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Comparacao entre métodos de diagnésticos para a
quantificacao da lipoproteina de baixa densidade em
pacientes atendidos em um Hospital Universitario

Comparison between diagnostic methods for the quantification of
low-density lipoprotein in patients attended at a University Hospital

RESUMO

Introdugdo: Estudos relatam uma forte ligagdo entre as dislipidemias e as ateroscleroses. Por esta razdo, exames
como o perfil lipidico sdo realizados rotineiramente com o intuito de prevengdo e monitoramento dessas doengas.
A lipoproteina de baixa densidade possui grande destaque por apresentar maior relagdo com fatores de risco para
o desenvolvimento de doengas aterosclerdticas. Métodos diretos de obtengdo dos valores dessa lipoproteina séo
confrontados com resultados obtidos usualmente na rotina, através de equagbes que fornecem valores estimados.
Objetivo: Comparar os métodos de diagndsticos utilizados para a obtengdo da lipoproteina de baixa densidade através
das Férmulas de Friedewald e Martin com os resultados obtidos por metodologia automatizada, em pacientes atendidos
em um Hospital Universitario de Juiz de Fora - MG. Material e Métodos: Foram coletadas amostras de sangue venoso
para a obtengdo do soro de 208 pacientes. Quantificaram-se os niveis de colesterol total, triglicerideos e da lipoproteina
de alta densidade para a obtengdo da lipoproteina de baixa densidade através das equagbes de Friedewald e Martin.
Resultados: Ha uma correlagdo positiva entre os resultados de lipoproteina de baixa densidade calculados pelos
métodos de Martin e direto (p=0,916), e uma correlagdo positiva entre os resultados pelos métodos de Friedewald e
direto (p=0,915). Discussdo: Foi observada uma correlagéo positiva entre os valores de colesterol e de lipoproteina
de baixa densidade pelas trés metodologias. O método de Bland-Altman foi utilizado para comparagdo dos resultados
obtidos pelas equagdes e pela metodologia direta. Conclusao: Ainda que as equagdes de Friedewald e Martin tenham
apresentado boa correlagdo com a lipoproteina de baixa densidade medida por metodologia direta, estudos que
relacionam doengas arteriais aterosclerdticas a lipoproteina de baixa densidade devem considerar a quantificagdo direta

desta a fim de abranger os individuos com suas diversas especificidades.

Palavras-chave: Hipercolesterolemia, LDL-Colesterol, Lipoproteinas, Diagndsticos Laboratoriais, Aterosclerose.

ABSTRACT

Introduction: Studies have reported a strong link between dyslipidemia and atherosclerosis. For this reason, exams
such as the lipid profile are routinely performed for the prevention and monitoring of these diseases. Among the
lipid indices, low density lipoproteins should be highlighted because due to their greater relation with risk factors for
the development of atherosclerotic diseases. Therefore, direct methods of obtaining low density lipoproteins values,
considered more accurate, are confronted with results usually obtained in the routine, through equations that provide
estimated values. Objective: We compared the diagnostic methods used to obtain low density lipoproteins through
the Friedewald and Martin formulas with the results obtained by automated methodology in patients attended at a
University Hospital of Juiz de Fora - MG. Material and Methods: A total of 208 patients were recruited and venous
blood samples were collected to obtain serum. The levels of total cholesterol, triglycerides and high density lipoprotein
were quantified to obtain low density lipoproteins through the Friedewald and Martin equations. Results: A positive
correlation between low density lipoproteins results has calculated by Martin and direct methods (p = 0.916), and
positive correlation between Friedewald results and direct (p = 0.915). Discussion: We observed a positive correlation
between the values of cholesterol and low density lipoproteins by the three methodologies. The Bland-Altman method
has been used to compare the results obtained in search and methodology. Conclusion: Although the Friedewald and
Martin equations have a good correlation with low density lipoproteins as measured by direct methodology, studies
that relate atherosclerotic arterial diseases to low density lipoproteins should consider the direct quantification of this

lipoprotein in order to cover individuals with their different specificities.

Key-words: Hypercholesterolemia, LDL-Cholesterol, Lipoproteins, Laboratory Diagnostics, Atherosclerosis.

BY HU rev. 2019; 45(2):115-121. DOI: 10.34019/1982-8047.2019.v45.27464

115


https://doi.org/10.34019/1982-8047.2019.v45.25798
https://periodicos.ufjf.br/index.php/hurevista/article/view/27464
https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0
mailto:alinecorrearibeiro@yahoo.com.br
https://orcid.org/0000-0003-2217-2367

https://orcid.org/0000-0001-5865-2026

https://orcid.org/0000-0001-5651-4965

https://orcid.org/0000-0002-2877-1929

https://orcid.org/0000-0002-5663-2838

https://orcid.org/0000-0001-8927-446X

https://orcid.org/0000-0001-6948-331X
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INTRODUCAO

A modernidade trouxe muitos beneficios e privilégios
ao homem, no entanto, modificou seus habitos e estilo
de vida de forma significativa. O aumento do consumo
de gorduras e aglcares provenientes principalmente de
produtos industrializados, associado ao sedentarismo,
resultou na elevacdo da prevaléncia de sobrepeso/
obesidade e no aumento da incidéncia de doengas como
diabetes e hipertensdo arterial, alcangando numeros
cada vez maiores.!

Das principais doencgas resultantes desses maus
habitos, as arteriais aterosclerdticas e os consequentes
disturbios cardiovasculares ganham grande destaque, e
a associagdo entre essas duas doencgas vém despertando
nos pesquisadores o interesse em estabelecer a
génese da aterosclerose.?® Sabe-se que as doencas
aterosclerdticas possuem origens multifatoriais, cujos
fatores genéticos e adquiridos, atuando em conjunto
ou individualmente, podem determinar a ocorréncia da
aterosclerose.*

Estudos relataram uma forte relagdo entre as
dislipidemias e a ocorréncia de aterosclerose e, por esta
razdo, exames laboratoriais bioquimicos, como a dosagem
do perfil lipidico, sdo realizados rotineiramente com o
propésito de monitorar ou diagnosticar precocemente
essa doenca.2 Dentre os indices lipidicos, a lipoproteina
de baixa densidade (LDL-c) se destaca devido sua grande
importancia no diagnodstico.> De acordo com alguns
estudos, as LDL-c possuem uma maior correlagdo com o
risco de ocorréncia de aterosclerose do que o colesterol
total (CT), sendo, portanto, mais utilizada como um dos
marcadores da doenga.>®

Apesar da grande importéncia da LDL-c para a
clinica médica, o calculo dessa fracdo frequentemente é
realizado de forma indireta na rotina laboratorial, através
da aplicacdo da equacgdo de Friedewald.” O modo como
este indice é quantificado tem proporcionado discussdes
em todo o mundo, pelo fato desta equagdo apresentar
algumas limitagbes em relacdo a sua aplicabilidade
em certas doengas, como na hipertrigliceridemia,
hiperlipidemia tipo III e hiperlipidemia secundaria, e
guando os pacientes ndo se apresentam em estado de
jejum para a realizagdo da coleta sanguinea.”-!2

Outra metodologia utilizada para a quantificagdo
da LDL-c de forma indireta é a formula de Martin et
al¥®, cuja aplicabilidade é indicada para amostras de
pacientes com valores de triglicerideos (TG) acima de
400 mg/dL ou pacientes que ndo apresentam estado de
jejum no momento da coleta.!3

Métodos diretos para a quantificacdo dessa fracdo do
CT podem ser aplicados para um melhor diagndstico das
doengas ligadas a LDL-c, pois esses permitem a dosagem
da lipoproteina mesmo com valores elevados de TG (até
1000 mg/dL) e a exclusdo da necessidade de um jejum
prolongado, além da diminuicdo da variacdo analitica,

por possuirem métodos de controle de qualidade,
refletindo positivamente na clinica do paciente.*

Este estudo teve por objetivo comparar os
métodos de diagndsticos utilizados para a obtencdo
da LDL-c através das Formulas de Friedewald e Martin,
chamados métodos indiretos, com os resultados
obtidos por metodologia automatizada, denominado de
método direto em pacientes atendidos em um Hospital
Universitario do municipio de Juiz de Fora- MG.

MATERIAL E METODOS

Para a realizagao deste estudo descritivo transversal,
foram recrutados 208 pacientes de ambos os sexos,
entre 18 e 60 anos, em jejum por um periodo de 12
horas no momento da coleta sanguinea, atendidos em
um Hospital Universitario do municipio de Juiz de Fora
e que aceitaram participar da pesquisa e, portanto,
assinaram o Termo de Consentimento Livre Esclarecido
(TCLE).

A pesquisa foi submetida e registrada em 25/05/2018
na Plataforma Brasil (CAAE 91584218.1.0000.5156)
e o projeto aprovado em 03/09/2018 pelo Comité de
Etica em Pesquisa em Seres Humanos da Universidade
Presidente Ant6nio Carlos — UNIPAC, sob o nimero de
parecer 2.870.661.

Os pacientes que participaram do estudo nao
tiveram amostras sanguineas coletadas exclusivamente
para a realizagdo da pesquisa, ou seja, as quantificagdes
lipidicas referentes ao estudo foram realizadas nas
amostras de sangue venoso coletadas para os exames
de rotina da dosagem do perfil lipidico, ndo agregando
custos ao hospital.

Foram excluidos do estudo, pacientes com idade
inferior a 18 ou superior a 60 anos, 0s que nao
permaneceram em jejum pelo periodo definido, os que
ndao concordaram em preencher o TCLE e os pacientes
que no momento da abordagem para entrevista e
apresentagdo do TCLE se declararam ndo serem
residentes no municipio de Juiz de Fora.

Os pacientes que se enquadraram nos critérios da
pesquisa receberam orientagGes sobre objetivos da
mesma e assinaram o TCLE, cientes da sua participagao.
Apb6s o aceite, foram coletados cerca de 5,0mL de
sangue venoso em tubo com ativador de coagulo e gel
separador e as amostras foram tratadas e analisadas
pelo pesquisador. Apds a coagulagdo sanguinea, 0s soros
foram separados através do processo de centrifugacdo
das amostras em centrifuga CELM®, modelo LS-3 plus.

A quantificacdo dos parametros lipidicos no soro foi
realizada através de kits prontos da Wiener lab®, em
aparelho para ensaios bioquimicos da Wiener Lab®,
modelo Ct600i.
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Determinacdo dos indices lipidicos nas amostras

O CT foi determinado por método enzimatico (agdo da
colesterol-esterase), os TG por métodos enzimaticos através
da acdo da lipase lipoproteica e a fragdo HDL-c por método
colorimétrico sem precipitacdo, utilizando o reagente
monofasico.

A fracdo LDL-c foi obtida de trés maneiras, sendo a
primeira através da aplicacdo da equagdo de Friedewald,
a segunda através da férmula de Martin, onde a variavel
“Xx” esta relacionada com os niveis de Ndo HDL-c e TG, com

(A)
LDL-c = CT - HDL-c - IG

5

valores entre 3,1 e 11,9 de acordo com a tabela de Martin
et al’. As equagOes estdo representadas na figura 1. A
terceira forma de obtencdo da fracdo LDL-c foi através da
quantificacdo pelo método direto, por reacdo enzimatica -
colorimétrica.

Como controle de qualidade das analises de CT, TG,
fracdo HDL-c e fracdao LDL-c por metodologia direta, foi
utilizado o kit Standatrol S-E, Wiener Lab®. Os resultados
foram analisados em graficos fornecidos pelo proprio
aparelho. As realizacdes de calibragdes dos analitos que se
fizeram necessarias foram realizadas utilizando calibradores
especificos, fornecidos pelos préprios kits dos regentes.

(B)

LDL-c = CT - HDL-c - 1IG

X

Figura 1: equacao de Friedewald (A) e equacdo de Martin (B).

Metodologia de andlise de dados

Para a determinagdo do nimero amostral (n) foi aplicada
a estatistica segundo Moore.’* Conforme levantamento,
aproximadamente 780-790 pessoas sdo atendidas
mensalmente no Laboratério de Analises Clinicas do HU-
CAS-UFJF, gerando um “n” de 188 participantes, com 5% de
erro amostral e nivel de confianca de 95%.

No entanto, o n foi ampliado para 250 amostras devido
a capacidade maxima do Kit adquirido - LDL Colesterol
monofase AA. Nessa estimativa de participantes, foi realizada
a amostragem por conveniéncia, e apenas 208 participaram
da pesquisa realizada entre setembro e outubro de 2018.

Os métodos foram escolhidos conforme a distribuicao
dos dados, para testes paramétricos foram utilizadas
andlises de variancia (ANOVA) considerando-se os dois
métodos indiretos para dosagem de LDL-c, com um método
referéncia automatizado e teste-t de Student; e para os
testes ndo paramétricos, a correlacdo de Spearman, com
os testes post-hoc apropriados. O teste estatistico de Bland-
Altman foi aplicado para comparagdo entre os dois métodos
indiretos com o método direto.1¢17

Todas as andlises foram realizadas com 5% de
significancia, utilizando-se o programa estatistico (SPSS
- Statistical Package for the Social Sciences™, versao
24.0).16:17

RESULTADOS

Foram analisadas 208 amostras de soro de pacientes
participantes do estudo. Destes, 127 (61,1%) eram pacientes
do sexo feminino.

A média (+ desvio padrdo) da idade dos participantes
foi 46,7 (£10,6) anos. Avaliando individualmente os grupos,
foi observada a média de 49,6 (+8,8) anos no grupo de

participantes com historico de dislipidemia e a média de
44,8 (+11,3) anos no grupo de participantes sem histdrico
de dislipidemia (teste t de Student, t=3,5; p<0,05).
Atabela 1 mostra o numero de pacientes e a classificagdo
destes de acordo com os valores de LDL-c seguindo a
Sociedade Brasileira de Analises Clinicas (SBAC),'® utilizando
as formulas de Friedewald, Martin e valores obtidos pelo

método direto.

Um dos voluntarios avaliado no estudo (masculino, 36
anos) ao ter o LDL-c quantificado por métodos indiretos
(Friedewald e Martin) apresentou resultados, segundo
classificacdo da SBAC, nas faixas “desejavel” e “limitrofe”
respectivamente (126 mg/dL e 130 mg/dL). O mesmo
voluntario, ao ter o LDL-c quantificado por metodologia
direta, apresentou resultado de 89 mg/dL, passando entao,
a ser classificado na categoria “6timo”, segundo a SBAC.!®

OQutro participante, 39 anos, masculino, apresentou
LDL-c nos valores de 114 mg/dL e 142 mg/dL segundo
as equacdes de Friedewald e Martin, respectivamente. No
entanto, o valor de LDL-c apresentado por metodologia
direta foi de 72 mg/dL. Mudando, portanto, a classificacdao
desse paciente de “6timo” para “limitrofe” segundo valores
de referéncia da SBAC quando utilizada a equacdo de Martin
para o calculo do LDL-c.'®

Além disso, um terceiro voluntario (masculino, 46
anos) apresentou valores de LDL-c estimados pelas
equagdes de Friedewald e Martin de 69 mg/dL e 79 mg/
dL, respectivamente. Quando quantificado por metodologia
direta, LDL-c apresentou um resultado de 119 mg/dL.
Conferindo, portanto, a esse paciente, a classificacdao
“desejavel” e ndo “6timo” como seria se avaliado pelas
equacoes.

Utilizando o célculo de coeficiente de correlagdo de
postos de Spearman para a comparacdo dos valores de
LDL-c obtidos pelo método direto com os obtidos pelos
calculos de Friedewald e Martin, pode-se dizer que ha uma
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Tabela 1: quantitativo de pacientes e suas classificagGes segundo os valores de referéncia para LDL-c em cada método

utilizado.

A Friedewald Martin Método Direto

Valores Referéncia*

(n) (n) (n)
Otimo 100 mg/dL 63 62 63
Desejavel 101- 129 mg/dL 68 57 62
Limitrofe 130-159 mg/dL 46 55 42
Alto 160- 189 mg/dL 20 23 30
Muito Alto > 190 mg/dL 11 11 11

Nota: * valores de referéncia segundo SBAC (Sociedade Brasileira de Analises Clinicas); n = niumero de individuos.

correlagdo positiva entre os resultados calculados pelo
método de Martin e os resultados encontrados no método
direto (p=0,916), assim como entre os resultados calculados
pelo método de Friedewald e os resultados encontrados no
método direto (p=0,915).

Avaliando-se os resultados encontrados, através do
calculo de Martin e dosagem direta, pela metodologia de
Bland-Altman (figura 2A) pode-se perceber que 92,8%
dos resultados estavam dentro dos limites de dois desvios-
padrées em relacgdo a média. Quando os resultados
encontrados pelo cdlculo de Friedewald e dosagem direta
foram comparados (figura 2B), p6de-se perceber que 94,2%
dos resultados estavam dentro dos limites, porém, ambos
abaixo dos 95% recomendados.”

(A)
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Figura 2: resultados dos valores de LDL-c encontrados pelo
método direto e pelo calculo de Martin (A) e pelo calculo de
Friedewald (B), utilizando a estatistica de Bland-Altman.
Ao analisar os valores encontrados de LDL-c pelos trés

métodos (método direto, método Friedewald e método de
Martin), de modo individual com os valores de CT, notou-
se uma forte correlagdo positiva entre os valores, ou
seja, quanto maior o valor de CT, maior o valor de LDL-c
encontrado (Spearman, p=0,874; p<0,01 / p=0,932;
p<0,01 / p=0,965; p<0,01 respectivamente). E apenas
no grupo que apresentou valores de CT entre 200-239
mg/dL, houve diferenga estatisticamente significativa
para LDL-c quando calculado pelos trés métodos (ANOVA,
p<0,05), conforme pode ser observado na figura 3.

<200l 200- 2

Valores das mediana de LDL- (mg/dL)

Valores de Colesterol conforme SBAC

Figura 3: resultados dos valores das medianas do LDL-c
obtidos através dos métodos direto e indiretos, agrupados
conforme estratificacdo dos valores de colesterol total,
segundo classificagdo da SBAC.

Ao realizar a mesma comparacdao utilizando os
valores encontrados de LDL-c pelos trés métodos (método
direto, método Friedewald e método de Martin), divididos
por faixas de concentragdo de TG, observou-se uma
correlagdo muito fraca (Spearman, p=0,165; p<0,017 /
p=0,078; p<0,265 / p=0,253; p<0,01 respectivamente)
(Figura 4).

Os valores de TG também foram estratificados,
conforme SBAC.18 Em todos os grupos com TG, houve
uma diferenga estatisticamente significativa (ANOVA,
p<0,05). Nenhum paciente apresentou TG maior que 500
mg/dL, por isso, esta faixa ndo foi avaliada (figura 4).

DISCUSSAO

O numero de pacientes com valor de LDL-c dentro do
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Figura 4: resultados dos valores das medianas do LDL-c obtidos através dos métodos direto e indiretos, agrupados
conforme estratificacdo dos valores de triglicerideos, segundo classificagdo da SBAC.

valor desejavel foi maior no método que utiliza a férmula
de Friedewald quando comparado ao uso da dosagem
direta e ao calculo por Martin e para valores limitrofes
foi maior no método que utiliza a féormula de Martin
guando comparado aos demais métodos, resultados
estatisticamente significativos (tabela 1). Deste modo,
pode-se observar que os resultados ndo sdao sempre
concordantes e que algumas amostras sao classificadas
de modo diferente dependendo da forma como foi dosado
ou calculado o valor de LDL-c.

Analisando os resultados encontrados através do
método direto e dos calculos indiretos, utilizando a
metodologia de comparagao de Bland-Altman, observou-
se que a média da diferenca entre os métodos Martin
e direto é muito proxima de zero (-0,23), evidenciando
gue, em média, o método de Martin apresenta resultado
0,23 mg/dL maior que o método direto. E em relagdo dos
métodos Frieldewald e direto, a média da diferenca foi
de 2,67, significando que o método de Frieldewald, em
média, apresenta resultados 2,67 mg/dL menor que o
método direto.

Os resultados confrontam com os encontrados por
Larsson et al!*® em seus estudos, onde encontraram
concordancia entre os métodos, no entanto, seus
resultados apontaram valores até 10% mais baixos
no LDL-c por metodologia direta quando comparada a
equacdo de Friedewald. Acredita-se que os resultados
obtidos na quantificagdo dos TG possam interferir
significativamente na equacdo de Friedewald, justificando
a discordancia dos resultados.

Os métodos de quantificagdo indireta apresentaram
correlagdo positiva com o método de dosagem direta,
onde 92,8% dos resultados estao dentro dos limites
guando comparando a equacgdo de Martin com o método
direto e 94,2% dos resultados, quando comparando a

equacado de Friedewald com o método direto, mostrando
que os resultados s3ao concordantes em sua maioria.

Ao analisar a figura 4, nota-se que os valores de
LDL-c apresentaram-se mais elevados quando se utilizou
a equacao de Friedewald em amostras com TG nos valores
<150 mg/dL quando comparado as outras metodologias.
Nas amostras que apresentaram niveis elevados de TG
entre 201 e 499 mg/dL, observaram-se niveis de LDL-c
menores pela equacdo de Friedewald quando comparado
ao método direto, corroborando com os resultados
encontrados por Vieira et al*® em seus estudos.?°

Variagdes de resultados impactam de forma
significativa na clinica médica, uma vez que concedem
classificagdes diferentes aos pacientes segundo os valores
de referéncia, alterando, consequentemente, a conduta
do médico ao diagnosticar e tratar esses individuos. Esses
achados sao semelhantes ao estudo de Vieira et al*® que
evidenciaram pacientes com mudangas de classificagdo
quanto aos valores de referéncia para LDL-c, ao serem
analisados por metodologias diferentes.?°

Subestimar valores de LDL-c, como encontrados
ao comparar os resultados obtidos pela equagdao de
Friedewald com o método direto, traz aos profissionais
de saude tranquilidade quanto a clinica dos pacientes,
resultando assim, em subtratamentos.

Resultados discrepantes como visto no estudo
trazem preocupacgdo quanto a concordancia e, portanto,
a utilizagdo das equagbes em pacientes da rotina
laboratorial quando ndo avaliadas condigdes quem
possam trazer resultados ndo verdadeiros.

Ao analisar os valores encontrados de LDL-c pelos
trés métodos, de modo individual com os valores de CT,
observa-se forte correlagdo positiva entre os valores, ou
seja, quanto maior o valor de CT, maior o valor de LDL-c
encontrado. Os resultados encontrados sdo discordantes
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dos que foram encontrados por Ilanchezhian e Vanaja.?!
A diferenga de resultados deve-se provavelmente, a
quantificagdo dos demais analitos utilizados nas equagdes
e em especial a diferenca das populagées voluntarias
participantes do estudo. Para esse estudo, os valores de
CT foram estratificados segundo os valores recomendados
pela Sociedade Brasileira de Analises Clinicas (SBAC).8

Ao realizar a mesma comparagdo utilizando os
valores encontrados de LDL-c pelos trés métodos
(método direto, método Friedewald e método de Martin),
divididos por faixas de concentragdo de TG, observou-se
uma correlagdo muito fraca. Nos estudos de Kurniawan e
Martin,??23 foram observadas diferengas significativas dos
valores de LDL-c pelos trés métodos.22?

Nas amostras que apresentaram niveis elevados de
TG, observou-se niveis de LDL-c menores pela equagdo
de Friedewald quando comparado ao método direto,
corroborando com os resultados encontrados por Vieira
et al*®* em seus estudos.?®

Os triglicerideos influenciam diretamente nos
resultados que serdo obtidos utilizando-se Friedewald
ou Martin. Variagbes em qualquer uma das fragGes que
componham as equagdes, irdo impactar diretamente
nos resultados de LDL-c, influenciando muita das vezes,
negativamente na clinica dos pacientes. O LDL-c obtido
por medigdo direta, no entanto, oferece aos profissionais
de salde maior confianca quanto aos seus resultados,
visto que sua obtengdo independe da dosagem de outras
fragdes.

CONCLUSAO

As equagOes de Friedewald e Martin apresentam
boa correlagdo com o LDL-c medido por metodologia
direta na populagdo em geral. No entanto, negligenciar
resultados com tamanha discrepancia como o0s que
foram apresentados nesse estudo, poderia trazer um
grande prejuizo a saude da populagdo quando tratada
em grande escala, visto que, um numero elevado de
pacientes deixaria de receber o tratamento adequado por
consequéncia de resultados ndo fidedignos a cinica do
paciente.

Ainda que a maioria dos estudos que buscam relagao
entre as doencas arteriais aterosclerdticas com valores
elevados de LDL-c utilizem equagdes, em especial a
de Friedewald em suas pesquisas, estudos baseados
na medigdo direta do LDL-c podem ser considerados,
buscando abranger a seguranca e a confiabilidade nos
resultados dos mais diversos individuos, sejam qual

forem suas especificidades.
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