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RESUMO

As doencas renais sao classificadas como doengas glomerulares, tubulares,
intersticiais ou vasculares. Os principais sinais das doengas glomerulares sao a
proteinuria e a hematuria, e sdo identificados através do exame de urina. Desde
1979 diversos autores sugerem que quando a hematuria € de origem glomerular,
algumas hemacias podem apresentar alteragbes morfolégicas e estas sé&o
classificadas como hemacias dismorficas. A presenca de hemacias dismorficas e de
acantocitos (hemacias em formato de rosca com protrusdes citoplasmaticas
vesiculares) na urina € um indicativo de patologias glomerulares. Porém, nao existe
um consenso na literatura sobre o valor de referéncia para dismorfismo eritrocitario e
acantécitos para determinar a origem da hematuria. Esta revisdo narrativa da
literatura teve como objetivo analisar o papel do dismorfismo eritrocitario no
diagndstico das doengas glomerulares. Foram incluidos doze artigos nas linguas
inglesa e portuguesa publicados nos ultimos vinte anos. A maioria dos artigos
incluidos utilizaram a microscopia de contraste de fase como metodologia para
identificar eritrocitos dismorficos no sedimento urinario. Entretanto, também foram
empregadas a automacgao e a microscopia de campo claro, realizada em amostras
de urina a fresco ou coradas. Os pontos de corte ideais, ou seja, a porcentagem de
hemacias dismoérficas para diagndstico de hematuria glomerular, empregados pelos
estudos variaram de >6,7% a >80%. Para esses valores, a sensibilidade e a
especificidade variaram conforme a metodologia utilizada, de 20,4% a 100% e de
30% a 100%, respectivamente, indicando que a porcentagem de hemacias
dismoérficas costuma ser mais especifica do que sensivel. Para acantécitos o ponto
de corte variou de 21% a =7%, cuja sensibilidade e especificidade variaram de 46%
a 100% e de 82% a 100%, respectivamente. Nesta revisdo, nao foi encontrado um
valor de referéncia especifico para dismorfismo eritrocitario. Os trabalhos concluiram
que o dismorfismo eritrocitario e a presenca de acantécitos tém capacidade de
diferenciar hematuria glomerular de ndo glomerular. Estes parédmetros devem ser
correlacionados com outros resultados do exame de urina, visto que a presencga de
cilindros hematicos e proteinuria também sao relevantes nessas doencas. Os
autores continuam recomendando a utilizacdo do dismorfismo eritrocitario para
auxilio no processo diagnostico das glomerulopatias mesmo nédo havendo uma
padronizagcao dos valores de referéncia. Para implementar esta analise na rotina
laboratorial, deve ser considerada a metodologia que sera empregada (microscopia
de campo claro, microscopia de contraste de fase ou automacao), para entao
determinar o valor de referéncia a ser utilizado.

Palavras-chave: Doencas glomerulares. Exame de urina. Dismorfismo eritrocitario.

Hemacias dismoérficas. Acantdcitos.



ABSTRACT

Kidney diseases are classified as glomerular, tubular, interstitial or vascular diseases.
The main signs of glomerular diseases are proteinuria and hematuria, and are
identified through urine examination. Since 1979, several authors have suggested
that when hematuria is of glomerular origin, some red blood cells may show
morphological changes and these are classified as dysmorphic red blood cells. The
presence of dysmorphic red blood cells and acanthocytes (donut-shaped red blood
cells with vesicular cytoplasmic protrusions) in the urine is indicative of glomerular
pathologies. However, there is no consensus in the literature on the reference value
for erythrocyte dysmorphism and acanthocytes to determine the origin of hematuria.
This narrative review of the literature aimed to analyze the role of erythrocyte
dysmorphism in the diagnosis of glomerular diseases. Twelve articles in English and
Portuguese published in the last twenty years were included. Most of the articles
included used phase contrast microscopy as a methodology to identify dysmorphic
erythrocytes in the urine sediment. However, automation and bright field microscopy,
performed on fresh or stained urine samples, were also employed. The ideal cutoff
points, that is, a percentage of dysmorphic red blood cells for the diagnosis of
glomerular hematuria, used by studies are ranging from >6.7% to >80%. For these
values, sensitivity and specificity varied according to the methodology used, from
20.4% to 100% and from 30% to 100%, respectively, indicating that the percentage
of dysmorphic red blood cells is usually more specific than sensitive. For
acanthocytes, the cutoff points varied from 21% to =27%, whose sensitivity and
specificity varied from 46% to 100% and from 82% to 100%, respectively. In this
review, no specific reference value for erythrocyte dysmorphism was found. The
studies concluded that erythrocyte dysmorphism and the presence of acanthocytes
are able to differentiate glomerular and non-glomerular hematuria. These parameters
must be correlated with other results of the urinalysis, since the presence of
erythrocyte casts and proteinuria are also relevant for these diseases. The authors
continue to recommend the use of erythrocyte dysmorphism to assist the diagnostic
process of glomerulopathies even though there is no standardization of reference
values. To implement this analysis in the laboratory routine, the methodology that will
be used (bright field microscopy, phase contrast microscopy or automation) must be
considered, and then determine the reference value to be used.

Keywords: Glomerular diseases. Urinalysis. Erythrocyte dysmorphism. Dysmorphic

red blood cells. Acanthocytes.
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1 INTRODUGAO

Os rins sédo 6rgaos pares localizados na regido dorso lombar da cavidade
abdominal e recebem um grande fluxo de sangue, sendo que em um adulto
saudavel, o fluxo sanguineo renal & de 1.200 mL/min ou 600 mL/min/rim (MUNDT;
SHANAHAN, 2012). Esses 6rgaos possuem diversas fungdes, sendo elas: regulagcéo
hidroeletrolitica, balang¢o acido-base, excre¢do de produtos finais do metabolismo e
toxinas e ainda participam da regulacdo da pressdo sanguinea e da eritropoiese
(MUNDT; SHANAHAN, 2012). Através dessas fungdes, o rim possui papel central na
manutengao da homeostase corporal. Cada rim possui cerca de 1 milhdo de néfrons,
que sao consideradas as unidades funcionais dos rins, responsaveis pela filtracdo
do sangue e formagéao da urina.

A estrutura do néfron é composta pelo glomérulo, que consiste em uma rede
capilar envolta pela capsula de Bowman, e pelos tubulos renais (tubulo contorcido
proximal, tubulo contorcido distal e alca Henle). A artéria renal, na qual o fluxo
sanguineo chega aos rins, se subdivide em arteriolas aferentes, que em seguida
formam o glomérulo, e posteriormente formam as arteriolas eferentes, que deixam o
glomérulo e passam a contornar os tubulos renais (MUNDT; SHANAHAN, 2012;
STRASINGER; DI LORENZO, 2009).

Os capilares glomerulares sao responsaveis pelo processo de filtragdo do
sangue, resultando na formacao de um ultrafiltrado, isento de grandes moléculas e
células sanguineas devido a seletividade da barreira de filtracdo. Essa barreira de
filtracdo € composta por trés camadas celulares. A primeira delas é composta pelas
células do endotélio capilar, que possuem poros (fenestras) que permitem a
passagem de pequenas moléculas como a agua, e também apresentam uma
barreira de negatividade, cuja funcao é repelir moléculas de carga negativa, como a
albumina, permitindo a passagem de moléculas de carga positiva ou neutras, como
ureia, creatinina e glicose. A segunda estrutura responsavel pela filtragdo é a
membrana basal, localizada entre o epitélio do espaco urinario e o endotélio capilar.
Essa estrutura também possui carater anidnico. A ultima camada celular que forma a
barreira de filtracdo é a rede de poddcitos que envolve os capilares, que além de
possuirem carga anidnica, fagocitam macromoléculas incapazes de retornarem ao
limen ou de passarem para o ultrafiltrado (BRUNZEL, 2013; MUNDT; SHANAHAN,
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2012; STRASINGER; DI LORENZO, 2009). Uma vez formado, o ultrafiltrado segue
para os tubulos renais, onde processos de reabsor¢ao e secregao tubular ocorrem,
resultando na formagdo de um volume diario de urina de cerca de 600 a 2.000
mL/dia (MUNDT; SHANAHAN, 2012).

Existem diversas doengas que acometem os glomérulos, as quais s&o
capazes de produzir alteragbes estruturais e funcionais, podendo até mesmo
modificar a composigao da urina. Neste trabalho sera abordado o exame de urina no
diagnostico das doengas glomerulares, com énfase nas hematurias e no dismorfismo

eritrocitario.

1.1 DOENCAS GLOMERULARES: CLASSIFICACAO, PATOGENESE E
CARACTERISTICAS CLINICAS

As doencgas renais apresentam sinais e sintomas especificos, que variam de
acordo com o componente morfolégico renal que é afetado inicialmente e por isso,
podem ser classificadas em quatro categorias: doengas glomerulares, tubulares,
intersticiais ou vasculares (BRUNZEL, 2013).

As doencas glomerulares compreendem uma variedade de patologias
imunologicas, metabdlicas e hereditarias. Podem ser classificadas em primarias,
quando aparecem isoladamente, sem afetar outros 6rgdos, ou como secundarias
quando o glomérulo € acometido devido a progressdo de doencgas sistémicas
(BRUNZEL, 2013). As glomerulopatias primarias, que possuem como base um
componente imunolégico associado, sao geralmente chamadas de glomerulonefrites
(SILVA et al., 2014). O Quadro 1 apresenta exemplos de doengas glomerulares e
suas classificacdes. Além dos exemplos apresentados no Quadro 1, existem ainda

as doengas hereditarias, como a Sindrome de Alport e a doenga de Fabry.

Quadro 1 - Doengas glomerulares
(continua)

Doencas glomerulares primarias Causas de Doengas Glomerulares Secundarias
Glomerulonefrite aguda pés-estreptococica ou ! ) o
B . Lupus Eritematoso Sistémico
nao estreptococica.

Glomerulonefrite crescéntica Amiloidose
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Quadro 1 - Doengas glomerulares

(concluséao)

Doengas glomerulares primarias Causas de Doencgas Glomerulares Secundarias
Glomerulonefrite membranosa Diabetes
Glomeruloesclerose segmentar focal Hipertensao
Doencgas de lesdes minimas Vasculites
Glomerulonefrite membranoproliferativa Endocardite bacteriana
Glomerulonefrite proliferativa mesangial Sindrome de Goodpasture
Nefropatia por IgA Neoplasias
Glomerulonefrite focal Imunodeficiéncia Humana
Glomerulonefrite crénica Paraproteinemias e Disproteinemias

Fonte: Adaptado de Brunzel (2013).

A base para o estabelecimento das doengas glomerulares s&o as alteragdes
morfolégicas no glomérulo. Dentre estas alteragbes, destacam-se proliferacdo de
células endoteliais capilares, células mesangiais e poddcitos, de forma local ou
difusa; infiltragdo leucocitaria (neutréfilos e macréfagos), atraidos pela resposta
quimiostatica local; espessamento da membrana basal, comumente como resultado
da deposicao de precipitados proteicos; hialinizagdo com esclerose, caracterizada
pelo acumulo de material extracelular eosinofilico e perda da estrutura do glomérulo
(BRUNZEL, 2013; SILVA et al., 2014). Uma ou mais dessas alteragdes podem estar
presentes nas diferentes glomerulopatias, servindo de base para a classificagdo
dessas patologias como doengas glomerulares.

A patogénese do dano glomerular ndo esta totalmente esclarecida para
todas as doengas glomerulares. As glomerulopatias podem ser hereditarias,
imunomediadas, causadas por alteragdes metabdlicas (diabetes) ou hemodinamicas
(hipertensdo). Na maioria das glomerulopatias, principalmente nas glomerulonefrites,
a patogénese pode ocorrer por meio de um processo imuno-mediado por complexos
antigeno-anticorpo circulantes que ficam retidos no glomérulo por conta das suas
caracteristicas hemodinamicas e fisico-quimicas (tamanho e peso molecular), ou
pela reagdo de anticorpos contra antigenos glomerulares. Neste processo, ocorre
ativacao do sistema complemento, atracdo de neutréfilos, mondcitos, plaquetas e
formacao de substancias tdxicas (como proteases e radicais livres de oxigénio), os
quais estimulam inflamagao local que, a longo prazo, causam dano (BRUNZEL,

2013). Por outro lado, na nefropatia diabética a lesdo glomerular parece estar
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associada a deposicédo de proteinas glicosiladas resultantes dos niveis de glicemia
mal controlados (STRASINGER; DI LORENZO, 2009). Ja no caso da nefropatia
hipertensiva, ocorrem lesdes vasculares nas arteriolas renais devido a hipertensao
(BRUNZEL, 2013; BARROS et al., 2014).

As glomerulopatias podem apresentar caracteristicas clinicas diversas. O
dano glomerular pode permanecer assintomatico até fases tardias da doenca,
tornando-se detectavel apenas quando um exame de urina é solicitado. Porém, pode
levar a apresentagao clinica com sinais e sintomas caracteristicos de cada doenca
ou a manifestagdo de um conjunto de sinais e sintomas caracteristicos de sindrome,
como a sindrome nefritica e a sindrome nefrética (BRUNZEL, 2013).

A sindrome nefritica caracteriza-se por inicio subito de hematuria (macro ou
microcoscopica), proteinuria (geralmente inferior a 3 g/dia), oliguria (volume urinario,
<500 mL/dia), hipertensao arterial sistémica, edema e déficit da funcdo renal. No
exame de urina também pode ocorrer a presenca de diversos tipos de cilindros
(hematicos e céreos). Dentre as patologias glomerulares que podem se manifestar
como sindrome nefritica destacam-se glomerulonefrite aguda pds-estreptocdcica,
nefropatia por IgA, nefrite lupica e glomerulonefrite membranoproliferativa
(BRUNZEL, 2013; SILVA et al., 2014).

Por outro lado, a sindrome nefrética é caracterizada por intensa proteinuria
(superior a 3,5 g/dia em adultos), com tendéncia a edema generalizado,
hipoalbuminemia e hiperlipidemia em resposta a proteinuria, presenca de lipidios e
cilindros graxos na urina e hematuria (geralmente microscopica). Podem se
manifestar como sindrome nefrética as seguintes doengas glomerulares: doencga de
lesbes minimas, glomeruloesclerose segmentar e focal e nefropatia membranosa
(BRUNZEL, 2013; MUNDT; SHANAHAN, 2012; SILVA et al., 2014).

Os principais sinais clinicos que aparecem nas doencgas glomerulares, bem
como nas sindromes, sdo a proteindria e a hematuria. Outras caracteristicas
importantes que também podem aparecer nas doengas glomerulares sdo o edema,
alteracbes metabolicas e queda na taxa de filtracdo glomerular (TFG) (BRUNZEL,
2013).

A proteinuria ocorre por conta da perda de carga anionica e do aumento da
quantidade de poros grandes, resultando em maior permeabilidade das barreiras de

filtracdo, permitindo que as proteinas sejam eliminadas na urina. Dentre essas
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proteinas esta a albumina, que € a principal proteina que aparece na urina
(BRUNZEL, 2013; SILVA et al., 2014).

A hematuria, por sua vez, pode se apresentar como macroscopica ou
microscopica. Na hematuria macroscépica s&o encontradas numerosas hemacias no
sedimento urinario o que confere modificacbes na coloragcdo da urina que pode ser
observada pelo proprio paciente. Ja a hematuria microscopica é apenas revelada
através de um exame de urina. A hematuria ocorre por lesées na membrana basal e
vasodilatagcdo decorrente da resposta inflamatoria (MUNDIM; WORONIK, 2013) em
que as hemacias conseguem atravessar a membrana por meio do processo de
diapedese, 0 que pode causar alteragbes na sua forma (SILVA et al.,, 2014).
Hemacias com alteragbes na morfologia sado classificadas como hemacias
dismorficas (ABREU; REQUIAO-MOURA; SESSO, 2007; BIRCH; FAIRLEY, 1979).
Quando ocorre ruptura da membrana basal glomerular e lesdes nos demais
componentes da barreira de filtragdo, as hemacias nao sofrem alteragcbes em sua
forma e ao chegarem nos tubulos renais podem dar origem aos cilindros hematicos.
Cilindros hematicos s&o encontrados nas doengas glomerulares, como na
glomerulonefrite aguda e nefrite lupica, e em outras situagdes, sendo sempre
considerados patoldgicos (SILVA et al., 2014).

O edema surge devido a maior retengao de sédio que ocorre no rim lesado,
levando também a uma maior reten¢do de agua, com aumento na volemia e pressao
hidrostatica intravascular, ocorrendo extravasamento de liquido para o intersticio. E
importante ressaltar que o aumento da retencdo de sodio pode desencadear
hipertensao arterial, com posterior estreitamento da luz das arteriolas renais que a
longo prazo, pode comprometer a fungcédo renal (NUNES, 2007). Outro mecanismo
que pode desencadear o edema € a hipoalbuminemia secundaria a proteinuria, que
ocorre na sindrome nefrética. A reducdo nas concentragdes de albumina sérica
resulta em diminuigdo na pressao oncética do plasma com consequente
extravasamento do liquido intravascular para o intersticio, ocorrendo assim o edema
(SILVA et al., 2014).

Em relacdo as alteracbes metabdlicas presentes nas glomerulopatias,
destaca-se a hipoalbuminemia, que ocorre devido ao aumento da filtracao de
albumina e perda renal dessa proteina. Na sindrome nefrética, a intensa excreg¢ao

de albumina na urina resulta na reducdo da concentragao sérica dessa proteina,
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uma vez que a sintese hepatica ndo é suficiente para repor a albumina que foi
excretada dependendo da intensidade da proteindria. A hipoalbuminemia esta
também diretamente associada a outra alteracdo metabdlica: o aumento da sintese
de lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e de muito baixa densidade (VLDL), o
que resulta em hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia. Além disso, outra alteragcéo
metabdlica observada nas doengas glomerulares € a hipocalcemia, caracterizada
por uma redugao nas concentragdes de calcio plasmatico, que se deve a redugao da
albumina sérica, uma vez que o calcio esta ligado a albumina e também acaba
sendo excretado na urina. Ademais, outras alteragdes que podem ocorrer sao a
perda de fatores antitromboéticos e imunoglobulinas, o que pode resultar em
tromboses e infecgdes (BRUNZEL, 2013; SILVA et al., 2014).

Por fim, reducdes na TFG também podem ocorrer. As causas da queda na
fitragdo glomerular dependem de fatores como alteragbes na pressao
intraglomerular, na area disponivel para filtragdo e no coeficiente de permeabilidade
das barreiras de filtracdo. A diminuicdo da area de filtracdo e a queda no coeficiente
de permeabilidade podem ocorrer devido a infiltracdo de neutrdfilos, retragcdo de
poddcitos, deposicdo de imunocomplexos, proliferacdes endocapilares e extra
capilares (esta ocorre, por exemplo, na glomerulonefrite crescéntica). Como
consequéncia tem-se o comprometimento da funcédo renal caracterizado por
elevacao da ureia e creatinina séricas (MUNDIM; WORONIK, 2013).

1.2 DIAGNOSTICO DAS DOENGCAS GLOMERULARES

O diagndstico das doengas glomerulares é baseado na historia clinica e
sintomatica do paciente, em exames laboratoriais e, muitas vezes, na bidpsia renal,
que é o padrao ouro para o diagnostico e classificagdo das doencas glomerulares.
Existem situagdes em que a bidpsia ndo € necessaria, como no caso de pacientes
com quadro clinico sugestivo de nefropatia diabética e com extenso histérico de
diabetes (ABREU; REQUIAO-MOURA; SESSO, 2007; MUNDIM; WORONIK, 2013).

Em relacdo ao diagndstico laboratorial, o mesmo € realizado através de
exame de urina, avaliagdo da TFG, proteindria de 24 horas, microalbuminuria,

bioquimica sérica (creatinina, colesterol, trigliceridios, proteinograma, glicemia),
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hemograma, coagulograma e dosagem de complemento (ABREU; REQUIAO-
MOURA; SESSO, 2007; STRASINGER; DI LORENZO, 2009)

Exames complementares podem ser necessarios para auxiliar na
identificacdo especifica da glomerulopatia, como no caso da glomerulonefrite aguda
poOs-estreptococica em que é realizado sorologia antiestreptolisina O+, também no
caso de nefropatia por IgA, que se tem aumento de IgA sérico, bem como na
Sindrome de Goodpasture, na qual podem ser encontrados anticorpos
antimembrana basal glomerular (ABREU; REQUIAO-MOURA; SESSO, 2007;
MUNDT; SHANAHAN, 2012; STRASINGER; DI LORENZO, 2009).

1.2.1 O exame de urina no diagnodstico das doengas glomerulares: uma énfase

na importancia das hematurias

O exame de urina é de fundamental importancia no diagndstico das diversas
patologias que afetam o trato urinario. Através do exame de urina sdo avaliadas
caracteristicas fisico-quimicas da urina e a presencga de elementos figurados, como
células, microrganismos, cilindros e cristais, identificados na analise microscopica do
sedimento urinario. Nas doencgas glomerulares, diversos parametros podem estar
alterados (BRUNZEL, 2013).

No exame fisico, a primeira caracteristica analisada é a coloracao da urina, a
qual pode ser afetada eventualmente pela hematuria. Quando a hematuria é
macroscopica, € observada coloragdo variante de rosa a marrom dependendo de
fatores como quantidade de hemacias ou pigmentos heme, pH e extensdao do
contato entre o pigmento e a urina (MUNDT; SHANAHAN, 2012). Além disso, o
aspecto da urina pode apresentar turbidez devido a presenga das hemacias ou
outros elementos do sedimento. A densidade da urina também pode estar
aumentada em consequéncia da proteinuria e da glicosuria.

O exame quimico da urina, por sua vez, pode revelar a presenca de
proteinuria (sendo a tira reagente mais sensivel para albumina) e glicosuria, teste
positivo para esterase leucocitaria (que detecta leucdécitos, cuja presenga é resultado
de inflamagao) e para hemoglobina (devido a presenga de hemacias). Além da

analise fisica e quimica, a urina € analisada também microscopicamente.
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A averiguagdo microscopica da urina tem como finalidade o estudo do
sedimento, para identificagdo dos elementos presentes qualitativamente e
quantitativamente, e ao final, deve-se correlacionar estes resultados com os dos
exames fisico e quimico para garantir a precisdo dos resultados, e quando estes n&o
se correlacionam, as amostras devem ser conferidas (STRASINGER; DI LORENZO,
2009). Para essa analise, é necessario concentrar o sedimento urinario e s6 entao
coloca-lo entre lamina e laminula ou laminas comerciais padronizadas, que sao
feitas de plastico modelado (BRUNZEL, 2013) e visualizar no microscépio. O
sedimento urinario pode ser analisado através de microscopia de campo claro,
contraste de fase (que permite melhor visualizacdo de elementos de baixo indice de
refragdo, como hemacias e cilindros hialinos) ou luz polarizada (para melhor
visualizagdo de cristais e outras substancias anisotropicas) (MUNDT; SHANAHAN,
2012). Para analise do dismorfismo eritrocitario, € recomendada a utilizacdo de
microscopia de contraste de fase (KOURI et al., 2000; SBPC/ML, 2017). Os
elementos possivelmente encontrados no sedimento urinario em glomerulopatias
s&o, principalmente, leucdcitos, cilindros e hemacias (BRUNZEL, 2013).

Os leucécitos sdo esféricos, possuem cor cinza palida ou amarelo-
esverdeada, podem ser encontrados isolados ou aglomerados e sao principalmente
neutrofilos, os quais apresentam granulos na sua constituicdo. Um aumento no
numero de leucocitos esta associado a processos inflamatérios do trato urinario,
sendo que quando sdo acompanhados de cilindros leucocitarios sao indicativos de
origem renal (MUNDT; SHANAHAN, 2012).

Os cilindros séo estruturas formadas no lumen dos tubulos renais. A base
para formagao dos cilindros € a mucoproteina de Tamm-Horsfall, secretada pelos
tubulos renais, em que células (hemacias, leucdcitos, células epiteliais tubulares) ou
outro material podem aderir a essa base, dando origem aos diferentes tipos de
cilindros, que podem variar de tamanho dependendo do tubulo de origem (MUNDT;
SHANAHAN, 2012). Nas glomerulopatias, os cilindros de maior importancia
diagnodstica sdo os hematicos, visto que indicam hematuria de origem renal (FILHO;
JESUS, 2010). Possuem coloragéo castanha ou sao incolores, podem conter poucas
ou muitas hemacias integras agregadas a matriz proteica. Sao principalmente
encontrados na glomerulonefrite aguda pds-estreptocdcica, nefrite lupica, sindrome

de Goodpasture, glomerulonefrite crescéntica, glomerulonefrite membranosa. Um
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cilindro hematico esta representado abaixo na Figura 1. Outros cilindros também
podem aparecer nas doengas glomerulares como os cilindros leucocitarios, hialinos,

granulosos, graxos e céreos (MUNDT; SHANAHAN, 2012).

Figura 1 - Cilindro hematico

Microscopia de campo claro, aumento de 400x.
Fonte: a autora (2018).

As hemacias ndo sdo comumente encontradas na urina, sendo considerado
normal a presenga de 1 a 2 hemacias em campo de grande aumento ou 5.000/mL,
acima desse valor é considerado hematuria (STRASINGER; DI LORENZO, 2009).
Diversas condigbes patolégicas que afetam o trato urinario podem promover
hematuria, como infec¢gdes do trato urinario, calculos renais, tumores e doengas
renais como as patologias glomerulares. A aparéncia das hemacias depende do
meio em que se encontram. Na urina fresca elas sao palidas ou amareladas, na
forma de discos bicbncavos com diametro de 7 micrémetros, ndo apresentam nucleo
ou granulos e sdo comumente chamadas isomorficas (Figura 2).

Apesar do termo “isomorficas” ser amplamente utilizado, alguns autores nao
o consideram adequado, visto que o termo pode gerar confusdo, uma vez que nem
sempre as hemacias se encontram integras, ou seja, muitas vezes podem
apresentar alguma deformacgao, que nao necessariamente configure em dismorfismo
eritrocitario (hemacias com alteragcbes morfolégicas caracteristicas relacionadas a
condi¢cao patoldgica renal, que sera descrita abaixo). Desta forma, muitos autores
preferem o termo “eritrécitos normais” (GAl et al., 2002). Realmente, as hemacias
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sdo células sujeitas a alteragbes morfolégicas, muitas vezes ocasionadas por
condigdes da prépria urina. Por exemplo, em urinas hipotdnicas ou alcalinas os
eritrocitos sofrem lise, liberando a hemoglobina, e por isso, ficam incolores e sao
chamadas de “fantasmas” (Figura 3-A). Ja em urinas hiperténicas pode ocorrer
crenagao, um processo no qual ocorre a perda de liquidos para o meio, originando
hemacias de tamanho menor e com membrana irregular, como demonstrado na
Figura 3-B (MUNDT; SHANAHAN, 2012).

Figura 2 - Hemacias normais

Microscopia de campo claro, aumento de 400x.
Fonte: a autora (2018).

Figura 3 - Leucdcito, hemacias fantasmas e crenadas
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Figura 3-A: hemacias fantasmas (setas largas) e leucécito (seta tracejada). Figura 3-B: hemacia

normal (seta fina) e crenada (ponta de seta). Microscopia de campo claro, aumento de 400x.
Fonte: a autora (2018).
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Como mencionado anteriormente, nas doengas glomerulares podem ser
observadas hemacias dismoérficas no sedimento urinario. As hemacias dismorficas,
podem apresentar alteragées tanto no formato, quanto na cor, volume e conteudo de
hemoglobina, podendo apresentar proje¢cdes em suas membranas celulares, bem
como heterogeneidade citoplasmatica. Nas glomerulopatias, as hemacias podem
sofrer alteragdes no formato por conta da passagem conturbada pelas barreiras de
filtracdo glomerular e pelo trauma osmoético nas porgbes do néfron (ABREU;
REQUIAO-MOURA; SESSO, 2007). A hematuria glomerular da origem & um amplo
conjunto de alteragdes morfolégicas nas hemacias, como demonstrado por Birch e
Fairley em 1979. Estes autores introduziram o termo “dismorfismo eritrocitario” e
descreveram, em 1982, diversas morfologias diferentes de hemacias presentes no
sedimento urinario de pacientes com doenga glomerular diagnosticada com bidpsia,
visualizadas em microscopia de contraste de fase (BIRCH; FAIRLEY, 1979;
FAIRLEY; BIRCH, 1982). Segundo esses autores, as hematurias nao-glomerulares
sdo caracterizadas pela presenca de hemacias “isomoérficas”, as quais possuem
tamanho e morfologia semelhante as encontradas na circulagdo. Ja nas hematurias
glomerulares, as hemacias se apresentariam dismorficas, com diversas alteragdes
no seu formato. Baseado nessas alteragdes morfoldgicas, € possivel encontrar
diversas populagdes de hemacias dismorficas na urina: discocitos, equindcitos,
anulécitos, esquizécitos, estomatécitos, codécitos, nizdcitos e acantécitos.

Os acantocitos (KOHLER; WANDEL; BRUNK, 1991) ou células Gf1
(KITAMOTO et al., 1993; TOMITA et al., 1992) sdo hemacias em forma de anel ou
rosca, devido a perda de hemoglobina, com uma ou mais protrusdes citoplasmaticas
vesiculares. O trabalho de Kdhler, Wandel e Brunk (1991) demonstrou que dentre as
diversas formas eritrocitarias, os acantécitos parecem ser mais especificos para
doencas glomerulares, mesmo em casos de hematuria discreta. Acantécitos estao
representados na Figuras 4 e 5 abaixo. As demais morfologias podem ser
encontradas tanto em doengas glomerulares quanto ndo glomerulares (KOHLER;
WANDEL; BRUNK, 1991).
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Figura 4 - Acantocitos e hemacia em formato de rosca

Acantécitos (setas) e hemacia em formato de rosca (seta tracejada). Microscopia de contraste de
fase, aumento de 400x.
Fonte: a autora (2019).

Figura 5 - Acantdécitos: microscopia de campo claro e contraste de fase

Figura 5-A: Acantécito (seta) e hemacia crenada (ponta de seta), microscopia de campo claro,
aumento de 400x. Figura 5-B: Acantécito (seta) e hemacia em formato de rosca (seta tracejada),
microscopia de contraste de fase, aumento de 400x.

Fonte: a autora (2019).

Hemacias dismorficas, principalmente acantécitos, encontradas na analise
microscépica da urina sdo sugestivos de doenca glomerular. E importante ressaltar
que a auséncia de dismorfismo nédo exclui o diagnostico de doenga glomerular
(ABREU; REQUIAO-MOURA; SESSO, 2007). Porém, ndo existe uma padronizagéo
desse achado para o diagnostico de determinadas doengas glomerulares e também
nao ha um valor de referéncia especifico em relagdo a porcentagem de hemacias
dismoérficas que deve ser considerada para o diagnostico das glomerulopatias.
Alguns autores relatam que dismorfismo presente em mais de 20% das heméacias
confere sensibilidade de 96% e especificidade de 93% para o diagnodstico de
glomerulopatias (ABREU; REQUIAO-MOURA; SESSO, 2007), enquanto outros

consideram que a hematuria é de origem glomerular quando mais de 80% dos
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eritrécitos sdo dismorficos numa amostra de urina (FASSET; HORGAN; MATHEW,
1982; FILHO; JESUS, 2010).

Em relagdo aos acantécitos, alguns autores consideram a presenca de no
minimo 5% como indicativo de hematuria glomerular (KOHLER; WANDEL; BRUNK,
1991). A Sociedade Brasileira de Patologia Clinica/Medicina Laboratorial (SBPC/ML)
(2017), recomenda a utilizacdo dos seguintes critérios para classificar a hematuria
glomerular: presenca de 240% de eritrécitos dismorficos, 25% de acantécitos/células
G1 e presenca de cilindros hematicos.

Desta forma, existe bastante controvérsia na literatura acerca do real papel
do dimorfismo eritrocitario no diagndstico das glomerulopatias. E necessario
investigar a atual relevancia desse achado para o diagnostico das glomerulopatias,
para melhor direcionamento do raciocinio clinico médico e mais rapidez para
exclusdo de outras doencgas renais. Dessa forma, mesmo n&o eliminando a
necessidade de realizar bidpsia para confirmacao das diferentes glomerulopatias, o
dismorfismo eritrocitario pode ser de grande importancia para facilitar o processo

diagndstico.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral do trabalho foi realizar uma revisdo narrativa da literatura

sobre o papel do dismorfismo eritrocitario no diagnéstico das doengas glomerulares.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Revisar as metodologias de andlise e os valores de referéncia adotados na

literatura para avaliagdo de dismorfismo eritrocitario;

e Revisar a sensibilidade e especificidade do dismorfismo eritrocitario no

diagnostico das doengas glomerulares;

e Correlacionar o dismorfismo eritrocitario com outros achados no exame de

urina no diagnostico das doengas glomerulares;

e |dentificar as principais limitagdes para a utilizagdo do dismorfismo eritrocitario

como marcador de hematuria glomerular.
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3 METODOLOGIA

3.1 METODOS DE BUSCA E SELEGAO DOS ESTUDOS NA LITERATURA

Realizou-se um levantamento bibliografico, com buscas nas bases de dados
Medical Literature Analysis and Retrieval System Online (Medline) via Pubmed e
Literatura Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da Saude (LILACS) utilizando
os seguintes termos MeSH ou palavras-chave e suas associagoes: “dysmorphic red

blood cells”, “dysmorphic erythrocytes”, “glomerulonephritides” “glomerulonephritis”,

”

“glomerular disease”, “glomerulonefrite”, “doenca glomerular” e “hematuria”.

3.2 CRITERIOS DE INCLUSAO

Os seguintes critérios de inclusdo foram considerados para a selegdo dos
estudos: artigos completos disponiveis nas linguas inglesa e portuguesa; publicados
no periodo entre os anos 2000 e 2020; estudos observacionais e de coorte
prospectivos e estudos randomizados; estudos realizados com pacientes adultos
(maiores de 18 anos) diagnosticados para doenca glomerular, preferencialmente por

bidpsia e clinicamente quando aplicavel.

3.3 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Os seguintes critérios de exclusdo foram considerados para a selecdo dos
artigos: estudos duplicados; estudos em linguas diferentes daquelas mencionadas
acima; estudos publicados anteriormente ao ano 2000; revisdes sistematicas ou
narrativas da literatura ou cartas ao editor; estudos experimentais in vitro, em
modelos animais ou estudo em que os pacientes eram criangas; estudos que nao
analisaram o dismorfismo eritrocitario nas doengas glomerulares; diagnostico de
doenga glomerular ndo realizado por bidépsia e ou clinicamente associado a

parametros bioquimicos.
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3.4 SELECAO DOS ESTUDOS E EXTRACAO DOS DADOS

A selecdo dos artigos foi realizada baseada nos critérios de inclusao e
exclusdo previamente descritos. A selecdo dos estudos teve trés etapas.
Primeiramente, apds a realizagdo da busca utilizando os termos MeSH, foi efetuada
a leitura dos titulos e resumos. A partir dessa consulta, foram selecionados os
estudos que se adequavam nos critérios anteriormente mencionados. Na terceira
etapa, os trabalhos selecionados foram lidos na integra e avaliados de acordo com
os critérios de inclusao e exclusao, para o processo de selec¢ao final.

As informacbdes dos artigos selecionados foram entdo extraidas e
estruturadas no formato de formularios ou planilhas. Os resultados obtidos foram
apresentados de forma descritiva e na forma de tabelas ou figuras, dependendo dos

dados coletados.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 PROCESSO DE SELECAO E CARACTERISTICAS GERAIS DOS ESTUDOS
A busca nas bases de dados utilizando as palavras-chave obteve a soma de
281 resultados. A seguir, a Figura 6 demonstra resumidamente o processo de

selecao dos artigos.

Figura 6 - Fluxograma do processo de sele¢ao dos artigos
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Os bancos de dados consultados foram o Medline através do Pubmed e a plataforma LILACS. Foram
obtidos um total de 281 registros. Estudos que n&o preencheram os critérios de inclusao foram
excluidos do trabalho.

Fonte: a autora (2020).
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Como n&o houveram estudos duplicados na primeira etapa de selecao, os
281 artigos obtidos foram analisados através da leitura dos titulos e resumos. A
partir desta primeira analise, foram excluidos 108 artigos em outras linguas
diferentes da lingua portuguesa e inglesa e 112 que n&o se adequavam aos demais
critérios. Com isto, restaram 61 artigos com potencial para serem incluidos na
revisdo. Ao aplicar o critério de exclusdo de artigos publicados antes do ano 2000,
foram excluidos 48 trabalhos, permanecendo 13 artigos para leitura na integra.

Na segunda fase de analise, apds a leitura integral dos artigos, apenas 1
trabalho foi excluido por ndo investigar profundamente o tema proposto e pelo baixo
numero de pacientes com glomerulopatia comprovada por bidpsia. Por fim, a
extragdo dos dados foi efetuada em 12 artigos publicados nos ultimos 20 anos, a

Tabela 1 apresenta-os e descreve informagdes gerais de cada um.

Tabela 1 - Informacgdes gerais dos artigos da revisao

a Total de
Referéncias Local de . . . *
- pacientes/Pacientes Outros exames realizados
origem
com DG
NGUYEN, 2003 Canada 174/174 Nao relata
HEINE et al., 2004 Alemanha 131/111 Proteinuria e creatinina sérica
NAGAHAMA et al., 2005 Japao 348/86 Proteindria
ANDRADE et al., 2006 Brasil 102/59 Creatinina sérica, TFG
SILVA et al., 2010 Brasil 55/20 Proteinuria
OHSAKI et al., 2013 Japao 52/32 N&o relatado
MARTINEZ et al., 2014 Brasil 131/66 Nao relatado
KOO et al., 2016 Corgia do 411/48 Proteindria
Proteinuria, creatinina sérica,
DONG et al., 2016 China 198/198 TFGe, BUN, hemoglobina no
) ) sangue e hemoglobina glicada
MARTINEZ-MARTINEZ et - Creatinina sérica e urinaria,
México 51/51 o
al., 2016 proteinuria
Estados Proteinuria, creatinina sérica
HAMADAH et al., 2017 Unidos da 482/372 " - ’
. albumina sérica.
América
Coreia do Proteinuria, creatinina sérica,
L il 2 Sul sy albumina sérica, TFGe, BUN

Fonte: elaborada pela autora (2020).
Notas: * Exames adicionais realizados para auxilio no processo diagnéstico. BUN: nitrogénio ureico
do sangue; DG: doenca glomerular; TFG: taxa de filtragdo glomerular; TGFe: taxa de filtragéo

glomerular estimada.
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Em relagcdo as caracteristicas gerais dos estudos, € possivel observar que
os paises de origem dos artigos sao diversos: Alemanha, Brasil, Canada, China,
Coreia do Sul, Estados Unidos da América, Japao e México. O numero total de
pacientes avaliados foi de 2.238. Desses, 1.264 pacientes foram diagnosticados com
doencga glomerular, por meio de bidpsia ou pela associagdo de dados clinicos com
resultados de exames bioquimicos e de urina, como no caso da nefropatia diabética.
A nefropatia por IgA foi a principal doenga glomerular diagnosticada presente nos
estudos, como demonstra o grafico 1. Nos estudos que apresentaram o numero de
pacientes por sexo, houve predominancia do sexo feminino. A idade média dos

individuos variou de 33 a 60 anos.

Grafico 1 - Numero de pacientes por glomerulopatia dos artigos da revisao

Nefropatia por IgA N 215
Nefropatia diabética NI 207
Outras I 185
N&o informado NI 133
Glomerulonefrite membranosa IN——— 113
Nefrite lUpica I 112
Glomeruloesclerose segmentar focal I 50
Glomerulonefrite crénica N 50
Glomerulonefrite proliferativa I 43
Doenca de lesSes minimas N 39
Glomerulonefrite proliferativa mesangial Wl 20
Nefropatia hipertensiva Il 19
Glomerulonefrite membranoproliferativa Bl 15
Doenca da membrana basal fina W 10
Glomerulonefrite aguda M 9
Glomerulonefrite hereditaria B 6
Sindrome nefrética 0 4

Glomerulonefrite crescéntica I 4
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Fonte: elaborado pela autora (2020).
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4.2 FATORES PRE-ANALITICOS E COLETA DE AMOSTRA NA ANALISE DO
DISMORFIMO ERITROCITARIO

Considerando a importancia da fase pré-analitica no exame de urina,
primeiramente foi analisado nos estudos selecionados informacdes acerca dos
fatores que podem afetar esta fase e a avaliagdo do dismorfismo eritrocitario. O
primeiro aspecto importante observado nos estudos foi o tipo de amostra coletada
para a analise do dismorfismo eritrocitario. Os artigos selecionados nao
apresentaram uma discussado detalhada acerca do tipo de amostra utilizada e sua
relacdo com os resultados encontrados na microscopia. Martinez et al. (2014) e
Dong et al. (2016) descrevem que foram coletadas a primeira urina da manha de jato
médio. Andrade et al. (2006) e Martinez-Martinez et al. (2016) apenas relataram a
coleta de amostras de urina matutinas, sem especificar se foi colhida a primeira ou a
segunda amostra da manha. Ja Kim et al. (2019) e Nagahama et al. (2005)
destacam coleta de jato médio apenas, e Silva et al. (2010) refere-se a uma amostra
de urina aleatodria coletada 2 horas apds a ultima mic¢cdo. De maneira similar,
Hamadah et al. (2017) também obtiveram amostras de urina aleatérias, mas
destacam coleta de jato médio ou por cateterismo dependendo da situagéo clinica
do paciente. Por fim, Heine et al. (2004), Koo et al. (2016), Nguyen (2003) e Ohsaki
et al. (2013) nao relatam o tipo de amostra utilizada nos estudos.

Segundo Brunzel (2013), Kouri et al. (2000) e Mundt e Shanahan (2012, p.
58) a primeira amostra matinal confere um ambiente concentrado e acido,
fundamental para a manutencado de cilindros e hemacias, sendo entado, o tipo de
amostra ideal para o exame de urina de rotina e para analise do dismorfismo
eritrocitario. De maneira similar, um estudo realizado por Kitamoto et al. (1993) sobre
o uso do dismorfismo eritrocitario para a classificacdo das hematurias concluiu que a
avaliacao correta da morfologia dos eritrécitos depende da osmolaridade e do pH da
urina e por isso, preferencialmente deve-se coletar a primeira urina matinal. A
SBPC/ML (2014, 2017, 2018) também afirma que a amostra ideal para o exame de
urina de rotina é a primeira urina da manha, por ser mais concentrada. Porém, a
mesma salienta que o crescimento bacteriano na bexiga durante a noite pode afetar
a deteccao de cilindros e elementos celulares, e por isso, para a pesquisa de

dismorfismo eritrocitario a amostra deve ser preferencialmente a segunda da manha,
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a qual deve ser coletada entre 2 e 4 horas apds a primeira micgao (SBPC/ML, 2017,
p. 76), minimizando os efeitos da flora bacteriana (SBPC/ML, 2017, p. 27). Ainda, a
SBPC/ML (2017, p. 80) ressalta que a coleta de jato médio para a primeira ou
segunda urina matutina “[...] evita a presenga de muco e outros contaminantes
provenientes da uretra e de areas externas do trato urinario”, corroborando com
outros autores (STRASINGER; DI LORENZO, 2009, p. 9; BRUNZEL 2013, p. 40).
Notavelmente, Fairley e Birch (1982) especificaram que utilizaram amostras de urina
de jato médio, e os autores Kohler, Wandel e Brunk, (1991) utilizaram a segunda
urina da manha, também de jato médio. Estes  dois  trabalhos  apresentaram
informacgdes primordiais a respeito do dismorfismo eritrocitario, como ja comentado
anteriormente (tépico 1.2.1).

Além da importancia do procedimento de coleta da urina, outro fator a ser
considerado é o tempo entre a coleta da amostra e a realizacdo da analise
laboratorial, o qual pode alterar a constituicdo dos elementos presentes no
sedimento urinario, como as hemacias. Nos estudos avaliados nesta revisdo, as
amostras foram analisadas em até 2 horas (ANDRADE et al., 2006; DONG et al.,
2016; HAMADAH et al., 2017; KIM et al., 2019; KOO et al., 2016; MARTINEZ et al.,
2014; NAGAHAMA et al., 2005; NGUYEN, 2003; SILVA et al., 2010) ou 4 horas
(HEINE et al., 2004) ap6s a coleta, sem mencionar utilizagdo de refrigeracdo ou
conservantes. Por outro lado, em outros 2 trabalhos o tempo entre a coleta e analise
da amostra nao foi mencionado (MARTiNEZ-MARTiNEZ et al., 2016; OHSAKI et al.,
2013).

De acordo com Brunzel (2013, p. 43), Mundt e Shanahan (2012, p. 26), com
a SBPC/ML (2014, p. 61; 2017 p. 25; 2018 p. 336) e com Strasinger e Di Lorenzo
(2009, p. 35) é crucial que a amostra seja analisada o mais breve possivel apds a
coleta em virtude das possiveis alteracbes que podem ocorrer em uma amostra de
urina que permanece em temperatura ambiente por mais de 2 horas. Essas
alteracbes sao diversas e podem afetar o exame de urina como um todo, sendo que
as mais relevantes para o exame microscopico sdo a reducao de células e cilindros
celulares, devido a degeneragao celular, bem como o0 aumento de microrganismos
devido a proliferacdo principalmente de bactérias. A andlise do dismorfismo
eritrocitario pode ser afetada diretamente por essas alteragdes, visto que a

diminuicdo do numero de hemdacias normais e dismorficas pode levar a uma
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interpretacdo da hematuria que nao retrata a realidade, bem como a presenca
abundante de microrganismos pode dificultar a visualizagcdo das alteragbes no
formato das hemacias. Por conta destes fatos, esses autores afirmam que no caso
de ndo poder ser realizado o exame dentro de 2 horas, a amostra deve ser
refrigerada e protegida da luz.

A SBPC/ML (2017, p. 25) informa que quando refrigeradas as amostras
permanecem adequadas para analise por até 12 horas. Porém, a analise do
dismorfismo eritrocitario pode ser afetada caso a amostra seja refrigerada por muitas
horas, como demonstrou um estudo que avaliou o dismorfismo eritrocitario em 109
amostras de urina e comparou os resultados obtidos da analise da urina fresca com
os resultados da analise apds armazenamento durante a noite a 4 °C. Neste estudo,
foi observado que 10% das amostras que apresentaram contagem de eritrécitos
>10x108/L quando analisadas a fresco, apresentaram contagem <10x108/L apos o
armazenamento. Além disso, os autores também perceberam mudangas na
morfologia das hemacias em 22% das amostras armazenadas (RAMAN et al., 1986).
Com isso, para avaliar o dismorfismo eritrocitario, & preferivel que a amostra
utilizada seja a primeira ou a segunda urina da manha de jato médio, e que seja
analisada ainda fresca e o mais breve possivel.

A preparagdao do paciente para a coleta de urina é também um fator
imprescindivel para garantir amostras adequadas para o exame de urina, uma vez
que a alimentacdo, hidratacdo, exercicio fisico, uso de medicamentos e os
procedimentos de coleta podem interferir nos resultados (SBPC/ML, 2014, 2017,
2018). O laboratdrio que realizara o exame deve informar ao paciente que a diurese
nado deve ser forgada por ingestdo excessiva de agua, pois em urina diluida
(densidade <1.010) as hemacias incham e lisam, liberando a hemoglobina,
tornando-se hemacias fantasmas (KOURI et al., 2000; MUNDT; SHANAHAN, 2012,
p. 59; SBPC/ML, 2017), prejudicando assim a contagem de hemacias e identificagao
do dismorfismo. A diurese forcada pelo uso de diuréticos de algca, como a
furosemida, também afeta a analise de dismorfismo eritrocitario, como demonstrou o
estudo de Schuetz et al. (1985) que avaliou os efeitos da diurese forgcada com agua
e com furosemida na morfologia das hemacias em pacientes com doencas
glomerulares. Os autores concluiram que em ambas as situagdes ocorre uma

diminuicdo consideravel na contagem de hemacias dismorficas. Outros
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medicamentos também podem causar alteracbées no exame de urina, e por isso, €
importante perguntar ao paciente se ele utiliza ou utilizou nos ultimos dias algum
medicamento (SBPC/ML, 2017). A alimentacao pode interferir na cor da urina, como
por exemplo, a ingestdo de beterrabas pode deixar a urina rosada ou vermelha em
alguns individuos, o que pode levar o analista a suspeitar de hematuria
macroscopica (MUNDT; SHANAHAN, 2012). O exercicio fisico horas antes da coleta
pode levar a hematuria, proteinuria e cilindruria intensa (SBPC/ML, 2017) inclusive
aumento de hemacias dismorficas (FASSETT, 1982).

Quanto aos procedimentos de coleta, é necessario que o laboratério forneca
frasco limpo e inerte e oriente o paciente quanto a higienizacdo das maos, assepsia
urogenital e sobre como realizar a coleta. Essa orientagao devera ser feita oralmente
e por escrito (KOURI et al., 2000; SBPC/ML, 2017). Para mulheres, deve-se evitar,
sempre que possivel, a coleta durante o periodo menstrual e nos dias imediatamente
anteriores e posteriores, a fim de evitar contaminacdo por células sanguineas
provenientes da menstruagdo. A coleta inadequada pode levar a contaminagao da
amostra com secrec¢des e células (do epitélio renal ou hemacias), ao ponto de
comprometer a analise microscopica da urina, e principalmente, a contagem dos

elementos e a identificagao das hemacias dismoérficas (SBPC/ML, 2018).

4.3 METODOLOGIAS DE ANALISE DO SEDIMENTO

Desde os primeiros relatos sobre dismorfismo eritrocitario, descritos por
Birch e Fairley ha 4 décadas, a microscopia de contraste de fase parece ser a
principal metodologia empregada pelos laboratorios na analise morfolégica das
hemacias (BIRCH; FAIRLEY, 1979; FAIRLEY; BIRCH, 1982). Porém, cada
laboratério determina sua rotina e metodologia de analise, e é fundamental que
sejam padronizados todos os procedimentos envolvidos, tanto no preparo quanto na
avaliagdo microscopica das amostras, pois assim a precisdo e a reprodutibilidade
dos resultados aumentam (BRUNZEL, 2013; MUNDT; SHANAHAN, 2012; KOURI et
al., 2000; SBPC/ML, 2017; STRASINGER; DI LORENZO, 2009). E importante
ressaltar que nenhum dos estudos relacionou ou mencionou a correlagéo de todos
os achados nos exames de urina fisicos e quimicos com os resultados da

microscopia do sedimento, e como ja foi citado anteriormente (tépico 1.2.1), isto é
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necessario para certificar a precisdo dos resultados (STRASINGER; DI LORENZO,
2009). Contudo, a maioria dos artigos incluidos nesta revisdo discutiram acerca da
preparagao da amostra e metodologia de analise para realizagao da microscopia do
sedimento urinario. Na Tabela 2 encontra-se o resumo das metodologias de

preparacao e analise das amostras.

Tabela 2 - Resumo das metodologias de preparo e analise da amostra

Centrifugagao Concentragiao Camara de Tipo de
Referéncias
(velocidade/tempo) do sedimento contagem microscopia
Campo claro
NGUYEN, 2003 1800 RPM/10 min 10:1 Nao relata
com coloragao
HEINE et al., Fuchs- Contraste de
2000 RPM/10 min 20:1
2004 Rosenthal fase
NAGAHAMA et
400g/5 min 100:1 Burker-Turk Campo claro
al., 2005
ANDRADE et Fuchs- Contraste de
2000 RPM/5 min 20:1
al., 2006 Rosenthal fase
SILVA et al., Lamina e Campo claro e
1500g/3 min 10:1
2010 laminula contraste de fase
Campo claro de
amostra fresca e
OHSAKI et al.,

e 500g/5 min 10:1 Nao relatado  preparada como
citologia em
base liquida

MARTINEZ et Campo claro e
1500 RPM/5 min 20:1 Nao relatado
al., 2014 contraste de fase
KOO et al., Contagem Contraste de
Nao relatado Nao relatado
2016 automatizada fase
DONG et al., Fuchs- Contraste de
377,33 g/10 min 20:1
2016 Rosenthal fase
MARTINEZ-
3 Contraste de
MARTINEZ et 1500 RPM/5 min 10:1 Camara de -
ase
al., 2016 Neubauer
HAMADAH et Contraste de
2000g/5 min 24:1 Nao relatado
al., 2017 fase
Contraste de
Fuchs—
KIM et al., 2019 400g/5 min 20:1 fase e
Rosenthal
automacgao

Fonte: elaborada pela autora (2020)
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O meétodo aplicado nos estudos para a centrifugacao foi diverso, porém, a
maioria centrifugou um volume de 10 mL de urina, com exce¢ao de Hamadah et al.
(2017) que utilizaram um volume de 12 mL. De acordo com Brunzel (2013, p. 160),
Mundt e Shanahan (2012, p. 58) e Strasinger e Di Lorenzo (2009, p. 90) o volume
centrifugado pode variar de 10-15 mL e a SBPC/ML (2017, p. 76) recomenda a
utilizacdo de 10 mL de urina. Quanto a centrifugacado propriamente dita, alguns
estudos relataram a Forga Centrifuga Relativa (FCR) utilizada, que variou de 377, 33
a 2000g durante 3 a 10 minutos (DONG et al., 2016; HAMADAH et al., 2017; KIM et
al., 2019; NAGAHAMA et al., 2005; OHSAKI et al., 2013; SILVA et al., 2010). Outros
estudos relataram as Rotagdes por Minuto (RPM), que variou de 1500 a 2000 RPM
durante 5 a 10 minutos (ANDRADE et al., 2006; HEINE et al., 2004; MARTINEZ et
al., 2014; MARTINEZ-MARTINEZ et al., 2016; NGUYEN, 2003). Koo et al. (2016)
nao descreveu a metodologia de centrifugagéo.

Na literatura, os autores Brunzel (2013, p. 160), Kouri et al. (2000),
Strasinger e Di Lorenzo (2009, p. 90) salientaram que a centrifugacédo de 400g a
4509 por 5min € suficiente para concentrar o sedimento sem danificar os elementos.
A SBPC/ML (2018, p. 76) recomenda, para a analise do dismorfismo eritrocitario, a
centrifugacdo a 400g por 10min. Ja, segundo Mundt e Shanahan (2012, p. 58),
deve-se utilizar uma rotacdo de até 2000 RPM por 5 minutos. Strasinger e Di
Lorenzo (2009, p. 91) destacam que para corrigir a existéncia de diferengas no
didmetro das cabecas de centrifugacao é utilizado o valor de FCR em vez de RPM.
A conversdo entre FCR e RPM pode ser realizada através da seguinte férmula

matematica:

FCR =1,118 x 10°° x raio em centimetros x RPM?

Para fins comparativos, € mais conveniente que seja relatada a FCR.

Depois da centrifugagdo, na maioria dos estudos o sedimento foi
ressuspendido em 1 mL do sobrenadante (MARTINEZ-MARTINEZ et al., 2016,
NGUYEN, 2003; OHSAKI et al., 2013; SILVA et al., 2010). Enquanto Andrade et al.
(2006), Dong et al. (2016), Hamadah et al. (2017), Heine et al. (2004), Kim et al.
(2019) e Martinez et al. (2014) ressuspenderam o sedimento em 0,5 mL e
Nagahama et al. (2005) em 0,1 mL. A SBPC/ML (2017, p. 64) recomenda que o
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sedimento urinario seja ressuspendido em 0,5 mL do sobrenadante. Entretanto, de
acordo com as metodologias empregadas no preparado da amostra, a concentragao
do sedimento urinario pode variar de 12:1 a 30:1 (BRUNZEL, 2013).

Em relagdo as metodologias para a contagem das hemacias, a maioria dos
estudos empregou a microscopia manual. Apenas um estudo empregou automacgao
para a quantificacdo, com a utilizacdo do analisador de urina Sysmex UF-1000i
(KOO et al., 2016). Alguns estudos empregaram camara de contagem Fuchs-
Rosenthal (ANDRADE et al., 2006; DONG et al., 2016; HEINE et al., 2004; KIM et
al., 2019), camara de Neubauer (MARTINEZ-MARTINEZ et al., 2016), camara
Blrker-Turk (NAGAHAMA et al., 2005) e lamina e laminula, em que as células foram
contadas em 10 campos de alta poténcia (400x) (SILVA et al., 2010). Os demais
estudos ndo descreveram a metodologia de analise quantitativa empregada.

A microscopia de campo claro foi utilizada nos trabalhos de Nagahama et al.
(2005) e Nguyen (2003), em que a amostra foi corada pelo método Papanicolau.
Ohsaki et al. (2013) também utilizaram microscopia de campo claro sendo que os
autores compararam os resultados obtidos na microscopia de campo claro com os
obtidos na microscopia da amostra preparada com citologia em base liquida usando
os protocolos SurePath™ (Becton Dickinson), em que a amostra foi corada pelo
método Papanicolau e fixada em etanol 95%. A microscopia de contraste de fase foi
empregada nos trabalhos de Andrade et al. (2006), Dong et al. (2016), Hamadah et
al. (2017), Heine et al. (2004), Koo et al. (2016) e Martinez-Martinez et al. (2016).
Nos estudos de Martinez et al. (2014) e Silva et al. (2010) as amostras foram
analisadas nas duas modalidades (campo claro e contraste de fase) e no de Kim et
al. (2019) foi utilizada microscopia de contraste de fase e os resultados foram
comparados com os do autoanalisador de urina Sysmex UF-1000i.

A microscopia mais acessivel e frequentemente utilizada no laboratério
clinico é a de campo claro. A desvantagem dessa microscopia é a dificuldade de
identificacdo dos elementos de baixo indice de refragcdo e pouco detalhamento das
células, o que pode levar a uma subestimacdo da hematuria (FOGAZZI,
DELANGHE, 2018; STRASINGER; DI LORENZO, 2009). Porém, é possivel obter o
contraste adequado para a visualizagdo desses elementos diminuindo a intensidade

da luz com fechamento parcial do diafragma e ajuste descendente do condensador,
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além do ajuste constante do parafuso micrométrico para visualizar elementos em
planos focais distintos (MUNDT; SHANAHAN, 2012).

Por outro lado, a microscopia de contraste de fase permite melhor
visualizagdo dos componentes com baixa refracdo ou translucidos, como cilindros
hialinos, muco e hemacias, mas € um equipamento de elevado custo (BRUNZEL,
2013; KOURI et al, 2000; MUNDT; SHANAHAN, 2012; SBPC/ML, 2017;
STRASINGER; DI LORENZO, 2009). Para analise do dismorfismo eritrocitario, a
Sociedade Brasileira de Patologia Clinica/Medicina Laboratorial (2017) indica o uso
da microscopia de contraste de fase, a qual é também considerada essencial pelo
European Urinalysis Guidelines (KOURI et al., 2000), visto que proporciona uma
visualizacdo mais detalhada das hemacias. Birch e Fairley (1979) utilizaram a
microscopia de contraste de fase em seu primeiro estudo sobre dismorfismo
eritrocitario e, posteriormente, em 1982, enfatizaram novamente o uso dessa
metodologia, o que foi corroborado por outros estudos (FASSETT; HORGAN;
MATHEW, 1982; KOHLER; WANDEL; BRUNK 1991).

Entretanto, uma revisdo bibliografica recente sobre a microscopia do
sedimento urinario revelou que nos atlas e nas monografias de sedimento urinario,
publicadas na lingua inglesa, no periodo de 2008 a 2018, as imagens obtidas
através de microscopia de campo claro predominam nas publicagdes com
porcentagens que variam de 86% até 96%. Esses dados demonstram que a
microscopia de contraste de fase ndo € tdo amplamente utilizada. Segundo os
autores, isso se deve ao fato de que muitos profissionais desconhecem a utilidade
do contraste de fase e, além disso, o elevado custo do equipamento muitas vezes
impede a sua aquisicdo (FOGAZZI; DELANGHE, 2018).

Nesta revisdo, dois trabalhos compararam a performance da microscopia de
campo claro e da microscopia de contraste de fase para identificagdo de eritrocitos
dismorficos. O estudo brasileiro de Silva et al. (2010) avaliou a porcentagem de
hemacias dismorficas utilizando os dois tipos de microscopia. Os autores definiram
pontos de corte especificos (porcentagem de hemacias dismorficas para diagnédstico
de hematuria glomerular) para cada método considerando a melhor taxa de
especificidade e sensibilidade, ainda, analisaram a capacidade dos dois tipos de
microscopia em diferenciar a origem da hematuria através da andlise das curvas

ROC (Receiver-Operator Curve). Os resultados indicaram que ambas as
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metodologias de analise microscopica apresentam uma boa performance para
identificacao de hemacias dismorficas no sedimento urinario.

Outro estudo brasileiro também comparou a microscopia de contraste fase e
de campo claro na avaliagdo do dismorfismo eritrocitario, realizado por Martinez et
al. (2014). Os autores avaliaram a porcentagem total de eritrocitos dismorficos, a
porcentagem de acantdcitos (hemacias em forma de rosca com bolhas na superficie)
e a porcentagem de hemacias em formato de rosca utilizando os dois tipos de
microscopia. Tanto as analises por microscopia de campo claro quanto por contraste
de fase foram efetivamente capazes de discriminar a origem da hematuria. Quando
avaliado por microscopia de campo claro, o dismorfismo eritrocitario total apresentou
os melhores resultados discriminatorios para a origem da hematuria. Ja para a
microscopia de contraste de fase foram os acantécitos que tiveram o melhor poder
discriminatério em relagdo a origem da hematuria. Sendo assim, tanto a microscopia
de campo claro quanto a microscopia de contraste de fase podem ser consideradas
metodologias adequadas para avaliagdo do dismorfismo eritrocitario.

Nguyen (2003) utilizou exame citologico de wurina, com coloragédo
Papanicolau para avaliar o dismorfismo eritrocitario em 174 pacientes com doenga
glomerular confirmada por bidpsia, e concluiu ser possivel avaliar tanto acantécitos
quanto cilindros hematicos com essa metodologia e que com estes marcadores é
possivel diferenciar doenga glomerular de nao glomerular. Entretanto, sobre a
utilizacdo de coloragéo para analise do dismorfismo eritrocitario na microscopia de
campo claro, muitos autores nao indicam coloragcao para este propésito (BRUNZEL,
2013; KOURI et al.,, 2000; MUNDT; SHANAHAN, 2012; STRASINGER; DI
LORENZO, 2009). Fogazzi e Delanghe (2018) também n&o indicam e ainda
demonstram preocupacao com sua utilizagao porque introduz um procedimento pré-
analitico adicional potencialmente exposto a erros e, além disso, devido a
permeabilidade seletiva das membranas das células vivas, estas ndao podem ser
coradas, levando a resultados falso-negativos.

Ohsaki et al. (2013), como mencionado anteriormente, utilizou microscopia
de campo claro, onde foram avaliados sedimentos urinarios frescos e de amostras
preparadas por citologia em base liquida, em que houve coloracdo da amostra pelo
método Papanicolau. Os autores observaram que a sensibilidade dos eritrocitos

irregulares, eritrocitos em formato de alvo e acantdcitos para doenga glomerular foi
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menor quando utilizadas as |aminas de citologia do que na analise do sedimento
fresco. Ja a especificidade foi igualmente alta para ambas as metodologias de
preparo da amostra. Os autores concluiram que o emprego da citologia de base
liquida para a preparacdo das amostras de urina para analise microscépica € util
para a analise morfolégica dos eritrocitos no diagndstico das doengas glomerulares,
entretanto, ndo é indicada para analise de hemacias em formato de alvo e
acantocitos.

A automagédo esta cada vez mais presente no dia a dia dos laboratoérios de
grande demanda, e também esta sendo utilizada para realizagdo do exame de urina
de rotina, ja que é eficiente e melhora o fluxo de trabalho eliminando etapas do
processo manual e transcricdo de resultados (SBPC/ML, 2017, p. 128). A recente
publicagdo de Kim e colaboradores (2019) investigou a aplicagdo clinica do
analisador automatizado de particulas da urina UF-1000i (Sysmex, Kobe, Japao),
que combina impedancia e citometria de fluxo, para detectar a presenca de
eritrocitos dismorficos, comparando com microscopia de contraste de fase. Ambas
as metodologias de analise se mostraram efetivas em discriminar a origem da
hematuria, apresentado valores similares de sensibilidade, especificidade e area sob
a curva (Area Under the Curve — AUC-ROC). Entretanto, o uso da automacgédo néo
exclui a demanda de profissionais qualificados e experientes, ja que é necessario
fazer a revisao dos resultados e realizacdo da analise manual eventualmente, como
em caso de manutengéo do aparelho (SBPC/ML, 2017, p. 128).

Nos estudos incluidos na revisdo, o exame microscopico da urina foi
realizado por um ou mais profissionais treinados. Silva et al. (2010) contaram com
examinadores diferentes para cada método de microscopia (microscopia de campo
claro e microscopia de contraste de fase). Ja no estudo de Hamadah et al. (2017)
um segundo técnico verificou os casos questionaveis e no de Kim et al. (2019) foram
utilizadas as médias dos resultados de dois profissionais como dados finais. E, no
estudo de Ohsaki et al. (2013), o exame microscopico de campo claro foi realizado
por trés autores. Considerando que pode existir uma baixa reprodutibilidade dos
resultados interobservadores, destaca-se a importancia da analise de dismorfismo
eritrocitario ser realizada por um profissional bem treinado para garantir a
identificacdo adequada das hemacias normais e dismorficas, independente da
metodologia utilizada (KOURI et al., 2000, p. 64; SBPC/ML, 2017, p. 75).
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4.4 O PAPEL DO DISMORFISMO ERITROCITARIO NO DIAGNOSTICO DAS
DOENCAS GLOMERULARES

De modo geral, todos os estudos incluidos nesta revisao consideraram que a
analise do dismorfismo eritrocitario € uma importante ferramenta para o diagndstico
de doencga glomerular. A Tabela 3 reune alguns dados dos trabalhos selecionados,
como os valores de sensibilidade e especificidade obtidos para diferentes valores de
referéncia para dismorfismo eritrocitario para predizer a origem da hematuria. Abaixo
serao também abordados de maneira descritiva os principais achados dos estudos
referentes ao papel do dismorfismo eritrocitario no diagnéstico das glomerulopatias.

Em 2003 Nguyen investigou o exame citolégico urinario na doenca
glomerular em 174 pacientes e concluiu que a presenga de cilindros hematicos
abundantes ou numerosas células G1/acantocitos (10-80%) sao marcadores
confiaveis para hematuria glomerular. Neste estudo, em 130 pacientes que
apresentaram células G1, a razdo entre células G1 pelo numero total de eritrocitos
(células G1/total de eritrocitos) foi de 80% em 58 pacientes, 50% em 29 pacientes,
20% em 28 pacientes e 12 % em 15 pacientes. Ainda, neste estudo as principais
doengas glomerulares avaliadas foram nefropatia por IgA, glomerulonefrite
membranoproliferativa e nefrite lupica, sendo que estas trés doencas se
correlacionaram com a presenga de abundantes células G1 e raros cilindros
hematicos.

O estudo de Ohsaki e colaboradores (2013) avaliou se o dismorfismo
eritrocitario era capaz de determinar a origem da hematuria em amostras preparadas
com a técnica de citologia em base liquida. Para isso, os autores compararam os
resultados obtidos em amostras frescas com amostras preparadas por esse método.
Os autores relataram sensibilidade e especificidade de 100% para hematuria
glomerular, quando considerado como valor de referéncia =220% de hemacias
dismoérficas, em amostras analisadas frescas. Ja para amostras preparadas com a
técnica de citologia em base liquida, a sensibilidade e a especificidade cairam para
87,5% e 30%, respectivamente, considerando o mesmo limite de eritrocitos

dismoérficos. Por outro lado, considerando como valor de referéncia =21% de
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hemacias em formato de alvo ou 21% de acantdcitos, o estudo obteve sensibilidade
de 100 e 87,5 %, respectivamente, com especificidade de 100% para ambos os tipos
celulares, em amostras frescas. Considerando esse mesmo critério, a sensibilidade
foi reduzida para 81,3% e 46,9% para eritrocitos em alvo e acantdcitos,
respectivamente, em amostras preparadas pelo método citolégico. Baseados nesses
dados, os autores concluiram que o dismorfismo eritrocitario € capaz de detectar a
origem da hematuria e que € possivel utilizar a citologia de base liquida para
avaliacdo da porcentagem de eritrécitos dismorficos, porém, para os acantocitos, a
sensibilidade é bastante reduzida ao utilizar esta metodologia, o que pode
comprometer a analise.

Nagahama e colaboradores (2005) estudaram acantécitos e cilindros no
diagnostico da hematuria glomerular, utilizando a microscopia de campo claro. Ao
analisarem amostras de urina de 45 pacientes com doenga glomerular comprovada
por bidépsia, notaram que todos os pacientes com acantocitos continham também
cilindros celulares na urina, sendo que 12 pacientes apresentaram cilindros
hematicos. Também perceberam que a proporcdo de acantécitos se correlacionava
com os niveis de proteinuria, hematuria e concentragdo de albumina e NAG (N-
acetil-B-D-glicosaminidase, um marcador de lesdo renal). Outro dado interessante
desse estudo é que a proporgao de acantdcitos na nefropatia por IgA foi maior do
que em qualquer outra doenga glomerular. Estes mesmos autores analisaram outros
303 pacientes e determinaram a sensibilidade e a especificidade para a presenca de
acantocitos, cujos resultados foram 46% e 99%, respectivamente. Entretanto, os
autores nao relataram os valores de referéncia para acantécitos considerados para
discriminar a origem da hematuria, analisaram a sensibilidade e especificidade
baseados na presencga ou auséncia de acantdcitos.

Em um estudo recente, Koo et al. (2016) analisaram 411 pacientes, 48 com
doenca glomerular, e consideraram como ponto de corte a porcentagem de
dismorfismo eritrocitario 240%. Para esse valor de referéncia adotado, os autores
encontram uma sensibilidade de 63,7% e especificidade de 72,7%, cuja AUC-ROC
foi de 0,65. Ainda, avaliaram a AUC-ROC para proteinuria, e o valor obtido foi de
0,77. Com estes dados, concluiram que a porcentagem de hemacias dismorficas
possui poder de predizer doencas glomerulares e que, quando avaliada

concomitantemente com a proteinuria, € ainda mais sugestivo de doenga glomerular.



44

As doencgas que apresentaram maior numero de individuos com 240% de eritrécitos
dismorficos foram a Doenga Renal Cronica e nefropatia por IgA.

Outro estudo que avaliou a porcentagem de eritrécitos dismoérficos
combinado a proteinuria como marcador de doenga glomerular foi o de Hamadah et
al. (2017). Neste estudo, foram avaliados 482 pacientes, 372 com doenga glomerular
e o0s demais possuiam doengas renais nao glomerulares. Considerando a
porcentagem de eritrocitos dismorficos 225% foi obtido valor de sensibilidade de
20,4% e especificidade de 96,3% para a presenga de doenga glomerular. Ja a
presenca de 225% de eritrocitos dismorficos combinado com proteinuria (>1000 mg)
apresentou menor sensibilidade (17,1%), porém maior especificidade (98,2%) em
relacdo ao dismorfismo eritrocitario isolado. J4 quando os autores consideraram a
hematuria como um preditor de doencga glomerular, foi observado que a presenga de
mais de 3 hemacias por campo de alta poténcia apresentou maior sensibilidade
(62,2%), porém, menor especificidade (65,2%) para detectar doenga glomerular. Por
outro lado, quando a hematuria (>10 hemacias por campo de alta poténcia) foi
combinada com a proteinuria (>1000 mg), a sensibilidade foi diminuida (26,8%) e a
especificidade foi aumentada (92,7%). Esses dados indicam que a presencga de
225% de hemacias dismoérficas na urina, apesar de ser especifico para doengas
glomerulares, mostrou-se pouco sensivel, quando comparado com outras doengas
renais ndo glomerulares. E além disso, a presenca de proteinuria combinada com o
dismorfismo eritrocitario ou com a hematuria, aumenta a especificidade para
doencas glomerulares. As doengas glomerulares que apresentaram maior numero
de pacientes com eritrocitos dismorficos 225% foram glomerulonefrite pauci-imune,
nefropatia por IgA, glomerulonefrite membranosa e nefrite lupica. Os autores
também destacaram que o achado de dismorfismo 225% foi incomum no estudo
(apenas 15,8% dos pacientes estudados apresentaram essa porcentagem), mas foi
relativamente mais comum que cilindros hematicos (encontrados em apenas 2,7%
dos pacientes).

Como ja citado anteriormente (tépico 4.3), Silva e colaboradores (2010)
avaliaram a porcentagem de eritrocitos dismorficos totais utilizando microscopia de
campo claro e contraste de fase. Os melhores pontos de corte foram definidos
baseados na sensibilidade e especificidade para cada metodologia. Para a

microscopia de campo claro o ponto de corte considerado foi 40% de dismorfismo
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eritrocitario, com 90% de sensibilidade e 100% de especificidade. Ja para a
microscopia de contraste de fase o ponto de corte foi de 30% com sensibilidade de
95% e especificidade de 100%. A AUC-ROC para a microscopia de campo claro foi
de 0,96 e para a microscopia de contraste de fase foi de 0,99, indicando uma
excelente performance diagnostica do dismorfismo em ambas as microscopias.
Neste estudo, a nefropatia por IgA foi a doenca glomerular mais frequente entre os
pacientes. Com estes dados, os autores concluiram que a porcentagem de
eritrocitos dismorficos € capaz de diferenciar doenca glomerular de ndo glomerular e
que a microscopia de campo claro pode substituir a microscopia de contraste de fase
quando esta nao estiver disponivel.

O trabalho de Martinez et al. (2014) analisou a porcentagem de dismorfismo
eritrocitario e a porcentagem de acantocitos e de hemacias em formato de rosca na
microscopia de campo claro e de contraste de fase. Para isso, os autores dividiram
0s pacientes aleatoriamente em dois grupos (derivacdo e validacdo). Para a
microscopia de campo claro, a porcentagem de eritrocitos dismorficos 222% foi o
melhor ponto de corte e melhor pardmetro para determinar a origem da hematuria
(sensibilidade de 90% no grupo derivagdo e 78% no grupo validagédo; e
especificidade de 88% e de 84% para cada grupo, respectivamente). Na microscopia
de contraste de fase os acantocitos melhor determinaram a origem da hematuria,
cujo ponto de corte foi de 27% (com sensibilidade de 92% no grupo derivagao e 96%
no grupo validagdo, e especificidade de 85% e de 87% para ambos os grupos,
respectivamente). Assim, os autores concluiram que tanto a microscopia de campo
claro quanto a microscopia de contraste de fase podem ser utilizadas para
determinar hematuria de origem glomerular. Neste estudo, a glomerulopatia mais
frequente também foi a nefropatia por IgA.

Kim et al. (2019) investigaram se era possivel utilizar a automagao para
analise de dismorfismo eritrocitario e determinaram o ponto de corte ideal para esta
metodologia comparando com a microscopia de contraste de fase. O equipamento
automatico utilizado foi o UF-1000i (Sysmex, Kobe, Japéo). Os resultados obtidos
para microscopia de contraste de fase foram: ponto de corte ideal >6,7% de
eritrocitos dismorficos com sensibilidade de 74,5% e especificidade de 73,2%. Em
relagdo ao analisador automatico o ponto de corte ideal foi de >40,5% de eritrécitos

dismorficos, o qual apresentou sensibilidade de 70,2% e especificidade de 76,8%.
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As AUC-ROC para os pontos de corte ideais foram de 0,771 para microscopia de
contraste de fase e 0,745 para o analisador automatico. Esses resultados indicam
que ambas as metodologias possuem acuracia diagnostica semelhante para
determinar doenga glomerular e por isso, o analisador UF-1000i pode ser utilizado
para identificar a origem da hematuria. A glomerulopatia mais presente neste estudo
também foi a nefropatia por IgA.

A relagdo entre hemacias dismorficas e nefropatia diabética foi objeto de
pesquisa de 3 publicagdes incluidas nesta revisdo. Heine et al. (2004) notaram, ao
estudar 131 pacientes (68 com nefropatia diabética, 43 com glomerulonefrites e 20
controles, sem doencas renais nem diabetes), que a presenca de acantdcitos € um
achado incomum em pacientes diagnosticados com nefropatia diabética, utilizando
microscopia de contraste de fase. Dentre estes pacientes com nefropatia diabética,
62% apresentaram hematuria (=8 hemacias/pul de urina), 9% apresentaram
hematuria com acantdcitos 22% e 4% apresentaram hematuria com acantécitos
25%, enquanto que no grupo com glomerulonefrites a porcentagem de pacientes
que apresentaram estes parametros foi de 84%, 44% e 40%, respectivamente e,
para o grupo controle, foi de 20%, 10% e 0%, respectivamente. Com estes dados, os
autores concluiram que em pacientes diabéticos com proteinuria, o achado de
acantociuria aponta para glomerulopatias nao diabéticas e, neste caso, a bidpsia
renal deve ser considerada. Nao foi encontrada diferencga significativa na prevaléncia
de cilindros entre nefropatia diabética e glomerulonefrites. A acantociuria neste
estudo foi mais frequente na nefropatia por IgA e na glomerulonefrite proliferativa
mesangial.

O préximo trabalho a ser discutido é o brasileiro publicado em 2006, de
Andrade e colaboradores, que investigaram a presenga de acantécitos na nefropatia
diabética e na nefropatia hipertensiva utilizando microscopia de contraste de fase.
Eles consideraram que a hematuria era de origem glomerular quando a amostra
possuia acantdcitos >5%, mas também avaliaram porcentagens inferiores a esse
valor. No grupo de pacientes com nefropatia diabética (n=18) 11,11% apresentaram
<2% de acantdcitos e 38,89% apresentaram 2-4% de acantdcitos; no grupo com
nefropatia hipertensiva (n=16) 56,25% apresentaram <2% de acantécitos e 12,25%
apresentaram de 2-4% acantdcitos; no grupo com glomerulonefrites (n=43) 32%

tinham <2% de acantdcitos, 20% tinham 2-4% e 48% tinham acantocitos >5%.
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Dentre os pacientes do grupo controle (n=43), apenas 3 apresentaram acantoécitos
<5%. Os autores deste estudo chegaram a mesma conclusdo que Heine et al.
(2004) para a nefropatia diabética e observaram que isto se repete para a nefropatia
hipertensiva, ou seja, quando ha uma porcentagem superior a 5% de acantécitos
nesses pacientes, este achado indica a presengca de uma outra doenga glomerular
diferente da nefropatia diabética ou hipertensiva. Neste estudo, a doenga glomerular
mais frequente foi novamente a nefropatia por IgA.

O estudo de Dong et al. (2016), também utilizando microscopia de contraste
de fase, avaliou amostras de 198 pacientes com diagnostico de diabetes tipo 2, dos
quais, 61 apresentavam nefropatia diabética e 137 tinham doenca renal nao
diabética. Os parametros avaliados para predizer doenga renal nao diabética foram a
presenca de hematuria e o dismorfismo eritrocitario. Foi considerada hematuria
glomerular quando havia >80% de eritrocitos dismorficos. Para este ponto de corte
foram obtidos valores de sensibilidade e especificidade de 25% e 97%,
respectivamente. Ja quando considerada a hematuria, os valores de sensibilidade e
especificidade encontrados foram de 44% e 69% para hematuria >3 hemacias por
campo de alta poténcia e de 17% e 93% para hematuria >10 hemacias por campo
de alta poténcia, respectivamente. A presenca de >80% de eritrécitos dismorficos foi
frequente na nefropatia por IgA e glomerulonefrite membranosa. Ainda sobre este
parametro, apenas 3,3% dos pacientes com nefropatia diabética apresentaram
>80% de eritrécitos dismorficos, enquanto que nos pacientes com doenca renal ndo
diabética, 24,8% apresentaram essa porcentagem de hemacias dismorficas na urina.
A hematuria >10 hemacias por campo esteve presente em 6.6% dos pacientes com
nefropatia diabética, e em 16,8% dos pacientes com doencga renal ndo diabética.
Com isso, tanto a hematuria (>10 hemacias por campo) quanto a presenga de
hemacias dismoérficas sdo mais frequentes em doencas renais nao diabéticas. Os
autores destacaram, ao concluir o estudo, que a hematuria glomerular é rara em
pacientes com nefropatia diabética e sugerem a realizagdo de bidpsia renal em
pacientes que possuirem nefropatia diabética, proteinuria e >80% de dismorfismo.

A aplicacdo do dismorfismo eritrocitario para predizer estagios da
glomerulopatia secundaria nefrite lUpica foi investigada por Martinez-Martinez et al.
(2016) com o uso da microscopia de contraste de fase. Essa complicagdo acomete

entre 30 a 80% dos pacientes com lupus eritematoso sistémico (BARROS et al.,
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2014) e pode ser classificada histologicamente em 6 classes, divididas em
proliferativas e nao proliferativas. As classes proliferativas (lll e IV) necessitam de
tratamento diferenciado e apresentam pior prognéstico do que as outras classes.
Martinez-Martinez e colaboradores (2016) analisaram o sedimento urinario para
encontrar qual o elemento que poderia distinguir as classes proliferativas das nao
proliferativas da nefrite lupica. Para isso, analisaram amostras de 51 pacientes com
nefrite lupica que tiveram suas classes histolégicas comprovadas por bidpsia,
observando as diversas formas das hemacias na urina. Os pacientes com
diagnostico para as classes proliferativas da nefrite lupica apresentaram os maiores
numeros de hemacias e acantdcitos no sedimento urinario, em comparagao aos
pacientes que apresentavam as outras classes da doenga. Quando considerado o
parametro hematuria, o ponto de corte com étima sensibilidade para eritrocitos foi de
4,6x10%/mL (sensibilidade de 94% e especificidade de 61%), e o ponto de corte com
otima especificidade foi de 26,9x10%/mL (sensibilidade de 60,6% e especificidade de
94%). Para os acantécitos, o melhor ponto de corte foi 3,34x10%/mL, com
sensibilidade igual a 85% e especificidade de 67%. Para estes mesmos parametros
foi realizada a analise de curvas ROC para avaliar a capacidade de predizer as
classes proliferativas da nefrite lupica, na qual foram encontradas AUC-ROC igual a
0,83 para eritrécitos normais e 0,81 para acantécitos. Com isso, os autores
perceberam que com o uso dos parametros hematuria e acantociuria € possivel
estabelecer um diagndstico precoce de classes proliferativas da nefrite Iupica,
podendo indicar o inicio rapido do tratamento antes mesmo da bidpsia renal ou em
situagcdes em que ela ndo pode ser realizada.

Ao analisar os resultados dos trabalhos incluidos nesta revisdo, observa-se
que nos ultimos 20 anos continua a controvérsia quanto ao valor de referéncia do
dismorfismo eritrocitario para identificar a origem da hematuria, variando de >6,7%
(KIM et al., 2019) a >80% (DONG et al., 2016), cuja a média foi de >33,2% (Tabela
3). Esta média é condizente com o valor de referéncia adotado pela SBPC/ML
(2017) para dismorfismo eritrocitario (240%). Em relagdo aos acantoécitos, este
parametro foi menos utilizado nos estudos do que o dismorfismo eritrocitario no
geral. Para acantdcitos os valores de referéncia variaram de 21% a 27% (Tabela 3).
O valor de referéncia para acantécitos empregado pela SBPC/ML (2017) é de 25%,

sendo um pouco mais elevado que a média encontrada na revisao (>3,5%). Em
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relagdo aos valores de sensibilidade e especificidade para hemacias dismorficas, os
mesmos variaram de 20,4 a 100% e de 30 a 100%, respectivamente. Quando
considerada a porcentagem de acantécitos a sensibilidade variou de 46 a 96% e a
especificidade variou de 82 a 100% (Tabela 3). Ambos os parametros de
dismorfismo (porcentagem de hemacias dismorficas e porcentagem de acantécitos)
se mostram geralmente mais especificos que sensiveis para identificar a hematuria

glomerular.

Tabela 3 - Critérios de dismorfismo eritrocitario e valores de sensibilidade e
especificidade para diagndstico de hematuria glomerular
(continua)
Critério de

Referéncias Sensibilidade | Especificidade | Metodologia
dismorfismo

Microscopia de

NGUYEN, 2003 10-80%* Nao informado
campo claro
= 2% de acantdcitos Microscopia de
HEINE et al., 2004 Nao informado contraste de
= 5% de acantdcitos
fase
NAGAHAMA et al., ) Microscopia de
= 1% de acantdcitos 46% 99%
2005 campo claro
Microscopia de
ANDRADE et al., 2006 | > 5% de acantdcitos Nao informado contraste de
fase
40% de eritrocitos Microscopia de
o 90% 100%
dismorficos campo claro
SILVA et al., 2010 Microscopia de
30% de eritrocitos
95% 100% contraste de
dismorficos
fase

2 20% de eritrocitos
o 100% 100%
dismorficos
OHSAKI et al., 2013 2> 1% de eritrécitos
em forma de alvo

2 1% de acantoécitos 87,5% 100%

Microscopia de
100% 100% campo claro
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Tabela 3 - Critérios de dismorfismo eritrocitario e valores de sensibilidade e

especificidade para diagndstico de hematuria glomerular

Referéncias

OHSAKI et al., 2013

MARTINEZ et al., 2014

KOO et al., 2016

DONG et al., 2016

MARTINEZ-MARTINEZ
et al., 2016**

HAMADAH et al., 2017

KIM et al., 2019

Critério de
dismorfismo
2 20% de eritrocitos
dismorficos
2 1% de eritrocitos
em forma de alvo
2 1% de acantocitos
222% de eritrécitos

dismorficos
26% de acantdcitos

241% de eritrocitos

dismorficos
27% de acantdcitos

240% eritrocitos
dismorficos
>80% de eritrocitos
dismorficos
3,34x104/mL de
acantocitos
225% de eritrocitos
dismorficos
225% de eritrocitos

dismorficos +

proteinuria >1000mg

>6,7% de eritrécitos
dismorficos
>40,5% de
eritrécitos

dismorficos

Sensibilidade | Especificidade

87,5% 30%
81,3% 100%
46,9% 100%
GD =90% GD =88%
GV =78% GV = 84%
GD =85% GD =82%
GV = 85% GV = 84%
GD =82% GD =82%
GV =78% GV =93%
GD =92% GD =85%
GV = 96% GV =87%
63,7% 72,7%
25% 97%
85% 67%
20,4% 96,3%
17,1% 98,2%
74,5% 73,2%
70,2% 76,8%

Fonte: elaborada pela autora (2020)

(concluséao)
Metodologia

Microscopia de
campo claro —
laminas de
citologia de

base-liquida

Microscopia de

campo claro

Microscopia de

contraste de fase

Microscopia de

contraste de fase

Microscopia de

contraste de fase

Microscopia de

contraste de fase

Microscopia de

contraste de fase

Microscopia de

contraste de fase

Automacéo

Notas: GD - Grupo derivagao, GV - Grupo Validacéo, *valores da raz&o acantécitos/total de

eritrocitos, **dismorfismo para predizer classes proliferativas de nefrite lUpica
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5 CONCLUSAO

A analise do dismorfismo eritrocitario tem sido considerada um bom recurso
para indicar a origem das hematurias desde a sua descrigédo inicial a mais de 4
décadas. Entretanto, como ja destacado, ainda ndo existe um valor percentual
limitrofe de dismorfismo estabelecido para discriminar as hematurias glomerulares
das nao glomerulares. A falta de um valor de referéncia padronizado para o
dismorfismo €& a principal limitacdo encontrada para a ampla utilizacdo deste
parametro por muitos laboratorios clinicos.

Os estudos incluidos nesta revisdo sugerem que o dismorfismo eritrocitario e
0s acantocitos sdo capazes de diferenciar as doengas glomerulares de outras
doencas renais. Os valores de sensibilidade e especificidade foram diferentes em
cada estudo, de acordo com os valores de referéncia adotados, e, geralmente, o
dismorfismo eritrocitario foi mais especifico do que sensivel. Este parametro,
correlacionado com outros resultados do exame de urina, como hematuria,
proteinuria e a presenca de cilindros (especialmente cilindros hematicos), parece ser
uma importante ferramenta para detecgdo de doencga glomerular. Com os dados dos
artigos incluidos nesta revisdo, percebeu-se que ndo sao todas as doencgas
glomerulares que apresentam hemacias dismoérficas. As principais glomerulopatias
caracterizadas pela presenga de dismorfismo eritrocitario foram a nefropatia por IgA
e as glomerulonefrites. O conhecimento acerca da prevaléncia desse parametro nas
diferentes glomerulopatias € de fundamental importancia para o direcionamento do
diagnodstico. Para que seja determinada a prevaléncia de hemacias dismoérficas em
cada doenga glomerular sdo necessarios mais estudos, contemplando pacientes
representativos de cada glomerulopatia. Com esta informacédo, o dismorfismo
eritrocitario pode contribuir ainda mais para o processo diagndstico dessas doencas.

A principal metodologia utilizada pelos artigos incluidos nesta revisao para
analise do dismorfismo foi a microscopia de contraste de fase. Porém, alguns
trabalhos demonstraram ser possivel empregar automagéo e microscopia de campo
claro para este fim. Estes resultados podem colaborar para transpor uma das
limitagbes para a ampla utilizagdo deste parametro nos laboratorios: o custo da
implementagdo da microscopia de contraste de fase, ja4 que a maioria dos autores a

utilizam e recomendam. E necessario que mais estudos sejam realizados com a
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microscopia de campo claro para que esta metodologia possa ser de fato validada e
extensamente reconhecida.

Em relacdo aos valores de referéncia considerados pelos estudos,
observamos que os mesmos variam amplamente. Essas variagdes podem estar
relacionadas as metodologias empregadas para preparagdo das amostras e analise
do sedimento. Vale também destacar que os resultados dos estudos se referem a
pacientes adultos. Estudos com pacientes pediatricos sao também relevantes neste
contexto e devem ser incluidos em investigac¢des futuras.

Ademais, foi possivel perceber que além da falta de consenso na literatura
acerca dos valores de referéncias para o dismorfismo eritrocitario e do elevado custo
da microscopia de contraste de fase, outras limitagcbes importantes na utilizagcédo
desse parametro na rotina laboratorial incluem a falta de treinamento dos
profissionais na identificagdo das hemacias dismorficas e no manuseio dos
equipamentos disponiveis e a variabilidade dos resultados interobservadores.

Por fim, mesmo com as limitacdes supracitadas, a maioria dos autores
continua recomendando sua utilizagcdo para auxiliar no diagnostico das doengas
glomerulares. Ao implementar este parametro na rotina laboratorial, deve ser levado
em consideracao a metodologia de analise para determinar o valor de referéncia a

ser utilizado.
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