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RESUMO

Marcal LJ. Potencial preditivo de biomarcadores urinarios para o diagndstico precoce
de injuria renal aguda em grandes cirurgias abdominais eletivas ndo vasculares [Tese].
Séo Paulo. Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo. 2019

INTRODUCAO: A incidéncia de injaria renal aguda (IRA) tem aumentado
significativamente nos ultimos anos, fazendo com que seja considerada um problema de
salde publica mundial. IRA esta associada com morbidade e mortalidade elevadas
(precoce e tardia), aumento do tempo e dos custos de internacdo e desenvolvimento
posterior de doenca renal cronica. O diagnostico precoce de IRA é extremamente
importante para a instituicdo de medidas protetoras visando evitar a instalacdo ou
minimizar a gravidade da IRA. Os pacientes submetidos a grandes cirurgias apresentam
alta incidéncia de IRA, associada a eventos adversos em longo prazo. H& grande
interesse em estudar a IRA pos-operatoria desta populacdo, pela possibilidade de
estimativa do dano peri-operatorio e potencial intervencdo. Neste contexto, 0 uso de
biomarcadores (BMs) para identificar pacientes de alto risco para IRA € relevante.
A maioria dos estudos com BMs em pacientes cirargicos analisou cirurgias toracicas;
existem poucos dados sobre o papel dos BMs urinarios de lesdo estrutural renal na
predicdo da IRA em pacientes submetidos a grandes cirurgias abdominais eletivas ndo
vasculares. Este estudo tem como objetivo analisar a acuracia de BMs urinérios de lesao
estrutural renal na predicdo de IRA ap6s grandes cirurgias abdominais eletivas ndo
vasculares. METODOS: Um total de 298 pacientes submetidos a cirurgias abdominais
eletivas ndo vasculares foram avaliados prospectivamente, no pré e peri-operatorio,
desde a admissdo na UTI até sete dias ou alta da UTI. A creatinina sérica (CrS) foi
avaliada antes da cirurgia e uma vez por dia até sete dias ou alta da UTI. A IRA foi
diagnosticada e classificada usando o critério da CrS de acordo com as defini¢cdes do
Kidney Disease Improving Global Outcomes (KDIGO). Amostras de urina foram
coletadas na internacdo hospitalar, na internacdo na UT]I, 12 e 24h apds a admisséo na UTI.
Os BMs urinarios clusterina, calbindina, pi-glutationa transferase-S; interleucina 18 (IL-18),
molécula de injuria renal 1 (KIM-1), proteina quimiotatica de mondcitos 1 (MCP-1);
microalbumina, beta-2-microglobulina, cistatina C, lipocalina associada com gelatinase
de neutrofilos humanos (NGAL), osteopontina (OPN), fator trifélio trés, inibidor
tecidual de metaloproteinase -2 (TIMP-2), e proteina ligadora-7 do fator de crescimento
de insulina (IGFBP-7) foram avaliados pelo método Luminex x-MAP. Os dados foram
testados para normalidade pelo teste de Kolmogorov-Smirnov e sdo apresentados como
mediana (primeiro e terceiro quartis), média £ desvio padrdo ou frequéncia, como
adequado. A acurdcia das curvas ROC foi obtida de pacientes sem IRA e IRA KDIGO |
como controles e pacientes IRA KDIGO Il e Il como resultado positivo para IRA
moderada ou grave. Os BM foram avaliados isoladamente e em combinagfes a fim de
se encontrar a melhor acuracia diagndstica. Considerada significancia estatistica para p
<0,05. RESULTADOS: A idade média dos pacientes foi de 56 + 15 anos, 59% do sexo



feminino; o tempo medio de internacdo foi de 17,7 £16,2 dias, o tempo médio de
internacdo na UTI foi de 3,1 £ 2,9 dias e mortalidade em 90 dias foi de 6,4%. Um total
de 71 pacientes (24%) desenvolveu IRA. Os BMs MCP-1, IL-18, KIM-1, OPN, NGAL,
TIMP-2 e IGFBP-7 foram significativamente mais elevados no grupo IRA em todos os
periodos analisados. O produto da multiplicagdo dos BMs MCP-1 e KIM-1 na coleta
pré-operatoria demonstrou boa acuracia em predizer IRA moderada e grave (AUC de
0,79; intervalo de confianca 0,69-0,88). O melhor momento para predicdo de IRA foi
apos 12 horas da admissao da UTI, usando o produto da multiplicacdo dos BMs NGAL,
KIM-1 e TIMP-2 (AUC de 0,86; intervalo de confianga 0,79-0,94). Estas duas
combinagBes apresentaram melhor acuracia do que qualquer BM isoladamente ou em
outras combinacOes para predizer IRA moderada ou grave e se associaram a tempo de
internacdo mais longos e maior mortalidade 90 dias ap6s cirurgia. CONCLUSOES: A
maioria dos pacientes que desenvolveu IRA moderada ou grave apresentou BMs
elevados a internacdo (pré-operatério) e o produto dos BMs MCP-1 e KIM-1
demonstrou boa acuracia para prever IRA. O melhor desempenho para diagnosticar IRA
moderada e grave foi o produto de KIM-1, NGAL e TIMP-2, 12h ap6s admissao na UTI.
As duas combinagdes de BMs descritas acima apresentaram acuracia maior do que
qualquer BM isoladamente.

Descritores: Lesdo renal aguda; Creatinina; Biomarcadores; Complicagdes pos-
operatorias; Cirurgia



ABSTRACT

Marcal LJ. Predictive potential of urinary biomarkers for early diagnosis of acute
kidney injury in major elective abdominal non-vascular surgeries [Thesis]. Sdo Paulo.
“Faculdade de Medicina, Universidade de Sdao Paulo. 2019

BACKGROUND: Acute kidney injury (AKI) incidence has increased significantly in the
last years, and AKI has emerged as a worldwide health public problem. AKI has been
associated with higher morbidity and early and late mortality, higher hospital length of
stay and development of chronic kidney disease. AKI early diagnosis is extremely
important to institute protective measures in order to prevent and/or minimize AKI
development. Major surgeries patients have a high incidence of AKI associated with long-
term adverse events. There is great interest on the study of postoperative AKI in this
population, due to the possibility of estimating perioperative damage and establishing
potential interventions. In this context, the use of biomarkers (BMs) to identify AKI
high risk patients is extremely relevant. Most of the studies with BMs in surgical
patients had assessed thoracic surgeries; there are few data on the role of urinary BMs
of kidney structural injury in predicting AKI from patients submitted to major elective
non-vascular abdominal surgeries. The present study aimed to assess the accuracy of
urinary BMs for AKI prediction after major elective non-vascular abdominal surgeries.
METHODS: A total of 298 patients submitted to major elective abdominal non-vascular
surgeries were prospectively assessed. They were evaluated pre, peri-operatively and
from the ICU admission up to seven days. Serum creatinine (sCr) was evaluated before
surgery and once a day up to seven days or until ICU discharge. AKI was diagnosed and
staged using sCr according to Kidney Disease Improving Global Outcomes (KDIGO)
definitions. Urine samples were collected at hospital admission (before surgery), at ICU
admission, 12 and 24h after ICU admission. Urinary biomarkers clusterin, calbindin, pi-
glutathione S-transferase; interleucin 18 (IL-18), kidney injury molecule 1 (KIM-1),
monocyte chemoattractant protein 1 (MCP-1); microalbumin, beta-2-microglobulin,
cistatin C, neutrophil gelatinase associated lipocalin (NGAL), osteopontin (OPN), trefoil
factor 3, tissue inhibitor of metalloproteinase-2 (TIMP-2), and insulin-like growth factor-
binding protein 7 (IGFBP-7) were assessed by Luminex x-MAP method. Data were tested
for normality by Kolmogorov-Smirnov test, and are presented as median (first and third
quartiles), mean * standard deviation or frequency. The accuracy of ROC curves was
assessed using non-AKI and AKI KDIGO 1 as control and AKI KDIGO Il and 1l as
positive result. We tested the biomarkers isolated and in different combinations to find the
better accuracy. Statistical significance was p<0.05. RESULTS: Patients’ median age was
56 = 15 years, and 59% were female; hospital length of stay was 17.7 + 16.2 days, ICU
length of stay was 3.1 + 2.9 days and 90 days mortality rate was 6.4%. A total of 71
patients (24%) developed AKI by KDIGO SCr criteria. The biomarkers MCP-1, IL-18,
KIM-1, OPN, NGAL, TIMP-2 and IGFBP-7 were significantly higher for the AKI group
on all time points analyzed. The product of MCP-1 and KIM-1 in the preoperative period



achieved a good accuracy (AUC = 0.79; confidence interval 95% 0.69 — 0.88). The better
time for AKI prediction was 12 hours after of ICU admission using the product of KIM-1,
NGAL and TIMP-2 (AUC = 0.86; confidence interval 95% 0.79 — 0.94). These two
biomarkers combinations presented higher accuracy than any of the biomarkers alone or
in other combinations, and were associated to longer length of stay and 90 days mortality.
CONCLUSIONS: Most of patients who developed moderate or severe AKI presented
high levels of BM at hospitalization (before surgery) and the product of MCP-1 and KIM-1
showed good prediction accuracy for AKI. The best prediction accuracy for moderate or
severe AKI was the product of KIM-1, NGAL and TIMP-2, 12 hours after ICU
admission. Any of the two BMs combinations presented higher accuracy than the BM
tested alone.

Descriptors: Acute kidney injury; Creatinine; Biomarkers; Postoperative complication;
Surgery.



1 INTRODUCAO

A injuria renal aguda (IRA), sindrome caracterizada por perda abrupta da fungéo
renal, apresenta incidéncia que vem aumentando progressivamente a nivel mundial.
Aproximadamente 20% de todos os pacientes hospitalizados e 45% dos pacientes
admitidos nas unidades de terapia intensiva (UTI) desenvolvem IRA. A taxa de
mortalidade desses pacientes é muitas vezes maior do que daqueles que ndo a
desenvolvem; mesmo pequenas variagdes na creatinina sérica (CrS) estdo associadas a
aumento de mortalidade precoce e tardia, maior tempo de internacdo, maior custo
hospitalar e subsequente desenvolvimento de doenca renal cronica (DRC) (1-3).

Nos paises em desenvolvimento, principalmente nas regides interioranas e de
baixa renda, observa-se crescente aumento na incidéncia de IRA que poderia ser
prevenida através de acBes preventivas com o individuo, com a comunidade e com 0s
hospitais. Estas formas de IRA geralmente acometem individuos previamente saudaveis
e os principais fatores que a desencadeiam sdo doencas infectocontagiosas, aborto
séptico, acidentes por animais pegonhentos e uso de medicacBes naturais. Estes fatores
estdo intimamente ligados a higiene sanitéria, grau de instrucdo e problemas com a falta
de assisténcia médica e investimentos na area da saude (4, 5).

Em paises desenvolvidos e em centros urbanos modernos de paises em
desenvolvimento, a IRA acomete usualmente individuos idosos portadores de doencas
crénicas pré-existentes e/ou pacientes hospitalizados, principalmente em UTIs.
Nestes casos, a etiopatogenia mais comum € a isquemia renal por sepse e/ou 0 uso de

drogas nefrotoxicas (4, 6).
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O grande numero de defini¢bes de IRA utilizado pelos investigadores dificultou
as comparacOes entre estudos e o melhor entendimento da epidemiologia desta
sindrome. Em 2004, o grupo Acute Dialysis Quality Initiative (ADQI) publicou a
classificacdo RIFLE (Risk- Injury- Failure- Loss- End stage of renal disease) visando
uniformizar o diagndéstico de IRA. O critério RIFLE definiu IRA como o aumento de
50% da CrS em relacdo a CrS basal, ou queda da taxa de filtracdo glomerular (TGF)
> 25% em relacdo a basal, ocorrendo no intervalo de sete dias ou, queda da diurese para
menos de 0,5 mL/Kg/h no intervalo de pelo menos seis horas. Baseado em variagdes da
CrS, da TFG e do fluxo urinario definiu-se classes crescentes de gravidade da IRA: Risk
—risco, Injury — lesdo, e Failure — faléncia (7).

A classificacdo RIFLE foi revisada por um novo grupo denominado Acute
Kidney Injury Network (AKIN) em 2007. Nesta classificacdo (AKIN), IRA foi definida
como aumento da CrS > 0,3 mg/dL ou > 50% no periodo de 48 horas ou, queda da
diurese para menos de 0,5 mL/Kg/h por 6 horas. Manteve-se 0 conceito de niveis
crescentes de gravidade, denominados estagios 1, 2 e 3, que substituiram os termos
risco, leséo e faléncia, respectivamente (8).

No entanto, as classificacfes RIFLE e AKIN ainda apresentavam problemas e
limitacbes. Em 2012, uma nova diretriz sobre IRA da associacdo Kidney Disease
Improving Global Outcomes (KDIGO) foi proposta. Esta nova diretriz unificou os
critérios RIFLE e AKIN e propds um novo estadiamento (Tabela 1) e definiu IRA

como:

e Aumento > 0,3 mg/dL na creatinina em 48 horas ou
e Aumento > 1,5 vezes na creatinina em Sete dias ou

e Volume urinario < 0,5 mL/kg/h por seis horas (9).
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Tabela 1. Critérios do KDIGO (Kidney Disease Improving Global Outcomes) para IRA (9)

Estagio Creatinina sérica (CrS) Volume urinario (VU)

1 1,5-1,9 vezes a basal ou > 0.3 mg/dL < 0,5 mL/kg/h por 6-12 horas

2 2 - 2,9 vezes basal < 0.5 mL/kg/h por >12 horas

3 > 3 vezes a basal ou elevagdo para >4.0 mg/dL < 0.3mL/kg/h por > 24 horas ou an(ria
ou inicio de terapia renal substitutiva por > 12 horas

O diagndstico precoce de IRA é essencial para a instalacdo de medidas protetoras
visando abortar os mecanismos de lesdo ou, pelo menos, minimiza-los. Todas as
defini¢Oes citadas usaram a CrS como Unico marcador laboratorial para diagnostico (9).
No entanto, a creatinina ndo é um biomarcador (BM) ideal, pois sua alteracdo ocorre
temporalmente dissociada da alteracdo da TGF, existindo intervalo de horas ou dias
entre a queda da filtracdo e a elevacdo da creatinina. Ademais a creatinina €
influenciada por diversos fatores ndo renais, como idade, massa e metabolismo
muscular, uso de medicacOes, estado de hidratacdo, estado nutricional, secrecéo tubular
de creatinina e género dos pacientes. Também deve-se considerar que a reserva
funcional renal faz com que perdas de funcdo de até 50% possam ocorrer sem
correspondente aumento da CrS (10).

As limitacbes da cinética de elevacdo da CrS como marcador diagndstico de
IRA tém levado a pesquisa e desenvolvimento de novos BMs, mais sensiveis,
especificos e precoces, portanto, fundamentais para intervencées terapéuticas precoces e
minimizacdo da intensidade da injaria (11, 12).

A andlise de protedmica permitiu a identificacdo de diferentes proteinas com
potencial de BM para diagnostico de IRA. Estes BMs estéo associados a fase inicial ou
funcional das lesdes renais isquémicas ou nefrotdxicas e podem ser Uteis para prever o

curso da doenca e possivelmente seu progndéstico a curto e longo prazo. Ademais, ha a
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possibilidade de sua aplicacdo no momento de decidir o inicio da terapia de substituicao
renal em pacientes com IRA (11, 12).

Os BMs mais promissores e/ou estudados serdo citados e categorizados por funcgéo:

1.1 Les&o e regeneracéao tubular

Lipocalina associada com gelatinase de neutréfilos humanos (NGAL)

O NGAL, também conhecido como Lipocalina 2, é uma pequena proteina com
peso molecular de 25 KDa que possui funcdo bacteriostatica encontrada nos neutréfilos
e também em alguns epitélios, como nos tdbulos renais que o produz em quantidades
baixas (13, 14). O NGAL produzido em tecidos diferentes dos rins é filtrado pelos
glomérulos e reabsorvido pelos tibulos proximais. Sua expressdo aumenta no sangue ou
urina, na injaria renal por isquemia ou nefrotoxicidade (15, 16).

O papel fisiolégico do NGAL é pouco conhecido, mas dados experimentais
sugerem sua participacdo na regeneracao tubular. Na urina, é secretado pela porcéo
espessa da alca de Henle e pelos ductos coletores (17). Em pacientes de risco, varios
estudos foram desenvolvidos com a finalidade de avaliar a capacidade do NGAL em
prever o desenvolvimento de IRA (18-22). Observou-se associa¢do positiva entre o
nivel de NGAL urinério e a ocorréncia de IRA diagnosticada pela CrS. Entretanto, ele
também é produzido por outras células epiteliais, neutréfilos e macréfagos e se eleva em

outras condiges clinicas como DRC, diabetes e infecgdo (21, 23).
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Molécula de injuria renal 1 (KIM-1)

O KIM-1 é uma glicoproteina transmembrana do tipo 1 com peso molecular de
38,7 kDa, localizada na membrana apical de tubulos renais, sendo detectada na urina ou
no tecido a partir de lesdo tubular aguda ou crénica (24). Acredita-se que 0 KIM-1
desempenhe papel de protecdo e que sua liberacdo aconteca nos processos de
regeneracdo apds lesdo epitelial, pois sua expressdo esta muito elevada em ceélulas
epiteliais do tabulo proximal em rins de humanos e de roedores apés leséo isquémica ou

toxica (25-29).

Interleucina 18 (IL-18)

A 1IL-18, com peso molecular de 24 kDa, ¢ uma citocina pro-inflamatéria da
familia das citocinas IL-1, que controla a imunidade inata e adaptativa e induz a
producdo de interferon gamma (IFN-y) pelos linfdcitos T e linfocitos “natural killers”
(30). E expressa em numerosos tecidos e células, incluindo mondcitos, células de
Kupffer, queratindcitos, osteoblastos, células do cortex supra-renal, células epiteliais
intestinais, células microgliais, fibroblastos sinoviais, células epiteliais tubulares
proximais e células intercaladas dos ductos coletores (31). Niveis aumentados de I1L-18
geralmente ocorrem durante processos inflamatdrios endégenos, como sepse (32).

Apoés IRA, a IL-18 ¢ induzida e clivada nos tabulos proximais e distais e é
considerada BM precoce para distinguir necrose tubular aguda de outros tipos de doenca
renal aguda (22, 31). Também distingue IRA de DRC, identifica lesdo renal por
quimioterapicos nefrotoxicos e injaria da isquemia e reperfusdo renal. A IL-18 pode ser

preditora de mortalidade e piores progndsticos em pacientes (30, 33-37).
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Calbindina (Cal)

A Calbindina é uma proteina vitamina D dependente, ligante de calcio, que
apresenta peso molecular de 28 kDA e que pertence a superfamilia da troponina C.
E encontrada predominantemente em subpopulacdes de neurdnios do sistema nervoso
central e periférico, células epiteliais envolvidas no transporte de calcio, como as
células tubulares distais e tubulos corticais coletores dos rins e células entéricas
neuroendocrinas (38). A concentracao urinaria de calbindina aumenta rapidamente apos
a lesdo renal em modelos animais septicos e nefrotdxicos e retorna aos niveis basais 24
horas apds o insulto. Existem poucos estudos avaliando clinicamente a calbindina, mas
seus niveis aumentaram oito vezes, trés dias apés a infusdo de cisplatina em pacientes

com tumores sélidos. Seu aumento sugere leséo do tabulo renal distal (38-41).

Pi-glutationa transferase-S (GTS-n)

A superfamilia de glutationa transferase-S compreende isoenzimas citosolicas
diméricas com peso molecular de 45-55 kDA. A GTS-rt esta localizada nos tibulos
distais e € importante na conjugacdo de substancias eletrofilicas, como drogas
citotoxicas. Sua concentracdo na urina aumenta em danos tubulares (isquemia,
toxicidade por cisplatina e gentamicina), rejeicdo de transplante renal, infeccdo renal,

diabetes e DRC (38, 42-44).

Proteina quimiotatica de mondcitos 1 (MCP-1)

O MCP-1, também denominada CCL2, € uma pequena quimiocina com peso
molecular de 11 kDa que pertence a classe de quimiocinas CC, que atua no
recrutamento de mondcitos, celulas T de memoria e células dendriticas para os sitios de

inflamacéo produzidos por injuria tecidual ou por infec¢do. Sua elevacdo na urina é
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associada com lupus ou com inflamacg&o renal. Costuma-se observar associacdo entre
albumindria, MCP-1 e infiltracdo intersticial por macréfagos na progressdo da injdria

renal (45-48).

1.2  Filtracéo glomerular e integridade dos capilares glomerulares

Microalbumina (HAlb)

A albumina, proteina de peso molecular de 67.000 kDA, é a proteina presente
em maior concentracdo no soro. Na urina, estd aumentada quando ocorrem danos renais
e pode ser relacionada a etiologia da doenca renal. Aproximadamente 99% da albumina
é reabsorvida no tabulo proximal. Doencas que alteram a permeabilidade da parede
glomerular ou o metabolismo das células tubulares renais podem aumentar a sua
excrecdo urinaria. O termo microalbumindria € utilizado para designar a excregdo
urinaria de albumina anormal, porém sub-clinica, ou seja, aquela que ndo é detectavel
pelos métodos bioquimicos usuais, mas apenas por técnicas, como radioimunoensaio,

nefelometria ou imunoturbidimetria (49-51).

Cistatina C (CC)

A CC é considerada como promissora alternativa a dosagem de CrS para
avaliacdo da TGF. Ela é uma proteina ndo glicosilada com peso molecular de 13 kDa
secretada por todas as células nucleadas. A CC tem sido bastante estudada como um
novo marcador para a avaliagdo da TGF, uma vez que ¢ filtrada livremente pelo
glomérulo e, reabsorvida e metabolizada nos tabulos proximais, de maneira que sua

concentragdo sanguinea depende quase que exclusivamente da TGF. A CC urinaria tem
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sido descrita como BM precoce de dano tubular renal e de alteracdes glomerulares

desencadeadas por drogas nefrotoxicas (52-55).

Beta dois microglobulina (B,M)

A B;M ¢é uma proteina com peso molecular de 12 kDa, sintetizada por todas as
células do corpo humano. Semelhante a CC, é filtrada nos glomérulos e completamente
reabsorvida e catabolizada nos tdbulos; apenas 0,3% da B,M filtrada é normalmente
encontrada na urina. Sua concentracdo se eleva consideravelmente quando ha dano as

células tubulares e/ou alteracdes glomerulares (52, 53, 56).

1.3 Ciclo celular

Proteina ligadora-7 do fator de crescimento de insulina (IGFBP-7)

IGFBP-7 é uma glicoproteina de 29 kDa com funcdo de ligar-se a fatores de
crescimento insulinicos. Neste caso, é expressa nos tubulos e glomérulos. Apos injuria, a
proteina p53 estimula a expressao de IGFBP-7, que age no controle da expressdo de
fatores de crescimento de insulina e de adesdo e reparo celular. A IGFBP-7 desempenha
um papel fundamental na parada do ciclo celular em G1 (57). As células tubulares renais
podem entrar em um curto periodo de parada do ciclo celular G1 ap6s lesdo de sepse
experimental ou isquemia e este processo impede que as células se dividam quando o
DNA é danificado e pode representar uma resposta precoce a leséo renal. Ela é induzida

apos isquemia em microvasculaturas e esta ligada a senescéncia celular (58-62).
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Inibidor tecidual de metaloproteinase -2 (TIMP-2)

TIMP-2 é uma proteina de 21 kDa e como sugerido pelo nome, tem como
atividade primaria inibir a acdo das metaloproteinases. Outras fun¢des independentes
como: controle do crescimento celular, migracdo, diferenciacdo e apoptose sdo
descritas. A TIMP-2 ao ligar-se a receptores de superficie celular ativa-se e inicia
mecanismos de sinalizacdo celular. Estudos sugerem que preventivamente apds injuria,
as células param de se dividir havendo parada do ciclo celular em G1. Acredita-se que
isso impede que as células se dividam caso 0 DNA esteja danificado (57). A interrupcao
do processo de divisdo celular ocorre até que o dano seja reparado e nao resulte na

morte ou senescéncia celular (59, 61, 63-66).

Clusterina (Clus)

A Clusterina é uma proteina glicosilada com o peso molecular de 76 a 80 kDa,
que pode sofrer extensivas modificacdes pos-translacionais como glicosilagdo, quebras
e dimerizacdo. No contexto de injuria renal, sugere-se que ela apresente papel anti-
apoptético e, portanto, esteja envolvida na protecdo celular, reciclagem lipidica e
agregacao celular. A Clus € sintetizada em varios tecidos e é encontrada fisiologicamente
em varios fluidos como plasma, sémen e liquor. Observou-se aumento da expressdo da
Clus nos glomérulos, tubulos e papilas em estudos experimentais com modelos animais
de nefrotoxicidade, ap@s cirurgias, apds isquemia renal e associado a doencas renais.
E produzida em diversos tecidos, porém o seu tamanho n&o permite que seja eliminada
por filtracdo glomerular, ou seja, 0 seu aumento urinario € totalmente relacionado a

injaria renal tubular (53, 67-69).
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Osteopontina (OPN)

A OPN ¢ uma citocina pro-inflamatdria com peso molecular de 32 kDa, que é
secretada por varios tecidos apés injuria. A OPN esta envolvida em varios processos
fisioldgicos e patoldgicos como adesédo, proliferacdo, migracdo ou infiltracdo celular,
inflamacéo, inibicdo da apoptose, cicatrizacdo e reconstituicdo da matriz extracelular.
A OPN também estimula a proliferacdo de células T e induz as células T e macrofagos a
expressar outras citocinas Thl durante a inflamacdo. Nos processos inflamatdrios

renais, € uma citocina regulada por células que mediam a imunidade celular (70-72).

Fator trifolio trés (TFF-3)

O TFF3 é um pequeno horménio peptidico com peso molecular de 13,1 kDa
secretado por células produtoras da mucosa, células epiteliais e multiplos tecidos e esta
ligado ao processo de reparacdo de lesGes. Membros da familia TFF desempenham um
papel fundamental na protecdo e reparacao de células epiteliais e mucosas, principalmente
dentro do sistema gastrointestinal (73). Em humanos, os TFFs sdo produzidos em todo o
trato urinario e TFF-3 predomina nas células dos tubulos proximal e distal e ductos
coletores. Na lesdo renal, tem funcdo essencial na manutencéo e restituicdo de células da
mucosa ao inibir a apoptose e promover a migracdo e sobrevida de células epiteliais (74).
O TFF-3 também induz a diferenciacdo epitelial. Estudos indicam que sua excrecdo
urinaria pode estar reduzida em IRA e altas concentragdes podem indicar reparo renal
continuo e aumento do risco para DRC (73, 75, 76).

Poucos estudos clinicos compararam os diversos BMs disponiveis, isoladamente
ou em associagOes, para a predicdo de IRA diagnosticada pelo aumento da creatinina ou
pelos critérios KDIGO. Os estudos existentes comparam numero limitado de BMs, ndo

analisam ou comparam diferentes situacdes de risco ou ndo incluem grande nimero de
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pacientes (77-80). Adicionalmente, os estudos demonstram lacunas no reconhecimento
precoce e no acompanhamento de pacientes com IRA, fato que corrobora a necessidade
premente de estratégias praticas para deteccdo e abordagem efetiva, visando promover
melhores desfechos clinicos aos portadores dessa doencga (59, 81).

As situacbes de risco para desenvolvimento de IRA séo variadas. Entre as
clinicamente relevantes, destacamos internacbes em emergéncias clinicas, traumas
moderados ou graves, cirurgias de grande porte e uso de drogas nefrotoxicas, como
cisplatina. Em algumas destas situacGes, como trauma e emergéncias clinicas, a chegada
do paciente ao hospital ocorre em tempo indeterminado. Nestas condicdes, a utilidade
do BM para identificacdo de IRA seria a admissdo do paciente (82-85). Em situacdes
como cirurgias eletivas e administracdo de drogas nefrotdxicas, o desenvolvimento de
IRA ¢é monitorado, e a andlise dos BMs pode ser realizada em diferentes intervalos de
tempo, permitindo a identificacdo do melhor momento de dosagem com finalidade
diagndstica (84, 85).

Nos ultimos anos, oncologistas tém usado painéis de marcadores genéticos para
melhor entender o comportamento bioldgico de determinado cancer e assim, conceber um
plano de tratamento alvo-especifico, resultando em melhora significativa na sobrevida
destes pacientes. De maneira andloga, os marcadores de avaliagdo funcional e de injdria
renal ja existentes e os que estdo em estudo, poderiam ser utilizados com o mesmo racional,
ou seja, o marcador ou o conjunto de marcadores refletiria um ou mais mecanismos
envolvidos na injuria e/ou na recuperacdo renal. A combinacdo de informacdes poderia
gerar uma categorizagdo do processo de injuria, permitindo a abordagem especifica e
individualizada no ciclo da doenca (81). Muitos BMs tém sido estudados com esta
finalidade; entretanto, até o presente, raros foram incorporados a pratica clinica, quer seja

pela falta de ensaios padronizados, quer seja pela dificuldade em se identificar os melhores
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BMs para cada condicdo especifica. Os BMs ideais deveriam ser sensiveis e especificos
para serem usados em trés situagcdes distintas: diagnostico, avaliacdo prognostica e
recuperacdo, contribuindo para o entendimento fisiopatoldgico da doenca e para o
direcionamento da melhor abordagem terapéutica (86). De acordo com pesquisadores da
area, 0 BM ideal deveria possuir as seguintes caracteristicas:
e Especificidade pela sindrome, ou seja, detectar IRA e ndo ser detectado na DRC;
e Especificidade no mecanismo da doenca, podendo ser utilizado em
diagnostico diferencial (distincdo entre IRA por injuria tubular, glomerular e
doenca intersticial);
e Ser adequadamente sensivel a injuria para situacdes clinicamente relevantes,
ou seja, ndo ser tdo sensivel ao ponto de identificar injuria renal sem

repercussao clinica significante;

e Auxiliar na estimativa da extensdo do dano;

e Detectar precocemente a progressdo da IRA, e com isso, poder ser usado para
identificacdo de pacientes que podem se beneficiar de intervengdes preventivas
Ou precoces;

e Apresentar valores decrescentes com a regressao da injuria;

e Ser capaz de predizer prognostico relacionado a IRA a curto e longo prazo
para utilizacdo de terapia renal de reposicéao e analise de qualidade de vida;

e Apresentar tempo de resposta curto, especialmente na deteccdo precoce de
IRA: testes rapidos com pequenos coeficientes de variacdo seriam ideais;

e Ser de facil medicéo e validacdo laboratorial e de prego acessivel;
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e Estratificar risco, ou seja, identificar pacientes que necessitam de monitoramento
mais rigoroso e em quais pacientes deve-se considerar opg¢oes de tratamentos

mais onerosos, porém mais seguros (81, 87).

Dificilmente apenas um BM conseguira preencher todos estes requisitos, porém,
0 BM pode ser utilizado para um proposito especifico (81, 86).

Os BMs mais promissores e/ou estudados até o0 momento incluem NGAL, KIM-1,
TIMP-2, IGFBP-7 e CC. Todavia, existem estudos ainda ndo consensuais com outros
biomarcadores como IL-18, pAlb, B,M, Clus, Cal, GTS-t, MCP-1, OPN e TFF-3 como
possiveis preditores de IRA (12, 44, 48, 88).

O TIMP-2 e o IGFBP-7 tém sido descritos como promissores por serem ligados a
parada do ciclo celular em G1 durante o inicio da fase de injuria celular (58-60, 62, 89, 90).
Foi demonstrado recentemente que células tubulares renais entram em um pequeno
periodo de controle do ciclo celular em G1, acompanhada de injaria apos sepse ou
isquemia experimental. Estes BMs indicam que apos a lesdo, o epitélio renal sofre
estresse e para de exercer algumas funcgdes, porém, com capacidade de recuperacdo sem
injaria permanente ao 6rgao (64, 67, 91-93).

Varios estudos ja foram realizados validando estes dois BMs, o maior deles até o
momento, o multicéntrico Sapphire, que validou os BMs TIMP-2 e IGFBP-7 em pacientes
criticos, apos a admissdo em UTI. Notou-se aumento consideravel nos seus niveis, mais
estaveis apo6s 12 horas de internacdo, especialmente em pacientes com IRA moderada e
grave. Observou-se também que o desempenho diagnostico era melhor quando havia
relagcdo entre os dois. A partir desta constatacdo, foi desenvolvido um ensaio de teste
rapido composto por ambos os BMs, com leitura em aparelho especifico e que foi

denominado NephroCheck® (58, 59).
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As metodologias para dosagens de biomarcadores sdo diversas. O método de
ensaio de imunoabsorcdo enzimatica (ELISA) é a de mais facil acesso, porém técnicas
como turbidimetria, nefelometria e Luminex XMAP podem ser utilizadas. Atualmente
ndo ha recomendacédo formal e padronizacdo metodoldgica para as dosagens, embora se
reconheca a dificuldade na padronizacdo de curvas de calibracdo na técnica de ELISA,
0 que pode acarretar aumento no coeficiente de variacdo intra e inter-ensaios e por
consequéncia, gerar duvidas se resultados diferentes do mesmo paciente fazem parte da
variacdo do método ou, de alteracdo patologica, com necessidade de intervencédo (94).

As técnicas de turbidimetria e nefelometria, também automatizadas, requerem
equipamentos e padronizacGes especificas. Até 0 momento, apenas kits comerciais para
0s BMs NGAL, CC, TIMP-2 e IGFBP-7 estdo disponibilizados comercialmente no
mercado. A tecnologia Luminex XxMAP, que é um combinado de ELISA sanduiche
(anticorpo de captura — BM de interesse — anticorpo de deteccdo) com citdmetro de fluxo,
possui diversas vantagens sobre as demais técnicas: permite a dosagem simultanea de
diversos BMs (economia de tempo e custo); utiliza pequena quantidade de amostra;
minimiza a ocorréncia de erros de pipetagem e geralmente apresenta limites de deteccédo
inferiores, resultando em maior sensibilidade analitica. H& poucos estudos clinicos para
diagndstico de IRA utilizando a metodologia XMAP Luminex para serem comparados
com os resultados de estudos ja realizados e que utilizaram a metodologia ELISA

convencional (94, 95).

IRA ap0s grandes cirurgias abdominais eletivas ndo vasculares e BMs
Grandes cirurgias abdominais eletivas ndo vasculares apresentam incidéncia
elevada de IRA, variando de 7 a 27% (96-99), em funcéo de tempo cirdrgico extenso,

grande perda de fluidos, alteracbes hemodinamicas e inflamagdo sistémica (100).
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O desenvolvimento de IRA nestes pacientes esta associado a desfechos desfavoraveis e
maior mortalidade. A IRA pds-operatoria tem também sido associada a eventos
adversos de longo prazo, como desenvolvimento de DRC e mortalidade tardia, mesmo
quando ha aparente recuperacdo de funcdo renal na alta hospitalar (101, 102). O uso e
validacdo de BMs nestes pacientes seria extremamente importante para detectar
pacientes de alto risco para desenvolver IRA e implementar medidas de prevencao para
evitar ou atenuar o seu desenvolvimento. No entanto, poucos estudos avaliaram a

eficacia e acuracia destes BMs no contexto destas cirurgias (96, 103, 104).
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2 OBJETIVO

Avaliar o potencial preditivo de BMs urinarios de lesdo estrutural renal para o
diagnéstico de injuria renal aguda pela definicio KDIGO em grandes cirurgias

abdominais eletivas ndo vasculares.
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3 METODOS

Esta tese de doutorado é um dos subprojetos ligados ao projeto tematico
"Individuos com alto risco para desenvolvimento de injuria renal aguda em contextos
clinicos relevantes: estudo prospectivo sobre aspectos epidemioldgicos, diagnosticos e
prognodsticos" aprovado pelo Comité de Etica Institucional sob o nimero 387/14 e com
apoio da Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo (FAPESP) sob
nimero 2014/19286-4 e bolsa de doutorado com apoio da Coordenacdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) projeto PROEX01478856 e
posterior apoio FAPESP bolsa nimero 2017/06332-6.

As amostras utilizadas nesta pesquisa sao provenientes de pacientes alocados no
subprojeto relacionados ao projeto tematico do qual esta tese de doutorado faz parte:
“Eficacia de biomarcadores de injdria tubular renal, associados ou ndo ao diagnostico de
injuria renal aguda, na avaliagdo da morbidade e mortalidade de pacientes submetidos a
grandes cirurgias abdominais eletivas nao vasculares”. Os pacientes incluidos
concordaram em participar do estudo e assinaram o Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido (TCLE) especifico do subprojeto.

3.1 Casuistica

Os pacientes sdo provenientes de duas unidades de terapia intensiva (UTI)

cirargicas de adultos do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade
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de Sdo Paulo (FMUSP) que contabilizam um total de 30 leitos. Foram incluidos 298

pacientes até marco de 2019.

i. Critérios de incluséo e selecdo dos pacientes
Foram incluidos pacientes com idade > 18 anos, submetidos a grandes cirurgias

abdominais eletivas ndo vasculares.

ii.  Critérios de excluséo

Foram excluidos pacientes com diagnostico prévio de DRC nos estagios 1V e V,
transplantados renais, pacientes que estivessem em uso ou que tivessem usado
medicamentos nefrotoxicos antes ou durante a internacdo na UTI (aminoglicosideos;
vancomicina; polimixina B; anfotericina; anti-inflamatérios ndo hormonais; contraste
iodado; gadolineo; antiretrovirais - lamivudina, tenofovir, indinavir e ritonavir; ciclosporina
e tacrolimus), pacientes que permaneceram menos de 48 horas na UTI ou que apresentaram

diagndstico de sepse durante a internacao.

iii. Dosagens

As dosagens dos BMs e CrU foram realizadas em quatro tempos: na internagéo
hospitalar, e no pés-operatorio, na admisséo da UTI e 12 e 24 horas ap6s a admissao na
UTI. As CrS foram coletadas antes da cirurgia e diariamente até uma semana apds a

cirurgia ou até alta da UTI.

iv. Definicédo de IRA

Foi definida usando os critérios de CrS pelo KDIGO (Tabela 1), incluindo as

divisbes em trés estagios.
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v. Definicdo de grandes cirurgias abdominais eletivas

Definiu-se grande cirurgia abdominal eletiva, a cirurgia abdominal ndo vascular,
de carater ndo emergencial com incisdo abdominal e tempo anestésico e cirdrgico total

> 180 minutos.

3.2 Métodos

Para a dosagem dos BMs urinarios, a urina foi coletada em frasco coletor
universal. Apds a coleta, uma aliquota foi transferida para um tubo falcon de 15mL e
centrifugada a 500g por 5 minutos; do material sobrenadante foram feitas aliquotas em
microtubos de 1,5mL que foram armazenadas em freezer a -70°C até as dosagens.

Para as dosagens de CrS e CrU foram coletadas, respectivamente, amostra de
sangue venoso em tubo sem adi¢do de anticoagulante, com gel separador e amostra de
urina em coletor universal. As amostras foram imediatamente encaminhadas ao
laboratério para realizagdo de centrifugacdo, dosagens, aliquotagem e armazenamento

em freezer a -70°C.

3.2.1 Dosagem dos BMs urinarios

A dosagem dos BMs urinarios foi realizada atraves da tecnologia LUMINEX-
XMAP com leitura em aparelno MagPix (MerckMillipore, Austin, Texas, USA),
utilizando trés Kits:

e Bio-Plex Pro RBM human kidney toxicity PANEL 1 (Bio-Rad Laboratories,

Berkeley, Califérnia, USA): Cal, Clus, GST-x, IL-18, KIM-1, MCP-1;
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e Bio-Plex Pro RBM human kidney toxicity PANEL 2 (Bio-Rad Laboratories,

Berkeley, Califérnia, USA): pAlb, B,M, CC, NGAL, OPN e TFF3;

e MILLIPLEX® MAP Custom Human 2-plex Magnetic Bead Panel (EMD

MerckMillipore, Saint Louis, Missouri, USA): TIMP-2 e IGFBP-7.

A técnica LUMINEX-xMAP possui principio similar ao ELISA sanduiche:
micro-esferas coloridas fluorescentes (também chamadas de “beads”) ligam-se de forma
covalente aos anticorpos de captura. Os anticorpos de captura sdo colocados diretamente
contra 0 BM desejado. Apds uma serie de lavagens para remover as proteinas ndo
ligadas, anticorpos de deteccdo sdo adicionados para criar o complexo sanduiche.
A deteccdo final do complexo é formada com a adicdo do conjugado de estreptavidina-
ficoeritrina. As micro-esferas possuem cores e comprimentos de onda distintos,
permitindo a quantificagdo simultdnea dos diversos BMs; a estreptavidina-ficoeritrina
serve como indicador fluorescente para determinacdo da concentracdo. Quando expostas
a dois feixes consecutivos de laser, com comprimentos de onda especificos, as “beads”
sdo identificadas e os biomarcadores conjugados, quantificados.

Amostras de urina de 06 pacientes foram repetidas em quintuplicata para
avaliacdo da reprodutibilidade dos ensaios. O coeficiente de variagdo intra e inter-ensaio

obtido foi de 15% e 20%, respectivamente.

3.2.2 DosagemdaCrSeCrU

As dosagens de CrS e CrU foram realizadas com o kit CREJ2 (Roche
diagnostics GmbH, Mannheim, Alemanha) pela metodologia de Jaffé no aparelho

Cobas 8000 modular ou Cobas C111 (Roche Instrument Center, Rotkreuz, Suiga).
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3.2.3 NephroCheck®

O kit NephroCheck® foi desenvolvido através de um estudo multicéntrico
denominado Sapphire (59). Este kit € um teste rapido no qual se dosa a concentracdo do
BM TIMP-2, multiplica-se pelo valor do BM IGFBP-7 e divide-se o resultado por 1000.

As concentrages acima de 0,3 (ng/mL)%/1000 sdo consideradas positivas para o teste.

Além das dosagens das concentracdes dos BMs, analisamos, também, o

desempenho dos marcadores que compdem o kit NephroCheck® e sua relagéo.

3.2.4 Normatizacdo dos BMs urinarios pela CrU

Em situacOes estaveis, como no caso na coleta prévia a cirurgia, considera-se
que a excrecdo da CrU é constante ao longo do tempo e a excre¢do dos BMs tem
relacdo linear com a excregdo de CrU; nesta condigéo, a normatizacdo do BM pela CrU
deve ser feita. Por outro lado, apés situaces em que ocorre agressdo renal aguda, como
no caso das coletas ap0s a cirurgia, a excrecdo de creatinina urinaria ndo é estavel e,
portanto, a normatizacdo ndo deve ser realizada (105, 106). Assim, os valores dos BMs
na coleta prévia a cirurgia foram normatizados pela CrU e nos periodos subsequentes a

cirurgia ndo houve a normatizagéo.
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3.3 Estatistica

A normalidade das variaveis foi avaliada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov.
Média e desvio-padrdo foram usados para descricdo das varidveis quantitativas com
distribuicdo normal. As varidveis quantitativas que ndo apresentaram distribuicédo
normal sdo descritas como medianas e quartis. As varidveis qualitativas sao
apresentadas como namero absoluto e porcentagens.

Foram comparados os resultados dos grupos ndo IRA (IRA-) vs. IRA KDIGO |
(KDIGO 1), IRA- vs. IRA KDIGO Il e Il (KDIGO II/111) e KDIGO | vs. KDIGO I/ 111.

Foram também comparados 0s grupos IRA- vs. IRA em cada tempo de coleta
(pré cirurgia, tempo 0, 12 e 24) e a variagdo temporal de cada BM de acordo com a
classificacdo de IRA- ou IRA.

Para as variaveis qualitativas, os grupos foram comparados pelo teste do Qui-
quadrado ou teste exato de Fisher, como apropriado. Varidveis quantitativas de
distribuicdo normal foram comparadas usando o teste t de Student pareado ou ndo
pareado, ou analise de variancia (ANOVA), como apropriado. As varidveis que nao
apresentaram distribuicdo normal foram analisadas pelo teste de Mann-Whitney ou teste
de Kruskal-Wallis. A variagdo temporal do BM foi analisada pelo teste Friedman
(ANOVA para amostras pareadas). O nivel de significancia foi de p< 0,05.

A avaliacdo preditora do BM foi realizada através de Receiver Operator
Characteristic Curves (curvas ROC), estimando os valores de corte que apresentem
melhor sensibilidade, especificidade e acuracia diagnosticas. Os marcadores foram
avaliados individualmente e em combinacdo, a fim de verificar potenciais aumentos de
acuracia quando conjugados. O padrdo ouro a ser utilizado na comparagdo serd a

definicdo de IRA proposta pelo critério KDIGO.
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4 RESULTADOS

Entre setembro de 2015 e fevereiro de 2019, 298 pacientes submetidos a
cirurgias abdominais eletivas néo vasculares foram avaliados prospectivamente, no peri-
operatério e na admissdo na UTI até o sétimo dia de internagdo ou alta. A idade média
dos pacientes foi de 56 +15 anos, 59,1% dos pacientes eram mulheres, o tempo médio
de internacéo foi de 17,7 16,2 dias, tempo de internacdo na UTI foi de 3,1 = 2,9 dias e
a mortalidade apds 90 dias foi de 6,4%. As cirurgias mais frequentemente realizadas
foram: 30,9% cirurgia gastrica (15,4% de gastroplastia, 14,1% de gastrectomia e
1,3% de gastrostomia); 26,5% hepatectomia; 13,1% colecistectomia; 6,4% colectomia;
6,0% hernioplastia; 5,7% gastroduodenopancreatectomia; 4,0% esofagectomia,
1,7% esplenectomia; 17,4% outras cirurgias. Devemos ressaltar que em diversos casos
mais de um tipo cirdrgico foi realizado no paciente.

Um total de 71 pacientes (23,8%) desenvolveu IRA pelos critérios KDIGO de CrS.
Entre estes pacientes, 46 (64,8%) desenvolveram IRA KDIGO 1, 15 (21,1%)
desenvolveram IRA KDIGO Il e 10 (14,1%) desenvolveram IRA KDIGO lII.

Em funcdo do nimero relativamente pequeno de pacientes nos grupos KDIGO 1I
e Ill, optamos por estuda-los em conjunto. Portanto, inicialmente comparamos trés

grupos distintos: sem IRA (IRA-), IRA KDIGO I e IRA KDIGO II/111.
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4.1 Resultados das comparaces entre BMs de pacientes IRA- e com IRA

4.1.1 Coleta pré-cirurgia (basal)

Ao analisarmos os valores das medianas dos BMs normatizados pela CrU

encontramos os seguintes resultados (Tabela 2):

e Clus e TIMP-2 apresentaram valores significativamente maiores no grupo

KDIGO II/111 comparado com os grupos IRA- e KDIGO I.

e MCP-1, GTS-r, KIM-1, OPN, pAlb, NGAL, TFF-3 e IGFBP-7 apresentaram
valores significativamente maiores no grupo KDIGO II/11l quando comparado

com grupo IRA-;

e |L-18, Cal, B,M e CC: resultados obtidos ndo evidenciaram diferenciacéo

entre os grupos analisados.
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Tabela 2. Valores de Mediana (1° e 3° quartis) de BMs normatizados pela CrU

coletados no tempo pré-cirurgia de pacientes IRA- e pacientes estratificados pelos

critérios KDIGO

IRA- (n=227)

KDIGO I (n=46)

KDIGO 11/111 (n=25)

Clus (ng/mg)

MCP-1 (ng/mg)

IL-18 (pg/mg)

GTS-n (ng/mg)

KIM-1 (ng/mg)

Cal (ng/mg)

OPN (pg/mg)

BoM (ug/mg)

HAIb (ng/mg)

NGAL (ng/mg)

CC (ng/mg)

TFF-3 (ug/mg)

TIMP-2 (ng/mg)

IGFBP-7 (ng/mg)

3,95(1,51-11,85)
0,1 (0,05 - 0,24) ™
18,50 (8,71 - 45,17)
1,21 (0,29-4,32)
0,19 (0,08 - 0,46) ™"
15,24 (2,54 - 50,38)
0,87 (0,46 - 1,71) "

0,05 (0,02 - 0,11)

5,67 (1,82 - 13,99)

25,23 (12,52 - 61,04) "
10,68 (4,39 - 24,56)
0,41 (0,23 -1,00)

7,43 (2,76 - 14,31)”

66,28 (20,53 - 187,60)

3,93 (1,32 - 19,97)*
0,16 (0,09 - 0,43)
14,88 (8,60 - 42,27)
2,12 (0,42 - 4,77)
0,31 (0,11 -0,62)
14,94 (2,10 - 52,80)
1,00 (0,61 - 1,91)
0,05 (0,01 - 0,18)
8,28 (3,74 - 24,07)
30,91 (12,88 - 92,39)
13,09 (5,23 - 30,93)
0,64 (0,29 - 1,83)
7,64 (3,14 - 10,33)*

72,1 (33,80 - 143,90)

15,52 (6,61 - 41,41)

0,40 (0,19 - 0,77)

30,65 (11,11 - 90,43)

5,85 (1,61 - 14,62)

0,91 (0,27 - 1,58)

29,55 (2,22 - 94,87)

1,94 (0,79 - 3,85)

0,15 (0,01 - 0,64)

16,02 (7,32 - 65,8)

58,15 (25,00 - 122,50)

18,43 (7,38 - 52,38)

0,90 (0,38 - 2,86)

13,38 (7,51 - 21,85)

144,60 (95,26 - 288,30)

IRA-: pacientes que ndo desenvolveram injuria renal aguda (IRA); KDIGO I: pacientes que desenvolveram IRA hospitalar de grau
leve (estégio I); KDIGO II/111: pacientes que desenvolveram IRA hospitalar grau moderado (estagio 1) ou grave (estagio I1); Clus:
clusterina; MCP-1: proteina quimiotatica de mondcitos 1; IL-18: interleucina 18; GTS-n: pi-glutationa transferase-S; KIM-1:
molécula de injaria renal 1; Cal: calbindina; OPN: osteopontina; B,M: beta dois microglobulina; pAlb: microalbumina; NGAL:
lipocalina associada com gelatinase de neutréfilos humanos; CC: cistatina C; TFF-3: fator trifolio trés; TIMP-2: inibidor tecidual de
metaloproteinase -2; IGFBP-7: proteina ligadora-7 do fator de crescimento de insulina; KDIGO II/I1l comparado com IRA-:

ok

“p<0,05; “p<0,01;

p<0,001; KDIGO II/111 comparado com KDIGO I: *p<0,05.
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4.1.2 Coleta na admissdo na UTI

Ao analisarmos os valores das medianas dos BMs encontramos 0s seguintes

resultados (Tabela 3):

KIM-1, OPN, pAlb, NGAL, TIMP-2 e IGFBP-7 apresentaram valores
significativamente maiores nos grupos KDIGO | e KDIGO II/111 comparado

com grupo IRA-;

Clus e MCP-1 apresentaram valores significativamente maiores no grupo

KDIGO II/111 comparado com grupo IRA-;

TFF-3 apresentou valores significativamente maiores no grupo KDIGO |

comparado com grupo IRA-;

IL-18, GTS-n, Cal, BoM e CC: resultados obtidos ndo evidenciaram

diferenciacdo entre os grupos analisados.
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Tabela 3. Valores de Mediana (1° e 3° quartis) de BMs coletados apds a admissao na
UTI de pacientes IRA- e pacientes estratificados pelos critérios KDIGO

IRA- (n=227) KDIGO I (n=46) KDIGO II/111 (n=25)
Clus (ng/mL) 8,04 (2,19 - 22,98) " 9,69 (2,92 - 61,53) 30,65 (6,41 - 74,42)
MCP-1 (ng/mL) 0,42 (0,15 -1,02) 0,83 (0,36 - 1,47) 1,61 (0,34 - 2,78)
IL-18 (pg/mL) 15,68 (9,38 - 61,13) 18,83 (10,46 - 70,29) 25,60 (10,85 - 187,60)
GTS-n (ng/mL) 4,42 (1,21 - 12,16) 4,04 (1,94 - 20,01) 10,07 (1,40 - 21,01)
KIM-1 (ng/mL) 0,34 (0,13 - 0,80) "% 0,53 (0,23 - 1,21) 0,83 (0,39 - 2,04)
Cal (ng/mL) 61,80 (7,29 - 225,50) 59,76 (4,35 - 255,50) 55,09 (2,04 - 122,00)
OPN (pg/mL) 1,44 (0,85 - 2,80) /4% 2,58 (1,45 - 4,80) 3,29 (1,77 - 8,09)
B,M (ug/mL) 0,13 (0,02 - 0,49) 0,18 (0,02 - 0,94) 0,14 (0,03 - 0,76)
pAIb (ug/mL) 22,86 (6,97 - 55,97) 4% 4152 (28,56 - 61,54) 44,30 (29,61 - 62,22)

NGAL (ng/mL) 23,77 (13,59 - 53,96) “/4&& 58 03 (30,30 - 202,70) 100,20 (43,23 - 224,80)

CC (ng/mL) 21,63 (8,72 - 41,93) 28,66 (8,64 - 65,03) 25,89 (10,98 - 63,74)
TFF-3 (ug/mL) 1,44 (0,71 - 2,97) & 2,74 (1,67 - 4,26) 2,38 (1,43 - 4,89)
TIMP-2 (ng/mL) 8,81 (3,93 - 19,64) 15,36 (5,11 - 23,51) 23,13 (8,71 - 51,96)

IGFBP-7 (ng/mL) 159,90 (85,65 - 295,20)" 244,10 (122,40 - 534,80) 386,00 (146,00 - 704,50)

IRA-: pacientes que ndo desenvolveram injuria renal aguda (IRA); KDIGO I: pacientes que desenvolveram IRA hospitalar de grau
leve (estagio I); KDIGO II/11l: pacientes que desenvolveram IRA hospitalar grau moderado (estagio 1) ou grave (estagio Il1); Clus:
clusterina; MCP-1: proteina quimiotéatica de mondcitos 1; IL-18: interleucina 18; GTS-x: pi-glutationa transferase-S; KIM-1: molécula
de injuria renal 1; Cal: calbindina; OPN: osteopontina; B,M: beta dois microglobulina; pAlb: microalbumina; NGAL: lipocalina
associada com gelatinase de neutréfilos humanos; CC: cistatina C; TFF-3: fator trifolio trés; TIMP-2: inibidor tecidual de
metaloproteinase -2; IGFBP-7: proteina ligadora-7 do fator de crescimento de insulina; KDIGO 11/I1l comparado com IRA-: * p<0,05;
"p<0,01; ""p<0,001; KDIGO | comparado com IRA-: ¢ p<0,05; 4p<0,01; %4%p<0,001.
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4.1.3 Coleta 12 horas ap06s admissdo na UT]

Ao analisarmos os valores das medianas dos BMs encontramos 0s seguintes

resultados (Tabela 4):

MCP-1, IL-18, KIM-1, OPN e TIMP-2 apresentaram valores significativamente

maiores no grupo KDIGO II/111 comparado com grupos IRA- e KDIGO |,

MAIb e IGFBP-7 apresentaram valores significativamente maiores no grupo

KDIGO II/111 comparado com grupo IRA-;

NGAL apresentou valores significativamente maiores no grupo KDIGO |
comparado com o grupo IRA- e no grupo KDIGO II/111 comparado com grupos

IRA- e KDIGO I,

Clus, GTS-n, Cal, B,M, CC e TFF3: resultados obtidos ndo evidenciaram

diferenciacdo entre os grupos analisados.
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Tabela 4. Valores de Mediana (1° e 3° quartis) de BMs coletados 12 horas ap6s

admissao na UTI de pacientes IRA- e pacientes estratificados pelos critérios KDIGO

IRA- (n=227)

KDIGO | (n=46)

KDIGO 11/111 (n=25)

Clus (ng/mL)
MCP-1 (ng/mL)
IL-18 (pg/mL)
GTS-xmt (ng/mL)
KIM-1 (ng/mL)
Cal (ng/mL)
OPN (pg/mL)
B,M (ug/mL)
MAIb (ug/mL)
NGAL (ng/mL)
CC (ng/mL)
TFF-3 (ug/mL)

TIMP-2 (ng/mL)

IGFBP-7 (ng/mL)

12,2 (4,06 - 31,24)
0,81 (0,28 -1,79) ™™
24,42 (11,39 - 96,43)
5,64 (2,25 - 11,14)
0,88 (0,29 - 1,83) "
67,06 (10,57 - 228,10)
2,09 (1,02 - 4,46)
0,12 (0,03 - 0,38)
20,56 (8,35 - 37,45)
28,27 (14,41 - 59,97) "4
21,12 (7,70 - 46,10)
1,89 (0,90 - 3,29)

8,33 (3,44 - 16,37)

178,90 (75,34 - 411,80)

7,24 (1,91 - 28,60)
0,71 (0,44 - 1,61) **
22,70 (11,63 - 131,30) *
3,25 (1,48 - 11,19)
1,27 (0,28 - 1,93) *
37,52 (6,10 - 96,01)
2,85 (1,67 - 4,37)"
0,03 (0,01 - 0,64)
31,95 (10,11 - 46,65)
53,53 (26,27 - 162,00) *
24,83 (9,88 - 52,80)
2,11 (1,06 - 3,66)

13,98 (5,32 - 20,89)

16,07 (5,53 - 53,83)

3,39 (1,44 - 5,02)

66,46 (31,19 - 147,50)

7,76 (2,43 - 23,86)

2,85 (1,37 - 4,03)

18,96 (7,85 - 75,79)

6,01 (3,03 - 14,37)

0,03 (0,02 - 0,17)

32,54 (23,68 - 61,36)

197,30 (99,67 - 793,30)

21,07 (9,55 - 94,03)

2,08 (1,59 - 3,94)

25,71 (13,24 - 96,38)

229,10 (109,10 - 554,80) 474,00 (236,30 - 1672,00)

IRA-: pacientes que ndo desenvolveram injdria renal aguda (IRA); KDIGO I: pacientes que desenvolveram IRA hospitalar de grau
leve (estégio 1); KDIGO II/111: pacientes que desenvolveram IRA hospitalar grau moderado (estégio 1) ou grave (estagio Il1); Clus:
clusterina; MCP-1: proteina quimiotatica de mondcitos 1; IL-18: interleucina 18; GTS-n: pi-glutationa transferase-S; KIM-1:
molécula de injaria renal 1; Cal: calbindina; OPN: osteopontina; B,M: beta dois microglobulina; pAlb: microalbumina; NGAL:
lipocalina associada com gelatinase de neutréfilos humanos; CC: cistatina C; TFF-3: fator trifélio trés; TIMP-2: inibidor tecidual de
metaloproteinase -2; IGFBP-7: proteina ligadora-7 do fator de crescimento de insulina; KDIGO Il/l1Il comparado com IRA-:

Fkkk

"p<0,01;
48n<0,01.

p<0,0001; KDIGO 1I/1ll comparado com KDIGO I: #p<0,05; *p<0,01; #p<0,001; KDIGO | comparado com IRA-:
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4.1.4 Coleta 24 horas ap06s admissdo na UT]

Ao analisarmos os valores das medianas dos BMs encontramos 0s seguintes

resultados (Tabela 5):

e MCP-1, IL-18, OPN e TIMP-2 apresentaram valores significativamente

maiores no grupo KDIGO 1I/111 comparado com grupos IRA- e KDIGO I,

o KIM-1, NGAL e IGFBP-7 apresentaram valores significativamente maiores

no grupo KDIGO I1I/111 comparado com grupo IRA-;

e Clus, GTS-x, Cal, pAlb, B,M, CC e TFF-3: resultados obtidos ndo evidenciaram

diferenciacéo entre os grupos analisados.
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Tabela 5. Valores de Mediana (1° e 3° quartis) de BMs coletados 24 horas ap0s

admissao na UTI de pacientes IRA- e pacientes estratificados pelos critérios KDIGO

IRA- (n=227)

KDIGO I (n=46)

KDIGO 11/111 (n=25)

Clus (ng/mL)

MCP-1 (ng/mL)

IL-18 (pg/mL)

GTS-xt (ng/mL)

KIM-1 (ng/mL)

Cal (ng/mL)

OPN (pg/mL)

B:M (ug/mL)

HAIb (ng/mL)

NGAL (ng/mL)

CC (ng/mL)

TFF-3 (ug/mL)

TIMP-2 (ng/mL)

IGFBP-7 (ng/mL)

14,88 (3,29 - 41,86)
0,71 (0,27 - 1,70)
24,03 (10,74 - 82,28) "
5,52 (2,47 - 11,27)
0,88 (0,36 - 2,18)
55,12 (6,71 - 192,70)
2,09 (1,02 -3,79)
0,13(0,02 - 0,48)
22,04 (8,50 - 48,30)
44,22 (17,89 - 104,10) ™
24,33 (8,88 - 58,32)
1,96 (0,83 - 3,79)

9,92 (4,61 - 20,63)

170,70 (84,60 - 377,60)

6,02 (1,86 - 28,10)
0,82 (0,26 - 1,46)
18,84 (11,60 - 61,75)*
2,72 (0,81 - 7,96)
1,77 (0,48 - 2,58)
19,38 (2,73 - 136,00)
3,56 (1,22 - 6,14)*
0,03 (0,02 - 0,68)
23,90 (10,06 - 51,91)
72,89 (26,74 - 254,30)
22,18 (8,47 - 90,01)
2,52 (1,28 - 4,24)

13,62 (4,35 - 22,92) *

283,30 (117,20 - 386,50)

11,75 (4,73 - 27,93)

1,88 (0,92 - 4,07)

52,52 (29,33 - 171,30)

8,18 (2,91 - 14,13)

1,94 (1,17 - 6,08)

16,93 (8,52 - 62,84)

9,16 (3,12 - 15,99)

0,03 (0,02 - 0,08)

47,93 (11,21 - 58,96)

191,70 (70,30 - 990,00)

12,56 (8,33 - 33,24)

2,92 (1,64 - 4,21)

27,05 (14,54 - 55,98)

386,10 (163,40 - 774,30)

IRA-: pacientes que ndo desenvolveram injdria renal aguda (IRA); KDIGO I: pacientes que desenvolveram IRA hospitalar de grau
leve (estégio 1); KDIGO II/111: pacientes que desenvolveram IRA hospitalar grau moderado (estagio 1) ou grave (estagio Il1); Clus:
clusterina; MCP-1: proteina quimiotatica de mondcitos 1; IL-18: interleucina 18; GTS-n: pi-glutationa transferase-S; KIM-1:
molécula de injaria renal 1; Cal: calbindina; OPN: osteopontina; B,M: beta dois microglobulina; pAlb: microalbumina; NGAL:
lipocalina associada com gelatinase de neutréfilos humanos; CC: cistatina C; TFF-3: fator trifélio trés; TIMP-2: inibidor tecidual de
metaloproteinase -2; IGFBP-7: proteina ligadora-7 do fator de crescimento de insulina; KDIGO 11/IIl comparado com IRA-: ©

Hkkk

p<0,05; “'p<0,01;

p<0,0001; KDIGO I1/11l comparado com KDIGO I: #p<0,05; *p<0,01.
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4.2 Curvas ROC e area sob a curva (AUC)

Analisamos a evolucdo temporal dos BMs ou conjunto de BMs com curvas ROC
e AUC. Como os valores de BMs dos pacientes IRA- e KDIGO | sdo semelhantes, exceto
na coleta apos admisséo na UTI para KIM-1, OPN, pAlb, NGAL e TFF-3, e NGAL apds
12 horas da admissdo na UTI, optamos por agrupar os pacientes IRA- e KDIGO | como
controles e comparar com os pacientes KDIGO I1I/lIl (IRA moderada a grave).

Os resultados estdo apresentados na tabela (Tabela 6) e grafico (Grafico 1) abaixo.

Tabela 6. Valores de AUC e intervalo de confianga de 95% de BMs e BM/CrU isolados

ou em combinacdes nas coletas pré e pos-cirurgicas

AUC Pré-cirurgia Admisséo 12h UTI 24h UTI
(BM/CrU) UTI (BM) (BM) (BM)
CLUS 0,70 0,65 0,59 0,50"™
(059-0,81) (054-0,77) (0,46-0,71) (0,40-0,61)
0,73 0,70 0,78 0,71
MCP-1 (0,62-0,84) (0,58-0,83) (0,69-0,87) (0,60 -0,83)
.18 0,61 0,63 0,71 0,67
(049-0,73) (0,51-0,75) (0,62-0,79) (0,56 - 0,78)
— 0,71 0,60 0,57 0,58
(059-0,82) (0,48-0,73) (0,44-0,69) (0,45 -0,70)
KIM-L 0,73 0,71 0,77 0,69
0,61-0,85) (0,61-0,81) (0,68-0,86) (0,57 -0,80)
OPN 0,66 0,69 0,77 0,75
(053-0,79) (0,58-0,81) (0,68-0,86) (0,64 -0,86)
ALB 0,67 0,67 0,71 0,64
(0,55-0,80) (0,55-0,79) (0,62-0,81) (0,51-0,76)
0,66 0,71 0,82 0,76
NGAL (054-0,77) (0,60-0,82) (0,74-0,90) (0,65 -0,87)
TEE.3 0,68 0,61 0,6 0,60™
(056-0,79) (0,48-0,73) (0,49-0,70) (0,49 -0,71)
0,67 0,70 0,78 0,77
TIMP-2 (056-0,79) (0,58-0,83) (0,68-0,89) (0,68 -0,87)
0,66 0,66 0,71 0,65
\GFBP-7 (055-0,77) (0,56-0,76) (0,59-0,83) (0,53-0,77)
0,65 0,69 0,78 0,73
TIMP-2 x IGFBP-7 (054-0,76)" (0,58-0,80) (0,66-0,89) (0,62 - 0,83)

Continua...
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Tabela 6 (Concluséo). Valores de AUC e intervalo de confianca de 95% de BMs e

BM/CrU isolados ou em combinacdes nas coletas pré e pos-cirurgicas

AUC Pré-cirurgia Admisséo 12h UTI 24h UTI
(BM/CrU)  UTI (BM) (BM) (BM)
MCPL x KINLL 0,79 0,72 0,80 0,75
(0,69-0,88) (0,62-082) (072-0,89) (0,65 - 0,85)
NGAL x KIMLL 0,72 0,75 0.85 0,78
(0,60-0,85) (0,66-0,85) (0,78-092) (0,67 - 0,89)
0,72 0,74 0,84 0,76
NGAL x MCP-1 (0,60-0,85 (0,63-0,84) (0,75-0,93) (0,65-0,87)
0,68 0,72 0,85 0,80
NGAL x TIMP-2 (057-0,80) 0,60-084) (0,77-0,92) (0,70 -0,90)
0,68 0,73 0,84 0,79
NGAL x OPN (056-0,81) (0,62-0,84) 0,75-0,93) (0,69 - 0,90)
0,74 0,72 0,83 0,77
TIMP-2x MCP-1 (0,62-0,85) (0,60-0,83) (0,74-0,92) (0,66 - 0,87)
0,73 0,74 0,82 0,76
TIMP-2x KIM-1 (0,61-0,85) (0,63-0,84) 0,75-0,90) (0,66 - 0,86)
IMP-2.% OPN 0,70 0,72 0,81 0,80
(057-0,82) (0,60-0,84) (0,72-0,90) (0,70 - 0,90)
TIMP-2 x NGAL x KIM-1 0.72 0,74 0.6 080
(059-0,85) (0,64-0,85) (0,79-0,94) (0,70 -0,90)
0,73 0,73 0,85 0,79
TIMP-2x NGAL x MCP-1 (0,61-0,85 (0,62-0,85) (0,77-0,94) (0,68-0,89)
0,70 0,73 0,84 0,81
TIMP-2x NGAL x OPN (057-082) (0,61-0,85) (0.76-0,93) (0,71-0,91)
0,74 0,75 0,86 0,79
TIMP-2x NGAL x KIM-1XMCP-1 | 67 087)  (064-085) (0.79-0.94) (0,69 - 0.90)
0,75 0,74 0,85 0,77
NGAL xMCP-1x KIM-1 (0,63-0,87) (0,64-084) (077-093) (0,67 -0,88)
TIMP-2 X MCP-1 x KIM-1 075 0.73 084 0.76
(0,64-087) (062-084) (076-092) (0,66 -0,87)
TIMP-2 x IGFBP-7 x KIM x NGAL 069 0.74 084 0.78
(058-0,90) (0,64-084) (076-093) (0,68 -0,88)
0,71 0,75 0,84 0,76
NGAL x KIM-1 x IGFBP-7 (059-0,83) (0,65-0,84) (0,76-0,92) (0,66-0,87)
0,67 0,71 0,83 0,78
NGAL x TIMP-2 X 1GFBP-7 (058-0,80)" (0,60-0,83) (0,74-0,93) (0,67 -0,87)

AUC: érea sob a curva; BM: biomarcador; BM/CrU: biomarcador normatizado pela creatinina urinaria; Clus: clusterina; MCP-1:
proteina quimiotatica de mondcitos 1; IL-18: interleucina 18; GTS-n: pi-glutationa transferase-S; KIM-1: molécula de injdria renal
1; OPN: osteopontina; pAlb: microalbumina; NGAL: lipocalina associada com gelatinase de neutréfilos humanos; TFF-3: fator
trifélio trés.; TIMP-2: inibidor tecidual de metaloproteinase -2; IGFBP-7: proteina ligadora-7 do fator de crescimento de insulina;
ns: sem significancia estatistica; * similar ao NephroCheck®, sem normatizaco pela creatinina urinéria.
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Gréfico 1. Curvas ROC de BMs e combinag6es nos quatro periodos de coleta avaliados
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Graéfico 1 (concluséo). Curvas ROC de BMs e combinag6es nos quatro periodos de
coleta avaliados
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A: coleta realizada na internacdo hospitalar; B: coleta realizada na admisséo da UTI; C: coleta realizada apds 12 horas da admiséo
na UTI; D: coleta realizada ap6s 24 horas da admisdo na UTI; BM/CrU: biomarcador normatizado pela creatinina urinéria; Clus:
clusterina; MCP-1: proteina quimiotatica de mondcitos 1; IL-18: interleucina 18; GTS-n - pi-glutationa transferase-S; KIM-1:
molécula de injuria renal I; OPN: osteopontina; pAlb: microalbumina; NGAL: lipocalina associada com gelatinase de neutréfilos
humanos; TIMP-2: inibidor tecidual de metaloproteinase -2; IGFBP-7: proteina ligadora-7 do fator de crescimento de insulina.
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O produto KIM-1 e MCP-1 (normatizados pela CrU) no tempo pré cirurgia foi o
identificador de maior acurécia para prever IRA KDIGO II/111 (Tabela 7). Selecionamos
os valores deste produto com melhor relacéo sensibilidade e especificidade para serem
sugeridos como positivos (BM+). Os detalhes da acuracia destes valores estdo na tabela

abaixo.

Tabela 7. Acuréria dos valores sugeridos como de limite para BMs (MCP-1 x KIM-1)

Valor do BM+  Sensibilidade  Especificidade VPP VPN Razdo de
verossimilhancga

>0,02 (ng/mg)? 88,0% 46,9%, 13,2% 97,7% 1,77

>0,26 (ng/mg)? 56,0% 87,1% 35.9%, 95,6% 4,58

BM+: biomarcador positivo; VPP: valor preditivo positivo; VPN: valor preditivo negativo.

Nas coletas apds cirurgia, o produto dos BMs KIM-1, NGAL e TIMP-2 dividido
por 1000 na coleta de urina 12 horas ap6s admissdo na UTI apresentou a maior acuracia
para predicdo de IRA KDIGO II/11l (Tabela 8). Selecionamos os valores deste produto
com melhor relacdo sensibilidade e especificidade para serem sugeridos como positivos.

Os detalhes da acuracia destes valores estdo na tabela abaixo.

Tabela 8. Acuréria dos valores sugeridos como de limite para BMs (KIM-1 x NGAL x
TIMP-2)/1000

Valor do BM+  Sensibilidade Especificidade VPP VPN Ra_za(_) de
verossimilhanca
>1,18 0 0 0 0
(ng/mL)¥1000 91,3% 73,5%, 23,6% 99,0% 3,23
> 7,50 o 0 0 0
(ng/mL)¥1000 65,2% 87,2% 30,6% 96,7% 5,76

BM+: biomarcador positivo; VPP: valor preditivo positivo; VPN: valor preditivo negativo.
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4.3 BMs e desfechos

Os BMs com melhor acuracia na coleta prévia a cirurgia (KIM-1 x MCP-1)
foram relacionados com maior tempo de internacdo hospitalar e maior mortalidade.
Os pacientes com BM+ (> 0,02ng/mg2) possuem maior tempo de internacdo, 15 (9-25)
dias versus 11 (7-16) dias em pacientes com biomarcador negativo (BM-), p<0,0001.
Pacientes BM+ também possuem maior taxa de mortalidade em até 90 dias da cirurgia
(10,2% vs. 1,5%; p=0,002).

Na coleta ap6s 12 horas da admissdo na UT]I, analisamos o conjunto de BMs
com melhor acuracia (KIM-1 x NGAL x TIMP-2) para os mesmos desfechos citados
acima. Os pacientes com BM+ (>1,18ng/mL3) apresentaram maior tempo de
internacdo, 16,5 (11-27) dias versus 11 (7-16,75) dias em pacientes com BM-,
p<0,0001. Além disto, pacientes que possuem BM+ apresentaram maior mortalidade em

até 90 dias da cirurgia (11,2% vs. 2,1%; p=0,001).
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5 DISCUSSAO

Observou-se alta incidéncia de IRA, nos pacientes avaliados (23,8%),
majoritariamente de grau leve (KDIGO I). Todos os pacientes estudados, exceto dois,
apresentavam CrS normal no momento da admissdao. Na literatura, ndo existem estudos
semelhantes, com coletas seriadas e com primeira amostra coletada previamente a
cirurgia, que tenham sido desenhados ou planejados para estudar especificamente esta
populacdo de pacientes cirargicos e o papel dos BMs no diagnostico de IRA para que
possamos comparar 0s resultados. Um estudo analisou grandes cirurgias abdominais
eletivas ndo vasculares com o objetivo de determinar a incidéncia de IRA por AKIN,
encontrando uma taxa de 12% (107). Quatro estudos analisaram prospectivamente
grandes cirurgias abdominais eletivas ndo vasculares especificas, como nefrectomia,
hepatectomia e gastrectomia, encontrando incidéncias de IRA (usando RIFLE e AKIN)
que variaram de 7,0% a 27% (96-99).

A procura de novos BMs decorre da necessidade de identificar precocemente 0s
pacientes com risco de desenvolver IRA, pacientes com necessidade de dialise ou risco
de progressdo para DRC. A identificacdo de pacientes com BMs positivos, possibilitaria
intervencdes mais rapidas e minimizaria desfechos desfavoraveis (108). A utilizacdo e
acuracia dos BMs varia dependendo da finalidade desejada (avaliacdo de risco,
diagndstico, determinacdo de causa para diagnostico diferencial e prognoéstico), e os
limiares de positividade podem ser diferentes em cada cenario, incluindo o momento

avaliado em relacéo a exposicdo ou agresséo renal.
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Os BMs urinarios podem ser reportados normatizados pela concentracdo da CrU
para correcao das variages da concentracdo na urina. Para tanto, infere-se que a excrecao
da CrU seja constante ao longo do tempo e que a excre¢do dos BMs tem relacéo linear
com a excrecao de CrU (106). Por outro lado, em situacdes em que a excrecdo de CrU
oscila, como por exemplo, apds situacBes em que ocorre agressdo renal aguda, esta
normatizacdo deixa de ser precisa, e sugere-se que ndo seja realizada (105). No presente
trabalho, de forma consistente com o exposto acima, observamos melhor acurécia dos
BMs no pré-operatorio usando-os normatizados pela CrU e no po6s-operatério utilizando
o0 valor sem esta normatizacao.

Nos pacientes que desenvolveram IRA moderada ou grave, os BMs MCP-1,
KIM-1, OPN, NGAL, TIMP-2 e IGFBP-7 apresentaram valores urinarios significativamente
mais elevados em todos os tempos de coleta, incluindo a internacdo. Esses achados sdo
consistentes com a literatura relacionada aos BMs NGAL, TIMP-2 e IGFBP-7;
trabalhos realizados com pacientes ap6s cirurgias cardiacas, portadores de insuficiéncia
cardiaca descompensada, em choque séptico, em situacdes de emergéncias clinicas,
pacientes criticos cirargicos e admitidos em UTI sugerem que estes BMs sdo preditores
mais acurados para deteccdo de IRA moderada ou grave (58, 61, 109-117).

Existem apenas trés trabalhos publicados que analisam o papel de BMs
estruturais em cirurgias abdominais eletivas. Cho et al. (2014) (96) realizaram estudo
prospectivo observacional com 131 pacientes submetidos a cirurgia hepatobiliar eletiva
e um dos objetivos foi analisar a acuracia do NGAL sérico e urinario para detecgdo
precoce de IRA. A dosagem do BM na urina foi realizada no pré-operatorio, 6, 12 e 24
horas apds cirurgia; a dosagem serica foi analisada no pré-operatdrio e 24 horas apos a
cirurgia. Dez pacientes desenvolveram IRA (diagnosticada por AKIN, utilizando

elevagdo de CrS e queda de VU) e os valores de NGAL urinario destes pacientes
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estavam significativamente elevados 12 horas apds a cirurgia (AUC de 0,88) quando
comparados ao grupo sem IRA. Puckett et al. (2017) (103) realizaram estudo
randomizado controlado para avaliar o efeito de terapia protocolizada na incidéncia de
IRA (diagnosticada por AKIN, usando somente a elevacdo da CrS) em 109 pacientes
submetidos a colectomia. O NGAL urinario e a pAlb foram colhidos no pré-operatorio,
no pos-operatorio imediato, 8 e 24 h apds a cirurgia. Apenas valores de pAlb elevados
no pré-operatorio se associaram ao desenvolvimento posterior de IRA (AUC 0,73).
Hunsicker et al. (2017) (104) realizaram estudo post-hoc com 48 pacientes que
participaram de estudo randomizado controlado de terapia protocolizada de infusdo de
fluidos em cirurgia de cancer de ovario, visando analisar o valor diagnéstico do NGAL
sérico no momento da admissdo na UTI e da diurese intra-operatdria para predicdo de
IRA (KDIGO, usando critério da CrS). O NGAL previu a ocorréncia de IRA seis horas
apos a cirurgia (AUC de 0,83), ou em qualquer momento ap6s a cirurgia (AUC de
0,71). Estes estudos diferem do trabalho proposto, pelo tamanho menor da amostra,
heterogeneidade de critérios para definir IRA, pelo nimero e tipos de BMs analisados e
por ndo ter estudado combinac6es de BMs.

Um achado importante e original do presente estudo é que 88% dos pacientes
que desenvolveram IRA moderada ou grave ja apresentavam elevacdo de varios BMs
previamente a cirurgia, na internacdo hospitalar (Clus, MCP-1, KIM-1, GTS-xn, pAlb,
OPN, NGAL, TFF-3, TIMP-2 e IGFBP-7). Este achado poderia ser explicado pelo fato
de que estes individuos apresentavam patologias de base que poderiam estar afetando o
tecido renal, via inflamacdo sistémica, ou, por interferéncia cruzada entre o Orgao
abdominal afetado e outros orgaos (118); ressalta-se que mesmo pacientes com fungéo

renal normal avaliada pelo sCr poderiam ter uma lesdo renal subclinica (119-121).
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Alguns poucos estudos em doentes criticos e ap0s cirurgia cardiaca encontraram
acuracia melhor para prever IRA quando utilizaram combinac6es de BMs. Kokkoris et al.
(2012) (79) em estudo prospectivo observacional com 100 pacientes admitidos na UTI,
avaliaram NGAL urinario (NGALu) e plasméatico (NGALp), e CC plasmatica até 12
horas da internacdo na UTI. A incidéncia de IRA foi de 36% (RIFLE, critério CrS).
Os trés BMs isoladamente tiveram acuracia preditiva para IRA moderada. As combinacgdes
mais eficientes foram com NGALu vezes CrS e NGALp vezes NGALu vezes CrS (AUC
de 0,86). Todas as combinagdes obtiveram melhores AUC e VPP quando comparadas
com os BMs isolados. No entanto, é questionavel o uso da CrS associada ao BM como
preditor, ja que ela é usada para o diagnéstico de IRA. Prowle et al. (2015) (80)
realizaram estudo prospectivo observacional incluindo 93 pacientes que fizeram cirurgia
de “by-pass” cardiopulmonar ¢ avaliaram a acuracia dos BMs urinarios GTS-n, GTS-a,
NGAL, proteina ligadora de &cidos graxos -hepatica (I-FABP), hepcidina e da CC sérica
antes, logo apds a admissdo na UTI e 24 horas depois da admissdo. A incidéncia de IRA
foi de 27% (RIFLE, critério CrS). Nenhum BM dosado previamente a cirurgia se associou
com o desenvolvimento de IRA; porém, na coleta apds a admissdo na UTI, GTS-n
apresentou acurdcia moderada (AUC de 0,75) na predicdo de IRA e 24 horas apds a
admissdo, NGAL, NGAL/CrU e CC sérica apresentaram AUC de 0,65; 0,70 e 0,72 em
predizer IRA. As associacdes de BM apresentaram melhores acurécias diagnosticas.
Os produtos de NGAL/CrU na admissdo da UTI vezes hepcidina/Cr 24 horas apés
admisséo apresentou AUC de 0,84; GTS-n na admissao da UTI vezes hepcidina/Cr 24
horas apos admisséo teve AUC de 0,86 e GTS-n na admissdo da UTI vezes CC sérica
24 horas apos admissdo teve AUC de 0,83. Neste estudo, além do tamanho da amostra
ser pequeno, os investigadores usaram diferentes tempos de coleta para fazer as

associacOes. ElImedany et al. (2017) (122) realizaram estudo prospectivo observacional



Discussdo 42

em 45 adultos submetidos a cirurgia cardiaca aberta e avaliaram a microscopia do
sedimento urinédrio (MSU) e os valores de KIM-1 e NGAL urinarios imediatamente
apos a inducdo da anestesia, 2, 6, 12 e 24 horas ap0s a cirurgia. A incidéncia de IRA foi
de 24,4% (AKIN, critério CrS) e observou-se que o0s pacientes que desenvolveram IRA
tinham MSU alterado a partir de 2 horas e que permaneceram alterados até o final do
segundo dia (AUC média de 0,86). O BM NGAL estava mais elevado apos 2 e 6 horas
da cirurgia (AUC de 0,71 e 0,70, respectivamente) e o KIM-1, apds 12 e 24 horas (AUC
de 0,72 e 0,70, respectivamente). A combina¢do de 2h-NGAL, 12h-KIM-1 e 24h-MSU
demonstrou 6tima acuracia na predicdo de IRA (AUC de 0,91). Entretanto, de maneira
similar ao estudo anterior, o tamanho da amostra foi pequeno e diferentes tempos de
coleta foram usados para calcular as associacdes.

O (nico ensaio de BMs combinados - o NephroCheck®, aprovado pelo Federal
Drug Admistration (FDA) norte-americano para uso clinico, utiliza o produto de dois
BMs urinarios (TIMP-2 e IGFBP-7) e foi definido em estudo que avaliou 340 BMs
diferentes em amostra de 728 pacientes admitidos em UTI (59). Este estudo determinou
dois pontos de corte com sensibilidades e especificidades diferentes; com o ponto de
corte em 0,3 (ng/mL)%/1000 a sensibilidade era de 89% e especificidade 50%; no valor
de 2,0 (ng/mL)%/1000, a sensibilidade era de 42% e especificidade 95%. Nesta situaco,
0 que se busca € melhor sensibilidade diagnostica (58).

No presente estudo, testamos os BMs isoladamente e em diferentes combinagdes
para avaliar qual deles ou qual combinacdo teria a melhor acuracia para diagnéstico de
IRA nos pacientes submetidos a grandes cirurgias abdominais eletivas ndo vasculares.
De maneira geral, as combinacdes, incluindo aquela usada no ensaio NephroCheck®,

foram melhores do que os BMs isolados.
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No momento da internacdo, a combinagcdo com maior acuracia para predicao de
IRA foi o produto de MCP-1 pelo KIM-1 (AUC de 0,79), enquanto que a AUC do
produto TIMP-2 x IGFBP-7 (similar ao Nephrocheck®) foi de 0,65. Este resultado é
original, ndo tendo sido demonstrado previamente. O MCP-1 é uma quimiocina que
atua no recrutamento de mondcitos, células T de memoria e células dendriticas para 0s
sitios de inflamacdo produzida por injdria tecidual ou por infeccdo, inclusive nas
inflamacGes renais (45-48). O KIM-1 € uma proteina transmembrana do tipo I, com
expressao induzida em ceélulas tubulares renais ap6s injuria. Acredita-se que 0 KIM-1
desempenhe papel de protecdo e que sua liberacdo aconteca nos processos de
regeneracdo apos lesdo epitelial. Por se tratar de uma proteina apenas liberada apo6s
injaria, sua expressao em pacientes saudaveis é inexpressiva (24-29). O produto de
MCP-1 pelo KIM-1 sinaliza a provavel ocorréncia simultanea de inflamacéo e leséo
tubular proximal. Este resultado precisa ser validado em estudos posteriores;
se confirmado, permitird reconhecer precocemente doentes de alto risco para IRA,
previamente a exposi¢do cirurgica, com obvios beneficios para os pacientes. Este grupo
podera se beneficiar com plano de cuidados renais especificos para evitar ou minimizar
a ocorréncia de IRA. E possivel teorizar que poderia se propor o adiamento de cirurgias
eletivas até a normalizacdo dos valores destes BMs.

Existem poucos trabalhos que avaliam se a dosagem de BMs no momento pré-
operatdrio pode predizer IRA. Oezkur et al. (2014) (123) realizaram estudo prospectivo
observacional em 70 pacientes submetidos a cirurgia cardiaca e descreveram que 0sS
niveis séricos pre-operatorios (no momento da inducdo anestésica) da proteina ligadora
de acidos graxos- cardiaca (h-FABP) eram mais altos nos pacientes que desenvolveram
IRA (AKIN, critério CrS) comparados aos que nao desenvolveram (2,9 vs. 1,7 ng/mL,

respectivamente, p=0,04). Guenancia, et al. (2015) (124) realizaram estudo prospectivo
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observacional em 134 pacientes que realizam cirurgia cardiaca com ‘“by-pass” e
demonstraram que 0s niveis plasmaticos pré-operatérios do fator de diferenciacdo 15
(GDP-15) eram maiores durante a inducdo anestésica (AUC de 0,83) em pacientes que
desenvolvem IRA (KDIGO, critério CrS). Heringlake et al. (2016) (125) realizaram
estudo prospectivo observacional com 1.176 pacientes que realizaram cirurgia cardiaca
e observaram que niveis plasmaticos pré-operatérios (no momento da inducgéo
anestésica) mais elevados de GFP-15 estavam associados ao desenvolvimento de IRA
(KDIGO, critério da CrS), com odds ratio de 1.31.

No tempo de 12 horas ap6s a admissdo na UTI, a combinacdo de BMs foi mais
acurada na predicdo de IRA, possivelmente porque foi realizada ap6s a exposi¢do
deflagradora da injuria renal, potencializando a vulnerabilidade detectada internacéo.
Obtivemos AUC de 0,86 para TIMP-2 x NGAL x KIM-1, enquanto a AUC do produto
TIMP-2 x IGFBP-7 foi de 0,78. A maior acuracia desta combinacdo se deve,
provavelmente, ao mecanismo de acdo dos BM e ao tipo ou local de lesdo renal.
O NGAL ¢ uma proteina com fungdo bacteriostatica encontrada nos neutrofilos,
mas também produzido em pequenas quantidades nos tdbulos renais proximais e
distais (13, 14). A producdo em tecidos diferentes dos rins é filtrada pelo glomérulo e
reabsorvida pelos tubulos proximais e sua expressdao aumenta substancialmente na
injuria renal por isquemia ou nefrotoxicidade. Dados experimentais sugerem
participacdo na regeneracdo tubular (15, 16, 19). O TIMP-2 é uma proteina com funcdes
de controle do crescimento celular, migracdo, diferenciacdo e apoptose. Apo0s injuria
renal, esta proteina liga-se a receptores da membrana celular, € ativada e inicializa
mecanismos de sinalizacdo celular, com parada do ciclo celular na fase G1; as células
param de se dividir e o0 DNA danificado ndo € replicado apos lesdo de sepse ou

isquemia (59, 62-64, 66). Desta maneira, o produto destes BMs indica que ap0s a
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cirurgia ocorreu provavelmente lesdo estrutural renal mais grave do que a encontrada a
internacdo, que inclusive causou a parada do ciclo celular na fase G1.

Como no ensaio NephroCheck®, sugerimos dois pontos de corte nas associacdes
dos BMs propostos; um com maior sensibilidade diagnostica (proxima de 90% para
ambas as associacdes) e alto VPN e outro, com maior especificidade e maior VPP,
Assim, é possivel descartar aqueles pacientes em que ha pouco risco de desenvolvimento
de IRA moderada ou grave no pds-operatorio e também, estratificar os pacientes com
maior risco.

As duas associacdes que mostraram maior acuracia na predicdo de IRA, MCP-1
X KIM-1 na coleta pré-operatéria e KIM-1 x NGAL x TIMP-2 apés 12 horas da
admissdo na UTI, se associaram com maior tempo de internacdo e mortalidade intra-
hospitalar e maior taxa de mortalidade até 90 dias apds a cirurgia. Ha estudos
publicados na literatura médica que mostram a associacdo de NephroCheck® positivo e
de KIM-1, IL-18 e NGAL elevados com piores desfechos (16), (37, 78), (80, 126-131).

O presente estudo tem limitagcBes. E unicéntrico, avaliou somente pacientes
considerados de maior risco e que, portanto, fizeram o pés-operatério na UTI. Os limites

sugeridos para positividade dos BMs devem ser validados em estudos posteriores.
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6 CONCLUSAO

Os BMs urinarios estavam elevados no momento da internacdo hospitalar em
88% dos pacientes que desenvolveram IRA moderada ou grave. A associagdo MCP-1 x
KIM-1 apresentou boa acuracia (88% de sensibilidade e 47% de especificidade) para
predicdo de IRA na internacdo hospitalar e a associacdo KIM-1 x NGAL x TIMP-2
apresentou 6tima acuracia para predicdo de IRA 12 horas apds a internacdo na UTI
(91,3% de sensibilidade e 73,5% de especificidade). Quando elevados, estes

biomarcadores se associaram a piores desfechos na populacao estudada.
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APENDICE

Avaliacédo temporal dos BMs

A andlise da evolucdo temporal dos BM nos grupos IRA-, KDIGO I, KDIGO
[1/111 pode ser vista nos graficos abaixo (Gréafico 2), no qual estdo apresentados como
terceiro quartil de cada grupo. Ao observamos a cinética dos BMs MCP-1, IL-18, KIM-1,
OPN, NGAL, IGFBP-7 e TIMP-2, percebemos que os pacientes KDIGO I1/I1l possuem
valores mais altos em todos os tempos a0 compararmos com pacientes que ndo
desenvolveram IRA, ou desenvolveram KDIGO I. Ademais, observa-se que estes BMs
que diferenciam o grupo IRA KDIGO II/lll dos outros pacientes, tem aumento

exponencial a partir de 12 horas da admissao na UT].
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Gréfico 2. Evolugdo temporal dos BMs apresentada pelos do 3° quartil nos quatro

momentos avaliados
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Graéfico 2 (concluséo). Evolucdo temporal dos BMs apresentada pelos do 3° quartil nos
quatro momentos avaliados
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IRA-: pacientes que ndo desenvolveram insuficiéncia renal aguda (IRA); KDIGO I: pacientes que desenvolveram IRA hospitalar de
grau leve (estagio 1); KDIGO Il e II: pacientes que desenvolveram IRA hospitalar grau moderado e grave (estagio 1l e I11); PRE:
coleta realizada na internacéo hospitalar; OH: coleta realizada na admisséo da UTI; 12H: coleta realizada ap6s 12 horas da admiséo
na UTI; 24H: coleta realizada ap6s 24 horas da admis&o na UT]; Clus: clusterina; MCP-1: proteina quimiotética de mondcitos 1; IL-
18: interleucina 18; GTS-x: pi-glutationa transferase-S; KIM-1: molécula de injuria renal I; Cal: calbindina; OPN: osteopontina;
B,;M: beta dois microglobulina; pAlb: microalbumina; NGAL: lipocalina associada com gelatinase de neutréfilos humanos; CC:

cistatina C; TFF3: fator trifolio trés; TIMP-2: inibidor tecidual de metaloproteinase -2; IGFBP-7: proteina ligadora-7 do fator de
crescimento de insulina.



