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Efeitos do timol sobre os parametros urinarios envolvidos s
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Effects of thymol on urinary parameters related to lithogenesis

Renato Ribeiro Nogueira Ferraz'; Silvia Regina da Silva Moreira% Ita Pfeferman Heilberg®

TS resumo

Litiase Introducdo: Em estudo anterior, demonstramos que a acidificacdo ou alcalinizacéo de amostras de urina no
momento de entrega do material ao laboratério em comparacédo a amostras coletadas com conservantes
ndo alterou os resultados urindrios de parametros relacionados a investigacdo metabdlica de litiase renal
como o oxalato (OxU), célcio (CaU), magnésio (MgU), acido Urico (AcUrU) e creatinina (CreatU), com
Timol excecdo do citrato (CitU), cujo valor foi discretamente menor. Objetivo: Avaliar se a adicdo de timol, por
meio de sua acdo antibacteriana, é capaz de prevenir a reducdo do CitU em amostras acidificadas 24
horas apds a coleta, em relacéo as pré-acidificadas, sem interferir na determinagdo dos outros parametros
urinarios. Métodos: 40 voluntarios sadios coletaram uma amostra isolada de urina que foi dividida em
quatro aliquotas de 10 ml contendo timol (1 g/I). Na primeira, o conservante acido (HCl 6 N, 20 ml/l)
foi adicionado imediatamente apds a coleta e na segunda, somente apds 24 horas. Além do CitU, nessas
amostras também foram determinados OxU, CaU e MgU. Na terceira e quarta aliquotas, um conservante
alcalino (NaHCO,, 5¢g/1) foi adicionado imediatamente ou 24 horas apds a coleta para determinagéo do
AcUrU. Resultados: Na presenca de timol, ndo se observou variacao significante do CitU entre as urinas
pré ou pés-acidificadas (577 £ 490 mg/l vs. 575 £ 501 mg/l). Os valores dos demais parametros também
nédo sofreram alteracdo. Conclusao: A adicdo prévia de timol as amostras de urina permite que todos os
parametros urinarios litogénicos possam ser determinados numa mesma amostra, reduzindo o custo e o
desconforto de midiltiplas coletas de urina de 24 horas.

Parametros urinarios

Conservantes

abstract ISR

Introduction: In a previous study, we demonstrated that acidification or alkalinization of urine samples | Lithiasis
upon delivery of the material to the laboratory in comparison with samples with preservatives did not alter
the results of urinary parameters related to the metabolic investigation into renal lithiasis such as oxalate
(OxU), calcium (CaU), magnesium (MgU), uric acid (AcUrU) and creatinine (CreatU), with the exception of
citrate (CitU), whose value was slightly lower. Objective: To evaluate if the addition of thymol, through its | Thymol
antibacterial effect, is able to prevent the reduction of CitU observed in samples acidified 24 hs after collection
in comparison with pre-acidified ones without interfering in the determination of other urinary parameters.
Methods: Forty (40) healthy volunteers collected a single spot urine sample, which was divided into four
aliquots of 10 ml containing thymol (1 g/I). In the first sample, the acid preservative (HCI6N, 20 ml/l) was
added immediately after collection and in the second, only after 24hs. OxU, CaU, CitU and MgU were
determined. In the third and fourth aliquots, an alkali preservative (NaHCO3,5 g/I) was added immediately
or 24 hs after collection for AcUrU determination. Results: In the presence of thymol, there was no significant
variation in CitU values between pre-or post-acidified samples (577+490 mg/l vs. 575+501 mg/l). The
values of other parameters also remained unchanged. Conclusion: The prior addition of thymol to urine
samples allows the determination of all lithogenic urinary parameters in the same sample, reducing the cost
and inconvenience of multiple 24-hour urine collections.

Urinary parameters

Preservatives
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Introducao

A investigacdo laboratorial de pacientes litidsicos inclui
a determinacdo de parametros urindrios envolvidos na for-
macao dos célculos, tais como oxalato (OxU), célcio (CaU),
magnésio (MgU), citrato (CitU) e acido drico (AcUrU),
determinados em amostras de urinas de 24 horast 31014 16
20, Apesar de uma coleta Unica de urina de 24 horas apre-
sentar uma boa relacdo custo-beneficio na avaliacéo clinica
dos pacientes litiasicos'® 2", alguns autores reportam que a
coleta em uma Unica ocasido pode subestimar a deteccdo
dos distdrbios metabdlicos® 2, sugerindo que no minimo
duas amostras sejam requeridas para um diagndstico mais
apurado.

No que tange a determinacdo do OxU, a condicéo
ideal é a de que as amostras de urina sejam coletadas
em um recipiente contendo acido cloridrico (HCI) como
conservante, com a intencdo de assegurar a completa
dissolugdo dos cristais de oxalato de calcio”, prevenir
a precipitacdo de sais de célcio e magnésio e conter a
oxidacdo do ascorbato em oxalato® 326, Nessas amostras
de urina acidificadas, CaU, MgU, CitU e CreatU também
podem ser determinados. Todavia, quando o conservante
acido é adicionado ao recipiente antes da coleta de urina,
0 AcUrU ndo pode ser determinado na mesma amostra,
ja que haveria precipitacdo de cristais de acido Grico em
condi¢bes de pH reduzido. Por fim, quando se utiliza o
método do eletrodo ion-seletivo, sédio e potassio urinérios
também néo podem ser determinados em amostras com
conservantes acidos ou alcalinos previamente adicionados,
ja que estes poderiam danificar os eletrodos.

Em estudo anterior realizado em nosso servico®, de-
monstramos que a acidificagdo ou alcalinizacdo de amostras
de urina no momento de entrega do material ao laboratério,
ou seja, 24 horas ap6s a coleta, ndo altera os niveis urinarios
de oxalato, calcio, magnésio e acido Urico (Figura 1) quan-
do comparada a metodologia de acidificacéo prévia (acido
previamente adicionado ao recipiente de coleta), permitin-
do que todos esses parametros possam ser determinados
em uma Unica amostra. Diferentemente, o valor do citrato
urinério foi discreta, porém significantemente menor, nas
urinas acidificadas 24 horas ap6s a coleta (Figura 1).

E possivel que tal reducdo da citratdria tenha sido
decorrente do consumo do CitU por bactérias que podem
proliferar em urinas mantidas a temperatura ambiente.

O objetivo do presente estudo foi o de avaliar se a
adicdo de timol, um agente com acdo antibacteriana,
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Figural - Pardmetros urindrios em amostras isoladas de urina com adicdo prévia
(barras brancas) ou 24 horas apds a coleta (barras pontilhadas) de conservante dcido
ou alcalino, determinado na auséncia de timol

Adaptado de FERRAZ, R.R. et al.¥

p < 0,05 vs. adicdo imediata do conservante dcido

poderia prevenir a reducdo do valor do CitU em amostras
acidificadas 24 horas apés a coleta, em comparacéo as
pré-acidificadas, e se tal agente interferiria nos resulta-
dos dos outros parametros urinarios determinados em
amostras acidificadas ou alcalinizadas imediatamente ou
24 horas ap6s a coleta.

Com o intuito de avaliar a acdo antibacteriana do
timol, amostras de urina de 20 individuos entregues no
laboratério com solicitacdo de urocultura foram selecio-
nadas aleatoriamente para experimentos na presenca
ou ndo de timol. As amostras foram divididas em trés
aliquotas: a primeira, sem adicdo de timol, foi plaqueada
imediatamente apds a coleta. A sequnda, também sem
adicdo de timol, foi plaqueada 24 horas apds a coleta,
e a terceira, em que o timol havia sido previamente
adicionado imediatamente apds a coleta da urina, foi
plaqueada também depois de 24 horas.

Quarenta voluntarios sadios (16 M/24 F, 35 + 11
anos) coletaram uma amostra isolada de urina que foi
dividida em quatro aliquotas de 10 ml contendo timol
(1 g/l). Na primeira aliquota, o conservante 4cido (HCI
6 N, 20 ml/l) foi adicionado imediatamente apds a
coleta e na segunda, somente ap6s 24 horas, no ato
da entrega do material ao laboratério. Nessas amostras
foram determinados OxU, CaU, CitU e MgU. Na terceira
e quarta aliquotas, um conservante alcalino (NaHCO,,
5 g/l) foi adicionado imediatamente ou 24 horas apds
a coleta para determinacao do AcUrU.

O célcio e o magnésio urinérios foram determinados
por espectrofotometria de absorcao atdmica (Perkin EImer
Atomic Spectrophotometer 3110, Norwalk, Connecticut,
USA); o oxalato foi determinado por método enzimatico®
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utilizando-se o Sigma Oxalate Diagnostic Kit (Sigma Chemi-
cal Co., St Louis, MO, USA); o citrato foi determinado pelo
método da citrato-liase('?, e o acido Urico pelo método da
uricase®. O coeficiente de variacdo (CV) do nosso labora-
tério foi: 1,5% para 0 OxU, 2,5% para o CaU, 6,9% para o
MgU, 13,4% para o CitU e 6,8% para o AcUrU.

Este estudo foi registrado no Comité Nacional de Etica
em Pesquisa (CONEP) sob o n. 252819/2009, aprovado
e autorizado pelo Comité de Etica em Pesquisa (COEP)
da Universidade Federal de Sao Paulo (UNIFESP), sob o
n.0576/2009, por estar de acordo com a resolucdao 196/96
do Conselho Nacional de Saide (CNS) quanto aos seus
aspectos éticos e legais.

Analise estatistica

Os valores das determinacOes de todos os parametros
urinarios foram submetidos a um teste de normalidade
(Kolmogorov-Smirnov). Como a maioria dos parametros

nao apresentou uma curva de distribuicdo normal, somen-
te testes nao-paramétricos foram escolhidos. O teste de
Wilcoxon foi utilizado para comparacdo entre os valores
dos pardmetros determinados nas aliquotas de urina com
ou sem adicéo prévia de HCl ou NaHCO, (todas contendo
timol). Os resultados séo apresentados como média + des-
vio-padréo (DP). A hipétese nula de que ndo ocorreriam
diferencas entre os valores obtidos com as dosagens dos
parametros nas aliquotas diferenciadas pela forma de pre-
servacdo de urina foi proposta. Todos os testes estatisticos
foram realizados considerando-se um nivel de significancia
de p< 0,05 e um nivel de confianca de 95% foi considerado
como apropriado.

Resultados

A Tabela 1 mostra os valores das contagens bacterianas
obtidos na aliquota plaqueada imediatamente apds a coleta sem
aadicdo de timol, na aliquota plaqueada 24 horas apds a coleta

Contagens bacterianas (UFC/ml) nas amostras de urina plaqueadas imediatamente apos a

Tabela 1 coleta (basal) ou apés 24 horas (na auséncia ou presenca de timol)
Sem timol Com timol

Amostra Basal Apos 24 horas Apos 24 horas
1 <103 <103 <103
2 <103 <103 <103
3 <103 <103 <103
4 <103 <103 < 103
5 <103 100 x 103 <103
6 <103 <103 <103
7 <103 <103 <103
8 <103 160 x 103 5x103
9 < 103 <103 <103
10 <103 <103 <103
11 <103 250 x 10° <103
12 <103 150 x 103 <103
13 15x 103 250 x 102 <103
14 30x 103 50x 103 <103
15 50 x 103 > 1.000 x 103 <103
16 80 x 103 200x 10° <103
17 100 x 10° > 1.000 x 103 <103
18 180 x 10° 300x 103 <103
19 >1.000 x 103 > 1.000 x 103 <103
20 > 1.000 x 103 > 1.000 x 103 <103

UFC: unidades formadoras de colénia.
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também sem a adicdo do conservante, e na aliquota plaqueada
também 24 horas apds a coleta, mas com adicdo imediata de
timol apds coletada. Nas oito amostras que ja apresentavam
uma contagem bacteriana basal significativa (n. 13 a 20) e que
apresentaram proliferacéo bacteriana na aliquota incubada apds
24 horas sem timol (a contagem se elevou nas amostras 13 a
18 e se manteve nas amostras 19 e 20), a adicao imediata desse
conservante apds a coleta mesmo nas aliquotas plaqueadas
apds 24 horas inibiu o crescimento bacteriano, resultando
em contagens de unidades formadoras de col6nias (UFC)/ml
de urina inferiores as basais. Nas 12 amostras restantes onde
néo se detectaram contagens bacterianas basais expressivas, a
presenca do timol inibiu o crescimento bacteriano.

Conforme mostrado na Figura 2, ndo foram observadas
diferencas estatisticamente significativas ou clinicamente
relevantes entre os valores médios do OxU, CaU, MgU, CitU
e AcUrU determinados nas aliquotas contendo timol pre-
viamente adicionado, onde o conservante acido ou alcalino
foi adicionado imediatamente ou 24 horas apds a coleta.
Mais especificamente, para a citratUria, esses valores foram
de 577 £ 490 mg/l vs 575 £ 501 mg/I, respectivamente.
A grande variabilidade do CitU, evidenciada por meio do
valor do DP, é um achado comum e pode ser atribuida a
diversos fatores, como estado acido-basico, condicdo de
hidratacdo, deplecdo de potéssio e, especialmente nas
mulheres, fase do ciclo menstrual®, A faixa de normalidade
reportada pela maioria dos laboratérios que realizam ensaios
de citrato é igualmente ampla. A Figura 3 mostra os dados
individuais do CitU.
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Figura 2 - Pardmetros urindrios em amostras isoladas de urina com adicdo prévia
(barras brancas) ou 24 horas apds a coleta (barras pontilhadas) de conservante dcido
ou alcalino, determinado na presenca de timol

Discussao

A adicdo de substancias estabilizadoras e as condicdes
sob as quais as amostras de urina sdo coletadas e armaze-
nadas sao importantes aspectos a serem considerados na
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Figura 3 - Valores individuais do CitU na presenga de timol em amostras isoladas de
urina com adicéo de conservante dcido imediatamente ou 24 horas apés a coleta
CitU: Citrato urindrio

determinacdo da excrecdo urindria dos parametros envol-
vidos na litogénese. Esta bem estabelecido que a adicdo
de conservante acido reduzindo o pH urinario para valores
proximos de 1 ou 2 é necessaria para correta determinacao
do OxU®G 8 11,15,18,23,24,28)

Considerando que diversos distirbios metabdlicos
podem apresentar variagdo de acordo com dieta e outros
fatores ambientais, podem ser necessérias duas ou até trés
amostras de urina de 24 h para determinacéo dos distarbios
metabdlicos envolvidos na formacéo de célculos, como a
hipercalcitria, hiperuricosuria e hipocitratiria® 22 2. No
entanto, em decorréncia dos aspectos metodolégicos com
respeito a necessidade de acidificacdo para alguns para-
metros, e alcalinizacdo para outros, o nimero de amostras
necessarias poderia aumentar ainda mais, elevando seu
custo e gerando a inconveniéncia de miltiplas coletas.

Em um estudo anterior realizado em nosso servico®, a
acidificacdo ou alcalinizacdo somente apés a entrega das
amostras de urina ao laboratério ndo modificou os niveis
urinarios de oxalato, célcio, magnésio, creatinina e acido
Urico. Todavia, uma pequena, porém significativa, reducdo
nos valores do CitU determinado nas aliquotas em que o
conservante acido foi adicionado 24 horas apds a coleta
foi detectada®. Essa reducdo foi de pequena magnitude
(5,9% nos individuos sadios e de 3,1% para pacientes
litidsicos), encontrando-se dentro dos limites do coeficiente
de variacdo para o método em nosso laboratério, portanto
sem relevancia clinica. Todavia, pelo fato de a reducéo da
citratdria poder ter sido decorrente da proliferacdo de bac-
térias consumidoras de citrato durante o periodo de arma-
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zenamento pds-coleta, quisemos testar no presente estudo
se a presenca de um agente antibacteriano como o timol,
utilizado em laboratérios no exterior™, poderia evitar esse
problema. Nos laboratérios americanos de referéncia para
avaliacdo metabdlica de pacientes litidsicos, as amostras de
urina sdo habitualmente aliquotadas pelos préprios pacien-
tes e enviadas por correio a uma unidade central, muitas
vezes distante do local de origem. O tempo decorrente
entre a coleta e a chegada do material para analise pode
nesses casos demorar até 72 horas. Nesse tipo de coleta de
urina de 24 horas, os pacientes recebem, além do recipiente
para armazenamento da urina, um frasco contendo timol
para ser adicionado ao recipiente de coleta®.

No presente estudo, o timol mostrou-se eficaz na pre-
vencdo da proliferacdo de microorganismos, inibindo o
crescimento ou reduzindo a contagem final das coldnias,
conforme demonstrado nos experimentos de urocultura.

Adicionalmente, demonstramos que a adi¢éo prévia de
timol as aliquotas de urina preveniu a reducéo nos valores
do CitU, observada em nossos experimentos anteriores®.
Assim, é provavel que tal achado tenha sido devido a re-
ducéo na proliferacéo de bactérias consumidoras do CitU
na presenca de timol. Quanto aos demais parametros

litogénicos determinados nas amostras de urina com timol
previamente adicionado, nenhuma alteracao foi observada,
independentemente do momento de adi¢do do conservan-
te acido ou alcalino. Esses resultados se assemelham aos
de Nicar et al.19, que também nao observaram nenhuma
alteracdo nos valores das determinacdes desses parametros

em amostras de urina contendo timol.

Os achados do presente trabalho indicam que a adi-
¢do de timol as amostras de urina permite que todos os
pardmetros urinarios envolvidos na litogénese possam ser
determinados em uma mesma amostra de urina, reduzindo
o custo e o desconforto de miltiplas coletas de urina de
24 horas.
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