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Summary
The role of urinary tubular enzymes in the early detection
of renal kidney injury in patients with liver cirrhosis

The routinely available clinical parameters: plasma creatinine and urea do not in practice
provide either a sensitive or specific indication in the early detection of renal impairment in
patients with liver cirrhosis. Clearly, more specific and sensitive markers are desirable for the
early detection of an initially occult pathophysiological process. The utility of measurement of
urinary tubular enzymes in predicting the renal impact was evaluated in 114 adult patients with
liver cirrhosis. The enzymuria was elevated in patients with Child-Pugh B and C cirrhosis. This
clearly reflects tubular injury and describe the role of enzymuria as a marker for an incipient
renal impairment.

Rezumat

Determinarea creatininei si ureei serice nu indica cu acuratete prezenta unui impact renal
incipient. Pentru a studia in complexitate afectarea precoce a rinichiului in rezultatul proceselor
patofiziologice din ciroza hepaticd sunt necesari markeri mai sensitivi ai injuriei renale. S-a
estimat oportunitatea dozarii enzimelor urinare la 114 bolnavii cu ciroza hepaticd (CH).
Aprecierea activitatii echipamentul enzimatic urinar a decelat prezenta unei enzimurii marcate la
pacientii cu ciroza hepatica clasa Child-Pugh B si C. Astfel, enzimele urinare pot servi ca
markeri precoce ai afectarii renale la pacientii cu CH.

Scopul si obiectivele studiului

Dozarea creatininei n urind si aprecierea valorilor enzimelor -NAG, [1[]- GTP, AGN,
FA, PCE urinare ca markeri timpurii ai afectdrii renale la pacientii cu ciroza hepatica.
Determinarea si analiza valorilor enzimelor urinare la bolnavii cu ciroza hepatica clasa Child-
Pugh A, B si C cu factori precipitanti ai complicatiilor renale.

Actualitatea

S-a demonstrat ca rinichiul poseda un echipament enzimatic divers, situat preponderent la
nivelul nefronului. Desi 1n urina umana au fost detectate in jurul la 50 de enzime, doar cateva
din ele sunt folosite in scopuri diagnostice. Enzima urinard lizozomala hidrolitica N-acetil-B-
glicosaminidaza (NAG) este eliberatd de lizozomii celulelor epiteliale ale tubilor contorti
proximali renali. Enzimele [Jgamma-glutamiltranspeptidaza ([J[J- GTP), fosfataza alkalina
(FA) au o greutate moleculard mica si trec prin membrana bazald a glomerulilor, se leaga de
membrana citoplasmatica tubulard a epiteliul marginii ,,in perie”, manifestand o activitate inalta
in anumite situatii clinice si eliminandu-se apoi in fluidul tubular. Alfa-glicozidaza neutrd (AGN)
- 0 altd enzima urinara studiatd este de provenienta renala si e localizata in citoplasma epiteliului
marginii ,,in perie” a tubilor contorti proximali, iar secretia ei excesivd se semnalizeazad la
afectarea membranei plasmatice cu pierderea structurald a microvililor. Enzimele citoplasmatice
- lactat dehidrogenaza si glutamat dehidrogenaza, sintetizate in mitohondrii, eliminate in cantitati
mari, reflecta citoliza celulelor epiteliale tubulare renale. Complexitatea interventiei enzimelor
urinare in diferite situatii clinice este sustinutd si de prezenta pseudocolinesterazei (PCE) in
fluidul urinar, enzima cu masa moleculara mare sintetizata in ficat, care nu se contine in tesutul
renal si practic lipseste Tn urina unui subiect sdnatos. Aparitia ei in urind denotd o micsorare a
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selectivitatii si cresterea permeabilitdfii membranei bazale glomerulare. Se considerd, ca
enzimuria excesiva este determinata atat de afectarea membranelor celulare renale, cat si de o
activitatea enzimaticd intensa in anumite situatii clinice. Mai multe studii lanseaza supozitia ca
enzimele urinare reprezinta un element important in evaluarea afectarii renale subtile din CH, cu
atdt mai mult cd determinarea electrolitilor urinari cu scop de apreciere a unor posibile
complicatii renale la pacientii cu CH este imprecisd. Motivul este administrarea la aceasta
categorie de pacienti a unui tratament diuretic de lungd duratd, care perturbeaza procesele
fiziologice de secretie si reabsorbtie. O serie de cercetari stiintifice recente sustin validitatea
metodelor de apreciere a markerilor urinari in stratificarea unor posibile prezente ale leziunilor
tubulare si glomerulare la pacientilor cu afectiuni hepatice. Un studiu impundtor, care estimeaza
importanta predictiva a enzimei urinare NAG, a fost efectuat de catre Liangos O si col. pe un
esalon de 201 pacienti spitalizati cu IRA de geneza prerenald. S-a depistat cresterea enzimelor
lizozomale urinare in stadiile incipiente ale IRA, inclusiv si la 42% pacienti cu CH. Recent
Lisowska-Myjak B. clasifica markerii injuriei renale acute in mai multe grupe: enzimele urinare
ale nefroteliului tubular - FA,0J0C- GTP, alanin-aminopeptidaza, isoenzimele glutation-
transferazei, NAG, moleculele cu masa moleculard micd- alfa-1 microglobulina, beta-2
microglobulina, retinolcistein proteina 61, neutrofil gelatinaza lipocalina, citochinele si
chemochinele (Gro-alfa, IL-18) si proteinele structurale ale tubilor renali - F-actina, Na(+) / H(+)
isoforma 3.

Astfel, intelegerea modificarilor patologice primare, ce au loc in tubii si glomerulii renali
la pacientii cu CH, detectarea leziunilor histopatologice permit un diagnostic precoce si o
conduita terapeutica adecvata in cazul aparitiei complicatiilor renale.

Obiectivele lucrarii

Estimarea semnificatiei enzimelor citoplasmatice urinare: fosfataza alcalina (FA), gama-
glutamiltranspeptidaza (Y-GTP), alfa-glicozidaza neutrd (AGN), enzimei lizozomale N-acetil-B-
glucozaminidaza (NAG), pseudocolinesterazei (PCE) ca markeri urinari precoce ai injuriei
renale la pacientii cu ciroza hepatica.

Materiale si metode de cercetare

Pentru realizarea obiectivelor studiului a fost selectat un lot de 114 de pacienti cu CH.
Varsta bolnavilor a fost cuprinsa intre 31 si 70 ani (varsta medie - 51,5 1,56 ani), Lotul de
control a fost constituit din 20 persoane sanatoase (varstda medie de 48,1 = 2,4 ani). S-a
determinat predominarea sexului masculin versus femenin (64/50). Toti pacientii au fost grupati
in 3 loturi conform clasificarii cuantificate Child-Pugh. Primul lot (34 pacienti) cu ciroza clasa
Child-Pugh A, al 2-lea lot (37 pacienti) cu ciroza clasa B, al 3-lea (43 pacienti) - clasa Child-
Pugh C. Explorari paraclinice: examenul general al sangelui si al urinei; teste biochimice —
ALAT, ASAT, bilirubina, ureea, creatinina, colesterolul total, trigliceridele, acidul uric;
ionograma — K", Na* , fibrinogenul, protrombina. Ca masuri a ratei filtratului glomerular s-a
folosit determinarea clearance-ului creatininei endogene dupd formula lui Cockcroft si Gault.
Dozarea creatininei in urind si determinarea enzimelor urinare s-a efectuat dupa set la 114
pacienti cu CH clasa Child-Pugh A; B, C, la pacientii cu impact renal posibil: dupd paracenteze
evacuatoare masive - 5,3% (6/114) cazuri, hemoragiile digestive superioare - 12,3% (14/113)
cazuri, tratamentul agresiv cu diuretice - 26,3% (30/114), medicatie nefrotoxica - 7% (8/114),
peritonita bacteriana spontana in 2,6% (3/114).

Rezultate

Analiza elementelor patologice din sedimentul urinar al pacientilor cu CH a relevat
urmatoarele. Proteinuria discreta (pind la un 1 g in 24 ore) a fost prezenta la 9 (7,9 %) pacienti
din clasa Child-Pugh A, la 22 (19,3%), pacienti din clasa Child-Pugh B si la 22 (19,3%), clasa
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Child-Pugh C, in total la 53 (46,5%) bolnavi. Microhematuria s-a decelat la 7 (6,1%) pacienti cu
CH clasa Child-Pugh B si 17 (14,9%) pacienti clasa Child-Pugh C. Leucocituria pand la 10
leucocite a fost prezentd la 31 (27,2 %) pacienti, cilindruria (cilindri hialini) la 45 (39,5%)
pacienti. Analiza comparativa a loturilor de baza conform claselor Child—Pugh A, B s1i C a
constatat o scadere semnificativd a diurezei la pacientii din clasa Child-Pugh C comparativ cu
subiectii sanatosi (p<0,001), la fel intre loturile 1 i 3 (p<0,01) si loturile 2 si 3 (p<0,01).
Clearance-ul creatininei s-a micsorat vadit la pacientii cu CH clasa Child —Pugh C
comparativ cu pacientii clasa Child —Pugh A, B si subiectii sanatosi (p<0,001). Capacitatea de
concentrare a urinei nu a fost alteratd, valorile densitdtii urinare fiind in limetele normei in
loturile cercetate (tabelul 1).
Tabelul 1. Clearance-ul creatininei, diureza nictimerala, valorile enzimelor urinare la
pacientii cu ciroza hepatica clasa Child-Pugh A, B si C

1.Child 2.Child- 3.Child- |4.Lotul de
Indicii Pugh A Pugh B Pugh C control | pia | P13 | Pisa | P2s3 | P2st | P3s 4
M1:l:m1 M2:tm2 M3:l:m3 M4:l:m4

DIUICZD | 1080404,8 | 940:67,2 | 552840,60 [1010220,6 * | ##% | % | wwn | wx [
(ml in 240re)
Prozfgll‘f)““a 0,03+0,008 | 0,04£0,007 | 0,10£0,02 | 0,040,0 | * | % | sk | o | |
Densitatea

L 1017+1,09 | 1015+1,14 | 1017+0,92 |1020+0,77| * * * * *x *
urinara (un.)

Clearance
creatininei 101£3,92 111+£6,64 | 75,18+7,14 | 117£6,76 | ** | ** * I Rototulol Rotototy
(ml/min)

FA
(nmol/s mmol| 294,0+£32,7 |520,3+65,53| 17182421535 | 307,2+21 | * | #*** * HAE kR Rk
creat.)

UU_GTP
(nmol/s 29142650 | 526+78,98 | 1091+69,69 | 266,770 | *** | #** * GilONN IO Roololo
mmol creat.)

NAG (pmol/s

3,37+0,63 | 4,70+£0,60 | 12,57+0,78 | 1,15£0,20 | * | k% | HAE | Rk kR
mmol creat.)

PCE (nmol/s

0,93+0,085 | 1,34+0,30 | 6,13+0,60 |0,66+£0,06 | * | *** * Hkk *o| R
mmol creat.)

AGN
(pmol/s mmol| 46,9+£5,67 | 47,3+£3,87 | 117,3£9,00 | 36,94+2,7 | * | *%* * ok I Rololol
creat.)

Nota: * p>0,05 ** p<0,05 *** p<0,01 **** p<0,001

Aprecierea activitatii echipamentul enzimatic urinar in studiul nostru ne-a permis
urmatoarele constatari. La dozarea enzimelor urinare, valorile fosfatazei alcaline au fost crescute
semnificativ in comparatie cu lotul de control la pacientii clasa Child-Pugh B (p<0,05) si clasa
Child-Pugh C (p<0,001), iar la 34 (29,8 %) pacientii clasa Child—Pugh A, nivelul FA in urina a
fost in limitele normei ( 294,0+£32,7 nmol/s mmol creat.) (tabelul 1).

La fel, valorile [1-GTP, AGN, PCE, NAG au crescut substantial la pacientii cu CH clasa
Child-Pugh B si C comparativ cu subiectii sanatosi (p<0,001) si la comparatia intre loturile 2 si 3
(p<0,01).
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Atentiondm faptul, cd a fost certd atat afectarea epiteliului ,,marginii in perie” a tubilor
renali proximali ([J-GTP, FA, AGN), cat si a lizozomilor intracelulari ai nefroteliului tubilor
contorti proximali (NAG). S-a constatat cresterea permeabilititii MB la pacientii cu CH
decompensata cu detectarea in urind a enzimeli, care nu este prezenta in sedimentul urinar normal
- PCE (6,13+0,60 nmol/s mmol creat.)

Cresterea activitatii enzimelor urinare a fost depistata si la pacientii cirotici cu prezenta
factorilor precipitanti ai complicatiilor renale. Administrarea tratamentului nefrotoxic si diuretic
agresiv a conditionat valorile inalte ale enzimelor lizozomale NAG (p<0,001) si ale enzimelor
membranei citoplasmatice a nefroteliului ([J-GTP, FA), (p<0,001), AGN (p<0,001) si PCE,
(p<0,001) comparativ cu lotul de control (tabelul 2). La pacientii cu CH, care au suportat
paracentezele evacuatoare din motiv de imposibilitate a evacudrii lichidului ascitic pe cale
medicamentoasa s-a constatat o crestere semnificativa a tuturor enzimelor urinare studiate,
indeosebi a [1-GTP si FA- enzimelor membranei citoplasmatice a nefroteliului  (p<0,001).

Tabelul 2. Valorile enzimelor urinare si factorii precipitanti ai complicatiilor renale
Factor Paracenteza Hem(.)r? g1 Tratament T.r atar.nent Lotul de
rec. gastrica . diuretic
. ee evacuatoare . 9 nefrotoxic . . control
Indicii superioara intensiv
(lrjlﬁol Jsmmol 1842.88 840.10 2061.60 1390.01 307,2
creat) + 287.14%** | £ 135.15%** | £ 408.0%** + 259.52%%% | £21,47
Eliﬁgp 1214.34 660.16 1136.04 930.80 266.7
t 92.64%%*% | £ 143.73%* t+ 166.96*%*%* | £ 108.06%** | £ 69,69
mmol creat.)
NAGV 11.66 9.68 13.89 10.53 1,15
(pmol/s + 1010 | £ 159%kE | £ ] 66w + 1020 | £ 0,207
mmol creat.)
PCEI / 6.00 5.05 5.40 471 0.66
(nmol/s +1.55%kx | & [ D3kEx | & [ @R +0.78%%% | * 0,06
mmol creat.) '
??nljl/s 117.32 82.23 140.56 102.80 36,94
P + 18.18%#*k | £ ]].54%%x T 14145 T 12.34%%x% + 271
mmol creat.)

Nota: *- p<0.05,
lotul de control.

**- p<0,01, *** p<0,001 - diferenta dintre pacientii cu factori precipitanti si

Discutii

Modificarile nesemnificative ale sedimentului urinar obisnuit depistate si in studiul
prezent, sunt insuficiente pentru diagnosticarea unui posibil impact renal incipient.
Administrarea frecventd, apoi permanentd a diureticilor la pacientii cu CH decompensata
complica evaluarea cu scop diagnostic a electrolitilor urinari.

In acest context, determinarea enzimelor urinare, ca markeri ai impactului renal la nivel
de nefroteliu si MB glomerulara, este reactualizatd. Enzimuria marcata a fost constatatd la 37 de
pacientii cu CH clasa Child-Pugh B (p<0,05) si 43 de pacienti clasa Child-Pugh C (p<0,01)
comparativ cu subiectii sanatosi. S-au depistat valori Tnalte ale enzimelor citoplasmatice Y-GTP,
FA, AGN, enzime, care se activeaza in exces afectarea microvililor ,,marginii in perie” a
nefroteliului tubilor proximal renali, ale enzimelor lizozomale NAG, detectarea 1n urind a PCE,
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enzimd, care lipseste din tesutul renal si apare n urina doar la scaderea selectivitatii si cresterea
permiabilitatii MB glomerulare.

Din punct de vedere practic, sedimentul urinar la pacientii cu CH s-a dovedit a fi
neinformativ, decelandu-se o proteinurie, cilindrurie, hematurie nesimnificativd si modesta.
Activitatea crescutd a enzimelor urinare a confirmat prezenta unui impact renal incipient la
pacientii cu CH clasa Child-Pugh B si C. Dozarea enzimelor urinare a fost subiectul unor studii
nu atiat de numeroase, dar care sunt in context cu rezultatele noastre. Date relevante au fost
furnizate de un studiu condus de catre Liangos O. si col. pe un esantion de 201 pacienti
spitalizati cu IRA de geneza prerenald. S-a demonstrat prezenta unei activitati naltd a enzimelor
citoplasmatice urinare: FA, Y- GTP, alfa-aminopeptidaza in stadiile incipiente ale IRA.

Asambland datele expuse, putem afirma cd hipoperfuzia renald prolongata, hipoxia
medularei renale, determinata de discordantele functionale si hemodinamice in ciroza hepatica
decompensatd provoacad o afectarea tubulard si glomerulard considerabila a rinichiului.
Atentionam asupra enzimuriei marcate la pacientii cu factorilor de risc ai complicatiilor renale,
indeosebi a administrarii necontrolate de diuretice, medicatiei nefrotoxice, efectuarii
paracentezelor masive evacuatoare, care au produs un impact grav asupra tubilor renali si au
crescut permeabilitatea membranei bazale glomerulare la pacientii cu CH.

Concluzii

1. Hipoperfuzia renald prolongatd cu hipoxia tisulara la pacientii cu CH decompensata
creste  vulnerabilitatea nefroteliului si a MB glomerulare si poate provoca o enzimurie
semnificativa.

2. La pacientii cu CH clasa Child-Pugh B si C, inclusi in studiu, s-a constatat afectarea
nefroteliului si cresterea permeabilitdtii MB glomerulare, argumentata prin activitatea crescuta a
enzimelor membranare citoplasmatice si lizozomale, decelarea enzimelor PCE in fluidul urinar.

3. Dozarea enzimelor urinare poate fi utilizatd pentru diagnosticul precoce al injuriei
renale la pacientii cu afectiune hepatica, enzimuria crescutd semnificativ in stadiile
decompensate ale CH indicand o lezare renala incipienta.

4. S-a decelat enzimuria marcata si la pacientii cu factori de risc ai complicatiilor renale,
indeosebi la administrarea agresiva de diuretice, medicatie nefrotoxica, efectuarei paracentezelor
masive evacuatoare,
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