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RESUMO

A presenca de bilirrubina direta (BD) na urina pode indicar alteracdes de fungdes hepaticas e
do trato biliar. No Exame Qualitativo de Urina (EQU) ¢ possivel determinar a presenga de
BD na urina, através da utilizagdo de tiras reagentes. Porém, esse método apresenta diversos
interferentes que favorecem a frequéncia de resultados falsos positivos. O objetivo do estudo
foi validar um método confirmatério para bilirrubina urindria, realizando a comparagdo de
trés métodos: teste de Fouchet, o teste do lugol e a dosagem da BD urindria por ensaio
colorimétrico. Foram incluidos 60 pacientes que apresentaram resultado positivo para
bilirrubina no EQU e que tinham dosagem de bilirrubina total (BT) sérica. O método
considerado referéncia foi o Fouchet. A concordancia entre os métodos foi avaliada pelo teste
Kappa. O Fouchet foi reagente para 18,3% das amostras, o teste do lugol para 10% e a
dosagem de BD por ensaio colorimétrico foi positiva para 26,7%. Os trés métodos
apresentaram uma forte concordancia, porém a dosagem colorimétrica de BD foi onde
obtivemos o maior valor de Kappa = 0,76. O ponto de corte de maior acuricia para um
resultado positivo na dosagem de BD urinaria foi de 1,2 mg/dL (AUC = 0,985 95% CI: 0,961
- 1,000; p < 0,001), apresentando sensibilidade de 90,9% e especificidade de 93,9%. Em
relagdo a cor da urina, 100% das amostras amarelas e 95% das ambares foram falsos
positivas. Neste estudo, encontramos uma alta propor¢do de resultados falsos positivos para
bilirrubina urindria, o que demonstra a necessidade de um método confirmatorio. A dosagem
da BD na urina pode ser um método de escolha naquelas amostras com cor diferente de

amarela e que ndo tenham dosagem sérica de bilirrubina total.

Palavras-chave: bilirrubinuria; bilirrubina direta; tiras reagentes; exame qualitativo de urina.



ABSTRACT

The presence of direct bilirubin (DB) in the urine may indicate changes in liver and biliary
tract functions. In the urinalysis test (UT) it is possible to determine the presence of DB in the
urine, through the use of reagent strips. However, this method has several interferences that
foment the frequency of false positive results. The aim of the study was to validate a
confirmatory method for urinary bilirubin, comparing three methods: Fouchet's test, Lugol's
test and measure of urinary DB by colorimetric assay. Sixty patients who had a positive result
for bilirubin in the UT and who had total serum bilirubin (TSB) measurement were included.
The method considered as reference was Fouchet. Agreement between methods was assessed
using the Kappa test. The Fouchet was reactive for 18.3% of the samples, the Lugol test for
10% and the DB dosage by colorimetric assay was positive for 26.7%. The three methods
developed a strong level of agreement, but the colorimetric dosage of DB was where we
obtained the highest Kappa value = 0.76. The most accurate cutoff point for a positive result
in DB measurement was 1.2 mg/dL (AUC = 0.985 95% CI: 0.961 - 1.000; p <0.001), with a
sensitivity of 90.9% and specificity of 93.9%. Regarding urine color, 100% of yellow and
95% of amber samples were false positives. In this study, we found a high proportion of false
positive results for urine bilirubin, which demonstrates the importance of a confirmatory
method. The measurement of DB in the urine can be a method of choice in those specimens

with a color other than yellow and that do not have total serum bilirubin dosage.

Key-words: bilirubinuria; direct bilirubin; reagent strips; urinalysis test.



1. INTRODUCAO

A bilirrubina ¢ um produto obtido a partir da degradagao da hemoglobina e em alguns
processos patologicos pode ser excretada na urina, sendo util como um marcador para
doengas hepaticas e biliares (1). A decomposi¢ao do grupo heme presente na hemoglobina
dos eritrocitos da origem a biliverdina, que posteriormente serd convertida em bilirrubina
indireta. A Dbilirrubina indireta ¢ altamente lipossoluvel, e no plasma esta ligada
reversivelmente a albumina. Quando chega ao figado, a bilirrubina ndo conjugada dissocia-se
da albumina e ¢ conjugada com o 4cido glicurénico, resultando na bilirrubina direta. Esta por
sua vez, ¢ soluvel e pode ser excretada pelas vias biliares ou pelos rins, sendo a tnica forma
encontrada na urina (1,2).

Em condi¢des normais, a determinag¢do de bilirrubina na urina é negativa, portanto,
sua presenca ¢ exclusivamente patologica (3). Sua deteccdo indica a presenca de doengas
hepaticas ou da bile, sugerindo a necessidade de investigagdo (4,5). O rastreamento de
bilirrubina urindria pode ser utilizado com o objetivo de realizar uma triagem da funcao
hepética e do trato biliar, a fim de detectar precocemente uma condi¢do patoldgica. A partir
de um resultado positivo para bilirrubina urinéria, pode ser solicitado um painel de fungdes
hepaticas, como aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), fosfatase
alcalina (FAL), gama glutamil transferase (GGT) e bilirrubina total (BT), apresentando uma
boa relagao custo-beneficio (6).

A determinagdo de bilirrubina urindria ¢ realizada através do teste da tira reagente no
Exame Qualitativo de Urina (EQU).

O EQU ¢ um exame laboratorial de rotina, muito solicitado devido a sua vasta
capacidade de fornecer informagdes importantes sobre o trato urinario, auxiliando no
diagnédstico de doengas renais e em alguns casos de doencas sistémicas e metabolicas como
diabetes mellitus, acidose metabdlica e doengas hepaticas. Além disso ¢ um exame rapido,
seguro, de facil coleta da amostra, minimizando o desconforto ao paciente (4).

Dessa maneira, o EQU pode ser considerado um exame de triagem de ampla
utilizagdo, tanto em nivel emergencial quanto ambulatorial, auxiliando no diagndstico,
acompanhamento e monitoramento clinico e terapéutico (5).

Como ja mencionado, a deteccao de bilirrubinuria ¢ feita apenas em uma etapa do
EQU, na analise quimica realizada pela tira reagente. Em casos positivos, ¢ apresentada uma
reacdo de cor avermelhada. Dessa maneira, resultados falsos negativos podem ocorrer, devido

a presenga de acido ascorbico e a exposi¢do prolongada a luz (5), e falsos positivos sdo muito
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comuns, devido a interferentes fisioldgicos ou patologicos, como a coloragdo da amostra, a
presenca do metabdlito indoxilsulfato proveniente da dieta, e a presenga de medicamentos
como rifampicina, clorpromazina, fenazopiridina e etodolaco (5,7,8).

Sendo assim, € necessario diferenciar os resultados positivos para bilirrubina na tira
reagente dos resultados falsos positivos, de modo a comparar com um método de referéncia,
no intuito de definir um método rapido, facil e eficiente para confirmar os resultados

positivos.


https://www.zotero.org/google-docs/?7s5wRe

2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. Metabolismo da bilirrubina e hiperbilirrubinemia

Aproximadamente 85% da bilirrubina formada no organismo ¢ proveniente da
decomposicao dos eritrocitos senescentes, onde a hemoglobina dos eritrdcitos ¢ quebrada em
globina e heme (9,10). Posteriormente, o grupo heme ¢ degradado por um processo
enzimatico de varias etapas, liberando trés componentes: ferro, mondxido de carbono e
biliverdina. Esta, ¢ reduzida em bilirrubina indireta altamente lipossoluvel, que no plasma
estd fortemente ligada as proteinas transportadoras, principalmente a albumina. Esse processo
facilita o transporte para o figado (1).

Nos hepatdcitos, a bilirrubina indireta ou ndo conjugada, ¢ dissociada da albumina,
liga-se a glutationa-S-transferase e ¢ transportada ao reticulo endoplasmaético liso, para
posterior conjugacdo com o dcido glicurdnico. A enzima uridina difosfato-glucuronil
transferase (UGT1A1) adiciona dois glicuronideos a bilirrubina ndo conjugada em reagdes
subsequentes, dando origem a bilirrubina direta ou conjugada (10). A conjugacdo evita a
reabsorcao intestinal e, por ser soltivel, a bilirrubina direta pode ser excretada na urina ou
pelas vias biliares, chegando ao intestino (1,2). No intestino, a bilirrubina direta ou
conjugada, ¢ metabolizada em mesobilirrubina, estercobilinogénio e urobilinogénio, pela
acdo de enzimas intestinais e bacterianas. Boa parte do urobilinogénio é excretado nas fezes.
Uma pequena porg¢ao pode sofrer reabsor¢do pela circulacdo entero-hepatica e ser reexcretado
pelo figado, mas também chegar aos rins e ser excretado na urina (1,4,10).

Os niveis séricos de bilirrubina total sdo, em média, inferiores a 1,0mg/dL. Niveis
acima de 3,0 mg/dL sdo definidos como hiperbilirrubinemia e podem causar a ictericia, que
se caracteriza pela coloragdo amarelada dos tecidos, incluindo a pele, mucosas e tecidos
profundos (10-12).

Os altos niveis de bilirrubina indireta em recém-nascidos ¢ muito comum, pois no
utero, o feto necessita de alta concentragdo de hemoglobina fetal para a oxigenacao através da
placenta. Ao nascer, a necessidade de hemoglobina fetal diminui, levando a um aumento da
degradacao dos eritrocitos e do metabolismo da hemoglobina fetal, gerando acimulo de
bilirrubina ndo conjugada. Esse pico de concentracdo de bilirrubina pode levar a ictericia
neonatal nos primeiros trés a quatro dias de vida, onde depois volta aos niveis normais. E
considerado um fenomeno fisioldgico transitorio (13).

A hiperbilirrubinemia pode ser classificada em duas principais categorias:

hiperbilirrubinemia ndo conjugada e hiperbilirrubinemia conjugada.
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A hiperbilirrubinemia ndo conjugada é ocasionada por desordens hemoliticas,
absor¢ao hepatica prejudicada e distarbios de conjugacdo da bilirrubina, como ocorre na
sindrome de Gilbert e na sindrome de Crigler-Najjar. J4 na conjugada, as principais causas
sao danos hepatocelulares, como hepatites virais ou alcodlica e distirbios colestaticos como
obstrugoes biliares (11,12).

Dessa maneira, nesses processos patologicos como doencgas hepaticas, biliares ou
hemoliticas, os niveis de excre¢do de bilirrubina e urobilinogénio podem ser afetados,
resultando em alteragdes no exame de urina.

Quando ha obstrucdo dos ductos biliares ou quando a funcdo hepatica estd
comprometida, a bilirrubina direta ¢ liberada para a corrente sanguinea. Por ser solivel no
plasma, ela ¢ filtrada pelos glomérulos renais, dessa maneira, quanto mais aumenta sua
concentracdo no sangue, mais aumenta sua excrecao renal (4,8). Isso confere uma cor escura
a urina, caracteristica dos pigmentos biliares (12). Nos distirbios hemoliticos ocorre o
aumento de producdo de bilirrubina indireta. Nesses casos, aumenta a reabsor¢do de
urobilinogénio e consequentemente a excre¢ao renal. A bilirrubina ndo aparece na urina, pois
a fracdo aumentada ¢ a indireta que ¢ altamente insoluvel, logo, ndo ¢ filtrada (2).

Sendo assim, a urinalise pode ajudar a determinar se a hiperbilirrubinemia ¢ de
origem conjugada ou ndo, visto que a bilirrubina ndo conjugada ndo ¢ detectavel na urina

(12).
2.1.1. Hiperbilirrubinemia nao conjugada

O aumento dos niveis séricos de bilirrubina ndo conjugada ¢ proveniente de alguns
fatores. Entre eles podemos citar a superprodug¢do de bilirrubina, captagao hepatica de
bilirrubina prejudicada e a conjugagdo de bilirrubina prejudicada. A superproducdo de
bilirrubina ¢ resultado da quebra excessiva do grupo heme da hemoglobina. Isso ocorre em
desordens hemoliticas como hemolise extravascular ou intravascular, algumas anemias como
anemias megaloblasticas e sideroblasticas, anemia por deficiéncia de ferro grave, porfiria
eritropoiética (14,15). Ainda, em situagdes de estresse a hemolise pode aumentar em até 10
vezes, aumentando, portanto, a producao de bilirrubina nao conjugada; sendo assim, a
capacidade de conjugacdo hepatica pode ser excedida, levando ao acumulo de bilirrubina ndo
conjugada, principalmente em pacientes com doenga hepatica (15).

A reducdo da captagao hepatica de bilirrubina se caracteriza pela entrega prejudicada
de bilirrubina ao figado e também por distarbios de internalizagdo da bilirrubina pelo

hepatdcito. Pacientes com insuficiéncia cardiaca congestiva ou shunts portossistémicos
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podem ter o fluxo sanguineo hepatico diminuido, resultando em uma deficiéncia da chegada
de bilirrubina aos hepatocitos, levando a hiperbilirrubinemia predominantemente ndo
conjugada. Pacientes com cirrose podem ter uma redug¢do ainda maior na captacdo de
bilirrubina pois o contato direto do plasma com os hepatécitos ¢ prejudicado devido a perda
de fenestras das células endoteliais sinusoidais (15).

Outra causa de hiperbilirrubinemia ndo conjugada ¢ a deficiéncia na conjugacdo da
bilirrubina, resultante da atividade diminuida ou ausente da UDP-glucuronosiltransferase, e ¢
encontrada tanto em condigdes adquiridas como em doencas hereditarias como a sindrome de
Gilbert e a sindrome de Crigler-Najjar. A sindrome de Gilbert ¢ considerada benigna e ocorre
devido a um defeito no promotor do gene que codifica a enzima UGT1A1, que ¢ responsavel
pela conjugagdo da bilirrubina ao acido glicurdnico (16). Os pacientes geralmente sdo
assintomaticos e podem ocorrer episodios de ictericia, que ¢ desencadeada por diversos
fatores, como desidratagdo, jejum, doengas intercorrentes € menstruacao (17).

Ja4 a sindrome de Crigler-Najjar ¢ classificada em tipo I e tipo II, e ¢ causada pela
deficiéncia ou auséncia da enzima UGTI1AIl. Porém, é uma doenga autossdOmica recessiva
rara, caracterizada por hiperbilirrubinemia ndo conjugada grave que pode levar ao

desenvolvimento de disfun¢ao neuroldgica induzida pela bilirrubina (BIND) (18).
2.1.2. Hiperbilirrubinemia conjugada

A hiperbilirrubinemia conjugada ¢ ocasionada por diversos fatores adquiridos e pode
ser classificada de acordo com sua origem fisiopatoldgica e histopatologica: obstrugdo biliar
(colestase extra-hepatica), colestase intra-hepatica e lesdo hepatocelular.

Quando ha obstru¢do do fluxo biliar, a bilirrubina conjugada ¢ retida nos hepatdcitos,
onde pode ocorrer a reversdo da glicuronidagdo. Assim, a bilirrubina ndo conjugada formada
pode se difundir ou ser transportada de volta ao plasma. Nesta patologia, a bilirrubina direta e
indireta podem estar aumentadas no soro (15).

Por outro lado, vérias desordens intra-hepaticas podem levar ao actimulo de
bilirrubina conjugada. Nessa condi¢do, os ductos biliares estdo desobstruidos. Dentre elas
podemos citar as hepatites virais, hepatite alcoolica, colangite biliar primaria, algumas drogas
e toxinas, neoplasias, pacientes poOs transplante (15). Ainda, a excrecdo da bilirrubina
conjugada ¢ dificultada em doengas hereditdrias como a sindrome de Dubin-Johnson ¢ a
sindrome de Rotor, entre outras.

Dubin e Johnson, e Sprinz e Nelson, relataram em 1954, casos de pacientes com

hiperbilirrubinemia crénica que ndo estava associada a hemolise, descrevendo, entdo, a
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sindrome de Dubin-Johnson (19,20). Esta, se caracteriza por um defeito de excregdo biliar de
anions organicos, levando ao acumulo de bilirrubina no plasma. Nesses casos a bilirrubinuria
¢ comum (21). J& sindrome de Rotor ¢ um distirbio de armazenamento hepatico, aonde a
recaptacdo da bilirrubina conjugada ¢ prejudicada, de forma que ¢ secretada no sangue pelos

hepatdcitos, resultando em hiperbilirrubinemia (18).
2.2. Determinacao da bilirrubina

Em 1916, Van den Bergh e Mueller, relataram que o soro possuia duas formas
diferentes de bilirrubina. Constataram, portanto, que a bilirrubina conjugada reage
rapidamente com o 4cido sulfanilico diazotizado, dando uma reagdo “direta”. A bilirrubina
ndo conjugada necessita da adicdo de um acelerador, como metanol ou cafeina, dando uma
reagao “indireta” (22).

Isso ocorre porque a bilirrubina ndo conjugada, ou bilirrubina livre, possui uma
ligagdo interna de hidrogénio que envolve todos os grupos polares, e confere & molécula uma
estrutura de “telha”, sendo altamente insolivel em pH fisiologico. Dessa forma, a bilirrubina
ndo conjugada reage lentamente com o reagente diazo, necessitando da adicdo de
aceleradores da reagdo. Ja a bilirrubina conjugada, nao possui ligagdes de hidrogénio e reage
rapidamente mesmo na auséncia de aceleradores, sendo chamada de “reagdo direta de Van
den Bergh” (23).

Nessa reacdo, ocorre a quebra do grupo tetrapirrol da bilirrubina, em dois
azodipirrdis, para acoplar com o reagente diazo e formar azopigmentos dipirrélicos, que sao
facilmente medidos por espectrofotometria (1,23).

Vérias modificagdes da reacdo de Van den Bergh vém sendo utilizadas nos
laboratorios clinicos para a determinagdo da bilirrubina e suas fragdes, tanto no soro, quanto
na urina (24).

Atualmente, a determinacdo de bilirrubina urindria ¢ realizada pelo método de
diazotagdo, utilizando o emprego de tiras reagentes. Porém, antes da utilizacdo das tiras
reagentes, diferentes técnicas manuais surgiram e foram utilizadas para a determinagdo da
bilirrubina conjugada na urina.

Uma dessas técnicas ¢ o “teste de Harrison”. Esse método utiliza o reativo de Fouchet,
que ¢ composto por cloreto férrico 10% e acido tricloroacético. Primeiramente adiciona-se na
urina, cloreto de bario 10% que ¢ capaz de precipitar a bilirrubina presente na amostra. Essa
mistura ¢ filtrada em papel filtro. Em seguida adiciona-se 2 gotas do reativo de Fouchet, que

provoca a oxidagdo da bilirrubina em biliverdina, resultando em um produto de cor verde

10
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cuja intensidade da coloracdo ¢ diretamente proporcional a concentracdo de bilirrubina na
amostra (25,26). E um teste bastante sensivel pois consegue fornecer resultados positivos a
partir de 0,10 mg/dL (27). O resultado do teste ¢ reportado como presenca ou auséncia de
bilirrubina na amostra.

Outro método que pode ser utilizado, ¢ o teste do lugol. Esse método consiste em
adicionar um volume conhecido de urina em um tubo de ensaio. Em seguida, deve-se recobrir
a urina com uma solug¢do de alcool etilico 95% contendo iodo a 0,7%. O aparecimento de um
anel esverdeado na interface entre os dois liquidos indica a presenca de bilirrubina. O teste ¢
sensivel a partir de 0,3mg/dL - 1,0mg/dL e o resultado ¢ reportado como presenca ou

auséncia de bilirrubina na amostra (27).

Porém, por serem técnicas manuais sdo pouco utilizadas atualmente, de forma que o

método empregado para determinacdo no soro e urina, ¢ a diazotagdo (25).
2.3. Exame Qualitativo de Urina (EQU)

O EQU ¢ composto por trés etapas: a analise fisica, onde observa-se o aspecto, a cor €
densidade da urina; a analise quimica realizada pelo uso de tiras reagentes, que inclui a
determinagdo do pH, e a dosagem semiquantitativa de proteinas, hemoglobina, glicose,
bilirrubina, urobilinogénio, corpos cetonicos, nitrito e esterase leucocitaria;, e a
sedimentoscopia, através da microscopia de campo claro, contraste de fase e luz polarizada,
onde ¢ feita a andlise de elementos figurados como células epiteliais, heméacias, leucdcitos,
cristais, cilindros, lipideos e microrganismos (4).

O emprego de técnicas automatizadas no EQU vém sendo cada vez mais frequente
nos laboratorios clinicos de grande porte, utilizando metodologias como a citometria de fluxo
ou andlise de imagens para a sedimentoscopia, como também a utilizacdo de leitores
automatizados para a andlise fisico-quimica. Dessa maneira, é possivel reduzir provaveis
erros analiticos e melhorar a qualidade de analise desse exame (28).

Ainda assim, a presenca de resultados falsos positivos na tira reagente ¢ comum.

O teste da tira reagente consiste em almofadas fixas a uma tira plastica, impregnadas
com substancias quimicas especificas para cada analito. Dessa forma, quando a tira entra em
contato com a urina, desenvolve-se uma reagao de cor (25).

Na determinagdo de bilirrubina, ocorre o acoplamento em meio acido com o reagente
sal de diazonio, apresentando uma coloracao caracteristica. Os produtos comercializados

podem diferir quanto ao sal de diazdnio utilizado para o desenvolvimento da cor, podendo ser
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2,6-diclorodiazénio tetrafluorborato ou 2,4-dicloroanilina diazonio, de forma que o emprego
e interpretacdo dos resultados sdo fornecidos por cada fabricante (25).

O desenvolvimento de cor para mensurar a presenga, ou nao, de bilirrubina na urina,
pode favorecer o aparecimento de resultados falsos positivos. Interferentes como a intensa
coloragdo da amostra e a presen¢ca de medicamentos sao causas frequentes de resultados
falsos positivos. Esses resultados ja foram detectados em pacientes recebendo grandes doses
de clorpromazina, e também foi relatado que os metabolitos da fenazopiridina podem
desenvolver cor avermelhada em pH acido (25). Também foi reportado que os metabolitos do
antiinflamatério ndo esteroidal etodolaco, podem reagir com o sal de diazénio empregado no

método diazo, que € o comercializado atualmente (7).
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3. HIPOTESE

Questao de pesquisa: entre os métodos existentes para confirmacdo de bilirrubina
urinaria, qual deles ¢ mais rapido e eficiente para diferenciar os verdadeiros positivos dos

falsos positivos?
4. OBJETIVOS
4.1. Objetivo geral
Validar um método confirmatdrio para bilirrubina urinaria.
4.2. Objetivos especificos

- Verificar qual a incidéncia de resultados falsos positivos para bilirrubina
urinaria através do Exame Qualitativo de Urina (EQU).

- Comparagao de métodos confirmatdrios para bilirrubina urindria.

- Definir um método rapido e eficiente para comprovar a bilirrubina positiva na

tira reagente.
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5. ASPECTOS ETICOS

Este ¢ um projeto de nimero CAAE 57750022.5.0000.5327 aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa do Grupo de Pesquisa e Pos-Graduagio do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (Anexo 1).

Este estudo segue as normas internas para utilizagao de material bioldgico descartado
em projetos de pesquisa realizados no Hospital de Clinicas de Porto Alegre. O presente
projeto apresenta riscos minimos, visto que foram utilizadas apenas amostras bioldgicas, sem
a participacdo direta dos pacientes. Todos os pesquisadores assinaram a declaracdo de
conhecimento ¢ cumprimento da Lei Geral de Protecdo de Dados para pesquisas avaliadas
pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (Anexo 2), e
nenhum colaborador desta pesquisa teve contato com os pacientes selecionados da rotina do

laboratorio de Bioquimica Clinica.

14



7. CONSIDERACOES FINAIS

Tendo em vista nossos objetivos iniciais, consideramos que fomos capazes de
determinar e relatar os achados referentes a utilizacdo da tira reagente e dos métodos

confirmatorios propostos.

Concluimos que a determina¢do de bilirrubina urindria pela tira reagente precisa de
um método confirmatério, e dentre eles, destacamos a dosagem de BD pelo ensaio
colorimétrico, que mostrou uma melhor concordancia com o método que foi considerado
referéncia, o teste de Fouchet. Também ressaltamos que nestes métodos, ndo houve
interferéncias como a cor da amostra ou a presenga de urobilinogénio, o que minimiza a

presenga de resultados falsos positivos.

Dessa forma, se torna possivel auxiliar o corpo clinico com mais confiang¢a, no

diagnostico e também no acompanhamento dos pacientes com desordens hepaticas.

Para fins de valida¢dao da dosagem de BD por método colorimétrico, recomendamos a
realizacao de um estudo com um niimero amostral maior, para definir o ponto de corte ideal e
alcancar uma melhor correlagdo entre o nimero de cruzes e a quantidade real de bilirrubina

direta na urina.
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DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Padronizacdo de um método confirmatorio para bilirrubina urinéria e avaliagdo do
impacto de falsos positivos

Pesquisador: FERNANDA HERMES HICKMANN

Area Tematica:

Verséo: 2

CAAE: 57750022.5.0000.5327

Instituicdo Proponente: Hospitalde Clinicas de Porto Alegre
Patrocinador Principal: Hospital de Clinicas de Porto Alegre

DADOS DO PARECER

NUmero do Parecer: 5.420.564

Apresentacéo do Projeto:

As informacdes elencadas nos campos "Apresentagcdo do Projeto”, "Objetivo da Pesquisa" e "Avaliacdo dos
Riscos e Beneficios" foram retiradas do arquivo das Informacdes Béasicas da Pesquisa
PB_INFORMACOES_BASICAS DO_PROJETO_1911846.pdf, de 11/05/2022.

A bilirrubina é um produto obtido a partir da degrada¢édo da hemoglobina e em alguns processos patolégicos
pode ser excretada na urina, sendo Util como um marcador para deteccédo de doencas hepéticas ou da bile,
sugerindo a necessidade de investigacdo. O rastreamento de bilirrubina urinaria pode ser utilizado com o
objetivo de realizar uma triagem da funcéo hepética e do trato biliar, a fim de detectar precocemente uma
condicdo patolégica. A partir de um resultado positivo para bilirrubina urinéria, pode ser solicitado um painel
de fun¢bes hepaticas. A determinacao de bilirrubina urinéria é realizada através do teste da tira reagente no
Exame Qualitativo de Urina (EQU), que caso seja positivo apresenta uma reacao

de cor avermelhada. Dessa maneira, resultados falsos negativos podem ocorrer, devido a presenca de &cido
ascorbico e a exposicdo prolongada a luz, e falsos positivos sdo muito comuns, devido a interferentes
fisiol6gicos ou patoldgicos, como a coloragcdo da amostra, a presenca do metabdlito indoxilsulfato

proveniente da dieta, e a presenca de medicamentos como rifampicina,
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clorpromazina, fenazopiridina e etodolaco. Sendo assim, é necessario diferenciar os resultados positivos
para bilirrubina na tira reagente dos resultados falso-positivos, de modo a comparar com um método de
referéncia, no intuito de definir um método répido, facil e com bom custo beneficio para confirmar os
resultados positivos. E

ainda, avaliar qual foi o impacto clinico dos resultados falsos positivos.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primério:

Validar um método confirmatdério para bilirrubina urinaria e avaliar o impacto dos resultados falsos positivos
na conduta clinica.

Objetivo Secundario:

Verificar qual a incidéncia de resultados falsos positivos para bilirrubina urinaria através do Exame
Qualitativo de Urina (EQU).

Analisar qual o impacto dos resultados positivos na conduta clinica.

Comparacado de métodos confirmatorios para bilirrubina urinaria.

Definir um método rapido, eficiente e com bom custo beneficio para comprovar a bilirrubina positiva na tira
reagente.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Este estudo seguira as normas internas para utilizacdo de material bioldgico descartado em projetos de
pesquisa realizados no Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Este projeto apresenta riscos minimos, visto
gue utilizara apenas amostras bioldgicas, sem a participagéo direta dos pacientes. Todos os pesquisadores
assinaram a declaracdo de conhecimento e cumprimento da Lei Geral de Protecdo de Dados para
pesquisas avaliadas pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, e nenhum
colaborador desta pesquisa terd contato com os pacientes selecionados da rotina do laboratério de
Bioquimica Clinica.

Beneficios:
Garantir um resultado fidedigno ao quadro clinico do paciente, auxiliando em questfes
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diagnosticas e tratamentos.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Coleta dos dados

Serdo utilizadas amostras de conveniéncia de pacientes da rotina da Unidade de

Bioquimica Clinica, que apresentarem solicitacdo para dosagem de EQU. As amostras serao

selecionadas somente apds processamento e finalizagdo do exame, ao ser encaminhada para

futuro descarte. Os pacientes que atenderem aos critérios de incluséo, terdo seus resultados acessados e
armazenados em banco de dados, e as amostras de urina serdo submetidas a posterior confirmacéo por
trés diferentes métodos.

A confirmagéo envolve a realizagdo da técnica do teste de Fouchet, o teste do lugol e

a dosagem da bilirrubina urinaria por ensaio colorimétrico no equipamento Alinity C-series, oriundo da
Unidade de Bioquimica Clinica.

O teste de Fouchet sera realizado da seguinte maneira: primeiramente, deve-se

preparar o reativo de Fouchet, que é composto por cloreto férrico 10% e acido tricloroacético; em seguida,
adiciona-se em um tubo de ensaio a urina e cloreto de bario 10% em partes iguais, essa mistura é entao
filtrada em papel filtro. O cloreto de bario é capaz de precipitar a bilirrubina presente na amostra. Sobre o
precipitado é adicionado 2 gotas do reativo de Fouchet, que ir4 oxidar a bilirrubina produzindo a cor verde
(14).

Para a pratica do teste do lugol, adiciona-se 2 mL de urina em tubo de ensaio e 2 mL

da solucao de lugol, introduzindo a pipeta até o fundo no tubo, escoando lentamente e sem

agitacdo. O aparecimento de um anel verde indica a presenga de bilirrubina (15).

Os reagentes utilizados nos testes de Fouchet e do lugol serdo conservados em frascos

ambar, em temperatura ambiente e tém sua validade indeterminada.

Para obtencéo do valor de bilirrubina sérica, sera realizada uma pesquisa no sistema

interno do laboratério para verificar se o paciente possui solicitacdo para este exame. Caso exista este dado,
0 mesmo sera transcrito para o estudo. Para os pacientes que ndo tenham a solicitagdo, a amostra de soro
sera dosada.

Serdo obtidos do prontuario dos pacientes informacdes referentes ao sexo, idade e a

existéncia de doencas hepatobiliares.

ApOs a realizacéo dos testes descritos acima, sera feita uma analise, pelo prontuério,

da conduta clinica tomada apds o resultado positivo de bilirrubindria, com a finalidade de avaliar o
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impacto dos possiveis resultados falsos positivos.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacgdo obrigatoria:
Solicita dispensa de TCLE.

Conclus8es ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

As pendéncias emitidas para o projeto no parecer N.° foram respondidas pelos pesquisadores, conforme
carta de respostas adicionada em 11/05/2022. N&o apresenta novas pendéncias.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, de acordo com
as atribuicdes definidas na Resolucdo CNS N.° 466/2012 e na Norma Operacional CNS/Conep N.°
001/2013, manifesta-se pela aprovacdo do projeto de pesquisa proposto.

- O projeto esté aprovado para inclusdo ou revisdo de registros de 60 participantes neste centro.
- Deverdo ser apresentados relatérios semestrais e um relatério final.

- Os projetos executados no HCPA somente poderao ser iniciados quando seu status no sistema AGHUse
Pesquisa for alterado para “Aprovado”, configurando a aprovacgéo final da Diretoria de Pesquisa.

- Textos e anuncios para divulgacdo do estudo e recrutamento de participantes deverdo ser submetidos
para apreciacdo do CEP, por meio de Notificacdo, previamente ao seu uso. A redacdo devera atender as
recomendagdes institucionais, que podem ser consultadas na Pagina da Pesquisa do HCPA.

- Eventos adversos deverdo ser comunicados de acordo com as orientacdes da Comisséo Nacional de Etica

em Pesquisa - Conep (Carta Circular N.° 13/2020-CONEP/SECNS/MS). Os desvios de protocolo também
deverdo ser comunicados em relatérios consolidados, por meio de Notificagdo.
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Rrari

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacéo
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES _BASICAS DO_P | 11/05/2022 Aceito
do Projeto ROJETO 1911846.pdf 10:50:01
Outros PendenciasCEP.docx 11/05/2022 | FERNANDA Aceito

10:49:36 | HERMES
Projeto Detalhado / |Projeto_ TCR.pdf 08/04/2022 | FERNANDA Aceito
Brochura 17:06:48 |HERMES
Investigador HICKMANN
Folha de Rosto FolhadeRosto 20220127 Fernanda.pdf | 31/03/2022 | FERNANDA Aceito
12:02:34 |HERMES

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

PORTO ALEGRE, 20 de Maio de 2022

N&o
Endereco:
Bairro: Rio Branco
UF: RS Municipio:
Telefone:  (51)3359-6246

Assinado por:

Témis Maria Félix
(Coordenador(a))

Avenida Protasio Alves 211 5° andar Bloco C Portdo 4

CEP: 90.440-000

PORTO ALEGRE

Fax:

(51)3359-6246

E-mail:

cep@hcpa.edu.br
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Anexo 2

HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE
GRUPO DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO

COMITE DE ETICA EM PESQUISA — CEP HCPA

DECLARAGAO DE CONHECIMENTO E CUMPRIMENTO DA LEI GERAL DE
PROTEGCAO DE DADOS PARA PESQUISAS AVALIADAS PELO CEP HCPA

Titulo do projeto: Padronizagao de um método confirmatorio para bilirrubina urinaria e

avaliagao do impacto de falsos positivos

Os pesquisadores declaram conhecer e cumprir os requisitos da Lei Geral de
Protecao de Dados (Lei N° 13.709, de 14 de agosto de 2018) quanto ao tratamento de dados
pessoais e dados pessoais sensiveis que serdo utilizados para a execugao do presente
projeto de pesquisa.

Declaram estar cientes que o acesso e o tratamento dos dados deverao ocorrer de

acordo com o descrito na versao do projeto aprovada pelo CEP HCPA.

Nome Assinatura

Roberta Barbizan Mascarello /Q,s{;wta B Mascane LS
Fernanda Hermes Hickmann e (P | (VI
Priscila Aparecida Correa Freitas ?\i S D_&w ‘o
Josiane Bordignon \?:TWX\Q) Q)@Ouyrﬂ“on
Mariana Manganelli Remus Monmoma M L)
Janaina Aparecida Risczik Arruda Correa Mo IWHE
Aline Aparecida Zonin dos Passos / AMure) Fovvaas

Data: 07/10/2021

Fone (51) 3359.8000 | Fax (51 3359.8001 | Rua Ramiro Barcelos, 2350 | Porto Alegre - RS | 90035-903

www.hcpa.edu.br



