r) e, se r for maior ou igual a 0,975, o
intervalo de valores pode ser considerado adequado e pode utilizar-se a
regressao linear para calcular a ordenada na origem e o declive. Se r for menor
que 0,975, € necessério obter mais dados de forma a aumentar o intervalo de
valores (Morillo ME et al.,2010).

De seguida, examinaram-se os valores de declive e ordenada na origem para um
intervalo de confianca de 95%. Se o intervalo de confianga associado a ordenada
na origem, mp = Sy X t, contiver o valor zero e se o intervalo de confianca
associado ao declive, m; + s, x t, contiver o valor um, entdo pode concluir-se
gque o método a avaliar proporciona valores que ndo sdo significativamente

diferentes do método de referéncia.

No caso do intervalo associado a origem ndo contiver o valor zero, entdo o
método a avaliar apresenta um erro sistematico constante.
Mas, se o intervalo associado ao declive ndo contiver o valor um, entdo o método

a avaliar apresenta um erro sistematico proporcional.
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O erro sistematico ou bias para os niveis criticos de decisdo médica pode ser

calculado pela seguinte equacéo:

Bc=mo + (ms-1) x X,

Em que:

B, — bias critico

X. — nivel critico de decisdo médica
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Capitulo Il - Apresentacao e Discussao dos Resultados

3.1. Resultados do Estudo da Linearidade

O estudo da linearidade foi realizado em duas fases: numa primeira fase do
estudo, optou-se por verificar a linearidade em cinco pontos da curva de
calibracdo para ambos os métodos e, como se verificou existir pouca credibilidade
estatistica para o método de imunoensaio, optou-se, nhuma segunda fase, por
aumentar o niumero de pontos de cinco para sete, na tentativa de confirmar a

linearidade do método.

3.1.1 Método HPLC

A linearidade do método de HPLC foi estudada no intervalo 5,1% a 14,9%. Na
Tabela 1, sdo apresentados os valores esperados para as diferentes
concentracbes e resultados obtidos. A andlise do Gréafico 1 demonstra uma
grande proximidade dos valores com a recta de regressao, 0 que permite prever
linearidade para o intervalo de valores.

Tabela 1: Dados e resultados obtidos no estudo da linearidade do método HPLC.

E;/I:é?;zzs 1° Resultado 2° Resultado Média
D1 5,1 51 51 5,10
D2 7,5 7,8 7,7 7,75
D3 10,0 9,8 9,7 9,75
D4 12,4 12,4 12,4 12,40
D5 14,9 14,8 14,7 14,75

62



17
15

. s
. S
9 e

Valores Observados

5 7 9 11 13 15 17
Valores Esperados

Grafico 1: Gréfico de disperséo - valores esperados versus valores observados do estudo
de linearidade do método de HPLC.

Contudo, é necesséario o tratamento estatistico dos dados para comprovar a
linearidade do método. Tal como referido no ponto 2.5.1, procedeu-se a regressao
polinomial de primeiro e segundo grau, e ao teste F, em que o F calculado é
comparado com o valor tabelado da distribuicdo F de Snedecor / Fischer para n -

3 graus de liberdade. A Tabela 2 apresenta os resultados obtidos.

Tabela 2: Resultados obtidos da regressédo polinomial de 1° e 2° grau e teste F do estudo

de linearidade do método de HPLC.

Funcéo Linear Funcédo Quadrética

(y = mo + max) (y = Mo + mix +max?)
Mo 0,17 Smo 0,22 Mo 0,22 Smo 0,85
mq 0,977 Sm1 0,221 my 0,96 Sm1 0,96

ms 0,0005 Sm2 0,009

syx 0,16 Syix 0,20
r* 0,99 r* 0,99
g.l 3 g.l 2

F calculado = 0,0042
F tabelado = 18,5
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Como o valor de F calculado € menor que o F tabelado, pode considerar-se que
nao existem diferengas significativas e podemos afirmar que existe linearidade
para o conjunto de valores e que a gama de trabalho é de 5,1% - 14,9% HbA1c.

Contudo, o numero de pares de valores analisados (n = 5) € pequeno, fazendo
com que o valor de F tabelado seja relativamente elevado, no entanto, o valor de

F calculado é tdo pequeno que manter-se-a a mesma deciséo de linearidade.

3.1.2. Método Imunoensaio

1° Estudo
A linearidade do método de imunoensaio também foi estudada no intervalo 5,1%

a 14,9%. Na Tabela 3, sdo apresentados os valores esperados para as diferentes

concentracdes e resultados obtidos.

Tabela 3: Dados e resultados obtidos no estudo da linearidade do método de imunoensaio.

Valores
1° Resultado 2° Resultado Média
Esperados

D1 51 5,24 5,38 5,31
D2 75 7,93 8,16 8,05
D3 10,0 10,46 10,75 10,61
D4 12,4 12,63 12,36 12,50
D5 14,9 13,99 13,97 13,98
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Grafico 2: Gréfico de disperséo - valores esperados versus valores observados do estudo
de linearidade do método de imunoensaio.

A Tabela 4 apresenta o0s resultados obtidos para a regressédo polinomial de
primeiro e segundo grau e teste F.

Tabela 4: Resultados obtidos da regressao polinomial de 1° e 2° grau e teste F do estudo de
linearidade do método de imunoensaio.

Funcéo Linear Funcé&o Quadratica

(y = mg + myXx) (y = Mo + Myx +m,x°)
mog 1,19 Sno 0,67 my -2,12 Smo 0,34
m; 0,88 sm 0,06 my 1,64 Sm1 0,07

m, -0,037 sp, 0,003

syx 0,49 Syix 0,08
r* 0,98 r‘ 0,99
gl 3 g.l 2

F calculado = 106,01
F tabelado = 18,5
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Como F calculado € maior que o F tabelado, existem diferencas significativas e
por este motivo, optou-se por reduzir a gama de trabalho, isto €, eliminando um
dos pontos extremos (D5), e proceder a uma nova analise estatistica. Desta forma,

obtivemos os resultados expressos na seguinte tabela:

Tabela 5: Novos resultados obtidos da regresséao polinomial de 1° e 2° grau e teste F, apds
eliminagao de D5 do estudo de linearidade do método de imunoensaio.

Funcao Linear Funcdo Quadratica

(y = mg + myx) (y = Mo + Myx +myx°)
mo 0,47 Smo 0,518 mo -1,96 spo 0,66
m; 098 s 0,056 mq 1,60 Sm1 0,16

m, -0,035 sp, -0,03

Syx 0,308 Syix 0,11
r’ 0,99 r’ 0,99
g.l 2 g.l 1

F calculado = 14,57
F tabelado = 161,4

Como F calculado é menor que o F tabelado considera-se que nao existem
diferencas significativas, mas o valor de F tabelado é muito alto (devido a
eliminacdo de um par de valores) o que sugere pouca credibilidade em
afirmarmos que a recta € linear no intervalo de 5,1% a 12,45%. A solucdo foi
realizar um segundo estudo aumentando o numero de diluicdes de cinco para
sete em que o intervalo estudado foi de 5,4% a 9,5 % de HbAlc, os dados obtidos
estdo expressos na Tabela 6, confirmando-se a existéncia de linearidade nesta

gama de trabalho.
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2° Estudo

Tabela 6: Dados e resultados obtidos no segundo estudo da linearidade do método de

imunoensaio.

Valores Esperados 1°Resultado 2° Resultado Média

D1 5,4 5,69 5,31 5,50
D2 6,2 5,96 6,28 6,12
D3 6,4 6,40 6,67 6,54
D4 7,0 7,34 8,2 7,77
D5 7,5 7,97 7,9 7,94
D6 8,5 8,21 8,78 8,50
D7 9,5 9,72 9,44 9,58
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Grafico 3: Grafico de disperséo - valores esperados versus valores observados no segundo

estudo de linearidade do método de imunoensaio.
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Procedeu-se a regressao polinomial de primeiro e segundo grau e ao teste F,

cujos resultados estdo expressos na Tabela 7.

Tabela 7: Resultados obtidos da regresséo polinomial de 1° e 2° grau e teste F no segundo
estudo de linearidade do método de imunoensaio.

Funcéo Linear Funcao Quadrética

(Y =mg + myx) (y = Mo + myx +myx°)
me 0,18 spo 0,68 Mo -4,54 Smo 3,92
m; 1,00 spm; 0,09 m; 2,30 Sm1 1,06

my - 0,08 Smz 0,07

Syx 0,32 Syix 0,30
r’ 0,95 r? 0,96
gl 5 g.l 4

F calculado = 1,50
F tabelado = 7,70

Como o F calculado € menor que o F tabelado, considera-se que nao existem
diferencas significativas e podemos afirmar que existe linearidade para o conjunto
de valores e a gama de trabalho para este método sera de 5,4% - 9,5% HbALc.
Tendo sido feito o mesmo estudo para o método de HPLC, que ja tinha sido
provado a linearidade para o intervalo 5,1% a 14,9% em cinco pontos, também se
verificou a linearidade para o intervalo acima referido em 7 pontos (F calculado =
0,26).

3.2 Resultados do Estudo da Preciséao

Neste estudo com os dados obtidos, procedeu-se ao célculo da precisédo intra-
corrida e precisao total conforme as férmulas descritas no ponto 2.5.2. Por fim, as
precisbes totais dos dois métodos para as diferentes concentragbes de HbAlc,
foram comparadas através do teste estatistico mais adequado para este fim, o

teste F.
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3.2.1 Método HPLC

Na Tabela 8, estdo apresentados os resultados dos dois controlos, que foram

analisados em duplicado durante vinte dias.

Tabela 8: Dados obtidos no estudo da precisdo do método de HPLC em % HbAlc.

Dias Controlo Glyco | Controlo Glyco | Controlo Glyco Il Controlo Glyco |l

1° Resultado 2° Resultado 1° Resultado 2° Resultado

14-01-2011 6,0 6,0 11,5 11,3
19-01-2011 59 5,8 114 11,1
21-01-2011 59 59 11,4 11,3
26-01-2011 6,1 6,0 115 11,5
28-01-2011 6,0 5,9 11,7 11,3
02-02-2011 6,0 6,0 11,5 11,4
04-02-2011 6,0 59 10,7 10,6

- - 11,3 11,6
09-02-2011 6,0 5,9 11,6 11,4
11-02-2011 6,0 6,0 11,5 11,5
16-02-2011 59 6,1 11,5 11,9
18-02-2011 6,0 6,0 115 11,5
23-02-2011 6,1 5,8 11,7 11,1
25-02-2011 6,0 59 11,5 11,4
02-03-2011 6,0 59 11,5 11,4
04-03-2011 6,1 6,1 11,7 11,6
09-03-2011 6,0 5,9 11,6 11,6
23-03-2011 6,0 59 11,4 11,3
25-03-2011 6,0 6,0 11,5 11,4
30-03-2011 6,0 6,0 11,5 11,5
14-01-2011 6,0 6,1 11,6 11,4
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Os valores da preciséao intra-corrida (DPwr), precisao total (DPT) e respectivos CV
para cada concentracdo estdo apresentados na Tabela 9, assim como a
comparacao de precisfes entre concentracdes através do teste F.

Tabela 9: Resultados obtidos no estudo da precisdo do método HPLC.

Controlo Controlo

Glyco | Glyco Il
Média 5,97 Média 11,47
DPwr 0,075 DPwr 0,16
DPwmp 0,057 DPwmp 0,10
DPT1 0,076 DPT2 0,15
CVv 1,28 CcVv 1,33
GL 39 GL 39

F calculado = 3,98
F tabelado = 1,71

Como o valor de F calculado é maior do que F tabelado, considera-se que

existem diferencas significativas entre as duas precisées e ndo podemos calcular
uma precisao total para os dois niveis.
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3.2.2 Método Imunoensaio

Na Tabela 10, estdo apresentados os resultados dos dois controlos, que foram
analisados em duplicado durante vinte dias.

Tabela 10: Dados obtidos no estudo da precisdo do método de imunoensaio.

Dias Controlo HBCN Controlo HBCN Controlo HBCP Controlo HBCP

1° Resultado 2° Resultado 1° Resultado 2° Resultado
14-01-2011 5,91 5,74 12,74 12,16
19-01-2011 5,50 5,61 12,12 12,34
21-01-2011 5,77 5,63 12,29 12,32
26-01-2011 5,58 5,66 12,25 12,24
28-01-2011 5,74 5,76 12,48 12,45
02-02-2011 5,85 5,80 12,49 12,40
04-02-2011 5,85 5,98 12,32 12,61
09-02-2011 5,98 5,98 12,52 12,20
11-02-2011 5,85 5,68 12,51 12,25
16-02-2011 5,57 5,92 12,41 12,46
18-02-2011 5,72 5,66 12,26 12,47
23-02-2011 5,45 6,00 12,47 12,62
25-02-2011 5,83 5,84 12,48 12,50
02-03-2011 5,90 6,12 12,51 12,58
04-03-2011 5,75 5,89 12,49 12,47
09-03-2011 5,94 5,99 12,52 12,50
23-03-2011 5,51 5,51 12,51 12,44
25-03-2011 5,63 5,52 12,24 12,60
30-03-2011 5,54 5,51 12,51 12,50
14-01-2011 5,51 5,563 12,38 12,38

Na Tabela 11, estdo apresentados os valores da precisao intra-corrida, precisao
total e respectivos coeficientes de variagdo para cada concentracdo e também a

comparacao de precisdes entre concentracdes através do teste F.
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Tabela 11: Resultados obtidos no estudo da precisdo do método de imunoensaio.

Controlo Controlo
HBCN HBCP
Média 5,74 Média 12,42
DPwr 0,125 DPwr 0,146
DPwmp 0,157 DPwmp 0,153
DPT1 0,180 DPT2 0,137
CVv 3,14 CVv 1,10
GL 30 GL 38

F calculado = 1,73
F tabelado = 1,77

Como o valor de F calculado € menor do que o de F tabelado, considera-se que
nao existem diferencas significativas entre as duas precisoes.

No entanto, os trabalhos de precisdo e linearidade foram realizados em
simultaneo e, por este motivo, o controlo HBCP com valor alvo de 12,2% néo
devia ter sido escolhido, visto que a linearidade do método recomenda um
controlo menor ou igual que 9,5% HbAlc, o que nao foi feito por auséncia de

informacéo relativa a linearidade.

A avaliacdo de parametros de qualidade (como a homogeneidade de variancias) é
mais importante na gama de concentracdo, que permite decidir e diferenciar o
diagndstico e realizar altera¢es importantes no tratamento. E recomendavel o
estudo de controlos ou conjunto de amostras de referéncia com valores de HbAlc
entre 6,5% e 9% HbAlc (Westgard JO, 2010d).

Caso houvesse linearidade no intervalo de valores atras mencionado, a precisao

total para o método seria de 0,15, o coeficiente de variacdo (HBCN) seria de 2,74

e o coeficiente de variagdo (HBCP) seria de 1,26.
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3.2.3 Comparacao da Precisdo dos Métodos

Para avaliar se existem diferencas significativas entre os dois métodos em termos
de precisao, recorreu-se ao teste F como referido no ponto 2.5.2, em que seria
aconselhavel a comparacao de DPT; e DPT, para os dois niveis de concentracdo
apresentados nas Tabelas 9 e 11. No entanto, a comparacao das precisdes dos
dois métodos para valores mais altos de HbAlc n&o é aplicavel, visto que o valor
alvo do controlo HBCP utilizado no método de imunoensaio € de 12,2%, valor que
ultrapassa o intervalo de linearidade estudado para o método. Se tivesse sido
verificada esta condicao, obter-se-ia o valor de F calculado de 1,25 por referéncia
ao valor de F tabelado de 1,72, e como o valor de F calculado é menor que o F
tabelado, considerava-se que ndo existiam diferencas significativas entre os dois

meétodos para essa gama de concentracao.

Contudo, os valores de precisdo mais relevantes para este estudo foram os
observados nos controlos com niveis mais baixos de HbAlc, pois representam
melhor os valores criticos de decisdo médica (Westgard JO, 2010c). Como tal,
comparou-se a precisdo dos dois métodos para valores baixos de HbAlc e
obteve-se um valor de F calculado de 5,61 sendo o valor de F tabelado de 1,76.

Como o valor de F calculado é maior do que F tabelado, considere-se que
existem diferencas significativas entre os dois métodos. Este facto, ndo seria
alterado se aplicassemos o valor de precisédo total de 0,15 para o método de
imunoensaio, valor calculado se houvesse linearidade para o valor alvo de 12,2
em que o valor de F tabelado de 4,22 sendo o F tabelado de 1,76. Em qualquer
dos casos, verifica-se que ndo ha homogeneidade das variancias o que significa

gue a precisdo do método de HPLC é melhor do que o método de imunoensaio.

Se um paciente tiver 6,5% de HbAlc e se cada método indicar exactamente este
valor, entdo o resultado do método HPLC devera ser apresentado como 6,50 +
0,15 (6,50 + 1,95 x DPT1) para garantir que 95% de probabilidade deste intervalo
inclui o valor verdadeiro; o resultado do método de imunoensaio devera ser

apresentado como 6,50 = 0,35 para o mesmo nivel de probabilidade. Com estes
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resultados torna-se mais insegura a tomada de decisGes em relagéo ao estado do
paciente quando se usa o método de imunoensaio do que quando se usa O
meétodo de HPLC.

Num paciente com um valor verdadeiro de 7% de HbAlc, pelo método de HPLC,
h& 95% de probabilidade do valor verdadeiro estar num intervalo entre 6,85 e
7,15% de HbAlc e, pelo método de imunoensaio, ha 95% de probabilidades de o

valor verdadeiro estar num intervalo entre 6,65 e 7,35% de HbAlc.

De acordo com o requisito de qualidade clinico, um método deve ser capaz de
detectar uma alteracdo de 0,5% de HbAlc, e esta ndo pode ser consequéncia da
imprecisdo do método. Como tal, 0 método para um valor critico de 7% de HbAlc
deve ter um RCV menor que 7,1%, o que ndo se verifica para o0 método de
imunoensaio que possui um RCV de 9,1%, em relagdo ao método de HPLC, que

apresenta um RCV de 4,5%.

3.3 Resultados do Estudo da Exactidao

Um dos parametros importantes na validacdo de um método para implementacéo
na rotina de um laboratério consiste na comparacdo dos resultados obtidos, a
partir desse método, com os resultados obtidos pelo método considerado como
referéncia. O objectivo principal é estudar a proximidade dos resultados obtidos
pelos dois métodos, isto €, avaliar a exactiddo do novo método relativamente ao
de referéncia e determinacdo do bias para varias concentracdes, através da
utilizacdo do método de regressao linear. Contudo, procedeu-se inicialmente ao
teste t para amostras emparelhadas, para avaliar se existiam diferencas
significativas entre os métodos. Os resultados das amostras obtidas por ambos os

métodos estdo expressos na Tabela 12.
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Tabela 12: Valores das amostras obtidos pelos dois métodos (% HbA1c).

Amostra Método Método Amostra Método Método Amostra Método Método

HPLC Imuno. HPLC Imun. HPLC Imuno.
1 7,2 7,04 35 5,4 5,33 69 8,3 8,48
2 51 5,20 36 9,4 9,21 70 7,7 7,63
3 6,9 6,89 37 9,4 9,29 71 5,2 5,46
4 7,7 7,99 38 5,6 5,6 72 6,3 6,61
5 6,9 8,52 39 8,1 8,21 73 7,3 7,09
6 6,9 7,11 40 7,0 7,08 74 6,1 6,54
7 55 5,66 41 59 6,00 75 5,2 5,33
8 9,1 8,84 42 9,0 9,10 76 7,5 7,59
9 55 5,55 43 6,5 6,50 77 7,1 7,04
10 7,1 7,14 44 91 9,30 78 7,6 7,87
11 7,7 7,92 45 6,3 6,80 79 6,1 6,36
12 7,1 7,22 46 7,5 7,40 80 6,4 6,43
13 59 5,89 47 5,4 5,51 81 53 5,52
14 7,5 7,66 48 7,0 6,94 82 6,2 6,50
15 4.8 5,15 49 8,3 8,48 83 7,4 7,41
16 6,7 7,13 50 6,9 6,99 84 6,5 6,68
17 8,0 8,15 51 6,8 6,91 85 7,8 7,60
18 5,8 5,76 52 8,2 8,29 86 7,6 7,61
19 8,0 8,02 53 6,7 6,60 87 50 5,40
20 55 5,55 54 6,3 6,47 88 6,0 6,22
21 7,0 7,10 55 5,2 5,66 89 6,6 6,87
22 51 5,47 56 9,2 9,37 90 8,3 8,61
23 6,8 6,83 57 6,5 6,71 91 6,3 6,67
24 7,2 7,08 58 5,2 5,53 92 8,4 8,57
25 51 5,26 59 6,4 6,48 93 7,5 7,75
26 7,7 7,67 60 7,1 7,29 94 6,3 6,42
27 7.4 7,34 61 6,5 6,72 95 51 5,50
28 8,5 8,67 62 7,0 7,26 96 7,6 7,52
29 8,0 8,38 63 7,6 7,82 97 6,3 6,58
30 6,0 6,13 64 9,2 9,16 98 8,1 8,07
31 7,2 7,31 65 8,0 8,48 99 6,0 6,15
32 6,0 6,31 66 6,5 6,87 100 8,1 8,16
33 7,7 7,65 67 6,6 6,62 101 53 5,60
34 9,1 9,07 68 6,5 6,63

Os resultados obtidos foram analisados com o intuito de identificar valores
aberrantes, que poderédo influenciar os resultados finais deste estudo; para tal,
recorreu-se as regras descritas no ponto 2.5.3, identificou-se um valor aberrante

(6,9; 8,52), sendo este eliminado do conjunto de valores.
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3.3.1. Teste t para amostras emparelhadas

Inicialmente, procedeu-se ao teste t para amostras emparelhadas descrito no
ponto 2.5.3, para avaliar se os resultados provenientes dos dois métodos
apresentavam desvios significativos. Este teste baseia-se nas diferencas entre os
resultados obtidos pelos dois métodos para cada amostra analisada. No Grafico 5,
estdo representadas essas diferencas e, na Tabela 13 estdo expressos 0s

resultados para o teste t.

0,6
0,5 L 4
’ 23
0,4 * ¢ o
' o3 Y s
I S
0,2 &
00 P s 0‘ o o % .
0,1 R N S :. 7S
4 .
I XS
O T ’?I L‘| ‘—‘ ?’ |~ ]
4 5 ¢ ” ¢ 8 9 10
-0,1 ¢ Y L 4
L 2
0,2 o < *
2
0,3

Grafico 4: Diferenca entre os resultados do método imunoensaio e 0o método HPLC.

Tabela 13: Resultado do teste t para amostras emparelhadas.

Média das diferencas -0,13
Desvio padréo das diferencas 0,16
Valor t calculado 7,74
Valor t tabelado 1,98

Como o t calculado (valor absoluto) é maior do que o t tabelado, considera-se que
existem diferencas em geral para o conjunto de amostras e a presenca do erro

sistematico é estatisticamente significante.
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3.3.2. Regresséao Linear

De seguida, procedeu-se ao teste de regresséo linear para avaliar a natureza do
erro sistematico, através da analise dos valores da ordenada na origem e do
declive da equacédo da recta. Os resultados obtidos para estes parametros sao

apresentados na Tabela 14.

Elaborou-se também um grafico de dispersdo, onde os resultados do método de
imunoensaio foram colocados no eixo do yy e os resultados do método de HPLC,
no eixo de xx. Através da analise do Grafico 4, podemos visualizar a resposta da

linearidade face ao intervalo de dados e uma relacao entre os métodos.
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Grafico 5: Comparacdo dos resultados do método teste versus os resultados método
comparativo.
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Tabela 14: Resultados da regresséo linear no estudo da exactidao.

Funcao Linear

Mo 0,49 Smo 0,09
m; 0,94 Sm1 0,13
S yix 0,15

2

r 0,98
g.l. 98

Y = 0,49 + 0,94x

Como coeficiente de correlacdo é igual a 0,98, considera-se que o intervalo de
valores é adequado para a estimativa do declive e a ordenada na origem. Desta
forma, procedeu-se a andlise do intervalo de confianca associado a origem (mg + t
X Smo) € ao intervalo de confianca associado ao declive (m; £t X sp;), para um
nivel de confianca de 95%, e verificou-se que o valor zero ndo pertence ao
intervalo de confianca associado a ordenada na origem [0,37; 0,68] e que o valor
1 ndo pertence ao intervalo de confianca associado ao declive [0,92; 0,97]. Isto
permitiu concluir, mais uma vez, que os métodos ndo sdo estatisticamente
concordantes e que o método de imunoensaio apresenta um erro sistematico

constante e um erro sistematico proporcional.

Através da equacao de regresséao linear, procedeu-se ainda a determinacao do
erro sistematico (bias) para os niveis criticos de decisdo médica. Assim, para o
nivel critico de decisdo médica de 6,5% de HbAlc, o valor correspondente sera
de 6,65, (yc = 0,49 + (0,94 - 1) x 6,5) o que significa que existe um erro
sistematico de 0,15% HbA1c. Para o nivel critico de decisdo médica de 7,0% de
HbAlc, o valor correspondente sera de 7,13% (yc = 0,49 + (0,94 - 1) x 7,0), o que
significa existir um erro sistematico de 0,13% HbAlc.
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3.4. Elaboracdo do gréfico de decisdo para o requisito da qualidade CAP
(ETade 7%) e NGSP (ETa de 10%)

Para a elaboracao do grafico e calculo da métrica sigma, o bias e o coeficiente de
variacédo foram colocados na mesma unidade de medida (%), em que o bias para
o valor critico de 6,5% de HbAlc sera de 2,3% e o bias para o valor critico de 7%
de HbAlc sera de 1,9%.

Procedeu-se a elaboracdo dos graficos de acordo com o ponto 2.4.4, em que, no
Grafico 6, se observa o desempenho do método na escala sigma, para o critério
da qualidade estabelecido pelo CAP, e, no Grafico 7, para o critério da qualidade

estabelecido pelo NGSP.
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Gréfico 6: Carta de decisdo do método para o critério de qualidade do CAP.

Através da observacao da carta de decisao do grafico 6, podemos concluir que o
desempenho do método é inaceitavel e, calculando a métrica sigma [(ETa — bias)
/ CV], obtemos valores 1,5 sigma para o valor critico de 6,5% de HbAlc e 1,6
sigma para o valor critico de 7% de HbAlc, o que ndo esta de acordo com o

requisito de qualidade e nao é aceitavel para trabalhar na rotina laboratorial.
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Gréfico 7: Carta de decisdo do método para o critério de qualidade do NGSP.

Apods a observacdo do grafico 7, concluimos que o desempenho do método é
pobre, que satisfaz o requisito de qualidade, mas néo é aceite para trabalhar na
rotina laboratorial. Apresenta valores sigma de 2,5 para o valor critico de 6,5% de
HbAlc e 2,6 para o valor critico de 7% de HbAlc.

As conclusfes observadas para os diferentes critérios de qualidade ndo sofreriam
alteracbes se tivéssemos usado o coeficiente de variagdo de 2,7%, valor
calculado a partir da precisédo total do método de imunoensaio, caso houvesse
linearidade para o valor alvo de 12,2% de HbA1c.
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Capitulo IV- Concluséo

O objectivo deste trabalho foi a implementagcdo do método de imunoensaio, para a
determinacdo da HbAlc na rotina laboratorial, e consistiu na avaliacdo do
desempenho do método, em comparacdo com o método de HPLC, segundo os

parametros definidos pela CLIA para métodos de complexidade moderada.

Assim, no estudo da linearidade, verificou-se que o método de HPLC apresenta
linearidade no intervalo de 5,1% a 14,9% de HbAlc mas o método de
imunoensaio ndo apresentou linearidade para este intervalo, tendo de reduzir-se a
gama de trabalho para um intervalo de 5,1% a 12,4% de HbAlc, em que se
considerou haver pouca credibilidade estatistica em afirmar linearidade neste
intervalo. Realizou-se novo estudo, agora para um intervalo de 5,4% a 9,5%, por
este incluir os valores criticos de decisdo médica, e verificou-se haver linearidade

neste intervalo para ambos os métodos.

No estudo da precisdo, verificou-se que o método de HPLC apresenta um
coeficiente de variacdo de 1,2% para uma concentracdo média de 6,0% de HbAlc
e um coeficiente de variacdo de 1,3% para uma concentracao média de 11,3% de
HbAlc, estando de acordo com o requisito clinico exigido, pois apresenta um
coeficiente de variacéo inferior a 2,4%, sendo capaz de detectar uma diferenca
estatisticamente significativa de 0,5% de HbAlc. O mesmo néo se verifica para o
método de imunoensaio, que apresenta um coeficiente de variagao de 3,1%, para
uma concentragdo média de 5,8% de HbAlc, e um coeficiente de variagdo de
1,1%, para uma concentracdo média de 12,2% de HbAlc, pelo que este ultimo
ndo pode ser considerado por se verificar haver linearidade apenas até
9,5%HbAlc e também porque € um valor muito alto, que se afasta dos niveis

criticos de decisdao médica.
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No estudo da exactidédo, compararam-se os dois métodos e verificou-se que havia
diferencas significativas entre eles, isto €, os métodos ndo sdo estatisticamente
concordantes na gama de trabalho estudada, pois 0 método de imunoensaio

apresenta um erro sistematico constante e proporcional.

Contudo o erro total do método de imunoensaio € igual a 8%, 0 que esta de
acordo com o requisito exigido para a certificacdo do método pelo NGSP, mas

nao esta de acordo com o requisito da qualidade exigido pelo CAP.

Ao aplicarmos os dados obtidos a ferramenta 6-sigma, verificou-se que o método
satisfaz o requisito do NGSP, apresentando um desempenho 2-sigma, facto que
demonstra que o método ndo € aceite para trabalhar na rotina laboratorial, pois
um método para esta finalidade deve ter um desempenho 4 sigma. Em relacédo ao
critério do CAP, o método também apresenta um desempenho inaceitavel.

Neste estudo, os resultados observados estdo em conformidade com as
publicacdes recentes sobre o desempenho dos métodos para a determinacdo da
HbAlc (www.ngsp.com, 2011). Assim, no relatorio do teste de proficiéncia do

CAP (GH - 2a) de 2011, podemos observar que o método de imunoensaio,
estudado neste trabalho, apresentou coeficientes de variacdo de 3,8%, 3,5% e
3,9% e respectivos bias de 2,1%, 3,3%, 3,5% para as seguintes concentracdes de
HbAlc: 8,5%; 5,4% e 6,4%.

Também no estudo publicado por Lenters - Westra E et al (2011), onde foram
utilizados os dados dos laboratoérios participantes no programa de controlo da
qualidade externo holandés e belga, com o objectivo de avaliar o desempenho da
maioria dos métodos disponiveis no mercado e, também, se estes eram capazes
de satisfazer o critério clinico através do calculo do RCV, os resultados revelaram
gue o método de imunoensaio em questdo apresentou em média um coeficiente
de variacao de 3,3%, para valores alvo de 5,9% e 7,8% de HbAlc e um valor de
RCV de 0,68% de HbAlc, que corresponde a uma percentagem de RCV de 9,6%
para o valor alvo de 7% de HbAlc.
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E, segundo os dados do PNAEQ em HbAlc, os laboratérios participantes neste
programa, com o método de imunoensaio, obtiveram no ensaio de 2010, em
meédia coeficientes de variacao de 3,2% e 4,4% para as seguintes concentracdes
de HbAlc: 6,9% e 11,4%. O programa nao revela os equipamentos usados pelos
laboratorios participantes, de forma que os valores dos coeficientes de variacao
apresentados representam, em média o desempenho de diferentes equipamentos
com o mesmo método de imunoensaio.

De salientar que os dados obtidos nos estudos publicados demonstram o
desempenho médio para cada método e, como tal, alguns laboratorios, usando
um determinado método, podem alcangar um valor de RCV e, por conseguinte um
valor de coeficiente de variacdo mais baixo que os valores alcancados nos
estudos, e outros laboratorios, usando o0 mesmo método, podem apresentar um

valor de RCV e coeficiente de variagdo mais altos (Westgard S, 2011b).

Podemos concluir que o método de imunoensaio, embora sendo certificado pelo
NGSP e satisfaca o requisito da qualidade proposto por esta entidade, apresentou
um desempenho analitico inaceitavel para os critérios da qualidade estabelecidos
pelo CAP e clinico, considerando-se ndo ser viavel a sua implementacao na rotina
laboratorial, face as limitacbes do método que poderdo influenciar decises

clinicas importantes quando baseadas nos seus resultados.
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