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inflamatdria glomerular no sedimento urinario de pacientes com sindrome nefrotica.
57 f. il. Dissertacdo (Mestrado) — Fundagdo Oswaldo Cruz, Centro de pesquisas
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RESUMO

Necrose tubular aguda (NTA) é a causa mais frequente de lesao renal aguda (LRA)
em pacientes hospitalizados. Em pacientes com sindrome nefrotica (SNO), a NTA
mimetiza, por vezes, quadro de glomerulonefrite rapidamente progressiva e requer
instituicdo precoce de imunossupressores. A analise do sedimento urinario € uma
ferramenta n&o invasiva, de baixo custo e ampla disponibilidade. O achado de células
epiteliais no sedimento urinario de pacientes com LRA foi associado ao diagndstico
de NTA. Entretanto, estudos em pacientes com SNO associada sdo escassos.
Técnicas de diagndstico utilizando sedimento urinario corado normalmente n&o sao
utilizadas nesses casos. Além do mais, o sedimento urinario € uma importante fonte
de proteinas; estudos protebmicos do sedimento urinario revelaram importantes
fracbes de proteinas ndo encontradas em sobrenadante, que pode ser usado como
potencial biomarcador de LRA. Nosso objetivo é identificar alteragdes citoldgicas e
protéicas no sedimento urinario que permitam o diagnéstico diferencial entre NTA ou
lesao inflamatdria-proliferativa glomerular (INF) em pacientes com SNO. Trata-se de
um estudo de corte transversal, onde foram incluidos 32 pacientes: 5 pacientes
normais (grupo controle), 10 com NTA, 9 sem NTA e 8 com glomerulonefrites
exsudativas. As células do sedimento urinario foram contadas, citocentrifugadas,
coradas em hematoxilina/eosina ou Papanicolaou e contadas diferencialmente como
pequenas (<30um de diametro), médias (30-48um) e grandes (>48um) ou
classificadas por fenotipo (escamosas, uroteliais, tubulares e leucécitos). A média de
creatinina sérica foi 1,6+1,2 mg/dL e mediana da proteinuria/24h foi 8279[3482—
13662] mg. Os diagndsticos histoldgicos mais frequentes foram Lesdo Minima e
Glomerulopatia Membranosa em pacientes sem glomerulonefrites exsudativas com
ou sem NTA, e Nefrite Lupica em pacientes com glomerulonefrites exsudativas. A
analise morfométrica por tamanho de células mostrou menor proporgcéo de células
pequenas (P=0,05) e maior de células grandes (P=0,01) no grupo de pacientes
normais comparado ao grupo de pacientes com NTA ou INF, enquanto na analise
fenotipica a proporgéo de células escamosas € maior no grupo controle que 0s grupos
com NTA (P=0,01) ou INF (P=0,01). O numero de leucdcitos foi maior em pacientes
com INF (50%) que nos pacientes sem INF (13%, P=0,05). A eletroforese de amostras
de 32 pacientes revela importante fragdo proteica em termos de quantidade e
variabilidade no sedimento urinario de pacientes com sindrome nefrética. Nossos
dados sugerem que o achado de leucécitos pode ser um parametro para identificagao
diferencial de pacientes com lesbes inflamatérias-proliferativas glomerulares e a
eletroforese do sedimento urinario tem importante perfil de bandas para pesquisa de
biomarcadores para o diagnostico diferencial ndo invasivo e rapido de leséo renal
aguda em pacientes com sindrome nefrética.

Palavras-chave: Necrose tubular aguda; glomerulonefrite; sedimento urinario; lesao
renal aguda.
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ABSTRACT

Acute tubular necrosis (ATN) is the most frequent cause of acute kidney injury (AKI) in
hospitalized patients. In patients with nephrotic syndrome (NS), acute tubular necrosis
mimic, sometimes, rapidly progressive glomerulonephritis and requires premature
institution of immunosuppressive treatment. The analysis of urinary sediment is a non-
invasive tool, low cost and wide availability. The found of epithelial cells in the urinary
sediment of patients with AKIl was associated to ATN diagnosis. However, studies in
patients with AKI in the set of NS are scarce. Diagnostics techniques using stained
urinary sediment are not ordinarily used in these cases. Furthermore, urinary sediment
is an important source of proteins; proteomic studies revealed important fractions of
proteins not found in urinary supernatant that could be used as potential biomarkers
for AKI. Our goal is identify cytological alterations and protein in urinary sediment which
allow the differential diagnosis between ATN and inflammatory-proliferative glomerular
lesion (INF) in patients with NS. This is a cross sectional study, in which 32 patients
were included: 5 normal patients (control group), 10 with ATN, 9 without ATN and 8
with exudative glomerulonephritis. The cells of urinary sediment were counted,
cytocentrifuged, stained of hematoxylin/eosin or Papanicolaou and differentially
counted as small (<30um of diameter), medium (30-48um) and large (>48um) or
classified for phenotype (scamous, urothelial, tubular and leucocyte cells). The mean
of serum creatinine was 1,6+1,2 mg/dL and median of proteinuria/24h was 8279[3482—
13662] mg. The most frequent diagnostics were Minimal Lesion and Membranous
Glomerulopathy in patients with or without ATN and Lupus Nephritis in patients with
exudative glomerulonephritis. The morphometric analysis for size of cells showed
smaller proportion of small cells (P=0,05) and bigger of large cells (P=0,01) in group
of normal patients compared to group of patients with ATN or INF, while in phenotypic
analysis the proportion of scamous cells is larger in control group than in ATN (P=0,01)
or INF (P=0,01) groups. The number of leucocytes was bigger in patients with INF
(50%) compared with patiens without INF (13%, P=0,05). The electrophoretic analysis
of 32 patients reveal important protein fraction in terms of quantity and variability in
urinary sediment of NS patients. Our data suggests that leukocytes can be a parameter
to identify patients with proliferative-inflammatory glomerular lesion and the
electrophoresis of urinary sediment has important bands profile to proteomic research
of biomarkers to differential diagnosis of acute kidney injury in patients with nephrotic
syndrome.

Keywords: Acute tubular necrosis; glomerulonephritis; urinary sediment; acute kidney
injury.
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1. INTRODUCAO

Lesao renal aguda (LRA) é definida como declinio abrupto da fungéo renal e
consequentes alteragdes no metabolismo hidroeletrolitico, acido basico e elevacao
nos niveis séricos de creatinina, este ultimo utilizado como critério diagnostico da LRA
(SINGRI; AHYA; LEVIN, 2003). LRA é comum em pacientes hospitalizados ocorrendo
em 5 a 35% desses pacientes, e contribui para maior morbidade e mortalidade
(LIANO; PASCUAL, 1996).

Etiologicamente, a LRA pode ser definida como pré-renal, quando ha
diminuicdo na perfusao renal sem lesao estrutural; pds-renal nos casos de obstrucao
do trato urinario; e intrinseca renal quando ha lesédo aos diversos compartimentos do
rim (vasos, glomérulos e tubulos). A necrose tubular aguda (NTA), definida pela lesédo
ao tecido epitelial dos tubulos renais, € apontada como a causa mais frequente de
LRA juntamente com a LRA pré-renal (LIANO; PASCUAL, 1996).

As doencas que acometem os glomérulos — glomerulopatias — sédo frequentes
no Brasil e foram responsaveis por 17.629 internagdes no ano de 2014. A Regiao
Nordeste liderou com 39% das internagdes, e nesta, o Estado da Bahia se destaca
em primeiro lugar dos casos
(http://tabnet.datasus.gov.br/cgi/tabcgi.exe?sih/cnv/niuf.def). Esses dados revelam
que as glomerulopatias sdo um importante problema de saude publica em nosso
Estado.

As glomerulopatias manifestam-se desde por alteragbes no sumario de urina
(hematuria ou proteindria) assintomaticas a quadros mais graves de sindrome
nefrética (SNO) ou sindrome nefritica, nesta ultima n&o sendo infrequente a presenca
de LRA. SNO caracteriza-se por proteindria macica, edema, dislipidemia e
hipoalbuminemia e €& a principal manifestacdo em pacientes com glomerulopatias
submetidos a bidpsia renal no Brasil e no mundo (POLITO; DE MOURA; KIRSZTAJN,
2010). Os diagnésticos mais comuns nestes pacientes sdo a doenga por lesédo
minima, glomeruloesclerose segmentar e focal e glomerulopatia membranosa,
doencgas nas quais as alteragbes morfologicas glomerulares nao parecem justificar a
ocorréncia de LRA. Entretanto, a SNO tem sido associada a LRA ha anos
(CHAMBERLAIN; PRINGLE; WRONG, 1966), e em casos graves pode requerer
terapéutica substitutiva (RAIJ et al.,, 1976). A LRA em pacientes com SNO foi
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associada predominantemente a les&o ao epitélio tubular (NTA) em estudo prévio
(TAVARES et al, 2012). Pode, por vezes, mimetizar uma glomerulonefrite
rapidamente progressiva (RODAMILANS et al., 2010). O diagndstico diferencial rapido
entre essas condi¢cdes € necessario para as intervencdes terapéuticas adequadas,
que sao distintas entre NTA e glomerulonefrite rapidamente progressiva. A
glomerulonefrite rapidamente progressiva requer tratamento precoce com
imunossupressores para evitar a progressao para doenga renal crénica, enquanto na
NTA, o tratamento é de suporte e a imunossupressao é desnecessaria. Atualmente, o
diagnéstico diferencial € feito por meio da biopsia renal, procedimento invasivo
(BRACHEMI; BOLLEE, 2014), de alto custo que n&do estd amplamente disponivel no
sistema de saude publico no Brasil.

De forma contraria a biopsia renal, a analise do sedimento urinario € um
procedimento nao invasivo, de baixo custo, de simplicidade técnica e que requer
apenas equipamentos comuns disponiveis nos laboratorios de hospitais e clinicas.
Estudos prévios associaram a presenga de células epiteliais tubulares renais e
cilindros granulosos a presenca de NTA (TSAl et al., 2005), enquanto a presenga de
hemacias com morfologia alterada pode estar associada as doengas glomerulares
exsudativas ou crescénticas (CARMO et al., 2007). Perazella e colaboradores (2008)
atribuiram escore aos elementos encontrados no sedimento urinario como marcador
diagnostico diferencial entre LRA pré-renal e NTA. Os autores notaram que aumento
do numero de células epiteliais tubulares e cilindros granulosos estao associados a
presenca de NTA. Em estudo posterior, Perazella e colaboradores (2010)
demonstraram que o escore de sedimento urinario foi preditivo ao agravamento do
quadro de pacientes que nao tiveram o diagnostico esclarecido, e que o maior grau
de escore refletindo a morte celular pode ser associado a formas mais graves de LRA.
Entretanto, o escore nao foi validado em pacientes com doengas glomerulares.

Diante das limitagbes apresentadas pelos atuais recursos para diagnéstico da
NTA, novos marcadores biolégicos tém sido propostos (VAIDYA et al.,, 2008). A
analise protedmica da urina vem sendo amplamente utilizada na busca por novos
marcadores para LRA. Porém, os estudos protedmicos na busca de biomarcadores
tem sido realizados, em sua grande maioria, a partir da fase soluvel da urina.
Pesquisadores compararam as fragdes de proteinas excretadas na fase soluvel e
sedimento da urina e constataram que aproximadamente 50% das proteinas estao no

sedimento (ZHOU et al., 2006). Em estudo recente, foram identificadas 60 proteinas
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no sedimento urinario, dentre as quais 16 ndo haviam sido encontradas em
sobrenadante (MATAIJA-BOTELHO et al.,, 2009). Dessa forma, o estudo do
sedimento urinario pode ser util na identificacdo de novos marcadores biolégicos para
diagnéstico diferencial entre NTA somente e glomerulonefrites exsudativas.

Neste estudo nos propomos a avaliar o sedimento urinario do ponto de vista
citolégico e do perfil eletroforético de proteinas excretadas na urina de pacientes com
SNO, com o objetivo de distinguir NTA de lesao inflamatéria-proliferativa glomerular.
Compararemos os resultados obtidos em pacientes com NTA somente com o de
pacientes apresentando glomerulopatias exsudativas que justifiquem o quadro de
insuficiéncia renal. Nossa hipotese é de que o sedimento urinario contém elementos
que permitam o desenvolvimento de testes rapidos e n&o invasivos para o diagnostico
diferencial dessas duas condi¢des, pelo qual o estudo citolégico combinado a
avaliagao do perfil de proteinas podera ajudar no diagndstico precoce e nao invasivo

dessas condigdes.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 LESAO RENAL AGUDA (LRA)

Na Lesdo Renal Aguda (LRA) ha redugao abrupta do funcionamento renal, que
pode ocorrer em horas ou dias, resultando em alteragbes na homeostase
hidroeletrolitica, metabolismo acido basico e elevagdo nos niveis séricos de creatinina
e, por vezes, diminuigdo do débito urinario (SINGRI; AHYA; LEVIN, 2003; BELLOMO
et al.,, 2004). LRA pode apresentar configuragcao suficientemente grave que pode
evoluir para doenga renal crénica necessitando de tratamento dialitico ou terapia de
substituicdo renal. Entretanto, se diagnosticada precocemente e tratada
adequadamente, a fungao renal pode ser recuperada (LAMEIRE et al., 2013).

LRA pode ocorrer por acometimento de regides do sistema renal que
antecedem aos rins, caracterizando uma LRA pré-renal, no qual ndo ha lesdo aos
diversos compartimentos dos rins e estd associada a diminuigdo da perfuséo
sanguinea, causada usualmente por hipovolemia, diminui¢do do débito cardiaco, agao
de drogas, vasodilatagédo periférica e vasoconstricao renal. LRA pode ser causada
ainda, embora menos frequente, por disfungées em sistemas posteriores aos rins,
como exemplo a obstrucdo do sistema coletor de urina por calculos ou neoplasias,
caracterizando LRA pés-renal. Quando lesbes ocorrem no parénquima renal,
acometendo glomérulos, tubulos, intersticio e vasos sanguineos, a LRA é
caracterizada como intrinseca renal (LAMEIRE et al., 2013).

As causas mais frequentes de LRA em pacientes hospitalizados sao
associadas a lesdes pré-renais secundarias a desidratagcdo na maioria dos casos ou
por lesdo intrinseca renal, na qual a necrose tubular aguda (NTA) é apontada como a
causa principal, sendo responsavel por 85% dos casos (THADHANI; PASCUAL;
BONVENTRE, 1996) e os numeros de internagdes tém aumentado. Houve um
aumento de um ponto percentual nos casos de internamento por lesao renal, aguda
ou cronica, entre 2013 e 2014 na regido nordeste do Brasil. A letalidade por LRA é
alta, principalmente entre os casos que necessitam de tratamento por dialise, variando
entre 37% e 88% em estudo realizado em pacientes em terapia intensiva (SCHWILK
et al., 1997).

LRA é uma doencga assintomatica até que a perda da fungédo renal seja

significante. Por ndo apresentar manifestagdes clinicas especificas o diagnéstico de
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LRA é realizado mais comumente em contexto de outra doenga aguda (BELLOMO et
al., 2004). A LRA acarreta um acumulo de compostos nitrogenados no sangue como
ureia e creatinina. Ambos sdo marcadores comumente avaliados por testes
laboratoriais para fins diagnésticos de LRA. O critério diagnéstico de LRA amplamente
utilizado é avaliacdo de creatinina sérica, considerando funcio renal comprometida
quando elevada a partir do valor basal em 1,5 em homens e 1,2 em mulheres e
criangcas (TAVARES, M.B., 2011). Entretanto, a creatinina € um marcador tardio,
necessitando haver acentuada redugao da taxa de filtracdo glomerular para que seu
nivel sérico seja elevado, e ndo é capaz de identificar a etiologia da LRA (BASTOS,
M.G., 2011). A variagdo nos métodos diagndsticos e a particularidade de cada caso
tem como consequéncia uma limitagdo na compreensdo da epidemiologia e
fisiopatologia da LRA. Recentemente, foram propostos novos critérios diagndsticos
para LRA (RIFLE — Risk, Injury, Failure, Loss e Endstage — e AKIN — Acute Kidney
Injury Network) (BELLOMO et al., 2004; MEHTA et al., 2007) que tém sido
amplamente citados na literatura. Entretanto, esses critérios levam em consideragao
a elevacado da creatinina sérica e os dados de valor basal nem sempre estao
disponiveis no prontuario do paciente, levando a um impasse na pratica clinica de
diagnostico de LRA.

LRA é um fator de risco de mortalidade em pacientes hospitalizados, além de
se associar ao aumento no tempo de internamento e custo hospitalar. Desta forma,
estudos tém sido realizados para melhor compreenséao da etiologia da LRA, podendo
assim contribuir para o desenvolvimento de medidas de analise de fatores preditivos

e marcadores bioldgicos sensiveis para diagndstico precoce da LRA.
2.2 NECROSE TUBULAR AGUDA (NTA)

Necrose Tubular Aguda (NTA) é a principal causa de LRA em pacientes
hospitalizados, sendo responsavel por 85% dos casos de LRA intrinseca renal
(THADHANI; PASCUAL; BONVENTRE, 1996).

NTA é definida pela morte das células epiteliais dos tubulos renais, e é
frequentemente utilizada como sinbnimo de LRA. As lesdes nefrotdxicas e isquémicas
sdo as principais causas de NTA, e em ambiente hospitalar, & frequentemente
associada a uma causa multifatorial (LAMEIRE; VANHOLDER, 2001). Um estudo

recente demonstrou que, independentemente das comorbidades, pacientes com NTA
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isquémica ou multifatorial tem maior taxa de mortalidade que NTA nefrotdxica
(SANTOS et al., 2006).

A fisiopatologia da NTA é similar independente da etiologia. A les&do isquémica
diminui o aporte de oxigénio para as células tubulares, que necrosam e se
desprendem do epitélio obstruindo o lumen, e por sua vez a taxa de filtracdo
glomerular (TFG) diminui pela agao de fluxo retrogrado consequente a obstrugcao
luminal (LAMEIRE et al., 2013). Evidéncias mostram que as células dos tubulos renais
sao mais suscetiveis a lesdo quando o rim sofre hipoperfusao, e estudos sugerem que
a associagao de nefrotoxicidade e lesao isquémica agravam o quadro, aumentando a
probabilidade de NTA (BREZIS; ROSEN, 1995), caracterizando uma condi¢ao
multifatorial.

Histopatologicamente, a NTA ocorre principalmente por lesbes aos tubulos,
porém, em menor proporgao, alteragcdes em glomérulos e intersticio também podem
ser observadas (ROBBINS; COTRAN; KUMAR, 1991). Em tuabulos, as principais
alteragdes ocorrem por dilatagado tubular, necrose individual de células, presenga de
células no lumen tubular, perda da borda em escova, adelgacamento do epitélio
tubular, presenca de cilindros na luz dos tubulos e evidéncia de regeneracgéao epitelial
como presencga de figuras mitéticas e hipercromatismo celular (JENNETTE et al.,
2007). Em pacientes com falha renal, a necrose individual de células de maneira ndo
uniformizada e a perda da borda em escova de forma difusa foram achados
histologicos mais incidentes que em pacientes em recuperagao (SOLEZ; MOREL-
MAROGER; SRAER, 1979). As células delineando a capsula de Bowman sé&o
frequentemente proeminentes e em alto numero, porém apesar de ser uma alteragao
comum, ndo é de todo especifica. O intersticio pode exibir edema com separagao
tubular ou com epitélio basofilico delineando tubulos dilatados (ROBBINS; COTRAN;
KUMAR, 1991). Quando essas alteragbes ocorrem em mais que 10% da cortical
representada, podem refletir em reducao na taxa de filtragdo glomerular, com uma
especificidade de 96% (TAVARES, M.B., 2011).

Entretanto, achados histolégicos em biopsias renais de pacientes com ambas
as etiologias citadas demonstram que n&do ha obstrugdo por células necréticas em
todos os tubulos, nao justificando a elevada diminuicdo da TFG em pacientes com
LRA (SOLEZ; MOREL-MAROGER; SRAER, 1979). Outros fatores implicados na
fisiopatologia da NTA sao a liberagdo de vasoconstritores e redugao na producéo de

vasodilatadores no rim, inflamagéo e acumulo de leucdcitos na vasa reta que podem
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contribuir para perpetuar a lesdo isquémica, contribuindo para a diminui¢cao da TFG,
desproporcional ao aspecto histologico. Entretanto, em pacientes com doenca
glomerular associada, Tavares e colaboradores (2008) demonstraram que a
intensidade de NTA se correlaciona com insuficiéncia renal.

LRA associada a NTA € uma leséo reversivel, pois ocorre regeneragao do
epitélio tubular e restituicdo da fungao renal mesmo sem um tratamento especifico até
o momento. Estudos recentes demonstram maior risco de desenvolvimento de doencga
renal crénica em pacientes que tiveram episédio de LRA (COCA; SINGANAMALA,;
PARIKH, 2012). Portanto, estudos que colaborem com o entendimento da
fisiopatologia ou diagndstico precoce dessa condicdo podem contribuir para
descoberta de intervengdes terapéuticas visando reduzir a gravidade da LRA assim

como progressao para doenca renal crénica.

2.3 GLOMERULOPATIAS E LRA

As doencgas glomerulares sao a terceira causa de doenga renal crénica (DRC)
em pacientes em terapia de dialise no Brasil (SESSO et al.,, 2008), e foram
responsaveis por 17.629 internacgdes, excluindo os casos de LRA e DRC no ano de
2014 (http://tabnet.datasus.gov.br/cgi/tabcgi.exe?sih/cnv/niuf.def). A morbidade foi
maior na regido nordeste, na qual o estado da Bahia contou com a maioria dos casos,
representando  10% do total de internagbes para o referido ano
(http://tabnet.datasus.gov.br/cgi/tabcgi.exe?sih/cnv/niuf.def).

As glomerulopatias s&o lesdes estruturais glomerulares podendo se manifestar
por alteragdes assintomaticas, detectada quando o sumario de urina apresenta
proteinuria e/ou hematuria, ou quadros sintomaticos mais graves como sindrome
nefrética (quando ha proteinuria maci¢a, edema, hipoalbuminemia e dislipidemia) ou
sindrome nefritica (caracterizada por LRA, hipertensdo e hematuria) (FALK;
NACHMAN, 2012).

Doencas glomerulares podem ser classificadas como primarias, quando tem
origem nos rins e afetam apenas esses 6rgaos, ou secundarias, quando os glomérulos
sdo afetados em consequéncia de outras doencas, como doencas infecciosas,
neoplasias ou doengas autoimunes. A glomerulopatia primaria mais frequente é

nefropatia por IgA nos Estados Unidos e em alguns paises da Europa e Asia (PESCE;
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SCHENA, 2010), e a principal no Brasil € a glomeruloesclerose segmentar e focal
(POLITO; DE MOURA; KIRSZTAJN, 2010; TAVARES et al., 2012).

As glomerulopatias podem ou nao apresentar sintomas. Entre estes,
manifestam-se desde alteragcdes leves no sumario de urina, como hematuria
persistente ou recorrente e proteinuria isolada, a quadros mais graves onde podem
desenvolver sindrome nefrotica (SNO) ou sindrome nefritica, sendo que nesta
caracteristicamente ocorre LRA (FALK; NACHMAN, 2012) e é necessaria instituicao
de tratamento imunossupressor precocemente em muitos casos, a fim de evitar
evolucao para DRC, ao contrario da LRA associada a NTA isolada para a qual ndo ha
tratamento especifico.

SNO ocorre por lesdo ao podécito, que é a célula epitelial visceral glomerular,
e pela alteragao na permeabilidade glomerular, com maior perda de albumina e menor
de outras proteinas soluveis (HULL; GOLDSMITH, 2008). SNO caracteriza-se por
proteinuria maciga, maior que 3g/24h, edema, dislipidemia e hipoalbuminemia, e é a
principal manifestacdo das glomerulopatias primarias e secundarias diagnosticadas
no Brasil e no mundo (POLITO; DE MOURA; KIRSZTAJN, 2010), configurando maior
risco de progressdo para DRC quando presente (DONADIO et al., 1988)(RYDEL et
al.,, 1995). Complicagdes decorrentes da SNO incluem aumento do risco de
tromboembolismo e suscetibilidade a infecgbes devido a baixa concentracéo de IgG e
prejuizo a fungéo de células T (OGl et al., 1994), ascite, derrame pericardico ou pleural
e hipertenséo arterial sistémica (HAS) (KODNER, 2009).

As glomerulopatias mais comumente associadas a SNO se apresentam
histologicamente como Doenga por Lesao Minima (LM), Glomeruloesclerose
Segmentar e Focal (GESF) e Glomerulopatia Membranosa (GNM), caracterizadas
como glomerulopatias primarias que normalmente ndo causam LRA. Apesar disso, a
SNO foi associada a LRA na década de 60 quando foram publicados 9 casos de LRA
com quadro de sindrome nefrética e diagndsticos histolégicos de GNM,
glomerulonefrite  proliferativa e alteragbes histologicas minimas (AHM)
(CHAMBERLAIN; PRINGLE; WRONG, 1966). Estudos mais recentes tém feito relatos
similares. Ha relato de caso de LRA em paciente com NTA e sindrome nefrética
secundaria a GESF (POLAINA RUSILLO etal., 2008). LRA pode ocorrer em pacientes
com SNO por diurese excessiva, uso de antiinflamatorios nao-esteroides, sepse ou
trombose de veia renal (HULL; GOLDSMITH, 2008). Apesar disto, a associagao de
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SNO com doenca glomerular ndo justifica por si s6 a evolu¢ao para uma lesdo aguda,
exceto nas doencgas glomerulares proliferativas ou crescénticas.

Tavares e colaboradores (2012) associaram LRA em pacientes com SNO a
NTA, no qual foi observado que o grau de NTA estava relacionado a uma maior
frequéncia de insuficiéncia renal em pacientes com doenga glomerular. Este quadro,
por vezes, pode apresentar configuragao clinica que mimetiza glomerulopatias que
cursam com sindrome nefritica, como a glomerulonefrite rapidamente progressiva
(GNRP) (RODAMILANS et al., 2010). A abordagem terapéutica é diversa nas duas
condi¢des, sendo necessario um diagnédstico rapido e conclusivo. A GNRP exige
intervengao terapéutica imunossupressora precoce a fim de evitar a progressao para
DRC, enquanto na NTA a medida terapéutica é substancialmente de suporte, e a
imunossupressao é desnecessaria. Marcadores nao invasivos que auxiliem no
diagnéstico diferencial dessas condi¢des serdo uteis para instituicdo de terapéutica

adequada e eficaz.

2.4 DIAGNOSTICO DIFERENCIAL POR METODOS ALTERNATIVOS

Diante das limitagdes para o padréo utilizado para o diagndéstico diferencial da
causa da LRA, métodos nao invasivos tém sido estudados de forma a diminuir o tempo
do diagndstico e evitar as demais complicagbes associadas a bidpsia renal como
sangramentos e hematomas.

A analise urinaria ou urinalise investiga, a partir de uma amostra de urina,
marcadores quimicos e moleculares que excretados em niveis incomuns, podem ser
marcadores etiolégicos da doenca. Neste procedimento, a andlise do sedimento
urinario tem sido amplamente utilizada na rotina de clinicas e hospitais para
diagndstico de doengas renais. A urinalise possui a vantagem de ser um procedimento
de baixo custo, amplamente disponivel no sistema publico de saude no Brasil, com
simplicidade na técnica e possibilidade de realizagcdo por uma ampla gama de
profissionais da saude.

Estudos prévios demonstraram que a presenga de hemacias com morfologia
alterada em sedimento de urina esta associada as glomerulopatias exsudativas ou
crescénticas (CARMO et al., 2007). Abreu, Requidao-Moura e Sesso (2007) citam
presenga concomitante de cilindros hematicos, dismorfismo eritrocitario e proteinuria

>500mg/dl como os trés parametros para identificagdo da etiologia do sangramento,
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como glomerular ou n&o. Eritrécitos provenientes de les&o glomerular ndo apresentam
morfologia uniforme, com biconvexidade da célula e tamanho bem preservados, pois
mecanismos traumaticos ocorrem na passagem pela membrana basal glomerular e
diferenga osmética ocorrida nos tubulos que alteram a morfologia e conferem aspecto
deformado ao eritrécito (ABREU; REQUIAO-MOURA; SESSO, 2007). Presencga de
20% de dismorfismo eritrocitario e/ou 5% de acantdcitos demonstraram sensibilidade
de 96% e especificidade de 93% para o diagnéstico de lesdo glomerular
(STAPLETON, 1987). Dentre as principais causas de hematuria de origem glomerular,
glomerulopatias primarias e secundarias, como GNRP, glomerulonefrite rapidamente
progressiva, Nefropatia por IgA e secundarias a lupus eritematoso sistémico estao
presentes (ABREU; REQUIAO-MOURA; SESSO, 2007).

A presenca de cilindros granulosos, células epiteliais do tubulo renal e cilindros
de células epiteliais do tubulo renal em sedimento urinario foi associada a NTA (TSAl
et al., 2005). Perazella e colaboradores (2008) atribuiram um sistema de escore a
presencga de células epiteliais do tubulo renal e cilindros granulosos, que foi altamente
preditivo ao diagndstico final de NTA. Em estudo refinado, foi demonstrado que o
escore atribuido com base nesses elementos foi altamente preditivo para o
agravamento do quadro clinico de pacientes que nao tiveram diagndstico esclarecido
previamente, € que 0 maior grau de escore possui associagao diretamente
proporcional a gravidade de LRA, refletida pela maior taxa de necrose celular
(PERAZELLA et al., 2010), entretanto, este sistema nado foi avaliado em pacientes
com doencas glomerulares associadas.

Diversos estudos tem proposto marcadores moleculares para diagnostico de
NTA (VAIDYA et al.,, 2008). O estudo protebmico da urina como alternativa para
desenvolvimento de um método diagnéstico sensivel e nao invasivo tem sido
amplamente utilizado na investigagdo de novos marcadores para identificar a etiologia
da LRA. Entretanto, estes estudos séo realizados em sua maioria a partir da fracéo
soluvel da urina, e a fase de sedimento tem sido subestimada.

Em pesquisa realizada em pacientes saudaveis, foram comparadas as fracoes
de proteina presentes na forma soluvel e de sedimento da urina, em que observou-se
que aproximadamente 50% de proteinas da amostra total estava presente em fase de
sedimento, sendo similares tanto em perfil como numero de proteinas que na fase de
sobrenadante (ZHOU et al., 2006). Um estudo protedmico em fase de sedimento e

sobrenadante evidenciou que 60 diferentes proteinas foram sequenciadas em
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sedimento urinario, onde 16 delas foram exclusivas a esta fracdo (MATAIJA-
BOTELHO et al., 2009). Entretanto, estudos envolvendo pacientes com sindrome
nefrotica sdo escassos e ainda ndo foram realizados em associagao com NTA.
Portanto, a avaliacdo do sedimento urinario e caracterizacdo das células
presentes na urina de pacientes com sindrome nefrotica e LRA pode ser util para
diferenciar condigdes inflamatodrias glomerulares de NTA, auxiliando na conduta
terapéutica inicial até que o diagndstico definitivo esteja disponivel. Adicionalmente, o
estudo do perfil de proteinas presentes no sedimento urinario desses pacientes
podera contribuir para identificacdo de marcadores biolégicos ndo invasivos para

diagnostico da etiologia da LRA em pacientes com doenga glomerular.
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3. HIPOTESE

O sedimento urinario contém elementos que permitam o desenvolvimento
de testes rapidos e ndo invasivos para o diagnéstico diferencial entre pacientes com

NTA ou lesao inflamatdria-proliferativa glomerular associados a SNO, causando LRA.

4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Identificar alteragdes no sedimento urinario para diagndstico diferencial entre
necrose tubular aguda e lesao inflamatéria-proliferativa glomerular em pacientes com

sindrome nefrética.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

4.2.1 Comparar as alteragdes citolégicas do sedimento urinario de pacientes com
sindrome nefrética e insuficiéncia renal, que tenham necrose tubular aguda apenas,
ou que tenham lesbes glomerulares inflamatérias-proliferativas agudas como
substrato morfolégico da disfungéo renal:

- bioquimica convencional;

- microscopia do sedimento urinario;

- citologia do sedimento urinario.

4.2.2 Comparar o perfil eletroforético das proteinas excretadas na urina de
pacientes com sindrome nefrética e insuficiéncia renal que tenham ou necrose tubular
aguda apenas, ou que tenham lesées glomerulares inflamatérias-proliferativas agudas

como substrato morfolégico da disfungéo renal.



27

5. METODOLOGIA

5.1 PACIENTES

Este foi um estudo de corte transversal, prospectivo, no qual foram incluidos 27
pacientes com SNO submetidos a bidpsia renal realizadas em hospitais de referéncia
em nefrologia de Salvador, Bahia (Hospital Santo Anténio, Hospital Ana Nery e
Hospital Geral Roberto Santos) e encaminhadas para o Centro de Pesquisas Gongalo
Moniz — Fiocruz/BA, onde foram processadas para fins diagndsticos. Neste estudo

utilizamos os seguintes critérios de inclusédo e exclusao:

5.1.1 Ciritérios de inclusao

o Pacientes com sindrome nefrética, definida por proteindria acima de 3,5g/24h;
o Biopsias renais com no minimo 7 glomérulos representados e lesao fibrética
intersticial menor que 30% da cortical representada;

o Pacientes que consentram com o estudo e assinaram o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

5.1.2 Critérios de exclusao

o Pacientes com diabetes mellitus, mieloma multiplo ou linfoma e doencas
sanguineas que apontam picos de proteinas monoclonais;
o Pacientes com rins transplantados;

o Pacientes com infecgbes agudas.

O numero amostral foi definido tendo em perspectiva um poder de teste de 80%
e nivel de confianga bilateral de 95% a partir de estudo da frequéncia de focos de NTA
em pacientes com glomerulopatias (77%) com e sem LRA no estado da Bahia
(TAVARES et al., 2012). O calculo foi realizado a partir da frequéncia de 7% de LRA
em pacientes sem NTA (proporcao de exposigao entre controles) e de 67% de LRA
em pacientes com NTA (proporgédo de exposicao entre casos). O odd ratio calculado
a partir dessa analise de frequéncia foi de 26.97% e a razao de controles por caso foi

1:1, subdividindo uma amostra de 9 pacientes por grupos de estudos:
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Grupo 1: pacientes sem necrose tubular aguda e sem glomerulonefrites
proliferativas ou exsudativas como substrato morfologico da disfungéo renal (S/NTA-
S/INF).

Grupo 2: pacientes com necrose tubular aguda e sem glomerulonefrites
proliferativas ou exsudativas como substrato morfolégico da disfungao renal (NTA-
S/INF).

Grupo 3: pacientes com lesdo glomerular inflamatéria ou crescentes em
qualquer numero, com ou sem necrose tubular aguda (INF).

Adicionalmente, incluimos 5 voluntarios sem qualquer alteragado bioquimica

indicativa de comprometimento renal (controle normal).
5.2 VARIAVEIS ANALISADAS

As variaveis analisadas foram género, idade, niveis séricos de creatinina,
colesterol e albumina, dosagem de proteina em urina de 24 horas, diagndstico
histologico, presenca de hipertensao arterial sistémica. Por exceg¢do do aspecto

histolégico, os demais dados foram obtidos através da revisao do prontuario médico.

5.3 OBTENCAO DOS ESPECIMES E ANALISE HISTOLOGICA

As Dbidpsias colhidas foram divididas e submetidas aos seguintes
procedimentos: (1) fixadas em liquido de Bouin ou formalina alcodlica acida, para
exame por microscopia Optica, (2) fixadas em glutaraldeido, para analise por
microscopia eletrénica de transmisséao e (3) mantidas em soro fisiolégico gelado para
estudo por imunofluorescéncia. Foram embebidas e incluidas em parafina, cortadas
com 2um de espessura e coradas com hematoxilina e eosina. As seguintes alteragbes
foram utilizadas como evidéncia (presenga ou auséncia) de necrose tubular: dilatagao
tubular, adelgagamento do epitélio tubular, cilindros, edema intersticial, evidéncia de
regeneracéao epitelial como hipercromatismo celular e mitoses. A intensidade de NTA
foi estimada semiquantitativamente e considerada presente quando acometendo
>10% da area cortical representada na biopsia renal (TAVARES, M.B. 2011).

5.4 ANALISE URINARIA

Aproximadamente 50 ml de urina foram coletados por meio de diurese

espontanea, anteriormente a realizacao da bidpsia.
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5.4.1 Convencional

Onze parametros fisico-quimicos: bilirrubina, urobiligénio, corpos cetdnicos, pH, acido
ascorbico, glicose, proteina, sangue, nitrito, leucécitos e densidade, realizados na
Faculdade de Farmacia da Universidade Federal da Bahia (LACTFAR-UFBA).

5.4.2 Sedimento

Uma aliquota de 10 a 25 mL de urina foi transferida para um tubo de centrifuga
graduado de 50 mL e centrifugada a 2000 xg por 10 minutos a 4°C (Tubo 1). O
sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspenso em aproximadamente 0,5
mL do sobrenadante remanescente no tubo. Utilizando micropipeta e ponteira, foram
coletados 25 ul da suspensao e colocados sobre a lamina de vidro e cobertos com
laminula de vidro de 24x24mm?2. A presenga e quantidade de cilindros granulosos
foram mensuradas através do exame da lamina em microscopio 6tico comum em

aumento de 100x e 400x.

5.4.3 Citolégica

Ap0s a andlise convencional, foi adicionada solugdo HBSS (Ca*?/Mg*? + Gentamicina)
ao tubo 1 até o volume final de 40 mL. A amostra foi centrifugada a 1600 rpm por 10
minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e a ressuspenséo do sedimento foi feita
em 1 mL de solugao fixadora de células PreservCytSolution (Hologic), posteriormente
homogeneizado e 15 ul foram dispensados em Camara de Neubauer para contagem
de células (totais e epiteliais). A concentragdo das células foi ajustada para 5-8x10°
células/mL para citocentrifugagdo. Entdo, 100 pl de amostra foram citocentrifugados
a 500 rpm por 5 minutos (cytospin), as laminas secas ao ar livre foram fixadas em
acetona a 4°C por 5 min e posteriormente coradas em Papanicolau ou H/E. As laminas
foram entdo analisadas para quantificacdo das populagdes celulares caracterizadas
quanto ao numero, tipo e tamanho, representadas em 10 fotografias aleat6rias em
aumento de 100x utilizando microscopio Optico comum e contadas semi-

automaticamente utilizando-se o programa ImagePro-Plus 7.0 (MediaCybernetics).

5.4.3.1 Classificagdo das células por tamanho
Foi realizada medicdo em micrdmetros de todas as células representadas em uma
foto de 1 paciente de cada grupo. As frequéncias dos tamanhos das células foram

distribuidas em um histograma. A partir da analise do histograma, foram definidos
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pontos de corte extremos para considerar células de tamanho pequeno, médio ou

grande.

5.4.3.2 Classificagcdo das células por fenotipo
Foram observadas evidéncias de morte celular, fenétipo, tipos de jungdes celulares e
populagdes distintas, para classificar as células em escamosas, uroteliais, tubulares e

leucodcitos.

5.4 4 Eletroforética

Uma aliquota de 10 a 25 mL de urina coletada nas condi¢des descritas no inicio do
subcapitulo 5.4 foi transferida para um tubo de centrifuga de 50 mL e centrifugada a
2000 xg por 10 minutos a 4°C (Tubo 2). O sobrenadante foi descartado e o sedimento
ressuspenso em tampao de lise celular contendo 50mM DTT, 2M thiourea, 8M urea e
1% CHAPS. Foi adicionado 150 pul de inibidor de protease (Complete mini tablets,
Roche) e a amostra armazenada a -20°C. A dosagem de concentragao de proteina foi
realizada por meio de Ensaio de Bradford (BRADFORD, 1976). Posteriormente, foi
realizada eletroforese monodimensional (SDS-PAGE) em gel de poliacrilamida a 12%
conforme protocolo previamente descrito em literatura (MATAIJA-BOTELHO et al.,
2009). A quantidade da amostra utilizada foi padronizada para 1 mg/ml de proteina.
As bandas foram reveladas por nitrato de prata utilizando kit de coloragéo (Silver Stain
Plus, Bio-Rad). A imagem do gel foi digitalizada utilizando o programa para analise
comparativa e quantitativa das bandas pelo programa semiautomatizado ImageQuant
TL V8.1.

5.5 PROPOSTA DE ANALISE

Os resultados foram apresentados em tabelas e graficos expressos como
valores absolutos ou relativos quando conveniente. O teste de normalidade
D’Agostino & Pearson foi aplicado para definir se a analise obedece um perfil
paramétrico ou ndo paramétrico. Os valores sumarizados como médias ou medianas
(populagdes celulares, numero de bandas no gel etc.) foram submetidos a teste t ou
ANOVA, quando recomendado. Os poés-testes Bonferroni ou Dunn foram aplicados,

quando recomendado. Analise apenas comparativa do perfil de distribuicdo de bandas
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sera apresentada de maneira descritiva com ilustracdo adequada por fotografias. O
nivel critico para significancia dos utilizado sera P<0,05.
5.6 Consideracoes éticas

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa pelo Parecer de
numero 184.419 pelo CEP do Centro de Pesquisas Gongalo Moniz — CPqGM —
FIOCRUZ/BA.
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6. RESULTADOS

6.1 PACIENTES

Uma amostra de 55 pacientes foi analisada. Destes, 4 pacientes foram
excluidos por ndo apresentarem o numero minimo de 7 glomérulos, e outros 19 foram
excluidos por apresentarem lesao tubulo intersticial cronica (LTIC) comprometendo
mais que 30% da cortical representada em bidpsia (figura 1).

Controle:
5 casos

S/NTA-S/INF: 9
casos

32 incluidos

NTA-S/INF: 10

CaSos

INF:

55 casos
8 casos

LTIC >30%: 19
Casos

23 excluidos

<7 glomérulos:

4 casos

Figura 3: Fluxograma de alocacao de pacientes nos grupos de estudo.

6.2 CARACTERISTICAS CLINICAS, LABORATORIAIS E DEMOGRAFICAS DOS
PACIENTES

As caracteristicas demograficas, laboratoriais e clinicas dos 27 pacientes
incluidos no estudo estdo apresentadas na tabela 1. Houve discreta predominancia



33

do sexo feminino (52%). A média de idade foi de 37+16 anos, hipertensdo arterial
sistémica (HAS) esteve presente na maioria dos casos (81%) e proteinuria de 24h

apresentou uma mediana de 8279mg/24h.

Tabela 1. Caracteristicas clinicas, laboratoriais e demograficas dos pacientes portadores de
sindrome nefrética submetidos a bidpsia renal nos anos de 2013 e 2014.

Total (n) 27 (%)
Sexo

Feminino 14 (52)
Idade (anos)* 37+16
Uréia sérica (mg/dl)* 55+41,7
Creatinina sérica (mg/dl)* 1,6+1,2
Albumina sérica (g/dl)* 1,9+ 0,5
Colesterol sérico (mg/dl)* 338+ 140
Proteindria de 24h (mg)** 8279[3482-13662]
HAS 22 (81)

Nota: *Dados expressos em média + desvio padréo. **Dados expressos em mediana e intervalo interquartil. HAS
= Hipertensao Arterial Sistémica.

A tabela 2 apresenta as caracteristicas clinicas e demograficas dos pacientes
quando estratificadas nos grupos de estudo, no qual a média de colesterol sérico foi
maior (P=0,02) e a média de albumina sérica menor (P=0,04) no grupo com NTA sem
lesdo inflamatéria glomerular (NTA-S/INF) que o grupo com lesao inflamatdria-

proliferativa glomerular (INF).

Tabela 2. Comparagcao das caracteristicas clinicas, laboratoriais € demograficas dos
pacientes do grupo controle (CTRL), grupo sem NTA e sem lesdo inflamatéria-proliferativa
(S/NTA-S/INF), grupo com NTA e sem lesao inflamatdéria-proliferativa (NTA-S/INF) e grupo
com lesao inflamatdria-proliferativa (INF) submetidos a bidpsia renal em Salvador nos anos
de 2013 e 2014.

CTRL S/NTA-S/INF  NTA-S/INF INF P

Total (n) 5 (%) 9 (%) 10 (%) 8 (%)
Sexo

Feminino 5(100) 4 (44) 5 (50) 5 (63)
Idade (anos)* 29,4+50 34+15,5 42+18 32+13,4 0,3
Uréia sérica (mg/dl)* 23,8+2,6 34+20 73,2+46,8 56,6+46,2 0,1
Creatinina sérica (mg/dl)* 0,8+0,05 1,4+1 1 1,4+0,6 1,9+41,7 0,6
Albumina sérica (g/dl)* - 1,940,5 1,640,2 2,3140,6 0,042
Colesterol sérico (mg/dl)* - 361+102 412+166 227+73 0,02°
Proteindria de 24h (mg)** - 6965([3913-13437]  7540(3482-13844] 8488[2860-16081] 0,8
HAS 0 (0) 8 (89) 9 (90) 5 (63) 0,3

Nota: *Dados expressos em média + desvio padrao. **Dados expressos em mediana e intervalo interquartil. HAS
= Hipertensao Arterial Sistémica. a e b= média albumina sérica menor e de colesterol sérico maior no grupo NTA-
S/INF que o grupo INF.
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6.3 DIAGNOSTICO HISTOLOGICO

As alteragdes anatomopatologicas encontradas estdo descritas na tabela 3. O
diagnostico histolégico mais frequente foi alteragdes histologicas minimas (AHM)
contando com 26% dos casos, seguido de glomerulonefrite membranosa (GNM)
(22%). A média de fibrose tubulointersticial foi baixa (8,4%). Focos de NTA estiveram
presentes em 17 (63%) pacientes. A média de intensidade de NTA estimada

visualmente foi de 26,8+26,7% da cortical representada.

Tabela 3. Caracteristicas histolégicas dos pacientes submetidos a biépsia renal em Salvador
nos anos de 2013 e 2014.

Parametros N (%)
Total 27
Diagnéstico histologico
AHM 7 (26)
GNM 6 (22)
GESF 4 (15)
NL 4 (15)
GNPD 2(7)
Outros 4 (15)
Fibrose Tubulointersticial* 8,4+7,3
Necrose Tubular Aguda (NTA) 17 (63)
Intensidade NTA* 26,8+26,7

Nota: AHM = Alteragbes Histolégicas Minimas, GESF = Glomeruloesclerose Segmentar e Focal, GNM =
Glomerulonefrite Membranosa, GNPD = Glomerulonefrite Proliferativa Difusa Generalizada, NL= Nefrite Lupica,
Outros = Glomerulonefrite Membranoproliferativa, amiloidose, glomerulonefrite difusa crescéntica, *Dados
expressos em média + desvio padrao.

Comparando as caracteristicas histoldgicas entre os grupos de estudo (tabela
4), observa-se que o grupo S/NTA-S/INF ndo apresentou apenas um diagnéstico
predominante, enquanto alteragdes histolégicas minimas (AHM) foi o diagndstico
histolégico mais frequente no grupo NTA-S/INF, com frequéncia de 50%. No grupo

INF a nefrite lupica (NL) foi o diagndstico mais frequente (50%).
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Tabela 4. Comparagao das caracteristicas histologicas dos pacientes do grupo sem NTA e
sem lesao inflamatdria-proliferativa (S/INTA—S/INF), grupo com NTA e sem les&o inflamatéria-
proliferativa (NTA-S/INF) e grupo com lesao inflamatéria-proliferativa (INF) submetidos a
biépsia renal em Salvador nos anos de 2013 e 2014.

Parametros S/NTA-S/INF  NTA-S/INF INF

Total 9 (%) 10 (%) 8 (%)

Diagnéstico histologico
AHM 4 (4) 4 (40) 0 (0)
GNM 3(3) 2 (20) 0 (0)
GESF 2(2) 2 (20) 0 (0)
NL 0 (0) 0 (0) 4 (50)
GNPD 0 (0) 0 (0) 2 (25)
Outros 0 (0) 2 (20) 2 (25)

Nota: AHM = Alteragdes Histolégicas Minimas, LM-GESF = Doengas do Espectro Lesdo Minima — Glomeruloesclerose
Segmentar e Focal, GNM = Glomerulonefrite Membranosa, GNPD = Glomerulonefrite Proliferativa Difusa Generalizada, NL =
Nefrite Lupica, Outros: Amiloidose, glomerulonefrite membranoproliferativa, glomerulonefrite difusa crescéntica.

6.4 ANALISE CONVENCIONAL

Através do exame bioquimico do sumario de urina de 17 dos 27 pacientes com
SNO e 5 voluntarios sadios, observou-se uma média de pH acido em todos os grupos,
predominancia de pacientes com urina apresentando cor amarela clara e proteina
esteve presente na maioria dos casos. Nenhum dos pacientes apresentou sumario de
urina com presencga de glicose, cetona, bilirrubina e urobilina, e nitrito foi negativo em

todos os casos (Tabela 5).

Tabela 5.Comparacéo das caracteristicas fisico-quimicas da urina dos pacientes do grupo
sem NTA e sem lesao inflamatéria-proliferativa (S/INTA-S/INF), grupo com NTA e sem lesao
inflamatéria-proliferativa (NTA-S/INF) e grupo com lesado inflamatéria-proliferativa (INF)
submetidos a biopsia renal em Salvador nos anos de 2013 e 2014.

Parametros CONTROLE S/NTA-S/INF  NTA-S/INF INF P
Total (n) 5 (%) 4 (%) 7 (%) 6 (%)
Cor
Amarelo claro 5 (100) 3 (75) 6 (86) 5 (83) 0,9
Amarelo ouro 0 (0) 1(25) 1(14) 0 (0) 0,4
Avermelhada 0 (0) 0 (0) 0 (0) 1(17) 0,3
Densidade* 1019 +10,2 1017 +3,6 1017 + 9,1 1014 +3,9 0,7
pH* 57+04 6,0 +0,7 55+0,6 58+10 0,6
Proteina 0 (0) 4 (100) 4 (57) 4 (67) 0,1
Hemoglobina 0 (0) 2 (50) 5(71) 3 (50) 0,7
Glicose 0 (0) 0 (0) 1 (0) 0 (0) 0,4
Cetona 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Bilirrubina 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Urobilina** 5 (100) 4 (100) 7 (100) 6 (100)
Nitrito (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)

Nota: *Dados expressos em média + desvio padrdo. **Vestigios.
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6.5 ANALISE DO SEDIMENTO
6.5.1 Cilindros

Cilindros granulosos foram observados em 23 (85%) dos casos, com numero

semelhante entre os grupos de estudo (Figura 2).
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Figura 4: Numero de cilindros nos grupos Controle, sem NTA e sem les&o inflamatéria-proliferativa (S/NTA), com
NTA e sem lesdo inflamatéria-proliferativa (NTA) e com lesdo inflamatdria-proliferativa (INF) e estratificados
avaliando NTA presente (NTA) ou ausente (S/NTA) e lesdo inflamatdria glomerular presente (INF) ou ausente

(S/INF).

6.5.2 Células epiteliais

Houve tendéncia a maior numero de células epiteliais no grupo com lesao

inflamatéria-proliferativa glomerular, porém, sem significancia estatistica (Figura 3).
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Figura 3: Numero de células epiteliais nos grupos Controle, sem NTA e sem lesdo inflamatdria-proliferativa
(S/NTA), com NTA e sem lesdo inflamatéria-proliferativa (NTA) e com leséo inflamatéria-proliferativa (INF) e
estratificados avaliando NTA presente (NTA) ou ausente (S/NTA) e lesado inflamatéria-proliferativa presente (INF)
ou ausente (S/INF).
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6.6 ANALISE CITOLOGICA

Figura 4: Fotomicrografia de células do sedimento urindrio em aumento de 200x corada em H/E (A e B)
evidenciando células uroteliais (seta amarela) e células tubulares (seta preta) e de material fresco em aumento de
100x (C e D).

O procedimento de coloragdo do sedimento urinario evidenciou melhor os
elementos presentes (figura 4 A e B) em comparagao a observagao em material fresco
(figura 4 C e D). A imagem 4A trata-se de lamina de paciente com NTA, e evidencia
células uroteliais e células do tubulo renal em cilindro, enquanto a imagem 4B mostra
leucécitos polimorfonucleares de paciente com lesédo inflamatdria-proliferativa. As
imagens 4C e 4D tratam-se de pacientes com lesdo inflamatoria-proliferativa

glomerular.
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6.6.1 Definigdo dos parametros para classificagdo de tamanho de células

A partir da distribuicado de células por tamanho, foi observada maior frequéncia em
intervalos especificos de tamanho, sendo possivel definir o ponto de corte para
classificagao de células da seguinte maneira: pequenas quando forem menores que
30 ym; médias de 30-48 pym; e células grandes a partir de 48 ym de didmetro (Figura

5), representadas em fotografia de microscopia 6tica na figura 6.
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Figura 5: Histograma da distribuicdo de tamanho de células representadas em laminas citoldgicas.

=>» (élulas pequenas
=> Células médias
= Células grandes

Figura 6: Fotomicrografia de células do sedimento urinario em aumento de 100x, corada em H/E representando
células pequenas, médias e grandes.



39

6.6.2 Contagem diferencial por tamanho

Foram contadas diferencialmente as células de laminas de 23 pacientes, visto
que os outros 4 pacientes ndo apresentaram células (3 pacientes do grupo com NTA
e 1 paciente do grupo sem NTA) no sedimento urinario. O grupo de pacientes normais
(controle) apresenta menor proporcao de células pequenas (P=0,01) e de células
médias (P=0,001) que de células grandes. Observou-se menor proporgao de células
pequenas (P=0,05) e maior de células grandes (P=0,05) no grupo controle que o grupo

com INF (figura 7).
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Figura 7: Proporcdo de células pequenas, médias e grandes nos grupos Controle, sem NTA e sem leséo
inflamatéria-proliferativa (S/INTA-S/INF), com NTA e sem lesdo inflamatéria-proliferativa (NTA-S/INF) e com leséo
inflamatéria-proliferativa (INF).

Quando estratificados em grupos avaliando a presenga ou auséncia de NTA ou
INF, também observamos no grupo controle uma menor propor¢do de células
pequenas (P=0,05) e maior de células grandes (P=0,01) que o grupo com NTA (Figura
8) ou INF (Figura 9).
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Figura 8: Proporgéo de células pequenas, médias e grandes nos grupos Controle, sem NTA (S/NTA) e com NTA
(NTA).
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Figura 9: Proporcdo de células pequenas, médias e grandes nos grupos Controle, sem lesdo inflamatéria-
proliferativa glomerular (S/INF) e com lesao inflamatéria-proliferativa glomerular (INF).
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6.6.3 Contagem diferencial por fenotipo

Realizou-se a contagem diferencial das células avaliando o fendtipo,
observando maior proporgéo de células escamosas no grupo controle que o grupo
com NTA-S/INF (P=0,05) e que o grupo com INF (P=0,01). Ha tendéncia a menor
propor¢cao de células uroteliais no grupo controle em relagdo aos demais grupos,
enquanto esta proporgdo entre os grupos de interesse aparece semelhante. A
propor¢ao de células tubulares tende a ser maior no grupo com NTA-S/INF, enquanto
o grupo com INF apresenta tendéncia a maior numero de leucécitos que os demais

grupos (figura 10).
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Figura 10: Proporcao de células escamosas, uroteliais, tubulares e leucécitos nos grupos Controle, sem NTA e
sem les3do inflamatéria-proliferativa (S/INTA-S/INF), com NTA e sem lesdo inflamatéria-proliferativa (NTA-S/INF) e
com lesao inflamatéria-proliferativa (INF).

Avaliando a proporc¢ao de células por presenga ou auséncia de NTA, observa-
se tendéncia a maior numero de células tubulares em pacientes com NTA em relacéo
a pacientes normais e sem NTA, mas sem significancia estatistica (Figura 11).
Estratificando em grupos por avaliacdo de INF, observa-se maior propor¢cao de
leucdcitos no grupo com INF (média de 50%) que o grupo sem INF (13%, P=0,05) e
tendéncia a menor proporgao de células tubulares no grupo com INF (figura 12).
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Figura 11: Proporcao de células escamosas, uroteliais, tubulares e leucécitos nos grupos sem NTA (S/NTA) e com
NTA (NTA).
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Figura 12: Proporcédo de células escamosas, uroteliais, tubulares e leucécitos nos grupos Controle, sem lesdo
inflamatéria-proliferativa glomerular (S/INF) e com les&o inflamatéria-proliferativa glomerular (INF).
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Nesta analise fenotipica, observamos padrdes de jungdes celulares atipicos,

com formato semelhante a arquitetura de tubulos renais, composto de células

tubulares em processo de morte celular ou intactas (figura 13).

Figura 13: Fotomicrografia do sedimento urinario em aumento de 200x de paciente com NTA evidenciando
estrutura de células tubulares em arquitetura de tabulo renal (seta).

Discriminamos a presenga ou auséncia e observamos que 64% dos pacientes
com NTA apresentaram essas alteragdes contra 55% dos pacientes sem NTA (tabela
6).

Tabela 6. Presenca de evidéncias de células renais no sedimento urinario resultantes de
processos patologicos de necrose tubular aguda.

Células tubulares aderidas (n) Presente (n, %)
Com NTA (14) 9 (64)
Sem NTA (9) 5 (56)
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6.7 ANALISE ELETROFORETICA

Analise de amostras de 31 pacientes revelaram que o sedimento urinario de
pacientes com sindrome nefrética apresentam tendéncia a maior nimero de bandas
e maior variabilidade que pacientes normais (Figura 14).
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Figura 14: Eletroforese do sedimento urinario de 2 pacientes normais (Controle), 2 pacientes sem NTA e sem
les&o inflamatéria-proliferativa glomerular (S/NTA-S/INF), 3 pacientes com NTA sem lesao inflamatdria-proliferativa
glomerular (NTA-S/INF) e 2 pacientes com lesao inflamatéria-proliferativa glomerular.

A distribuicdo de bandas € maior no grupo de pacientes com NTA-S/INF que
os grupos S/NTA-S/INF (P=0,01) e INF (P=0,001), observando-se ainda tendéncia a
maior concentracao das bandas em menor peso molecular nos grupos S/NTA-S/INF
e INF (Figura 15).
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Figura 15: Distribuicdo de bandas dos (Controle), 2 pacientes sem NTA e sem les&o inflamatéria-proliferativa
glomerular (S/NTA-S/INF), 3 pacientes com NTA sem lesao inflamatéria-proliferativa glomerular (NTA-S/INF) e 2
pacientes com leso inflamatoéria-proliferativa glomerular.
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6. DISCUSSAO

Avaliamos neste estudo as alteragdes no sedimento urinario de pacientes com
sindrome nefrética, do ponto de vista citoldgico e eletroforético, a fim de identificar
elementos que possam ser Uteis no diagndstico diferencial rapido e ndo invasivo entre
NTA e doencgas glomerulares inflamatorias-proliferativas. Observamos que a analise
citoloégica apods coloragdo do sedimento urinario se torna mais clara e evidente. Na
contagem diferencial das células observamos maior numero de leucdcitos no
sedimento urinario de pacientes com lesédo inflamatéria-proliferativa glomerular. A
analise eletroforética evidenciou grande quantidade e variabilidade de bandas no
sedimento urinario de pacientes com sindrome nefrética, principalmente no grupo de
pacientes com NTA.

O numero amostral calculado de 9 pacientes por grupo nao foi alcangado no
grupo de pacientes com lesao inflamatéria-proliferativa glomerular (N=8). Isto pode ter
ocorrido devido ao alto indice de exclusdo de pacientes no estudo devido a lesdo
tubulointersticial crénica acometendo mais de 30% da cortical renal representada na
bidpsia, que reflete diagndstico tardio contribuindo para o maior percentual desses
pacientes apresentando lesdo cronica significante. Com base nos resultados da
analise citoldgica, um novo calculo amostral deve ser realizado a partir do efeito
observado para avaliagdes futuras observando parametros citologicos. A amostra foi
composta por pacientes adultos jovens. HAS esteve presente na maioria desses
pacientes e as médias dos niveis séricos de ureia e creatinina foi elevada, fatores
associados a pior prognéstico e progressdo da doencga renal (ALVES, M.A.V.F.R,,
2011).

Os diagnésticos histologicos mais frequentes nos pacientes sem lesao
inflamatéria-proliferativa glomerular foram alteragdes histologicas minimas e
glomerulopatia membranosa, achado semelhante a outros estudos realizados no
Brasil (FERRAZ et al., 2010)(POLITO; DE MOURA; KIRSZTAJN, 2010)(TAVARES et
al., 2012). No grupo com lesédo inflamatéria-proliferativa glomerular (INF)
prevaleceram as glomerulonefrites secundarias, sendo a glomerulonefrite lupica a
mais frequente (4, 50%). Focos de NTA estiveram presentes em 63% dos pacientes,
demonstrando alta frequéncia desta lesédo histolégica em glomerulopatias primarias,

como encontrado por Tavares e colaboradores (2012).
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N&o foram observadas alteracdes significativas na analise convencional de
parametros fisico-quimicos na urina. Entretanto, em analise citolégica de material
fresco, observou-se tendéncia a maior numero de células semelhantes a células
epiteliais no grupo com glomerulonefrites inflamatdrias-proliferativas, porém sem
significancia estatistica. O numero de cilindros granulosos ndo mostrou diferengas
entre os grupos. Estudos relatam que cilindros granulosos sdo preditivos ao
diagnéstico final de NTA, entretanto, a analise foi feita em conjunto com a presenca
de células epiteliais do tubulo renal, e o diagnéstico de NTA nao foi confirmado pela
realizacdo de biopsia renal (TSAI et. al., 2005). Pesquisadores propuseram a
aplicacdo de um escore avaliando esses elementos como diagnostico de NTA em
pacientes com LRA n&o associada a doenga glomerular (PERAZELLA et al., 2008;
PESCE; SCHENA, 2010). Em nosso estudo, porém, o escore aplicado a presencga de
células epiteliais dos tubulos renais e cilindros em sedimento urinario foi de dificil
reprodutibilidade. Chawla e colaboradores (2008) relatam dificuldade semelhante,
tendo atribuido a auséncia de controle de pH e o atraso de um dia na analise da urina,
que pode comprometer a integridade dos elementos do sedimento urinario. Neste
trabalho, avaliamos o sedimento urinario no mesmo dia da coleta da urina com tempo
meédio de 2 horas devido ao tempo entre a coleta e a entrega da amostra na
Fiocruz/BA, o que pode ter levado a degradacgao de alguns cilindros. Entretanto, houve
preservagao dos componentes celulares, pois evidenciamos grande numero de
células na maioria das amostras. A identificacdo de células dos tubulos renais em
material fresco sem qualquer preparagao especial que facilite distingui-las entre outros
elementos do sedimento urinario constituiu um desafio, visto que esta é dificultada em
pacientes com glomerulonefrite devido ao grande numero de outras células como
hemacias dismoérficas e leucocitos.

Diante das limitagdes descritas acima, optamos por realizar a analise diferencial
por morfometria apés coloragao por H/E ou Papanicolaou. Quando processadas por
fixacdo e coloracdo em lamina, o material se torna permanente, podendo ser revisado,
e suas estruturas sdo melhor evidenciadas. Nossa proposta foi elaborar um método
que pudesse ser reproduzido em rotina de laboratério ou a beira do leito, com facil
realizagdo. Preliminarmente, examinamos a frequéncia dos tamanhos de células em
histograma e pudemos definir pontos de corte para classifica-las com menos
arbitrariedade, em pequenas, médias e grandes. Um método semelhante foi utilizado

em trabalho realizado por Rofe e colaboradores (1955), no qual sucessivas
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centrifugagdes do sedimento urinario de pacientes normais foram realizadas para
separar células maiores e menores, fixando-as em laminas diferentes e corando-as
com hematoxilina de Harris, orange G e verde luz, propondo o uso da técnica para
definicdo de parametros normais para exame do sedimento urinario.

Por meio dessa metodologia, pudemos observar as distintas populagdes
celulares que foram facilmente diferenciadas visualmente e com pontos de corte bem
definidos, conforme demonstrado em histograma. Células pequenas foram definidas
quando menores que 30 ym de didmetro. Rofe (1955) mostra que células de origem
renal e leucécitos podem ser caracterizadas como pequenas. Perazella e
colaboradores (2008) relatam células epiteliais do tubulo renal com diametro de 11 a
15 um. Rinsgrud (2001) escreve que células uroteliais sdo dificeis de distinguir de
células epiteliais do tubulo renal e que uma ferramenta para isso seria a avaliagdo do
tamanho, em que células tubulares sdo menores que células uroteliais. Dessa forma,
células uroteliais sdo caracterizadas aqui como células médias (30-48 um) ou grandes
(umbrella cells). Rofe (1955) descreve células do epitélio transicional e pavimentoso
como células grandes, caracterizadas aqui como maiores que 48 pm.

A contagem diferencial por tamanho foi realizada em 23 dos 27 pacientes
incluidos, visto que 1 paciente sem NTA e 3 pacientes com NTA nao apresentaram
células no sedimento urinario, o que pode ter ocorrido por néo se tratar da primeira
urina do dia. Propusemos aqui, além das avaliagdes entre os trés grupos definidos
clinicamente, apenas histologicamente (presenca de NTA isoladamente ou de lesao
inflamatéria-proliferativa). A maior proporgéo de células grandes no grupo controle,
que persiste quando comparada aos grupos com NTA e INF & compativel com o
esperado, em que pacientes normais ndo apresentem células como leucdcitos e
células tubulares, justificado pela auséncia de lesdo renal neste grupo. Quando
presentes, as células em sedimento urinario de pessoas sem lesdo renal s&o
majoritariamente grandes, caracteristicas do epitélio pavimentoso, em que sua
descamacao pouco tem a ver com doengas glomerulares, podendo ocorrer na
infeccdo do trato urinario (BANOS-LAREDO; NUNEZ-ALVAREZ; CABIEDES, 2010).
Observamos ainda proporg¢ao semelhante de células médias em pacientes com SNO,
com tendéncia a ser menor que a propor¢cdo de células grandes e pequenas,
compativel com o esperado de maior quantidade de outras células como tubulares
em pacientes com NTA (TSAI et al., 2005; PERAZELLA et al., 2008) e leucdcitos em

pacientes com doencgas glomerulares (RINSGRUD, 2011); este grupo, por sua vez,
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mostra tendéncia a maior numero de células pequenas que os demais grupos,
possivelmente devido a presenca de células inflamatérias.

Para corroborar esses dados, foi realizada analise morfolégica diferencial
avaliando células por fendtipo e classificando as populacbes em escamosas,
uroteliais, tubulares e leucdcitos, a fim de estabelecer significado diagnéstico mais
preciso. Neste método, células tubulares correspondem as células pequenas, células
uroteliais as células médias e grandes e células escamosas como células grandes.

A analise por fenétipo mostra maior proporgéao de células escamosas no grupo
controle, observada ainda quando comparada aos grupos com NTA-S/INF e INF. Ha
ainda tendéncia a maior numero de células tubulares, correspondentes a células
pequenas no grupo com NTA-S/INF, também observada quando avaliada NTA
isoladamente. Em avaliagao isolada de INF, ha maior proporcdo de leucdcitos no
grupo com INF com propor¢ao média de 50% comparado ao grupo sem INF (13%) e
tendéncia a menor proporgao de células tubulares no grupo com INF. Estes resultados
sdo semelhantes a analise por tamanho, pelas mesmas possibilidades levantadas
anteriormente.

A média de proporgao de células escamosas e uroteliais foi alta nos pacientes
com doenga glomerular, mas sem valor diagnostico para esta condigao. Células
escamosas estdo em constante esfoliagdo no epitélio pavimentoso, e sé em grandes
quantidades acompanhadas de piuria pode indicar infecgcdo do trato urinario (BANOS-
LAREDO; NUNEZ-ALVAREZ; CABIEDES, 2010). Boon e colaboradores (1981)
realizaram estudo morfométrico de células uroteliais coradas por Papanicolaou como
ferramenta diagnéstica para cancer de bexiga, e evidenciaram que células
provenientes de urotélio lesionado sdo menores que células uroteliais normais, por
serem encontradas na camada mais basal. Isto & consistente com a auséncia de
células uroteliais basais, visto que observamos principalmente células uroteliais de
tamanho médio ou grande, oriundas de camadas mais superficiais do urotélio, achado
nao indicativo de lesao grave ao urotélio.

E de ampla concordancia na literatura que a presenca de células tubulares é
indicativa de NTA, entretanto, a analise € realizada em conjunto com cilindros
granulosos (MARCUSSEN et al., 1995; TSAl et. al., 2005; PERAZELLA et al., 2008;).
Ademais, estudos com glomerulonefrites associadas a NTA s&o escassos, fator que

nesta casuistica pode ter interferéncia pela alta proporcdo de outras células,
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subestimando o valor de células tubulares em pacientes sem NTA isolada de outros
diagnosticos histolégicos.

Nesta analise por fenétipo, chama atencéo a proporgéo de leucdcitos mais alta
no grupo de pacientes com lesao inflamatdria-proliferativa glomerular. Estudos
mostram que elevado numero de leucdcitos pode ser associado a algum tipo de
infeccdo no trato urinario. Entretanto, esta variavel de confusdo causal pode ser
contornada pelos dados de proteinuria e quadro clinico do paciente (RINSGRUD,
2001). Na infeccao do trato urinario ha grande numero de leucécitos no sedimento
urinario, porém, a presenga de proteinuria é forte sinal para doenca de origem
glomerular. Todos os pacientes deste trabalho possuem SNO e nao houve relato de
sintomas compativeis com infeccéo do trato urinario em nenhum caso, sendo inclusive
contraindicagdo para realizagdo da bidpsia renal (FALK; NACHMAN, 2012).
Adicionalmente, em analise convencional nao foi detectada presenca de nitrito,
relatado como produto de metabolismo bacteriano. Portanto, os leucécitos em
sedimento urinario podem ser indicadores de processo inflamatorio renal, conceito
que Bafios-Laredo, Nufiez-Alvarez, Cabiedes (2010) relatam como atualmente aceito
na clinica, e neste estudo, de provavel origem glomerular.

Fogazzi e colaboradores (2005) utilizaram leucocituria como um dos 12
parametros para diferenciar doengas glomerulares proliferativas de nao proliferativas,
encontrando maior numero de leucécitos que se correlacionavam a lesdes
histologicas caracteristicas de glomerulonefrites proliferativas. Afirmam ainda que foi
o primeiro estudo a utilizar sistematicamente dados de leucocituria na investigacéo de
doencgas glomerulares, entretanto, ndo avaliaram em contraste a NTA. Fernandez-
Acenero e colaboradores (2008) realizaram exame de sedimento urinario por
decantagao, corado em Papanicolaou e consideraram atipica presenca de leucécitos
polimorfonucleares. Buscavam significado diagnostico para lesdo de natureza
maligna, mas seus resultados mostraram que grande numero desses elementos nédo
estava associado a esse tipo de lesdo. Entretanto, ndo buscaram a etiologia deste
achado.

Observamos ainda nesta analise fenotipica a presenca de estruturas de células
tubulares aderidas atipicamente, em formato semelhante ao de tubulo renal. Estudos
que avaliaram células epiteliais do tubulo renal como valor diagndstico para NTA nao
relataram esses elementos, entretanto, em nosso trabalho observamos presentes em

64% dos pacientes com NTA. Possivelmente, tais estruturas sejam produto de
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processos patoldgicos da NTA, visto que ndo ha justificativa para essas células se
aderirem em arquitetura circular sem que haja uma matriz que lhes confira essa forma.
Acreditamos assim, que no processo de descamacao do epitélio tubular no processo
de isquemia ou nefrotoxicidade, as células se aderem ainda no tubulo, ora por adesao
celular, ora por precipitarem na matriz protéica de Tamm-Horsffall secretada por
células tubulares em um processo semelhante a formagao de cilindros. Essas
estruturas também foram encontradas em 55% dos pacientes que nao tinham NTA,
entretanto, este grupo € consideravelmente menor. Essas observacgdes sdo uteis para
novo calculo amostral que possa evidenciar melhor a utilidade dessa ferramenta para
diagnostico de NTA associada a doengas glomerulares.

A despeito da proposta inicial, que seria identificar precocemente e nao
invasivamente pacientes com NTA para diferencia-los de pacientes com
glomerulonefrites exsudativas, nossos dados mostraram que podemos identificar mais
facilmente os pacientes com lesao inflamatoéria-proliferativa glomerular, pela analise
de leucocituria de origem glomerular. Demonstramos assim que o caminho inverso,
afastando a possibilidade de lesao inflamatoria-proliferativa glomerular em pacientes
com sindrome nefrética, pode-se postergar a imunossupressao até realizagado de
bidpsia renal e adotar medidas de suporte ou terapia renal substitutiva quando
indicada. De maneira inversa, uma vez identificada a probabilidade de acometimento
glomerular nesses pacientes, a conduta clinica podera ser mais rapida e efetiva,
adotando medidas de pulsoterapia que retardem a progressao da doenga e realizando
a biodpsia renal em tempo oportuno para definir estagio de cronicidade da doenca e
continuidade do tratamento. Contudo, a despeito dos dados apresentados serem uteis
na tomada de decis&o inicial, a bidépsia renal ainda é imprescindivel para diagndstico
acurado da doenga glomerular.

Além do estudo da urindlise, a urina € uma importante fonte de informacdes
para a descoberta de novas ferramentas para identificacdo de doengas renais. A
analise de biomarcadores vem sendo amplamente estudada (FLISER et al., 2007).
Um campo de pesquisa em potencial vem do estudo do perfil de proteinas, que pode
ser util no desenvolvimento de testes rapidos, com amplas aplicagdes no espectro da
diagnose de doengas renais. Entretanto, a maioria desses estudos é realizada a partir
de amostras soluveis da urina (sobrenadante), enquanto o sedimento urinario é

normalmente negligenciado, apesar de ser descrito na literatura que esta porgcéao da
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urina pode contribuir com o conhecimento do proteoma urinario (ZHOU et al., 2006;
FLISER et al., 2007; MATAIJA-BOTELHO et al., 2009).

Demonstramos em nosso estudo que o sedimento urinario apresenta uma
ampla variedade de proteinas, que ocorre devido a fisiopatologia das doencgas
glomerulares que cursam com sindrome nefrética, que pela alteragao da seletividade
do capilar glomerular pode contribuir para maior quantidade e variedade de proteinas
que podem precipitar no sedimento urinario (VARGHESE et al., 2007).

Essas proteinas podem se acumular no sedimento por precipitagdo, co-
precipitagao ou através da lise de células e cilindros presentes no sedimento (ZHOU
et al., 2006). Mataija-Botelho e colaboradores (2008) afirmam que células escamosas
contribuem pouco para a massa total de proteinas presentes no sedimento urinario.
Em nosso estudo, essa informagdo pode ser corroborada pelos resultados de
pacientes normais, que apresentaram majoritariamente células escamosas em
analise morfoldgica tiveram menor variabilidade e quantidade de proteinas em analise
eletroforética, comparado ao sedimento urinario de pacientes com sindrome nefrética.

A despeito da grande quantidade de proteinas encontradas, ndo observamos
um padrao de bandas especifico entre os grupos de pacientes com SNO. Apesar disto,
observamos que o grupo de pacientes com NTA apresentaram quatro bandas
diferentes correspondentes ao mesmo peso molecular em 3 pacientes (24%), que nao
foram encontradas em pacientes sem NTA. Houve ainda uma banda de mesmo peso
molecular observada em 6 pacientes (33%) que nao tinham lesdo inflamatéria-
proliferativa glomerular. Ha maior distribuicdo de diferentes bandas no grupo com
NTA-S/INF, o que pode ser atribuido a atividade nefrotéxica ou isquémica nestes
pacientes (LAMEIRE et al., 2013), com intensa perda de células no sedimento urinario
e consequentemente maior variabilidade de proteinas dos diversos compartimentos
celulares. Ha tendéncia a maior concentragdo de bandas em menor peso molecular
nos grupos S/NTA/S-INF e INF, ainda mais evidente neste ultimo, possivelmente a
maior atividade enzimatica neste grupo devido ao processo inflamatério glomerular
(ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2012).

Proteinas como albumina, transferrina e a1-antitripsina foram relatadas como
biomarcadoras de doencgas glomerulares (THONGBOONKERD, V.; MALASIT, P.,
2005), enquanto ha descrito o aumento de NH3 em pacientes com NTA (CHEYRON;
DAUBIN; POGGIOLI, 2003). Varghese e colaboradores (2007) identificaram 14

proteinas em pacientes com objetivo de diferenciar doencas glomerulares no espectro
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na sindrome nefrotica, com resultados altamente sensiveis e especificos para
glomeruloesclerose segmentar e focal, nefropatia membranosa e nefropatia diabética.
Estes estudos diferem-se do presente trabalho pelo alvo de estudo, ja que extrairam
as proteinas do sobrenadante urinario.

Do nosso conhecimento, este é o primeiro estudo precursor de proteébmica que
investiga o perfil de proteinas da fase de sedimento urinario de pacientes com
sindrome nefrética. Nossos resultados indicam que a continuagcdo do estudo
protedmico de identificagcdo dessas proteinas por espectrometria de massas em um
maior numero de pacientes se faz necessaria, para futuras aplicagcbes como um painel
de deteccgao rapida, aumentando a pesquisa e produgao biotecnoldgica e fornecendo
diagnéstico alternativo precoce, rapido e mais barato para pacientes nestas condi¢des

estudadas.
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8. CONCLUSOES

1)

A contagem de leucdcitos pode ser parametro para a investigacéo de doenca
glomerular em pacientes com sindrome nefrética, auxiliando na conduta clinica

até que a bidpsia renal seja realizada;

O numero de cilindros granulosos e proporcao células pequenas e células
tubulares nado foram uteis no diagndstico diferencial de NTA apenas ou
associadas a lesbes inflamatérias-proliferativas glomerulares em pacientes

com sindrome nefrética nas condigcdes deste trabalho;

A distribuicdo de bandas no sedimento urinario de pacientes com sindrome
nefrotica tende a ser maior que em individuos sem alteragdes fisioldgicas

renais;

Pacientes com NTA tem maior numero de bandas, e pacientes sem NTA e com

INF mostram bandas concentradas em menor peso molecular;

Nao houve padrao especifico na distribuicdo de bandas entre os grupos, porém
pelo numero de bandas possivelmente exclusivas, a identificagdo pode definir

candidatos a marcadores.
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