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AVALIACAO COMPARATIVA DOS BIOMARCADORES DE PARADA DO CICLO
CELULAR [TIMP-2] E [IGFBP7] COM MARCADORES TRADICIONAIS DE LESAO
RENAL AGUDA EM CADELAS SEPTICAS

RESUMO

A leséo renal aguda (LRA) é uma complicacdo grave da sepse e esta associada a
altos indices de morbidade e mortalidade. Diversos biomarcadores ndo invasivos,
séricos ou urinarios, tém sido investigados no diagnostico precoce da LRA.
Recentemente, biomarcadores de parada de ciclo celular, como o inibidor tecidual da
metaloproteinase-2 [TIMP-2(u)] e a Proteina 7 de ligacdo ao fator de crescimento
semelhante a insulina [IGFBP7(u)], surgiram como potenciais indicadores de LRA em
pacientes humanos criticamente enfermos. Esses biomarcadores sdo excretados na
urina em resposta ao estresse celular e tém mostrado sensibilidade na detecgéo
precoce de lesdes renais. Até o momento nada foi publicado sobre a utilizacédo de tais
marcadores em cdes. Uma condi¢do potencial de sepse na medicina veterinaria é a
piometra, sendo os animais acometidos considerados bons modelos experimentais.
Neste estudo prospectivo e cego, avaliou-se a eficacia dos biomarcadores urinarios
TIMP-2(u) e IGFBP7(u) na deteccdo de LRA em 27 cadelas com piometra
consideradas sépticas segundo os critérios da SIRS (Sindrome da Resposta
Inflamatoria Sistémica). Utilizou-se o grau histopatolégico de lesdo renal como padrao-
ouro para a formacgao dos grupos discreto, moderado e severo e comparou-se esses
biomarcadores aos tradicionais: creatinina sérica [Cr(s)], dimetilarginina simétrica
sérica [SDMA(s)], gama glutamil transferase urindria [GGT(u)], e a razéo
proteina/creatinina urinaria (UPC), por meio da Analise de Componentes Principais
(PCA). A creatinina sérica ndo excedeu 1,6 mg/dL, e todas as cadelas foram
consideradas nao azotémicas. A lesdo tubular foi a mais prevalente, observada em
85% das pacientes, destacando a necessidade de acompanhamento renal em
pacientes sépticos. Nao houve diferenca significativa nos biomarcadores
convencionais: Cr(s) (p=0,3672), GGT(u) (p=0,2820), SDMA(s) (p=0,1819) e UPC
(p=0,1119). No entanto, os biomarcadores urinarios isolados ou em relacdo a
creatinina urinaria [Cr(u)], SDMA(u) (p=0,0006), SDMA(u)/Cr(u) (p=0,0198),
IGFBP7(u) (p=0,0001), IGFBP7(u)/Cr(u) (p=0,0189), TIMP-2(u) (p=0,0006), TIMP-
2(u)/Cr(u) (p=0,0153), e [IGFBP7].[TIMP2] (p=0,0001) foram capazes de diferenciar
0s grupos de gravidade histopatoldgica renal. Esses resultados sugerem a potencial
precocidade desses biomarcadores urinarios na pratica clinica veterinaria e apontam
para a possibilidade de serem adicionados aos critérios de diagndstico e estadiamento
da LRA.

Palavras-chave: biomarcadores urinarios, biopsia renal, caes, nefrologia veterinaria,
sepse.



COMPARATIVE EVALUATION OF CELL CYCLE ARREST BIOMARKERS [TIMP-
2] AND [IGFBP7] WITH TRADITIONAL MARKERS OF ACUTE KIDNEY INJURY IN
SEPTIC FEMALE DOGS

ABSTRACT

Acute Kidney Injury (AKI) is a serious complication of sepsis and is associated with
high rates of morbidity and mortality. Several non-invasive biomarkers, both serum and
urinary, have been investigated for early AKI diagnosis. Recently, cell cycle arrest
biomarkers such as tissue inhibitor of metalloproteinase-2 [TIMP-2(u)] and Insulin-like
Growth Factor Binding Protein 7 [IGFBP7(u)] have emerged as potential indicators of
AKIl in critically il human patients. These biomarkers are released in urine in response
to cellular stress and have shown sensitivity in early detection of renal injuries. To date,
no studies have been published on the use of such markers in dogs. A potential
condition of sepsis in veterinary medicine is pyometra, with affected animals
considered good experimental models. In this prospective, blinded study, we evaluated
the effectiveness of urinary biomarkers TIMP-2(u) and IGFBP7(u) in detecting AKI in
27 dogs with pyometra classified as septic according to SIRS (Systemic Inflammatory
Response Syndrome) criteria. We used histopathological grading of renal injury as the
gold standard to categorize groups into mild, moderate, and severe, and compared
these traditional biomarkers: serum creatinine [Cr(s)], serum symmetric
dimethylarginine [SDMA(s)], urinary gamma-glutamyl transferase [GGT(u)], and
urinary protein/creatinine ratio (UPC), using Principal Component Analysis (PCA).
Serum creatinine did not exceed 1.6 mg/dL, and all patients were considered non-
azotemic. Tubular injury was the most prevalent, observed in 85% of patients,
emphasizing the need for renal monitoring in septic patients. There were no significant
differences in conventional biomarkers: Cr(s) (p=0.3672), GGT(u) (p=0.2820),
SDMA(s) (p=0.1819), and UPC (p=0.1119). However, isolated urinary biomarkers or
in relation to urinary creatinine [Cr(u)], SDMA(u) (p=0.0006), SDMA(u)/Cr(u)
(p=0.0198), IGFBP7(u) (p=0.0001), IGFBP7(u)/Cr(u) (p=0.0189), TIMP-2(u)
(p=0.0006), TIMP-2(u)/Cr(u) (p=0.0153), and [IGFBP7].[TIMP2] (p=0.0001) were able
to differentiate between groups of renal histopathological severity. These findings
suggest the potential early utility of these urinary biomarkers in veterinary clinical
practice and indicate the possibility of their addition to diagnostic and staging criteria
for AKI.

Keywords: dogs, renal biopsy, sepsis, urinary biomarkers, veterinary nephrology.
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CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

1 INTRODUCAO

A sepse é caracterizada como uma sindrome grave e multifatorial decorrente
de uma intensa e descontrolada resposta inflamatéria do organismo, frente a uma
infeccdo e que pode levar a hipotensdo e a diminuicdo de oxigenacao dos tecidos,
culminando na faléncia multipla de 6rgéos (Harjen et al., 2021; Molema et al., 2022).
Dentre os 6rgdos acometidos, os rins sdo um dos principais afetados, o que resulta
frequentemente em Lesdo Renal Aguda (LRA) em humanos e animais (Flannery et
al., 2021; Kuwabara et al., 2022; Zarbock et al., 2023). A LRA é definida como uma
sindrome resultante de um insulto aos rins, que leva a diminui¢do abrupta da taxa de
filtracdo glomerular (também pode ser marcada por apenas lesédo renal sem perda da
funcdo em seus estadios iniciais), juntamente com disturbios hidroeletroliticos,
acumulo de metabolitos toxicos, deterioracdo da funcdo endocrina renal e
desequilibrio acido-base (International Renal Interest Society, 2016; Ciuca et al.,
2022).

Embora o desenvolvimento da LRA como uma das principais complica¢des da
sepse seja bem conhecido, a fisiopatologia da interrelacdo entre as duas sindromes
nao esta completamente elucidada (Chang et al., 2022), mesmo que estudos prévios
tenham implicado a disfuncdo microcirculatéria, a reprogramacédo metabdlica celular
e as respostas inflamatoérias desreguladas como possiveis causas (Doganyigit et al.,
2022; Molema et al., 2022; Zarbock et al., 2023).

Tanto a sepse quanto a LRA apresentam elevadas morbidade e mortalidade,
impactando milhdes de pacientes humanos e veterinarios anualmente (Kuwabara et
al., 2022; Montealegre; Lyons, 2021). No entanto, quando ocorrem simultaneamente
- na forma de sepse associada a LRA (SE-LRA) - prenuncia-se um prognaostico pior
do que o observado em cada uma dessas sindromes isoladamente (Kellum et al.,
2021; Kuwabara et al., 2022). Isto resulta no significativo aumento da taxa de
mortalidade, dos custos hospitalares e aumento de complicagdes, tais como doengas
cardiovasculares, doenca renal cronica e faléncia renal (Xie et al., 2019; John, 2020;
Flannery et al., 2021).



Dada a escassez de estudos sobre a fisiopatologia associada a essa condicao,
a SE-LRA emerge como um grave problema de saude publica, demandando uma
investigacdo mais aprofundada e, por conseguinte, a necessidade crescente de um
modelo experimental (Nandi et al., 2020). Caes acometidos por piometra sao
considerados um excelente modelo para SE-LRA, uma vez que as bactérias
encontram no ambiente uterino um local propicio para seu crescimento, a
fisiopatologia &€ semelhante entre as espécies humana e canina e apresenta elevada
casuistica (Gasser et al., 2020; Hagman, 2018; 2023; McCobb et al., 2023).

O diagnostico precoce da LRA é fundamental para reduzir a evolucdo do
envolvimento renal e a mortalidade com a implementacdo de intervencdes
terapéuticas (Yerramilli et al., 2016; Chang et al., 2022; Ragéan, et al. 2022). Embora
o diagnéstico e estadiamento da LRA sejam, atualmente, baseados no historico,
achados clinicopatoldgicos e exames de imagem, os biomarcadores renais sdo os
mais utilizados para este fim. Ha quase duas décadas, o diagndéstico da leséo renal
aguda (LRA) baseia-se principalmente na reducédo do débito urinario e na elevacdo da
creatinina sérica [Cr(s)]. Esta elevacao pode ocorrer tanto por valores absolutos acima
da faixa de referéncia quanto por um aumento progressivo superior a 0,3 mg/dL em
48 horas (International Renal Interest Society, 2016; Chang et al., 2022).

No entanto, a dosagem da creatinina como biomarcador da LRA pode ser
afetada pela idade, sexo, raca, dieta, pontuacdo de massa muscular e estado hidrico.
E importante ressaltar que o aumento so6 é significativo quando ocorre perda de pelo
menos 50-75% da funcdo renal (Chang et al.,, 2022; Hokamp; Nabity, 2016;
International Renal Interest Society, 2016). Além de ndo ser considerada um
biomarcador precoce, resultando em falha no diagndstico em um momento no qual as
intervencdes terapéuticas sao susceptiveis de trazer beneficios (Martin-Cleary et al.,
2023; Wen; Parikh, 2021). A avaliacdo de um aumento sérico de 48 horas da Cr(s),
como padronizado para diagnostico (International Renal Interest Society, 2016), pode
ser fatal para um paciente séptico cuja apresentacdo clinica pode variar muito
rapidamente (Huang et al., 2021).

Além da Cr(s), a dimetilarginina simétrica sérica SDMA(S) é utilizada na prética
clinica como um biomarcador mais precoce de doenca renal crénica em relacdo a

creatinina, pois aumenta a partir da perda de 25% da funcao renal e recentemente



esta sendo investigada como marcador funcional endégeno precoce de LRA em cées
e gatos, com resultados promissores (Loane et al., 2022; Starybrat et al., 2022).

Até o momento, outros biomarcadores estdo sendo pesquisados mundialmente
como a N-Acetil-B-glucosaminidase (NAG), molécula de lesdo renal-1 (KIM-1),
interleucinas 6 e 18 (IL-6, IL-18), lipocalina associada a gelatinase de neutrofilos
(NGAL) e cistatina C (cysC) (Lesnik et al., 2022; Nabity; Hokamp; 2023). Contudo, a
aplicabilidade clinica desses novos biomarcadores renais permanece limitada, uma
vez que diversos estudos revelaram que nem sempre estdo disponiveis para serem
utilizados na pratica médico veterinaria (Nabity; Hokamp, 2023), ou a sua dosagem
nao refletia a condicao real do rim em leséo renal aguda confirmada por biépsia como
padrdo-ouro (Crivellenti et al., 2014). A bidpsia renal é necessaria para estabelecer
um diagnéstico definitivo e determinar a gravidade da lesdo e pode ser necessaria em
casos de LRA (Vaden, 2005; Schnuelle, 2023). No entanto, a andlise histopatoldgica
da LRA relacionada a sepse em pacientes criticos € um tema pouco estudado (Kosaka
et al., 2016).

Recentemente, os biomarcadores urinarios associados a parada do ciclo celular
e que indicam estresse celular renal, o inibidor tecidual metaloproteinase-2 - TIMP-
2(u) e a proteina de ligacdo ao fator de crescimento semelhante a insulina 7 —
IGFBP7(u), vém sendo aplicados em pacientes humanos em unidades de terapia
intensiva para predizer o desenvolvimento da LRA (Mello et al., 2022; Martin-Cleary
et al., 2023; Schanz et al., 2023). Essas duas proteinas estdo envolvidas na
interrupcéo do ciclo celular durante a fase G1, a qual ocorre se danos ao DNA celular
forem detectados (Kashani et al., 2013; Greco et al., 2023;). Este € um mecanismo de
autoprotecdo para evitar que as células danificadas continuem a se dividir, o que
poderia levar a mais danos (Greco et al., 2023). Ambas sdo expressas em todo o
corpo, especialmente nas células tubulares dos rins. Desta forma, quando lesionado,
o rim aumenta a producao de TIMP-2(u) e IGFBP7(u) que podem ser detectadas na
urina (Kashani et al., 2013).

Na medicina, foi desenvolvido o teste de imunoensaio Nephrocheck® (Astute
Medical, San Diego, CA, USA), que permite uma avaliagdo rapida e precisa das
concentragcfes urindrias dos biomarcadores [TIMP-2] e [IGFBP7], possibilitando a

previsao precoce do desenvolvimento da LRA (Mello et al., 2022; Martin-Cleary et al.,



2023). Este teste gera um indice de risco quantitativo, combinando ambos os
biomarcadores em uma unica propor¢cdo numérica ([TIMP-2].[IGFBP7]), considerada
um preditor confiavel de LRA em pacientes criticos humanos (Martin-Cleary et al.,
2023). Apesar do potencial promissor e das vantagens desses biomarcadores em
relacdo a creatinina, amplamente utilizada na pratica clinica, ainda ndo ha publicacdes
sobre sua aplicacdo na medicina veterinaria.

Em decorréncia da escassez de trabalhos conclusivos com relagédo a utilizacao
dos biomarcadores TIMP-2 e IGFBP7 como possiveis indicadores de lesdo renal
aguda, pelo fato de as alteragBes vistas ndo terem sido sempre confirmadas por
bidpsia, almejou-se com este estudo verifich-los e valida-los nho momento do
diagnostico de piometra em cadelas com sepse, correlacionando-0s com a gravidade
das lesdes histopatolégicas como padrédo-ouro; além de verificar se possuem
superioridade diagndstica em comparacdo aos biomarcadores classicos Cr(s),

SDMA(s), GGT(u) e a razéo proteina creatinina urinaria (UPC).
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