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Resumo xxiv

Mello MF. Avaliagdo dos biomarcadores urinarios no seguimento de criangas com
estenose de jungcdo ureteropélvica [tese]. Sao Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo; 2021.

Introducdo: Postula-se que o aumento do metabolismo das proteinas da matriz
extracelular do parénquima renal estd associado a fibrose tecidual no contexto de
hidronefrose unilateral sem dilatacdo ureteral. Este estudo caso-controle prospectivo teve
como objetivo investigar se os niveis urindrios de proteinas da matriz extracelular sdo
uteis para discernir os pacientes com hidronefrose obstrutiva daqueles com hidronefrose
ndo obstrutiva em criangas com hidronefrose unilateral secundéria a obstru¢ao ao nivel
da jungdo pieloureteral.

Métodos: Setenta e quatro pacientes foram incluidos no estudo. Concentragdes urinarias
de metaloproteinases de matriz extracelular (MMP) -1, -2, -9 e -10 e os inibidores de
metaloproteinases (TIMP) -1 e -2, valores absolutos e normalizados pela creatinina (Cr)
urindria, bem como as caracteristicas clinicas (grau de hidronefrose, fun¢do renal
diferencial e t1 / 2) foram registradas nos seguintes grupos de pacientes de mesma idade:
26 criancas com hidronefrose obstrutiva no diagnostico inicial e durante o pds-operatdrio
da correcdo cirurgica (grupo hidronefrose obstrutiva); 22 criangas com hidronefrose nao
obstrutiva no momento do diagnostico e apds seis meses de observagdo (grupo
hidronefrose ndo obstrutiva); e 26 criangas sem qualquer condi¢do do trato urindrio
(grupo controle). Os resultados foram avaliados estatisticamente usando para grupos
homogéneos, uma analise de varidncia unilateral (ANOVA) e para grupos ndo
paramétricos, teste de Mann-Whitney ou teste de Kruskal-Wallis.

Resultados: Comparando as amostras iniciais, MMP-1, MMP-2, MMP-10 TIMP-1 e
TIMP-2 apresentaram maior concentragdo no grupo hidronefrose obstrutiva e menor
concentragdo no grupo controle. Os niveis de MMP-9 foram menores no grupo controle,
mas maiores no hidronefrose ndo obstrutiva. A analise das curvas ROC mostrou um perfil
diagnostico melhor para a detec¢do de hidronefrose obstrutiva para MMP-2/Cr (4rea sob
a curva — ASC - de 0,655), TIMP-1/Cr (ASC - de 0,692) e TIMP-2/Cr (ASC de 0,678).
A avalia¢do dos parametros no grupo hidronefrose obstrutiva, no pré e pds-operatorio,
apresentou queda na concentracdo urindria de TIMP-1 e TIMP-2 e aumento na
concentragcdo urindria de MMP-1, MMP- 2, MMP-9 e MMP-10. Todas as proteinas
analisadas permaneceram estaveis no grupo hidronefrose ndo obstrutiva no momento do
diagnostico e apds seis meses de observagao.

Conclusdao: Os pacientes pediatricos com hidronefrose obstrutiva apresentam
concentragdes significativamente maiores de MMP-2, TIMP-1 e TIMP-2.
Particularmente, os niveis de TIMP-2 foram correlacionados a gravidade da obstrucao e,
portanto, este pode ser considerado um biomarcador urindrio util para alocar corretamente
as criangas com hidronefrose unilateral sem dilatacdo ureteral entre o tratamento cirirgico
e o seguimento conservador. Apos a pieloplastia, TIMP-1 e TIMP-2 apresentaram
diminui¢do progressiva no pos-operatorio, o que também ¢ altamente desejavel para
marcadores urinarios.

Descritores: Biomarcadores; Doencas ureterais; Pelve renal, Sistema urinario; Criancga;
Coleta de urina.
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Introduction: Extracellular matrix proteins have been found to be associated with tissue
fibrosis in the setting of ureteropelvic junction obstruction (UPJO). The ideal
management of UPJO remains debatable. This prospective case-control study aimed to
investigate whether urinary levels of extracellular matrix proteins (associated to tissue
fibrosis) are useful to discriminate the severity of urinary obstruction in children with
unilateral UPJO.

Methods: Seventy-four patients were enrolled in the study. Urinary matrix
metalloproteinases (MMP) -1, -2, -9, -10 and metalloproteinase inhibitors (TIMP) -1 and
-2 as well as clinical characteristics (hydronephrosis grade, differential renal function and
t1/2) were measured in the following age-matched groups: 26 children with obstructive
hydronephroses HN at initial diagnosis and during six months after dismembered
pyeloplasty; 22 children with non-obstructive HN at diagnosis and after six months of
observation; and 26 children without any urinary tract condition, as the control group.
Results were assessed statistically using for homogenous groups, a one-way analysis of
variances (ANOVA) and for nonparametric groups, Mann—Whitney test or Kruskal—
Wallis test was performed.

Results: Comparing the initial samples, uMMP-1/Cr, uMMP-2/Cr, uMMP-10/Cr u-
TIMP-1/Cr and u-TIMP-2/Cr had higher concentration in obstructive HN group and
lower concentration in control group. The uMMP-9/Cr levels were lower in control group,
but higher in non-obstructive HN group. The ROC curves analysis showed a promising
diagnostic profile for the detection of obstructive HN for uMMP-2/Cr (area under the
curve — AUC 0f 0.655), uTIMP-1/Cr (AUC — 0of 0.692) and uTIMP-2/Cr (AUC of 0.678).
The follow-up evaluation in the obstructive HN group, pre- and postoperatively depicted
fall in urinary concentration of uTIMP-1/Cr and uTIMP-2/Cr and increase in urinary
concentration of uMMP-1/Cr, uMMP-2/Cr, uMMP-9/Cr and uMMP-10/Cr. All analyzed
proteins were stable in non-obstructive HN at diagnosis and after six months of
observation.

Conclusion: Pediatric patients with obstructive HN have significantly higher uMMP-2,
uTIMP-1 and uTIMP-2 concentrations. Particularly, uTIMP-2 levels were correlated to
severity of the obstruction and therefore, it might be a useful urinary biomarker to
correctly allocate children with HN between surgical management vs follow-up. After
pyeloplasty, uTIMP-1 and uTIMP-2 presented a progressive decrease postoperatively,
which is also highly desirable for urinary markers.

Descriptors: Biomarkers; Ureteral diseases; Kidney pelvis; Urinary tract; Child; Urine
specimen collection.
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1.1 Defini¢do e Epidemiologia

A estenose de jun¢do ureteropélvica (EJUP) ¢ uma das malformagdes congénitas
mais comuns do trato urinario superior, correspondendo a cerca de 25 - 30 % de todos os
casos de hidronefrose (HN) na infancia.(2-6) HN ¢ a anomalia mais comumente detectada
em estudos de ultrassonografia pré-natal, compreendendo cerca de 1 — 5 % de todas as
gestagoes.(6, 7)

A HN ¢ uma entidade anatdémica definida como uma dilatagdo na pelve e nos
calices renais causada por um aumento na pressao hidrostatica(8) podendo ser decorrente
de refluxo vesico-ureteral ou, mais comumente, de obstrugdes do trato urindrio superior.

As obstrugdes do trato urinario sdo classificadas de acordo com o grau, duracdo
e sitio de obstrucdo. Com relag@o ao grau pode ser dividida em parcial ou completa; com
relacdo a duragdo pode ser denominada em aguda ou cronica e com relacdo a localizagdo
pode ser classificada como do trato urindrio superior ou inferior.(9)

As causas de obstrucdo do trato urindrio superior podem ser extrinsecas ou
intrinsecas. Causas intrinsecas podem ser intraluminais ou intramurais, sendo célculo
ureteral a principal causa de obstrucdo intraluminal e EJUP a principal causa intramural.
As causas intramurais acontecem em decorréncia de lesdes funcionais ou anatomicas no
trato urinario. Dentre as causas anatomicas, destacam-se estenoses ureterais, tumores
benignos e malignos da pelve e ureter, valvulas e polipos uretrais; as desordens funcionais
incluem a EJUP e a estenose da jungdo ureterovesical (EJUV), que sdo as mais comuns
em criangas(9).

EJUP afeta 1 em cada 1.000 — 2.000 nascidos vivos sendo 10 — 46% bilaterais. Na

EJUP unilateral, cerca de dois ter¢os dos casos ocorrem no rim esquerdo (10-12).
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1.2 Quadro Clinico

A obstru¢do do trato urinario pode levar a perda permanente da funcdo do rim
afetado, sendo a uropatia obstrutiva a causa mais comum de insuficiéncia renal cronica
em criangas(13, 14). Ademais, o rim obstruido torna-se propenso a ruptura traumatica,
formagdo de célculos, a hipertensdo, dor recorrente, infec¢des do trato urindrio e
sangramentos(8). O sintoma mais comum ¢ a dor no flanco ipsilateral. No entanto, por se
tratar de uma obstrugdo crdnica e parcial, a EJUP ndo costuma produzir colica renal
intensa como nos casos de obstru¢ao aguda.

Existem 3 padrdes de apresentacdo clinica que variam a depender da faixa etéria.
Os recém-nascidos e em criangas menores que 1 ano, que se apresentam ao diagndstico
como achado incidental de HN no US obstétrico (10, 12). Os pacientes com idade até 5
anos podem apresentar-se com hematria, infecgdes do trato urinario, calculos renais ou
queixas gastrointestinais vagas(15). J4 as criangas maiores podem se queixar de dor mal
localizada, dor abdominal difusa comumente desencadeada apos ingesta de grande
quantidade de liquidos, o que gera uma sobrecarga de urina na pelve renal, que por sua

vez leva a uma distensdo aguda do sistema coletor, causando colica renal(11).

1.3 Fisiopatologia da obstru¢io na EJUP

A resposta renal a uma obstrucdo do trato urindrio ¢ complexa e apenas
parcialmente elucidada. A fisiopatologia da uropatia obstrutiva ndo estd relacionada
meramente com um bloqueio mecanico ao fluxo urinario, mas estd intimamente
relacionada a uma interacdo complexa de vdarios fatores vasoativos e citocinas

inflamatorias(16, 17). As alteragdes patologicas incluem a inflamacdo intersticial,
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apoptose tubular e fibrose intersticial(18-20). H4 uma série de eventos celulares e
moleculares que sdo dependentes de células intersticiais, na qual estdo envolvidas varias
citocinas que agem como mediadores intercelulares de comunicagdo paracrina(21).

A obstrugdo ureteral leva a estiramento mecanico traduzido por distensao tubular
resultante do aciimulo de urina, diminuindo a perfusdo renal, culminando em um estado
de hipdxia que ativa o sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA). A ativacdo do
SRAA pela obstrug¢do do trato urindrio resulta em aumento significativo na resisténcia
vascular renal, produgdo angiotensina II e endotelina, que sdo estimulos importantes para
geracdo de citocinas fibrogénicas, como fator de crescimento (TGF 1) e fator de necrose
tumoral (TNF-a)(22, 23). TGF B1 tem um papel central na infiltragao renal por leucocitos
(especialmente macréfagos), processo que leva apoptose tubular com perda de néfrons e
fibrose intersticial(20).

O macrdfago € capaz de liberar uma variedade de produtos que podem promover
lesdo glomerular incluindo enzimas proteoliticas como colagenase e elastase, radicais
livres, produtos derivados de ciclooxigenase e da lipooxigenase, fator de crescimento

derivado de plaquetas, fatores de coagulacdo e fatores de ativagdo plaquetaria (1) (Figura

1).
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Figura 1. Traduzido e modificado de Chevalier et al. Processo molecular e celular de
resposta a uropatia obstrutiva(1).

Apds uma obstrucdo urindria prolongada, o espago intersticial do parénquima
renal ¢ invadido por fibroblastos que se modificam através processo denominado
transicdo epitelial-mesenquimal (TEM) em miofibroblastos(1). Este processo leva a
aumento da sintese e reducdo da degradacdo da matriz extracelular (MEC). Estas
alteracdes na regulacdo da MEC levam a um novo equilibrio proteolitico. Este equilibrio
do tecido conjuntivo ¢ controlado pelas metaloproteinases (MMPs) que por sua vez sio
reguladas por meio de inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMPs) endogenos.

Em resumo, a ativagdo de todos estes processos tem, como via final comum, o
desenvolvimento de fibrose intersticial devido ao aumento da deposicdo de MEC,

infiltragdo celular, apoptose tubular e a inducdo da TEM(21).
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1.4 Exames Diagnosticos na EJUP

O impacto do ultrassom (US) pré-natal no diagnéstico de EJUP tem aumentado
ao longo das ultimas décadas(24). A Sociedade de Urologia Fetal (SFU) estabeleceu um

sistema de classificagdo de HN utilizando o US (Figura 2). (25)

b Al h Al'h &l ) A

S—

Figura 2. Sistema de classificacdo de hidronefrose da Sociedade de Urologia Fetal. Grau
I indica leve dilatagdo da pelve renal; grau II indica enchimento da pelve renal com
extensdao em calices maiores; grau III quando ha dilatagdo uniforme que se estende para
calices menores e com parénquima renal normal e grau IV quando ha dilatagdo de pelve
e todos os calices com afilamento do parénquima.

Como dilatacdo do sistema coletor nem sempre equivale a obstru¢do funcional
significativa, o renograma, que pode ser estatico ou dinamico, ¢ util para avaliar o
contexto da dilatagdo pélvica renal e constitui a investigacdo mais eficiente para
quantificar o grau de obstrucdo e avaliar comprometimento de fungao renal(26, 27).

O renograma estatico ¢ realizado em nosso meio com o radioisotopo acido

dimercaptosuccinico (DMSA). Este radio tragador se concentra nos tibulos renais,
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fornecendo informagdes sobre a fungao tubular e a contribuigao de cada unidade renal na
funcado renal global(28).

O renograma dinamico ¢ realizado em nosso meio com o radioisétopo acido
dietilenotriaminopentacético (DTPA), que ¢ filtrado livremente pelos glomérulos e que
ndo ¢ secretado nem reabsorvido pelos tibulos renais. Este fornece informagdes sobre a
perviedade das vias excretoras do trato urinario superior. Assim sendo, o renograma
dindmico ou cintilografia renal com DTPA ¢ o principal exame utilizado na avaliagao de
HN obstrutiva(29).

O renograma dindmico ¢ frequentemente realizado com a administragcdo de
diurético. Assim que a emissao radioativa ¢ maximizada na pelve renal, um diurético, tal
como furosemida, deve ser administrado, o que ocorre habitualmente com 20 minutos
apos a injecdo do radio farmaco. O tempo necessario para eliminar 50 % do tracador ¢
conhecido como T1/2 do sistema coletor e ¢ um parametro amplamente utilizado na
literatura para avaliar a presenca de obstrugdo. O T1/2 inferior a 10 minutos ¢ considerado
normal, superior a 20 minutos indica obstru¢do, e entre 10 e 20 minutos indica um
resultado indeterminado. Resultados falso-positivos para obstru¢do podem ser vistos em
unidades renais com grande dilatagdo do sistema coletor e / ou com baixa fun¢do na
unidade estudada, o que altera o tempo de excre¢do do radiois6topo sem necessariamente
indicar obstru¢ao(30).

Nao apenas o tempo de excre¢do demonstrado pelo T1/2, mas também o formato
das curvas geradas pelo renograma pode ser utilizado na determinagdo de obstrucdo do
trato urinario. O padrdo de curvas de excre¢do, bem como o tipo de resposta ao uso do
diurético podem ser uteis na avaliagdo de EJUP. Para tanto podemos utilizar a
classificagdo proposta por Lee(31) (Figura 3), que corresponde a uma variacdo da

classificagdo proposta por O’Reilly(32) e por Lupton(33).
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radioatividade

20 minutos, Diurético tempo

Adaptado de Lee et al.
Figura 3. Padrdo de curvas de excre¢do do renograma proposta por Lee. I — Normal ou
drenagem efetiva do radio farmaco antes do estimulo ao diurético; II — sem excre¢ao
inicial, mas com rapida resposta ao estimulo ao diurético; III — sem excrec¢do inicial, e
com resposta lenta ao diurético (padrdo platd); IV — sem excre¢do na fase inicial, e sem
resposta ao diurético (padrao ascendente).

Além destes exames habitualmente utilizados no diagndstico da EJUP alguns
exames podem ser realizados em situagdes de dificuldade diagnostica. A tomografia
computadorizada (TC) com contraste endovenoso pode ser utilizada: a fase sem contraste
identifica célculos urindrios; a fase arterial pode ajudar na identificagdo de cruzamento
de vasos anomalos com as vias excretoras do trato urinario alto com uma sensibilidade e
especificidade superior a 90%(34). A Ressonancia Nuclear Magnética (RNM) também
fornece um estudo anatomico detalhado além de assim como o DTPA ser possivel avaliar

a excrecao renal podendo ser realizada em pacientes com alergia a contraste iodado(11).
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1.5 Tratamento da EJUP

A EJUP particularmente, representa um desafio no que diz respeito a seu
seguimento e indicagdo de tratamento. Até o final dos anos 1980, neonatos com EJUP
eram operados logo ap6s o diagndstico com intuito de preservar a funcdo renal.
Posteriormente observou-se que em inumeros casos de EJUP, a HN resolvia-se
espontaneamente sem prejuizo a fung¢do do rim e a seu desenvolvimento(35). A
frequéncia de deterioracdo progressiva na obstru¢do assintomatica unilateral varia de
20% a 40%(36-38). Tendo em vista o carater espectral dessa patologia, em que nem todas
as HNs representam um estado prejudicial ao rim, existe um desafio em identificar as
HNs “realmente obstrutivas”, das HNs ndo obstrutivas, ou seja, que ndo levardo a perda
de funcdo renal ao longo prazo(39, 40).

As indicagdes para a cirurgia consistem em presenca de rim hidronefrotico com
deteriorac¢do da funcao renal estimada por exames de radioisotdpicos, piora progressiva
do padrdo de hidronefrose em US sequenciais, dor no flanco ipsilateral, presenga de
infe¢des recorrentes do trato urinario ou complicagdes como hipertensao, calculos renais
¢ hematuria(3, 41-43).

Atualmente, a pieloplastia desmembrada seja via convencional, laparoscopica
ou robdtica ¢ o padrdo ouro de tratamento para a corre¢do cirurgica da EJUP em

criangas(41).
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1.6 Biomarcadores Urinarios da EJUP

Um biomarcador ¢ definido como um elemento que ¢ objetivamente medido e
avaliado como um indicador de processos bioloégicos normais, processos patologicos ou
respostas farmacologicas a uma intervengao terapéutica(44).

As proteinas que compde a urina tém duas diferentes origens: 1- ultrafiltrado
plasmatico, incluindo proteinas plasmaticas filtradas nos glomérulos. As proteinas séricas
sdo filtradas com base em seus tamanhos e cargas nos glomérulos, apds a passagem pelos
glomérulos, proteinas séricas sao reabsorvidas nos tubulos renais proximais; ou seja, para
uma proteina aparecer na urina, ela ou seus fragmentos devem ser filtrados no glomérulo
e ndo passar pelo processo de reabsor¢do tubular; 2- Proteinas soliveis secretadas pelo
trato urindrio: pelas células epiteliais tubulares, proteinas presentes nos exossomos e
proteinas secretadas pelas células do trato urinério baixo (45, 46).

Assim, a composicao da urina ndo apenas reflete a fun¢do renal normal, mas
também contém proteinas especificas produzidas no trato urinario, que podem ser
alteradas em resposta a fisiopatologia subjacente.

Os biomarcadores urinarios para lesdo renal sdo divididos em 3 grupos: estresse,
dano e disfun¢do. Os marcadores de estresse sdo pré-formados e ndo requerem transcri¢ao
genética para que sejam expressos, estes refletem condi¢cdes que sdo potencialmente
reversiveis e a lesdo celular pode ou nio ocorrer. Os marcadores de dano para serem
expressos necessitam de alteragdo do metabolismo celular renal ou sdo produzidos por
células do sistema imunologico que infiltram o sistema renal, estes refletem processos de
lesdo renal. Os marcadores de disfuncdo sdo originados da exfoliacdo de células viaveis

para o limen tubular secundéria a necrose e apoptose celular dos tibulos renais, estes
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refletem insultos persistentes ao rim levando a diminui¢do persistente da taxa de filtragao
glomerular(47).

Os biomarcadores urinarios t€ém sido propostos para o diagnostico e seguimento
de criangcas com EJUP(48). Estes podem indicar lesdo renal precoce e/ou
comprometimento funcional do rim de maneira ndo invasiva, permitindo controle
evolutivo sem uso de métodos ionizantes, diminuindo a longo prazo exposi¢do a radio
farmacos e a geracao de elevados custos para pacientes e para o sistema de satde(49, 50).

Existem diversos biomarcadores urindrios estudados para lesdo renal, dentre os
quais, tem sido demonstrado aplicabilidade clinica em cendrios distintos. Trata-se de um
mecanismo fisiopatoldgico complexo, porém alguns fatores atuam mais ativamente no
processo inflamatério que ocorre nos tibulos como: retinol-binding protein-4 (RBP-4),
IGF-binding protein 7 (IGFBP7), neutrophil gelatinase-associated lipocalin (NGAL),
kidney injurymolecule-1 (KIM-1), transforming growth factor beta (TGF- B1) e
monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) e outros fatores, que participam mais
ativamente na homeostase da MEC, como MMPs e TIMPs, como demostrado na Figura

4(1, 49, 51-53).
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Figura 4. Esquema representando a fisiopatologia dos mecanismos de lesdo renal e
progressdo da doencga renal na nefropatia obstrutiva (1)

1.6.1 Componentes da homeostase da MEC

A matriz extracelular renal (MEC) estd em equilibrio homeostatico entre sintese
e degradagdo. A fibrose renal ¢ uma complicagdo em diferentes doencas renais, incluindo
nefropatia obstrutiva. A fisiopatologia da fibrose tecidual poderia ser explicada pelo
aumento da deposi¢cdo de tecido conjuntivo, diminui¢do da degradacdo da MEC, ou
ambos; a importancia relativa de cada um desses processos em contextos fisiologicos
ainda ndo esta clara. Aumento da sintese de muitas proteinas da MEC, como colagenos I,
[T e IV, fibronectina e laminina contribuem a esse desequilibrio, no entanto, a diminui¢ao
da atividade proteolitica levando ao acimulo de componentes de MEC também ¢ um

componente importante do processo de fibrose(54), as metaloproteinases (MMP) sdo
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predominantemente responsaveis por esta atividade proteolitica no processo de
remodelagdo da MEC (55).

Alteragdes morfoldgicas nos rins humanos hidronefroticos sdo dilatagao e atrofia
tubulares, espessamento da membrana basal e fibrose intersticial. Estas alteragdes tubulo-
intersticiais foram estudadas em modelo experimental de hidronefrose, sendo observado
aumento da deposi¢do gradual de coladgenos tipo I, Il e IV (56).

As metaloproteinases da matriz (MMPs) sdo uma familia de enzimas
dependentes de zinco, composta por 23 tipos diferentes com especificidade e atividade
para determinadas proteinas do tecido conjuntivo. Estas regulam todos os componentes
da MEC como membrana basal, coldgeno e fibronectina, desempenhando um papel
importante ndo apenas na fisiologia, mas também em condig¢des patoldgicas, incluindo
regeneragdo tecidual, reparacdo de feridas. Os Inibidores teciduais de metaloproteinases
(TIMPs) sao inibidores enddgenos especificos das MMPs. (57) Para que exista
homeostase da MEC, a expressdo e atividade de ambos estdo sujeitos a uma regulagao
rigorosa.

Os membros dessa familia sdo classificados com base na especificidade e
incluem: colagenases (MMP-1, MMP-8, MMP-13 ¢ MMP-18) que mediam a proteolise
de colagenos fibrilares; estromelisinas (MMP-3, MMP-10 ¢ MMP-11), que podem
degradar uma gama extremamente ampla de componentes da MEC e gelatinases (MMP-
2 e MMP-9), responsaveis pela degradacdao dos colagenos fibrilares desnaturados
(gelatinas) e proteinas associadas a membrana basal.

Até o momento, o modo de a¢do de apenas algumas MMPs e TIMPs renais foi
desvendado. O papel mais importante nos processos de homeostase da MEC parece ser

desempenhado por MMP-1, -2, -9 e seus inibidores TIMP-1 e -2(58).
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Nas nefropatias, as MMPs parecem desempenhar um papel duplo como enzimas
antifibroticas e como mediadores pro-inflamatorios. A fungdo bioldgica exata em um
determinado distirbio renal pode depender do nivel de atividade da MMP e da

intensidade ou cronicidade da respectiva doenga(59).

1.6.1.1 Colagenases

MMP-1

A MMP-1 ¢ uma colagenase intersticial inespecifica, porém, desempenha um
papel importante na degradagao do colageno tipos I, II e I11(60). Expressa principalmente
nos glomérulos(61), a atividade de MMP-1 na fisiopatologia da uropatia obstrutiva ndo
estd completamente estudada; dados recentes de experiéncias com animais sugerem que
MMP-1 pode prevenir ou retardar a progressdo de placas aterosclerdticas(62). Nazneen
et al demonstram o papel de MMP-1 na remodelacao da MEC apds nefropatia gerada por
uso de cisplatina, onde niveis reduzidos MMP-1 foram associados ao aumento da
acumulac¢do intersticial de colageno nos rins de ratos tratados com cisplatina(61). Deste

modo, é considerada uma enzima anti-fibrose.

1.6.1.2 Gelatinases

MMP-2 e MMP-9

As caracteristicas comuns a familia das gelatinases sdo degradacao de colageno
tipo IV e laminina, e participagdo do processo de recrutamento e quimiotaxia de células

inflamatorias.
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MMP-2 ¢ uma proteina expressa principalmente no glomérulo, tibulo proximal
e ductos coletores, enquanto que MMP-9 ¢ uma proteina principalmente expressa no
glomérulo(63).

MMP-2 degrada o colageno tipo I e IV. Porém, esta acdo apesar de proteolitica
gera acumulo da MEC, ocorre que além do coldgeno tipo I e IV que esta presente na
membrana basal tubular MMP-2 cliva a osteopontina e o produto desta clivagem gera
quimiotaxia de macréfagos agindo de modo a induzir a TEM, Du et al demonstraram
importante papel de MMP-2 na degradacdo da membrana basal tubular promovendo a
TEM e progressao de fibrose intersticial(64). Sendo, entdo considerado uma enzima pro-
fibrose(59).

No entanto, MMP-9 parece ainda ndo ter o seu papel no processo de fibrose
totalmente elucidado. Alguns autores a classificam com pro-fibrose, devido o fato de ela
participar, a semelhanga de MMP-2, do processo de quimiotaxia de macrofagos (através
da clivagem de osteopontina), além de importante atuacdo na degradag¢do de colageno
tipo IV levando a decomposi¢cdo da membrana basal tubular e ativagdo da TEM(65, 66).
Lelongt et al (67) estudaram ratos com deficiéncia de MMP-9 em modelo de inducao de
lesdo renal aguda por inje¢do intraperitoneal de 4cido folico, neste estudo os ratos com
deficiéncia de MMP-9 exibiram aumento da apoptose e lesdo renal aguda quando
comparados com controle. Em um estudo transversal, realizado no nosso laboratorio de
pesquisas, Reis ST identificou aumento da expressdo de MMP-9 e diminui¢cao da TIMP-
1 em amostras de tecido de JUP de criangas submetidas a pieloplastia e que obtiveram
resposta satisfatoria ao tratamento quando comparadas as criangas submetidas a
pieloplastia porém sem resposta satisfatoria(68). Com base nestes estudos, entende-se que
a expressao de MMP-9 tem o potencial de diminuir o processo de apoptose e deste modo

teria um papel protetor na lesdo renal gerada pela obstrucao ureteral.
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Em resumo, MMP-9 por um lado estimula a TEM e, por outro estimula a
degradacdo da MEC intersticial e diminui o processo de apoptose(69). Sendo assim o
papel parece ser duplo, pro-fibrose no sentido de induzir a TEM e anti-fibrose no sentido

da facilitar a remodelagdo da MEC e inibi¢ao da apoptose celular.

1.6.1.3 Estromelisinas

MMP-10

O mecanismo envolvendo MMP-10 na fisiopatologia da uropatia obstrutiva
ainda ndo esta claro. A expressao de MMP-10 em glomérulos parece estar associada ao
inicio da sinalizagdo da angiotensina II. Toni et a/ demonstraram que camundongos
diabéticos com deficiéncia de MMP-10 apresentaram pequenas alteragdes morfologicas
renais, além de melhora da fun¢do renal, em comparagdo com aqueles que expressavam
MMP-10. Deste modo, existe uma possivel ligagao entre MMP-10 e a ativagdo no SRAA
na uropatia obstrutiva(70). Neste cendrio, a expressao de MMP-10 na urina ¢ interpretada
como pro-fibrose(71). Porém, até o momento, nenhum estudo foi conduzido estudando

MMP-10 no cendrio de uropatia obstrutiva.

1.6.1.4 Inibidores teciduais de metaloproteinases

As metaloproteinases sdo secretados inicialmente como pro-enzimas e sdo
ativadas apo6s o processo de protedlise. Esta atividade enzimatica pode ser bloqueada
através de interagcdes com um dos quatro inibidores teciduais das metaloproteinases:
TIMP-1, -2, -3,e -4, constituindo os principais reguladores endoégenos das atividades das

MMPs (72).
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TIMP-1

TIMP-1 ¢ uma proteina solivel de 21-kD. O mRNA de TIMP-1 tem baixa
concentragdo em rins normais, € aumenta significativamente na maioria dos modelos
experimentais e em varias doengas que desenvolvem fibrose(73, 74). Deste modo pode
ser classificado como pro-fibrose.

A TIMP-1 e MMP-9 urinarias foram investigadas em um recente estudo com
criangas com estenose de JUP submetidas a tratamento conservador que os identificou
como marcadores de progressao da obstrucao além de boa correlagdo com a fungao renal
diferencial(75).

TIMP-2

TIMP-2 foi pouco estudado no cenario de nefropatia obstrutiva. Sekerci et al
(76) relataram um aumento do TIMP-2 urindrio em pacientes com espinha bifida com
diminui¢do da complacéncia da bexiga ou lesdo do trato urinario superior. Bank ez al (77)
demonstraram que o TIMP-2 urinério pode ser uma ferramenta promissora e nao invasiva

para monitorar a resolucdo da funcdo retardada do enxerto no transplante renal.

Tabela 1. Classificagdo dos biomarcadores urinarios da homeostase da MEC estudados.

Familia Classe Local de maior Papel no
expressao processo de
fibrose renal
MMP-1 Colagenases Estresse  Glomérulo Anti-fibrose
MMP-2 Gelatinases Estresse Glomérulo, tabulo Pro-fibrose
proximal e ductos
coletores
MMP-9 Gelatinases Estresse Glomérulo Variavel
MMP-10 Estromelisinas Estresse  Glomérulo Pro-fibrose
TIMP-1 Inibidor de MMP  Estresse Glomérulo, tibulo Pro-fibrose
proximal e ductos
coletores
TIMP-2 Inibidor de MMP  Estresse Glomérulo, tibulo Pro-fibrose

proximal e ductos
coletores
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1.7 Justificativa do estudo

Este estudo ¢ parte de uma linha de pesquisa em biomarcadores urindrios de
uropatia obstrutiva que ¢ desenvolvida no laboratorio da urologia da faculdade de
medicina da USP. Foram realizados estudos de marcadores inflamatorios de lesdo renal
em uropatia obstrutiva em modelos animais pelo Dr. Roberto Iglesias Lopes(78), seguido
de estudo de marcadores de lesdo renal em uropatia obstrutiva em espécimes de jungao
ureteropélvica pela Prof Dra Sabrina Thalita Reis(68) e, recentemente, estudo de
marcadores inflamatérios de lesdo renal em uropatia obstrutiva em pacientes adultos pelo
Dr Eduardo de Paula Miranda(79).

O actimulo de matriz extracelular nos glomérulos e no intersticio tubular,
reconhecido como fibrose no exame histologico, ¢ a marca patologica da lesdo renal
progressiva. Postula-se que os biomarcadores urinarios deste processo t€ém o potencial de
servir como variavel a mais a ser considerada no seguimento de pacientes com EJUP,
tanto dos casos cirirgicos quanto nos pacientes clinicos.

Os biomarcadores urindrios mencionados acima, t€m o potencial de serem tteis
no seguimento pds-operatorio, como indicativo de sucesso ou falha, bem como
adjuvantes no diagnoéstico de recidiva da obstru¢ao. Se o marcador se correlaciona com a
funcdo renal diferencial, poderd ainda ser um bom indicador da progressao da doenga, e
podera ter o potencial para prever quais pacientes irdo necessitar de tratamento cirirgico.

Alguns trabalhos na literatura avaliaram e mostraram potencial clinico em
marcadores do processo inflamatdrio tubular, porém, até onde temos conhecimento este
trabalho ¢ o primeiro a realizar a avaliagdo extensiva dos componentes da homeostase da
MEC, as metaloproteinases e seus inibidores, de forma prospectiva em criancas com
hidronefrose unilateral sem dilatag¢do ureteral em seguimento clinico e com diagndstico e

e tratamento cirargico de EJUP.
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2.1 Objetivo primario

Avaliar o desempenho dos biomarcadores urindrios MMP-1, MMP-2, MMP-9,
MMP-10, TIMP-1 e TIMP-2 no acompanhamento em criangas com hidronefrose

unilateral secundaria a obstrucao ao nivel da juncdo pieloureteral.

2.2 Objetivos secundarios

Avaliar a capacidade dos biomarcadores urinarios MMP-1, MMP-2, MMP-9,
MMP-10, TIMP-1 e TIMP-2 de discernir os pacientes com hidronefrose unilateral sem
dilata¢do ureteral com necessidade de correcdo cirargica daqueles sem necessidade de
correcdo cirurgica.

Avaliar a evolugdo temporal destes marcadores na evolugdo ao longo do tempo
em pacientes com hidronefrose ndo obstrutiva e em pacientes com hidronefrose obstrutiva
de modo a correlacionar biomarcadores urinarios com recuperagao da fun¢do renal apos
desobstru¢do em pacientes com hidronefrose obstrutiva em comparacdo com métodos

convencionais (US, DMSA, DTPA).
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3.1 Tipo do estudo

Trata-se de um estudo observacional de coorte prospectiva.

3.2 Pacientes

Os sujeitos da pesquisa foram selecionados dentro dos pacientes ja atendidos
pelo servigo de urologia pediatrica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo (HCFMUSP) e pelo ambulatério de puericultura do Instituto
da Crianca do HCFMUSP.

O ambulatorio do servigo de urologia pediatrica do HCFMUSP segue uma rotina
na conducdo de casos com hidronefrose unilateral sem dilatagdo ureteral e suspeita de
EJUP. Foram selecionados todos os pacientes com hidronefrose unilateral sem dilatagao
ureteral, suspeitos para o diagndstico de EJUP nos exames de imagem (US ou TC), todos
os pacientes foram submetidos a avalia¢do clinica e estudos complementares de modo a
eleger os pacientes com hidronefrose obstrutivo ao tratamento cirtirgico da EJUP e,
posteriormente, submeté-los a pieloplastia.

O servigo de urologia pediatrica do HCFMUSP, em concordancia com os
guidelines internacionais, como da associagdo europeia de urologia e associacdo
americana de urologia, considera as seguintes indicagdes cirurgicas nos casos de
hidronefrose sem dilatagdo ureteral: 1) rim com hidronefrose e prejuizo fungao renal
estimada por exames radioisotopicos, 2) dor no flanco ipsilateral, 3) episddios prévios de
pielonefrite ou 4) complicagdes relacionadas a: litiase, hipertensao e hemataria(80-83).

Deste modo, os pacientes com hidronefrose unilateral sem dilatacdo ureteral,

foram divididos em dois grupos: hidronefrose obstrutiva e hidronefrose ndo obstrutiva.
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33 Critérios de Inclusao

Com relagdo ao grupo com hidronefrose obstrutiva:
e Concordancia com Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
e Hidronefrose unilateral sem dilatagdo ureteral com um ou mais dos
seguintes:
o Sintomas de dor ou infec¢des urinarias febris, hematuria ¢ litiase;
o Cintilografia com DTPA exibindo padrdo obstrutivo;
o Cintilografia com DMSA exibindo perda de funcdo renal
diferencial; (FRD menor que 40%)
o Urocultura negativa no momento da coleta.
Com relagdo ao grupo com hidronefrose ndo obstrutiva:
e Concordancia com Termo de Consentimento Livre e Esclarecido;
e Hidronefrose unilateral sem dilatagdo ureteral com um ou mais dos
seguintes:
o Cintilografia com DTPA exibindo padrdo nao-obstrutivo;
o Auséncia de complicagdes relacionadas a estenose de JUP:
infecgdes de repeticdo, dor, hematuria e litiase;
o Cintilografia com DMSA sem prejuizo de fungao renal diferencial;
(fungdo renal diferencial maior que 40%)
o Urocultura negativa no momento da coleta.
Com relacdo ao grupo controle:
e Concordancia com Termo de Consentimento Livre e Esclarecido;

e Auséncia de patologia urindria
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34

3.5

Critérios de Exclusao

e Anomalias do trato urinario incluindo: refluxo vesico ureteral, obstrug¢ao
da juncao ureterovesical, valvula de uretra posterior e hidronefrose bilateral.

e Cirurgia anterior no sistema urinario

e Outras anomalias dos 6rgdos genitais externos

e  Pedras urinarias

e Disfuncao neurogénica da bexiga

Recrutamento

A avaliagdo inicial, dos pacientes com hidronefrose (obstrutiva ou ndo), inclui:
° Anamnese, incluindo exame clinico com exame fisico abdominal
o Exames laboratoriais:
o Hemograma
o Analise quimica e qualitativa da urina e urocultura;
o Fungao renal: Creatinina, Ureia.
o Exames de imagem:
o Ultrassonografia ~do aparelho urinario ou Tomografia
Computadorizada.
o Medicina Nuclear:
o Cintilografia com DMSA;
o Cintilografia com DTPA.

Os pacientes do grupo controle realizaram apenas:
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° Anamnese, incluindo exame clinico com exame fisico abdominal
o Exames laboratoriais:

o Analise quimica e qualitativa da urina e urocultura

3.6 Populacgio do estudo

Os pacientes e controles foram recrutados (n= 74) no periodo de setembro de

2016 até junho de 2019. Os casos incluidos, excluidos e finalizados estdo descritos no

Fluxograma 1.

n2 68
Criangas recrutadas com
diagndstico de
hidronefrose unilateral sem

n? 26
Pacientes do ambulatério
de puericultura

(Controle) dilatagdo ureteral
o n? 30
. ne 38 . Hidronefrose ndo
Hidronefrose obstrutiva obstrutiva
222
ne 26 ne12 ne 8 (Hidrorr:efrose ndo
(Hidronefrose obstrutiva) Excluidos Excluidos N
obstrutiva)
n?3 n25
— ndo concordaram em —— ndo concordaram em
participar participar
n24 n?2
— antecedente de cirurgia | ==  foram submetidos a
renal prévia cirurgia no seguimento
ne5 n?1l
L— patologia renal no rim ——  com patologia no rim
contralateral contralateral

Fluxograma 1. Casos Selecionados para o estudo. De 38 pacientes consecutivos, com
diagnoéstico de EJUP com indicag¢do de tratamento cirurgico atendidos pelo servigo de
urologia pediatrica do HCFMUSP, 12 pacientes foram excluidos seguindo os critérios do
estudo (patologia renal no rim contralateral, antecedente de cirurgia prévia e os casos que
os familiares ndo concordaram com termo de consentimento), totalizando 26 pacientes
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incluidos no grupo denominado hidronefrose obstrutiva. De 30 pacientes consecutivos,
com diagnostico de hidronefrose unilateral sem dilatacdo ureteral sem indicacdo de
tratamento cirurgico atendidos pelo servico de urologia pediatrica do HCFMUSP, 8
foram excluidos do protocolo seguindo os critérios de exclusdo (mudanga de conduta
durante o seguimento, patologia no rim contralateral e os casos que os familiares ndo
concordaram com termo de consentimento), assim 22 pacientes foram incluidos no grupo
denominado hidronefrose ndo obstrutiva. Foram selecionados e incluidos 26 pacientes
saudaveis e sem patologias renais prévias pareados por idade e sexo em uma propor¢ao
de 1:1 com os pacientes com hidronefrose unilateral sem dilatacdo ureteral.

O Grupo hidronefrose obstrutiva foi constituido de pacientes com diagndstico
de EJUP submetidos a tratamento cirargico que foram seguidos no ambulatdrio com a
rotina de exames a cada 6 meses. Estes exames sdo ultrassom ou nova cintilografia DTPA,
definido a depender do médico assistente que estiver conduzindo o caso, para a tomada
desta decisdo sdo utilizados critérios clinico e critérios de analise evolutiva, e as
orientagdes do grupo de urologia pedidtrica do HCFMUSP além dos guidelines
vigentes(80-83).

O grupo hidronefrose ndo obstrutiva foi constituido de pacientes sem obstrugao
funcional na avalia¢do inicial e, portanto, sem indicagdo cirargica, que foram seguidos no
ambulatorio com a rotina de exames a cada 6 meses. Estes exames sdo ultrassom ou nova
cintilografia DTPA ou DMSA, definido a depender do médico assistente que estiver
conduzindo o caso, para a tomada desta decis@o sao utilizados critérios clinico e critérios
de analise evolutiva.

Além disso, o grupo controle foi constituido de 26 pacientes saudaveis e sem
patologias renais prévias pareados por idade e sexo em uma propor¢ao de 1:1 com os
pacientes com EJUP. Estes pacientes realizam seguimento no ambulatorio da liga de
puericultura do Instituto da Crianca do HCFMUSP, foram considerados saudaveis os
individuos com auséncia de diagnéstico de doencgas cronicas, sem antecedentes de

cirurgia do trato urinario e que ndo faziam uso de medicagdes de rotina.
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3.7 Rotina de coletas de urina proposta pelo estudo

Para os pacientes do grupo hidronefrose obstrutiva foram realizadas coletas de
urina em 4 tempos diferentes, para os pacientes do grupo hidronefrose ndo obstrutiva
foram realizadas coletas de urina em 2 tempos diferentes e para o grupo controle foi

realizada coleta isolada de amostra de urina (Figura 5).

2° Retorno
6 meses
Diagnéstico de
Hidronefrose m

unilateral sem

dilatagfo ureteral

Retirada de

Duplo J

Figura 5. Diagrama representando o cronograma de avaliagdo dos pacientes com HN
unilateral sem dilatagdo ureteral.

Durante as coletas de urina, as amostras da primeira urina da manha foram
evitadas para reduzir a possivel degradagcdo de marcadores ao permanecerem por periodos
prolongados na bexiga. As criangas sem controle esfincteriano (fraldadas) foram
submetidas a coletas por método de saco coletor e as criangas com controle esfincteriano
(desfraldadas) tiveram sua coleta realizada por jato médio. Excepcionalmente, houve
casos de criangas fraldadas do grupo hidronefrose obstrutiva em que houve dificuldade
de coleta pelo método de saco coletor, apds inducdo anestésica a urina foi coletada na
ocasido da passagem de sonda vesical como preparo pré-operatério.

Todos os pacientes incluidos tiveram a coleta inicial realizada e tiveram a
oportunidade de ter a coleta de seguimento, conforme observado nas tabelas 12 e 13 do

apéndice.
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3.8 Cuidados peri-operatorios, técnica cirurgica e avaliacio transoperatoria

Os pacientes internaram na véspera da cirurgia as 12h e receberam dieta oral. O
jejum se iniciou-se 8 horas antes da cirurgia, sendo entdo os pacientes encaminhados para
a sala de cirurgia as 7:00 da manha. Foram monitorados com eletrocardiograma,
oximetria, pressdo arterial ndo invasiva (PANI) e capnografia.

Os pacientes foram submetidos a Pieloplastia desmembrada pela técnica de
Anderson-Hynes por cirurgides do Grupo de Cirurgia Infantil da Divisdo de Urologia do

HC-FMUSP na presenca dos médicos residentes em treinamento da divisao.

Figura 6. Esquema ilustrativo da técnica de Anderson-Hynes, pieloplastia desmembrada.
A cirurgia obedeceu rigorosamente as mesmas técnicas cirurgicas. Foram
realizadas apenas duas técnicas distintas: pieloplastia videolaparoscdpica e pieloplastia

aberta com acesso posterior.

3.9 Avalia¢do Pos-Operatoria

No periodo de internagdo, os pacientes receberam analgesia com analgésico

simples: dipirona (5-15 mg/Kg/dose) ou paracetamol (10-15 mg/Kg/dose) e eventuais

doses de resgate de tramadol (5 mg/Kg/dia) conforme padrdo da instituicdo. Apods
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aproximadamente 4 horas do término da recuperacdo anestésica a primeira refeicao
composta de uma dieta leve (sopa, suco e dgua e gelatina) ou leite (conforme a idade do
paciente) foi oferecida e posteriormente foi estimulado a deambulacdo. Os pacientes
permaneceram com sonda vesical de demora por 48 horas. E receberam alta hospitalar
apos aproximadamente 60 horas de observagdo durante pos-operatorio.

No décimo dia de pds-operatorio houve retorno ao consultorio de urologia para
avaliacdo da ferida operatoria e melhora dos sintomas.

Foram também computadas para andlise todas as intercorréncias de ordem
clinica ou cirtirgica que ocorrerem no intra-operatdrio, no pds-operatorio imediato e

tardio.

3.10 Processamento das amostras de urina

Os pacientes incluidos eram seguidos de forma rigorosa, de tal forma que os
agendamentos das coletas eram confirmados por contato telefonico prévio para evitar
alteracdes significativas nas datas previstas no protocolo. Dois funcionérios do
ambulatério foram treinados para realizar a orientagdo e auxiliar quando necessario os
pacientes para realizar a coleta das amostras de urina de forma padronizada.

Em cada coleta foram obtidos aproximadamente entre 20 e 50 ml de urina,
destes 15ml foram divididos em tubos Falcon de 15ml e processados por centrifugagdo a
uma rotacdo de 3.500 rpm durante 10 minutos.

Para fins de avaliagdo, as amostras de urina apos centrifugadas foram dividas em
aliquotas individuais que foram estocadas em refrigerador em eppendorfs individuais de
1,5 ml em triplicada, ou seja, 3 eppendorfs por coleta. Tais amostras foram conservadas

a temperatura de -80° C para posterior avaliagdo com os reagentes dos biomarcadores.
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Todos os eppendorfs foram colocados em pequenas caixas com grade interna, a fim de
que os tubos permanecessem na posi¢ao vertical e para facilitar a identificacdo.

Todas as analises foram realizadas no mesmo periodo e sempre utilizando
ensaios com o mesmo lote, a fim de limitar a variabilidade entre os ciclos de
congelamento e descongelamento e a variagdo entre os kits, assim como evitar variagdes
no método e otimizacao do uso dos kits.

Cada amostra de urina foi submetida a dosagem dos biomarcadores propostos
pelo estudo utilizado os seguintes kits:

- Para TIMP-1 e TIMP-2: foi utilizado o conjunto de reagentes para teste de
imuno ensaios Human Premixed Multi-Analyte Kit LXSAHM-07-7PLEX (Bio-
Techne®, Minneapolis, MN, USA).

- Para MMP-1, MMP-2, MMP-9 ¢ MMP-10 foi utilizado o conjunto de
reagentes para teste de imuno ensaios Human Premixed Multi-Analyte Kit LXSAHM-
04-1KIT (Bio-Techne®, Minneapolis, MN, USA).

O ensaio pela tecnologia MAP (Multiple Analyte Profiling) da Luminex®, ou
ensaio Luminex® ¢ um método multiplex que possibilita quantificar varias citocinas ao
mesmo tempo, em uma pequena quantidade de urina. A tecnologia MAP da Luminex®
possui o principio similar ao ELISA sanduiche, porém utiliza microesferas coloridas
fluorescentes (beads) que se ligam, de forma covalente, aos anticorpos de captura. Os
anticorpos de captura sdo colocados diretamente contra o biomarcador desejado. Apds
uma série de lavagens, para remocao de proteinas ndo ligadas, anticorpos de detec¢do sao
adicionados para criar o complexo sanduiche, e posteriormente adicdo do conjugado

estreptavidina-ficoeritrina (Figura 7).
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Estreptavidina

Magnética Ficoeritrina

Anticorpo
de Captura

Anticorpo
de Deteccdo

Figura 7. Esquema ilustrativo do complexo microesfera, anticorpo de captura, citocina
de interesse do estudo, anticorpo de detec¢do e estreptavidina-ficoeritrina no ensaio
Luminex® (imagem baseada na bula da Bio-rad).

Para realizacdo do ensaio, as amostras foram descongeladas a temperatura
ambiente por 10 minutos.

Para dosagem de TIMP-1 e TIMP-2 foi utilizado o kit LXSAHM-07-7PLEX
da biotechne®, Minneapolis, MN, USA e para dosar MMP-1, MMP-2, MMP-9 e MMP-
10, foi utilizado o kit LXSAHM-04-1KIT da biotechne®, Minneapolis, MN, USA.

Para reconstitui¢ao do padrdo, diluicdo seriada para curva padrdo, dilui¢ao de
microesferas, amostras, anticorpos, estreptavidina-ficoeritrina e solu¢do de lavagem
seguimos as instru¢des da bula dos kits, de acordo com o fabricante.

Foram pipetadas microesferas coloridas revestidas com anticorpos de captura
contra as citocinas de interesse em uma placa com 96 pogos. A seguir, foram pipetadas
as amostras dos pacientes, controles e curva padrdo e branco e incubadas em agitador de
placas (IKA MTS 2/4 digital). Apds lavagens, o anticorpo de detec¢ao foi adicionado a
placa, que passou por novo periodo de incubacdo. As lavagens foram realizadas em uma
lavadora magnética (Bio-plex PRO II Wash Station) e as microesferas permanecem
retidas na placa pela acdo de um ima. Foi adicionada, posteriormente, a estreptavidina-
ficoeritrina, que emitira sinal fluorescente quando excitado pelos LEDs do equipamento
de leitura, e incubada por um breve periodo. Apos a lavagem para remogao dos reagentes

ndo aderidos, foi adicionada aos pocos uma solugdo tampao para serem analisadas no
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equipamento leitor de microesferas Magpix Milliplex (Luminex Corp, Austin, TX), onde

2 LEDS, um verde com comprimento de ondas de 525nm identifica as citocinas, € um

LED vermelho (635nm) identifica a microesfera, e uma camera CCD captura essas

imagens e envia para o software Xponent 4.2 (Luminex Corp, Austin, TX) e posterior

andlise dos dados ¢ realizada pelo software Milliplex Analyst 5.1 (EMD Millipore). As

etapas de montagem da placa e posterior andlise podem ser visualizadas na figura 8 a

seguir.

Luminex®

Y/

J \
J

¢

LED verde (525nm)
Identifica as citocinas

Camera CCD identifica
e quantifica e envia ao

software Xponent 4.2 para

aquisicdo dos dados

LED vermelho (635nm)
Identifica a microesfera

Etapas de analise

Placa com 96 pogos “i= . _ Agitador de placas
com o anticorpo de captura . IKA MTS 2/4 digital
Incubagdo :
Lavagem
Amostras de pacientes, Bio-plex Pro I
controles e padrdo 2 Wash Station

Incubagdo

Lavagem

‘ - ‘\
| a
Anticorpo de detecgio ‘N/ C '

; Incubagao
Estreptavidina + ficoeritrina
Incubagdo
Lavagem
Solugdo tampdo

|

Leitura no equipamento Aquisicdo dos dados pelo software Xponent 4.2
Magpix e andlise dos dados pelo Milliplex Analyst 5.1

Figura 8. Esquema ilustrativo das etapas de montagem a analise final dos dados obtidos

no ensaio Luminex®. (Imagem criada e cedida por Caroline Silvério Faria)
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As concentragdes das amostras desconhecidas sdo estimadas a partir da curva
padrdo, utilizando com concentracdo conhecida e fornecida na bula dos kits utilizados.
Os niveis das citocinas sdo expressos em pg/mL de acordo com a curva padrdo obtida na

mesma placa (Figura 9).

“

Figura 9. Curvas do ensaio Luminex® para MMP-1, MMP-2, MMP-9, MMP-10 e
TIMP-1 e TIMP-2.

Os limites de detec¢do das citocinas de interesse do estudo, analisados pela
metodologia xXMAP da Luminex® foram: MMP-1(42,35-10.290,00 pg/mL), MMP-2

(300,86-73.100,00 pg/mL), MMP-9(117,12-28.460 pg/mL), MMP-10 (38,76-9.420,00
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pg/mL), TIMP-1 (37,00-8.990,00 pg/mL) e TIMP-2 (49-12.500,00 pg/mL). Para os
ensaios realizados, a curva foi ajustada para o método ctiibico que mostrou melhores
resultados, possibilitando ampliar a deteccao de valores tanto abaixo quanto acima da

curva padrao.

3.11 Normaliza¢do dos Biomarcadores Urinarios pela Creatinina Urinaria

O ajuste das concentracdes dos biomarcadores pela creatinina urinaria ¢
amplamente empregado na literatura no intuito de padronizar as comparagdes e limitar os
fatores de confusdo, como diferengas interindividuais da osmolaridade urinéria(84).
Todas as amostras foram submetidas a dosagem de creatinina urindria, esta foi realizada
com o kit CREJ2 (Roche diagnostics GmbH, Mannheim, Alemanha) pela metodologia
de Jaffé no aparelho Cobas C111 (Roche Instrument Center, Rotkreuz, Suica).

Existem discussdes a cerca deste tema que serdo abordadas na se¢cdo adequada.
Foi optado por apresentar os valores dos biomarcadores estudados absolutos e ajustados

pela creatinina.

3.12 Analise Estatistica

As variaveis quantitativas, continuas ou ordinais, foram descritas por suas
medidas de tendéncia central (médias) e pelas respectivas medidas de dispersdo (desvio-
padrdo ou valores minimos e maximos). As varidveis nominais ou qualitativas foram
descritas por seus valores absolutos, percentagens ou proporcdes.

Para a comparacao das diferengas das variaveis continuas, utilizamos o teste ¢ de

Student ou o teste de Mann-Whitney. Andlise de variancia (ANOVA) com pds-teste de
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Bonferroni foi utilizada na comparacao de mais de dois grupos quando as varidveis eram
homogéneas; no caso de variaveis ndo homogéneas foi utilizado o teste de Kruskal Wallis.
Para a comparagdo de dados categoricos utilizamos o teste do qui-quadrado e suas
variantes.

Foi ainda realizada andlise univariada de todas as varidveis clinicas e
radioldgicas, bem como as dosagens absolutas e relativas dos biomarcadores urinarios
para identificar associagdo com desfechos clinicos e radioldgicos no seguimento. A
analise univariada consistiu na obtencao, para as variaveis independentes qualitativas, da
frequéncia absoluta e percentual, e, para as quantitativas, da média e desvio-padrao.

Finalmente, foram realizadas analise de curvas de caracteristicas ROC (Receiver
Operating Characteristic) com o objetivo de encontrar o ponto de corte ideal (usando o
indice de Youden) para discernir os pacientes com hidronefrose obstrutiva daqueles com
hidronefrose ndo obstrutiva através dos marcadores urinarios estudados.

Intervalo de confianga de 95% foram empregados como medida de precisao dos

resultados. Valores de p menores que 0,05 (p<0,05) foram considerados significativos.

3.13 Consideracoes éticas e financiamento do estudo

Este estudo segue as recomendagdes da Resolugcdo 196/96 do Ministério da
Saiude que regulamenta a pesquisa cientifica em humanos em nosso pais. O mesmo foi
aprovado pela Comissio de Etica em Pesquisa do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo (Protocolo CAAE N°62235816.8.0000.0068 —
Anexo 1), previamente ao inicio da coleta de dados. O presente estudo foi ainda
financiado pela Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP

Processo 2017/08224-6 - Anexo 2).
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Os sujeitos da pesquisa do presente protocolo foram informados a respeito da
pesquisa ¢ do objetivo de utilizagdo dos dados levantados para fins cientificos no
momento em que foram convidados a participar do estudo. Por tratar-se de um estudo nao
intervencionista, realizado através de coletas de urina, o risco foi considerado minimo.
Os participantes receberam, por escrito, informacgdes detalhadas sobre a natureza,
métodos e objetivos do estudo. Apos esclarecimento de todas as duvidas, foi solicitada a
assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido. Foi garantida a

confidencialidade das informagdes e das identidades dos participantes.



4 Resultados
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4.1 Dados demograficos

Foram incluidos 74 pacientes com idade média de 6,0 £ 4,3 anos (intervalo entre
4 meses — 17 anos de vida), sendo 45 (61%) do sexo masculino ¢ 29 (39%) do sexo
feminino. Nao houve diferenca estatistica com relagdo a média de idade e género entre
os pacientes dos grupos hidronefrose obstrutiva, hidronefrose nido obstrutiva e grupo
controle. Quanto a lateralidade da hidronefrose também ndo foi identificado diferenga
significativa entre os dois grupos estudados (hidronefrose obstrutiva e hidronefrose nao
obstrutiva). Houve diferenca estatistica quanto a sintomatologia, metade dos pacientes do
grupo hidronefrose obstrutiva apresentavam sintomas em comparagdo com

aproximadamente um quinto dos pacientes do grupo hidronefrose ndo obstrutiva. (Tabela

2).

Tabela 2. Dados demograficos

Grupo hidronefrose ~ Grupo hidronefrose Grupo P

obstrutiva ndo obstrutiva controle

N 26 22 26
Idade (anos) 0,077**
MédiaxtDPM 49+4,7 6,9+438 6,1 £
(min-max) (0-17) (0-18) 3,4

(0-15)
Sexo n (%) 0,835*
Masculino 15 (58%) 13 (59%) 17

(65%)
Feminino 11 (42%) 9 (31%) 9 (35%)
Lateralidade n NA 0,109*
(%)
Direito 13 (50%) 6 (27%)
Esquerdo 13 (50%) 16 (73%)
Presenga de 13 (50%) 4 (18%) NA 0,022*
sintomas

NA- Nao se aplica

DPM - Desvio padrao médio
* Pearson Chi-Square

** Kruskal Wallis
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Com relagdo a avaliagdo radioldgica, os pacientes do grupo hidronefrose
obstrutiva apresentaram em sua maioria dilatagdo renal grave, com diferenga estatistica
encontrada nos didmetro antero-posterior da pelve (DAP) (p=0,001) e grau IV da SFU
(p=0,001) no US. A fungao renal diferencial (FRD) da unidade renal afetada avaliada na
cintilografia DMSA também apresentou diferenga estatistica sendo menor no grupo
hidronefrose obstrutiva (p=0,005). Avaliando as curvas de Lee na cintilografia DTPA foi
possivel verificar um padrdo obstrutivo e ascendente (padrdo IV) em 100% dos casos
submetidos a tratamento cirurgico e apenas 1 dos casos submetidos a observacao

(p=0,001) (Tabela 3).

Tabela 3. Dados radiolégicos

Grupo Grupo Grupo p
hidronefrose  hidronefrose controle
obstrutiva nao-obstrutiva
DAP no US (mm) 31,23+ 14,4 19,7+7,96 NA 0,001*
M¢édiaxDPM (Min-Max) (16-65) (7-40)
Grau de Hidronefrose n (%) 0,001 **
US - SFU
I 0 10 (46%) NA
11 4 (15%) 6 (27%) NA
I 6 (23%) 6 (27%) NA
v 16 (62%) 0 (%) NA
FRD (DMSA) 37,7+13,4  484+38 NA 0,005*
M¢édiaxDP (Min-Max) (11-57) (40-55)
Curva de Lee (DTPA) n (%) 0,001 **
I 0 3 (14%) NA
11 0 14 (64%) NA
I 0 4 (18%) NA
v 26 (100%) 1 (4%) NA

NA- Nio se aplica

DAP — Diametro antero-posterior da pelve
DPM — Desvio padrao médio

FRD - func¢do renal diferencial
*Mann-Whitney

**Pearson Chi-Quadrado
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No seguimento ambulatorial dos pacientes do grupo hidronefrose obstrutiva, foi
possivel observar melhora da sintomatologia; ao diagndstico, 13 (50%) pacientes eram
sintomadticos, destes o sintoma mais prevalente era dor lombar (6 pacientes); apos o
tratamento, os pacientes apresentaram melhora clinica importante, apenas 1 paciente teve
um quadro de infeccdo urindria ndo complicada. Metade dos pacientes do grupo
hidronefrose obstrutiva eram assintomaticos e tiveram a indicagdo cirirgica baseada no
padrdo obstrutivo da curva de DTPA (tipo IV de Lee) e FRD <40 % no DMSA, a melhora
radioldgica foi evidenciada através dos exames de US e cintilografia DMSA e DTPA

(Tabela 4).
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Tabela 4. Dados de seguimento hidronefrose obstrutiva

Grupo Hidronefrose TO T 6 meses

obstrutiva

Sintomas 13 1

- Dor 6 0

- ITU afebril 4 1

- ITU febril 3 0

- Calculo 0 0

DAP no US 31,23+ 14,4 (16-65) 19,3 £9,8 (5-46)  0,001*

M¢diatEPM (Min-Max)

Grau de Hidronefrose n (%)

US - SFU
| 0 8 (33%)

1| 4 (15%) 8 (33%)

I 6 (23%) 6 (25%)

v 16 (62%) 2 (8%)

FRD (DMSA) 37,7+ 13,4 (11-57) 41,9+ 13,2 (8-54) 0,290*

M¢diatDPM (Min-Max)

Curva de Lee (DTPA) n (%)

I
II
III
v

0
0
0
26 (100%)

0
16 (73%)
6 (26%)
0

NA- Nao se aplica

DAP — Diametro antero-posterior da pelve

DPM — Desvio padrao médio
FRD — Fungao renal diferencial

* Mann-Whitney

No seguimento dos pacientes do grupo hidronefrose ndo obstrutiva, todos os 4

(18 %) pacientes que apresentaram sintomas ao diagnostico evoluiram com resolugdo dos

sintomas e estabilidade ou melhora radiologica. Um Unico caso que apresentava curva

obstrutiva no DTPA (curva tipo IV de Lee), evoluiu com melhora do padrao da curva na

cintilografia DTPA realizada com intervalo de 6 meses (Tabela 5).
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Tabela 5. Dados de seguimento hidronefrose ndo obstrutiva

Grupo EJUP_clinico TO T 6 meses

Sintomas 4 0

- Dor 0 0

- ITU afebril 4 0

- ITU febril 0 0

- Calculo 0 0

DAP no US 20,8 +9,4 (7-45) 19,21 £8,63 (10-48) 0,844*

M¢diatEPM (Min-Max)
Grau de Hidronefrose n (%)

US - SFU
I 10 (44%) 12 (52%)

| 7 (30%) 5 (22%)

I 6 (26%) 6 (26%)

v 0 (0%) 0 (0%)

FRD (DMSA) 48,4+ 3,8 (40-55) 49,3 +43(39-55)  0,463*

M¢diatDP (Min-Max)
Curva de Lee (DTPA) n (%)

I 3 (13%) 4 (20%)
1| 15 (65%) 13 (65%)
I 4 (18%) 3 (15%)
v 1 (4%) 0 (0%)

NA- Nao se aplica

DAP — Diametro antero-posterior da pelve
EPM — Erro padrao médio

FRD - func¢ao renal diferencial

* Mann-Whitney
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4.2 Biomarcadores Urinarios

4.2.1 Avaliacio tempo zero — valores absolutos

Os valores médios absolutos dos biomarcadores urinarios de homeostase da
MEC foram menores no grupo controle para os marcadores MMP-1, MMP-2, TIMP-1 e
TIMP-2 quando comparados aos grupos com hidronefrose, esta diferenca foi
estatisticamente significativa, como demonstrado na tabela 6. Ademais, estes eram
maiores no grupo hidronefrose obstrutiva quando comparados com grupo controle
(valores de p: 0,028, 0,016, 0,015 e 0,032; respectivamente) e, maiores no grupo
hidronefrose ndo obstrutiva quando comparados com o grupo controle (valores de p:
0,004, 0,813, 0,528, 0,122 e 0,347 respectivamente). No entanto os valores médios
absolutos de MMP-9 e MMP-10 foram menores no grupo hidronefrose obstrutiva quando
comparados aos demais grupos (Tabela 6).

MMP-1 apresentou valores maiores no grupo hidronefrose ndo obstrutiva
quando comparado ao grupo hidronefrose obstrutiva (p=0,540). Enquanto MMP-2,
TIMP-1 e TIMP-2, foram maiores no grupo hidronefrose obstrutiva quando comparado
com hidronefrose ndo obstrutiva (valores de p: 0,035 e 0,308 respectivamente) (Graficos

1,2,3¢e4).
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Tabela 6 — Valores médios absolutos da concentracao de cada biomarcador envolvido na
homeostase da MEC em cada um dos grupos nas amostras iniciais. Resultados sdo
mostrados com média + desvio padrao da média (DPM).

MMP-1 MMP-2 MMP-9 MMP-10 TIMP-1  TIMP-2
(pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)
Hidronefrose 56,63 463,62 309,93 48,28 835,35 4.566,04
obstrutiva +6,45 +£9237 + 155,66 +10,32 +866,84  +4079,25
Hidronefrose 57,74 417,93 435,00 54,46 604,36 4.566,21
ndo obstrutiva =+ 6,55 +38,18 + 405,32 +18,73 +643,46  +3431,37
Controle 53,48 415,39 368,99 80,23 372,02 3.958,52
+3,10 +35,64 +321,39 +111,49  +£359,95 +6812,17
P 0,021% 0,050%* 0,806%* 0,079%* 0,017%* 0,0507%*
*ANOVA

**Kruskal-Wallis

Grafico 1 — Comparagdo entre valores de MMP-1 nas amostras iniciais de cada grupo:
hidronefrose obstrutiva, hidronefrose ndo obstrutiva e controle.
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Grafico 2 — Comparagdo entre valores de MMP-2 nas amostras iniciais de cada grupo:
hidronefrose obstrutiva, hidronefrose ndo obstrutiva e controle.
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Grafico 3 — Comparagdo entre valores de TIMP-1 nas amostras iniciais de cada grupo:
hidronefrose obstrutiva, hidronefrose ndo obstrutiva e controle.
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Grafico 4 — Comparagdo entre valores de TIMP-2 nas amostras iniciais de cada grupo:
hidronefrose obstrutiva, hidronefrose ndo obstrutiva e controle.
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4.2.2  Avaliacio tempo zero — valores normalizados pela creatinina urinaria

Na comparagao dos valores médios dos biomarcadores urinarios normalizados

pela creatinina urindria obtidos na coleta inicial dos 3 grupos (hidronefrose obstrutiva,

hidronefrose ndo obstrutiva e controle), TIMP-2 /Cr foi capaz de diferenciar os trés

grupos com diferenca significativamente estatistica (Grafico 8). Os demais analitos

estudados ndo apresentaram diferenga significativamente estatistica, porém, MMP-1 /Cr,

MMP-2 /Cr e TIMP-1 /Cr apresentaram tendéncia de diferenca entres os grupos, sendo

maior no grupo hidronefrose obstrutiva quando comparado com controle (valores de p:
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0,289, 0,227 e 0,029; respectivamente) e maior no grupo hidronefrose ndo obstrutiva
quando comparado com grupo controle (valores de p: 0,593, 0,734 e 0,118;
respectivamente) (Graficos 5, 6 € 7). A comparacao entre o grupo hidronefrose obstrutiva
e hidronefrose nao obstrutiva revelou valores maiores no grupo hidronefrose obstrutiva
para os MMP-1 /Cr, MMP-2 /Cr, MMP-10 /Cr, TIMP-1 /Cr e TIMP-2 /Cr (valores de p:

0,683, 0,416, 0,909, 0,328 e 0,331; respectivamente) (Tabela 7).

Tabela 7 — Valores médios da concentracdo de cada biomarcador urinaria envolvido na
homeostase da MEC corrigidos pela creatinina em cada um dos grupos nas amostras

iniciais. Resultados s3o mostrados com média * erro padrdo da média (EPM).
MMP-1/Cr  MMP-2/Cr MMP-9/Cr MMP-10/Cr TIMP-1/Cr TIMP-2/Cr
(ng/mg) (ng/mg) (ng/mg) (ng/mg) (ng/mg) (ng/mg)

Hidronefrose 0,25+0,19 2,00+ 1,54 1,41 £145 0,21 £0,16 4,40 + 7,68 517,44 +21,53
obstrutiva i

+x 620°0

Hidronefrose 0,22 +£0,25 1,60 £ 1,85 1,85 +£2,64 0,20 +£0,23 2,52+4,83 < 14,74 +20,19
nao obstrutiva

Controle 0,18 £ 0,25 1,41 +1,91 1,36 +2,23  0,18+0,21 097+1,10  6,70+7,72
P 0,416* 0,683* 0,311** 0,909* 0,328* 0,005%*
*ANOVA

** Kruskal-Wallis
*** Teste ¢ student

Grafico 5 — Comparacido entre valores de MMP-1/Cr nas amostras iniciais de cada grupo:
hidronefrose obstrutiva, hidronefrose ndo obstrutiva e controle.
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Grafico 6 — Comparagao entre valores de MMP-2 /Cr nas amostras iniciais de cada grupo:
hidronefrose obstrutiva, hidronefrose ndo obstrutiva e controle.
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Grifico 7 — Comparagdo entre valores de TIMP-1 /Cr nas amostras iniciais de cada
grupo: hidronefrose obstrutiva, hidronefrose ndo obstrutiva e controle.
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Grifico 8 — Comparagdo entre valores de TIMP-2 /Cr nas amostras iniciais de cada
grupo: hidronefrose obstrutiva, hidronefrose ndo obstrutiva e controle.
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4.3 Analise de Curva ROC

A andlise ROC (Receiver Operating Characteristic) ¢ uma ferramenta utilizada
para medir e especificar problemas no desempenho do diagnoéstico em medicina. Esta
andlise por meio de um método grafico simples, permite estudar a variacdo da
sensibilidade e especificidade, para diferentes valores de corte.

A maioria dos estudos com biomarcadores urinarios utiliza a concentragao
ajustada pelos valores de creatinina urindria em sua andalise para diminuir os fatores de
confusdo na andlise de biomarcadores urinarios como sera discutido na se¢do designada
para esta tarefa. Portanto, foram realizadas apenas analise de curva ROC para os
biomarcadores normalizados pela creatinina urinaria.

Os valores de area sob a curva (ASC) encontrados foram os seguintes: uMMP-
1/Cr de 0,560; uMMP-2/Cr de 0,655; uMMP-9/Cr de 0,540; uMMP-10/Cr de 0,530;
uTIMP-1/Cr de 0,692 e uTIMP-2/Cr de 0,678, sendo o perfil diagndstico promissor para
a detecdo de HN obstrutivo para trés dos seis analitos estudados que apresentaram ASC
acima de 0,6. Para estes analitos foram definidos valores de corte sendo, uMMP-2/Cr de
2,01 pg/mg, uTIMP-1/Cr de 1,67 pg/mg e uTIMP-2/Cr de 12,83 pg/mg (graficos 9, 10 e

11).
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Grafico 9 — Andlise de curva ROC de uMMP-2 /Cr para diagnostico de hidronefrose com
padrdo obstrutivo. ASC = 0,655; valor de corte 2,01 pg/mg com sensibilidade de 42.3%

e especificidade de 79,2%.
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Grafico 10 — Andlise de curva ROC de uTIMP-1 /Cr para diagnostico de hidronefrose
com padrao obstrutivo. ASC = 0,692; valor de corte 1,67 pg/mg com sensibilidade de

42,3% e especificidade 83,3%
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Grafico 11 — Anadlise de curva ROC de uTIMP-2 /Cr para diagnostico de hidronefrose
com padrao obstrutivo. ASC = 0,678; valor de corte de 12,83 pg / mg com sensibilidade

de 46,2% e especificidade 83,0
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4.3.1 Avaliacido temporal do grupo hidronefrose obstrutiva — valores absolutos

Comparagdes entre as concentragdes absolutas médias pré-operatorias (TO) dos
pacientes do grupo hidronefrose obstrutiva e de seguimento com 1 més (T1), 3 meses
(T3) e 6 meses (T6) de pos-operatdrio mostraram aumento das concentragdes de todos os
biomarcadores na fase de pds-operatorio em que o duplo J esta presente (T1) seguido de
queda destes valores quando comparados com valores de 6 més de pos-operatorio. No
entanto; apenas MMP-2, TIMP-1 e TIMP-2 apresentaram quedas dos valores quando
comparados os valores iniciais (T0) com os valores de seguimento de 6 meses apds a

realizacdo da pieloplastia, demostrados nos graficos 4, 5 e 6 (Tabela 8) (Grafico 12).
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Tabela 8 — Comparagdo entre valores absolutos de biomarcadores dos componentes da
homeostase da MEC do grupo hidronefrose obstrutiva nos tempos: inicial ou pré-
operatdrio (T0), 1 més de pds-operatdrio (T1), 3 meses de pds-operatorio (T3) e 6 meses
de pds-operatorio (T6).

Hidronefrose =~ MMP-1 MMP-2 MMP-9 MMP-10 TIMP-1 TIMP-2
obstrutiva (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)
TO 56,63 463,62 309,39 48,28 835,35 4.566,04
+6,45 +92,37 +155,66 +10,32 +866,84 +4079,25
T1 103,80 548,94 1.681,50 89,81 4.950,57 13.679,71
+83,89 +168,35 +2.318,29  £75,17 +11.264,02 +13.093,91
P 0,066* 0,060* 0,053* 0,072%* 0,201* 0,041*
T3 61,34 419,65 1.186,46 48,56 1.041,69 3.429,39
+15,98 +29,60 +2.821,78  +11,77 +1.236,45  +3.012,74
P 0,087%* 0,052%* 0,173%* 0,178** 0,325%* 0,375%*
T6 69,52 439,53 842,89 59,97 574,97 3.785,91
+55,36 +108,24 +1.705,62  +44,31 +760,98 +3982,32
P 0,267***  (,89%** 0,173**%  0,207*** 0,562%** 0,752%**

* Teste ¢ student comparag@o TO com relagdo ao T1
** Teste ¢ student comparacdo T1 com relagdo ao T3
*#* Teste ¢ student comparagdo TO com relagdo ao T6

Grafico 12 — Comparagdo entre valores absolutos de biomarcadores dos componentes da
homeostase da MEC do grupo hidronefrose obstrutiva nos tempos: inicial ou pré-
operatdrio (T0), 1 més de pos-operatdrio (T1), 3 meses de pds-operatorio (T3) e 6 meses
de pds-operatorio (T6).
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4.3.2  Avaliacio temporal do grupo hidronefrose obstrutiva — normalizados pela

creatinina urinaria

Na avaliagcdo da comparagdo temporal dos biomarcadores dos componentes da
homeostase da MEC corrigidos pela creatinina urinaria, ndo foi identificada diferenca
significativamente estatistica. A semelhanca do observado na andlise dos valores
absolutos, houve aumento de todos os analitos na fase de pds-operatoério inicial (T1), apds
esta fase inicial, houve queda de todos os biomarcadores analisados a excecdo de MMP-

2 /Cr 2 e MMP-10 /Cr (Tabela 9) (Grafico 13).

Tabela 9 — Comparacdo entre valores corrigidos pela creatinina de biomarcadores dos
componentes da homeostase da MEC do grupo hidronefrose obstrutiva nos tempos:
inicial ou pré-operatorio (TO), 1 més de pos-operatdrio (T1), 3 meses de pos-operatorio
(T3) e 6 meses de pos-operatdrio (T6).

Hidronefrose MMP-1/Cr MMP-2/Cr MMP-9/Cr MMP-10/Cr TIMP-1/Cr TIMP-2/Cr

obstrutiva (ng/mg) (ng/mg) (ng/mg) (ng/mg) (ng/mg) (ng/mg)

TO 0,25+0,19 2,00+ 1,54 1,41+ 1,55 0,21+ 0,16 4,40 + 7,68 17,44 +£21,53

T1 0,46+0,52 227+1,84 737+11,97 0,36+0,29 18,41 +£36,70 47,73 +43,14

P 0,228%* 0,738* 0,467* 0,131%* 0,197* 0,130*

T3 041+0,40 2,82+292 10,26 + 0,33 +0,33 10,69 + 30,54 11,78 + 10,94
29,81

P 0,365%* 0,942%* 0,224%* 0,624%* 0,816%* 0,254%*

T6 043+0,48 320+3,66 3,06+3,31 0,37+0,39 2,59 +3,31 12,70 + 10,38

P 0,119%** 0,178*** 0,070%** 0,107%** 0,367*** 0,235%**

* Teste ¢ student comparagao TO com relagdo ao T1
** Teste ¢ student comparacdo T1 com relagdo ao T3
*#* Teste ¢ student comparagdo TO com relagdo ao T6
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Grifico 13 — Comparagao entre valores corrigidos pela creatinina de biomarcadores dos
componentes da homeostase da MEC do grupo hidronefrose obstrutiva nos tempos:
inicial ou pré-operatorio (TO), 1 més de pos-operatdrio (T1), 3 meses de pos-operatorio
(T3) e 6 meses de pos-operatdrio (T6).
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4.4 Avaliacio temporal do grupo hidronefrose nio obstrutiva — valores

absolutos

Na avaliagdo evolutiva foi evidenciado tendéncia de estabilidade dos valores
absolutos dos biomarcadores dos componentes da homeostase da MEC no grupo
hidronefrose ndo obstrutiva quando comparado valores iniciais (TO) com valores de
seguimento de 6 meses (T6), demonstrados na tabela 10, e no grafico 10, destacados a
qualidades dos marcadores MMP-2, TIMP-1 e TIMP-2 em se manterem estaveis (Tabela

11) (Grafico 14).
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Tabela 10 — Comparacdo entre valores absolutos de biomarcadores componentes da
homeostase da MEC do grupo hidronefrose ndo obstrutiva nos tempos: inicial (T0) e 6
meses de seguimento (T6).

Hidronefrose = MMP-1 MMP-2 MMP-9 MMP-10 TIMP-1 TIMP-2
ndo obstrutiva  (pg/ml)  (pg/ml)  (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)
TO 57,74 417,93 435,74 54,46 604,36 4.566,21
+6,55 +38,18 +405,32 + 18,73 + 643,46 +
3.431,37
T6 70,04 428,48 891,72 61,52 462,13 4.861,50
+58,81 +£60,86 +1.26556 +31,73 +394,00 +
4.146,61
P 0,406* 0,468* 0,225% 0,093* 0,315% 0,826%*

* Teste ¢ student comparag@o TO com relagdo ao T6

Grafico 14 — Comparagdo entre valores absolutos de biomarcadores dos componentes da
homeostase da MEC do grupo hidronefrose ndo obstrutiva nos tempos: inicial ou pré-
operatdrio (T0) e 6 meses de seguimento (T6).
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4.4.1 Avaliacido temporal do grupo hidronefrose nio obstrutiva — normalizados
pela creatinina urinaria

Na avaliagdo evolutiva dos valores corrigidos pela creatinina dos biomarcadores

dos componentes da homeostase da MEC no grupo hidronefrose nao obstrutiva, foi
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demonstrado estabilidades de todos os marcadores a exce¢ao de TIMP-1 /Cr e TIMP-2
/Cr, que apresentou queda durante a evolucdo, porém sem diferenga significativamente

estatistica (Tabela 11) (Grafico 15).

Tabela 11 — Comparagdo entre valores ajustados pela creatinina de biomarcadores
componentes da homeostase da MEC do grupo hidronefrose ndo obstrutiva nos tempos:

inicial (T0) e 6 meses de seguimento (T6).
Hidronefrose MMP-1/Cr MMP-2/Cr MMP-9/Cr MMP-10/Cr TIMP-1/Cr TIMP-2 /Cr

ndo obstrutiva  (ng/mg) (ng/mg) (ng/mg) (ng/mg) (ng/mg) (ng/mg)

TO 0,22 +0,25 1,60 + 1,85 1,85+2,64  0,20+0,23 2,53+4,83 14,74 £ 20,19
T6 0,21 +0,23 1,57+1,76  220+2,88 0,21 +0,20 1,32+ 1,56 10,49 + 9,14
P 0,698%* 0,763* 0,919* 0,881%* 0,198%* 0,195*

* Teste ¢ student comparag@o TO com relacdo ao T6

Griafico 15 — Comparacdo entre ajustados pela creatinina de biomarcadores dos
componentes da homeostase da MEC do grupo hidronefrose ndo obstrutiva nos tempos:
inicial ou pré-operatorio (TO) e 6 meses de seguimento (T6).
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5.1 Desenho do Estudo

Poucos estudos na literatura foram realizados comparando trés grupos distintos,
a maior parte compara EJUP (hidronefrose obstrutiva) com controle, o nosso trabalho
estudou trés grupos de pacientes: pacientes suspeitos para EJUP unilateral submetidos a
tratamento cirurgico (hidronefrose obstrutiva) e submetidos a seguimento clinico
(hidronefrose ndo obstrutiva) e grupo sem patologias do trato urinario (grupo controle).
Além disso, maior parte dos trabalhos da literatura foi realizada em recém-nascidos ou
lactentes, a faixa etdria dos pacientes estudados neste trabalho ¢ maior (idade média de
6,0 + 4,3 anos).

No desenho do estudo foi proposto realizar o teste do biomarcador urinario no
ato da decisdo terapéutica, esta decisdo possivelmente ocorreu em uma idade mais
avangada quando comparado a literatura devido a caracteristicas do sistema de saude
nacional que apresenta dificuldades em termos de agilidade temporal no ato de
encaminhamento de pacientes para centros terciarios, como o nosso (48, 49, 68, 74, 75,
85).

Portanto, a comparagdo dos resultados do presente estudo com os dados da
literatura ¢ dificultada por diferengas metodologicas na defini¢do dos grupos estudados,
faixa etaria da populagdo estudada, coleta e processamento de amostras, e, na
questionavel normaliza¢do dos valores absolutos dos diversos biomarcadores com a
creatinina urindria.

O tempo final definido para avaliacdo foi de 6 meses de pos-operatdrio. Outros
estudos utilizaram diferentes pontos no tempo, dentro os quais o periodo de 1 ano foi o
mais longo ja realizado. Contudo em amostras seriadas foi demonstrado que as

concentragdes de 6 meses tinham excelente correlacdo com as de 1 ano, muitas vezes sem
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diferenga estatistica(52, 86). Além disso, os exames de imagem de controle no pos-
operatorio eram realizados entre 3 e 6 meses nas mais diversas séries € na rotina do
ambulatorio de urologia pediatrica do HCFMUSP. Ademais, hd inimeras dificuldades no
acompanhamento de longo prazo de pacientes em grandes centros urbanos. Desta forma,
optamos por utilizar o periodo que pudesse correlacionar as concentragdes urinarias com
os achados nos exames de imagem de controle pds-operatdrio necessitando de um
seguimento mais curto de tempo, sem prejuizo nos achados do estudo.

Muitos dos pacientes que foram selecionados e concordaram em participar da
pesquisa acabaram faltando nas consultas de retorno. Os relatos pelos acompanhantes dos
pacientes para a falta a consulta foram os mais diversos: infec¢des respiratdrias dos
pacientes, dificuldade em pagar o transporte até o hospital, esquecimento por parte do
familiar, greves em massa no sistema de transporte entre outros; importante lembrar que
estes retornos faziam parte da rotina do ambulatorio. Apesar de estas faltas as consultas
tenham levado a falha na coleta de urina no tempo correto predeterminado, acreditamos
que este prejuizo seja menor. Entendemos que para realizar a comparagdo temporal
apenas duas coletas seriam necessarias: a coleta inicial (ao diagnodstico) e com seguimento
(ap6s periodo de 3 a 6 meses do tratamento realizada de acordo com o grupo: cirirgico
ou seguimento clinico). Todos os pacientes incluidos tiveram a coleta inicial realizada e
tiveram a oportunidade de ter a coleta de seguimento. Conforme observado nas tabelas
12 e 13 do apéndice.

Alguns estudos utilizaram urina coletada da pelve renal afetada e tal abordagem
melhorou o perfil diagndstico dos marcadores (52, 87, 88). No entanto essa coleta foi
feita no intra-operatorio; além de ndo agregar valor na avaliagdo pré-operatoria, esta
coleta ndo seria factivel no grupo hidronefrose ndo obstrutiva. Uma opg¢ao para obtengao

desta amostra de urina seria a pung@o por técnicas percutaneas da pelve dilatada, porém
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este procedimento ndo seria aconselhdvel devido aos riscos inerentes ao procedimento.
Em outras palavras, apesar da avaliagdo da urina na pelve renal agregar na acuracia
diagnostica dos biomarcadores urinarios, optamos por ndo a incluir na nossa analise, uma
vez que a utilidade dos valores de corte obtidos na urina da pelve hidronefrotica ¢ limitada
e ndo ¢ reprodutivel na pratica clinica.

No que concerne as andlises dos biomarcadores usando kits de ensaio
Luminex®, todas foram realizadas em setembro de 2019 para limitar a variag@o entres 0s
kits utilizando ensaios com o mesmo nimero de lote e para limitar a variagdo entre as
amostras todas tiveram o mesmo nimero e tempo de descongelamento. Ao fazé-lo, as
amostras foram mantidas a -80°C por um periodo igual ou inferior a 3 anos. Madsen ef al
compararam as analises das mesmas amostras com 0,5, 1 e 3,5 anos de armazenamento
em criangas com EJUP e ndo foram identificadas diferencas significativas nas
concentragdes entres os diferentes pontos no tempo(24).

Outra questdo que deve ser levantada ¢ sobre a necessidade do ajuste dos
biomarcadores pela creatinina urinaria. A maioria dos estudos com biomarcadores
urinarios utiliza a concentracdo ajustada pelos valores de creatinina urinaria em sua
andlise para diminuir os fatores de confusdo na andlise de biomarcadores urinarios
principalmente por 2 motivos: 1- O primeiro sdo as mudangas na composi¢ao da amostra
de urina estudada por diferengas interindividuais em osmolaridade da urina, por exemplo
por ter consumido 4gua recentemente, o que pode afetar as concentra¢des de analitos e
2- o efeito da fisiologia ou fisiopatologia no nimero total de proteinas transportados para
a urina em determinado periodo de tempo(84). Em que medida cada um desses fatores
deve gerar ruido que confunda a analise do biomarcador urindrio dependera da magnitude
que estes fatores se envolvem com a fisiopatologia da excre¢@o na urina de determinada

proteina.
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A creatinina urindria, apesar de ser amplamente utilizada para realizar a
normaliza¢do, ndo € a molécula ideal, pois esta é regulada pelas células e patologia de
interesse. A molécula ideal para realizar a normaliza¢do da andlise de biomarcadores
urinarios ainda estd por se descoberta, mas teria como caracteristica a sua excre¢ao nao
desregulada pela patologia de interesse(84, 89, 90). Ademais as vantagens da
normaliza¢do dos biomarcadores urinarios com creatinina urinaria foram recentemente
questionadas, levando em consideracdo a instabilidade na excrecdo de creatinina, que
depende da idade, podendo assim causar interpretagcdes equivocadas(91-93). Por um lado,
as concentragdes dos biomarcadores urindrios podem ser enganosas devido a diferencas
de fluxo urindrio, enquanto a normalizacdo pela creatinina pode ser enganosa devido a
diferengas na taxa de excre¢do de creatinina urindria.

Como mencionado na introducdo, o proteoma da urina ¢ composto por uma
combinag¢do de proteinas de diferentes origens: 1- ultrafiltrado plasmatico e 2- Proteinas
soluveis secretadas pelo trato urinario (45, 46). Os biomarcadores urinarios de lesdo renal
podem ser divididos em dois grandes grupos: aqueles envolvidos no processo
inflamatorio tubular, que t€ém, em sua maioria, a origem da excre¢do na urina no
ultrafiltrado plasmatico e aqueles envolvidos na homeostase da MEC que, por sua vez,
tém a origem na excre¢ao na urina nas proteinas soliveis secretadas pelo trato urindrio(48,
49, 52, 57-60, 62, 63, 68, 70, 72-75, 94-99)

A maior parte da literatura em biomarcadores urinarios de lesdo renal se interessa
em estudar o grupo de marcadores envolvidos no processo inflamatorio tubular e
apresenta os seus achados ajustados pela creatinina urinaria. Espera-se que o
comportamento destes marcadores seja similar ao da creatinina em termos de secregdo e
reabsorcdo e, portanto, o impacto da lesdo renal seja 0 mesmo tanto na creatinina urinaria

quanto no biomarcador de processo inflamatdrio tubular, sendo assim a normalizacio
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pela creatinina urinaria seria o racional (100). Os biomarcadores urinarios da homeostase
da MEC, diferentemente dos marcadores inflamatorios, talvez tenham um impacto
negativo no ajuste pela creatinina urinaria. Uma vez que a normaliza¢do pela creatinina
urindria por um lado retira a alteracdo que o estado de hidratacdo venha a provocar e, por
outro acabe gerando um desajuste, potencialmente maior, pois a lesdo renal que a
patologia de interesse promove levar a uma desregulacdo da excrecdo de creatinina
urindria, apresentam um comportamento de baixa concentracao no rim normal e elevado
concentra¢do no rim insultado. Por isso, o ajuste pela creatinina poderia ser dispensado
no caso dos componentes envolvidos na homeostase da MEC.

Deste modo, na interpretacdo dos resultados, optamos por manter os valores
absolutos e ajustados pela creatinina para estar em conformidade com a literatura atual e

servir como base de comparagao com os estudos que utilizaram os mesmos marcadores.

5.2 Perfil dos biomarcadores urinarios da homeostase da MEC

Apesar de varios estudos prévios terem investigado o papel dos biomarcadores
urinarios em EJUP na populacdo pedidtrica, este ¢ o primeiro na literatura a estudar
extensivamente os componentes da homeostase da MEC neste cendrio.

A remodelagdo da MEC foi estudada em modelo animais por Peter CA ef al,
neste estudo fetos de ovelha foram submetidos a obstrucdo infra vesical intra utero e foi
demonstrado diminui¢do da concentragdo de MMP-1 e aumento da concentragdo de
MMP-2 e TIMP-1 no tecido da parede vesical(55). Gonzalez-Avila G et al, observaram
diminui¢do da atividade das enzimas MMP-9 e MMP-1, devido a intera¢cdo com o TIMP-
1 em concentragdes elevadas durante a evolugdo da fibrose renal intersticial em um estudo

experimental de modelo de obstrugdo ureteral unilateral em ratos(101). Neste presente
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trabalho, foi verificado aumento das concentracdes urinarias de MMP-1 nos pacientes
suspeitos para EJUP unilateral quando comparados ao grupo controle. Além disso foram
encontrados valores maiores nos pacientes do grupo hidronefrose ndo obstrutiva quando
comparados ao grupo hidronefrose obstrutiva, fortalecendo a hipdtese de que MMP-1
atua na remodelacdo da MEC de modo a diminuir processo de fibrose desencadeado por
estresse inflamatdrio.

Como mencionado anteriormente, na introducao, o papel de MMP-9 na uropatia
obstrutiva parece ser misto, por um lado estimula a TEM e, por outro estimula a
degradacdo da MEC intersticial e diminui o processo de apoptose(69). A expressao de
MMP-9 durante o processo de nefropatia obstrutiva parece ter carater bifasico, nas fases
iniciais apresentando aumento devido ao processo de quimiotaxia de macrofagos e
aumento na fase final durante o processo de TEM, nas demais fases parece apresentar
uma expressdo diminuida (99). Quando comparados os valores de MMP-9 urindrios
entres os trés grupos ndo foi verificado diferenca significativamente estatistica, porém o
grupo hidronefrose ndo obstrutiva apresentou valores maiores que os outros grupos,
mostrando um potencial aumento da atividade de MMP-9 no processo de remodelagdo da
MEC, onde a agressao gerada pela nefropatia obstrutiva ndo leva a significancia clinica.

O papel de MMP-10 na uropatia obstrutiva renal ndo foi extensivamente
estudado. Levando em considera¢do a literatura na qual foram encontrados valores
elevados de MMP-10 em pacientes com insuficiéncia renal nos cenarios de sepse e
diabetes(71, 102, 103), seria esperado que pacientes com hidronefrose unilateral
obstrutiva apresentassem valores urinarios maiores de MMP-10 quando comparados com
grupo controle, curiosamente os resultados deste estudo revelaram o inverso, paciente de

grupo controle com valores de MMP-10 urindrios maiores que pacientes hidronefrose
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unilateral sem dilatacdo ureteral, tanto do grupo hidronefrose obstrutiva quanto
hidronefrose obstrutiva.

Kaya et al encontraram um aumento na expressao da MMP-2 em amostras de
tecidos de JUP de 21 criangas submetidas a pieloplastia desmembrada(98). Nicksa et al
estudaram amostras de urinas de fetos de ovelhas submetidos a obstru¢do urinéria infra
vesical intra utero e encontraram aumento da concentragdo de MMP-2 quando
comparados a grupo controle(66). No presente estudo, foi verificado um aumento
significativo da concentragdo urinaria de MMP-2 em pacientes com hidronefrose
obstrutiva quando comparados com hidronefrose nao obstrutiva (p=0,035), podendo
assim representar um possivel preditor de necessidade de desobstrugdo cirurgica no
cenario de EJUP em criangas.

Engelmyer et a/ encontraram um aumento na expressao de mRNA de TIMP-1
12h apdés a ligagdo ureteral em um modelo de ratos. Esse aumento também foi
corroborado por Sharman et al que observaram aumento da expressdao de TIMP-1 durante
a evolucdo uropatia obstrutiva em coelhos(74, 104). Em concordancia com a literatura,
neste estudo, foi observado concentragdes urinarias elevadas de TIMP-1 nos pacientes do
grupo hidronefrose obstrutiva quando comparado aos demais grupos, hidronefrose nao
obstrutiva (p=0,308) e ao grupo controle (p=0,015). Ademais os valores de 6 meses
seguimento apds a desobstrucdo cirurgica apresentaram decaimento de 68% quando
comparados aos valores de pré-operatorio; e os valores de seguimento do grupo
hidronefrose ndo obstrutiva apresentaram estabilidade na evolugao de 6 meses (p=0,315).

Bienia$ et al foi o Unico autor que estudou TIMP-2 urindrio em criangas com
hidronefrose, e encontrou correlagdo positiva entre a concentragdo urindria deste
biomarcador e a presenga de hidronefrose com padrao obstrutivo em pacientes com EJUP

(105). Da mesma forma, neste estudo, TIMP-2 urinério pode claramente distinguir os trés
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grupos estudados, apresentando elevadas concentragdes nos pacientes com hidronefrose
obstrutiva e com boa performance diagnostica com area sob a curva na andlise ROC de
0,678.

As comparagdes entre as concentragdes de biomarcadores urindrios dos
componentes da homeostase da MEC na urina proveniente da bexiga a partir de pacientes
com EJUP unilateral neste estudo se correlacionaram com a indicagdo cirargica. Mais
especificamente MMP-2, TIMP-1 e TIMP-2 apresentaram boa correlagdo no momento
de diferenciar pacientes com hidronefrose unilateral obstrutiva, ou seja, que requer
tratamento cirurgico, dos pacientes com hidronefrose unilateral ndo obstrutivas, aqueles
que devem ser seguidos clinicamente como vigilancia para possivel evolucdo de

obstrugao.
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Os biomarcadores urinarios MMP-1, MMP-2, TIMP-1 e TIMP-2 apresentaram
o desempenho conforme esperado pela literatura, com valores menores na populacao
controle quando comparados com os demais grupos estudados (hidronefrose obstrutiva e
hidronefrose ndo obstrutiva), excecdo de MMP-1 que, conforme esperado, apresentou
comportamento diverso.

Os biomarcadores urinarios MMP-2, TIMP-1 e TIMP-2 foram capazes de
discernir os pacientes com hidronefrose unilateral sem dilatag@o ureteral com necessidade
de correcdo cirtrgica daqueles sem necessidade de correcdo cirurgica.

No grupo de pacientes com hidronefrose ndo obstrutiva, todos analitos
estudados: MMP-1, MMP-2, MMP-9, MMP-10, TIMP-1 e TIMP-2 apresentaram
estabilidade, demonstrando um potencial papel na evolugdo da patologia obstrutiva renal
destes biomarcadores.

No grupo submetido a pieloplastia foi possivel correlacionar a queda das
concentragdes dos biomarcadores urinarios MMP-2, TIMP-1 e TIMP-2 apds a
descompressdo com a melhora dos pardmetros radioldgicos convencionais (US, DMSA,
DTPA).

Na era da medicina orientada ao paciente, os biomarcadores urinarios parecem
ter espaco como um complemento ndo invasivo na avaliagdo de criangas com
hidronefrose unilateral sem dilatagao ureteral, principalmente onde existem controvérsias

quanto as indicagdes de interveng¢do cirurgica em pacientes assintomaticos.
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Anexo 1. Carta de aprovacdo no comité de ética.
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pacientes s6 seréo incluidos no estudo se concordarem em participar e em caso de sucesso na coleta de
urina ambulatorial através de saco coletor ou miccdo espontédnea. Para conseguir atingir o nimero
esperado de pacientes do grupo controle foi firmado uma parceria com o ambulatério de puericultura do
Instituto da Crianga do HCFMUSP . E pacientes deste ambulatério serdo convidados a participar da
pesquisa através da coleta de urina por micgao espontanea ou saco coletor. Deste modo, foi adicionado um
TCLE para
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grupo controle. Fol apenas retirado o parégrato que dizia o diagndstico da crianga que taria parte do grupo
controle de modo a se adequar a este "novo® grupo controle”.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo primério:

Avaliar o papel dos biomarcadores urindrios no acompanhamento em criangas com estenose de JUP.
Objetivos secundarios:

Estabelecer valores de referdncia para dosagem wrindria de biomarcadores para populagdo pediatrica em
NOSS0 MENO.

Correlacionar biomarcadores urinérios com recuperaglio da fungdo renal apds desobstrugdo em
participantes com estencse de JUP e em participantes sem obstrugdo funcional, em comparagdo com
métodos convencionais (DMSA, DTPA).

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Os riscos para os participantes sdo minimos e incluem o desconforio durante a coleta de urina. N&o havera
beneficios diretos para os participantes, mas o resultado dos exames poderd sar mullo (il para estabelecer
protocolos de seguimento para as criangas com estencse de JUP.

O risco dos participantes ndo sa allera com a emenda.

Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Pesquisa muito (1l para o seguimento & intervengies nos participantes com estenosa de JUP. Ndo houve
alteragio do protocolo de pesquisa, exceto na forma de coletar a urina dos controles, @ a coleta de urina por
Saco coletar & de risco minimo.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagdo obrigatoria:

TCLE para controles, em linguagem dara e adequada para as modificagdes que irfio ocormer.
Recomendagdes:

N&o h&

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de hadequagdes:

Estudo de prospectivo em uma coorte de participantes com diagndstico de estencse de junglio uretero-
pélvica (JUP) confirmado por exames de imagem (US ou TC ou UE) demonstrando hidronefrose sem
dilatagdo ureteral, cintilografia renal com DTPA evidenciando padrio obstrutivo,
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para avaliar o valor de marcadores urinérios (NGAL, MMP2, MMPS, TIMP, KIM-1 @ MMP12 no
acompanhamento dinico e evolugdo destes panticipantes. As modificagdes que constam da emenda nio
alteram o risco dos participantes e ndo hé impedimentos &icos para a sua aprovagio.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento ATQUING Postagem Autor Situagao |

nformagdes Basicas PB_lM:mMAﬁS_WICASJ 22271 18/08/2018 Aceilo

|do Projeto 1_E1.pdf 10:53:18

TCLE /Temos de  |TCLE_controleV2 docx 18/08/2018 |ROBERTO Aceilo

Assentimento / 10:39:01 |IGLESIAS LOPES

Justificativa de

Auslncia _

Qutros reposta.pdf 200272017 |ROBERTO Aceilo
16:35:23 | IGLESIAS LOPES

Projeto Detalhado / | Texio_lese.docx 28/01/2017 |ROBERTO Aceilo

Brochura 14:25:04 |[IGLESIAS LOPES

| vestigador 1

TCLE /Temos de | TCLE_controle.docx 28/01/2017 |ROBERTO Aceilo

Assentimento / 142342 |IGLESIAS LOPES

Justificativa de

| AusBncia _ 1

TCLE /Temos de |TCLE_clinico.docx 28/01/2017 |ROBERTO Aceilo

Assentimento / 142332 |IGLESIAS LOPES

Justificativa de

| Aus8ncia I

TCLE /Temos de | TCLE_cinurgico.docx 28/01/2017 |ROBERTO Aceilo

Assentimento / 1423118 |IGLESIAS LOPES

Justificativa de

| AusBncia ____

Outros CadastroOnLine14810.pd! 22/11/2016 |ROBERTO Aceilo

| _ 11:01:07 | IGLESIAS LOPES

Foha de Rosto Foha_de_Rostro_pdl 211072016 |ROBERTO Aceilo

_ 15:21:37 |IGLESIAS LOPES

Outros Brochura docx 1600272016 |ROBERTO Aceilo
15:51:11  |IGLESIAS LOPES

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Enderegec  Fua Ovido Pires de Campos, 225 5° andar

Bakro: Cerquaira Coser
UF: 5P
Telefone: (11)2661.7585

CEP: 0540300
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Fax: (112651.7586
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Anexo 2. Despacho final da FAPESP. Processo 2017/08224-6. Auxilio a Pesquisa

27/06/2021

SAGe

Consulta de Despachos

Para consultar o despacho selecione o link sobre a sua divulgag&o.

Processo

Linha de Fomento

Situagao
Vigéncia
Beneficiario
Responsavel

Vinculo
Institucional do
Processo

Titulo

Despachos
Situagdo
Divulgado
Divulgado

Fechar

Roberto Iglesias Lopes

2017/08224-6

Programas Regulares / Auxilios a Pesquisa / Projeto de Pesquisa / Projeto de
Pesquisa - Regular - Fluxo Continuo

Em Execugdo

01/12/2018 a 30/11/2020
O ¢

Roberto Iglesias Lopes

Faculdade de Medicina/FM/USP

AVALIAGAO DOS BIOMARCADORES URINARIOS NO CONTROLE DO TRATAMENTO
DE ESTENOSE DE JUNCAO URETEROPELVICA EM CRIANCAS

Emissdo ¥ Objeto de Andlise Resultado
24/08/2017 Proposta Inicial Denegado
06/02/2018 Reconsideragdo 001 Denegado
23/05/2018 Reconsideragdo 002 Denegado
06/09/2018 Reconsideragdo 003 Concedido
07/01/2020 Relatério Cientifico 1 Aprovado
22/03/2021 Relatério Cientifico 2 Aprovado

https://sage fapesp.br/SAGe_WEB/printDispatchExternal.do?method=showProcessDispatches&typeProcess=false&visualize=true&processld=241834&popup=... 1/1
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Tabela 13. Cronologia e caracteriza¢dao dos dados coletados no grupo de pacientes
hidronefrose ndo obstrutiva.
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Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE).

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

PADOS DA PESQUISA
TITULO DA PESQUISA:

“AVALIACAO DOS BIOMARCADORES URINARIOS NO CONTROLE DO TRATAMENTO DE
ESTENOSE DE JUNCAO URETEROPELVICA EM CRIANGAS "

PESQUISADOR PRINCIPAL: Marcos Figueiredo Mello e Paulo Renato Marcedo Moscard,

DEPARTAMENTOANSTITUTO: Departamento de Cirurgia, Clinica urclégica do Instituto Central do Hospital
das Clinicas da FMUSP

O (&) sanhor (a) @ seu fiho estio sendo convidados a participar de um estudo clinico para avadiar uma doenga que
afeta os rins, chamada Estenose de Jungdo Ursteongiviia. Essa doenga consiste em um estreitamento na saida
de urina do rim, o que causa diatagio do sistema colelor de urina. Esse & um problema geraimente adguirido
durante o desenvolvimenio das criangas dentro do (lero das mdes de tal forma que a maicria das pessoas
porfadoras j& nascern com fal doenga. Esse enlupimento para a saida de urina pode machucar e destruir o rim se
ndio tratada. Alguns padentes necessilam de coregdo cinlrgica e oulros ndo.

Essas informagdes esldo sando fomedidas para sua parficdpagio volumidria nesta pesquisa, que visa estudar
companenies na urina de pacientes com enfupimento nas vias urndrias para descobrr se lais elementos pedem
apdar a determinar o grau de sofimento nos ring e ainda avaliar a necessidade de cirurgia e a resposta ao
ratamento crirgico. Para a realzagio do projelo é necessdrio coletar uring pars que a mesma seja estudada e
tais elemantos, chamados bipmarcadoms, sejam dosados.

Caso o (a) serhor (a) ou o representante legal concorde em participar do estudo, dados da sua histdria clinica e
alguns resullados de exames laborstorias serdo coletados do prontudnio médico. Apds ter sido indicado sua
drurgia para correciio do estreitamento da juncio ypleropélyics, serdo coleladas gualro amostras de urina ao
longo do seu tratamento, todas em consultas agendadas realizadas no ambulatdrio de Urologia do Instituto Central
do HC-FMUSP. A primeira colela serd realizada na consulla em que serdo solicitados os exames pré-operatarios
para agendamenio da drurgia. A segunda coleta serd obtida 1 més apés a crurgia, a segunda com 3 meses e a
tercaira apés 6 meses. Essas colelas serdo feitas no ambulatdrio e serfio avaliadas em nossos laboralérios.

Rutrica de scjeiio de ou vl

Termo de Consentimenio Livre e Esclarecido ~ versdo marga/2015
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HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Tais colelas ndo irdo merfers no seu tralamento (de seu filho), que serd realizado por meio de uma drurgia que é
conhecida como pedaplaslia, que consisle na desentupimento da saida de urina pelo im. Antes da realzacdo da
drurgia serdo cohidos exames de sangue por pungio de veia do anlebrago, serd realizada ubrassonografia e
cintilografia renal. Seu fiho serd ainda avaliado pela equipe da anesiesia.

As colelas adicionas de urina niio oferecam nenhum risco & nem acarrelard nenhum prejuizo @ sua salde (de seu
flho). Além disso, essa pesquisa nio mudard em nada o seu ratamento cu o8 resultades da cirurgia (de sau flho),
pois ndo serd testado nenhum medicamento e nenbum tralamento novo. Caso haja necessidade, além do
slendimento, o participanie da pesquisa 18m direito 3 indenizacdo por eventos adversos relaconados diretamente
3 pesquisa (resolugdo 466/2012 do Corselho Nacional de Salde)

Nao ha beneficio direto para o participante do estudo. O (a) senhor (a) estard contribuindo para a pesquisa e para
melhor entendimento de uma doenca que pode levar a lesdes irevensiveis 30s rins de muilas pessoas.

O acompanhamento do padienie induido no profocclo de pesquisa serd semahante a qualquer culro atendido na
divisdo com saguimento ambulatorial mesmo no encerramento al'ou a inlerrupcdo da pesquisa

Ndo hi despesas pesscais para o (a) senhor (3) em qualguer fase do estudo, incluindo exames e consullas.
Também ndo b compensagio financeira relacionada & sua partidipagio. E garantida a iberdade da retirada de
consentmento a gualguer momenio & deixar de paricipar do esludo, sem qualquer prejuizo 3 conlinuidade de seu
ratamento na Instituigdo.

As nformagdes ablidas serfo anadlisadas em conjunto com a outros pacientes, ndo sando divulgada a identificagio
de nenhum padente. E o (a) senhor (@) 18m o direilo de sar mantido atualizado scbre os resulados parciais das
pesquisas e poderd ver o resullado dos mesmos a qualguer momento. O pesqusador e sua equipe estio
compromelidos a utlizar os dados @ o matenal coletado somente para esla pesquisa.

O particpante receberd uma via do termo de consantimento.

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ~ versdo marga/2015
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Anles de concordar em participar, @ importante que o (a) senhor (8) leia @ entenda lodas as explicagdes que estio
a sequir sobre o8 procedimantos, os beneficos potenciais e os riscos envolvidos na participacdo na pesguisa. Por
favor, peca para gquakjuer pessca da equipe do estudo que explique qualguer patavra ou informacdo gue ndo seja
entendida de maneira bam clara. Nio assine esle termo de corsenlimenio a ndo ser que o (a) senhor (a) lenha
Sdo a cportunidade de fazer perguntas e de receber respostas que esdarecam todas as suas dividas. Se escolber
assinar e participar, vook assinard duas cdpias deste documento e uma delas sard entregue a vooh.

Em quadguer etapa do estudo, vook lerd acesso aos profissionais responsiveis pels pesquisa para esclarecimenlo
de evenluais dinvidas. O principadl irnvestigador € o Dr. Marcos Figueredo Mello e que pode sar enconltrado no
enderego Rua Dr. Enéas de Carvaho Aguiar, 455 ~ Pinherros, Sio Paulo-SP. CEP 06.40G-000. Telefone(s): 2661~
7920 grnil: marcos.melloghe.fm.usp br. Se vood tiver alguma consideracdo ou divida sobre a élica da pesquisa,
entre em cortalo com o Comild de Elica em Pesquisa (CEP) ~ Rua Ovidio Pires de Campos, 225 - 5° andar - (gf
(11)2661-7585, 2661-1548, (11) 2661-1549; E-mail: cappesq admghe.fm. usp br

Acredilo ler sido suficiertemante informado a respeilo das informages que li ou que foram lidas para mim
descrevendo © estudo "AVALIACAC DOS BIOMARCADORES URINARIOS NO CONTROLE DO
TRATAMENTO DE ESTENOSE DE JUNGAO URETEROPELVICA EM CRIANGAS".

Eu,

responsdvel pelo(a) mencr,

discuti com o Dr. Marcos Figueiredo Mello efou Dr. Paulo Renato Marcelo Magiardi sobre a minha dedsdo em
participar neste estudo. Ficaram claros para mim quais =50 os propdsitos do estudo, os procedimentos a serem
realizados, seus desconforios e riscos, as garantias de confidencalidade e de esclarecdmentos permanentes. Ficou
daro também que minha paricipaco ¢ isenta de despesas e que tenho garanta do aces=o a iralamento hospitalar
quando necessdrio.

Concordo voluntarnamente em participar desle estudo e poderei relirar o meu consentimento a qualguer

momento, antes ou durante o0 mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualguer baneficio que eu possa ter
adquirido, ou no meu alendimenlo neste Servigo.

Aszinatura do pacientalrepresentante legal

Assinstura do responsivel pelo estudo.

Termo de Consentimentio Livre e Esclarecido - versdo marga/2015



Apéndice

4
HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICAGAO (OU ETIQUETA INSTITUCIONAL DE IDENTIFICAGAO) DO PARTICIPANTE DA
LEGAL

PESQUISA OU RESPONSAVEL
1. NOME: .
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N* : SEXO: Mo Fo
DATA NASCIMENTO: .._.... IS -
ENDERECO N* APTO:
BAIRRO: CIDADE
CEP: TELEFONE: DDD(............ )
2 RESPONSAVEL LEGAL
NATUREZA (grau de parentesco, lutor, curador elc.)
DOCUMENTO DE IDENTIDADE - SEXO: Mo Fo
DATA NASCIMENTO.: .../ ..de
ENDERECO: N® APTO: e
BAIRRO: CIDADE:
CEP: TELEFONE: DDOD ( r

Termo de Consertimento Livre e Esclarecido ~ versdo marga/2015
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Anexo 3. Apresentagdo no Congresso Internacional XXV Congresso SIUP (Guayaquil)
2020 — Sessao Melhor Trabalho

A B T
CONFEDERACION & A
SIUP Foatotoe
DE UROLOGIA = Ciencias Médicas
Sociedad Iberoamericana de Urologia Pediatrica 4 UEES

Confederacién Americana de Urologia
Sociedad Ecuatoriana de Urologia
Sociedad Iberoamericana de Urologia Pediatrica
Facultad de Ciencias Médicas Universidad de Especialidades Espiritu Santo

Confiere el presente

CERTIFICADO

Figueiredo Mello, Marcos; Thalita dos Reis, Sabrina; Yagi Kondo, Enzo; Ramos Moreira Leite, Katia;
Al (a) De Bessa Junior, José; Tibor Dénes, Francisco; Iglesias Lopes, Roberto

Ha presentado el Trabajo Cientifico, Modalidad: PRESENTACION ORAL
Tema: URINARY EXTRACELLULAR MATRIX PROTEINS AS PREDICTORS OF THE SEVERITY OF
URETEROPELVIC JUNCTION OBSTRUCTION IN CHILDREN

Durante el XXXIX CONGRESO DE LA CONFEDERACION AMERICANA DE UROLOGIA (CAU), XXXVII CONGRESO DE LA SOCIEDAD ECUATORIANA DE
UROLOGIA (SEU), XXV CONGRESO DE LA SOCIEDAD IBEROAMERICANA DE UROLOGIA PEDIATRICA (SIUP), MODALIDAD VIRTUAL

Realizado del 22 al 25 de Octubre del 2020 .
Guayaquil, 25 de Octubre del 2020

WWJW

Dr. Alejandro R. Rodriguez Dr. Julio Luzuriaga Graf Dr. Gonzalo Ulloa Guanin Dr. Pedro Barberan Torres, MD. FACS
Secretario Presidente Presidente Decano facultad de Ciencias Médicas
General CAU Comité Organizador Sociedad Ecuatoriana de Urologia Universidad de Especialidades

Espiritu Santo
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Anexo 4. Apresentagdo no Congresso Internacional Sth ESPU-SPU Joint Meeting
2021

24/10/2020 Gmail - 5th ESPU-SPU Joint Meeting 2021: we need your confirmation regarding your abstracts

M Gmall Marcos Mello <marcos.urologia@gmail.com>

5th ESPU-SPU Joint Meeting 2021: we need your confirmation regarding your

abstracts
1 mensagem

ESPU <webmaster@espu.org> 28 de julho de 2020 18:48
Para: Marcos MELLO <marcos.urologia@gmail.com>

Dear Dr. Marcos MELLO,

| hope you and your families are well and that this bad virus will soon be gone. As you probably know, due to the
circumstances of the pandemic, the joint ESPU-SPU meeting has been postponed to 21-24 April 2021 at the
same venue. The ESPU Board has officially confirmed this decision with the SPU and with the invited societies,
ICCS, APAPU & SIUP and BSPU (supporting partner).

In a previous email, the Scientific Committee informed you that your abstract had been accepted for presentation
at the Joint ESPU-SPU Meeting in Lisbon 2020. Due to postponement, the Scientific Committee would like
to ask you if you agree to include your abstract in the program for the Joint ESPU-SPU Meeting 2021.

Click here to answer:
https://survey.espu.org/index.php/313458?token=rydfaTbvVBRSe46&lang=en

Your accepted abstract:

¢ "URINARY EXTRACELLULAR MATRIX PROTEINS AS PREDICTORS OF THE SEVERITY OF URETEROPELVIC
JUNCTION OBSTRUCTION IN CHILDREN "

Looking forward to your decision.
Sincerely yours.

P. Lépez Pereira
Scientific Secretary of the ESPU

https://mail.google .com/mail/u/0?ik=e81a281794&view=pt&search=all&permthid=thread-f%3A1673498920678156147 &simpl=msg-f%3A1673498920678156 147 171
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Anexo 5. Publicacdo em revista indexada - Journal of Pediatric Urology.

Journal Pre-proof

URINARY extracellular matrix proteins as predictors of the severity of ureteropelvic
junction obstruction in children

Marcos Figueiredo Mello, Sabrina Thalita dos Reis, Enzo Yagi Kondo, José de Bessa
Junior, Francisco Tibor Dénes, Roberto Iglesias Lopes

PII: S1477-5131(21)00139-X
DOI: https://doi.org/10.1016/j.jpurol.2021.03.017
Reference: JPUROL 3864

To appear in:  Journal of Pediatric Urology

Received Date: 12 January 2021
Revised Date: 18 March 2021
Accepted Date: 20 March 2021

Please cite this article as: Mello MF, Thalita dos Reis S, Kondo EY, de Bessa Junior J, Dénes FT,
Lopes RI, URINARY extracellular matrix proteins as predictors of the severity of ureteropelvic junction
obstruction in children, Journal of Pediatric Urology, https://doi.org/10.1016/j.jpurol.2021.03.017.

This is a PDF file of an article that has undergone enhancements after acceptance, such as the addition
of a cover page and metadata, and formatting for readability, but it is not yet the definitive version of
record. This version will undergo additional copyediting, typesetting and review before it is published

in its final form, but we are providing this version to give early visibility of the article. Please note that,
during the production process, errors may be discovered which could affect the content, and all legal
disclaimers that apply to the journal pertain.

© 2021 Journal of Pediatric Urology Company. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.
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URINARY EXTRACELLULAR MATRIX PROTEINS AS PREDICTORS OF THE
SEVERITY OF URETEROPELVIC JUNCTION OBSTRUCTION IN CHILDREN

Introduction

Ureteropelvic junction obstruction (UPJO) particularly represents a challenge in regard
to management, as not all hydronephrosis (HN) represent a kidney-damaging state.
Urinary biomarkers have been proposed as noninvasive tools. Extracellular matrix
(ECM) proteins are associated with tissue fibrosis in the setting of UPJO and is poorly
explored.

Objective

To investigate whether urinary ECM proteins are useful to discriminate the severity of
urinary obstruction on unilateral UPJO.

Study design

Children with unilateral UPJO were prospective enrolled. Urinary (u) matrix
metalloproteinases (MMP-1,-2,-9 and TIMP-1,-2) as well as clinical characteristics were
measured in the following groups: 26 children with obstructive HN at initial diagnosis
and after six months of dismembered pyeloplasty; 22 children with non-obstructive HN
at diagnosis and after six months of observation; 26 children without any urinary tract
condition, as the control group. Results were assessed statistically using for
homogenous groups, a one-way analysis of variances (ANOVA) and for nonparametric
groups, Mann-Whitney test or Kruskal-Wallis test was performed. ROC curves were
performed.

Results

Baseline samples demonstrated a higher concentration of uMMP-1/Cr, uMMP-2/Cr, u-
TIMP-1/Cr and u-TIMP-2/Cr in obstructive HN group; uMMP-9/Cr levels were higher in
non-obstructive HN group and all studied biomarkers had lower concentrations for the
control group. On follow-up, for the obstructive HN group, urinary concentration of
uTIMP-1/Cr and uTIMP-2/Cr decreased, and uMMP-1/Cr, uMMP-2/Cr and uMMP-9/Cr

increased when comparing preoperative to postoperative values. In the non-obstructive
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HN group, all proteins analyzed were stable after six months of observation. ROC
curves analysis showed a promising diagnostic profile for the detection of obstructive
HN for uTIMP-1/Cr (area under the curve -AUC-; of 0.692), uTIMP-2/Cr (AUC of 0.678)
and for uMMP-2/Cr (AUC of 0.655).

Discussion

The severity of kidney obstruction could correlate with the urinary ECM proteins
concentration in this study. This is concordant with prior studies demonstrating that a
disruption of the balance of accumulation/degradation of the ECM proteins occur on
obstructive uropathy. Limitations of our study include the older age of our patients and
that these markers had no influence at all on the surgical decision.

Conclusion

We demonstrate that obstructive HN have significantly higher uMMP-2, uTIMP-1 and
uTIMP-2 concentrations. Particularly, uTIMP-2 levels were correlated to severity of
obstruction and therefore, it might be a useful urinary biomarker to correctly allocate
children with HN between surgical management vs follow-up. After pyeloplasty, uTIMP-
1 and uTIMP-2 presented a progressive decrease postoperatively, which is also highly

desirable for urinary markers.

Parameters Group 1 (obstructive HN Group 2 (non-obstructive H Control

UMMP-1 /Cr (ngimg Cr) 0.25 (0.04-0.73) 0.22 (0.02-1.06) 0.18 {0.02-1.33)
UMMP-2 /Cr (ngimg Cr)© 2,00 (0.27-6.46) 1.60 (0.20-8.06) 1.41 {0.27-1.03)
UMMP-8 /Cr (ngimg Cr) 1.41 (0.18-6.55) 1.85 (0.13-10.26) 1.36 {0.10-1.08)
uTIMP-1 /Cr {ng'mg Cr) * 4.40 (0.32-30.58) 253 (0.19-20.04) 0.97 (0.11-4.40)
uTIMP-2 /Cr {ng/mg Cr)* 17.44 (0.78-10.69) 14.74 (1.67-75.53) 6.71 (0.35- 37.21)

values listed as media and In parentheses the minimum and madmum
*p < 0.05 batwaen group 1 and controls.
® p < 0.06 between group 1, group 2 and controls.
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Introduction

Ureteropelvic junction obstruction (UPJO) is one of the most common
congenital anomalies of the urinary tract, with a prevalence of 1 in 1500 live
births and remains the major cause of renal insufficiency in infants and
children(1). UPJO particularly represents a challenge in regard to management
as it is a spectral disease. In this scenario, not all hydronephrosis (HN)
represent a kidney-damaging state and decision-making involves choosing
between the options of a binary treatment: surgical correction or surveillance.

There has been controversy regarding the indications for surgical
intervention in asymptomatic patients, some authors proposed initial
nonoperative management along with intensive imaging protocols with surgical
intervention primarily based on decreasing ipsilateral differential renal function
or increasing drainage half-time on nuclear scans (2). Urinary biomarkers have
been proposed as noninvasive tools that would assist in the management of
UPJO(3-5).

Morphological changes associated to urinary obstruction include tubular
dilation and atrophy, thickening of the basement membrane and interstitial
fibrosis (3). It has been suggested that the development of renal fibrosis is a
result of an excessive accumulation of extracellular matrix (ECM) components
due to an increased production and concomitant decreased degradation of
matrix (3).

ECM components are metabolized by matrix metalloproteinases (MMPs),
which form a family of enzymes containing at least 24 members. Of these, the
gelatinases MMP-2 and MMP-9, in particular, degrade type IV collagen, which

is the main constituent of the matrix, being expressed in mesangial, epithelial
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and tubular cells of glomeruli. The degradation of ECM is restrained by tissue
inhibitors of metalloproteinases (TIMPs) via inhibition of MMPs(6, 7). Moreover,
the colagenases (such as MMP-1) that mediate fibrillar collagen proteolysis
have been reported to have a role in the remodeling of MEC and a decrease on
the levels of MMP-1 was associated to increased interstitial accumulation of
collagen in kidneys of animal models(8). Disruption of the balance between
MMPs and their inducers or inhibitors may lead to fibrogenesis in kidneys.
Therefore, the aim of this study was to assess urinary metaloproteinases
and their inhibitors (UMMP-1, uMMP-2, uMMP-9, uTIMP-1 and uTIMP-2) as

noninvasive clinical biomarkers of renal injury in the setting of UPJO.

Material and methods

This is an observational prospective cohort study. After research ethics
board approval (Number 62235816.8.0000.0068), all children aged 1 month to
18 years with unilateral HN due to UPJO during the period from September
2016 to June 2019 were enrolled. All caregivers of the children were
interviewed and gave informed consent for the children to participate in the
study. Urinary samples were collected following a predetermined routine that
will be described further.

Demographic collected variables were age, gender, laterality, age at
diagnosis, measurement of blood pressure, and physical examination clinical
data. The biochemical work-up included the determination of serum creatinine.

The diagnosis of UPJO was primarily suggested by renal ultrasound, with
measurement of anteroposterior pelvic diameter (APD) and the degree of

hydronephrosis was graded according to the Society for Fetal Urology (SFU)
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classification on renal US(9). Subsequently, radioisotope renal scan was
performed for all cases to confirm the diagnosis. In our institution, as
technetium-99m mercaptoptoacetyltriglycine (MAG3) renography is not
available, both diuretic renography (DTPA radionuclide renal scans) and static
renogram (DMSA radionuclide renal scans) were performed. DMSA was
interpreted as differential renal function (DRF): a DRF of the affected dilated
kidney of <40% was considered abnormal. DTPA radionuclide renal scans
curves were classified according Lee(10), pattern IV of Lee was considered
obstructed.

The indication for surgical intervention (pyeloplasty) was based on the
available guidelines (11-14). Symptomatic obstruction (lumbar pain, urinary trac
infection, urinary stones or hematuria), impaired differential renal function (DRF)
(less than 40%), decrease of more than 10% of renal function in subsequent
investigations, poor drainage function after the administration of diuretic,
increasing APD or worsening hydronephrosis to SFU grades Ill and IV on
ultrasonography (US) form the current proposed indications for surgical
intervention (11).

Exclusion criteria were associated anomalies, including vesicoureteral
reflux, ureterovesical junction obstruction and posterior urethral valves
obstruction, bilateral HN, previous operation on the urinary system and other
deformations of the external genital organs, deformations in the lower part of
the ureter, bladder, and urethra, urinary stones and neurogenic bladder
dysfunction.

Patients were divided into three groups based on clinical and imaging

findings, including APD, DRF, and drainage curve on the radioisotope renal
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scan. Group 1 was defined as children with unilateral obstructive HN due to
UPJO that underwent dismembered pyeloplasty by the Anderson-Hynes
method. Group 2 was comprised of patients, who were considered for non-
operative management of the unilateral UPJO (non-obstructive HN), and that
were clinically asymptomatic and stable according to imaging studies during the
course of follow-up. Group 3 was a control group of healthy children, who were
age and sex-matched and without underlying pathologies.

Patients of groups 1 and 2 were followed with regular clinical visits and
urinary tract ultrasonography every six months. Static renogram (DMSA) was
performed at least once a year or following worsening hydronephrosis on follow-
up. All patients had a minimal follow-up of six months.

Urinary collection was performed according to patient's age and ability to
spontaneously void, with preference for midstream urinary samples (whenever
possible); non-toilet trained children had their urinary samples using a collection
bag and for some patients, that had difficult on collecting urinary samples
preoperatively, urine was collected by bladder catheterization after anesthetic
induction. Urinary culture was obligatory to exclude active urinary infection and
avoid interference with the studied urinary markers.

In the group 1 (obstructive HN), urinary samples were collected four
times: preoperatively (baseline evaluation) before surgical repair of UPJO
(exam A); 1 month postoperatively [PO] (exam B); 3 months PO (exam C) and 6
months PO (exam D). In group 2 (non-obstructive HN), voided urine samples
were collected twice: at baseline diagnosis (exam A) and after 6 months of
follow-up (exam D). The urine samples of control group were collected only

once at baseline.
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The urine was aseptically collected, mixed and centrifuged (3000 rpm, 10
min) then stored in samples frozen at -80°C. After thawed, determination of
urine creatinine concentration (measured by the Jaffe reaction) was performed.
Urine specimens were prepared for analysis in a 96-well plate utilizing a kit 4-
cytokine Milliplex MAP Human Premixed Multi-Analyte Kit LXSAHM-04-1KIT
(Biotechne®, Minneapolis, MN, USA) following the kit-specific protocols.
Analytes were quantified using a Magpix analytical test instrument, which
utilizes xMAP technology, multiple analyte profiling (Luminex Corp., Austin, TX,
USA) and xPONENT 4.2 software (microsphere-based Luminex® technology).
Measurements of urinary (u) matrix metalloproteinases (MMPs) MMP-1, MMP-
2, MMP-9 and tissue inhibitors of metalloproteinases (TIMPs) TIMP-1 and
TIMP-2 (pg/ml) were determined on the basis of the fit of a standard curve for

mean fluorescence intensity versus (pg/ml).

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using the IBM SPSS Statistics for
Windows, Version 17.0 (SPSS, Chicago, IL, USA) and the R platform (v.3.2.5).
Continuous variables are shown as median + standard error of mean (SEM)
and categorical variables are presented as frequencies. A comparison of
demographic, clinical and imaging and urinary variables was performed. For
homogenous groups, a one-way analysis of variances (ANOVA) was used. For
nonparametric groups, Mann-Whitney test or Kruskal-Wallis test was
performed. The influence of time decrease of urinary markers was also
evaluated by ANOVA. Statistical significance was established at p < 0.05.

Finally, receiver operating characteristic (ROC) curves was drawn to figure out
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the optimal cut-off point (using Youden's index) for the studied urinary markers

in UPJO.

Results

Seventy-four patients were enrolled in the study. Group 1 (obstructive
HN) was comprised of 26 children (15 boys, 11 girls) with a median age of 4.9 +
4.7 years. Group 2 (non-obstructive HN) included 22 children (13 boys, 11 girls;
median age 6.9 + 4.8 years). Group 3 (control group) consisted of 26 healthy
children (17 boys, 9 girls; median age 6.1 + 3.4 years).

Demographic characteristics and clinical data regarding each group are
presented in Table 1. All patients had a normal estimated glomerular filtration
rate (eGFR) > 90 mUmin/1:73m? calculated by the Schwartz formula(15). Group
2 (non-obstructive HN) had unilateral hydronephrosis more common at the left
side (72%) and on group 1 (obstructive HN), laterality was even. In group 1
(obstructive HN), ten (38%) patients were symptomatic: 5 presented with
lumbar pain, 4 with febrile UTI, 1 with non-febrile UTI; In group 2 (non-
obstructive HN), three patients were symptomatic, all presenting with isolated
non-febrile UTIs. As expected, there was statistically significant difference
between groups regarding symptoms, degree of hydronephrosis at SFU grading
scale on the US, DRF on DMSA and pattern of renal scans curves on DTPA
(Table 1).

Twenty-six patients were submitted to surgical intervention (pyeloplasty)
based on criteria described earlier. Of those, 10 (38%) were due to symptomatic
obstruction, 8 (31%) due to impaired differential renal function (DRF) (less than

40%), and 3 (12%) because of decrease of more than 10% of renal function in
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subsequent investigations, 3 (12%) due to poor drainage function after the
administration of diuretic on DTPA radionuclide renal scans and 2 (7%)
worsening hydronephrosis to SFU grades lll and IV on ultrasonography (US).

The concentrations of uUMMP-1, uMMP-2, uMMP-9, uTIMP-1 and uTIMP-
2 and the ratios of uMMP-1/Cr, uMMP-2/Cr, uMMP-9/Cr, uTIMP-1/Cr and
uTIMP-2/Cr are summarized in Table 2.

uMMP-1 /Cr, uMMP-2 /Cr, uTIMP-1 /Cr and uTIMP-2 /Cr had higher
concentrations on group 1 (obstructive HN) compared to group 2 and control.
These biomarkers were also elevated in the studied groups (obstructive HN and
non-obstructive HN) compared to control, with a statistically significant
difference on uTIMP-1 /Cr (p=0.005). uMMP-9 /Cr had a higher concentration
on group 2 (non-obstructive HN), without statistically significant difference
(p=0.311).

At follow-up analysis of urine concentration of the studied biomarkers
(UMMP-1 /Cr, uMMP-2 /Cr, uMMP-9 /Cr, uTIMP-1 /Cr and uTIMP-2/Cr),
comparisons in the group 1 (obstructive HN) between preoperative sample
(exam A) and follow-up post-operatively showed increased concentrations of all
biomarkers at 1-month PO (exam B), period in which the double J is present,
followed by a drop in these values on exam D, 6-month postoperatively.
However, only uTIMP-1 /Cr and uTIMP-2 /Cr showed decreases in the values
when the initial values (exam A) were compared to the follow-up values of 6
months after the pyeloplasty (exam D). Comparisons in the Group 2 (non-
obstructive HN) between the mean absolute preoperative concentrations (exam
A) and follow-up at 6 months (exam D) showed stability of the selected

biomarkers (p>0.05) (Table 3).
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The ROC curves analysis showed a promising diagnostic profile for the
detection of obstructive HN for uMMP-2 /Cr (area under the curve [AUC] of
0.655, with an optimal cut-off value of 2.01 pg/mg with sensitivities of 42.3%
and specificities of 79.2%), uTIMP-1 /Cr (AUC of 0.692, optimal cut-off value of
1.67 pg/mg with a sensitivity and specificity of 42.3% and 83.3%, respectively)
and also for uTIMP-2 /Cr (AUCs of 0.678, optimal cut-off value of 12.83 pg/mg

with sensitivities of 46.2% and specificities of 83.0%).

Discussion

Comparisons between the concentrations of urinary biomarkers of ECM
homeostasis components in urine from the bladder from patients with unilateral
UPJO demonstrated that a disruption of the balance of accumulation and
degradation occur according to the severity of urinary obstruction. Our study
demonstrated that pediatric patients with obstructive HN have significantly
higher uMMP-2, uTIMP-1 and uTIMP-2 concentrations. Particularly, uTIMP-2
levels were correlated to severity of obstruction and therefore, it might be a
useful urinary biomarker to correctly allocate children with HN between surgical
management vs follow-up. After pyeloplasty, uTIMP-1 and uTIMP-2 presented a
progressive decrease postoperatively, which is also highly desirable for urinary
markers.

Available data on metalloproteinase-1 in the fibrotic process related to
obstruction are mainly derived of animal models. Peter CA et al. submitted
sheep fetuses to an intra-uterine infravesical obstruction and observed
decrease in the concentration of MMP-1 on the bladder wall(16). Similarly,

Gonzalez-Avila G et al. on an experimental study of unilateral ureteral
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obstruction model in rats observed a decrease in the activity of MMP-1 during
the evolution of interstitial renal fibrosis(17). Few clinical studies tried to
correlate metalloproteinase-1 with urinary obstruction severity. Hirt-Minkowski et
al. demonstrated a positive correlation between urinary MMP-1 and interstitial
fibrosis in renal allografts(18). On the other hand, Bienias et al. failed to found a
positive correlation of uMMP-1 with degree of obstruction(19). Similarly, in the
present study, even though an increase of urinary MMP-1 was observed in
patients with UPJO when compared to controls, we also failed to show
statistically significant differences in patients with obstructive HN when
compared to non-obstructive HN, strengthening the hypothesis that MMP-1 acts
remodeling the ECM in order to decrease the fibrotic process triggered by
inflammatory stress and therefore, it could not be used as a biomarker of
degree of urinary obstruction.

Metalloproteinase-2 was previously shown to be elevated according to
the severity of urinary obstruction. Kaya et al. found an increase in MMP-2
expression in ureteropelvic junction tissue samples from 21 children undergoing
dismembered pyeloplasty(20). Nicksa et al. studied urine samples from sheep
fetuses submitted to intra-uterine urinary bladder obstruction and found an
increased concentration of uUMMP-2 when compared to a control group(21).
Tveitaras et al. using a MMP-2 knockout mice model with unilateral ureteral
obstruction (UUO) demonstrated reduced MMP-2 expression when compared
to controls (22). A recent study demonstrated that urinary MMP-2/Cr and MMP-
9/Cr are associated to renal tubulointerstitial fibrosis by assessing
concentrations of these biomarkers in pediatric patients with unilateral

hydronephrosis(19). In accordance to the literature, our study found an increase
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in of uUMMP-2 concentration in patients with UPJO treated surgically when
compared to those submitted to surveillance and a promising diagnostic profile
of uMMP-2 was observed in the ROC curve analysis, thus representing a
possible predictor of the need for surgical treatment.

The role of MMP-9 in obstructive uropathy appears to be dual, as it
stimulates epithelial-mesenchymal transition (EMT) but, on the other hand, it
stimulates the degradation of interstitial ECM and decreases apoptosis(23).
Non-obstructive HN showed higher MMP-9 levels than the other groups,
demonstrating a potential increase in MMP-9 activity in the MEC remodeling
process, where the tissue damage caused by obstructive nephropathy does not
lead to significant renal tubulointerstitial fibrosis, in accordance to the idea
proposed by Reis et al. that showed higher expression of MMP-9 in UPJO
tissue as marker for a good surgical outcome in children with obstructive
HN(24).

An upregulation of TIMPs is known to generate fibrosis with an increased
deposition of collagens as well as an increase of interstitial cells that include
fibroblasts and myofibroblasts(25). Engelmyer et al. found an increase in TIMP-
1 mRNA expression 12 hours after ureteral ligation in a rat model(26). This
increase was also corroborated by Sharma et al., who observed an increase in
TIMP-1 expression during the evolution of obstructive uropathy in rabbits(27). In
agreement with the literature, uTIMP-1 concentrations were higher in
obstructive HN group when compared to the other groups, non-obstructive HN
(p = 0.308) and the control group (p = 0.029). Additionally, follow-up values of

uTIMP-1 demonstrated a 68% decline when the preoperative values were
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compared to those 6 months postoperatively. Non-obstructive HN group
showed stability on serial measurements (p = 0.315).

uTIMP-2 has been poorly analyzed in the obstructive nephropathy
scenario. Sekerci et al. reported an upregulation of urinary TIMP-2 in patients
with spina bifida with decreased bladder compliance or upper urinary tract
damage(28). Bank et al. demonstrated that uTIMP-2 could be a promising,
noninvasive tool to monitor resolution of delayed graft function on kidney
transplant(29). Bienia$ et al. showed higher urinary TIMP-2 in children with HN
compared to controls(19). Our results also demonstrate that urinary TIMP-2/Cr
could clearly distinguish group subjects and was correlated to severity of
obstruction, and a progressive decrease of TIMP-1/Cr and TIMP-2/Cr in the
surgical group was observed following pyeloplasty.

All of these urinary markers are classified as stress markers(30). It is
interesting to note that these markers have their expression increased
whenever there is any insult to the renal tissue. After stabilization of this injury
or resolution of the pathology that causes the renal lesion, there is a decrease
of the biomarkers expression which will not return to baseline values (uninjured
kidney), always remaining at a higher level. Our follow-up analysis corroborates
this hypothesis, although we have found no statistical difference: it is possible to
observe on obstructive HN group an increase in the markers in the initial
postoperative period (1 month after surgery, when the urinary stent is still
inserted) and then a progressive decline (after stent removal) that achieve
levels close to preoperative baseline values.

Most studies with urinary biomarkers employ their concentration adjusted

by the urinary creatinine to reduce confounding factors mainly for two reasons:
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1- Due to changes in the composition of the urine sample studied by
interindividual differences in urine osmolarity, for example, because it has
recently consumed water, which can affect analyte concentrations and 2- the
effect of physiology or pathophysiology on the total number of proteins
transported to the urine in a given period of time(31). Thus, when interpreting
the results, the option was to take into account uMMP-1, uMMP-2, uMMP-9 and
uTIMP-1 as adjusted values for creatinine. However, we also chose to keep the
absolute levels of these biomarkers to be in accordance with the current
literature and serve as a basis for comparison with studies that used the same
markers.

Our study major limitation lies on the fact that these markers had no
influence at all on the surgical decision. Instead, in this first stage, a panel of
possible biomarkers were collected at different time points to better understand
their clinical behavior according to each one of the study groups, that were
based on severity of UPJO using established guidelines (11-14). Several
studies on urinary markers used the same methodology that our study (12, 32,
33). Our study showed that uMMP-2, uTIMP-1 and uTIMP-2 are predictors of
obstruction and severity (degree of obstruction) but they do not define "per se"
obstruction and consequently the need of surgical treatment. Therefore, these
markers have clinical value on allocating patients and our next step will be the
application of these biomarkers (UMMP-2, uTIMP-1 and uTIMP-2)
preoperatively along with other previously reported biomarkers (that also
showed a promising profile) to allocate patients for surgery or follow-up

according to described cut-off reference values. Another limitation of this study
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is the older age of our patients compared to previously reported cohorts that
might influence on ECM remodeling.

To sum up, our study showed a promising application of MMPs and
TIMPs in children with hydronephrosis. Further research might identify a panel
of biomarkers that might help with decision-making in children with

hydronephrosis.

Conclusions

Our results demonstrate that pediatric patients with obstructive HN have
significantly higher uMMP-2, uTIMP-1 and uTIMP-2 concentrations. Particularly,
uTIMP-2 levels were correlated to severity of obstruction and therefore, it might
be a useful urinary biomarker to correctly allocate children with HN between
surgical management vs follow-up. After pyeloplasty, uTIMP-1 and uTIMP-2
presented a progressive decrease postoperatively, which is also highly

desirable for urinary markers.
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Figure 1. ROC curve analysis of uMMP-1/Cr, uMMP-2/Cr, uMMP-9/Cr and u-
TIMP-1/Cr and uTIMP-2/Cr.
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Table 1. Demographic and clinical characteristics parameters of the patient and
control groups.

Parameters Groﬂ 1 Iabarudive HNZ Grﬂ 2 Imn-abﬂmcﬁvn lﬂz Control

Age (years) 4.9 (0-17) 6.9 (0-18) 6.1 (0-15)
Sex (maleflemale)” 1611 1398 17/8
Laterality (ng b 1313 6116 NE
Conganital HN* 15 (58%) 12 (54%) NE
Incidental HN * 1 (4%) 7 (32%) NE
_Symptomatic * 10 (38%) 3 (14%) NE
APD (mm)* 31.2 {1665)" 19.7 (7-40) ' NE
_SFUgrade V™ 16(62%) (R NE
Split renal function * ar7(11-57)" 48.4 (40-55)" NE
kB8 cune v’ 26 (100%) 0 NE
APD: P o dlameter of a ranal peivis; HN: hydronephrosis; NE: not avaluated,

Tvalues listed as media and in parentheses the minimum and maximum
* p < 0.06 between group 1 and group 2.
" p > 0.05 batwaen group 1, group 2 and controls,

Table 2. Urine concentration of uMMP-1, uMMP-2, uMMP-9, uTIMP-1 and
uTIMP-2; and ratios of uMMP-1/Cr, uMMP-2/Cr, uMMP-9/Cr, uTIMP-1/Cr and
uTIMP-2 in patients and controls.

Parameters Gﬂ 1 sobswcﬂw ml Groug 2 ’wn»cbamm Hw Cantrol

uMMP-1 0.06 (0.05-0.08) 0.06 (0.05-0.08) 0.05 {0.05-0.08)
UMMP-2 (ng/mi) 0.46 (0.40-0.79) 0.42 (0.40-0.55) 0.41(0.36-0.51)
UMMP-9 (ng/m) * 0.31 (0.19-0.86) 0.44 (0.18-1.47) 0.37{0.18-1.69)
UTIMP-1 (ngiml) = 0.84 (0.13-3.62) 0.60 (0.14-2.88) 0.37(0.12-1.29)
uTIMP-2 (ngiml) 457 (0.13-16.32) 4.57 (0.89-13.44) 3.96 (0.07-35.59)
UMMP-1/Cr (ng/mg Cn ©___ 0.25 (0.04-0.73) 0.22 (0.02-1.06) 0.18 (0.01-1.33)

UMMP-2/Cr (ngimg Cr)©___200 (0.27-6.46) ______1.60 (0.20-8.06) 1.41(0.24-10.26)
UMMP-8 /Cr (ngima Cr) ©__ 1.41 (0.18-6.55) 1.85 (0.13-10.26) 1.36 {0.10-10.63)
uTIMP-1 /Cr (ng/mg Cr) ® 4,40 (0.32-30.58) 253 (0.19-20.04) 0.97 {0.114.40)
WTIMP-2 /Cr (ng/mg Cr) ©__17.44 (0.78-106.90) 14.74(1.67-75.53) 6.71(0.35-37.21)

Valuas listed as media and In paranthesas the minimum and maximum values
“p < 0.05 batwaen group 1 and group 2

" p < 0.06 between group 1 and controls.

© p = 0.05 between group 1, group 2 and contrals.

“p < 0.06 between group 1, group 2 and controls.

Table 3. Temporal Findings of MMP-1, -2, -9/Cr and TIMP-1, -2/Cr; expressed

on ng/mg.
Parameters Exam A Exam B Exam C Exam D
Group 1 0.25 (0.04.0.73) .46 (0.07-1.84) 041 (0.05-1.35) 043 (0.00-1.75)
UMMP1ICt Group2 0,22 (0.02-1,06) 921 09¢0.58)
Group 1 2.0 (0.27-6.46] 227 (0.547.07) 282 (041-1042) 320 (0.22-1354]
UMMP-2/Cr "Groap2 1.6 (0.20-8.06) 157 (0.026.46)
Group 1 1.41(0.16-6.55) 737 (0.374340] 1026 (0.32-121.12) _ 3.06 (0.15-12.89)
UMMP-8/Ct | Groupz  1.85(0.13-10.26) 220 (0.47-9.77)
TP fGe | G T 4400323058 1841(036-1330) 1050 (05412393) 250 (0.22-1195)
Group2 253 (0.19:20.04) 132 (0.21-5.50)
nap21Ce | Group T 17.44 (078-106.90) 4773 (033-156.98) 1178 (110-45.82) _ 12.70 (0.60-41.70)
Group? 1474 (1 67.75.53) 10,49 (0.82.25.40)

e ————
Valuas listed as media and In paranthesas the minimum and maxmum values
Group 1: obstructive HN; Group 2: non-obstructive HN; Exam A (initial); Exam B (1-month follow-up); Exam C (3-month
follow-up); Exam D (&-month follow-up)
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Summary table

Parameters Gvoag 1 (obstructive HN) Groulg 2 (non-obstructive HN) _ Control

UMMP-1 /Cr (ng/mg Cr) 0.25 (0.04-0.73) 0.22 (0.02-1.06) 0.18 {0.02-1.33)
UMMP-2 /Cr (ng/mg Cr) * 2.00 (0.27-6.46) 1.60 (0.20-8.06) 1.41 {0.27-1.03)
UMMP-8 /Cr (ngimg Cr) 1.41 (0.18-6.55) 1.85 (0.13-10.26) 1.36 {0.10-1.06)
uTIMP-1 /Cr {ngimg Cr) * 4.40 (0.32-30.58) 2.53 (0.18-20.04) 0.97 (0.11-4.40)
uTIMP-2 /Cr C 17,44 (0.78-10.69 14.74 {1 67-75 SSJ 6.71 ({0.35- 37.31)

values Iisted as media and In parentheses tha minimum and maomum
*p < 0.06 between group 1 and conltrols.
" p < 0.06 between group 1, group 2 and controls.






