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CONTRIBUICAO DIAGNOSTICA DE BIOMARCADORES EM CAES SOB
RISCO DE DESENVOLVER LESAO RENAL AGUDA

RESUMO - Pacientes caninos, com necessidade de intervencao cirargica, correm
risco de desenvolver Leséo renal aguda, cuja manifestacéo clinica se apresenta
tardiamente. A busca por métodos diagnosticos precoces revelou o biomarcador
Lipocalina associada a gelatinase de neutréfilos (NGAL) como o mais apropriado
para deteccdo de lesao tubular aguda (LTA). Considerando a hipétese de que caes
com cancer sdo mais propensos a desenvolver LTA, relacionada as diversas
interversfes ao longo do processo cirargico, foi conduzido estudo prospectivo
longitudinal (do pré-operatério até poés-operatério mediato), de 17 caes,
clinicamente estaveis, indicados para procedimento cirargico. Para o estudo foram
avaliadas creatinina sérica, densidade urinéria, razdo proteina/creatinina urinaria,
gue sdo indicadores tradicionais para doenca renal, o biomarcador NGAL do soro
e da urina. As coletas de amostras foram realizadas em trés momentos: 12 a 24
horas antes da cirurgia, 48 horas e 96 horas apdés o término da cirurgia. Os
resultados evidenciaram aumento relevante da NGAL urinéria em 11 dos 17 cées,
48 horas apds a cirurgia, enquanto os biomarcadores convencionais nhao
apresentaram alteracdo significativa e ndo foram observados sinais clinicos
relacionados. Assim, confirmada a hipotese do estudo, a NGAL se mostrou util para

deteccdo precoce de eventos silenciosos de ataques a integridade tubular renal.

Palavras-chave: biomarcador de leséo renal, diagnéstico precoce, NGAL.



DIAGNOSTIC CONTRIBUTION OF BIOMARKERS IN DOGS AT RISK OF
DEVELOPING ACUTE KIDNEY INJURY

ABSTRACT - Canine patients needing surgical intervention are at risk of developing
acute kidney injury, whose clinical manifestation is late. The search for early
diagnostic methods revealed the neutrophil gelatinase-associated Lipocalin (NGAL)
biomarker as the most appropriate for detecting acute tubular injury (ATI).
Considering the hypothesis that dogs with cancer are more likely to develop ATI,
related to the different interventions throughout the surgical process, a prospective
longitudinal study (from the preoperative to the immediate postoperative period) of
17 clinically stable dogs indicated for surgical procedure. The serum creatinine,
urinary density, and urinary protein/creatinine ratio, which are traditional indicators
for kidney disease, the serum, and urine NGAL biomarkers, were evaluated. The
sample collections were performed three times: 12 to 24 hours before surgery, 48
hours, and 96 hours after surgery. The results showed a significant increase in
urinary NGAL in 11 of 17 dogs 48 hours after surgery, while conventional markers
showed no significant change, and no related clinical signs were observed. Thus,
confirming the study's hypothesis, NGAL proved helpful for the early detection of
silent events of attacks on renal tubular integrity.

Keywords: biomarker of kidney injury, early diagnosis, NGAL.



AVALIACAO DA CONTRIBUICAO DIAGNOSTICA DE BIOMARCADORES EM
CAES SOB RISCO DE DESENVOLVER LESAO RENAL AGUDA

1. INTRODUCAO

As nefropatias adquiridas podem comprometer qualquer um dos
componentes do parénquima renal (glomérulos, tibulos, intersticio e vasculatura),
de forma isolada ou conjunta, a depender da causa e da duragcdo do processo
morbido. Os tubulos renais, com destaque para o tubulo contornado proximal, sdo
o alvo primario nas doencas renais agudas desencadeadas por fatores isquémicos
ou nefrotoxicos. Esse tipo de doenca, atualmente denominada lesdo renal aguda
(LRA), é relativamente comum em caes e humanos. Os pacientes desenvolvem
insuficiéncia renal aguda (IRA) e, comumente, evoluem para 6Obito, doenca renal
cronica ou, na melhor das hipéteses, déficit de fungao tubular. Contudo, o desfecho
pode ser favoravel ou melhorado se o fator causal for passivel de eliminacdo ou
compensacao e a condicdo seja diagnosticada em tempo hébil.

Existem vérios fatores, que isolada ou conjuntamente, influenciam a
gravidade das lesdes tubulares e o tipo de desfecho da LRA. O diagndstico tardio
da LRA é um dos fatores relevantes mais graves. A concentracdo sérica de
creatinina (sCr), o biomarcador tradicional para IRA, sé se manifestam quando o
paciente ja se encontra em estado critico.

Pacientes que necessitam de intervencdo cirlrgica sédo particularmente
expostos a fatores com potencial para causar eventos isquémicos e nefrotdxicos
gue, somados aos fatores moérbidos j& existentes, resultem em lesdo tubular aguda

(LTA), que podem evoluir para os piores efeitos por falta de diagndstico precoce.

2. HIPOTESES

Considerando as variacdes das condicdes clinicas de pacientes caninos com
necessidade de intervencdo cirdrgica, na pratica, sdo esperados desfechos
distintos. Mesmo que os protocolos cirdrgicos e terapéuticos sejam especificos para
cada paciente, pode haver efeitos adversos e complicagcdes. Como os rins podem
ser alvos imediatos em tais circunstancias, elaborou-se a hipétese de que possa

haver LTA, mesmo na auséncia de manifestacdes clinicas ou laboratoriais



tradicionais, detectavel por meio da Lipocalina Associada a Gelatinase de

Neutrofilos (NGAL) que é biomarcador precoce e sensivel para identificar LTA.

3. JUSTIFICATIVAS

A LRA tem indice alto de mortalidade e os pacientes que sobrevivem tém
propensao a se tornarem doentes renais. O biomarcador tradicional de IRA, a sCr,
tem sua concentragdo aumentada tardiamente, o que reduz drasticamente as
chances de recuperagdo. Em um cenario clinico ideal, a LRA deve ser identificada
precocemente para que possam ser adotados procedimentos terapéuticos que
venham a evitar ou minimizar a perda de néfrons.

A NGAL pode ser analisada em urina, soro ou plasma, por método
imunoenzimatico (ELISA), que exige anticorpo espécie-especifico, ja disponivel
para estudos experimentais com caes. Outrossim, a metodologia do estudo nao
requer qualquer intervencéo adicional, além das coletas de amostras de sangue e

de urina.

4. OBJETIVOS

Conduzir estudo prospectivo longitudinal para identificacédo, n&o invasiva, da
ocorréncia de LTA em pacientes caninos sob risco de desenvolver LRA relacionada

aos eventos cirdrgicos e pos-operatorios.

4.1.Objetivos Especificos

— Auvaliar cdes, antes e ap0s intervencao cirargica sob anestesia inalatéria
e exposicao a tratamentos com potencial nefrotoxico ou isquémico, para
deteccdo de LTA, por meio do biomarcador tradicional (sCr) e do
biomarcador NGAL.

— Comparar a eficiéncia das duas formas de avaliacao para detectar sinais
de LRA.

— Considerando os resultados esperados, enunciar aspectos relevantes
para a fisiopatologia da LTA em cédes sob as condi¢des especificadas no

estudo.



5. REVISAO DE LITERATURA

A IRA se manifesta por deterioracdo rapida da fungdo renal causada por
lesdo aguda de endotélios, glomérulos, tubulos ou intersticio (CARVALHO, 2015).
A taxa de filtracdo glomerular (TFG) € comprometida drasticamente e, por conta
disso, existe azotemia e sinais de uremia (DUNAEVICH, 2020). Este processo pode
ser reversivel se o diagnéstico e tratamento forem realizados em tempo razoavel
(CARVALHO, 2015). A LRA, uma causa comum da IRA, ocorre por agao de
isquemia renal, nefrotoxinas ou ambas, que afetam primariamente os tabulos renais
(GINE, 2010, CHEW; DIBARTOLA; SCHENCK, 2011, CARVALHO, 2015).

As causas mais comuns de isquemia renal incluem desidratagao,
hipotensao, redugéo do débito cardiaco e choque hipovolémico. Com a diminuicao
da perfusdo sanguinea renal, ativam-se 0os mecanismos de vasoconstricdo das
arteriolas glomerulares aferentes, para eliminar a menor quantidade de agua
possivel. Como consequéncia, acentua-se a diminuicdo do fluxo sanguineo renal,
0 que compromete ainda mais a hemodinamica renal e favorece o desenvolvimento
de LRA (CHEW; DIBARTOLA; SCHENCK, 2011, ROSS, 2011, CRILLY; GRAUER,
2017).

Por outro lado, os rins contam com mecanismos fisiol6gicos de protecao que
sdo mediados pelos derivados de eicosanoides, as prostaciclinas PGE2 e PGI2
presentes nos rins (PELLIGAND; ELLIOTT, 2017). O efeito vasodilatador das
prostaglandinas e a estimulacéo da liberacdo de renina permitem, até certo ponto,
gue a resisténcia vascular e o fluxo sanguineo renal possam ser relativamente
modulados nos casos de hipovolemia, hipotensdo ou qualquer outra alteracao
hemodinamica que comprometa a perfusédo sanguinea renal (CHEW; DIBARTOLA;
SCHENCK, 2011).

O papel das prostaciclinas renais, tem muita relevancia para manter o
suprimento de oxigénio para as células tubulares em momentos criticos (ROSS,
2011). Pacientes em tratamento com anti-inflamatério ndo esteroidal (AINE) ficam
sem esse recurso e podem desenvolver LRA isquémica (CHEW; DIBARTOLA;
SCHENCK, 2011; CARVALHO, 2015). Esses medicamentos, independentemente
de serem usados em doses terapéuticas, inibem a acdo das enzimas COX1 e
COX2 (BENSMAN, 2020), que normalmente intervém na producdo de

prostaglandinas e mediadores inflamatérios responsaveis pelo ténus vascular do



cértex e da medula renal (CARVALHO, 2015; PELLIGAND; ELLIOTT, 2017). Em
pacientes com doenca renal pré-existente, a condicdo pode ser agravada
drasticamente (CARVALHO, 2015).

A isoenzima COX2 também esta envolvida no mecanismo de contracorrente
na alca de Henle, no intersticio e na vasa reta, pois as prostaglandinas ajudam as
células do intersticio a se adaptarem a hiperosmolalidade, prevenindo a apoptose
delas (PELLIGAND et al., 2015). Por conseguinte, o tratamento com AINE pode
provocar isquemia renal, diminuicdo da taxa de filtragdo glomerular (TFG) e lesao
hipertonica causada pela inibicdo das isoenzimas COX-1 e COX-2 (KUKANICH et
al., 2012). As lesdes podem variar a depender do estado clinico do animal e da
importancia relativa da expressao das isoenzimas COX 1 ou COX 2 nos diferentes
tecidos (PELLIGAND; ELLIOTT, 2017).

Em estudo com animais sadios, tratados com AINE, os biomarcadores
convencionais indicaram auséncia de efeitos negativos ou efeitos minimos nos
valores destes marcadores tradicionais (KUKANICH et al., 2012). Contudo, estes
marcadores mostraram alteracdo, quando doses altas de AINE foram usadas
(SIMMONS et al., 2004).

A LRA pode também ser causada por diversos tipos de agentes nefrotoxicos,
incluindo algumas classes medicamentos excretados por via urinéria, onde atingem
concentracgdes altas e provocam disturbios das células tubulares (KAl et al., 2013).
A nefrotoxicidade depende de varios fatores, tais como dose e frequéncia de
administracdo, idade e condi¢do clinica do paciente, principalmente se houver
doenca renal preexistente (CARVALHO, 2015). Alguns antibidticos se destacam
pelo potencial de nefrotoxicidade, como é o caso dos aminoglicosideos
(CARVALHO, 2015; PALM et al., 2016). Contudo, muitos dos outros antibioticos,
de uso comum para tratamento de cées, podem causar lesao tubular (KAI et al.,
2013; CARVALHO, 2015).

Em décadas passadas diversos novos biomarcadores de lesdo renal
induzida por medicamentos nefrotoxicos foram descobertos em modelos
experimentais (ZHOU et al., 2014). Dentre os biomarcadores testados em cées, a
NGAL vem se destacando como biomarcador precoce de LRA, por seu
comportamento dindamico no organismo, principalmente nos tubulos renais
(DEVARAJAN, 2008, SEGEV et al., 2013, SINHA; VENCE; SALAHUDEEN, 2013).



A NGAL, uma glicoproteina da familia das lipocalinas, € expressa no Gtero,
prostata, glandulas salivares, medula dssea, estdbmago, coélon, traqueia, pulmdes,
figado e rins (PERIS et al., 2020). A molécula é sintetizada em concentragdes
baixas nos tdbulos renais, intestinos, figado e pulmdes (KO et al., 2021). O
polipeptidio também é encontrado na circulagcdo sanguinea, de onde é filtrado pelos
glomérulos, reabsorvido pelos tabulos contornados proximais e secretado pela
porcdo ascendente espessa da alca de Henle (DEVARAJAN et al., 2008). Em
experimento com cultivo de células de rato foi constatada a expressdo de NGAL
em tdbulos proximais, sem nenhuma evidéncia de expressdo glomerular
(COWLAND; BORREGAARD, 1997). Outros estudos na espécie canina mostraram
0S mesmos resultados, quanto a expressao da NGAL nos tecidos renais (CAO et
al., 2020, GU et al., 2020).

Durante a fase ativa da lesé@o tubular, ha aumento da sintese de NGAL e
diminuicdo da reabsorcdo, que resultam em aumento da concentracdo sérica de
NGAL (sNGAL) e da concentracdo urinaria de NGAL (UNGAL) que atinge valores
maiores (KIM et al., 2019). Os aumentos de SNGAL e uNGAL sé&o proporcionais ao
tempo de duragéo do evento agressor, nos casos de isquemia (MORI et al., 2005).

Estudo conduzido por Palm et al. (2016) indicou que o diagnéstico de IRA
por meio da uNGAL é significativamente precoce em comparacdo com 0S
marcadores, para indicar a fase de inicio das lesbes como a da fase de
recuperacao. De fato, o aumento da NGAL ja pode ser detectado na urina 2 horas
depois da agressao renal (DEVARAJAN, 2008, LEE et al.,, 2012, SEGEV et al.,
2013, SINHA; VENCE; SALAHUDEEN, 2013), inclusive nos casos de procedimento
cirargico (HSU et al., 2014a), o que evidencia a precocidade da NGAL em relacéo

aos biomarcadores convencionais (GU et al., 2020).

6. MATERIAL E METODOS

Antes da fase de execucao, o presente projeto foi submetido e aprovado a
CEUA — Comissdo de Etica no Uso de Animais da FCAV- Unesp, campus de
Jaboticabal/SP (Numero de protocolo: 4369/20). A inclusédo dos pacientes foi feita

sob consentimento livre e esclarecido dos respectivos tutores.



O estudo foi realizado pelo Grupo de Pesquisa em Nefrologia e Urologia
(GPNUV) do Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria da Faculdade de
Ciéncias Agréarias e Veterinarias da Unesp — campus Jaboticabal.

Os cdes estudados eram pacientes encaminhados para o Servi¢o de Clinica
Cirurgica de Pequenos Animais no Hospital Veterinario “Governador Laudo Natel”
da UNESP — campus de Jaboticabal.

6.1. Avaliacao dos pacientes recrutados para o estudo

Pacientes, ja examinados e com diagnostico, foram encaminhados para
procedimentos cirdrgicos. Os exames pré-operatorios compreenderam anamnese,
exame fisico, hemograma, perfil bioquimico sérico, exame cardiorrespiratorio de

rotina, além de exame completo do trato urinario.

6.2.Critérios de inclusao

Foram avaliados animais adultos, >1 ano de idade, com pelo menos 5 kg de
massa corporal, sem restricdo quanto a raca ou ao género, encaminhados para

procedimento cirdrgico de tecidos moles.

6.3.Critérios de exclusao

Foram excluidos pacientes com complicacdo pds-operatéria, amostras de
sangue ou de urina impr@prias para avaliacao laboratorial, confirmacéo de infeccao

urinéria ou desisténcia do tutor.

6.4.0Obtencdo e preparo das amostras para avaliacdo dos

biomarcadores e demais variaveis de interesse para o estudo

Nesse estudo, as variaveis analisadas, que compreendem uNGAL, sNGAL,
sCr, razdo proteina/creatinina urinaria (UP/C) e densidade urinéria (DU), foram
mensuradas em trés momentos distintos. A primeira coleta de amostras (TO) foi
realizada no momento dos exames pré-operatérios (12 a 24 horas antes da
anestesia). A segunda coleta foi realizada 48 horas ap06s o término da cirurgia (T48)
e a terceira coleta foi feita 96 horas ap6s o término da cirurgia (T96).

As coletas de sangue foram feitas por punc¢éo da veia jugular ou da cefélica.

Quatro mililitros de sangue foram requeridos para extracdo de soro para analises



bioquimicas e ensaios de NGAL. Os soros destinados para avaliagdo do sSNGAL
foram envasados e conservados a -80°C.

As amostras de urina foram coletadas por cistocentese antepubica, guiada
por ultrassom quando possivel, ou por cateterizacao transuretral. Em ultimo caso,
a urina foi coletada por micgdo espontanea (jato médio). As amostras de urina
foram centrifugadas para separacdo do sobrenadante e sedimento e execucao
imediata de urinalise e mensuracdo das concentracdes urinarias de creatinina e
proteina. Do restante de sobrenadante de urina, 3 mL foram envasados e mantidos
a -80°C para avaliacao de uNGAL.

6.5. Andlises laboratoriais

As concentracdes séricas e urinarias de creatinina foram mensuradas pelo
método Jaffé modificado (VADEN et al., 2009). Para os calculos de U/PC, as
concentracdes de proteina urinaria foram mesuradas pelo método vermelho de
pirogalol. As bioquimicas foram feitas com os reagentes do sistema Labtest para
diagndsticos e, para a leitura, foi utilizado espectrofotbmetro semiautomatico. As
densidades de urina foram mensuradas em refratbmetro.

Os ensaios para dosagem da sNGAL e da uNGAL foram feitos com o kit
especifico para cdes - Dog NGAL ELISA KIT 043RUO - Bioporto Diagnostics,
Hellerup, Denmark, disponivel para pesquisa. O procedimento foi feito de acordo
com as recomendacdes do fabricante. Os resultados foram lidos em leitor de
microplaca SectraMax M3, utilizando comprimento de onda de 450nm.

Para tornar possivel as avaliacdes dos valores de UNGAL obtidos no ensaio,

o fator concentragdo urinaria foi uniformizado pela formula que se segue.

[UNGAL (pg/mL)/uCr (mg/mL) = uNGAL (pg/mg)].

6.6. Estatistica

Os resultados foram avaliados por estatistica descritiva e testes de analise
de variancia (Two-way ANOVA), complementados por teste de comparagao
multipla (Tukey). Também foram realizados testes de correlagdo (Spearman) para
as variaveis continuas (biomarcadores convencionais e NGAL). Foi adotado P<0,05

como valores significativos.



Todas as analises e graficos foram feitas por meio do programa estatistico
GraphPad Prism version 9.4.1 for Windows, GraphPad Software, San Diego,

California USA, www.graphpad.com.

7. RESULTADOS

Dos 26 pacientes, inicialmente recrutados, 17 se enquadraram
completamente nos critérios de inclusdo do estudo. Os exames anteriores as
cirurgias indicaram cancer em 13 pacientes e doenca renal em cinco. Todos os
incluidos passaram por cirurgia sob anestesia inalatéria com duracédo minima de 36
minutos e maxima de 270 minutos. A medicacdo pés-operatoria foi iniciada ao
término da cirurgia. Cinco caes foram medicados com antibiéticos, outros quatro

com AINE e os oito restantes receberam antibiético e AINE (Tabela 1).

Tabela 1. Caracteristicas fisicas e clinicas dos 17 caes avaliados.
Fisicas Clinicas
M F Idade MC | DR Céancer Al AINE Atb

(0]

N°® Ragas 6 11 anos kg | 5 13 min. 12 13
1 Labrador X 5 257 X X 150 X
4 SRD X 14 38 X 240 X
6 SRD X 12 25 X 270 X
16 SRD X 13 5,4 X 245 X
24 Teckel X 8 8,8 X X 190 X
2 Labrador X 9 39 X X 40 X X
9 SRD X 10 30 X 180 X X
12 Bull dog francés X 10 14,5 X 90 X X
17 SRD X 9 17,3 X 90 X X
18 Husky siberiano X 9 33 X X 190 X X
20 Cocker Spaniel X 5 15 X 140 X X
23 Bulldog inglés X 8 25 X 215 X X
25 SRD X 10 15 X 139 X X
5 SRD X 10 41 36 X

10 Teckel X 10 10,1 X 90 X

14 Teckel X 2 6,9 38 X

26 SRD X 10 16,6 98 X

M: macho; F: fémea; SRD: sem raca definida; MC: massa corporal; DR: doencga renal;
Al: anestesia inalatdria; AINE: anti-inflamatério nao esteroidal; Atb: antibiético.

Os resultados de estatistica descritiva para cada momento de coleta estao
apresentados nas Tabelas 2, 3 e 4. Os graficos de dispersao (Figura 1), com os

dados individuais para cada momento, sdo complementares.


http://www.graphpad.com/

Tabela 2. Dados de estatistica descritiva das variaveis uNGAL (pg/mg), sSNGAL (pg/mL), sCr
(mg/dL), UP/C e densidade urinaria (Coleta, T0). n=17

uNGAL SNGAL sCr UP/C DU

Minimo 153,0 4215 0,6000 0,02000 1,007
Percentil 25% 419,5 9001 0,8000 0,06500 1,022
Mediana 1598 13490 1,000 0,1900 1,034
Percentil 75% 54756 26449 1,400 0,9800 1,040
Maximo 173836 85877 2,100 1,700 1,055
IC (95%) Infer!or 6428 9958 0,9118 0,2044 1,025

Superior 60946 33653 1,323 0,7332 1,038
CV (%) 157,4% 105,7% 35,82% 109,7% 1,246%

IC: intervalo de confianga da mediana; CV: coeficiente de variagcao; DU: densidade urinaria. Os valores de
uNGAL foram corrigidos pela concentracao da urinaria.

Tabela 3. Dados de estatistica descritiva das variaveis uNGAL (pg/mg), SNGAL (pg/mL), sCr
(mg/dL), UP/C e densidade urinaria (Coleta, T48). n=17

uNGAL sNGAL sCr UP/C DU

Minimo 412,0 2837 0,6000 0,05000 1,003
Percentil 25% 2255 7513 0,8000 0,08000 1,015
Mediana 5412 16302 1,000 0,2100 1,037
Percentil 75% 44992 36811 1,150 0,5600 1,046
Maximo 225034 138795 1,800 1,300 1,065
IC (95%) Infer@or 2496 7631 0,9000 0,09000 1,015

Superior 34116 35916 1,100 0,4100 1,046
CV (%) 169% 115,2% 31,34% 113,2% 1,848%

IC: intervalo de confianga da mediana; CV: coeficiente de variagdo; DU: densidade urinaria. Os valores de
UNGAL foram corrigidos pela concentragdo da urinéria

Tabela 4. Dados de estatistica descritiva das variaveis uNGAL (pg/mg), SNGAL (pg/mL), sCr
(mg/dL), UP/C e densidade urinaria (Coleta, T96). n=17

uNGAL SNGAL sCr UP/C DU

Minimo 143,0 3388 0,6000 0,05000 1,009
Percentil 25% 572,5 8884 0,7000 0,1000 1,022
Mediana 3766 16180 1,000 0,1900 1,035
Percentil 75% 30481 33878 1,200 0,4100 1,045
Maximo 112747 56069 2,200 1,600 1,062
IC (95%) Infer?or 681,0 10871 0,7000 0,1000 1,024

Superior 30292 33090 1,200 0,3200 1,045
CV (%) 151,7% 74,54% 42,39% 121,8% 1,452%

IC: intervalo de confianga da mediana; CV: coeficiente de variacdo; DU: densidade urinaria. Os valores de
UNGAL foram corrigidos pela concentracédo da urinaria.

Em relagdo as possiveis influéncias dos procedimentos cirdrgicos e
tratamento pds-operatério, sobre as concentracdes séricas e urinarias de NGAL, a
maioria dos pacientes (11 de 17) teve aumento marcante do TO para T48, que séao

compativeis com Lesao tubular aguda. Entretanto, somente 5 apresentaram
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aumento de sNGAL, dentre os quais, 4 foram coincidentes com os aumentos do
UNGAL. Para considerar relevantes os aumentos das concentracdes de NGAL foi
estabelecido um minimo de 2 vezes os valores obtidos na primeira avaliagdo na
coleta TO. Na Tabela 5, estéao discriminados os pacientes e as respectivas taxas de

aumentos.

Tabela 5. Aumento de NGAL, 48 horas
apos o término da cirurgia, observados

em 10 céaes.
Pacientes UNGAL SNGAL
Aumento* (em vezes)

6 18 -
1 13 -
25 11 2
12 10 2
16 - 2
17 8 -
23 3 -
18 3 3
14 3 -
4 2 -
10 2 2

* em relag&o aos valores do TO
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Figura 1. Representagfes dos valores individuais obtidos em trés momentos, para cada uma das
cinco variaveis analisadas. Os nimeros 1, 2 e 3 do eixo X representam os trés momentos de coletas
das amostras, respectivamente, antes dos tratamentos, com dois a trés dias de tratamento e mais
dois a trés apos. As linhas vermelhas demarcam os valores das medianas. As linhas pontilhadas
em azul indicam o topo dos valores normais das variaveis.

Os resultados das analises de variancia dos 13 pacientes que tinham cancer
(Tabela 6), indicam que a obtencdo de dados em trés momentos distintos revelou
efeito extremamente significante (P<0,0001). Também, as caracteristicas clinicas
dos pacientes incluidos no estudo foram suficientemente semelhantes para gerar
efeito significante (P=0,0283). Outrossim, a interacéo repeticdo x momentos nao foi
significativa (P=0,7836), o que indica 78% de chance de conseguir 0S mesmos
efeitos em experimentos aleatérios do mesmo tamanho.

Dentre os pacientes incluidos no estudo (Tabela 1), quatro deles nao tinham
cancer, mas passaram por procedimento cirargico e foram medicados com AINE.
Assim, para a ANOVA os quatro pacientes foram isolados (Tabela 7). Constatou-

se gue somente o fator paciente teve efeito significante (P<0,0001)
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Tabela 6 Analise de variancia para mensuracées repetidas (Two-way RM ANOVA - Alfa 0,05) das
concentragdes de NGAL sérico (SNGAL) e NGAL urinario (UNGAL), além dos outros trés
indicadores tradicionais de leséo renal (sCr, DU e UP/C), avaliados em trés momentos: TO (12 a
24h antes da cirurgia); T48 (apds término da cirurgia); T96 (ap6s término da cirurgia) dos 13
pacientes com cancer.

Fonte de variagao % de variacdo total Valorde P Significancia
Repeticdes x Momentos 1,703 0,7836 ns
Repeticdes 0,8144 0,4991 ns
Momentos 25,00 <0,0001 okok K
Pacientes 20,69 0,0283 *
Tabela ANOVA Valor de P
Repeticdes x Momentos "F (8, 144) = 0,5916" P=0,7836
Repeticbes "F(2,36) =0,7085" P=0,4991
Momentos "F (1,355, 48,78) =17,37" P<0,0001
Pacientes "F (36, 144) = 1,598" P=0,0283

NGAL: Lipocalina associada a gelatinase de neutrdfilos; sCr: creatinina sérica; DU: densidade urinaria;
UP/C: razao proteina/creatinina urinéria. Os valores de uNGAL foram corrigidos pela concentragéo da
urinaria; AINE: anti-inflamatério ndo esteroidal.

Tabela 7. Andlise de varidncia para mensuracdes repetidas (Two-way RM ANOVA - Alfa 0,05)
das concentragdes de NGAL sérico (SNGAL) e NGAL urinario (UNGAL), além dos outros trés
indicadores tradicionais de leséo renal (sCr, DU e UP/C), avaliados em trés momentos: TO (12 a
24h antes da cirurgia); T48 (apds término da cirurgia); T96 (apds término da cirurgia) dos quatro
pacientes caninos sem cancer.

Fonte de variacdo % de variacdo total  Valor de P Significancia
Repeticdes x Momentos 1,058 0,7378 ns
Repeticdes 0,3921 0,3727 ns
Momentos 30,81 0,1669 ns
Pacientes 61,54 <0,0001 ok
Tabela ANOVA Valor de P
Repeticbes x Momentos "F (8, 30) =0,6402" P=0,7378
Repeticdes "F (1,404, 21,05) =0,9487" P=0,3727
Momentos "F(4,15)=1,877" P=0,1669
Pacientes "F (15, 30) = 19,85" P<0,0001

NGAL: Lipocalina associada a gelatinase de neutrdéfilos; sCr: creatinina sérica; DU: densidade urinaria;
UP/C: razao proteina/creatinina urinéria. Os valores de uNGAL foram corrigidos pela concentracédo da
urinaria; AINE: anti-inflamatério ndo esteroidal.

O teste de Spearman r, aplicado sob forma de matriz de correlagcdo para

todas as variaveis continuas com as respectivas repeticdes, evidenciou correlacéo

entre UNGAL e UP/C (Tabela 8).

Com o mesmo teste, considerando os tempos de duracdo das anestesias

para os procedimentos cirurgicos, a administragdo de AINE, e os valores de SNGAL

e UNGAL do T48, para cada paciente, ndo houve correlacdo significativa entre as

variaveis.
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Tabela 8. Resultados de analise de correlacdo entre as varidveis uNGAL (pg/mg), sCr (mg/dL),
UP/C, densidade urinaria e tempo de anestesia (mostrados somente resultados estatisticamente
significantes). n=17

Spearman (UNGAL vs UP/C) r P

Coleta TO; pré-cirurgia 0,877 0,00001
Coleta T48; pbs-cirurgia, em tratamento 0,766 0,0005
Coleta T96; pds-cirurgia, em tratamento 0,685 0,0031

UNGAL: Lipocalina associada a gelatinase de neutréfilos urinaria; sCr: creatinina sérica; DU: densidade
urinaria; UP/C: raz&o proteinal/creatinina urinaria. Os valores de uNGAL foram corrigidos pela
concentracdo da urinaria

8. DISCUSSAO

Para acompanhar o transcurso e desfecho do pdés-operatério imediato
(quatro a cinco dias), foram reavaliados biomarcadores tradicionais (sCr, UP/C e
DU) e as concentracdes séricas e urinarias de NGAL. Os resultados, comparados
aos dados basais (obtidos 12 a 24 horas antes da cirurgia) mostraram que 0S
biomarcadores tradicionais ndo apresentaram variagdo significativa, tanto
estatistica quanto clinicamente, como ja esperado (KAl et al., 2013, PALM et al.,
2016). Contudo, houve alteracdo (P <0,0001) de uNGAL e sNGAL. A maioria dos
pacientes (11 de 17) teve aumento marcante da uNGAL (T48), que sdo compativeis
com leséo tubular aguda.

Muito embora os pacientes avaliados tenham passado por anestesia
inalatéria, cirurgia e tratamento pds-operatério semelhantes, a condicdo médica,
particular de cada um, constituiu fator altamente relevante para as variacdes das
concentragcdes de uNGAL.

Nos casos de cancer, os tecidos podem expressar quantidades altas de
NGAL (BAUER et al., 2008, COBRIN et al., 2016). Também foi relatado que a
molécula, desempenha papel no desenvolvimento e progresséo de varios tipos de
cancer (SUN et al., 2011). Dentre os 13 pacientes com cancer, sete tinham uNGAL
aumentado, j& no primeiro momento (TO).

A doenca renal cronica estabelecida também pode gerar aumento NGAL
(HSU et al., 2014b, STEINBACH et al., 2014, AHN; HYUN, 2015, KIM et al., 2019,
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KO et al., 2021). Dentre os pacientes, cinco apresentavam doenca renal pré-
existente e UNGAL aumentado ja na primeira coleta de amostras.

Os anestésicos inalatorios, incluindo isoflurano e sevoflurano, que foram
utilizados nos pacientes do presente estudo, poderiam causar diminuicdo da
perfusdo sanguinea renal a depender da dose administrada. Pacientes que
recebem anestesia inalatéria podem ter risco de desenvolver LRA, a depender dos
fatores clinicos, como idade avancada e doencas preexistentes, que sao
considerados preditores de LRA pés-operatéria. (KUKANICH et al, 2012, KIM et al.,
2021). Contudo, os tempos de duragdo das anestesias, ndo houve correlagdo com
as demais variaveis. Outrossim, o0s pacientes foram medicados com anti-
inflamatorio ndo esteroidal e antibioticos, isoladamente ou combinados. Embora
tenham sido usadas doses terapéuticas, existe a possibilidade de haver efeitos
colaterais ou adversos. O NSAID administrado inibe principalmente a COX-2, mas
também a COX-1. Sabe-se que os cdes sao particularmente mais sensiveis aos
possiveis efeitos adversos, principalmente se houver comorbidades (LOMAS;
GRAUER, 2015), como é o caso neste estudo. No entanto, os resultados desse
estudo néo indicaram ter havido efeitos adversos dos farmacos administrados no
pbs-operatorio.

Os dados de uNGAL sdo mais especificos do que os de sNGAL, para
detectar LRA (MISHRA et al., 2003, LEE et al., 2012). Entretanto, a NGAL néo é
secretada unicamente pelos tdbulos renais, mas também em outros 6rgdos além
dos rins (COBRIN et al., 2016, KIM et al., 2019). A NGAL circulante é filtrada nos
glomérulos, reabsorvida nos tabulos proximais e excretadas no limen na alca de
Henle (KIM et al., 2014). Portanto, a SNGAL compde o pull eliminado na urina.
Entretanto, os resultados do presente estudo ndo mostraram correlacdo
significativa entre os valores de SNGAL e uNGAL.

A estatistica descritiva revelou coeficientes de variacao (CV) muito altos para
as variaveis SNGAL, uNGAL, indicando disparidade entre as condic¢des clinicas dos
pacientes. Por outro lado, para os indicadores convencionais, sCr e DU, o0s
resultados de CV baixos, confirmam padrées mais uniformes nos trés momentos
de avaliagcdo. Contudo, os valores de CV da UP/C foram altos e, ndo por acaso,
juntamente com a uUNGAL, foram as Unicas variaveis com correlacao significativa.
A NGAL pode estar relacionada com o grau de proteindria em pacientes com

doencas renais decorrentes de processos infecciosos (PERIS et al., 2020).
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Contudo, na literatura consultada, ndo foram encontradas outras observacgdes
sobre correlacao entre uUNGAL e UP/C.

Estudos realizados com modelos experimentais de lesdo renal induzida,
mostram que, na LRA, a creatinina se eleva tardiamente em comparacdo com a
NGAL, que chega a se elevar em duas horas apoés o insulto (LEE et al., 2012, KAI
et al., 2013, PALM et al., 2016). No presente estudo de pacientes com doencas
naturalmente adquiridas, foram diagnosticados cinco casos de doenca renal e 13
de céancer, ambas pré-existentes, por meios convencionais. Porém so6 foram

identificadas as lesdes tubulares agudas por meio dos resultados de uNGAL.

9. CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo confirmaram a hipétese proposta. Foi
possivel detectar aumentos de UNGAL compativeis com lesdo tubular aguda,
apesar da auséncia de sinalizacdo dos biomarcadores convencionais.

Os marcadores tradicionais n&o sao eficientes para determinar lesdes renais
nos pacientes com condi¢cdes clinicas pré-existentes em risco de desenvolver
insuficiéncia renal aguda.

E plausivel considerar que varios fatores podem estar simultaneamente
relacionados as variacdes da UNGAL, com destaque para 0s procedimentos

cirdrgicos e as condi¢des clinicas de cada paciente.
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