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RESUMO

OBIJETIVOS: Determinar os valores proprios de referéncia para vitamina D, horménio paratireoideo (PTH) e calcio em um laboratério de
analises clinicas.

METODOS: Foi realizado um estudo transversal retrospectivo nas unidades do Laboratorio Alfa Ltda., localizado em Caxias do Sul, na regiéo
serrana do Rio Grande do Sul. A amostra incluiu clientes e funcionarios do laboratério, que se autodeclaravam saudaveis. O estudo foi baseado
em dois métodos de pesquisa (direto e indireto) propostos pelo Clinical & Laboratory Standards Institute para a determinac@o de VR proprios
de um laboratério. O método direto (MD) envolveu aplicagdo de questionario, coleta e analise de amostras de sangue e o método indireto
(MI) consistiu em analise de banco de dados.

RESULTADOS: No MD foram avaliados resultados de 241 individuos, sendo 120 do género feminino. A média de idade dos participantes foi
de 33,8+10,6 anos. O Ml resultou em 5.485 valores para as dosagens de vitamina D, 191 para o PTH e 856 para o calcio. A média de idade dos
individuos foi de 45,0+15,6 anos, 49,0+15,3 anos e 48,87+15,41 anos, respectivamente. Os valores de referéncia proprios obtidos pelo MD
foram estatisticamente iguais aos do MI para as trés dosagens. Quando comparados os valores de referéncia obtidos com os disponibilizados
pelo fabricante, a vitamina D resultou em uma faixa mais baixa de normalidade (fabricante: >30 ng/mL; MD: 10-47 ng/mL; MI: 11-46 ng/mL),
o PTH em uma faixa maior (fabricante: 15-68,3 ng/mL; MD: 19,2-81,6 ng/mL; MI: 26,1-94,3ng/mL) e o calcio apresentou valores muito
proximos (fabricante: 8,3-10,6 ng/mL; MD: 8,3-10,2ng/mL; MI: 8,2-10,1 ng/mL). Houve diferenga estatistica entre os valores de referéncia
estabelecidos para vitamina D e célcio entre os géneros.

CONCLUSOES: Tanto o MD quanto o MI foram eficientes para a determinagdo de valores de referéncia. Os valores de referéncia estabelecidos
no estudo, especificamente para a vitamina D e o PTH, foram diferentes dos sugeridos nas instrugdes do fabricante, o que reforga a recomendagéo
de estabelecimento de valores de referéncia proprios para cada laboratorio.

DESCRITORES: valores de referéncia; intervalos de referéncia; testes laboratoriais; satide da populagao.

ABSTRACT

AIMS: To determine the proper reference intervals for vitamin D, parathyroid hormone (PTH) and calcium in a clinical laboratory.

METHODS: A retrospective cross-sectional study was carried out at the units of Alfa Ltda. Laboratory, located in Caxias do Sul, in the mountain
region of Rio Grande do Sul. The sample included self-declared healthy clients and laboratory workers. The study was based on two research
methods (direct and indirect) proposed by the Clinical & Laboratory Standards Institute for the establishment of proper reference intervals for
a specific laboratory. The direct method (DM) involved questionnaire application, collection and analysis of blood samples and the indirect
method (IM) consisted of database analysis.

RESULTS: Results of 241 individuals were evaluated in the DM, of which 120 were female. The mean age of participants was 33.8+10.6
years. IM resulted in 5,485 values for vitamin D, 191 for PTH, and 856 for calcium. The mean age of the individuals was 45.0+£15.6 years,
49.0+15.3 years and 48.87+15.41 years, respectively. The proper reference intervals obtained by the DM were statistically equal to those of the
IM for the three dosages. When comparing the reference intervals obtained with those available in the manufacturer report, vitamin D resulted
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in a lower range of normality (report: >30ng/mL; MD: 10-47ng/mL; MI: 11-46ng/mL), PTH in a higher range (report: 15-68.3ng/mL;
MD: 19.2-81.6ng/mL; MI: 26.1-94.3ng/mL), and calcium presented very close values (report: 8.3-10.6ng/mL; MD: 8.3-10.2ng/mL;
MI: 8.2-10.1ng/mL). There was a statistical difference between the reference intervals established for vitamin D and calcium between

genders.

CONCLUSIONS: Both MD and MI were efficient for the determination of proper reference intervals. The reference intervals established
in the study, specifically for vitamin D and PTH, were different from those suggested in the manufacturer’s package insert, which reinforces
the recommendation of establishing proper reference intervals for each laboratory.

KEYWORDS: reference values; reference range; laboratory test; population health.

Abreviaturas: CLSI, Clinical & Laboratory Standards Institute;
MD, método direto de pesquisa; MI, método indireto de pesquisa;
PALC, Programa de Acreditagdo de Laboratoérios Clinicos;
PTH, hormonio paratireoideo (parathyroid hormone); VR, va-
lor(es) de referéncia.

INTRODUCAO

Os valores de referéncia (VR) presentes em
um laudo emitido por um laboratério de anélises
clinicas representam o intervalo onde a grande
maioria da populagdo saudavel estd inserida. Essa
ferramenta auxilia o médico na tomada de decisdes
para diferenciar pacientes doentes dos saudaveis,
facilitando a determinacdo do diagnostico correto
e a decisdo terapéutica mais adequada para cada
caso [1].

Nao hd nenhuma lei no Brasil que exija a deter-
mina¢do de VR proprios para os laboratérios de
analises clinicas. Desse modo, normalmente os
valores utilizados sdo preconizados pelos fabricantes
dos reagentes ou descritos na literatura, muitas vezes
internacional ou ultrapassada, sem um estudo da
populacdo em questao [2].

O Clinical & Laboratory Standards Institute
(CLSI), dos Estados Unidos da América, recomenda
que cada laboratoério estabeleca seus proprios VR,
pois cada populagao possui individuos com diferentes
caracteristicas fisiologicas, condi¢cdes ambientais,
estilo de vida e habitos alimentares. O CLSI preconiza
que essa determina¢do pode ser feita por métodos
diretos, através de avaliagao de analitos em individuos
saudaveis, ou indiretos, pela consulta de resultados
em banco de dados [1]. O Programa de Acreditagdo
de Laboratorios Clinicos (PALC) no requisito 9.8 da
Norma 2016, preconiza que o laboratorio deve verificar
se os VR informados pelo fabricante sdo adequados a
populagdo atendida [3].

Ha estudos que mostram que caucasianos
possuem maior facilidade de sintese da vitamina D
(25-Hidroxivitamina D) por exposicao solar quando
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comparados a afrodescendentes, entretanto, em
latitudes mais distantes da zona tropical, a radiagao
torna-se menor e o uso de maior quantidade de vesti-
mentas dificulta o processo de exposi¢do ao sol [4-7].
A sintese de vitamina D pelo organismo, que ocorre
pela irradiagdo solar sobre a pele, ¢ de fundamental
importancia para o metabolismo 0sseo [4, 6]. A relacdo
da vitamina D com o hormonio paratireoideo (PTH)
¢ inversa, havendo inflexdo perto dos 20-30ng/mL de
vitamina sérica. A ma absorcdo do calcio ndo ocorre
até valores graves de deficiéncia de vitamina D, devido
a resposta do PTH, com consequente manutenc¢do
dos niveis da forma ativa da vitamina D (1,25-OH-2
Vitamina D) [8].

O presente estudo teve por objetivo determinar
os VR proprios do laboratorio, com método direto
(MD) e método indireto (MI) de pesquisa, para a
Vitamina D, PTH e célcio, tendo em vista o tipo de
populacgdo da regido.

METODOS

Foi realizado um estudo transversal retrospectivo
nas unidades do Laboratorio Alfa Ltda., maior
laboratorio de andlises clinicas do interior do
Rio Grande do Sul, localizado em Caxias do Sul,
certificado pelo PALC e pela ISO. A cidade pertence a
regido nordeste do estado, com elevada altitude e clima
temperado [9, 10]. Segundo o IBGE [9], grande parte
da populagdo desse municipio ¢ de imigragdo europeia,
com caracteristicas de pele branca, e consequentemente
mais sensivel a exposi¢ao solar.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa Sociedade Educacional Santa Rita
Ltda., Faculdade da Serra Gaucha, sob o parecer
consubstanciado de nimero 1.256.237. O estudo
foi realizado em duas etapas, entre margo de 2015 e
setembro de 2016, seguindo as normas preconizadas
pelo CLSI [1].

Primeira etapa: realizagdo do MD. Foram sele-
cionados, entre clientes e funcionarios do laboratorio,
individuos que se autodeclararam saudaveis, com
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18 anos ou mais, aceitaram participar da pesquisa
e assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido. Na mesma ocasido da assinatura do
termo, os voluntarios responderam a um questionario
adaptado do CLSI [1] sobre sua saude. O nimero
amostral foi o preconizado pelo CLSI [1] (minimo
de 120 individuos). A coleta da amostra bioldgica
seguiu padrdoes convencionais aplicados na rotina
laboratorial. A forma de selecdo foi a priori, ou seja,
apos avaliacdo do questionario, os pacientes que se
autodeclararam saudaveis foram selecionados e as
dosagens de Vitamina D, PTH e célcio foram realizadas
nos respectivos setores de analise do laboratorio,
conforme procedimento operacional padrdo e normas
descritas pelo fabricante de cada equipamento. Na
primeira etapa foram excluidos do estudo individuos
fumantes, alcoolistas, obesos classificados através
do indice de massa corporal (IMC) pelos critérios
da Organizagdao Mundial da Saude (IMC >30kg/m?),
gestantes, pacientes que haviam realizado cirurgia
ha menos de 6 meses, que ndo moravam na mesma
regido do estudo e que usavam drogas ou medica-
mentos/suplementos alimentares, como por exemplo,
vitamina D e calcio, que pudessem interferir nas
analises laboratoriais. Também foram excluidos pa-
cientes que ndo responderam completamente ao ques-
tionario.

Segunda etapa: realizacdo do MI, baseado na
consulta dos resultados de Vitamina D, PTH e calcio
no banco de dados do Laboratorio Alfa Ltda. Nao foi
aplicado questionario, mas avaliaram-se os resultados
dos demais exames realizados pelo individuo no mesmo
periodo, excluindo os que apresentaram resultados fora
da normalidade ou informacdes contidas no cadastro
do paciente que poderiam comprometer o estudo,
como a medicacdo em uso. O numero amostral foi
por conveniéncia. Na segunda etapa foram excluidos
0s pacientes que apresentaram resultados de exames
alterados de perfil renal, hepatico e da tireoide, uso
de suplementos, célcio, vitamina D e medicamentos
para tratamento da tireoide, a partir de avaliagdo de
informacdes contidas no banco de dados.

Foram constituidas tabelas com valores minimos
e maximos, média + desvio padrao (DP) e VR obtidos
segundo o CLSI [1]. Calculou-se a frequéncia de
individuos com valores fora da normalidade para os trés
parametros. Realizou-se também o teste qui-quadrado
para comparar os resultados obtidos via MD e MI ¢
o teste t de Student para comparacdo das médias das
dosagens por género. A analise de dados foi realizada
por meio do programa SPSS 20.0 para Windows com
niveis de significancia de p<0,05.
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RESULTADOS

Foi aplicado questionario a 276 individuos (146
mulheres) para determinagdo de VR a partir do MD
durante os meses de primavera/verdo (novembro de
2015 a mar¢o de 2016) e outono/inverno (abril de
2016 a agosto 2016). Desse total, foram excluidos
nove individuos do género masculino e 26 do género
feminino a partir dos critérios de exclusdo. Nos demais
(total de 241, sendo 120 pertencentes ao género fe-
minino) foram realizadas as dosagens de Vitamina D,
PTH e calcio. A média de idade dos participantes foi de
33,8+10,6 anos, com idade minima de 18 e a maxima
de 66 anos, sendo caucasiana a etnia prevalente autode-
clarada (94,2% das mulheres e 93,4% dos homens).

A avaliag¢ao do banco de dados de margo a julho
de 2015 para realizacdo do MI resultou em 9.842
valores para a vitamina D, sendo excluidos 4.357; 444
resultados para o PTH, sendo excluidos 253; ¢ 1.631
para o calcio sendo excluidos 775. A média de idade
dos individuos foi de 45,0+15,6 anos para Vitamina D,
49,0+15,3 anos para o PTH e 48,9+15,4 anos para
o célcio. A idade minima foi de 18 anos para todas
as avaliagOes ¢ a idade maxima de 97, 90 ¢ 92 anos,
respectivamente. Nao foi possivel avaliar a etnia no
banco de dados, devido a auséncia dessa informagao.

Observou-se que os VR proprios obtidos pelo MD
foram muito proximos aos observados no MI para as
trés dosagens avaliadas, ndo apresentando diferenca
estatistica. Do mesmo modo, ndo foi observada
diferenga estatistica nas avaliacdes por género para
PTH. Ja para vitamina D e calcio observou-se diferenca
entre os géneros em ambos os métodos (Tabela 1).

Em relagao as estagdes do ano, verificou-se pelo
MD que a média de vitamina D foi maior no verao
(31,8+£9,9ng/dL) e menor no inverno (19,5+8,1 ng/dL).

Segundo os VR préprios obtidos para a vitamina D
neste estudo, devem ser considerados normais valores
que no laudo estariam na faixa de deficiéncia (21,2%
pelo MD e 19,1% pelo MI) e insuficiéncia (40,2%
pelo MD e 50,9% pelo MI). Em relagdo ao PTH,
apenas 8,3% (7,5% com vitamina D <30ng/mL) dos
individuos avaliados pelo MD e 14,7% (todos com
vitamina D abaixo de 13 ng/mL) pelo MI apresentaram
valores acima do estabelecido no laudo. Entretanto, se
levarmos em consideragdo o VR préprio obtido, a faixa
de normalidade ¢é maior, resultando em um percentual
menor de individuos com PTH alto. J4 o VR proprio
estabelecido para o calcio apresentou valores muito
proximos aos disponibilizados no laudo. O percentual
de individuos com calcio inferior a normalidade foi
menor do que 3% em ambos os métodos.
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Tabela 1. Resultados e valores de referéncia de vitamina D, horménio paratireoideo e calcio de individuos que vivem na regiao
serrana do sul do Brasil, por género, avaliados a partir do método direto e indireto entre 2015 e 2016.

Exame/método Género  Valor -y cdiazDP
(n) minimo-maximo
Vitamina D (ng/mL)/ A (241) <10-93 28,3+10,4
Método direto F (120) <10-93 24,4+10,9
M (121) 10-62 32,1+8,4
Vitamina D (ng/mL)/ A (5.485) 4-127 26,8+9,0
Método indireto F (4.694) 4-127 26,5+9,0
M (791) 7-102 28,6+9,2
PTH (pg/mL)/ A (241) 13,2-99,8 44,3+16,4
Método direto F (120) 18,2-99,8 43,7+16,9
M (121) 13,2-90,2 44,9+16,0
PTH (pg/mL)/ A (191) 17,5-133,0 48,9+19,7
Método indireto F (128) 23,4-133,0 50,3+20,0
M (63) 17,5-131,8 46,0+=19,0
Célcio (mg/dL)/ A (241) 8,0-10,7 9,1+0,5
Método direto F (120) 8,0-10,3 9,0+0,4
M (121) 8,0-10,7 9,2+0,5
Calcio (mg/dL)/ A (856) 7,7-11,9 9,0=0,5
Método indireto F (705) 7,7-11,9 9,0+0,5
M (151) 7,9-11,9 9,1+0,5

VR bréprio Valor de p Valor de p
prop Comparagao de  Comparacao de VR do fabricante
obtido a A
métodos géneros
10-47 <0,001 Deficiéncia: <20
10-43 Insuficiéncia: 20 a 30
14-49 Suficiéncia: 30 a 100
Excesso: 100 a 150
Intoxicagao: > 150
11-46 0,060 <0,001
10-45
13-48
19,2-81,6 0,576 15,0 a 68,3
19,5-89,0
17,6-81,6
26,1-94,3 0,365 0,155
26,2-95,0
19,9-83,4
8,3-10,2 0,001 8,3a10,6
8,3-10,0
8,2-10,3
8,2-10,1 0,618 0,008
8,2-10,1
8,3-10,2

DP, desvio padrao; VR, valor de referéncia; A, ambos os géneros; F, género feminino; M, género masculino; PTH, hormonio tireoideo.

DISCUSSAO

Com o presente estudo foi possivel observar que a
média geral de vitamina D da populagdo avaliada foi
muito proxima em ambos os métodos de pesquisa (MD
e MI). Mais da metade dos individuos apresentaram
niveis de vitamina D deficientes ou insuficientes
segundo os VR sugeridos na bula do fabricante do
reagente para determinacdo desse analito e Holick
etal. [11] (deficientes inferior a 20 ng/mL e insuficientes
de 21 a 29ng/mL). Segundo Rosen [12], utilizando
a faixa de VR inferior a 29ng/mL, a prevaléncia
estimada de insuficiéncia de vitamina D ¢ de 50 a 80%
na populacao geral e depende de varios fatores para
a manuten¢do dos niveis séricos, como as estagoes
do ano, exposi¢do solar, latitude, alimentacdo, entre
outros.

Em uma revisdo de Maeda et al. [13], em estudos
realizados em varias regides do Brasil, foi indicada
alta prevaléncia de hipovitaminose D em diversas
faixas etdrias, principalmente em idosos. Ha poucos
estudos que avaliaram os niveis de vitamina D na
populagdo saudavel no Rio Grande do Sul. Em uma
pesquisa realizada na cidade de Farroupilha (n=296)
foram encontrados resultados semelhantes aos nossos,
onde 75% dos avaliados possuiam valores deficientes
ou insuficientes de vitamina D [14]. Em um grupo
de médicos de Porto Alegre, 57,4% apresentaram
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resultados de vitamina D na faixa de deficiente (inferior
a 20ng/mL) [4].

Seguindo as normas do CLSI [1] para determinar
os VR proprios do laboratorio e como solicitado
pelo PALC [3], foi observado que os individuos
com dosagens de vitamina D entre 10 ¢ 47 ng/mL
estdo dentro da normalidade. Considerando os VR
determinados por este estudo, menos de 0,5% da
populacdo estudada estaria no estado de deficiéncia
para essa vitamina. Esses VR estdo muito proximos aos
estabelecidos pelo Institute of Medicine, dos Estados
Unidos da América, o qual determina como deficiéncia
valores inferiores a 12ng/mL e como limite superior
50ng/mL [15].

Ha autores que definem o limite inferior do inter-
valo normal de vitamina D em 30 ng/mL, sob alegacao
de que abaixo desse valor os niveis de PTH se elevam
e a absorg¢do ativa de calcio é comprometida [8, 12].
Entretanto, em nosso estudo observamos que apenas
8,3% dos individuos avaliados pelo MD e 14,7%
pelo MI apresentaram valores de PTH acima do
estabelecido no laudo, contra um percentual muito
maior de vitamina D inferior a 30 ng/mL e célcio dentro
da normalidade em mais de 97% dos casos. Rosen [12]
relata que hd muitos estudos inconsistentes em relacao
a associag¢ao dos niveis de vitamina D, PTH e calcio, ¢
também sobre os danos dsseos causados em situacdes
de deficiéncia/insuficiéncia da vitamina D.
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Eloi et al. [16], em Sao Paulo, obtiveram resultados
muito préximos aos nossos, onde 70% dos individuos
avaliados apresentaram deficiéncia ou insuficién-
cia de vitamina D (média 25,6+11,4ng/mL) com
valor médio de PTH de 44,6+23,6 pg/mL e de céalcio
9,4+0,5 mg/dL. Diferentemente deste estudo, esses
autores nao observaram diferenga estatistica entre os
géneros nas avaliagOes realizadas. Eles sugerem que
essa igualdade pode ser devida ao fato da exposi¢ao
a luz solar entre os géneros ser a mesma na popula-
¢do estudada. Em contrapartida, em nosso estudo,
acreditamos que provavelmente a exposi¢cdo nio
seja a mesma, pois o Rio Grande do Sul, principal-
mente nas regides mais altas, apresenta temperaturas
mais baixas e geralmente as mulheres utilizam mais
roupas do que os homens para manter a temperatura
corporal.

Em um estudo realizado na Turquia foram con-
siderados como suficientes niveis de vitamina D
superiores a 23,5ng/mL, insuficientes entre 15,7
e 23,6ng/mL e deficientes quando inferiores a
15,7ng/mL. Mesmo utilizando uma faixa mais baixa
de VR disponiveis na literatura, aquele estudo também
obteve alto percentual de deficiéncia de vitamina D,
com 75% dos resultados avaliados. O PTH mostrou ele-
vagdo com valores de vitamina D inferior a 23,6 ng/dL,
considerando esse limite como normalidade para a
vitamina. Os autores observaram diferenca estatistica
por género, corroborando com nosso estudo [17]. O
trabalho ainda ressalta a importancia de determinagao
de VR para a vitamina D e PTH por género e sazo-
nalidade, assim como também sugerido por outros
estudos [7, 16-18].

Em 2018 foi divulgada pela Sociedade Brasileira
de Patologia Clinica e Medicina Laboratorial um
posicionamento sobre os intervalos de referéncia
para vitamina D que foi elaborado juntamente com a
Sociedade Brasileira de Endocrinologia e Metabolo-
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dosagens de vitamina D, PTH e calcio, pelo MD e MI
de pesquisa, de individuos do sul do Brasil atendidos
no Laboratorio Alfa Ltda.
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