UNIVERSIDADE FEDERAL DE CIENCIAS DA SAUDE DE
PORTO ALEGRE - UFCSPA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS DA SAUDE

José Antonio Tesser Poloni

Analise do Sedimento Urinario Para Identificacao de
Insuficiencia Renal Aguda e Diagnostico Diferencial
de Necrose Tubular Aguda e Sindrome Hepatorrenal
em Pacientes com doenca Hepatica Severa

Porto Alegre
2019



José Antonio Tesser Poloni

Analise do Sedimento Urinario Para Identificacao de
Insuficiencia Renal Aguda e Diagnostico Diferencial de
Necrose Tubular Aguda e Sindrome Hepatorrenal em
Pacientes com doenca Hepatica Severa

Tese submetida ao Programa de Po6s-Graduacao em
Ciéncias da Satde da Universidade Federal de
Ciéncias da Satude de Porto Alegre como requisito
para a obtengao do grau de Doutor

Orientador: Dra. Liane Nanci Rotta
Coorientador: Dr. Claudio Augusto Marrone

Porto Alegre
2019



Catalogacg&o na Publicacéo

Poloni, José

Andlige do Sedimento Urindrioc Para Identificacdo de
Insuficiéncia Renal Aguda e Diagndstico Diferencilial de
Necrose Tubular Aguda = Sindrome Hepatorrenal em
Pacientes com doenca Hepatica Severa / José Poloni. --
2019.

59 £f. : 30 cm.

Tese (doutorado) -- Universidade Federal de Ciéncias
da Salde de Porto Alegre, Programa de P&s-Graduacdoc em
Ciéncias da Sandde, 2019.

Orientador(a): Liane Rotta ; coorientador(a): Claudio
Marrone.

1. Insuficiéncia Renal Aguda. 2. Sindrome
Hepatorrenal. 3. Necrose Tubular Aguda. 4. Sedimento
Urindric. I. Titulo.

Sistema de Geracéo de Ficha Catalografica da UFCSPA com os dados
fornecidos pelo(a) autor(a).
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LISTA DE ABREVIAGOES

IRA: Insuficiéncia Renal Aguda
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SHR: Sindrome Hepatorrenal
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RIFLE: Risk, Injury, Failure, Loss of kidney function, and End-stage kidney disease
RNI: Relagdo Normatizada Internacional
KDIGO: Kidney Disease Improving Global Outcome
NCB: Nefropatia por Cilindros de Bile
GTH: Glicoproteina de Tamm-Horsfall
AST: Aspartato Aminotransferase
ALT: Alanina Aminotransferase
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GC: Granular Cast

CG: Cilindro Granuloso

ESLD: End Stage Liver Disease
CKD: Chronic Kidney Disease
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TB: Total Bilirubin
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TEM: Transmission Electron Microscopy
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AHF: Acute Hepatic Failure
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KT: Kidney Transplantation
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LC: Liver Cancer
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Resumo

Objetivos: Disfuncao renal aguda e crénica € comum em pacientes com doenga hepatica
terminal. A diferenciacao entre insuficiéncia renal aguda (IRA) devido a sindrome
hepatorrenal (SHR) ou necrose tubular aguda (NTA) permanece dificil, porém sistemas de
escores utilizando achados do sedimento urinario como as células epiteliais tubulares
renais (CETRSs) e os cilindros granulosos (CGs) podem ajudar a identificar doencas renais
intrinsecas. O objetivo deste estudo foi avaliar o perfil do sedimento urinario dos pacientes
com doenga hepatica e hiperbilirrubinemia/hiperbilirrubinuria e o uso de um sistema de
escore de sedimento urinario para identificar o escore mais comum em pacientes com IRA
e altas concentragdes de bilirrubina na urina.

Materiais e Métodos: Foi realizado um estudo retrospectivo no banco de dados de um
grande laboratério que assiste um complexo hospitalar no Brasil.

Resultados: Cilindros urinarios, em particular os CGs, bem como as CETRs foram
observados com maior frequéncia em pacientes com hiperbilirrubinemia/
hiperbilirrubinuria, enquanto os cilindros hialinos foram observados mais frequentemente
em pacientes sem hiperbilirrubinemia/hiperbilirrubinuria. Independentemente da condi¢cao
IRA ou nado-IRA, o risco relativo para os escores 2 ou 3 (sedimento consistente com dano
tubular, com CGs e/ou CETRs em quantidades diferentes) no grupo 4 é 3,61 vezes maior
em comparagao aos pacientes do grupo 1.

Conclusdes: Em pacientes com niveis mais elevados de bilirrubina urinaria, o sedimento
urinario apresentou maior numero de CGs e CETRs e maiores escores de sedimento
urinario (escores 2 ou 3). A presenca de um maior numero de particulas urinarias (CETRs
e CGs) originadas nos rins nos grupos com niveis mais elevados de bilirrubina urinaria
sugere uma associagao entre hiperbilirrubinemia/hiperbilirrubinuria e lesdo tubular

independente de IRA ou ndo-IRA.

Palavras-chave:
Insuficiéncia Renal Aguda, Sindrome Hepatorrenal, Necrose Tubular Aguda, Sedimento

Urinario.
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Abstract

Aims: Acute and chronic kidney dysfunction is common in patients with end-stage liver
disease. Differentiation between acute kidney injury (AKI) due to hepatorenal syndrome
(HRS) or acute tubular necrosis (ATN) remains difficult, however urine cast scoring
systems using renal tubular epithelial cells (RTECs) and granular casts (GCs) can help to
identify intrinsic kidney diseases. The objective of this study was to evaluate the urine
sediment profile of patients with liver disease and hyperbilirubinemia/hyperbilirubinuria and
the use of a urine sediment scoring system to identify the most common score in AKI
patients and high urine bilirubin concentrations.

Materials and Methods: A retrospective study in the data bank of a large laboratory that
assists a hospital-complex in Brazil was performed.

Results: Urinary casts, in particular GCs, as well as RTECs were observed more
frequently in patients with hyperbilirubinemia/hyperbilirubinuria, while hyaline casts were
observed in patients without hyperbilirubinemia/hyperbilirubinuria. Regardless of the AKI or
non-AKI condition the relative risk for Scores 2 or 3 (sediment consistent with tubular
damage, with GC and/or RTEC in different quantities) in group 4 is 3.61 times higher
compared to patients in group 1.

Conclusions: In patients with higher urinary bilirubin levels, the urine sediment had greater
numbers of GCs and RTECs and higher urine sediment scores (scores 2 or 3). The
presence of a larger number of urine particles (RTECs and GCs) originating in the kidneys
in the groups with higher levels of urinary bilirubin suggests an association between

hyperbilirubinemia/hyperbilirubinuria and tubular injury independent of AKI or non-AKI.

Keywords:

Acute Kidney Injury, Hepatorenal Syndrome, Acute Tubular Necrosis, Urine sediment.
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REFERENCIAL TEORICO

INTRODUCAO

1 Doencgas renais e a Uroanalise

Doencgas renais estdo entre as principais condigdes clinicas que atingem o ser
humano. Doenga Renal Crénica (DRC), por exemplo, atinge aproximadamente 10% da
populacdo mundial. Na América Latina 12% da populacdo tem DRC [1]. As condigdes
Insuficiéncia Renal Aguda (IRA) e DRC sao intimamente relacionadas, sendo a DRC
conhecido fator de risco para IRA e vice-versa [1].

A incidéncia mundial de IRA é pouco conhecida devido a falha em seu reporte,
disparidades regionais e diferengas em definigdo. A maioria dos estudos epidemioldgicos
foca em pacientes internados ou em estado critico e muito poucos focam na populagao
geral [2]. Um estudo escocés [3] reportou a incidéncia anual de IRA de acordo com o
critério RIFLE (Risk, Injury, Failure, Loss of kidney function, and End-stage kidney
disease), em 2.147 por milhdo da populagdo. Em outro estudo realizado no norte da
Califérnia, entre os membros de um dos maiores sistemas integrados de saude dos
Estados Unidos e usando um critério diagndstico diferente, a incidéncia anual de IRA foi
de 4.085 por milhdo da populacédo ocorrendo mais comumente em homens e em idosos
[4].

Doengas renais, tanto agudas ou crbénicas, podem se apresentar com
caracteristicas sistémicas de agressao renal (hipertensdo, edema, uremia), com
manifestagdes limitadas aos rins (dor em flanco ou dor lombar, hematuria grosseira), ou
serem assintomaticas apenas com alteragcbes em testes laboratoriais (séricos e
uroanalise).

Doencas renais sdo avaliadas totalmente por meio de exame completo, tanto fisico
como histérico, testes laboratoriais séricos e analise do sedimento urinario. Apesar de a
avaliagdo do sedimento urinario ndo medir o nivel de fungao renal, ela é extremamente
importante para auxiliar no discernimento sobre a causa da doenca renal e pode também
prover informacgdes prognosticas sobre IRA pré-renal e Necrose Tubular Aguda (NTA).
Adicionalmente a uroanalise, o exame clinico, a estimativa da taxa de filtracdo glomerular,
exames radiolégicos e bidpsia renal podem ser usados combinados para realizagdo do

diagnostico da patologia renal do paciente [5].
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Assim como qualquer teste na clinica médica, a uroanadlise é mais util
diagnosticamente quando diferentes componentes do teste sdo combinados para formar
padrées de achados urinarios para sua associacdo com diferentes doencgas renais. Muitas
vezes, a combinacdo dos achados urinarios ira sugerir apenas uma ou duas desordens
renais. Desta forma, avaliar as amostras de urina buscando por padrdes clinicos € uma
maneira de se trabalhar que propicia uma maior qualidade do processo de analise,
otimizando o tempo e resultando em uma informacao diagndstica com melhor correlagao
com o quadro clinico do paciente. Os padrdes clinicos atualmente utilizados em
Uroanalise sao:

- Hematuria isolada com eritrécitos normais: o diagnéstico diferencial desta combinagao
de achados é limitado a cristaluria, nefrolitiase ou malignidade no sistema genitourinario.
Raramente desordens glomerulares como a nefropatia por imunoglobulina A ou a doenga
de membrana basal fina podem se apresentar desta forma. Os pacientes com estas
glomerulopatias geralmente tém, entretanto, eritrocitos dismoérficos e cilindros eritrocitarios
no seu sedimento urinario [5].

- Hematuria com eritrocitos dismorficos, cilindros hematicos e proteindria: pacientes com
este grupo de achados geralmente tém doenga glomerular ou vasculite renal. Esta
apresentacdo é chamada de sindrome nefritica e sugere, fortemente, glomerulonefrite. E
importante ressaltar que a auséncia destes achados nao exclui glomerulonefrite. Uma
bidpsia renal é indicada neste contexto. [5].

- Hematuria com eritrocitos dismorficos e pitria: esta combinacdo de achados pode ser
observada em varios processos renais. Estao incluidas doencas glomerulares, nefrite
tubulointersticial, vasculite, obstrugdo urinaria, cristaluria (tipicamente o cristal que esta
causando a agressao também esta presente), embolizagdo por colesterol e infarto renal.
Todas estas condi¢des clinicas podem agredir os rins e causar lesdes inflamatérias dentro
do parénquima renal [5].

- Leucocitos, cilindros leucocitarios, cilindros granulosos e proteintria moderada: estes
achados urinarios sao observados em pacientes com doenga tubulointersticial. Elas
incluem pielonefrite, nefrite tubulointersticial induzida por drogas e doencga sistémicas
como a sarcoidose. Raramente, uma glomerulonefrite aguda ou outra doenga renal
inflamatoéria ira apresentar este sedimento. Evidéncias de doenca glomerular
(hemoglobina positiva, eritrécitos dismorficos) estdo também usualmente presentes
nestes processos patologicos [5].

- Sedimento urinario brando e proteindria intensa: esta combinagcdo de achados na
13



uroanalise sugere que o paciente tenha uma lesdo glomerular associada com a sindrome
nefrética. Um sedimento urinario brando, definido pela auséncia de células ou cilindros,
sugere uma lesdo glomerular nao inflamatdria. Lipiduria com cilindros graxos pode
também estar presente no sedimento urinario. Algumas das lesdes glomerulares que
causam a sindrome nefrética incluem a glomerulonefrite = membranosa,
glomeruloesclerose focal, glomerulonefrite membranoproliferativa, glomerulonefrite
mesangial, amiloidose e nefropatia diabética [5].

- Células epiteliais tubulares renais livres, cilindros contendo células epiteliais tubulares
renais e cilindros granulosos: o paciente com IRA e esta combinagédo de achados urinarios
geralmente esta apresentando NTA induzida tanto por um evento isquémico ou
administragdo de alguma nefrotoxina, ou ambos. As células tubulares danificadas se
desprendem da parede do tubulo e entram no Iumen tubular formando cilindros em
combinagdo com a matriz da proteina de Tamm-Horsfall. Hiperbilirrubinemia marcante
também pode causar este sedimento urinario, usualmente com a creatinina sérica
excedendo 10 mg/dL e o teste para bilirrubina na tira reativa apresenta reagéo fortemente
positiva. As células e os cilindros estdo também pigmentados pelo pigmento biliar nestes

casos [5].

2 Insuficiéncia renal aguda no contexto das doengas hepaticas severas

A faléncia renal € uma complicacao desafiadora nas doencas hepaticas severas [6-
8] e € um dos fatores de risco mais importantes, especialmente quando se esta
considerando um transplante de figado. Pacientes com doengas hepaticas severas e
faléncia renal tém um alto risco de morte, frequéncia aumentada de complicacdes e
sobrevivéncia reduzida apds o transplante, quando comparados com aqueles que nao
tem faléncia renal [6,9,10]. Nos anos recentes, progressos substanciais tém sido feitos
para o entendimento da patogénese e histéria natural da faléncia renal nas doengas
hepaticas severas. Além disso, novas intervengdes clinicas podem ajudar na prevengéo e
no manejo desta complicagao [6].

A cirrose € uma das principais causas de insuficiéncia hepatica e a insuficiéncia
renal aguda (IRA) € uma complicagdo comum e devastadora em pacientes portadores
destas patologias. O desenvolvimento da IRA esta geralmente associado a complicagbes
da cirrose (como a peritonite bacteriana espontanea) e ocorre em até 19% dos pacientes

hospitalizados com cirrose. Ja a Sindrome Hepatorrenal (SHR) corresponde a 11% dos
14



casos de IRA em pacientes hospitalizados com cirrose e ascite, e tem sido muito
associada a mortalidade prodigiosa [11-13]; mais recentemente o reconhecimento do
perigo geral associado com a IRA, na cirrose, tem levado a incorporagao da creatinina
sérica como uma das trés variaveis [bilirrubina e creatinina séricas e tempo de
protrombina — Relagdo Normatizada Internacional (RNI)] compreendendo o modelo de

score para doenga hepatica terminal [14].

2.1 Sindrome Hepatorrenal (SHR)

A SHR é definida pela presenca de doenga hepatica aguda ou cronica,
caracterizada por hiperbilirrubinemia, com avangada insuficiéncia hepatica e prejuizo na
funcdo renal (insuficiéncia renal oligurica) [15,16]. A SHR pode se desenvolver na
auséncia de qualquer fator precipitante ou seguir-se a eventos que reduzam o volume
sanguineo efetivo como sangramento gastrointestinal, vomitos e diarreias. Na SHR ocorre
marcada vasoconstrigdo intrarenal que resulta em um prejuizo funcional dos rins, sem
anormalidades estruturais contributivas para a disfuncéo renal [15,17]. E caracterizada por
achados clinicos e laboratoriais de intensa hipoperfusdo renal: oliguria, hiponatremia,
hiponatriuria, alta osmolaridade urinaria e incremento de ureia e creatinina séricas [15,17].

A SHR tipo 1 tem um curso rapido com a creatinina sérica com niveis >2,5 mg/dL
dentro de duas semanas. A SHR tipo 2 se desenvolve durante meses, com um moderado
declinio da taxa de filtracdo glomerular (creatinina sérica entre 1,5 e 2,5 mg/dL). O atual
paradigma da disfuncao renal na SHR é primariamente atribuido a marcada vasodilatagéo
esplénica/sistémica, que resulta em uma reducao da taxa de filtracdo glomerular [7,14].
Entretanto, este esquema €& incompleto pois nao incorpora o impacto e a influéncia dos
cilindros pigmentados por bilirrubina neste contexto clinico. Ndo se sabe quando os
cilindros pigmentados pela bilirrubina se formam durante este processo de dano, porém, a
probabilidade aumenta com a exposi¢cao prolongada a altos niveis de bilirrubina, que sao
geralmente >20 mg/dL [15].

No diagnostico diferencial de SHR deve-se considerar a ocorréncia de insuficiéncia
renal aguda (IRA) pré-renal ou necrose tubular aguda (NTA). O diagndstico diferencial
nesses pacientes é clinicamente importante devido aos diferentes progndsticos. NTA e
IRA sao geralmente reversiveis, enquanto SHR apresenta, normalmente, uma evolugao

mais sombria [18].
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3 Insuficiéncia Renal Aguda

A IRA é definida como a redugao aguda da funcao renal, em horas ou dias. Refere-
se principalmente a diminuicdo do ritmo de filtragdo glomerular e/ou do volume urinario,
porém, ocorrem também disturbios no controle do equilibrio hidroeletrolitico e acido
basico [19].

A utilizagao de diferentes definicbes de IRA dificulta a comparacao de estudos, a
analise da evolugdo dos pacientes, bem como a comparagao de diferentes estratégias
terapéuticas e de tratamentos dialiticos. Recentemente, uma rede internacional de
especialistas (Kidney Disease Improving Global Outcomes - KDIGO) propés uma nova
definicdo e classificacdo de IRA, a fim de uniformizar este conceito para efeitos de
estudos clinicos e principalmente, prevenir e facilitar o diagnostico desta sindrome, na
tentativa de diminuir a alta morbidade e mortalidade ainda encontrada atualmente [19].
Este grupo multidisciplinar internacional propde a seguinte classificacdo, baseada na
dosagem sérica da creatinina € no volume urinario:

- Elevagéo da creatinina sérica em > 0,3 mg/dL dentro de 48 horas; ou

- Elevacéao da creatinina sérica em 21,5 vezes o valor basal que for conhecido ou
presumido e que tenha ocorrido dentro de 7 dias; ou

- Volume urinario <0,5 ml/Kg/hora por 6 horas [20].

A IRA pré-renal ocorre devido a redugao do fluxo plasmatico renal e do ritmo de fil-
tracdo glomerular. As principais causas sao: hipotensao arterial e hipovolemia (hemorragi-
as, diarréias, queimaduras). Ja a IRA renal (intrinseca ou estrutural) tem como principal
causa a necrose tubular aguda (NTA isquémica e/ou toxica). Outras causas séo: nefrites
tubulointersticiais (drogas, infecgdes), pielonefrites, glomerulonefrites e necrose cortical

(hemorragias ginecolégicas, pegonhas) [19].

3.1 Insuficiéncia Renal Aguda Hepatorrenal

A IRA Hepatorrenal é caracterizada por perda de fung¢ao renal (Clearance de Crea-
tinina<60mL/min ou Creatinina sérica >1,5 mg/dL), auséncia de outras causas de IRA, au-
séncia de melhora apds expansao plasmatica, auséncia de melhora apds suspensao de
diuréticos, proteinuria < 500 mg/dia, auséncia de obstrug¢ado urinaria e auséncia de IRA pa-
renquimatosa [19].

Todos os critérios acima citados devem estar presentes para a definicdo do diag-

nostico. Os seguintes critérios adicionais podem compor o quadro (podem estar presentes
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ou ndo): diurese < 500 mL/dia; sédio urinario < 10 mEq/L; osmolalidade urinaria > plas-

matica; soédio sérico < 130 mEq/L; hemacias na urina > 50 p/campo microscopico [19].

4 Nefropatia por Cilindros de Bile

A condicéao clinica “Nefropatia por Cilindros de Bile” (NCB) é considerada rara e
muito pouco compreendida até o momento. E caracterizada por insuficiéncia renal pro-
gressiva na presenca de niveis elevados de sais biliares e hiperbilirrubinemia. Niveis ele-
vados de bilirrubina total, tipicamente superiores a 20 mg/dL, s&o reportados nos casos de
NCB. Ambas bilirrubinas (direta e indireta) podem estar envolvidas, sugerindo uma disfun-
cao hepatocelular primaria. Bidpsias renais nestes pacientes tipicamente mostram a for-
macao de cilindros de bile na presenca de niveis séricos elevados de bilirrubina e creatini-
na [21,22].

Esta condic¢ao clinica representa um grande espectro de doengas, envolvendo des-
de mudancas leves e reversiveis em pacientes sem disfuncéo renal e hiperbilirrubinemia
de curta duragao, até doenca progressiva irreversivel naqueles com insuficiéncia renal as-
sociada a hiperbilirrubinemia severa e prolongada. O mecanismo exato como a bile e os
sais biliares causam dano renal agudo em nivel tubular permanece desconhecido, entre-
tanto, varios mecanismos s&o considerados [21]. Durante a colestase, os hepatocitos ex-
portam acidos biliares para prevenir dano intracelular, através da indugcdo das bombas de
acidos biliares basolaterais. Os rins, de maneira similar, promovem mudangas no tubulo
proximal para excretar o excesso de bile. Se acredita que esta bilirrubina, em excesso,
cause dano oxidativo nas membranas celulares das células dos tubulos e desacoplamen-
to da fosforilagdo mitocondrial em nivel celular [21, 23, 24].

Além disso, a inibicdo das bombas de Na-H, Na-K, Na-Cl por sais biliares
sulfatados, nos tubulos proximais e na alca de Henle, resultam em mudancas de pH que
podem aumentar a deposicao de cristais de sais biliares, contribuindo para a formacéao de
cilindros de bile, além de causarem toxicidade e dano tubular [21, 25-29]. E hipotetizada a
existéncia de um limite para o transporte da bilirrubina nos tubulos proximais onde, depois
que eles se tornam saturados, ocorre a formacgao dos cilindros e a obstrugcao tubular [15,
21, 30].

Os achados primarios na NCB incluem hipertrofia renal tubular, presenca de cilin-
dros pigmentados por bile dentro dos tubulos renais e auséncia de patologia glomerular
[21, 31-33]. Outros achados incluem dano tubular com evidéncia de dilatagdo do lumen e

vacuolizagao citoplasmatica, assim como a presenga de cilindros granulosos [21,31]. Os
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achados na microscopia eletrénica incluem dilatagao das cristas mitocondriais e acumulo
de acidos biliares nos lisossomos. A presencga de cilindros de bile € mais pronunciada nos
segmentos distais dos néfrons, mas foi encontrada nos tubulos proximais com o aumento
da severidade da hiperbilirrubinemia [21,22]. A deposicéo dos cilindros de bile foi observa-

da em ambos tubulos (proximais e distais) juntamente com mudangas isquémicas [21].

5 Doencga hepatica severa e diagnéstico diferencial da Insuficiéncia Renal Aguda

por Sindrome Hepatorrenal ou Necrose Tubular Aguda

A doenga hepatica severa € uma condi¢ao clinica caracterizada pela presenga de
niveis elevados de bilirrubina sérica e urinaria, bem como elevagao nos niveis séricos das
enzimas hepaticas tradicionalmente utilizadas como testes diagndsticos (transaminases,
fosfatase alcalina e gama glutamiltransferase) para patologias hepaticas, tais como hepa-
tites virais, hepatites medicamentosas e cirrose alcodlica [34].

A disfungao renal na cirrose € secundaria a vasoconstricdo renal, que ocorre em
resposta a vasodilatacio arterial sistémica. Como consequéncia da vasoconstricio renal,
os pacientes cirréticos ficam predispostos ao desenvolvimento de NTA com um segundo
“estimulo”, como hemorragia gastrointestinal, diarreia ou sepse. Atualmente o diagndstico
diferencial de NTA e da SHR envolve a mais alta fracdo de excrecao de sodio para NTA e
ocasionalmente a presenca de células epiteliais tubulares renais no sedimento urinario
[34].

Tradicionalmente, se acredita na hipotese de que muitos pacientes com cirrose tém
histologia renal normal. Entretanto, atualmente € reconhecido que existem mudancgas cau-
sadas por isquemia e outras anormalidades histopatolégicas nos glomérulos, como nefro-
patia IgA, glomerulonefrite membranoproliferativa, glomerulopatia diabética e glomerulo-
nefrite pds infecciosa [35]. Varios tipos de danos renais sdo frequentemente combinados.
Lesbes crbnicas (vasculares ou tubulointersticiais) podem influenciar a progressao da pa-
tologia, particularmente nos pacientes que serdo submetidos a transplante de figado e re-
cebem anticalcineurinas. Lesbes vasculares renais podem aumentar o risco de NTA [35].

Até o momento ndo existe um exame padrao-ouro para definicdo e diferenciagao
da NTA e da SHR. O que se tem literatura [36] é:

NTA:

- Histéria de uso corrente ou recente de drogas nefrotéxicas ou meios de contraste;
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- Presenca de choque;
- Cilindros granulosos ou debris no sedimento urinario;
- Proteinuria > 500 mg/ dia.
SHR:
- Histdria de desidratacéo, excesso de diuréticos ou infecgdes bacterianas;
- Presenca de sedimento urinario normal;
- Proteinuria <500 mg/dia;
- Ultrassom renal normal.
Se, apos a retirada dos diuréticos e da expansdo do volume plasmatico com

albumina n&o houver resposta, classifica-se como SHR.

A bidpsia renal seria de fato o melhor método para identificar se existe NTA ou nao,
entretanto, este procedimento raramente é feito nos doentes hepaticos devido a grande
frequéncia de coagulopatias. Sem esta analise ndo ha como provar ou excluir NTA de ma-

neira definitiva.

6 Informacoes diagnésticas hepaticas e renais observadas na analise de urina de

rotina

A analise de urina de rotina, nomeada como Exame Qualitativo de Urina (EQU) (no
Rio Grande do Sul) compreende a analise das amostras de urina por meio do uso de tira
reativa, associada a avaliagdo microscopica do sedimento urinario (sedimentoscopia). E
um exame com baixo custo e de simples execugdo que, no entanto, demanda grande
tempo de treinamento do analista clinico na aquisigdo dos conhecimentos basicos para
correta identificacdo dos elementos do sedimento, bem como para correta interpretagao e
correlacdo das informacdes que podem ser encontradas na microscopia e na analise da

tira reativa e da sedimentoscopia urinaria.
O EQU consiste em um exame composto por duas partes que se complementam:

Parte 1 - Avaliacao da tira reativa: fornece informagdes a respeito dos seguintes parame-
tros: pH, densidade, nitrito, esterase leucocitaria, corpos cetdnicos, glicose, hemoglobina,

proteinas, urobilinogénio e bilirrubina.

Parte 2 - Avaliagao microscépica do sedimento urinario: realizada apds centrifugagcéo da
urina, e que pode fornecer as seguintes informagdes: presenca de células epiteliais, eri-

trocitos, leucocitos, cilindros, cristais, bactérias e fungos, dentre outros elementos.
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No contexto do doente hepatico que esta sendo avaliado laboratorialmente, o EQU
tem, basicamente, areas reativas para trés informacdes que podem ser de grande utilida-
de: proteinas, bilirrubina e urobilinogénio. O sedimento urinario, neste contexto pode auxi-
liar tanto com auséncia de elementos (excluindo assim a presenca de dano intrinseco ao
parénquima renal) como com a observagao e quantificacdo de elementos oriundos dos
rins (como por exemplo células epiteliais tubulares renais e cilindros) ajudando assim na

identificacdo de dano ao epitélio renal.

6.1 Proteinas

Proteinuria € a excregao elevada de proteinas na urina, sendo um indicador impor-

tante de leséo renal. Em termos de intensidade, a proteinuria pode ser assim classificada:

1. Proteinuria elevada: caracterizada pela excregdo de mais de 3,5 g de proteina em 24
horas. E tipica de sindrome nefrética, mas pode ocorrer em casos de glomerulonefrite, ne-
frosclerose, amiloidose, lupus eritematoso sistémico, trombose da veia renal, insuficiéncia

cardiaca congestiva ou pericardite.

2. Proteinuria moderada: caracteriza-se por excregao entre 0,5 e 3,5 g de proteinas em 24
horas. E detectada em doencas renais, como glomerulonefrite cronica, nefropatia diabéti-
ca, mieloma multiplo, nefropatia toxica, pré-eclampsia e nas alteragdes inflamatérias ma-
lignas, degenerativas e irritativas do trato urinario, incluindo a presenga de calculo urina-

rio.

3. Proteinuria minima: caracterizada por excre¢cao de menos de 0,5 g de proteina em 24
horas. Esta associada a glomerulonefrite crénica, enfermidade policistica renal, afecgao
tubulorrenal, fase de convalescenca de glomerulonefrite aguda e varios disturbios do trato

urinario inferior [37].
Em relagéo a etiologia, as proteinurias podem ser assim classificadas:

1. Proteinuria postural: ocorre apenas quando o individuo permanece em posigao ereta
por longo periodo. A excregao diaria pode atingir até 1 g.
2. Proteinuria funcional: é a excregcao de proteinas associada a estados febris, exposi¢cao

ao calor ou ao frio intensos, exercicios fisicos extenuantes.

3. Proteinuria por extravasamento: anteriormente denominada proteinuria de Bence-
Jones, corresponde a excrecao de uma proteina especifica, de baixo peso molecular, ex-
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cretada em urina de pacientes com mieloma multiplo. Essa proteina € a cadeia leve livre
de imunoglobulinas, podendo ser kappa ou lambda. O termo proteinuria de Bence-Jones

deve ser abandonado.

4. Proteinuria pés-renal: resulta do extravasamento de proteinas em decorréncia de pro-

cessos inflamatérios, infecciosos ou neoplasicos em vias urinarias.

5. Microalbuminuria: excregédo de pequena quantidade de albumina. Os intervalos de refe-
réncia podem ser expressos em relagado ao volume de 24 horas, por minuto, em amostras
coletadas em periodos curtos ou em relacdo a concentracéo de creatinina. A microalbumi-
nuria € um indicador precoce de disfuncao renal, mas esta associada ao aumento da mor-

talidade cardiovascular, especialmente no diabetes mellitus tipo 2.

O principio metodoldgico das tiras reagentes para a area das proteinas € o do erro
proteico do indicador e limitado a detecc&o de albumina, sendo praticamente insensivel as
globulinas e a proteinas pequenas, como as cadeias leves das imunoglobulinas. Para al-
gumas situagdes especificas, é preciso ter método alternativo de pesquisa e dosagem das

proteinas urinarias [37].

6.2 Bilirrubina e Urobilinogénio

A protoporfirina originada a partir da degradacédo da hemoglobina é convertida em
bilirrubina indireta, insoluvel em agua, e se liga as proteinas transportadoras, principal-
mente a albumina. A bilirrubina indireta chega ao figado, sendo captada e conjugada com
acido glicurénico, transformando-se em bilirrubina direta, soluvel em agua. Em condigdes
normais, depois da conjugagao, a bilirrubina direta € excretada pelas vias biliares, che-
gando ao intestino. Por ac&o bacteriana do trato gastrintestinal, a bilirrubina é metaboliza-
da em trés produtos: mesobilirrubina, estercobilinogénio e urobilinogénio. O estercobilino-
génio e o urobilinogénio sao incolores e sofrem oxidagéo, resultando em estercobilina e
urobilina, respectivamente, que sdo pigmentos corados. Estima-se que 50% do urobilino-
génio formado no intestino seja reabsorvido pela circulacdo éntero-hepatica e reexcreta-
dos pelo figado. Pequenas quantidades sdo excretadas pelo rim e a maior parte nas fe-
zes. Qualquer alteragdo nesse mecanismo, seja pela maior quantidade de bilirrubina for-
mada, seja por lesdo hepatica que impega a excregao do urobilinogénio reabsorvido,

acarreta aumento do urobilinogénio no sangue e posterior excregdo pela urina [37].
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Ha dois grupos de doengas particularmente significantes que podem acarretar alte-

ragcoes nos niveis de excregao urinaria de bilirrubina e de urobilinogénio:

1. Doencga hepatica: a bilirrubina direta que ndo € excretada por obstru¢ao biliar, por
exemplo, reflui para o sangue. Como essa bilirrubina € soluvel no plasma e, portanto, fil-
trada pelos glomérulos renais, a medida que sua concentragdo aumenta no sangue, au-
menta a sua excregao renal. Ocorrendo obstrugao biliar, a quantidade de bilirrubina que
chega ao intestino € reduzida, causando diminuicdo na produgao de urobilinogénio, po-

dendo negativar sua pesquisa na urina.

2. Doencga hemolitica: nessas doencas, ha um aumento acentuado na producao da bilirru-
bina indireta. Como o figado esta normal, grande quantidade de bilirrubina direta é produ-
zida e langada no intestino, com consequente conversdo em urobilinogénio. Ha4 um au-
mento da reabsorgdo de urobilinogénio em nivel intestinal, elevando o nivel sanguineo e
aumentando sua excreg¢ao no nivel renal. Nao ocorre excregao de bilirrubina pela urina,
uma vez que a fragdo aumentada é a indireta, ndo soluvel e que circula ligada as protei-

nas, nao sendo filtrada [37].

6.3 Sedimento urinario

A microscopia do sedimento urinario € um procedimento muito importante na avali-
acao de pacientes com doenca renal conhecida ou suspeitada, bem como na avaliagéo
de doencgas uroldgicas e do trato urogenital [37]. O sedimento urinario deve ser reportado
qualitativamente (tipos de células, cilindros, cristais, organismos) e quantitativamente (nu-
mero de cilindros por campo de pequeno aumento e/ou células por campo de grande au-

mento).

No sedimento urinario, podem ser observados trés tipos principais de células epite-
liais: células epiteliais escamosas, células epiteliais transicionais e células epiteliais tubu-

lares renais.

6.3.1 Células epiteliais tubulares renais (CETR)

Embora células epiteliais possam ser liberadas na urina, provenientes de qualquer
parte do sistema geniturinario, somente as células epiteliais tubulares renais tém significa-

do clinico. Geralmente, as células epiteliais tubulares renais sdo maiores que os leucdci-
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tos, entretanto seu tamanho varia bastante. Também, seu nucleo é redondo e localizado
central ou excentricamente no citoplasma. As vezes, é dificil distinguir essas células a
partir das células uroepiteliais do trato urinario baixo (epitélio transicional), que torna diag-
nosticamente importante a presenca de cilindros contendo células epiteliais tubulares re-

nais.

A indicacado da presenga de células epiteliais tubulares renais e de cilindros sao,
essencialmente, diagndsticos tanto de necrose tubular aguda isquémica como nefrotoxica,

mas, ocasionalmente, sdo vistos em doencgas glomerulares [38].

Os diferentes segmentos dos tubulos renais sdo cobertos por diferentes tipos de
células epiteliais. Elas diferem em relagao a: forma (plana, cuboide ou colunar); contorno
(com ou sem uma borda em escova; com poucos ou com muitos microvilos); organelas ci-
toplasmaticas (escassas ou abundantes); e localizagdo do nucleo (basal, central ou api-
cal). Seu tamanho varia de 9 até 25 mcm. Com técnicas convencionais de microscopia,

uma categorizacao dessas células é dificil e pode ser apenas aproximada.

As CETR que mais frequentemente sdo observadas no sedimento urinario prova-
velmente derivam dos segmentos proximais do néfron. Elas sdo redondas, ovais e até
mesmo retangulares, tém um nucleo grande central ou excéntrico contendo um ou dois
nucléolos, citoplasma granular mostrando organelas abundantes e diametro médio de,
aproximadamente, 14 mcm. Outras CETR derivam provavelmente dos tubulos distais, séo
poligonais com um nucleo central e sdo menores. CETR derivadas, provavelmente, de du-
tos coletores tém formato colunar, com um nucleo na posi¢ao basal e contendo nucléolos

proeminentes [38].

As vezes, as CETR apresentam alteracdes degenerativas ou aparecem em agre-
gados que indicam um dano tubular particularmente grave. Células epiteliais tubulares re-
nais também podem estar incorporadas em cilindros, que sdo entao definidos como cilin-
dros contendo CETR ou “cilindros epiteliais”. Eventualmente, pode ser dificil diferenciar as
CETR redondas ou ovoides das células uroepiteliais das camadas profundas de tamanho
pequeno e ovoides. Sabe-se que células epiteliais uroepiteliais profundas sdo geralmente
maiores que as células epiteliais tubulares renais, costumam ter formato cuboide ou ovoi-
de e apresentam uma maior razao nucleo/ citoplasma, com uma borda citoplasmatica fina
[38].
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Entretanto, a pista mais util para diferenciar os dois tipos de células é o contexto de
achados no sedimento urinario em que elas estiverem contidas. CETR estdo, em geral,
acompanhadas por elementos indicativos de doencas do parénquima renal, como cilin-
dros, eritrécitos dismorficos ou lipidios. As células transicionais profundas, ao contrario,
sdo comumente associadas a eritrocitos isomorficos, leucdcitos e células epiteliais transi-
cionais superficiais. CETR sao encontradas em condi¢des que, primariamente, envolvem
os tubulos, como a necrose tubular aguda, a nefrite intersticial aguda ou a rejeicao aguda
de um enxerto renal. Entretanto, elas podem ser vistas na urina de pacientes com doen-
¢as glomerulares, como uma consequéncia de dano tubular causado por inflamagéo e/ou
proteinuria [5, 37, 38].

6.3.2 Cilindros urinarios

Séao elementos cilindricos de didmetro e comprimento variaveis, que se formam
nos tubulos distais dos rins, mas que podem também se formar nos dutos coletores. A
matriz dos cilindros é formada pela glicoproteina de Tamm-Horsfall (GTH), que é sintetiza-
da e secretada pelas células da alga ascendente de Henle (com excec¢éo dos cilindros cé-
reos, cuja matriz ainda tém origem desconhecida) [39]. A GTH é a principal proteina nas
urinas normais, mas seu papel biolégico ainda nao € claro; tem estrutura fibrilar com fibri-
las ndo ramificadas de comprimentos variaveis (9 a 15 nm de didmetro). Em varias condi-
cOes fisiologicas e patologicas, as fibrilas da GTH tendem a se agregar e se entrelagar
dentro dos lumens tubulares formando uma estrutura cilindrica. A formacéo dessa estrutu-
ra € favorecida por pH intratubular acido, osmolaridade alta (o que explica o fato de eles
serem incomuns em urinas alcalinas e/ou diluidas e concentragdo elevada de sddio) ou
pela interagdo com mioglobina, hemoglobina, cadeias leves de imunoglobulinas (proteina
de Bence-Jones) e outras substancias. Inicialmente, o cilindro formado permanece anco-
rado nas células tubulares por fibrilas finas, mas, subsequentemente, ele é levado pelo

fluxo urinario nos tubulos, alcangando, finalmente, a bexiga como um cilindro [37].

Os cilindros podem ser hialinos, se consistirem somente de GTH, ou complexos, se
contiverem outros elementos. De fato, quaisquer particulas que estiverem passando pelos
lumens tubulares durante a formagao dos cilindros (p. ex., células, lipidios, granulos, cris-
tais, microrganismos) podem se aderir a sua matriz. Isso explica a grande variabilidade de
cilindros que diferem em morfologia, composigéo e significado diagnostico. A morfologia fi-

nal dos cilindros também depende do didmetro dos tubulos onde eles se formaram. Quan-
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do os tubulos estéo dilatados, cilindros grandes sdo vistos na urina, um achado que € indi-
cativo de faléncia renal. Como os cilindros sao formados nos tubulos renais, todas as par-
ticulas que estiverem contidas em seu interior sdo provenientes dos rins. Infelizmente, di-
versos tipos de cilindros de importancia diagnodstica, em geral, ndo s&o identificados em

grande parte dos laboratdrios [5, 37, 38].

Os cilindros refletem o conteudo dos tubulos renais no momento de sua formacgao,
se constituindo em verdadeiras “bidpsias” da luz tubular, dai poderem ser utilizados, prin-
cipalmente quando em conjunto com outros achados do sedimento urinario e do exame
bioquimico da urina, como biomarcadores de local da lesdo renal (glomerular, tubular ou
intersticial), de natureza da lesao (funcional ou estrutural) e até mesmo de prognédstico. A
presenca de cilindruria frequentemente € acompanhada por proteinuria, porém ela pode

ser observada em urinas sem proteinuria significativa [5, 37, 38].

Os cilindros sdo possuem extremidades arredondadas, de comprimento variavel,
mas com diametro relativamente uniforme. Esse formato ideal, no entanto, pode nao ser
encontrado, uma vez que assumem o formato do lumen tubular no qual foram formados,
podendo se apresentar como estruturas curvas e, as vezes, serpiginosas. As terminacgoes
podem também ser pontiagudas ou em forma de cauda. Alguns cilindros podem ser de
dificil visualizacao, especialmente com a microscopia de campo claro, uma vez que o indi-
ce refrativo da matriz proteica € semelhante ao do vidro, de modo que o ajuste adequado
da luz (ao microscopio) € importante para a avaliacdo desses cilindros. Eles devem ser
procurados e quantificados com objetiva de pequeno aumento, mas precisam ser identifi-
cados com objetiva de grande aumento. A observagao e a identificagdo dos cilindros no
sedimento podem ser potencializadas pelo uso de microscopia de contraste de fase [5,
37, 38].

Normalmente, a classificagdo dos cilindros € baseada na sua morfologia e quanto
ao tipo de particulas que eles contém. Assim, podem ser classificados como hialinos, ce-
lulares (leucocitarios, hematicos, epiteliais), granulosos, gordurosos, bacterianos e céreos.
Uma amostra pode conter mais de um tipo de cilindro, e um mesmo cilindro pode ter mais
de um padrao, sendo hialino em um polo e celular em outro, por exemplo. O didametro ou
a largura dos cilindros também podem ter importancia clinica. Por refletirem os tubulos em
que sao formados, os cilindros observados em urina de criangas pequenas (lactentes e
pré-escolares) geralmente sdo mais estreitos do que os dos adultos. Cilindros estreitos
também podem ser observados em tubulos que tém edema e o lumen encontra-se estrei-
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tado devido a processo inflamatério. Cilindros largos, com didmetros duas a seis vezes
maiores que o normal, geralmente indicam patologias mais sérias. Com frequéncia, sao
formados em tubulos dilatados e deformados, ou em tubulos coletores que servem varios
néfrons. Entdo, geralmente indicam doencga renal crénica ou obstru¢do (estase) [5, 37,
38].

6.3.2.1 Cilindros hialinos

De menor importancia clinica no sedimento urinario, sdo compostos principalmente
por proteina de Tamm-Horsfall, sem inclusées. S&o incolores, homogéneos, nao refrativos
e semitransparentes, com indice de refragdo proximo ao da agua, tornando dificil sua vi-
sualizacdo com microscopia 6ptica comum, de luz direta. Sdo mais facilmente avaliados
na microscopia de contraste de fase. Apresentam comprimento variavel, lados paralelos,
extremidades arredondadas e forma cilindrica tipica. Poucos cilindros hialinos (< 2 por
campo de 100x) podem ser vistos em urina de individuos normais, sem proteinuria signifi-
cativa. Eles podem estar presentes em condi¢cbes parafisioldgicas, como apds exercicio
extenuante ou em estados febris, em doencgas nao renais como desidratagdo, insuficién-

cia cardiaca congestiva ou em pacientes utilizando diuréticos de alga [37].

Numerosos cilindros hialinos (20 a 30 por campo de 100x) podem ser vistos em do-
encas renais moderadas ou graves em 100% das glomerulonefrites e em 86% das nefri-
tes intersticiais. Eles sdo mais facilmente encontrados em urinas concentradas e acidas.
Em virtude disso, ndo sdo muito vistos em pacientes com insuficiéncia renal avancada
que perderam a capacidade de concentragao e de acidificagdo da urina. Importante frisar
que, em casos de individuos normais ou com enfermidades nao renais, eles costumam
ser o unico tipo de cilindro encontrado, enquanto nas doencgas renais, em geral, estdo as-
sociados a outros tipos de cilindros ou de numero anormal de células no sedimento urina-
rio. Clinicamente, tém pouco significado, entretanto podem estar associados a proteinuria
e ser observados em praticamente todas as situacées em que ela ocorre. Grandes quanti-
dades de cilindros hialinos aparecem na pielonefrite aguda, na hipertenséo arterial malig-
na, na doenga renal cronica, na insuficiéncia cardiaca congestiva e na nefropatia diabética
[5, 37, 38].
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6.3.2.2 Cilindros celulares epiteliais

Os cilindros podem conter diferentes tipos de células, eritrdcitos, leucdocitos ou cé-
lulas epiteliais tubulares renais. Assim sendo, os cilindros contendo células sao classifica-

dos como eritrocitarios, leucocitarios e epiteliais.

Os cilindros epiteliais, embora relativamente infrequentes, resultam da descamacgao
de células que pavimentam os tubulos renais e sua inclusdo na matriz proteica. A quanti-
dade de células pode variar de umas poucas até a completa saturacdo do campo micros-
copico, e podem também ser vistas células de diferentes tamanhos e formatos, e arranja-
das ao acaso em uma matriz proteica hialina ou granular. Assim, os cilindros celulares epi-
teliais podem representar descamacgao de diferentes porgdes dos tubulos. Com o tempo,
podem sofrer alteragdes em sua estrutura, passando de epiteliais para granulosos (grosso
e fino). A presenga de cilindros epiteliais renais € indicativa de doenga tubular e varia de

acordo com a natureza do processo lesivo [37].

Os cilindros epiteliais podem ser encontrados em todas as condi¢gdes associadas
ao dano tubular grave, como NTA, nefrite intersticial aguda de qualquer causa e doencas
glomerulares. Estdo relacionados com injuria tubular, téxica ou isquémica, podendo ser
observados apos exposi¢cao a substancias nefrotoxicas como etileno glicol e mercurio, ou
em infec¢bes por alguns virus, como citomegalovirus ou virus da hepatite, que causam
degeneracao e necrose tubular. Estes cilindros também podem aparecer na doenca renal
cronica grave, em que o dano tubular acompanha o dano glomerular, e na rejeigao aos

transplantes halogénicos [5, 37, 38].

6.3.2.3 Cilindros granulosos

Tipicamente, a superficie dos cilindros granulosos (CG) é coberta de granulos que
variam em numero e tamanho. Os granulos podem ser finos ou grosseiros, e claros, escu-
ros ou pigmentados. Os granulos dos cilindros séao lisossomos contendo proteinas ultrafil -
tradas que, em virtude da expulsido ativa das células tubulares ou dos danos das células
tubulares, caem dentro do lumen tubular, no qual eles se prendem na matriz do cilindro
em formagdo. Entretanto, como os cilindros granulosos também sao observados em do-
encgas renais sem proteinuria, como na NTA, € aceito que os granulos podem ser também

derivados de degeneracgao celular [37].
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Os cilindros granulosos podem se formar a partir da degeneragao de cilindros celu-
lares ou por agregacao direta de proteinas séricas a uma matriz de glicoproteina de
Tamm-Horsfall. Inicialmente, os granulos sdo de tamanho grande e de aspecto grosseiro,
mas, se a urina permanecer em repouso durante um tempo prolongado, eles sofrem de-
generagao formando granulos de aspecto mais delicado. Esses cilindros, em geral, ndo
tém largura uniforme, sendo possivel encontrar cilindros com uma extremidade fina e a
outra, engrossada. A identificagao das células que originaram os granulos nem sempre é
possivel, porém poderia ter uma utilidade clinica, uma vez que hemacias dentro dos cilin-
dros geralmente indicam lesdo glomerular, células epiteliais mostram dano tubular renal e

leucdcitos sdo geralmente associados a infecgao ou inflamacéo intersticial [37].

Cilindros granulosos sao observados em doencgas glomerulares e tubulares, e na
rejeicdo de transplante renal. Ainda que os cilindros granulosos quase sempre indiquem
doencga renal, podem ser observados na urina de individuos normais apds exercicio vigo-
roso ou durante dieta rica em carboidratos. Cilindros granulosos, associados a cilindros de
células epiteliais tubulares renais, sdo um achado peculiar de pacientes com necrose tu-
bular aguda. Entretanto, eles sdo também frequentes em pacientes com glomerulonefrites
[5, 37, 38].

6.3.2.4 Cilindros pigmentados por bilirrubina

Cilindros de qualquer tipo (hialino, granuloso, céreo ou celular) podem ser corados
pela tipica coloragdo amarela da bilirrubina. Cilindros pigmentados por bilirrubina séo
observados na urina de pacientes com ictericia associada a elevagao da bilirrubina direta
(conjugada) [5, 37, 38].

Estes cilindros se correlacionam significativamente com concentragbes séricas
elevadas de bilirrubina total e direta, e uma tendéncia de niveis séricos elevados de
creatinina, aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT) [15].

Os niveis séricos de bilirrubina aumentam no cenario de faléncia hepatica. Niveis
aumentados de acidos biliares ou bilirrubina podem prejudicar a fungdo dos tubulos
proximais (tubulopatia proximal) [15,40-42]. Nestas condi¢des, podem ser formados os
cilindros pigmentados por bilirrubina, que podem ser comparados aos cilindros de
mieloma e de mioglobina, pois ambos tém efeito toxico nas CETR e uma capacidade
obstrutiva [15], podendo causar disfungdo renal que consiste em uma complicagéo

comum e importante em pacientes com insuficiéncia hepatica.
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7 Utilizagao de escores urinarios

Os achados peculiares que o sedimento urinario dos pacientes com hepatopatias
graves apresenta, principalmente em decorréncia da toxicidade da bilirrubina para as
CETR, associados aos parametros usuais de diagnostico, sugerem a possibilidade de se
correlacionar estes diferentes exames [15].

Perazella et al (2010) avaliaram a possibilidade de utilizagcdo de um escore labora-
torial, proposto a partir de achados do sedimento urinario, objetivando e conseguindo pre-
dizer o agravamento de IRA (tanto por NTA quanto por IRA pré-renal durante o periodo de
hospitalizagdo do paciente). Este escore se baseou na presenca e quantificagado de cilin-
dros granulosos e CETR sendo que amostras com sedimento brando (auséncia de cilin-
dros granulosos e CETR) tinham diagndéstico de IRA pré-renal, enquanto que amostras
com sedimento apresentando quantidades aumentadas de cilindros granulosos e CETR ti-
nham diagnéstico de NTA [43].

Visto a importancia que o desenvolvimento de IRA nos doentes hepaticos vem sen-
do um fator fortemente ligado a maiores taxas de morbidade/mortalidade e o diagndstico
diferencial de IRA por SHR de NTA ainda n&o estar esclarecido, a realizagdo deste estu-
do, que utiliza recursos diagndsticos de baixo custo e de simples execugao, justifica o es-
forco para se tentar elucidar a espeito do papel das informagdes do sedimento urinario

nestes pacientes.
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OBJETIVOS

Objetivo geral
Analisar a utilidade diagndstica do sedimento urinario para identificagdo de IRA e para o

diagndstico diferencial de NTA e SHR em pacientes com doenga hepatica severa.

Objetivos especificos

- Descrever o padrao clinico do sedimento urinario observado nos pacientes com doencga
hepatica severa bem como os elementos que aparecem no sedimento urinario;

- Determinar se a presenga de expressivo numero de células epiteliais tubulares renais
(CETR) e cilindros granulosos/epiteliais na microscopia do sedimento urinario permitem
identificar a IRA;

- Determinar se a microscopia de urina com muitas CETR e cilindros granulosos/epiteliais
consegue identificar insuficiéncia renal aguda (previamente a creatinina sérica);
-Comparar a capacidade diagnostica da presenga de CETR e cilindros
granulosos/epiteliais com a capacidade diagndéstica da hipercreatininemia em casos de
IRA.

Artigo cientifico — Aceito para publicagdo no peridédico Clinical Nephrology em

05.04.2019.
34



Utility of a urine sediment score in hyperbilirubinemia/hyperbilirubinuria
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Abstract

Aims: Acute and chronic kidney dysfunction is common in patients with end-stage liver
disease. Differentiation between acute kidney injury (AKI) due to hepatorenal syndrome
(HRS) or acute tubular necrosis (ATN) remains difficult, however urine cast scoring
systems using renal tubular epithelial cells (RTECs) and granular casts (GCs) can help to
identify intrinsic kidney diseases. The objective of this study was to evaluate the urine
sediment profile of patients with liver disease and hyperbilirubinemia/hyperbilirubinuria and
the use of a urine sediment scoring system to identify the most common score in AKI
patients and high urine bilirubin concentrations.

Materials and Methods: A retrospective study in the data bank of a large laboratory that
assists a hospital-complex in Brazil was performed.

Results: Urinary casts, in particular GCs, as well as RTECs were observed more
frequently in patients with hyperbilirubinemia/hyperbilirubinuria, while hyaline casts were
observed in patients without hyperbilirubinemia/hyperbilirubinuria. Regardless of the AKI or
non-AKI condition the relative risk for Scores 2 or 3 (sediment consistent with tubular
damage, with GC and/or RTEC in different quantities) in group 4 is 3.61 times higher
compared to patients in group 1.

Conclusions: In patients with higher urinary bilirubin levels, the urine sediment had greater
numbers of GCs and RTECs and higher urine sediment scores (scores 2 or 3). The
presence of a larger number of urine particles (RTECs and GCs) originating in the kidneys
in the groups with higher levels of urinary bilirubin suggests an association between

hyperbilirubinemia/hyperbilirubinuria and tubular injury independent of AKI or non-AKI.



Introduction

Kidney dysfunction is common in patients with end-stage liver disease (ESLD). It is
estimated that nearly 20-25% of patients with ESLD will have some type of kidney
dysfunction during the disease course [1,2]. The spectrum of kidney disease can range
from reversible acute kidney injury (AKI), such as prerenal azotemia or acute tubular
necrosis (ATN), to permanent and chronic kidney damage (CKD). CKD may result from
causes unrelated to the liver disease such as diabetes mellitus or related to the hepatic
diseases such as hepatitis C virus infection.

The hepatorenal syndrome (HRS) is diagnosed as an acute increase in serum
creatinine of 0.3 mg/dL within 48 hours or by 50% from a stable baseline serum creatinine
(sCr) within 3 months (presumed to have developed within the past 7 days when no prior
readings are available) [3] Additionally, the absence of current or recent treatment with
potentially nephrotoxic drugs, absence of shock and findings suggestive of parenchymal
kidney disease (urinary excretion of >500 mg of protein/day, >50 red cells/high-power field,
or abnormal kidneys on ultrasonography) are required [4]. HRS occurs in nearly 8% of
patients with ascites and 75% of patients with HRS will require dialysis [1,5]. Early studies
demonstrated that kidneys from HRS patients had normal renal histology and exhibited
immediate allograft function after transplantation [1,6]. Pathophysiologically, patients with
HRS experience severe vasoconstriction that involves various vascular beds including the
kidneys, with subsequent reduction in renal blood flow, in glomerular filtration rate and
reciprocal increase in proximal tubular sodium reabsorption [1,7]. The traditional view has
utilized the fractional excretion of sodium (FeNa) cut off of 1% to differentiate between
prerenal (including HRS) and intrinsic kidney injury, especially those caused by ATN [1].
However, this test has low sensitivity and specificity for differentiating HRS from ATN.

Differentiation between HRS and ATN remains difficult [4, 8-10]. Granular casts can
be observed in the urinary sediment in both conditions, but the presence of renal tubular
epithelial cells favors a diagnosis of ATN [4]. Kidney biopsy remains the gold standard
method to identify parenchymal kidney disease; however the procedure can be dangerous
since these patients have coagulopathies and thrombocytopenia. Urine sediment analysis
may help differentiate HRS from ATN, since the literature has several studies focused on
the use of scoring systems to differentiate patients with prerenal azotemia from patients
with intrinsic kidney diseases [11-15].

Urine microscopy is the oldest and one of the most commonly used tests for



differential diagnosis of AKI. The diagnosis of AKI is current and primarily based on the
measurement of serum creatinine, blood urea nitrogen, and urine output. In addition, urine
biochemistry and microscopy provide vital information to differentiate AKI into traditional
categories of prerenal azotemia and ATN [14,17-20]. Therapies and prognosis for prerenal
AKI and ATN differ substantially; therefore, early clinical differentiation and correct
identification is important. Although microscopic analysis of urine sediment is often
suggested for AKI patients, its precise diagnostic value is not clear. Furthermore, there has
been a gradual trend away from using routine urine microscopy in the clinical evaluation of
AKI [14].

Urinary microscopy in ATN patients is classically described as containing renal
tubular epithelial cells (RTECs), RTECs and granular casts (GC), and muddy brown or
mixed cellular casts, whereas sediment in patients with prerenal AKI usually demonstrates
occasional hyaline or very sparse fine granular casts [14, 21-25]. Because urine
microscopy examination is readily available, rapid, and inexpensive, valuable information

that will improve the differential diagnosis of AKI can be quickly obtained.

This study evaluated the urine sediment profile, focusing on structures known as
markers of parenchymal renal disease, more precisely, the presence of bilirubin pigmented
casts  (granular and RTECs) and free RTECs in patients  with
hyperbilirubinemia/hyperbilirubinuria due to severe liver disease and the possible use of
this test in the differential diagnosis of AKI.

Materials and Methods

Patients

In this retrospective study, the data bank of Carlos Franco Voegeli Clinical Analysis
Laboratory at Santa Casa de Misericérdia de Porto Alegre - Brazil was evaluated from
January, 1t 2013 to December, 31 2014. It was included results from both hospitalized and
ambulatory patients >18-year-old, with bilirubinemia (serum total bilirubin and/or direct
bilirubin) and urinalysis (dipstick and urine sediment analysis) requests. The study was
approved by the Ethics Committee of Universidade Federal de Ciéncias da Saude de
Porto Alegre and Santa Casa de Misericérdia de Porto Alegre, and is registered with the
number 1.026.665.

The patient results obtained in the laboratory data bank were divided in 4 groups



based on the bilirubin dipstick color block: Group 1 (negative), Group 2 (1+), Group 3 (2+)
and Group 4 (3+). All results in Group 1 were from patients that had serum bilirubin within
the normal range (Total bilirubin: 0.3-1.2 mg/dL; Direct bilirubin: 0.1-0.4 mg/dL) and a
negative result to urine bilirubin at dipstick urinalysis. All results in Groups 2, 3 and 4 were
from patients that had serum bilirubin higher than the normal range and positive results in

the urine, in different concentrations.

Serum biochemistry

Data from basic serum liver biomarkers as aspartate aminotransferase (AST),
alanine aminotransferase (ALT), gamma glutamyl transferase (GGT), alkaline
phosphatase (ALP), lactate dehydrogenase (LDH), serum total bilirubin (TB) and direct
bilirubin (DB), serum albumin, sodium and creatinine concentrations (basal result and
evolution within 4 weeks to learn about the development of AKI or not) were collected.
Results of serum biochemistry parameters were obtained in the same day that urinalysis
was performed, except for serum creatinine that has a second value within the period up to
4 weeks from the day when urinalysis was performed. These serum analyses were

performed in the ADVIA 1650 system (Siemens Healthneers, Germany).

Urinalysis

Urinalysis was evaluated by dipstick at Urisys 2400 automated system for urinalysis
(Roche Diagnostics, Switzerland) and urine sediment microscopy. Manual microscopy
procedure was conducted as follows: 10 mL of urine were centrifuged at 400g (1,500 rpm)
for 5 min in a standard centrifuge; 9.5 mL of the urine supernatant was decanted followed
by gentle manual agitation of the remaining 0.5 mL of urine sediment in the test tubes. A
single drop (approximately 50 uL) of urine sediment was applied on a glass slide and
covered with a coverslip (22 x 22 mm). There was no variation in types of glass slides or
coverslips used during the study. Samples were examined at low power field (LPF) (100x)
and then at high power field (HPF) (400x) on the bright-field and phase contrast
microscope. The urine was also viewed with polarization when crystals were identified.
Urinary sediment was analyzed under HPF for red blood cells (RBCs), white blood cells
(WBCs) and RTECs, and under LPF for urinary casts. Urine particles were reported in
patient’s data sheet as the mean number of elements for 10 HPFs (RBCs, WBCs and
RTECs) and for 10 LPF for urinary casts.

For the urine sediment profile, RTECs (Figure 2A) were defined as size variation



(11-15 um in diameter), shape variation (round to columnar), and a well-evident nucleus
with nucleoli. RTECs casts (Figure 2B) were identified as one or more RTECs within a cast
matrix, granular casts (Figure 2C) were defined as fine or coarse granules contained within
a cast matrix, whereas hyaline casts (Figure 2D) were defined as cast matrix without cells
or other elements and colorless. Granular casts and RTECs casts per LPF and RTECs per
HPF were recorded as present or absent in order to evaluate the urine sediment profile.
Other casts, such as hyaline, red blood cell, and white blood cell casts per LPF, were also

recorded.

AKI definition and main diseases/clinical conditions affecting the patients

AKI was defined either as a 0.3 mg/dL or a 50% increase in serum creatinine
concentration above the baseline [14,15]. Since AKI is commonly defined as an abrupt
decline in kidney function clinically manifesting as a reversible acute increase in serum
nitrogen waste products over the course of hours to weeks, results presented in this study
are from a period of observation from hours up to the next 4 weeks from baseline
creatinine value (baseline creatinine value used was the result of this test on the day when
urinalysis was performed) [26].

Diseases/clinical conditions of patients who developed AKI were obtained from the
electronic medical records. Since this study was performed using the information available
in the data bank of a central laboratory that assists a large hospital complex, there is a
wide range of diseases/clinical conditions observed, however, only the most prevalent are
presented. In addition, the same patient can present more than one disease/clinical
condition.

Other contributing causes of AKI such as hypotension, infection, and nephrotoxin
exposure within the period of time evaluated are not addressed in the study since this

information was not totally available for all patients in the hospital data bank.

Urine microscopy scoring system
A scoring system defined as the following was used in this study:
Score 1: 0 RTEC/HPF and 0 GC/LPF.
Score 2: 0 RTEC/HPF and 1 to 5 GC/LPF; or 1 to 5 RTEC/HPF and 0 GC/LPF.
Score 3: 1to 5 RTEC/HPF and 1 to 5 GC/LPF; or 0 RTEC/HPF and 6 to 10 GC/LPF; or 6
to 20 RTEC/HPF and 0 GC/LPF (Perazella et al, 2008) [15].

A score of = 2 is a predictor of intrinsic renal disease.



Statistical analysis

Statistical analysis used Statistical Software Package for Social Sciences (SPSS)
version 20 (IBM Corp. Released 2011. IBM SPSS Statistics for Windows, Version 20.0.
Armonk, NY: IBM Corp). Frequencies with percentage were generated for categorical
variables, relative risk (RR) to develop AKI and to present Scores 2 or 3 were calculated.

Chi-square and ANOVA tests were used. A P value < 0.05 was considered significant.

Results

Patients
The total number of results, age, sex and final number of results per group are
showed in Table 1. The flow diagram shows the number of results, according to the

condition (AKI or no AKI) and its distribution per group (Figure 1)

Serum biochemistry

The liver serum biomarkers were significantly elevated in those with higher urine
bilirubin levels, while serum sodium and albumin concentration decreased significantly
(Table 2).

Urinalysis

Urine sediment particles (cast subtypes and RTECs) are presented in Table 3.
Casts, independent of subtype, were observed more frequently in patients from groups 2,
3 and 4, while hyaline casts were more frequently observed in group 1 patients. Other cast
subtypes such as granular casts and RTEC casts were found more frequently in group 4.

RTECs were more often observed in groups 3 and 4.

AKI and Scoring system

From the total of 2,675 patient results, 1,096 had serum creatinine information
(reference value: 0.3-1.3 mg/dL) within the period of 4 weeks from the baseline; 287
(26.2%) presented with AKI, and 809 presented without AKI.

Regardless of the AKI or non-AKI condition, the relative risk (RR) for Scores 2 or 3

in Group 4 (hyperbilirubinemic/hyperbilirubinuric) is 3.61 times higher, compared to Group



1 (Table 4).

Main diseases/clinical conditions

The main disease/clinical conditions observed in patients from group 1 were
diabetes mellitus (16%), followed by chronic kidney disease (12%) and kidney
transplantation (12%). Patients from groups 2, 3 and 4 had primarily hepatitis C infection
(57%, 35% and 30% respectively) followed by liver transplantation (23%, 16% and 16%
respectively) (Table 5).

Discussion

The main results of this study are the following: (1) a urine sediment profile
determined by the presence of RTECs (free and within casts) and granular casts was
associated with  hyperbilirubinemia/hyperbilirubinuria; and (2) patients  with
hyperbilirubinemia/hyperbilirubinuria had a higher RR for urine sediment scores = 2
independent of AKI.

Serum liver biomarkers (AST, ALT, ALP, GGT, LDH, DB and TB) showed a direct
relationship to bilirubin detection in the urine. The groups with the highest levels of urinary
bilirubin had the highest levels of serum bilirubin (total and direct) and also the highest
levels of serum liver enzymes (Table 2). More severe bilirubinemia/bilirubinuria was
associated with significantly decreased serum sodium and albumin concentrations (Table
2). Decreases in the serum sodium levels are often seen with severe liver diseases, for
example, patients with cirrhosis may develop hyponatremia due to either hypovolemia
(loss of extracellular fluid due to diuretics) or hypervolemia (expanded extracellular fluid
volume due to the kidney inability to excrete solute-free water) [27, 28].

In patients with underlying liver disease, urinary casts of any type (hyaline, granular,
waxy or cellular) may be stained by the typical yellow color of bilirubin (Figure 2). Bilirubin
pigmented casts are observed in the urine of patients with jaundice and increased direct
(conjugated) bilirubin [29-31]. In 1922 Haessler et al. analyzed the urine of humans and
dogs with jaundice and concluded that biliary salts could be found in urine sediment.
Further studies showed that, as the liver injury resolves and kidney function recovers, the
biliary salt tends to disappear [32,33]. Elias et al. [34] observed that renal cells exposed to

unconjugated bilirubin “in vitro®, exert an effect on mitochondrial structure with a decline in



cellular ATP, and disturbance of plasma membranes that altered the cell volume and
electrolyte content.

The mechanism of kidney injury from severe hyperbilirubinemia appears to be more
than the hemodynamic disturbances such as systemic and splanchnic vasodilatation. The
ischemic insult stimulates an inflammatory response with increased expression of
adhesion molecules attracting leukocytes. Intra-luminal debris from tubular cells damaged
by ischemia impairs sodium reabsorption, which polymerizes Tamm-Horsfall proteins
forming a gel-like substance that occludes the tubular lumen causing increased
backpressure and back leak. Endothelial injury affects afferent arteriolar tone, activates the
clotting cascade and releases endothelin, which causes further intrarenal vasoconstriction,
thus compromising the microcirculation. An injurious reperfusion period can then follow,
due to the depletion of ATP, which releases proteases with oxidative substances that
further damage the cytoskeleton of the tubules. This pathogenesis perhaps explains the
unresponsive nature of this condition when identified late in its clinical course [35, 36].

Cirrhotic physiology undoubtedly contributes to kidney injury, but a high load of
filtered bile acids also can contribute to tubular injury, perhaps in cells that have been
primed by kidney ischemia. Bile acids are reabsorbed into tubular cells (primarily proximal)
and likely can impair cell function and structure. This is evidenced by the presence of
exfoliated tubular cells (swollen and vacuolated) seen on urine microscopy and tubular
cells with distorted mitochondria on kidney biopsy. Overall, the combination of kidney
hypoperfusion, direct bile acid tubulotoxicity, and obstructing bile casts leads to AKI and is
described most accurately as “bile acid nephropathy or cholemic nephropathy” [37-39].

RTECs (free and within casts) containing bilirubin crystals (very small and seen as
dots or rods) can be observed in the wurine sediment of patients with
hyperbilirubinemia/hyperbilirubinuria [4]. The use of polarized light filters helps in the
visualization of these structures (Figure 3), especially when moving the condenser of the
microscope to an upper position. To verify the intracellular content of the RTECs with
crystals in the urine sediment, Transmission Electron Microscopy (TEM) was performed
revealing intracytoplasmic strong electron dense structures (Figure 4) within RTECs.
However, it was not possible to determine the real chemical composition that underlie the
observed crystals in this study.

In 2013, Van Slambrouck et al. in a clinicopathologic study of 44 patients with
jaundice and histological analysis (41 autopsies and 3 renal biopsies) demonstrated that

24 patients had bile casts involving the distal nephron and in six with extension into



proximal tubules. Acute tubular injury was also observed in 77% of the cases in the bile
cast nephropathy group, characterized by tubular epithelium with attenuated cytoplasm or
loss of proximal tubular brush borders [40]. Van Slambrouck et al. concluded that bile cast
nephropathy is a proven histological entity, with more than half of the patients prone to bile
deposition in renal tubules. It is important to mention that the results need to be taken with
caution because the source of the renal tissue was mainly from autopsies

Also in 2013, Shimizu et al. observed that during the progression of acute hepatic
failure (AHF) and hyperbilirubinemia in liver graft rejection AHF-associated AKI gradually
developed. Degeneration and apoptotic cells were apparent in tubular epithelial cells with
bile pigment accumulation and mitochondrial degeneration. AHF-associated AKI seems to
be mediated by renal tubular epithelial cell injury with bile pigment accumulation, impaired
microcirculation caused by peritubular capillaries (PTCs) endothelial cell injury with
depletion of endothelial nitric oxide synthase and angiogenic factors, and by a decrease in
red blood cells velocity and renal inflammation. Multiple mechanisms including tubular and
PTC injuries and renal inflammation may be involved in the development of AHF-
associated AKI [41].

In this study, the urine sediment revealed a particular profile consisting of granular
casts, RTEC casts and free RTECs that were associated with increased levels of urinary
bilirubin, particularly in group 4 (Table 3). In addition, hyaline casts, indicative of renal
hypoperfusion without kidney injury were observed more frequently in group 1. This
suggests that group 4 suffered structural kidney injury from bilirubin/bile acid-related
tubular toxicity (ischemia, direct toxicity, bile cast formation), whereas group 1 had
preserved tubular function in the setting of hypoperfusion.

Urine sediment microscopy analysis has some advantages because of widespread
availability, technique simplicity with conventional equipment and low financial cost. In a
cross-sectional study of urine microscopy, in the setting of hospital-acquired acute kidney
injury (AKI) Perazella et al. [14] suggest that ATN can be reliably differentiated from
prerenal AKIl based on determining the presence of granular casts and using a urine
scoring system based on the number of casts and RTECs.

In this study, using the Perazella score [15] to identify ATN, patients with
hyperbilirubinuria with and without AKI had higher RRs for urine sediment scores = 2, in
particular when referring to group 4 vs. group 1 (Table 4).

This study has limitations that need to be discussed: (1) there is no kidney biopsy

information to support the diagnosis of ATN as a gold standard method (only 8 patients, all



with AKI, had kidney biopsy reports available in the hospital system, 5 from group 1, 2 from
group 2 and 1 from group 4). Due to the low number of patients with kidney biopsy reports
available, definitive diagnosis of ATN could not be determined. (2) The study was
performed from information obtained in a data bank. Many patients did not have
information available for some tests. For example, it was impossible to determine the
fractional excretion of sodium (FeNa) due to the lack of information in the system. This
information could contribute to understanding the pathological mechanism in the studied
patients. (3) Novel biomarkers of kidney injury like Kidney injury molecule-1(KIM-1),
Neutrophil gelatinase-associated lipocalin (NGAL), Interleukin-18 (IL-18) or Cystatin C
(Cys-C) were not measured. In patients with hyperbilirubinemia/hyperbilirubinuria and
urine sediment scores = 2 without AKI defined by serum creatinine may have subclinical
kidney injury detected by novel urinary biomarkers, which would have strengthened the
utility of the urine sediment score in the setting of hyperbilirubinemia/hyperbilirubinuria.

Despite the mentioned limitations, this study demonstrated that the urine sediment
score has utility in suggesting structural kidney injury in the setting of
hyperbilirubinemia/hyperbilirubinuria with and without AKI diagnosed by serum creatinine.
A bland sediment or the presence of hyaline casts and few elements may be useful in
excluding the presence of structural kidney injury. RTECs, RTEC casts and granular casts
are likely to be present at greater degrees of hyperbilirubinemia/hyperbilirubinuria,
irrespective of the presence of AKI or not. It can be an evidence of tubular injury that have
not manifested with drop in GFR yet (subclinical AKI).

This study supports that bilirubin (or bile salts) may be toxic to RTECs, since
patients with the highest levels of urinary bilirubin had higher urine sediment scores, which
likely reflects kidney injury.

Additional studies using the urine sediment scoring systems in combination with
other urinary tests and biomarkers may better elucidate the role of urinary microscopy in
AKI, especially in patients with severe liver disease. Combining a comprehensive clinical
evaluation with the urine sediment analysis and new biomarkers may provide insights into

AKI and resurrect the ancient tradition of looking at the urine.
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Tables:

Table 1: Baseline characteristic data.

Total number of results
Mean age
Sex

Final number of results /group

2,675

53.6+15.8 years
Female 49.4%
Male 50.6%

Group 1 (n= 1,500)
Group 2 (n= 566)
Group 3 (n= 318)
Group 4 (n= 291)

Table 2: Serum biochemistry results in patients with severe liver disease.

Group AST  ALT  GGT ALP LDH TB DB Alb  Sodium
1 27.99+ 31.08+ 5477+ 86.98+ 191.19+ 063+ 021+ 413+ 14154z
521 551  10.22 7.03 2076 008 006 002 013
(1,472) (1,475) (1,250) (1,254)  (553) (1,500) (1,500) (433) (1,084)
2 132.01+ 113.94+ 32545+ 206.34+ 49265+ 2.84+ 181+ 311+ 137.19+
8.67* 9.12* 17.81*  12.01* 4462 0.13* 0.10* 0.03*  0.19*
(533)  (540)  (430)  (430)  (121)  (570) (565) (291)  (515)
3 21561+ 18541+ 52456+ 37129+ 61570+ 4.99+ 3.80+ 296+ 136.54+
12.27* 11.96* 23.32* 1550* 5850* 0.17* 0.14* 0.04* 0.24*
(312)  (310)  (237)  (255) 69)  (325) (318) (177)  (306)
4 25850+ 252.47+ 67048+ 533.18+ 499.17+ 1219+ 09.90+ 2.99+ 136.58+
11.75¢ 12.44* 2312 1572 56.77* 0.47* 0.14* 0.04* 0.26*
(285)  (285)  (240)  (247) (74)  (292) (292) (158)  (274)
P <0.001 <0.001 <0001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.01

value

Data show as mean + standard error and “n”. AST: Aspartate aminotransferase; ALT:

Alanine aminotransferase; GGT. Gamma glutamyltransferase; ALP: Alkaline phosphatase;
LDH: Lactate dehydrogenase; TB: Total bilirubin; DB: Direct bilirubin; Alb: Albumin. AST,
ALT, GGT, ALP and LDH: activities are expressed as U/L; TB and DB are expressed as
mg/dL; Alb: g/L and sodium as mEg/L. *Different from the group 1.
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Table 3: Urine sediment profile based on the presence of casts and renal tubular epithelial

cells.

Group Casts  Hyaline Hyaline- Granular WBC RTEC Fatty Waxy RBC RTEC

(any casts granular casts casts casts casts casts casts
type) casts
1 172 127 36 53 4 11 5 7 6 32
(11.5) (7r3.0) (20.8) (306) (23) (64) (29 @40 (3.5 (2.1)
2 218 130 26 134 8 48 2 16 11 43
(37.6) (59.9* (12.2) (62.0) (3.7) (22.3) (09) (7.5 (B (74)
3 157 83 20 97 11 45 1 13 1 40
(48.0* (63.2* (129) (626) (7.1) (29.0) (0.6) (84) (0.6) (12.3)*
4 159 75 21 119 10 77 1 14 0 49

(54.5) (47.2)* (13.2) (74.8)* (6.3) (48.4)* (0.6) (8.8) (0.0) (16.9)
Pvalue <0.001 <0.001 0.076 <0.001 0.137 <0.001 0.190 0.309 <0.001 <0.001

The results are presented as “n” and percentage (parenthesis). WBC: white blood cell;
RBC: red blood cell; RTEC: renal tubular epithelial cell. *Different from Group 1. *Different

from the other groups.
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Table 4: Relative risk to urine sediment scores = 2.

Group % (n) RR 95% P value
confidence
interval
AKI 1 16.7 (3) 1.00
2 31.8 (27) 1.91 0.65-5.61 0.241
3 36.8 (28) 2.21 0.75-6.47 0.148
4 51.9 (56) 3.1 1.09-8.88 0.034
No AKI 1 14.1 (21) 1.00
2 30.1 (93) 213 1.39-3.29 0.001
3 39 (76) 2.76 1.79-4.27 0.000
4 51.9 (81) 3.68 2.41-5.63 0.000
Total 1 14.4 (24) 1.00
2 30.5 (120) 212 1.42-3.16 0.000
3 38.4 (104) 2.67 1.79-3.98 0.000
4 51.9 (137) 3.61 2.45-5.32 0.000

Abbreviations: AKI, acute kidney injury; RR, relative risk.



Table 5: Main diseases/clinical conditions observed in patients who developed AKI.

Group  Main diseases/Clinical conditions (%) and N
1 DM (16) 4
CKD (12) 3
KT (12) 3
Hypertension (8)2
Other diseases/clinical conditions (1to7)1
2 HCV (57) 35
LT (23) 14
AC (20)12
LF (9)6
Cirrhosis of unknown cause (8)5
Alcohol abuse (8)5
Other diseases/clinical conditions (1to7)1to 4
3 HCV (35) 20
LT (16) 9
LF (11)6
AC (9)5
LC (9)5
Other diseases/clinical conditions (1to8)1to4
4 HCV (30) 20
LF or LT (16) 11
AC or PC (15) 10
Cholangitis (12) 8
LC (10) 7

Other diseases/clinical conditions

(1to9)1to6

Some patients presented more than one diseases/clinical conditions. DM: Diabetes
mellitus; CDK: Chronic Kidney Disease; KT: Kidney transplantation; HCV: Hepatitis C virus
infection; LT: Liver transplantation; AC: Alcoholic cirrhosis; LF: Liver fibrosis; LC: Liver

cancer; PC: Pancreatic cancer.
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Legends to figures:

Figure 1: Flow diagram of results distribution according to AKl/no AKI, per group.

Figure 2: Fresh and unstained urine sediment. A - Renal tubular epithelial cell (RTEC) in
bright field microscopy; B - RTEC cast in bright field microscopy; C - Granular cast (GC) in
bright field microscopy; D - Hyaline cast (HC) in phase contrast microscopy. Original

magnification 400x.

Figure 3: Fresh and unstained urine sediment. (A) Bright field microscopy. (B) Phase
contrast microscopy. (C) Polarized light. Renal tubular epithelial cells (RTECs) free and

within casts revealing intracytoplasmic crystals (arrows). Original magnification 400x.
Figure 4: Transmission Electron Microscopy revealing intracytoplasmic electron dense

structures within a renal tubular epithelial cell. Urine sediment. Original magnification: (A)
2300x and (B) 8900x.
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Figure 1:

G1
N= 18 (6.3%)

G2
N= 85 (29.6%)

G3
N= 76 ( 26.5%)

G4
N= 108 (37.6%)

Total number of results
N=2 675

!

Total number of results with serum creatinine and urinalysis
erformed in the same day and at least one creatinine result

more within the next 4 weeks
MN=1,096

|

0.3 ma/dL or 50% increase in
serum creatining concentration
above baseline

f G1
N= 149 (18.4%)

G2
N= 309 (38.2%)

G3
N= 195 (24.1%)

G4
N= 156 (19.3%)
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Figure 2:
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Figure 3:
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CONCLUSAO

Pacientes com hiperbilirrubinuria apresentam um padrao clinico de achados no
sedimento urinario marcado pela presenga de CETRs, CG e Cilindros contendo CETRs
(Scores 2 ou 3). Ao passo que pacientes sem hiperbilirrubinuria apresentam um
sedimento brando (Score 1), sem a presenga dos elementos marcadores de dano renal
que sao observados nos pacientes com hiperbilirrubinuria.

Pacientes com hiperbilirubinuria tem maior razdo de chance de apresentar escores
2 ou 3, independentemente de estarem apresentando IRA ou ndo.

Os achados deste trabalho dao suporte para o efeito toxico da bilirrubina/dos sais
biliares a nivel tubular renal, especialmente ressaltando a observacdo de cristais
intracitoplasmaticos (os quais ndo se conhece de fato a real composi¢cdo) mas que foi
possivel confirmar sua presencga intracelular através da observacao de particulas elétron
densas na microscopia eletrbnica de transmissao, no interior das CETRs de pacientes
com hiperbilirrubinuria.

Estudos comparando os achados do sedimento urinario, novos biomarcadores e
bidpsias renais poderédo trazer uma resposta definitiva com relagédo ao significado dos
elementos CETRs, CG e Cilindros contendo CETRs no sedimento urinario dos pacientes

com hiperbilirrubinuria.
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ANEXOS

Parecer de aprovacdo do Comité de Etica da UFCSPA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE
CIENCIAS DA SAUDE DE Wm
PORTO ALEGRE

Confinuagéo do Parecer: 1.073.315

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos: Ndo ha riscos para os pacientes.

Beneficios:

Obtencéo de uma nova ferramenta para auxiliar no diagndstico de insuficiéncia renal aguda nos pacientes
com doenca hepatica severa, bem como, a diferenciacdo de NTA e SHR nestes pacientes através de um
exame simples, rapido e barato realizado em amostra de facil obtencéo.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Sem consideragGes.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:
Os termos foram adequados conforme sugerido no parecer anterior.

Conclusbes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Recomenda-se acrescentar a Irmandade Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre como instituicdo co-
participante,visto que parte do projeto sera desenvolvida neste local. A inclusdo podera ser feita através de
uma Emenda na Plataforma Brasil.

Situag3o do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacio da CONEP:

N&o

Consideragdes Finais a critério do CEP:

De acordo com o parecer do Relator.

PORTO ALEGRE, 21 de Maio de 2015

Assinado por:
Julia Fernanda Semmelmann Pereira Lima

(Coordenador)
Enderego: Rua Sarmento Leite 245
Bairro: CEP: 90.050-170
UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE
Telefone: (513)303 -8804 E-mail: cep@ufcspa.edu.br
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