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RESUMO

ESTUDO DA DOSAGEM DA CISTATINA C URINARIA, COMO BIOMARCADOR DA FUNGCAO
RENAL, EM FETOS PORTADORES DE UROPATIA OBSTRUTIVA BAIXA

O avanco das técnicas de imagem tem melhorado a capacidade de diagndstico
e tratamento pré-natal de fetos portadores de uropatia obstrutiva baixa. O
tratamento intrauterino depende da adequada selecdo dos fetos com fungéo
renal ainda preservada, que se beneficiem deste procedimento. Varios
biomarcadores tem sido estudados para predigcdo pré-natal da funcdo renal
com eficacia variavel. A cistatina C surge como um biomarcador urinario fetal
promissor. Em condicdes fisiologicas, sua concentracdo nado varia com a idade
gestacional e independe de massa muscular, dieta, estado nutricional,
inflamagé&o, género ou etnia. Objetivo: Dosar a cistatina C na vida fetal em
amostras de urina fetal e liquido amnibtico para avaliar sua eficAcia como
biomarcador da funcédo renal, em fetos portadores de uropatia obstrutiva baixa.
Métodos: Estudo transversal e prospectivo. Entre 2013 e 2016, 45 gestantes
no Centro de Medicina Fetal do Hospital das Clinicas da UFMG, 38 fetos
(grupo 1) portadores de uropatia obstrutiva baixa, com indicacdo de puncao
vesical para coleta de urina e andlise bioquimica, como critério de selecédo para
tratamento intrauterino e, 07 fetos (grupo 2) sem anomalias estruturais, com
indicacdo para amniocentese para diagnéstico pré-natal, dos quais
acompanhamos 28 casos do grupo 1 (grupo de estudo) e 6 casos do grupo 2
(grupo controle). Foram colhidas amostras para dosar cistatina C. Utilizados os
métodos estatisticos de Anderson Darling, teste-t; teste de Mann Whitney,
teste de Kruskal Wallis e coeficiente de Sperman. Para a sensibilidade e
especificidade da cistatina C foi utilizada curva ROC. Resultados: A Cistatina
C foi identificada nas 28 amostras de urina fetal (grupo 1) e 6 amostras de
liguido amniotico (grupo 2), apresentando concentracdo significativamente
diferente nos dois grupos, maior no grupo 1 em relagéo ao grupo 2 (p=0,021).
Nos fetos do grupo 1 comparou-se a dosagem de cistina C com a osmolaridade
normal e alterada, ndo se observando diferenca significativa. Na curva ROC
com ponto de corte de 1379,50, obteve-se uma sensibilidade de 50% e uma
especificidade de 88,2%, com valor de area sob a curva de 0,657 considerada
satisfatéria. Em amostras urinarias de 6 fetos do grupo 1 realizou-se além da
dosagem da cistatina C a da creatinina e da uromodulina verificando através de
uma segunda curva ROC a eficécia da cistatina C na predicdo da gravidade da
doenca. Conclusdo: Os niveis de cistatina C ndo apresentaram correlacdo
estatisticamente significativa com a dosagem da osmolaridade na urina fetal.
No entanto, mostrou-se um biomarcador eficaz de funcéo renal no periodo pré-
natal quando comparado os fetos com e sem uropatia (p=0,021). Todos os
fetos do grupo sem uropatia (6 fetos) e os com uropatia que sobreviveram com
funcéo renal preservada (5 fetos) apresentaram valores inferiores ao ponto de
corte escolhido no estudo de 1379,50, sugerindo ser satisfatoria para deteccéo
ou exclusdo da faléncia renal. Comparando-se com outros marcadores
urinarios, somente a cistatina C demonstrou capacidade de identificar a funcéo
renal fetal, com valor de area sob esta segunda curva ROC de 0,750. Novos
estudos sdo necessarios, com amostras maiores, para comparar a cistatina C
com outros biomarcadores e com a funcdo renal pds-natal em longo prazo.
Palavras-chave: Uropatia obstrutiva; urina fetal; liquido amniotico; cistatina C;
funcao renal; curva ROC; amniocentese.




ABSTRACT

ANALYSIS OF URINARY CYSTATIN C, AS A BIOMARKER OF THE RENAL
FUCTION, IN FETUS WITH LOW OBSTRUCTIVE UROPATHY

The advancement of imaging techniques in recent years has substantially
improved the ability of prenatal diagnosis and treatment of fetuses with low
obstructive uropathies. Intrauterine treatment depends on the proper selection
of fetuses that benefit from this procedure. Several biomarkers have been
studied for prenatal prediction of renal function with varying efficacy. Cystatin C
appears as a promising urinary biomarker. Under physiological conditions, it
does not vary with gestational age and is unaffected by diet, nutritional status,
inflammation, gender or ethnicity. Objective: Dose cystatin C protein in fetal
urine and amniotic fluid samples to evaluate its efficacy as a biomarker of renal
function in fetuses with low obstructive uropathy. Methods: It is a cross-
sectional and prospective study. Between March 2013 and March 2016, 45
pregnant women were being monitored at the Fetal Medicine Center of the
UFMG Clinical Hospital, which 38 fetuses (group 1) with low obstructive
uropathy, with indication of urine puncture and biochemical analysis, as a
selection criterion for intrauterine treatment, and 07 fetuses (group 2) without
structural abnormalities, with indication for amniocentesis for prenatal diagnosis,
which we have follow-up in 28 cases of group 1 (study group) and 6 cases of
group 2 (control group) from whom were collected Cystatin C for dosing. The
statistical methods used were Anderson Darling, t-test, Mann Whitney test,
Kruskal Wallis test and the Coefficient of Sperman. To assess the sensitivity
and specificity of cystatin C the ROC curve was used. Results: Cystatin C was
identified in the 28 samples obtained from fetal urine (group 1) and in the 6
amniotic fluid samples (group 2), showing a significantly different concentration
in both groups, higher in group 1 compared to group 2 (p= 0.021). In the fetuses
of group 1 the cystatin C dosage was compared with normal and altered
osmolarity, with no significant difference being observed. In the ROC curve with
a cut-off point of 1379.50, a sensitivity of 50% and a specificity of 88.2%, with
an area value under the curve of 0.657, could be considered satisfactory for
detection or exclusion of the disease studied and its severity. In urinary samples
from 6 fetuses of group 1 in addition to the cystatin C dosage, creatinine and
uromodulin were also measured, the analysis of a second ROC curve was used
and demonstrated efficacy in predicting disease severity with cystatin C
alone.Conclusion: Cystatin C levels did not present a statistically significant
correlation with the osmolarity in the fetal urine of patients with lower urinary
tract obstruction. However, it was shown to be an effective biomarker of renal
function in the prenatal period when compared to fetuses with and without
uropathy (p = 0.021). All fetuses in the group without uropathy (6 fetuses) and
those with uropathy that survived with preserved renal function (5 fetuses)
presented values lower than the cutoff point of the ROC curve of 1379.50
proving to be satisfactory for detection or exclusion of renal failure. Compared
with other urinary markers, only cystatin C demonstrated the ability to identify
the fetal renal function, with an area value under this second ROC curve of
0.750. New studies are needed, with larger samples, to compare cystatin C with
other biomarkers and with long-term postnatal renal function.Keywords:
obstructive nephropathies, fetal urine, amniotic fluid, cystatin C, biomarker of
kidney function, ROC curve, amniocentesis.
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1 - INTRODUCAO

A origem da vida foi um dos principais fatores que me trouxeram a este
momento impar, de me aprofundar em uma pesquisa em Medicina Fetal.

Iniciei a minha formac&o médica, voltada para compreensao do paciente,
primeiramente sendo monitora em cirurgia geral e técnica operatéria,
aprendendo a dissecar seres ja inanimados, que cediam seus corpos
indigentes para a nossa compressao da anatomia humana, e participando de
atos cirurgicos onde se buscava a cura através do tratamento de inflamacdes
(como a apendicite), corpos estranhos ou tumores, ou mesmo através da
reconstrucdo do que antes a natureza havia feito com perfeicédo, e que nés, ao
nos acidentarmos, acabamos por necessitar de correcdo. Mas nao satisfeita
com o processo de cura e restauracdo me interessei pela prevencao e, através
da ginecologia e obstetricia, vislumbrei um meio de me inserir e, porque nao
dizer tentar ser proativa, desde os primérdios da vida quando inicia sua jornada
ao nascimento, e por melhor dizer, em sua concepcao, pois através de seus
gens e de sua trajetdria, logo apds a fecundacédo, comecga a ter seu “destino”
delineado, o que podemos chamar de epigenética, nos meios cientificos atuais,
onde a importancia capital de cada detalhe (mesmo na vida intrauterina) tem
um papel fundamental em nossas vidas futuras e, mesmo em nosso bem estar
como embrides e fetos, primérdios do que seremos apds o parto.

Resolvi entdo estudar ultrassonografia, para visibilizar as primeiras
transformacdes nos embrides, fetos, vislumbrando todo o maravilhoso
processo da embriogénese e culminando com a formacdo de um novo ser, que
neste trajeto apresenta um caminho singular, ja que cada vida é Unica e nao
passivel de reproducdo, pois mesmo em gémeos e clones, com extrema
similaridade, os percursos e consequéncias serdo distintos, apresentando cada
ser sua propria historia de vida.

Este fato, da singularidade, nos da o valor de cada vida gerada e nos
alerta para necessidade da manutencdo e garantia da qualidade de vida (e
morte) de cada individuo em si.

Sim, me referi a morte, € verdade, pois neste momento reflexivo,
percebo que esta é inevitavel a todos nds (por mais que, as vezes, queiramos

esquecer este detalhe fatal de extrema importancia), e para lembrarmos que
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uma morte digna € o ideal, com respeito, serenidade, com o minimo de
sofrimento e no momento de cada um.

Ap6s a formacdo e residéncia médica na Universidade Federal
Fluminense (UFF), eu me inscrevi nas provas de titulacgdo em ginecologia e
obstetricia (TEGO) e ultrassonografia (membro titular do CBC, Colégio
Brasileiro de Radiologia) e resolvi fazer pds-graduacdo em infertilidade (no
Instituto Fernandes Figueira, IFF, da Fundacdo Oswaldo Cruz, FGV), para
auxiliar casais em dificuldades a gerar uma nova vida, além de pds-graduacéo
na UFF em Doencas Sexualmente Transmissiveis (uma das principais causas
de esterilidade no casal) e Gestio Hospitalar (na Faculdade Alvares Penteado,
para gerenciar melhor os custos de forma salutar).

Mas sentia que faltava algo e, era a continuidade da vida académica,
que o doutorado da UFMG me proporcionou, através deste estudo, o
acompanhamento da equipe multidisciplinar de Medicina Fetal no Hospital das
Clinicas e, da experiéncia que obtive com os ultimos dois anos como
professora substituta no Departamento de Ginecologia e Obstetricia, onde
aprendi muito com os colegas, alunos e pacientes.

O Centro de Medicina Fetal do Hospital das Clinicas da Universidade
Federal de Minas Gerais (CEMEFE HC/UFMG) é referéncia do Sistema Unico
de Saude (SUS), sendo referéncia em todo o estado de Minas Gerais para 0
diagnéstico e acompanhamento dos casos de gravidez com malformacdes
fetais, gerando grande fluxo de pacientes que necessitam de acompanhamento
especializado, de todas as partes do estado, inclusive fetos com diagnéstico
pré-natal de alteracdes renais, principalmente os com quadros obstrutivos.
Desenvolve pesquisas com o intuito de compreender cada vez mais o contexto
do diagndstico de malformacéo fetal para que a assisténcia possa ser sempre
aprimorada, especifica e precoce. Semanalmente, também é realizada uma
reunido da equipe, conduzida por obstetras, fetdlogos, neonatologistas,
geneticistas, psicologos, bidlogos, residentes e outros profissionais da area da
salde. Sao discutidos os casos encaminhados para o centro, comentadas as
evolucdes dos quadros clinicos, resultados de exames de imagem, cirurgias e
intervencdes, além de rediscutidas condutas de acordo com cada
circunstancia, ocorre entdo o acompanhamento por toda a equipe sendo

noticiados os resultados de pés-natal das pacientes acompanhadas. Além de
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ser um centro de pesquisa e formacdo profissional, na graduacdo, pos-
graduacdo e residéncia médica. Pelo fato de serem realizadas avaliacdes
seriadas de ultrassonografia, verifica-se desde o inicio a possibilidade de
tratamento intrauterino, com o objetivo de preservar a anatomia e funcéo renal
até que o tratamento neonatal apdés o nascimento possa ser debatido e
realizado, melhorando significativamente a evolucao perinatal destes fetos.
Este estudo visa contribuir para o avango no conhecimento das doencas
obstrutivas baixas como as anomalias congénitas com obstru¢cdes do trato
urinario baixo (LUTO) através da analise da glicoproteina cistatina C na urina

fetal como biomarcador pré-natal de fungéo renal.
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2 — REVISAO DE LITERATURA
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2 — REVISAO DE LITERATURA

2.1 — Nefrouropatias — conceitos

As anomalias congénitas do rim e do trato urinario fetal (CAKUT)
representam um importante, complexo e heterogéneo grupo de doencas que
podem acometer o feto e o individuo, sendo as obstrutivas do trato urinério
baixo (LUTO) o principal foco deste estudo. Representam 30% do total de
anomalias diagnosticadas no pré-natal (SANNA-CHERCHI S et al., 2009), das
quais 20% terdo importancia clinica, e segundo Parvex et al. (2012) torna-se
um motivo frequente para se referenciar ao aconselhamento no pré-natal de
alto risco e especializado (nefrologista). Dentre as malformacfes do trato
urinario, as uropatias obstrutivas sdo as mais frequentes e constituem as
principais causas de faléncia renal antes do segundo ano de vida (DICKE et al,
2006). Essas uropatias sdo uma das causas mais frequentes de insuficiéncia
renal na infancia e adolescéncia, em todo o mundo, além de serem as unicas,
juntamente com as glomerulonefrites, cujo tratamento precoce € capaz de
prevenir ou adiar a perda cronica da funcéo renal (PEREIRA et al., 2000).

Conforme consta no texto do Presidente da Sociedade Brasileira de
Nefrologia (SBN), Dr Daniel Rinaldi dos Santos, e do secretario geral da SBN,
Dr Roberto Requido Moura, no dia mundial do rim no ano de 2014, a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) tem considerado as Doencgas Cronicas
N&o Transmissiveis (DCNT) com um dos principais desafios em saude publica
para as proximas décadas. Nesse contexto, a OMS tracou estratégias para a
reducdo da mortalidade por essas doencas até 2022. O Brasil foi um dos
primeiros paises a aderir oficialmente a esse programa. Através das acdes da
SBN junto ao Ministério da Saude, a Doenca Renal Cronica (DRC) passou a
ser considerada um dos pilares do Plano de Enfrentamento das DCNT no
territorio brasileiro. A DRC é caracterizada pela perda progressiva e irreversivel
das funcgdes renais. Os desfechos mais alarmantes da DRC s&o a mortalidade
por doenca cardiovascular e a necessidade de Terapia Renal Substitutiva
(TRS). A TRS consiste de hemodialise, dialise peritoneal e transplante. De
acordo com dados da SBN, em 2012 havia cerca de 100 mil brasileiros em

didlise. Ainda de acordo com dados da SBN, em torno de 90% dos pacientes



24

em didlise sdo tratados pela modalidade hemodialise, sendo 85% desse
tratamento financiado pelo Sistema Unico de Sautde, com um gasto anual
estimado em R$ 2,2 bilhdes. Apesar do tratamento substitutivo através da
dialise, a mortalidade desses individuos € em torno de 15% ao ano, sendo
maior no inicio da terapia, por conta do diagndstico tardio. Um fato que
contribui para essa mortalidade é que cerca de 70% dos pacientes que iniciam
dialise desconheciam ser portadores da doenca. Por esses motivos, 0
diagnéstico precoce € fundamental (SANTOS & MOURA, 2014).

Além do estudo colaborativo de Garcia et al., 2015, onde foram obtidos
dados de 13 centros médicos brasileiros, houve um registro de 1751
procedimentos de Transplante Renal Pediatrico no Brasil (abaixo de 18 anos)
entre os anos de 2004 e 2013, sendo a uropatia obstrutiva (31%) a etiologia

mais comum.

2.2- Sistema Nefrourinario: desenvolvimento embrionéario

E oportuna, desta forma, uma breve revisédo da embriologia renal e suas
inter-relacbes com os demais 6rgdos no desenvolvimento fetal, para melhor
compreensao do LUTO.

O sistema urogenital € composto por dois componentes diferentes, o
urinario e o genital que, sob o ponto de vista embriolégico e anatdbmico, estédo
intimamente relacionados, sendo a origem de ambos o mesoderma
intermediario. Este mesoderma forma uma proeminéncia em cada lado na
parede dorsal do corpo do embrido chamadas de cristas urogenitais. A por¢cao
lateral dessas cristas forma o blastema nefrogénico que originara a maior parte
do sistema urinério, enquanto as génadas terdo origem a partir de sua parte
medial (GARCIA & GARCIA FERNANDEZ, 2012).

Trés conjuntos de 6rgaos excretores sdo formados durante o periodo
embrionario: o pronefro, o mesonefro e o metanefro.

O pronefro é rudimentar e ndo funcionante; surge na segunda metade da
terceira semana e esta completamente degenerado ao inicio da quinta semana
de vida uterina (QUEIROZ e SILVA, 2004). E um acumulo de células tubulares
na porcao cefélica do blastema nefrogénico, migram em sentido caudal e se

abrem na cloaca, esse ducto serve de veiculo ao produto de secrecéo dos trés
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rns que se sucedem, recebendo o nome de ducto pronéfrico, na porcao
cranial, e ducto mesonéfrico, ou de Wolff, na sua por¢cdo média e caudal. O
pronefro se degenera, porém a maioria de seus ductos pronéfricos é
aproveitada pelo conjunto de rins que segue o desenvolvimento (EKBLOM,
1994).

O mesonefro desenvolve-se no final da 42 semana, a custa do blastema
da regido média da saliéncia urinéria. Gragas a proliferacdo e diferenciacédo do
mesoderma, forma-se uma série de corddes celulares solidos que adquirem
uma luz, constituindo tubulos irregulares e sinuosos, os tubulos mesonéfricos.
Estes estabelecem comunicacfes laterais com o ducto mesonéfrico ou de
Wolff. Na sua extremidade medial os tubulos mesonéfricos invaginam-se,
assumindo o aspecto de calice, e no seu interior forma-se um glomérulo
resultante da capilarizacdo do mesénquima local. O mesonefro que surge em
posicao caudal ao pronefro rudimentar, funciona como rim temporario até que o
rim permanente esteja formado e funcionante (BURGHARD; LEITITIS;
BRANDIS, 1988; MOORE, K. L., 2013).

A medida que esses processos v&o ocorrendo, o rim migra cranialmente;
a porcéo inicial do seu ducto se alonga, formando assim o ureter.

O metanefro, ou rim permanente, é formado a partir de duas origens: o
diverticulo metanéfrico (broto uretérico que originara: a pelve renal, célices
maiores e menores e tubulos coletores) e o mesoderma metanéfrico (blastema
metanéfrico que originara: o néfron), ambos de origem mesodérmica. Assim é
que ureter, bacinetes, célices e ductos coletores derivam de um diverticulo da
porcdo caudal do ducto mesonéfrico. O broto uretérico, como o préprio nome
indica, € um orgao tubular, que vai dar origem ao ureter. Ele penetra no
mesoderma metanéfrico e comecga a se ramificar, formando, assim, a pelve
renal, os calices e os tubulos coletores. A extremidade de cada tubulo coletor
induz a formagdo, no mesoderma metanéfrico circunjacente, do corpusculo
renal (capsula de Browman e glomérulo), do tubulo contorcido proximal, da alca
de Henle e do tubulo contorcido distal, que, em seu conjunto, constituem o
néfron. Os tudbulos contorcidos distais entram em contato com os tubulos

coletores, tornando-se confluentes e induzindo a diferenciagéo do néfron.
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Assim, o rim é formado de dois componentes embriologicamente diversos: o
néfron (advindo do mesoderma metanéfrico) e os tubulos coletores (advindo do
diverticulo metanéfrico) (QUINTERO, 1996). llustra-se nas figuras 1, 2 e 3.
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Figura 1: Desenho esquematico do Broto Uretérico: que origina: a pelve renal,
calices maiores e menores e tubulos coletores, além do ureter (Fonte: Sandler
& Langman, 1996)
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Figura 2: Esquema ilustrativo do Blastema metanefrogénico que origina 0s

néfrons (Fonte: MOORE & PERSAUD, 2013)
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Figura 3. Desenho esquematico do Metanefro (rim permanente) com suas

origens: Broto uretérico e Blastema Metanefrogénico (Fonte: MOORE &

PERSAUD, 2013)

Os rins sofrem na vida intrauterina mudancas em sua posicao:

inicialmente intrapélvicos, sofrem uma ascenséo resultante do crescimento da

parte caudal do embrido. A medida que sobem, vdo se afastando entre si, e

seu hilo, de inicio ventral, faz uma rotacdo de quase 90° ficando em uma

posi¢cdo anteromedial (MOORE, 1988). Ao migrar cranialmente a porcao inicial

do seu ducto se alonga, formando assim o ureter. Esquematiza-se na figura 4.
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Figura 4: Esquema ilustrativo da ascensdo dos rins, formagédo dos ureteres e

modificacdo das artérias renais, entre 62 e 92 semanas (Fonte: MOORE &

PERSAUD, 2013)
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O processo de desenvolvimento renal ndo se completa com o
nascimento. Apés esse periodo, ainda ocorre a formacédo de néfrons a partir de
mesénquima indiferenciado na camada cortical externa ao longo de varios
meses apos 0 nascimento. Além de ocorre também o crescimento dos néfrons

por hipertrofia celular (LEESON et al., 1988). Conforme ilustra a figura 5.
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Figura 5: Desenho esquematico do rim e sua unidade funcional, o néfron
(Fonte: Body Institute, NOGUEIRA J, Medicina/Saude, 2010)

O rim de um recém-nascido é imaturo. Possui atividade limitada, nao
tendo a mesma capacidade de concentracdo e diluicdo da urina do adulto
(GUIGNARD, 1993). Consequentemente, seu parénquima é mais vulneravel a
agressfes infecciosas, formando cicatrizes corticais que levam a um
comprometimento funcional. Mais comuns em criangas com anomalias
nefrourologicas, as infec¢cdes das vias urinarias agravam ainda mais o
prognoéstico desses pacientes. Uma das finalidades do diagnostico pré-natal
dessas anomalias é permitir a introducdo precoce de profilaxia adequada
(KULLENDORFF et al., 1984).
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As figuras 6 e 7 mostram desenhos esquematicos de um embrido com

os diversos elementos do desenvolvimento renal.
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Figura 6: Esquema ilustrativo do pronefro, mesonefro e metanefro durante a 52

semana do desenvolvimento embrionario do sistema renal (Fonte: ZUGAIB,

2012)
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2.3 — Formacédo do amnio e liquido amnidtico

O liquido amnidtico é um produto do corion e do corddo umbilical com
contribuicdo da urina fetal e do fluido traqueo-brébnquico (MUSSAP et al.,
1995). O amnio forma o saco amnidtico que apresenta uma consisténcia
membranosa e liquida em seu interior, envolvendo o embrido e mais tarde, o
feto. A medida que o amnio aumenta de tamanho ele oblitera gradualmente a
cavidade coribnica e envolve o corddo umbilical (MOORE, 1982).

O liquido amnidtico envolve e protege o feto na cavidade amniotica.
Serve de protecdo a traumas externos, proporcionando espacgo para
movimento e crescimento do feto e permitindo também a maturagédo pulmonar.
O fluido amniético ajuda a manter a temperatura corporal, além do papel na
homeostase de fluidos e eletrdlitos. Os mecanismos de produ¢do e consumo
de liquido amniético, bem como volume, composicdo dependem da idade
gestacional (CALLEN, 1994).

A principal fonte de liquido amni6tico no primeiro trimestre € a
membrana amnidtica, a 4gua atravessa a membrana sem nenhum mecanismo
de transporte ativo (BRACE, 1995). Ja durante o final do primeiro trimestre e
inicio do segundo trimestre a medida que a placenta e o feto se diferenciam,
novas vias surgem, incluem movimento de fluido através do cérion frondoso e
pele fetal, débito urindrio, mecanismos de degluticdo e absorcéo intestinal
(BRENNER; RECTOR; LEVINE, 2004).

A producédo fetal de urina e degluticdo inicia-se entre a 8° e a 11°
semana de gestacdo e torna-se a principal fonte de producdo e consumo a
partir do 2° trimestre. A formacdo de urina continua ao longo da vida fetal. E
excretada para a cavidade amnidtica e forma a maior parte do liquido
amniético. Este liquido, quando deglutido pelo feto, é absorvido pelo intestino, e
os produtos de excrecdo sao transferidos através da placenta para o sangue
materno, a fim de serem eliminados (BRACE, 1995).

Por volta da nona semana de gestacéo inicia-se a funcao tubular renal
no rim metanéfrico humano e, pela décima quarta semana a alca de Henle &
ativada sendo iniciada a reabsor¢cdo glomerular (PITKIN & ZWIREK, 1967).
Apesar de a produgao de urina comecgar na nona semana, sua contribuigéo

para o volume de liquido amnidtico comec¢a no segundo trimestre. Em torno da
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vigésima semana de gestacdo, 90% do liquido amniotico constituido de urina
fetal. Fato este que explica o achado quantitativo de liquido amni6tico normal
em fetos com agenesia renal bilateral no primeiro trimestre de gestacédo e
cursando com anidramnio a partir do segundo trimestre, geralmente apos a 172
semana de gestacdo. (LEIBOVITCH et al., 2012; VANDERHEYDEN; KUMAR;
FISK, 2003).

O corion frondoso, a porcao do cérion que se desenvolve para a por¢ao
fetal da placenta, é o sitio no qual a agua é trocada livremente entre o sangue
fetal e o liqguido amnidtico através do amnio. A pele fetal € permeéavel a agua e
alguns solutos permitem troca direta até a 26° semana, quando ocorre a
queratinizacao (BRACE, 1995).

Estudos comprovam que o mecanismo de producao do liquido amniético
sofrem modificacdes no decorrer da gestacdo, sendo que no primeiro e inicio
do 2° trimestre dependente basicamente do fluxo passivo de agua através das
membranas e pele fetal, desta forma a composicdo e osmolaridade do fluido
assemelha-se ao soro materno e fetal. Apds esse periodo inicial, o liquido
torna-se cada vez mais hipotbnico em relacdo ao soro materno e fetal,
assemelhando-se a urina fetal (BRACE, 1995; CALLEN, 2011).

O liquido amniético renova-se entre 4 e 6 horas, e a sua secrecao atinge
cerca de 4 a 8 litros por dia. A producdo de urina aumenta com a idade
gestacional e é estimada em 2,2 ml por hora com 22 semanas, 12 ml por hora
com 32 semanas e 27 ml por hora no feto a termo (SAUDAN et al.,1998).

O trato respiratério também apresenta mecanismos de producdo e
consumo do liguido amniético, embora a exata constituicdo ndo seja bem
entendida. Sabe-se que o fluido pode ser absorvido ou excretado através de
capilares alveolares e também pela traqueia. Algumas destas trocas de fluido
alveolar ocorrem atraves da presenca de fosfolipidios pulmonares no liquido
amniodtico, ocorrendo aumento das concentracfes a medida que a gestacdo
evolui.

Durante as 20 primeiras semanas de idade gestacional o volume do
liquido amnidtico esta correlacionado com o peso fetal e aumenta rapidamente
com o passar do tempo, passando de 20 ml a 500 ml entre a 7° e 20° semana
(DAFFOS & FORESTIER, 1988).
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O volume total de liguido amnidtico aumenta durante a gestacao até 38
a 40 semanas, diminuindo apds. Aproximadamente no final do 1° trimestre o
volume normal é em torno de 60 ml. Em torno da 16° semana quando se
realiza a maioria dos procedimentos de amniocentese o0 volume é de
aproximadamente 200 ml (CALLEN, 1994).

No feto a termo o volume aproximado é em torno de 900 ml com uma
variacdo normal de 500 a 1200 ml. Na gestacdo pos-termo o declinio é em
torno de 250 a 500 ml. Da mesma forma existe uma correlacdo entre a idade
gestacional e o peso da placenta e do feto (CALLEN, 1994).

O desenvolvimento normal do pulmé&o fetal depende de volume de
liguido amnidtico normal. Sendo assim, casos graves de oligodramnio ou
anidramnio secundéarios a disfuncdo renal, no segundo trimestre, podem
resultar em hipoplasia pulmonar, condi¢cdo potencialmente fatal (MEHLER et
al., 2011).

Devido a urina fetal ser o componente mais importante do liquido
amniético o manejo durante gestacbfes de alto risco e prevencdo de
insuficiéncia renal podem ser realizados através de marcadores bioquimicos
contidos no fluido amniético (MOORE, 1982).

2.4- Uropatias Obstrutivas: mecanismos patogénicos

Para que haja um desenvolvimento adequado do sistema renal é
necessario que o sistema coletor (diverticulo metanéfrico) entre em contato
com o mesoderma metanéfrico e induza sua diferenciacdo. Quando isso nao
ocorre, ndo ha formacéo adequada dos néfrons, resultando na sua substituicdo
por tecido fibroso. Nesses casos, o estudo histopatolégico mostra hipoplasia e
displasia renal, e pode haver insuficiéncia renal pos-natal (BECK, 1971).
Segundo Miranda (2016), as resposta renal a uma obstruc&o do trato urinario €
complexa e apenas parcialmente elucidada. As alteracées incluem a
inflamacéo intersticial, apoptose tubular e fibrose intersticial (MIRANDA, 2016).
Pelo que foi demonstrado a lesdo tubular renal &€ a consequéncia de
estiramento mecanico das células tubulares. O aumento da pressao
hidrostatica reduz o fluxo sanguineo tubular, resultando em hipoxia e liberagédo

de radicais livres de oxigénio. Isso gera uma resposta inflamatoria intersticial
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gue € inicialmente caracterizada por infiltracdo de macréfagos, dilatacao tubular
e apoptose tubular renal, levando a atrofia tubular e fibrose intersticial com a
perda de néfrons (CHEVALIER RL, 2006). Em resumo, a ativacdo de todos
esses processos, como a via final comum, levam ao desenvolvimento de
fibrose intersticial devido ao aumento da deposicdo da matriz extracelular
(MEC), a infiltracao celular, apoptose tubular, e a inducdo da transformacao
epitelial-mesenquimal (TEM), como demonstrado na figura8 e 9
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Figura 8: Estiramento mecéninco que ocorre na fisiopatologia da apoptose

renal tubular da nefropatia obstrutiva. Ang Il = angiotensina Il; EGF = Fator de
Crescimento Epitelial; INOS = NO sintase induzivel, ROS = espécies reativas
de oxigénio; TRPC-1 = Potencial receptor catidnico transitério-1. (Fonte:
LUCARELLI, 2014)
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Células epiteliais do tubulo
renal Células inflamatdrias

| Fibroblastos Renais

Apoptose -‘_ | Deposigdo de ECM

Miofibroblastos

Atrofia tubular Fibrose intersticial

Figura 9: Esquema representando a fisiopatologia e progressao da nefropatia
obstrutiva ECM = matriz extra-celular, EMT = TEM = transformacao epitelial-
mesenquimal, TGF-B1 = Fator de Crescimento Transformante B1, TNF-a =
Fator de Necrose Tumoral a, ROS = espécies reativas de oxigénio (Fonte:
LUCARELLI, 2014)

As nefropatias fetais obstrutivas podem ser classificadas como altas
(mais frequentes, juncdo ureteropélvicas, JUP), médias (na juncéo
vesicoureteral, JUV), ou baixas (juncéo vesicouretral, como ao nivel da uretra
posterior, VUP) de acordo com a altura da obstrucdo no trato urinario.
(Rumack, 2006). Contudo, precisar o nivel exato de tais obstrucbes pode ser
dificil, pois nem sempre ha uma obstru¢do anatdbmica, como nos casos de
refluxo isolado, porém como ocorre a dilatagéo das vias urinarias, considera-se
lesd@o obstrutiva, pois 0 mecanismo fisiopatolégico € semelhante. Nosso estudo
baseou-se nas uropatias obstrutivas baixas (LUTO).

Através do estudo detalhado com a ultrassonografia pré-natal
morfologico, do segundo semestre, é possivel identificar o nivel e a gravidade

da lesao.
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2.4.1 - Valvula de uretra posterior (VUP)

E a causa mais comum de uropatia obstrutiva grave, ocorrendo em
aproximadamente um em cada 8.000 recém-nascidos, responsavel por cerca
de 1% dos casos de hidronefrose, e ocorrendo em especial em fetos do sexo
masculino (WOODWARD & FRANK, 2002). A VUP é a principal causa de
obstrucdo do trato urindrio em neonatos do sexo masculino, além de ser a
principal causa de doenca renal obstrutiva em criancas (WARSHAW et al.,
1980). As valvulas da uretra sao folhetos de tecido que se abrem em leque, em
posicdo distal a uretra prostatica para o esfincter urinario externo. O
diagnoéstico pré-natal se dad ao observar hidronefrose bilateral progressiva
associada a megaureter, megabexiga, e espessamento da parede vesical. Este
diagnéstico pré-natal também é reforcado no exame fisico, pela presenca de
tumoracao hipogastrica (bexigoma) que se reduz um pouco com a micc¢do. O
diagnéstico definitivo no recém-nascido sera obtido por meio da
uretrocistografia miccional (WOODWARD & FRANK, 2002).

A patogénese da VUP parece ser devido a persisténcia da membrana
urogenital que gera obstrucdo. Varias disrup¢cdes na embriogénese (entre 9-14
semanas de gestacao) da uretra posterior podem resultar em VUP, assim como
a persisténcia da membrana urogenital com canalizagcdo anormal da uretra,
crescimento excessivo das dobras uretrovaginais e integracdo anormal dos
ductos de Wolff na uretra posterior (KRISHNAN et al., 2006).

O diagndstico no pré-natal antes da 242 semana de gestagcdo apresenta
hidronefrose bilateral grave, e sinais como elevacdo de sdédio, cloro e -2
microglobulina urinéria fetal, ou oligoidramnio, sendo estes reconhecidos como
preditores de pior prognostico no periodo pré-natal. No periodo pés-natal, os
recém-nascidos com displasia renal bilateral grave podem evoluir com
hipoplasia pulmonar. Infelizmente, apesar dos avancos no diagnéstico e
tratamento desta uropatia, o percentual de mau prognostico, em termos de
funcéo renal e sobrevida, mantem-se ainda elevado, variando entre 30 e 60%.
Um adequado manejo para essas criangas requer a identificagdo correta no
pré-natal, para que a intervencao adequada seja realizada no feto ou logo apés
0 nascimento (SMITH et al., 1996).
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Alguns autores, como Smith et al. (1996), sugerem que a imediata ablacao das
vélvulas seria a terapéutica mais favoravel em longo prazo em termos de
funcdo renal. Na unidade de Nefrologia Pediatrica do HC-UFMG, a
vesicostomia cutanea tem sido realizada nos recém-nascidos, mas, parece
que, 0 prognostico esta mais associado aos danos renais intra-Utero do que ao

método inicial de tratamento.

2.5 — Nefrouropatias Obstrutivas: diagnostico funcional néao invasivo

(ultrassonografico)

2.5.1 - Avaliagéo do volume do liquido amniotico

Durante o primeiro trimestre, a placenta é a principal responsavel pela
producéo do liquido amnidtico e, apos a 172 semana de gestacao, a producao
urinéria dos rins fetais torna-se o principal componente do liquido amnidtico.
Sendo assim, o volume normal de liqguido amniético apés 15 semanas de
gestacdo e o desenvolvimento pulmonar normal, podem ser considerados,
sinais indiretos de bom funcionamento renal. A urina fetal constitui 90% do
liguido amnidtico e sua contribuicdo aumenta progressivamente de 16 a 20
semanas de gestacao, segundo Coelho (2007).

Até aproximadamente a 222 semana de gestacédo o feto ocupa menos da
metade do volume intrauterino. S6 apds este periodo, ele cresce
progressivamente, ocupando a maior parte da cavidade uterina (ZUGAIB,
2012).

Estudos indicam que o volume do liquido amniédtico € preditivo somente
nos casos graves. O volume de liquido amniético normal no terceiro trimestre
de gestacao sugere adequada funcéo renal e a reducao desse liquido no inicio
infere grave comprometimento do desenvolvimento do trato urinario (HOLMES
et al., 2001).

E necesséario ter cautela, quando a avaliacdo subjetiva do liquido
amnidtico depende da experiéncia do examinador em classifica-lo como:
normal, aumentado ou diminuido (LOCATELLI et al., 2004). Também pode ser
avaliado através da medida isolada do maior bolsdo de liquido, mensurando-se

sua profundidade vertical maxima. Nesse caso, considera-se oligodramnio
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acentuado quando esta medida for menor de 1 cm e polidramnio grave quando
a medida for maior que 16 cm (CHAMBERLAIN et al., 1984).

Atualmente a forma mais utilizada para avaliar o volume do liquido
amniético consiste na determinacdo do indice de liquido amniético (ILA),
originalmente descrito por Phelan et al., 1987, consiste na soma do diametro
vertical do maior bolsdo de LA nos quatro quadrantes do abdome materno.
Considera-se normal quando o indice estiver entre os percentis 5 e 95 para a
idade gestacional no momento da medida. E considerado oligoidramnio quando
o ILA é inferior ao percentil 5 e polidramnio quando o indice encontra-se acima
do percentil 95 para a idade gestacional no momento do exame (RUMACK,
2006).

A presenca de oligodramnia € sinal de mau progndstico, sobretudo em
fetos com CAKUT (OLIVEIRA, 2002) e LUTO. A idade gestacional no
momento do diagndstico de oligodramnio é essencial, principalmente a partir da
17% semanas gestacionais, quando o rim torna-se o principal responsavel pela
producao de liquido amnidtico (SAITO; CABRAL; ISFER, 1996).

Foi considerada oligopamnio grave a reducdo na quantidade de liquido
amniético, em que o indice deste fosse menor do que 5 cm (MOORE, 1990,
JOHNSON, 2007, PERALTA, 2009). Em casos de uropatias obstrutivas baixas,
alguns autores sugerem que o oligpamnio grave é o melhor preditor de
resultados adversos (HOBBINS et al., 1984, REZNIK et al., 1989).

A idade gestacional em que o oligodmnio se instala é crucial para o
desfecho da gravidez, pois influencia em maior ou menor grau o
desenvolvimento dos pulmdes fetais, principais determinantes da sobrevida. A
mortalidade neonatal por hipoplasia pulmonar pode variar de 13%, quando o
oligoAmnio se instala no terceiro trimestre, até 100% dos casos, quando o
oligoamnio se manifesta no segundo trimestre (WIGGLESWORTH et al., 1982,
MANDEL et al., 1992).

Em uma analise multivariada demonstrou-se que a reduc¢do do liquido
amnidtico € o fator progndéstico mais significativo na predigcdo de Obito e/ou

insuficiéncia renal durante o seguimento pos-natal. (OLIVEIRA et al., 1999)
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2.5.2 - Avaliacdo do aspecto do rim fetal

As caracteristicas que devem ser sempre analisadas nas
ultrassonografias seriadas do sistema urinario, durante o periodo gestacional
sdo: parénquima renal (ecogenicidade, presenca de cistos, afilamento,
diferenciacdo cortico-medular, tamanho dos rins), pelve renal (diametros
anteroposterior maior que 10-15 mm é altamente preditivo de obstrucdo do
trato urinario), grau de hidronefrose (classificado segundo a sociedade fetal de
urologia), ureteres (dilatacédo, tortuosidade, implantacdo na bexiga), bexiga
(espessamento de parede vesical, presenca de ureteroceles, volume vesical,
esvaziamento, formato vesical), uretra (verificar se existe imagem sugestiva de
dilatacdo da uretra posterior), genitalia (sexo, criptorquidia, tamanho peniano
quando do sexo masculino) (MOURA, 2017). E importante observar o sexo
fetal, pois muitas anormalidades congénitas responsaveis pela hidronefrose
estdo associadas a ele, como, por exemplo, a maior ocorréncia de anomalia
obstrutiva no sexo masculino. Por outro lado, anomalias de duplicacdo e

ureterocele sdo mais comuns no sexo feminino (REDDY; MANDELL, 1998).

O avanco e a modernizagdo nos aparelhos de ultrassonografia
resultaram na maior deteccdo de hidronefrose fetal. A obstrucdo pode ser
definida clinicamente como uma condicdo de drenagem urinaria prejudicada
que, ndo corrigida, podera limitar a capacidade de reserva funcional renal
(PETERS, 1995).

The Society of Fetal Urology (SFU), em 1993, propde que a
gravidade da dilatacdo renal também pode ser classificada (Figura 10 e 11)
através de aspectos ecogréficos, levando-se em consideracdo o grau de
dilatacdo da pelve renal, o nUmero de célices observados, a presenca e a

gravidade da atrofia do parénquima renal (FERNBACH et al., 1993).
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e Grau 0: sem dilatacao;

e Grau I: somente a pelve renal e visibilizada;

e Grau llI: visibilizada pelve renal e alguns calices;

e Grau lll: hidronefrose com quase todos os calices visibilizados;

e Grau IV: hidronefrose com quase todos os calices visibilizados,

acompanhada de atrofia do parénquima renal.
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Figura 10 - Classificagdo da hidronefrose de acordo com The Society of Fetal

Urology (SFU). Esquema ilustrativo.
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SFU Grade IV |

SFU Grade ||

Classificacdo da hidronefrose neonatal de acordo com a Society of

Fetal Urology (BERLAMINO; KOGAN, 20086, p.82).

Figura 11- Classificagcdo da hidronefrose neonatal de acordo com a Sociedade
de Urologia Fetal (KOGAN, 2006, p.82), Society of Fetal Urology (SFU).

Esquema ultrassonogréfico.

Uma vez que a dilatacdo do sistema coletor tenha sido detectada — a
chamada hidronefrose - a avaliacdo subsequente deve incluir trés questdes
principais: a origem da dilatacdo, a coexisténcia de anomalias associadas e,

finalmente, o prognostico da malformacéo (CALLEN, 2008).
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O parénquima renal nos rins displasicos tende a exibir aumento de
ecogenicidade quando comparado a outras estruturas que o circundam,
provavelmente em decorréncia do tecido fibroso abundante (TRINKA et al.,
2012). Alguns estudos associaram esses achados ecograficos com displasia
renal confirmada por histologia pds-natal. O achado de hiperecogenicidade a
ultrassonografia associou-se ao achado histolégico de displasia com
sensibilidade de 73% e especificidade de 80%. Porém, o aumento da
ecogenicidade renal pode ser encontrado em aproximadamente 20% dos fetos
com rins normais e em 25% dos fetos com displasia renal ndo foi encontrada
essa alteracdo ao exame (MAHONY et al., 1984). Foram considerados
parénquimas renais com ecogenicidade alterada aqueles com perda da
diferenciacdo cortico-medular e/ou aumento da ecogenicidade, avaliados de
forma subjetiva (PERALTA, 2009). E importante ressaltar que a determinag&o
da ecogenicidade do parénquima renal pode ser influenciada por vérios fatores,
como a capacidade do equipamento, a subjetividade do examinador, presenca
de lesbBes cisticas que podem aumentar a transmissao sénica e, principalmente
na presenca de oligoidramnio dificultando a visibilizacdo dos rins. A presenca
de cistos corticais em fetos com uropatias obstrutivas também se correlaciona
com a gravidade do comprometimento renal, inferindo significativo dano
irreversivel, mas nao sempre letal (PEREIRA, 1999).

Segundo artigo de Peralta, 2009, considera-se fetos com uropatias
obstrutivas bilaterais, agueles com acometimento bilateral dos rins por uma ou
mais das seguintes alteracdes ecograficas: diametro anteroposterior da pelve
renal com 5 mm ou mais antes da 202 semana de gravidez e mais de 10 mm
apos esta idade gestacional (IG) (GRIGNON et al., 1986, LEE RS et al., 2006,
KEAYS et al., 2008); sinais de comprometimento renal, como alteracdes em
ecogenicidade do parénquima ou a presenca de cistos em associacdo a
processo obstrutivo.

Segundo Moura (2017), apesar da frequente identificacdo das
malformacgdes urinarias durante a gestagdo, a intervencgéo intra-atero ainda é
extremamente controversa, estando indicada em apenas raros e muito
selecionados casos que cursam com hidronefrose bilateral, oligopamnio,
marcadores prognoésticos (sodio, cloro, osmolaridade, 2 microglobulina, célcio)

normais, cariotipo normal e com rins sem altera¢gdes displasicas evidentes.
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2.5.3 — Avaliacéo do aspecto da bexiga fetal

A bexiga normal pode ser visibilizada no inicio da producgé&o urinaria, que
ocorre em torno da nona a 102 semana de gestacdo, como estrutura anecoica
na pelve, variavel de acordo com a replecdo vesical fetal durante o exame.
Durante avaliagdo de rotina entre 18 e 20 semanas, a bexiga deve ser
identificada em 100% dos casos durante os 15 a 20 minutos de exame. A
bexiga fetal normal torna-se repleta e esvazia-se a cada 30 a 45 minutos. A
observacdo ecogréafica seriada da bexiga fetal € importante na avaliagcdo da
funcdo renal, ja que permite acompanhar um padréo de replecdo/esvaziamento
constante e uma atividade periddica de micgdo. A visibilizacdo desse padrao €
um sinal de que a producdo urinaria esta ocorrendo de forma satisfatoria
(MANNING, 1989).

A presenca de urina na bexiga implica no funcionamento de pelo menos
um dos rins. O espessamento da parede da bexiga fetal sugere obstrucao
uretral, como valvula de uretra posterior em fetos masculinos, pois ela em seu
estado habitual é delgada. Se a bexiga ndo € visualizada, diagnésticos como
agenesia renal bilateral ou extrofia vesical, devem ser suspeitados (COHEN et
al., 2004).

A bexiga arredondada e centralizada pode ser indicio de megabexiga,
especialmente quando seu eixo longitudinal se torna maior que 5 cm por
periodo de 60 minutos de observacédo intermitente. A parede vesical ndo deve
ser mais espessa que 2-3 mm (McHUGO; WHITTLE, 2001; TWINING et al.,
2003). Em presenca de obstrucdo uretral, as paredes podem tornar-se
espessas e hipertroficas, podendo atingir até 12 mm (PATTEN et al., 1990). Em
suma, a bexiga deve ser avaliada na sua espessura, distensédo e habilidade
para esvaziar-se (COELHO, 2007).

2.5.4 — Avaliacéo do aspecto dos ureteres fetais

Os ureteres fetais normais n&do s&o visualizados ao exame
ultrassonograficos.
Os ureteres, mesmo em casos de obstru¢do, ndo sdo em geral visiveis,

a bexiga fetal € normal e a quantidade de liquido amnidtico ndo se altera,
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principalmente, quando o rim contralateral € normal, caso tenhamos a presenca
de oligodramnio, isso acarreta um mau progndstico (BASTOS, 2007).

Entretanto, na presenca de megaureter, este € visualizado e pode ser
indicativo de obstrucédo ureteral, vesical ou refluxo vesicoureteral (DUVAL et at.,
1985).

2.6 — Nefrouropatias Obstrutivas: Diagndéstico Funcional Invasivo (Marcadores

Bioquimicos)

A maioria dos marcadores tem ampla gama de valores que se
sobrepdem em individuos saudaveis, o que torna a identificacdo de um
biomarcador ideal uma tarefa desafiadora, uma vez que o mesmo tem de ser
altamente sensivel, especifico, e possuir um alto valor preditivo. Além disso,
para ser inserido na pratica clinica, o teste para o biomarcador deve ser de facil
acesso e estar amplamente disponivel, com baixo custo e de fécil utilizacao,
bem como apresentar resultados reprodutiveis, segundo Chevalier (2004).

Proteinas urinarias sdo capazes de fornecer informacgdes da situacao
fisiolégica e tem o potencial para ser utilizadas como ferramentas para a
deteccdo precoce da doenca, bem como para a escolha do tratamento e
monitorizacdo adequados (LUCARELLI et al., 2014).

As uropatias obstrutivas possuem lenta evolucao e possivel degradacéo
da funcéo renal. O equilibrio hidroeletrolitico € mantido pela placenta, logo, o
estudo do soro fetal ndo contribui para andlise da funcdo renal intrauterina.
Entretanto, a concentracdo de eletrdlitos na urina fetal correlaciona-se
diretamente com a funcdo renal (EKBLOM, 1994). Ela pode ser avaliada
bioquimicamente a partir da 15% semana de gestacdo, onde 0s rins se
encontram funcionantes e produzindo urina. Acredita-se que tais dosagens
podem ser também realizadas em liquido amniético, ja que grande parte de sua
composicado é de urina fetal (GRANNUM & COPEL, 1990).

Os marcadores urinarios podem evidenciar estagios iniciais de leséo
renal, apontando a necessidade de intervencéao cirargica precoce (CAUBET et
al., 2010). Podem ainda servir como ferramenta de monitoramento, permitindo
controle evolutivo (MADSEN et al., 2011). Através da analise bioguimica da

urina fetal, varios eletrélitos e proteinas tém sido dosados na urina fetal com
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objetivo de se determinar aquele que melhor se correlaciona com a real funcéo
renal (JOHNSON et al., 1994).

Harrison & Filly, em 1988, compararam alguns marcadores bioquimicos
na urina fetal, em pacientes com boa funcéo renal e em pacientes com funcao
renal comprometida. O estudo mostrou aumento das dosagens de creatinina
em pacientes com funcéo renal comprometida, e diminuicdo das concentragdes
de sadio, cloro, potassio e osmolaridade nos que apresentavam boa funcéo
renal.

Diversos estudos tém se empenhado na tentativa de determinar o grau
de acometimento da funcdo renal intraltero. Através da andlise bioquimica,
varios eletrélitos e proteinas tém sido dosados com intuito de se determinar
aguele que melhor se correlaciona com a real funcéo renal (OLIVEIRA, 2001).

A segquir, alguns marcadores bioquimicos utilizados para avaliar a fungéo

renal no feto:

2.6.1 — Sodio

O sdbdio é o maior cétion extracelular. H4 muitos mecanismos envolvidos
na regulacdo do sédio. H4 componentes neurais, endocrinos e mesmo renais
que controlam sua funcdo (BRACE, 1995). Na IRA do adulto, a excrecéo
fracionada de sédio é o teste de triagem mais preciso para diferenciar entre
origem pré-renal da intrarrenal. Um valor abaixo de 1% sugere doenca pré-
renal. Em contrapartida, entre pacientes com doenca renal crbnica, uma
doenca pré-renal coexistente pode nado resultar em uma baixa concentracédo de
sédio urinario ou excrecdo fracionada de sédio (PERES, 2013). Ja na
gestacdo, a medida que esta evolui e o rim se desenvolve, ha aumento da taxa
de filtracdo glomerular e consequente aumento da capacidade de reabsorcao
deste soluto. Isto também se deve a capacidade dos tubulos proximais de
responderem a angiotensina Il. A reabsorcao de sédio pelo rim fetal, no final da
gestacdo, varia entre 85-95% da carga filtrada. A medida do sédio na urina fetal
diminui com a evolugao da gestacéo (NICOLINI et al., 1992).

Segundo Glick et al., em 1985, em uma avaliagcao retrospectiva da urina

de 20 fetos, onde havia sido introduzido cateter vesico-amnidtico, encontraram
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niveis de sodio mais altos nos que evoluiram com insuficiéncia renal no periodo
pés-natal.

Nicolini et al. (1992), também verificaram a diminuicdo progressiva do
nivel de sodio durante a gestacdo. Porém, em fetos com displasia renal,
mostrou-se uma elevada concentracdo de sodio urinario.

Fato este também verificado por Nicolaides que referiu, em um estudo
retrospectivo em 1992, fetos que apresentam dano tubular decorrente de
displasia renal com obstrucdo, possuem elevada concentracdo de sodio
urinario (NICOLAIDES et al., 1992). Ainda relatou uma correlacao direta entre
0s niveis de maturacédo da funcdo renal fetal com a avaliagdo bioquimica da
urina, pois com a maturacao dos sistemas de excre¢ao e absorgéo do rim fetal
associado ao aumento da taxa de filtracdo glomerular, ocorre modificacdo na
excrecao urinaria de eletrdlitos da urina, observando que a presenca de urina
fetal hipotdnica sugere funcéao glomerular e tubular normais.

O sdbdio é considerado um importante marcador de funcéo renal na urina
de pacientes com uropatias obstrutivas, pois o aumento em sua dosagem pode
estar relacionado ao prognostico fetal (OLIVEIRA, 2001).

Na avaliacdo, dos niveis de sdédio, em 19 fetos com diagndstico pré-natal
de obstrucdo urinaria baixa e, que sobreviveram, nove deles apresentaram
insuficiéncia renal e 10 evoluiram com funcéo renal normal, demonstrando que
a medida do sddio apresentou sensibilidade de 44% e especificidade de 100%

para deteccao de insuficiéncia renal (MIGUELEZ et al., 2006).

2.6.2 — Potassio

A semelhanca de outros eletrolitos, o potassio é filtrado pelo glomérulo
junto aos tubulos proximais, e também no ramo ascendente da alca de Henle.
A taxa de secrecdo do potassio € induzida diretamente pela de sodio, pois 0s
mecanismos que influenciam a reabsor¢do do sédio séo responsaveis também
pela secre¢do de potassio (BRACE, 1995).

Segundo o estudo de Daffos et al. (1988) as concentracdes de potassio
na urina fetal sdo constantes ao longo da gestacdo e apresentaram uma
concentracdo média de 4,2 mEqg/L. Assim como no de Bauk et al. (1996) onde

as concentracdes de potassio ndo variaram significativamente no decorrer da
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gestacdo. Diferente do achado de Nicolini et al. (1992), mostraram que as
concentracbes de potdssio em gestacbes normais apresentavam
concentracdes decrescentes ao longo da gestacao.

Segundo alguns autores, como relatado na tese de Bernardes (2010),
questionam o uso da avaliacdo dos eletrélitos da urina fetal na predicdo de
insuficiéncia renal pos-natal, uma vez que os diferentes estudos sobre o tema

apresentam resultados variaveis.

2.6.3 - Cloro

Os rins sdo os principais reguladores da concentracdo plasmatica do
cloro, sendo a excrecdo urinaria influenciada pela concentracéo plasmatica. Os
cloretos séo reabsorvidos através do epitélio tubular, sendo que 3/4 do filtrado
€ reabsorvido a partir dos tubulos proximais, 1/5 na por¢ao ascendente da alca
de Henle e o restante nos sistemas coletores (BRACE, 1995).

No estudo de Daffos et al.,1988, ha reducao das concentracdes do cloro
de 105 para 100 mEqg/L, comparando-se do inicio da gestacdo ao termo.

O cloro e o bicarbonato s@o os principais anions no liquido extracelular,
sendo que parte do sddio é reabsorvida juntamente com esses anions. O
sistema renal de regulacdo &acido-base também regula a proporcdo dos
eletrdlitos como ions cloreto para ions bicarbonatos no liquido extracelular.

As concentragdes de cloro menores que 90 mEg/ml estdo relacionadas
com boa evolugdo perinatal, principalmente quando associado a outros
parametros bioquimicos e ultrassonograficos (SANTOS, 2008).

Com a mesma tendéncia que o sodio, segundo Glick et al., em 1985, o
cloro demonstrou niveis mais elevados nos fetos que evoluiram para
insuficiéncia renal no periodo pdés-natal, em seu estudo retrospectivo onde
havia sido introduzido cateter vesico-amniotico durante a gestacdo. Niveis
elevados de cloro também foram observados em fetos com displasia renal e
obstrucao, no estudo de Nicolaides et al. (1992), havendo correlagdo com altos
valores deste eletrélito e a presenca de insuficiéncia renal apés um ano de
vida.

Ainda no estudo de Miguelez et al. (2006), observou-se que dos 19 fetos

com diagndstico pré-natal de obstrucdo urinaria baixa que sobreviveram, nove
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com insuficiéncia renal e 10 com funcionalidade renal preservada, que o cloro

teve sensibilidade de 56% e especificidade de 76%.

2.6.4 — Creatinina

A creatinina é derivada principalmente do metabolismo da creatina
muscular e a sua producdo € diretamente proporcional & massa muscular.
Assim, é de se esperar que, em geral, a producdo de creatinina seja maior nos
homens do que nas mulheres e nos jovens comparados aos idosos (KIMMEL et
al., 1996). A influéncia da raca no nivel de creatinina € importante em alguns
grupos étnicos e racas, como, por exemplo, 0 negro americano, que pPossui
maior massa muscular do que o branco (BASTOS, 2007).

Apesar da depuracdo da creatinina apresentar boa correlacdo com a
determinacdo da TFG pela inulina, ter excrecdo relativamente constante
durante o dia e ser reproduzivel e realizavel na maioria dos laboratorios de
analise clinicas, segundo Bastos (2007), é importante reconhecer, que a
creatinina per se ndo € um bom marcador da TFG, pois o0 ensaio tradicional
mede além da creatinina o picrato alcalino, adicionalmente é importante
lembrar que a excrecdo urinaria de creatinina decorre da filtragdo glomerular
(via principal) mais também por secrec¢ao tubular (tibulo contorcido proximal),
assim a depuracao da creatinina superestima a TFG (STEVENS et al., 2006).

Sua dosagem depende da idade, do sexo, estado nutricional e massa
muscular, além da dieta, pois dietas hipoprotéicas levam a queda da creatinina
e a ingesta de carne cozida leva a conversdo da creatina em creatinina, além
da influéncia do uso de certos medicamentos como o uso do Trimetropim e
Cimetidina (BASTOS, 2007, K/DOKI GUIDELINES, 2002, STEVENS, 2006).

Os niveis de creatinina aumentam gradativamente ao longo da gestacao,
entre a 202 e 322 semanas. Na primeira metade da gestacdo a concentracdo de
creatinina materno e no soro fetal sdo semelhantes. ApGs a 322 semana de
gestacdo os niveis de creatinina fetal medida no liquido amnidtico alcangam
valores 2 a 4 vezes maiores que a da mée (LIU & GONG, 1982). Apesar do
aumento da creatinina poder ser atribuido tanto pelo aumento de massa

muscular do feto como também a maturidade renal, estudos mostram que a
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concentracdo de creatinina se correlaciona melhor com a maturidade renal,

guando comparados os dois fatores (MUSSAP et al., 1995).

2.6.5 - f2-microglobulina

A B2 microglobulina (B2M) é uma proteina pequena (12 kDA) filtrada
através do glomérulo e quase completamente reabsorvida pelas células
tubulares proximais de modo que apenas 0,3% da B2-M filtrada sao
encontrados na urina (BARTOLI et al., 2000).

Sua funcao ainda nao é totalmente conhecida.

Disfungbes glomerulares ou tubulares podem elevar a concentragéo
urinaria B2M até centenas de vezes. Lesdes glomerulares geram escape de
proteinas de alto peso molecular, resultando em uma elevada carga de
proteinas nos tubulos, que competem com a absorcdo tubular da 2M e, por
conseguinte, aumenta a sua excrecdo na urina. Lesdes tubulares podem
comprometer de forma direta a reabsorcdo tubular, igualmente causando
elevacdo nas concentragdes urinarias (DIETERLE et al., 2010).

Desta forma, f2M é considerada como um marcador confiavel da funcao
tubular proximal quando a sua producéao e a filtracdo glomerular sdo normais e
proteindria esta ausente ou limitada a valores minimos (MIRANDA, 2016).

Por causa do baixo peso molecular, a p2-M é filtrada pelos tubulos
proximais. 99% de toda B2-M é reabsorvida e degradada nos tudbulos
proximais, por isso, a quantidade liberada na urina é minima (BACKMAN et al.,
1986). O aumento da B2-M na urina € evidéncia de disfuncéo tubular.

Em estudos com fetos, os niveis séricos de 2-M séo detectados a partir
da 112 semana. A reabsorcéo prejudicada € visto em fetos com displasia renal
bilateral ou uropatia obstrutiva bilateral grave, ocasionando niveis anormais
urinarios de eletrdlitos, p2-microglobulina e osmolaridade (MULLER et al.,
1993).

Segundo relato de estudo de Nicolaides (1992) amostras de urina fetal
com concentragdes de B2-microglobulina inferior a 6 mg/L indicam boa funcéo

renal fetal.
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2.6.6 — Osmolaridade

Os mecanismos de concentracdo urinaria sdo avaliados pela
osmolaridade. Para ajustar a osmolaridade, o rim deve ser capaz de separar a
reabsorcdo de ions, como o soédio, da reabsorcdo de agua. Quando ha
ingestdo excessiva de agua, o rim deve eliminar a quantidade extra de liquido
sem perda de ions, ndo havendo secre¢cdo do hormdnio antidiurético e
tornando os ductos excretores em impermeaveis a agua. No entanto, se ha
escassez de agua, os ductos se tornam permeaveis, ocasionando a reabsorcéo
passiva da agua. A permeabilidade dos ductos coletores € controlada pelo
hormonio antidiurético (SAUDAN, 1998).

No estudo de Daffos, 1988, os valores da osmolaridade reduziam de 280
para 260 mOsm/kg se comparados no inicio e final da gestacéo.

Geralmente, a urina fetal é hipotdnica, desde que o feto esteja
adequadamente hidratado. A agua pode difundir-se facilmente através da
placenta e o hormdnio antidiurético € suprimido. A osmolaridade pode indicar
maturacao renal (BRACE, 1995).

As dosagens da osmolaridade sdo de suma importancia para avaliar a
funcdo renal dos fetos com algum comprometimento renal (HARRISON &
FILLY, 1988).

Os valores da osmolaridade urinaria fetal abaixo de 210 mOsm/l séo
considerados normais, segundo Pereira (2005). Este € um dos principais
parametros utilizados no CEMEFE para definir a conduta pré-natal nos fetos
com alteracdes renais suspeitas ao exame de ultrassonografia, sendo este um
dos indicadores da preservacdo da funcdo renal, tornando-se candidatos a
insercdo de derivagdo vesico-amnidtica ou outros procedimentos no pré-natal,
para preservacdo da funcéo renal, conforme esclarecimento e autorizacdo dos

genitores.
2.6.7 — A Uromodulina ou Proteina de Tamm-Horsfall (THP)
Igor Tamm e Frank L. Horsfall (1950) denominaram-na de proteina de

Tamm-Horsfall (THP), determinando que possuia excre¢do urinéria estimada

em valores de até 17 mg/L . Tem peso molecular de 80-90 kDa, ancorada a
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glicosilfosfatidilinositol (GPI), produzida pelo ramo espesso ascendente da alca
de Henle e codificada pelo gene UMOD (SCHMITZ, 2012).

E uma glicoproteina presente na urina humana e de outros animais,
capaz de inibir a hemaglutinacéo viral.

A atuacdo da uromodulina na leséo renal aguda, doenca renal crénica e
inflamacéo renal tem suscitado interesse em varios autores. Estudos recentes,
ao contrario da visdo convencional, que acreditava ser o papel da uromodulina
compativel com um modulador da lesao renal, demonstram em camundongos,
que esta glicoproteina parece apresentar um papel protetor na leséo renal
aguda, provavelmente através da regulacdo da inflamacdo intersticial,
retardando o processo inflamatorio (EL-ACHKAR; WU, 2012).

Observou-se que o aumento na producdo e secrecdo de THP coincide
com a maturacao celular, ou seja, com a evolucdo da gestacdo. Apos a 202
semana de gestacao, a concentracdo de THP comecou a se elevar, com um
aumento exponencial apés a 302 semana. Além de sua concentracao no liquido
amniotico ter como fonte Unica o rim fetal, ndo sofrendo influéncia de outros
fatores, como, por exemplo, os maternos. As dosagens detectadas no liquido
amniético a partir da 202 semana até o final da gestacdo variaram entre 0,4
mg/l e 4,0 mg/l. Sendo sugerido por Zimmerhackl (1996) que concentracdes de
THP acima de 0,4 mg/l representa adequado funcionamento do sistema tubular
renal.

A uromodulina é excretada na urina a uma taxa de ~50 mg/dia, mas
esse valor pode ser influenciado por muitos fatores, incluindo o volume de
urina, dieta e exercicio (KOBAYASHI & FUKUOKA, 2001).

Segundo Botelho (2016) a dosagem da uromodulina se mostrou possivel
e quantificAvel em amostras de urina fetal e em liquido amniético,
demonstrando uma tendéncia de reducdo dos valores urinarios em fetos em
gue ha comprometimento renal no pré-natal. Concluindo-se em seu estudo que
valores elevados de uromodulina nas dosagens de urina fetal ou liquido

amnioético podem significar uma fungéo renal preservada.
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2.6.8 — Alguns outros Biomarcadores precoces de injuria renal

Esforcos para prevenir a nefrotoxicidade foram prejudicados pelo atraso
no diagnostico da insuficiéncia renal aguda (IRA) por critérios utilizando
somente a creatinina como marcador, havendo, por isso, grande interesse em
identificar mais precocemente biomarcadores confiaveis (SIROTA et al., 2011).
A identificacdo de pacientes que apresentam elevado risco de desenvolver IRA
pode estimular uma abordagem mais precoce e 0s novos biomarcadores
podem estratificar melhor os riscos e reduzir a ocorréncia da doencga renal
cronica (DRC) (SIEW et al.,, 2012). Um biomarcador ideal seria aquele que
fosse facilmente mensuravel, sem intercorréncia de outras variaveis biolégicas
e capazes tanto de detectar precocemente uma lesdo renal, quanto de
estratificar seu risco. (CULLEN et al., 2012).

Desta forma estdo sendo propostos, em trabalhos atuais, os seguintes
biomarcadores: Cistatina C, $2- microglobulina, NGAL (Lipoproteina associada
com gelatinase de neutréfilos humanos), NAG (N-acetil B-D-glucosaminidase),
KIM-1 (molécula de injaria renal tipo 1 ou kidney Injury Molecule-1), IL-18
(Interleucina-18 ou Interleucina-18), Netrina 1, MCP-1 (Peptideo-1 quimiotéatico
para mondcitos), FABP (Proteinas de ligacdo de acidos graxos), Vanina-1,
CA19-9 (Antigeno de carboidrato 19-9).

Neste contexto observa-se, por exemplo, que: KIM-1 pode elevar-se na
urina por leséo tubular proximal, NGAL por lesdo no tubulo proximal, distal ou
alca de Henle, CA-19-9 por producdo excessiva no tubulo obstruido e B2-
microglobulina (B2M) por injuria ao glomérulo ou ao tubulo proximal (MIRANDA,
2016), CA19-9 (elevada na hidronefrose benigna, como na nefropatia obstrutiva
congénita) (KAJBAFZADEH et al., 2010).

Dentre os biomarcadores emergentes mais estudados estdo: NGAL,
interleucina-18, KIM-1, cistatina-C, L-FABP, NAG, netrina-1, vanina-1 e MCP-
1(Peres et al., 2013). Destes biomarcadores, NGAL é o mais utilizado em
estudos clinicos, NGAL e L-FABP sao os mais precoces, sendo KIM-1 e IL-18
tardiamente detectados com melhor especificidade. Combinacdo de
marcadores metabdlicos mostra-se promissora devido a sua estabilidade
superior em comparacdo a maioria das proteinas e a disponibilidade de
melhores meétodos de validacdo e quantificacdo. Neste momento de
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desenvolvimento de novos marcadores, os biomarcadores proteicos da funcao
renal devem trazer um maior impacto na pratica clinica do que as estratégias
de novos marcadores metabdlicos. (Sirota et al., 2011, Slocum et al., 2012,
Tesch et al., 2010).

2.6.9 — A Cistatina C

2.6.9.1 — Aspectos historicos: A descoberta da Cistatina C

A Cistatina C foi descoberta em 1961 e se sugeriu em 1985 que a
mesma poderia ser utilizada como marcado renal, porém foi sé em 1999 que
ela comecou a ser realmente utilizada para tal propésito (PRATES et al., 2007,
GUYTON, 2005, MARTINS et al., 2003).

2.6.9.2 — Estrutura e localizacéo

A cistatina é uma proteina de baixo peso molecular, 13,3 kDa, da familia
das cistino-proteases, produzida pelos lisossomos de células nucleadas,
presente em diversos fluidos biolégicos e seu nivel sanguineo é constante e
independe da massa muscular (FILLER et al., 2005). Embora filtrada livremente
através do glomérulo, a cistatina C, semelhantemente a outras moléculas de
baixo peso molecular, é reabsorvida e totalmente metabolizada nos tubulos
proximais (GRUBB, 2000, TENSTAD et al.,1996).

Estruturalmente € composta por 120 aminoacidos e sintetizada pelo
gene CST3, localizado no brago curto do cromossomo 20. Como este gene é
expresso em todas as células nucleadas o ritmo de producao é constante. Tem
um ponto isoelétrico de 9,3 e é carregada positivamente em todos os liquidos
corporais onde foi encontrada.

Além do seu alto ponto isoelétrico, o baixo peso molecular de 13,3 KDa,
permite que seja livremente filtrada pelos glomérulos e totalmente reabsorvida
e catabolizada nos tabulos proximais, semelhantemente a outras moléculas de
baixo peso molecular, ndo retornando a corrente sanguinea na sua forma
intacta, mas pode retornar em seus aminoacidos constituintes, (SALGADO,
2009, PRATES et al., 2007, RAMOS et al., 2010, CANEVESE, 2008) sendo
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assim sua concentracdo sérica depende do ritmo de filtracdo glomerular
(CANEVESE, 2008). Praticamente a cistatina C ndo € excretada na urina
(SODRE et al., 2007, SALGADO, 2009), em condi¢bes normais.

A cistatina C tem uma estrutura tridimensional como demonstrado na

figura 12.

Figura 12: Estrutura da Cistatina C (Fonte: Wikipedia, site imagens

tridimencionais da cistatina C, acesso em: jan. 2017)

2.6.9.3 — Papel da Cistatina C

Pertence a familia dos inibidores da cisteina proteases que sdo enzimas
envolvidas em processos patolégicos como estado de inflamacdo, doencas
neuroldgicas, invasado tumoral e formacdo de metastases (OKAY, 2002). Sabe-
se gue a cistatina C tem como funcao inibir as proteases da cisteina quando
estas vertem dos lisossomos das células doentes ou rompidas preservando o
tecido conjuntivo (PRATES, 2005).

Durante processos infecciosos, inflamatérios ou febre parece néo
ocorrer alteragBes na concentracdo sérica da cistatina C (CANEVESE, 2008,
PRATES, 2005) e também nédo sofre influéncia de outras proteinas de baixo
peso molecular como proteina ligadora ao retinol e B2 microglobulina durante
processos inflamatorios ou infecciosos e de desnutricdo grave. Porém em
algumas doencas malignas pode ocorrer aumento dos niveis de cistatina C
mesmo quando ndo ha doencga renal, isto €, os niveis podem ser influenciados

por determinados processos patolégicos (CANEVESE, 2008). A estabilidade no
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soro é de 7 dias em temperatura ambiente, podendo ser congelado e estocado
por meses, pois resiste a Varios ciclos de congelamento e descongelamento
(RAMOS et al., 2010). Os niveis séricos entre homens, mulheres e criangas
tem pouca variacao devido a sua producdo constante ao contrario da creatinina
que é dependente da massa muscular do individuo (PRATES, 2005, FILHO,
2009). Em criancas os niveis de cistatina C sao estaveis apés 1 ano de idade e
independem da massa corporal, sexo, altura e niveis de bilirrubina, mas podem
ser influenciados por cetonudria em criancas diabéticas ou nos casos de
administracdo de drogas como ciclosporina A e metilprednisolona
superestimando ou subestimando respecticamente 0s niveis séricos de
cistatina C (ZAFFANELLO et al., 2007). Outros interferentes que podem atuar
sobre a cistatina C séo corticéides, aumentando sua producéo e concentracao
sérica, também os hormonios tireoidianos que atuam aumentando a producéo
celular da cistatina C, sendo mais baixos nos casos de hipotireoidismo e
elevados no hipertireoidismo (CAMARGO, 2011). Os valores de referéncia
variam de acordo com o método analitico utilizado.

Adicionalmente, a menor variabilidade nas determinacdes sanguineas
da cistatina C, sua meia-vida mais curta e o seu menor volume de distribuicéo
tornam a cistatina C um marcador de funcdo glomerular com maior
sensibilidade para detectar diminuicdes leves da Taxa de Filtracdo Glomerular
(TFG) na Doenca Renal Crbnica (DRC) do que a creatinina e outras moléculas
de baixo peso molecular (ARONSON et al., 2004).

Digna de nota é a observacdo do aumento da cistatina C na vigéncia de
leve diminuicdo da taxa de filtracdo glomerular (TFG) da ordem de 70 a 90
ml/min, ou seja, naguela em que a creatinina ainda ndo é detectada
(ARONSON et al.,, 2004, SCHRIER, 2008). Aléem disso, estudos recentes
mostraram que a cistatina C se eleva precocemente na insuficiéncia renal
aguda em pacientes internados em unidades de tratamento intensivo (KLEIN et
al., 2008), apés transplante hepatico (HEWITT et al., 2004), cirurgia cardiaca
(HAN et al., 2008), quimioterapia com cisplatina (HIMMELFARB et al., 2008),
angiografia cardiaca (BAGSHAW et al., 2008, PARIKH et al., 2005), apos
nefrectomia unilateral (COCA et al.,, 2008) e na progressdo da nefropatia
diabética (SONI et al., 2009).
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Medidas da cistatina C podem também ser Uteis na deteccéo precoce de
doencas renais quando outros exames ainda estdo normais e a pessoa tem
pouco ou nenhum sintoma. Além de disfuncéo renal, estudos recentes sugerem
gue niveis aumentados de cistatina C podem indicar um risco aumentado de
doenca cardiaca, insuficiéncia cardiaca, acidente vascular cerebral e morte
(SHLIPAK et al., 2013, Lab tests on line, Cistatina C, acesso 2015).

Em transplantes renais as taxas de cistatina C foram, em alguns
estudos, similares ao nivel de creatinina, em contraste com outros marcadores
inflamatorios estudados (niveis de IL-2, IL-6 e TNF-a no soro), tanto nos
pacientes com bidpsia quanto naqueles sem bidpsia. Quando comparados com
estes outros biomarcadores inflamatoérios, a creatinina sérica e a cistatina C
demonstrarem serem bons preditores de disfuncdo precoce dos enxertos dos
pacientes nefro-transplantados e puderam ser utilizados para a¢édo precoce na
prevencéo da perda funcional do enxerto (SALGADO et al., 2011).

Além do fato da validade e acessibilidade do teste com cistatina C ter
sido bastante melhorado com a liberacdo de certificacdo de material
referenciado em estudos para calibragem laboratorial segundo Grubb e Blirup-
Jensen (GRUBB et al.,, 2010, BLIRUP-JESEN et al., 2008), acrescido do
desenvolvimento de novos e menos dispendiosos métodos para analise
automatica (LEVEY et al., 2012).

O estudo de Andrew Levey (LEVEY et al., 2012) ainda desenvolveu e
validou duas novas equacdes para estimar o ritmo de filtragdo glomerular
(RFG), um utilizando somente a cistatina C padronizada e outra combinando
cistatina C com creatinina padronizada em diversas populacdes. Estes autores
ainda avaliaram suas novas equacfes em comparacdo com outras ja
existentes, como dos autores Levey AS et al., 2009, Levey AS et al., 2011 e
Stevens LA et al., 2008 e testaram sua utilidade na melhoria da classificacéo
de pacientes com doenca renal crénica.

Uma equipe internacional que participa do Consorcio de Prognéstico da
Doenca Renal Cronica, da Universidade de Johns Hopkins Bloomberg (Escola
de Saude Publica), nos EUA, analisou os resultados de 11 estudos feitos com
90.750 pessoas dos EUA, Europa e Australia, além de mais de cinco estudos
com 2.960 pacientes com doenca renal crénica (DRC) que eram monitoradas

pelos niveis de creatinina sérica e cistatina C (SHLIPAK et al.,2013).


http://www.labtestsonline.org.br/understanding/conditions/heart
http://www.labtestsonline.org.br/understanding/conditions/stroke
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Segundo, Michael Shlipak, € evidente que a cistatina C define um
importante periodo pré-clinico da funcéo renal reduzida antes de doenca renal
cronica poder ser diagnosticada com creatinina sozinha, e este periodo pode
durar 1-2 anos (SHLIPAK, et al., 2013).

Em saude publica, segundo Salgado (2013) a cistatina C pode ser
utilizada como marcador confiavel para detectar tanto disfungdes renais iniciais
quanto para prevenir a morbidade e letalidade dos riscos cardiovasculares
(SALGADO et al., 2013).

Estudo que realiza estimativa da filtracdo glomerular em criancas foi
sugerido a realizacdo de provas adicionais a dosagem da creatinina, como a
concentragdo sérica da cistatina C, em casos de duvidas, e nos casos em que
as equacoOes baseadas na creatinina ndo se demonstrarem adequadas (como
em individuos com cirrose hepatica, obesos extremos, em desnutridos ou com
massa muscular reduzida). Foi recomendado ainda que as concentragdes
séricas da cistatina C deveriam ser expressas em mg/L com uma aproximagao
de 2 decimais, além de sugerido que os laboratérios informem o método
utilizado para a medida da concentracéo sérica da cistatina C (BERMUDEZA et
al., 2014).

A equacao atualmente mais utilizada para o céalculo da taxa de filtrag&o
glomerular estimada é a chamada equag¢ao MDRD (estudo “Modification of Diet
in Renal Disease”) recomendada pela “National Kidney Foundation”. Uma
versao simplificada da equacdo do MDRD original foi apresentada, utilizando
apenas dados de idade, sexo, etnia e creatinina sérica (ROSENTHAL et al.,
2007, POGGIO et al., 2006, LUPOVITCH, 2002).

Até o0 momento, apenas substancias exdgenas tém sido consideradas
como marcadores ideais para a determinacdo da TFG, entre elas destacam-se
a inulina, o &cido etilenodiaminotetracético (EDTA), o acido
etilenodiaminopentacético (DTPA), o iotalamato e, recentemente, o iohexol.
Entretanto, o uso de tais substéncias € limitado a alguns protocolos ou
situacdes em que a informacao precisa sobre a funcdo renal é mandatoria, uma
vez que as técnicas sao caras, requerem tempo prolongado para sua realizacao
e ndo sao praticas para uso rotineiro (HOJS et al.,, 2006, MARTINEZ et al.,
2003, DEINUM et al., 2000, DHARNIDHARKA et al., 2002).


http://www.labtestsonline.org.br/glossary/cirrhosis
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O meétodo considerado mais especifico para determinar a taxa de
filtracdo glomerular € o “clearance” de inulina. Inicia-se pela infuséo intravenosa
de inulina e realiza colheita de amostras de urina seriada durante algumas
horas. Os volumes sédo anotados e a inulina é medida em cada amostra para
determinacao da taxa de filtracdo glomerular. Outros métodos de determinacao
da taxa de filtracdo glomerular, como os que usam is6topos radioativos, ndo
séo exames de rotina, e sim utilizados em ambientes de pesquisa. Ndo estando
acessiveis nos laboratorios clinicos disponiveis ao publico em geral (LAB
TESTS ON LINE, acesso 2015).

Hipbtese de viés seria que: o emprego mais frequente da cistatina C tem
mostrado algumas limitagbes para o seu uso como marcador da Taxa de
Filtracdo Glomerular (TFG): hipertireoidismo néo tratado se associa com leve
aumento e o hipotireoidismo com leve reducdo dos niveis sanguineos da
cistatina C, alteracdes que normalizam na restauracdo do estado eutireoideo
(ROYAKKERS et al.,, 2011). Também se observou que altas doses de
corticosteroides aumentam as concentracfes sanguineas da cistatina C em
pacientes submetidos a transplante de 6rgdos solidos, sendo associados a
hiper-homocisteindria, que é observada com frequéncia em pacientes que
foram submetidos a transplantes renais, e na progressdo de doencas
hepaticas, além de doencas reumaticas e em certos tipos de céancer, sendo
suas taxas diminuidas no uso de ciclosporina (SCHMIDT-OTT et al., 2006).

A doenca renal cronica afeta mais do que 10% dos adultos no mundo.
Os pesquisadores observam que, ao contrario da creatinina, a cistatina C ndo é
afetada pela massa muscular, e, portanto, requer menos o ajuste para fatores
como idade e sexo. Além disso, a cistatina C funciona de forma semelhante
como um marcador da fungcédo renal em negros e brancos (SHLIPAK et al.,
2013), ou seja, as concentracdes de cistatina C ndo séao afetadas por género,
idade ou etnia, infeccdo, dieta, inflamacdo nem pela maioria dos
medicamentos.

Estudo comparativo entre a creatinina e a cistatina C plasmatica foi
submetido a revisdo sistematica e meta-analise, sendo a hipotese confirmada,
ou seja, a cistatina C (r=0,816; 95% de intervalo de confianca, 0,804 a 0,826)
teve desempenho melhor do que a creatinina sérica (r=0,742, 95% de intervalo

de confianga, 0,726 a 0,7580, P<0,001) na avaliagdo do ritmo de filtracdo
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glomerular (RFG). Concluiu-se que, como os dados disponiveis na literatura, a
cistatina C é claramente superior a creatinina na avaliacdo da fungéo renal
(DHARNIDHARKA et al., 2002).

2.6.9.4 — Produgéo da cistatina C na Vida Fetal

E interessante lembrar que mesmo na vida intrauterina as malformacdes
do trato urinario fetal representam cerca de 20-30% do total das anomalias
estruturais diagnosticaveis durante o pré-natal (PERALTA et al., 2009). Dentre
elas, as uropatias obstrutivas sdo as mais frequentes e constituem as principais

causas de faléncia renal antes do segundo ano de vida. (DICKE et al., 2006).

Alguns autores, tem pesquisado este biomarcador em urina fetal,
dosando a cistatina C retrospectivamente em urina de 3 grupos de fetos com
uropatias obstrutivas crbnicas, com diagnostico confirmado no pdés-natal,
separando-os pela gravidade da patologia renal, ou seja, pela gradacao de sua
funcionalidade classificando-os em: grave, moderada e leve (esta Ultima apesar
da uropatia bilateral, com volume de liquido amniético normal ou oligodramnia
moderado e sem alteracdes maiores na estrutura do parénquima renal), sendo
mais dificil predizer o progndéstico da doenca apenas pela ultrassonografia que
permite determinar o local especifico da obstrucdo, o volume de liquido
amniético e a estrutura do parénquima renal). Além de compararem com a
creatinina sérica dessas mesmas criancas, no caso das gue sobreviveram, com
1 ano de idade. Nas criancas com creatinina sérica nhormal com 1 ano de idade,
mesmo com a uropatia obstrutiva bilateral diagnosticadas pela ultrassonografia
pré-natal, foram consideradas evolutivamente como pacientes normais. Estes
mesmos autores encontraram valores estatisticamente significativos em
relacdo aos grupos com faléncia renal grave, onde as taxas de cistatina C se
encontravam bastante elevados, quando comparados com 0s outros dois
grupos, além de diferencas estatisticas também significativas entre os grupos
moderado e o considerado normal ao final de 1 ano. Concluiram, ao final do
estudo, que a ultrassonografia, o sédio urinario, a Beta-2microglobulina e a
cistatina C, tem a mesma especificidade para distinguir a faléncia renal severa,
confirmando ser a ultrassonografia um exame confiavel na definicAo do

prognéstico reservado. No entanto, também concluiram que para distinguir
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entre a faléncia renal pds-natal e o bom funcionamento renal, tanto os sinais
ultrassonogréficos quanto o sédio urinario fetal eram ineficientes, enquanto a
Beta-2microglobulina e a cistatina C eram igualmente confidveis e ambas se
correlacionavam de forma satisfatoria com a creatinina sérica 1 ano apos o
nascimento (MULLER et al., 1999).

Na busca atual da cistatina C na curva ROC em fetos, ndo foram
encontrados trabalhos cientificos, apenas em recém-natos como no estudo de
Askenazi et al. de 2012, onde verificou-se que a cistatina C em comparacao
com outros 7 biomarcadores da urina neonatal, demonstrou estar entre os 3
melhores biomarcadores com a area sob a curva ROC (AUC = “area under the
receiver operanting characteristic curve”, ou seja, area sob a curva ROC) =
0.82 (assim como o uso isolado do Fator de Crescimento Epitelial (EGF) onde
o0 AUC = 0.18 e a Uromodulina (UMOD) onde o AUC = 0.23), sendo testado os
trés biomarcadores em conjunto com AUC de 0.81, sem melhora estatistica,
em relacdo ao uso isolado da cistatina C utilizado separadamente para
deteccdo de injuria renal aguda (AKI= acute kidney injury) neste estudo, que
demonstrou o melhor desempenho. Além do estudo de Parvex et al. (2012) que
demonstrou aumento estatistico significativo da cistatina C em sangue colhido
do cordado umbilical de neonatos apresentando malformacéo renal bilateral
guando comparado com neonatos nascidos a termo com malformacdo renal
unilateral ou controles sem uropatia, demonstrado em uma curva ROC com 0s

controles uma sensibilidade de 69% e especificidade de 86%.
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3 — OBJETIVOS

1) Objetivo principal:
1.1) Verificar se ha ou nao diferenca entre as concentracdes da

proteina cistatina C em fetos com e sem uropatia obstrutiva baixa;

2) Obijetivos especificos:
2.1) Verificar se ha ou néo diferenca significativa entre as
concentracbes de cistatina C na urina de fetos com uropatia
obstrutiva baixa e osmolaridade normal e alterada;
2.2) Verificar a acurécia da cistatina C como biomarcador preé-
natal da funcdo renal pds-natal;
2.3) Comparar a dosagem da cistatina C com outros
biomarcadores pré-natais de funcdo renal em fetos onde se saiba
o desfecho pés-natal.
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4 — PACIENTES E METODOS

Trata-se de um estudo transversal realizado no periodo de marco de
2013 a marco de 2016. Foram selecionadas 45 gestantes cujos fetos estavam
em acompanhamento no Centro de Medicina Fetal do Hospital das Clinicas da
UFMG portadores de anormalidades e com indicacdo de coleta de material
fetal diagnostico pré-natal.

4.1 — Pacientes:

Foram convidadas a participar do estudo dois grupos de pacientes: 0
grupo 1 (grupo de estudo), constituido de pacientes cujos fetos apresentavam
diagnéstico de uropatia obstrutiva baixa, e o grupo 2 (grupo controle),
constituido de fetos acompanhados no CEMEFE com outras condi¢cbes que
nao uropatias (com toxoplasmose materna), mas com indicagao para realizar
procedimentos invasivos para diagnéstico pré-natal.

Grupo 1 (grupo de estudo): Constituido por 38 fetos portadores de uropatia
obstrutiva baixa, bilateral, com indicacdo para avaliacdo bioquimica da urina
fetal como um dos critérios de selecéo utilizados para tratamento intrauterino.

Essas pacientes foram convidadas para que, no momento da coleta da
urina, permitissem que parte da urina coletada (5 a 10 ml) fosse destinada para
a dosagem de cistatina C.

Esses fetos foram submetidos a puncéo vesical sob visdo ultrassonografica
e coleta de 5 a 10 ml de urina fetal para analise bioquimica da urina. Parte
deste material foi para a dosagem de cistatina C.
Grupo 2 (grupo controle): Constituido de 7 fetos acompanhados no Centro de
Medicina Fetal sem anormalidades estruturais, e por outras situa¢gées que nao
uropatias, com indicagao para realizar procedimentos invasivos (amniocentese)
para diagnostico pré-natal. O grupo 2 (controle) foi constituido exclusivamente
por gestantes com suspeita de toxoplasmose aguda na gestacdo, com
indicacdo para amniocentese para diagnostico de contaminagdo fetal ou néo.

Esses fetos ndo apresentavam anomalias estruturais a ultrassonografia.
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As pacientes foram convidadas para que, no momento do procedimento,
permitissem a coleta de parte do liquido amnidtico obtido (cerca de 5 a 10 ml)
para a realizagdo da dosagem de cistatina C. Apds autorizagdo, foi realizada
amniocentese sob visdo ultrassonografica, onde além do liquido coletado para
diagnoéstico de toxoplasmose congénita, foram colhidos cerca de 5 a 10 ml de
liqguido amniético para dosagem de cistatina C. Considerou-se pertinente
utilizar o liqguido amnidtico, uma vez que reflete diretamente a diurese fetal,
evitando uma infracéo ética se colher urina de fetos sem uropatia, portanto sem
indicacao de puncéo vesical para coleta de urina.

Foram comparadas as dosagens de cistatina C nos grupos 1 e 2,
respectivamente, em urina fetal e em liquido amniético.

Para os dois grupos, ndo houve aumento de exposicado a riscos além
dos j4 determinados pelos respectivos protocolos de acompanhamento dos
casos.

As pacientes foram informadas sobre o estudo e as que aceitaram
participar voluntariamente assinaram o TCLE (Apéndice | e Il). Elas foram
acompanhadas até o momento do parto, conforme o protocolo habitual do
CEMEFE. Os neonatos foram acompanhados na Unidade Neonatal e pela
Unidade de Nefrologia Pediatrica do Hospital das Clinicas da UFMG, para
avaliacdo da funcao renal pds-natal, de acordo com o protocolo do servigo. Os
gue evoluiram para o 6bito foram analisados através de necropsia, quando
autorizada pela familia.

Foram excluidas gestacdes multiplas e fetos com outras malformacdes,
além de pacientes com diagnostico de uropatia obstrutiva baixa em que nao foi
possivel a coleta da urina fetal, parametro essencial sugerido no projeto de

pesquisa.

4.2 - Critérios de inclusado

e Gestacao Unica

e Fetos com achados ecograficos sugestivos de uropatia obstrutiva
baixa, com indicacdo para analise bioquimica da urina fetal pelo
protocolo do CEMEFE ou fetos com outros tipos de anormalidades,
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sem malformacgdes estruturais, acompanhados no CEMEFE com
indicagéo para procedimento invasivo para diagndstico pré-natal.
e Auséncia de outras malformacdes associadas

e Aceite em participar do estudo assinando o TCLE

4.3 - Critérios de exclusao

Os critérios de excluséo do estudo foram:
e (GestacOes gemelares;
e Gestantes com contraindicacao de procedimentos invasivos;
e Fetos polimalformados ao exame ultrassonografico;
e Pacientes que ndo aceitaram participar do estudo;
e Pacientes em que houve a perda do acompanhamento pelo
CEMEFE.

Das 45 gestantes participantes do estudo, houve a perda de
acompanhamento de 11 (10 do grupo 1 e, 1 do grupo 2), sendo estas excluidas

da analise final, conforme estabelecido na figura 13:

CEMEFE
45
Urina Fetal Liquido
Amniaotico
38 .

Perda de

Analisadas X : Perda de
08 Segu|mento Analisadas Segmento
10 6 1

/

Figura 13: Fluxograma de acompanhamento dos grupos estudados
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4.4. Métodos:

As pacientes selecionadas para o estudo foram acompanhadas no
CEMEFE durante todo o pré-natal, parto e periodo neonatal.

Durante o pré-natal, além dos exames de rotina de acompanhamento,
foram submetidos a ultrassom seriado com intervalos variaveis de acordo com
a gravidade do caso. Além desses exames, os fetos do grupo 1 foram
submetidos & puncdo vesical para coleta de urina e os do grupo 2 foram
submetidos a amniocentese, como parte da propedéutica pré-natal, sendo
entdo obtidos também o material para a dosagem de cistatina C.

Os exames, bem como os procedimentos, foram realizados pela equipe
de ultrassonografistas do CEMEFE na Maternidade Otto Cirne do HC-UFMG. O

intervalo entre os exames era definido por indicacdes clinico-obstétricas.

4.4.1 Amniocentese:

Posicionou-se a paciente em decubito dorsal, realizando-se
ultrassonografia para determinacdo do local de implantacdo da placenta,
posicdo fetal e definir o local da puncdo. Os cuidados de antissepsia do
abdome materno. Praticou-se anestesia local com xylocaina (sem
vasoconstritor) no local determinado para a puncao, distante da placenta e do
feto. Introduziu-se agulha longa, até atingir a cavidade amnidtica. Assim que
atingido o bolsdo de liquido amniotico, retirou-se o mandril e adaptou-se
seringa para aspiracao do liquido (Cabral ACV & Reis ZN, 2008). Foi colhido
cerca de 5 a 10 ml de liquido amniético para andlise bioquimica, e armazenada

com identificacdo, em freezer a -70° C.

4.4.2 Puncéo vesical para coleta de urina fetal:

Foram seguidos 0s seguintes passos, sob visado ultrassonogréfica:
e Paciente em decubito dorsal, cabeceira elevada a 30°
e Antissepsia da parede abdominal no local da puncgao
e Aplicacdo de anestésico no local da puncdo com xylocaina (sem

vasoconstrictor)
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e Puncéo vesical fetal com introducao de agulha guiada pelo ultrassom

e Coleta de cerca de 5 a 10 ml urina fetal para analise bioquimica

e Apoés coleta da amostra e retirada da agulha a paciente foi mantida em
observacéao

e Armazenamento da urina em seringa identificada, em freezer a -70° C.

Os procedimentos 5.4.1 e 5.4.2 foram realizados por equipe treinada do
CEMEFE.

4.4.3-Dosagem de cistatina C:

¢ Realizada pelo método ELISA, com o kit “Human Cystatin C Duo Set, 1S
Plate, DY 1196, do fornecedor R&D Systems”.

e ApOs coleta das amostras (de urina e liquido amnidtico) fetais, estas
foram identificadas e armazenadas em freezer do Centro de Medicina
Fetal (CEMEFE) a uma temperatura de 70° Celsius negativos.

e A afericdo da cistatina C na urina fetal e liquido amniético foi medida
com o kit “Human Cystatin C Duo Set, 1S Plate, DY 1196, do fornecedor
R&D Systems”, e foi realizada no laboratério do Instituto de Ciéncias
Biologicas (ICB) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).

¢ Os dados clinicos e evolutivos de cada paciente foram armazenados em
banco de dados, bem como as dosagens obtidas de ambos os grupos
(estudo e controle).

e Os resultados da concentracdo de cistatina C foram expressos em

picogramas de cistatina C por mililitros de urina fetal ou liqguido amniético
(pg/ml).

4.4.4 — Osmolaridade

Para analise da osmolaridade nas amostras de urina fetal foi utilizado:
- OsmOmetro modelo OSMOMAT 030 (AUTOMATIC CRYOSCOPIC
OSMOMETER), calibrado com o padrdo de 300 mOsmol/Kg, do fabricante
Gonatec GmbH.
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Foram considerados alteradas as amostras com valores acima de 210
mOsm/l, como ja descrito no protocolo habitual do servigo.

ApGs o nascimento, os neonatos foram recebidos e acompanhados na
unidade neonatal e pelo setor de nefrologia pediatrica do Hospital das
Clinicas/UFMG.

4.4.5 — Dosagem de Creatinina:

Os valores de creatinina, realizados nas amostras de urina fetal, foram
medidos no laboratorio de pesquisa do Hospital das Clinicas da UFMG, através
do método de Jaffe modificado. Utilizou-se:

- Kit comercial da empresa Bioclin.

O método consiste em uma reacao colorimétrica entre a creatinina e o
acido picrico, cujo produto é amarelo-avermelhado. A absorbancia do
composto padréo e a absorbancia das amostras foram lidas em leitor de ELISA
(MOLECULAR DEVICES, USA) em comprimento de onda de 510nm, e,
posteriormente, os niveis de creatinina foram calculados relacionando os

valores encontrados nas amostras com os valores da curva padréo.

4.4.6 -. Dosagem de Uromodulina

A uromodulina foi dosada no laboratério de pesquisa do Hospital das
Clinicas da UFMG, em amostras de urina fetal, utilizando-se de:
- Kit ELISA para medicdo quantitativa de uromodulina humana. Foi utilizado o
kit Biovendor RD191163200R Human Uromodulin ELISA, da empresa
BioVendor — Research and Diagnostic Products.

O teste baseia-se em:

1. Incubar padrdes, controles e amostras em uma placa de
microtitulagdo com 96 pocos ja pré-revestida com o anticorpo
policlonal uromodulina anti-humana.

2. Apo6s incubacédo de 60 minutos, seguida por lavagem, o anticorpo
policlonal uromodulina anti-humana marcado com biotina é
adicionado e incubado juntamente a uromodulina ligada por 60

minutos.
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3. ApoOs outra lavagem, o conjugado de estreptavidina com HRP é
adicionado.

4. Apoés incubacgdo por 30 minutos e a Ultima lavagem, o conjugado
remanescente esta apto para reagir com a solucdo do substrato
(TMB).

5. Areacdo é parada pela adicao de solucdo acida e a absorbéancia
do produto amarelo resultante € medida. A absorbancia é
proporcional a concentracdo de uromodulina.

Uma curva padrdao (Figura 14) é construida plotando os valores de
absorbéancia contra os valores de wuromodulina nos padroes, e as
concentragcbes das amostras ndo conhecidas sdo determinadas usando esta
curva padrdo. A leitura da absorbancia foi feita em leitor de ELISA
(MOLECULAR DEVICES, USA).

Através da equacao da reta (Figurald, em amarelo), podemos fazer a

acuracia da curva, célculo da concentracdo de uromodulina.
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Figura 14: Curva padrao de absorbéancia da uromodulina

As instrucbes completas e o0 passo a passo do ensaio estdo em um guia

gue vém em conjunto com o Kkit.



70

4.5 — Métodos estatisticos

Os dados foram analisados em termos de média e desvio padrdo ou
ainda mediana e valores maximos e minimos, conforme a caracteristica da
variavel. O Teste para normalidade de Anderson Darling verificou a
normalidade das varidveis continuas numéricas. Para os testes de hipéteses, o
nivel de significancia p <0,05 foi considerado significativo.

A andlise estatistica utilizada foi o teste-t de médias para comparacéo de
variaveis de distribuicAo paramétrica e teste de Mann Whitney nas
comparacdes entre dois grupos e na comparacao entre trés grupos utilizamos o
teste de Kruskal Wallis, para as variaveis ndo paramétricas.

Para avaliar a correlagdo foi utilizado o coeficiente de Spearman. entre
as seguintes variaveis:

e Concentracao de cistatina C e osmolaridade, com a confeccdo da
curva ROC.

e Concentragao de cistatina C na urina dos 28 fetos com uropatia
obstrutiva baixa em relacdo aos 06 fetos sem uropatia no liquido
amnigtico.

e Comparacao entre os marcadores urinarios: cistatina C, creatinina
e uromodulina, na urina dos fetos com uropatia, onde se sabia o
desfecho final (parto realizado na maternidade da UFMG), para
certificar significancia estatistica ou nao, apdés a confeccao da
curva ROC.

Para avaliar a sensibilidade e especificidade da dosagem da cistatina C
no diagndstico das uropatias obstrutivas foi utilizada a curva ROC.
As analises foram realizadas no software SPSS versdo 20.0

considerando um nivel de significancia de 5%.
4.6 - Curva ROC
A curva ROC, segundo Margotto PR (2010, acesso em 2016) € uma

ferramenta poderosa para medir e especificar problemas no desempenho do

diagnéstico em medicina por permitir estudar a variacdo da sensibilidade e
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especificidade para diferentes valores de corte. Permite evidenciar os valores
para 0s quais existe maior otimizagcao da sensibilidade em funcdo da
especificidade que corresponde ao ponto em que se encontra mais préxima do
canto superior esquerdo do diagrama, uma vez que o indice de positivos

verdadeiros é 1 e o de falsos positivos é zero.

A medida que o teste torna-se mais rigoroso, o ponto da curva
correspondente a sensibilidade e a especificidade movimenta-se para baixo e
para esquerda (sensibilidade menor e especificidade maior), enquanto se
adotarmos um critério menos evidente o ponto da curva movimenta-se para

cima e para a direita (sensibilidade maior e especificidade menor).

O ponto de corte é definido como um valor que pode ser selecionado
arbitrariamente pelo pesquisador entre os valores possiveis para a variavel em
decisdo. Um classificador perfeito corresponderia a uma linha horizontal no
topo do grafico, porém esta dificiimente serd alcancada. Na pratica curvas
consideradas boas estardo entre a linha diagonal e a linha perfeita, onde
guanto maior a distancia da linha diagonal, melhor o sistema.

4.7 - Parecer ético

O Comité Etico em Pesquisa da UFMG aprovou o estudo sob o nimero
CAAE 43415014.0.0000.5149 e as gestantes foram esclarecidas e assinaram o
termo de consentimento livre e esclarecido (ANEXO A: TCLE 1 e ANEXO B:

TCLE 2) antes de serem avaliadas.
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5 - RESULTADOS

Sao apresentados neste estudo os resultados referentes a analise de 28
fetos do grupo 1 (grupo de estudo, com suspeita de uropatia obstrutiva baixa) e
6 fetos do grupo 2 (grupo controle, outras situacdes que ndo uropatias), com
indicacdo para realizar procedimentos invasivos, com suspeita de
toxoplasmose aguda na gestacao (coleta de liquido amniético).

A tabela 1 demonstra média e mediana da idade gestacional nos grupos

estudados.

Tabela 1 — Caracterizagdo dos grupos estudados em relacéo a idade gestagéo

Grupo  CARACTERISTICA n N Média+DP  MEDIANA MIiNIMO-MAXIMO
1 IG do procedimento 28 28 22,3t4,4 22 16-32

(semanas)
2 IG do procedimento 06 06 25 19-28

(semanas)

n = nomero de casos com a caracteristica avaliada; N= numero de casos que contém

informacao sobre a caracteristica avaliada; DP= desvio padréo; IG= idade gestacional.

Nas tabelas 2 sdo apresentadas as dosagens bioquimicas da Cistatina C

e osmolaridade no grupo 1 e, na tabela 3 a dosagem da cistatina C no grupo 2.

Tabela 2 — Resultados das dosagens bioquimicas da cistatina C e osmolaridade em urina fetal
no grupo 1 (gruo de estudo)

CARACTERISTICA n N Média + DP MEDIANA  MINIMO-MAXIMO
Cistatina C (pg/ml) 28 28 ... 1321,9 318,1- 2368,6
Osmolaridade 28 28 169,5+ 80,6 167,6 56,0 —324,0

n = nomero de casos com a caracteristica avaliada; N= numero de casos que contém

informacao sobre a caracteristica avaliada; DP= desvio padréo.
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Tabela 3 — Resultados das dosagens bioquimicas da cistatina C em ligq. amnidtico no grupo 2
(grupo controle)

CARACTERISTICA N N Média +/-DP MEDIANA  MINIMO-MAXIMO

Cistatina C (pg/ml) 06 06 .. 1228 1167,1-1289,9

n = nimero de casos com a caracteristica avaliada; N= ndmero de casos que contém

informacao sobre a caracteristica avaliada; DP= desvio padréo.

Na tabela 4 é apresentada a dosagem de osmolaridade realizada no

grupo 1. Foi considerada alterada em 42,9% dos casos.

Tabela 4 — Caracteristicas das pacientes do grupo 1 de acordo com os resultados da
osmolaridade na urina fetal

CARACTERISTICA N Osmolaridade % Osmolaridad % P
normal alterada
n=16 n=12
IG (semanas) 28 22,4%4,2 57,2 22,5+4,8 42,8 -—-
Cistatina C (pg/ml) 28 1255 57,1 1411 42,9 0,174

n = nomero de casos com a caracteristica avaliada; N= numero de casos que contém
informacao sobre a caracteristica avaliada; *= Teste de médias; **= Teste de Mann-Whitney; 2=
Mediana.

Verifica-se que a Cistatina C nos grupos 1 e 2 tem distribuicdo anormal
com o valor de P<0,05, sendo necessaria a utilizacdo da mediana e testes ndo
paramétricos para se comparar as variaveis, conforme demonstrado.

Em relacdo aos grupos de Osmolaridade nao foi possivel encontrar

diferenca significativa a 5%, conforme mostra a tabela 5 e o grafico 1:

Tabela 5: Avalicdo da IG e Cistatina C no grupo 1 em relacdo grupos da Osmolaridade Normal
e Alterada

Osmolaridade

. Normal Alterada
Variaveis
n Média DP Mediana Min-Max n Média DP Mediana Min-Max p
22.5833 4.85158
IG 16 22.29412 4.19471 22 16.0-31.0 12 3 5 21 17.0-32.0 0.982
256.211  1290.23 1410.82 314.223 1361.73

CistatinaC 16 1254.157 8 3 318.0-1406.8 12 3 7 2 1124.5-2368.6  0.227
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No grafico 1 comparamos as dosagens de cistatina C nos fetos com
osmolaridades normais e alteradas. Foram retiramos o0s valores extremos, ou
discrepantes, para melhor visualizacdo grafica e, consequentemente, melhor
interpretacdo. Para os calculos estatisticos foram utilizados os 28 resultados
obtidos.

No grafico 1 comparamos as dosagens de cistatina C com osmolaridade
normal (<210) e alterada (>210).

1500

14004 |
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1200

1100
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Grafico 1. Comparagdo no grupo 1 entre as dosagens de cistatina C nos fetos com

osmolaridade nomal e alterada: Osmolaridade: normal =0 e alterada= 1.

Observa-se o valor de P=0,174, na tabela 4, ou seja, demonstrando que
a diferenca do valor da cistina C em urina de pacientes com uropatia e com
osmolaridade normal e, a cistatina C em pacientes com uropatia e

osmolaridade alterada, néo foi estatisticamente significativa.
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Na tabela 6 temos a comparacdo entre as variaveis IG, Cistatina e
Osmolaridade em relagédo aos grupos 1 (urina fetal, com uropatia) e 2 (liquido
amnidtico, sem uropatia). Apenas a Cistatina C apresentou diferenca
estatisticamente significativa, sendo maior nos individuos da uropatia
(p=0,021).

Tabela 6: Avaligdo da IG, Cistatina C e Osmolaridade em relag&o aos grupos 1 (urina fetal, com
uropatia), e 2 (Liquido Amnidtico, sem uropatia)

Grupo
Variaveis Urina Fetal (Uropatia) Liquido Amnidtico (sem uropatia)
n  Média DP Mediana Min-Max n Média DP Mediana Min-Max p
IG 28 22.4 4.4 22.0 16.0-32. 6 25.3 3.1 26.0 19.0-28.0 0.081
Cistatina C 28 1321.9 318.1-2368.6 6 1248.2 1167.1-1290.0 0.021*
Osmolaridade 28 187.3 78.1 181.0 56.0-324.0 0

* Teste de Mann Whitney significativo a 5%.

No gréfico 2, apresentamos a Curva ROC 1, onde demonstra-se a

dosagem de cistatina C em urina de fetos com uropatia obstrutiva baixa.
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Grafico 2: CURVA ROC 1, dosagem de cistatina C em urina de fetos com

uropatia obstrutiva baixa
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Nesta curva ROC 1 observa-se que a dosagem da cistatina C tem
acuracia, por ter area sob a curva de 0,657 (desempenho satisfatorio).

Considerando 1379,50 como ponto de corte da cistina C da urina fetal do
grupo 1, na curva ROC, que corresponde a uma sensibilidade de 50% e uma
especificidade de 88,2%, podemos detectar 71% dos casos de maior
gravidade, neste grupo.

Na segunda curva ROC, utilizando-se também a osmolaridade como
parametro basico pareado, para os trés biomarcadores testados (cistatina C,
creatinina e uromodulina) na urina fetal do grupo 1 (com uropatia), e, nos quais
se sabia o desfecho final (natimorto, neomorto ou vivo ao nascimento), em um
grupo de 6 fetos, dos quais 3 sobreviveram e 3 foram natimortos, obteve-se um

grafico como o mostrado a sequir:

ROC Curve
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Diagonal segments are produced by ties.

Grafico 3: Curva ROC 2, comparando trés marcadores de urina fetal : Cistatina
C, Creatinina e Uromodulina

A area sob a curva ROC da cistatina C foi de 0,750, enquanto da

creatinina para os mesmos pacientes foi de 0,313 e da uromodulina de 0,500.
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6 — DISCUSSAO
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6- DISCUSSAO

6.1- Importancia do Estudo

A doenca renal cronica (DRC) é um grupo heterogéneo de condicbes
que afetam a estrutura e funcdo do rim, tem na sua abordagem precoce a
principal arma para modificar a evolucdo destes individuos. Pode-se afirmar
que as uropatias obstrutivas do trato urinario apresentam importancia entre as
anomalias congénitas que acometem os fetos durante o periodo pré-natal, pois,
possuem lenta evolugdo e podem degradar e comprometer a funcéo renal apos
0 nascimento e até por toda uma vida. O diagndstico precoce dos achados que
indicam a obstrucdo renal sdo de extrema importancia para definir o
progndéstico e buscar as melhores condutas no acompanhamento de cada
caso. O conjunto de avancos tecnoldgicos através de aparelhos de ultrassom
mais potentes e eficientes, avaliando de forma mais precisa os aspectos do
parénquima renal, o volume estimado de liquido amnidtico, os diferentes graus
de hidronefrose, de dilatacdo dos ureteres e visibilizacdo ou n&o da bexiga
fetal, auxiliam enormemente no diagndstico estrutural, no progndstico da
doenca, além de permitir exames invasivos com maior seguranca. O estagio
evolutivo pode ser estimado por meio da dosagem de marcadores sanguineos
e urinarios.

Segundo a tese de doutorado de Selistre em 2012, as orientacdes
internacionais e nacionais recomendam a afericdo da taxa de filtracao
glomerular como preditor de doenca renal na populacdo geral, com uso de
creatinina plasmatica, entretanto, na pediatria existe uma alta prevaléncia de
fatores que interferem nesta dosagem, dentre os quais a taxa de crescimento,
sendo que as equacOes mais empregadas sdo as derivadas da formula de
Schwartz abreviada (“bedside”). Ou seja, na vida fetal e neonatal, ndo se tem
um marcador validado. Segundo Parvex, 2012, para esta populacdo, n&o existe
um marcador validado devido a necessidade de se correlacionar com um
padrao ouro de “clearance”, o que implicaria em amostras seriadas de sangue
ou urina coletada a intervalos programados, tornando 0O processo um
verdadeiro desafio no caso de neonatos. Potencializado ainda mais na vida

intrauterina dos fetos. No entanto, alguns estudos tém mostrado vantagens na
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dosagem de cistatina C como marcador precoce de alteragcdes na estrutura
renal e sua funcionalidade. Bokenkamp A e Cataldi L, em estudos de 2001 e
1999 respectivamente, propde a cistatina C como um potencial marcador renal
na vida neonatal, devido ao fato deste ndo atravessar a placenta.

Outros autores, como Bahar A et al, em 2003, também reconhecem que
a Cistatina C € um dosador especifico para o feto, implicando seu uso como
um marcador renal valoroso em neonatos (BOKENKAMP A et al., 2001;
CATALDI L et al.,1999; BAHAR A et al., 2003).

No caso das obstrucdes renais, verificou-se que quanto mais baixas pior
0 prognostico, devendo-se avaliar a necessidade de intervencdo mais precoce
em alguns destes casos. Observou-se ainda que quando associados a
diminuicdo acentuada do liquido amnidtico ao nascimento h& risco de
insuficiéncia respiratéria por hipoplasia pulmonar, decorrente da repercussao
do oligohidramnio sobre o desenvolvimento pulmonar fetal, que depende de um

volume de liquido amniético satisfatorio para o seu desenvolvimento.

6.2- Selecao dos Pacientes

As pacientes foram encaminhadas pela rede do SUS, provenientes de
Belo Horizonte e de outras cidades do estado de Minas Gerais ao pré-natal do
Centro de Medicina Fetal da Universidade Federal de Minas Gerais (CEMEFE
da UFMG), com suspeita ultrassonogréafica de uropatia.

A idade gestacional média das pacientes do grupo 1 foi de 22 semanas
e, do grupo 2, de 25 semanas.

Acredita-se que houve perda de segmento em 11 casos devido ao fato
de algumas terem sido referenciadas de outros municipios de Minas Gerais e,
por se tratar de gestacdes de alto risco, com maior chance de parto prematuro,
natimortalidade, entre outras urgéncias obstétricas, além da questdo geografica
e socioeconbmica, com as longas distancias e gastos financeiros necessarios
em casos de imprevistos, justificando a procura provavel, de outros servigcos
obstétricos mais préximos nestas circunstancias, sendo estes alguns dos

motivos e justificativas para perda de segmento adequado das mesmas.
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6.3- Cistatina C como biomarcador de funcéo renal

Um dos principais desafios no acompanhamento dos fetos com uropatia
obstrutiva baixa e precoce é a adequada selecdo dos fetos que realmente
possam se beneficiar de medidas terapéuticas oportunas, como o tratamento
intrauterino ou mesmo de antecipacdo do parto para tratamento neonatal.
Marcadores ultrassonograficos e bioquimicos tem sido bastante estudados
para esta finalidade, seja isolado ou associado. Como no estudo de mestrado
realizado por Bastos FM et al, em 2014, onde foi comparado diversos
marcadores urindarios em liquido amniotico de fetos com uropatia (creatinina,
uromodulina, B2-microglobulina, osmolaridade, calcio), detectados a
ultrassonografia em outros servicos e, encaminhados para acompanhamento
na maternidade da UFMG, onde nenhum dos parametros analisados mostrou-
se capaz de predizer a funcdo renal pos-natal e a mortalidade dos fetos
acometidos pela obstrucdo do trato urindrio baixo. Observa-se que neste
estudo, realizado em nosso servico, ndo estava sendo avaliada ainda a
cistatina C.

Estudos que mostraram a auséncia de variacao circadiana nas amostras
de cistatina C na urina, como o estudo de Conti M., 2004, onde é descrito que:
com apenas uma unica dosagem deste marcador substitui-se satisfatoriamente
a coleta de creatinina em 24 horas, na avaliacdo da funcéo renal, tanto em
pacientes hospitalizados quanto na emergéncia (onde h& necessidade de
seleridade para classificacdo do paciente). Tendo sido este um estimulo a mais
para o constante estudo deste marcador.

Segundo Cabarkapa, 2015, cistatina C € um marcador de funcéo renal
superior a creatinina, especialmente nos primeiros anos da doenca renal
cronica, podendo ser utilizado como marcador da taxa de filtracdo glomerular e,
sua principal vantagem é como marcadorda da funcao renal na “faixa cega” da

creatinina, principalmente em pediatria e geriatria.

Esta “faixa cega” no diagnostico da DRC, ocorre particularmente nos
seus estagios iniciais, quando é frequentemente assintomatica, baseia-se em
alteracOes da taxa de filtragdo glomerular (TFG) e em marcadores de lesdo da

estrutura renal (K/DOQI , 2002). As dosagens plasmaticas de creatinina e/ou a



82

determinacdo da sua depuracdo tém sido utilizadas para estimar a taxa de
filtracdo glomerular tanto na doenga renal crénica (DRC) quanto nas lesbes
renais agudas (LRA). No entanto, diversos estudos ja& mostraram que a
creatinina se eleva tardiamente no sangue de pacientes portadores destas
condicbes clinicas (PERALTA et al., 2011; PERALTA et al., 2011; WAHEED et
al. , 2012; BIOMEDICINA PADRAO, 2013). Isso significa que é necessario que
haja comprometimento superior a 50% do parénquima renal para que as
concentracdes plasmaticas de creatinina comecem a se elevar (BIOMEDICINA
PADRAO, 2013). Dessa forma, embora de facil dosagem e muito utilizada na
pratica clinica, tanto a mensuracao dos niveis plasméticos de creatinina quanto
a determinacdo de sua depuracdo renal apresentam limitacbes importantes
como marcadores de funcéo renal.

Os valores de cistatina C sérica (ou plasmatica) média normal € de
0,7mg/ml e aumenta proporcionalmente com a diminuicdo da velocidade de
filtracdo glomerular (VFG), e tem demonstrado que os riscos associados com a
diminuicao da funcédo renal surgem quando a velocidade de filtracdo glomerular
atinge cerca de 85 ml por minuto por 1,73 m2, muito mais cedo do que o limiar
de doenca renal crbnica (por exemplo, 60 ml/min/1,73m2). JA com as
estimativas da funcéo renal baseada na creatinina, esses danos da velocidade
da filtracdo glomerular podem apenas ser notados quando a creatinina €
inferior a 60 ml/min/1,73m2, ou seja, no momento em que a doenca renal
cronica ja se desenvolveu. As etapas da funcao renal classificada pela cistatina
C foram muito melhores para refletir o risco futuro do que aquelas estimativas
da funcao renal baseadas somente na creatinina (SHLIPAK et al. ,2013).

Muller e cols, desde seu estudo de 1999, tem pesquisado este
biomarcador em urina fetal, dosando a cistatina C retrospectivamente em urina
de 3 grupos de fetos com uropatias obstrutivas crénicas, com diagndéstico
confirmado no poés-natal que sobreviveram até 1 ano de idade, comparando
estes valores com a dosagem de creatinina sérica. Foram divididos em trés
grupos, conforme a gravidade da faléncia renal: grave (grupo 1: 19 fetos),
moderada (grupo 2: 19 fetos) e leve (grupo 3: 33 fetos).

Os autores compararam-na com a creatinina sérica dessas mesmas
criangas, no caso das que sobreviveram, com 1 ano de idade. Nas 33 criancas

com creatinina sérica normal com 1 ano de idade, mesmo com a uropatia
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obstrutiva bilateral diagnosticadas pela ultrassonografia pré-natal, foram
consideradas evolutivamente como pacientes normais. Estes mesmos autores
encontraram valores de cistatina C muito elevados e estatisticamente
significativos no grupo com faléncia renal grave (grupo 1: 19 fetos) quando
comparados com 0s outros dois grupos (grupos 2 e 3), além de diferencas
estatisticas significativas entre os grupos moderado (grupo 2: 19 fetos) e o
considerado normal (grupo 1) ao final de 1 ano. Concluiram, ao final do estudo,
gue a ultrassonografia, o sédio urinario, a Beta-2microglobulina e a cistatina C,
tem a mesma especificidade e sensibilidade para distinguir a faléncia renal
grave, confirmando ser a ultrassonografia um exame confidvel na definicdo do
prognéstico reservado. No entanto, também concluiram que para distinguir
entre a faléncia renal pds-natal e o bom funcionamento renal, tanto os sinais
ultrassonograficos quanto o sodio urinario fetal eram ineficientes, enquanto a
Beta-2microglobulina e a cistatina C eram igualmente confidveis e ambas se
correlacionavam de forma satisfatoria com a creatinina sérica 1 ano apos o
nascimento. Neste estudo, ainda, foi verificado que a cistatina C tinha uma
vantagem sobre a Beta-2microglobulina: ndo variava conforme a idade
gestacional.

Como este autor, foram comparados a cistatina C em fetos com uropatia
(doenca renal crénica), neste estudo, a urina fetal com o liquido amnidtico de
fetos com e sem uropatia obstrutiva baixa respectivamente, diferente do autor
acima, que o fez apenas em urina de fetos com diferentes graus de uropatia
obstrutiva bilateral (grave, moderada e leve, que apds um ano, este ultimo
grupo, foi inclusive classificada como normais), mas em ambos 0S casos a
cistatina C demonstrou sua aparente superioridade como marcador, em relacéo
a creatinina.

No estudo de Mussap et al., 2002, foi dosada a cistatina C e a creatinina
no liquido amniético de 15 fetos com uropatia obstrutiva bilateral que o autor
denominou grupo D, com idade gestacional entre 22 e 35 semanas e, formou
outro grupo como controle, com 81 fetos, divididos em 3 grupos também pela
idade gestacional, sendo estes: grupo A com 39 fetos com IG entre 15 e 21
semanas, grupo B com 16 fetos entre 22 e 35 semanas que utilizou para
comparar com o grupo de estudo e, grupo C com 26 semanas entre 35 e 40

semanas. Como no estudo atual foi possivel dosar e quantificar a cistatina C,
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além da creatinina, tanto nos fetos com uropatia quanto nos controles (sem
uropatia), inclusive nos grupos D (de estudo) e B (controle) ambos com a
mesma idade gestacional, porém houve diferenca estatisticamente significativa
em ambos 0s grupos, sendo maior no grupo de estudo com uropatia, como
ocorreu também em nosso estudo atual, demonstrando a cistatina C sua maior
sensibilidade como marcador de obstru¢do urinaria fetal. Mussap et al., ainda
sugerem que a cistatina C é mais apropriada para definir os fetos que se
beneficiardo com intervencado intrauterina, diferentemente da creatinina, que
por atravessar a barreira placentaria, sendo parcialmente metabolizada pela
mae, ndo sendo sua dosagem adequada para este proposito.

No estudo atual, verificou-se que , apesar de terem sido apresentados
0S numeros das amostras, 0 percentual, as médias com os desvios padrdes e
medianas, como a média da Cistatina C no grupo 1 e 2, tem distribuicdo
anormal, com o valor de P<0,05, foi necessaria a utilizacdo da mediana e
testes ndo paramétricos para se comparar as variaveis.

Observou-se, no grafico 1 (“box plot”) que a osmolaridade normal (57%)
comparada com agueles com osmolaridade alterada (43%), ndo demonstraram
diferenca significativa, confirmado pela tabela 5, mesmo sabendo-se que todos
esses pacientes apresentavam uropatia obstrutiva, provavelmente devido a
variabilidade de desfechos finais mesmo com um aparente diagndéstico inicial
comum.

Neste estudo verificou-se que: comparando-se a idade gestacional, a
cistatina C e a osmolaridade nos dois grupos, grupo 1 na urina fetal (com
uropatia) e, grupo 2 no liquido amniético (sem uropatia), apenas a cistatina C
demonstrou diferenca estatisticamente significativa, com valor de p=0,021, ou
seja, p<0,05, sugerindo que a cistatina C possa ser um bom biomarcador para
detectar a presenca ou auséncia da uropatia obstrutiva baixa. Assim como no
relato de caso, descrito por Lautmann K et al., em 2007, onde o feto
apresentando obstrucdo de valvula de uretra posterior, com estudo da urina
fetal, foi concluido que a concentragdo de cistatina C na urina fetal tem
correlacéo direta com a capacidade funcional do rim na fase pés-natal.

No estudo de Omer Acar et al., em 2009, na Turquia, foram avaliados 14
fetos com obstrugdo de valvula posterior e dosagem da cistatina C na urina

fetal (3 amostras, com intervalo de 48 horas entre elas, ou seja, realizadas 3
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puncdes vesicais fetais) e em liquido amniético (1 amostra por amniocentese
simultanea a da coleta da urina fetal nos 14 fetos do grupo de estudo e, nos 25
fetos do grupo controle sem alteragdes urinarias). Verificou-se diferenca
estatisticamente significativa na concentracéo da cistatina C nas 3 amostras de
urina no grupo de estudo com uropatia obstrutiva baixa (com Valvula de Uretra
Posterior), além de no liquido amni6tico, entre os grupos de estudo e controle,
sendo maior as dosagens no grupo da uropatia, assim como aconteceu em
nosso estudo atual. O autor ainda referiu excelente correlacdo da 22 e 32
amostras de urina fetal com o liquido amniético dos fetos com uropatia
obstrutiva baixa (VUP), sugerindo a substituicdo das trés puncbes vesicais
fetais, por uma amostra do liquido amnidtico, devido a reducéo de riscos para o
feto com resultados equivalentes. Acar O et al., 2009, ainda descreve ser
possivel a coleta de liquido amnidtico com auxilio da ultrassonografia em

pacientes com diagnostico aparente de anidramnio.

6.4- Confeccao da Curva ROC X Resultados

Para a determinagdo se duas ou mais Curvas ROC sao
significativamente diferentes, a avaliacdo é feita através da determinacédo da
area sob a curva, usando uma modificacdo do teste da soma de ordens de
Wilcoxon para esta comparagao. Assim € possivel quantificar a exatiddo de um
teste diagnostico (proporcional a area sob a curva), além da possibilidade de
comparar testes diagnosticos.

Como € o caso do estudo realizado por David J. Askezanazi et al., 2012,
publicado no J Pediatr., onde verificou-se que a cistatina C em urina de recém
nascidos, avaliados em seus primeiros 3 dias de vida, era o0 melhor marcador
para deteccdo da injuria renal aguda (AKI= “acute kidney injury”) de forma
isolada, e que apresentava valores melhores apesar de estatisticamente
similares a testes com seu uso em associagdo com a uromodulina e o fator de
crescimento epitelial, conforme ilustra o grafico 4, onde a area sob a curva
ROC da cistatina C isolada foi de 0.82, enquanto em associacdo com a
uromodulina (que isolada foi de 0.23 para a presenca da doenca e 0.77 para

auséncia da doenca) e ao fator de crescimento epitelial (que isolado foi de 0.18
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para a doenca e 0.82 para negacdo da doenca), juntos foi de 0.81, ou seja,
sem valor estatistico diferente da cistatiana C isolada, conforme pode ser
observado no grafico 4. Neste o grupo de estudo é composto por 9 recém-
natos com uropatia obstrutiva bilateral e o grupo controle por 24 recém-natos

sem uropatia.
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Gréfico 4 : Curva ROC 3 (Fonte: estudo de ASKEZANAZI et al., 2012)

O estudo de Parvex (PARVEX P et al., 2012) com 13 recém-natos com
diagnostico de uropatia obstrutiva bilateral antenatal, 20 recém-natos com
diagnostico antenatal de obstrucdo unilateral e 100 recém-natos do grupo
controle, mostrou aumento estatisticamente significativo da dosagem da
cistatina C em sangue do corddo umbilical dos que apresentavam o diagnostico
antenatal de uropatia obstrutiva bilateral quando comparado com neonatos com
obstrucdo unilateral ou controles sem uropatia, demonstrado em uma curva
ROC com os controles uma sensibilidade de 69% e especificidade de 86%, no
ponto de corte 2,34 mg/L, em recém nascidos. Area sob a curva de 0,777.

Como demonstra a curva ROC, no grafico 5.
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Grafico 5: Curva ROC 4 (Fonte: estudo de PARVEX et al., 2012)

A curva ROC 1 deste estudo, considerando 1379,50 como ponto de
corte da cistina C da urina fetal do grupo 1, corresponde a uma sensibilidade
de 50% e uma especificidade de 88,2%, podemos detectar 71% dos casos de
maior gravidade, neste grupo.

Para fins comparativo entre os dois estudos anteriores e o presente

estudo, é apresentado abaixo o gréfico 2.
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Grafico 2: CURVA ROC 1, dosagem de cistatina C em urina de fetos com

uropatia obstrutiva bilateral

A curva ROC 1 deste estudo, gréafico 2, apresentou area abaixo da curva
de 0,657, demonstrando ser satisfatoria para deteccdo da patologia e sua

gravidade.
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A curva ROC 1 deste estudo serve como possivel preditora de sobrevida
em pacientes com uropatia obstrutiva bilateral, pois todos os sobreviventes do
grupo 1 (com uropatia) e do grupo 2 (sem uropatia), ficaram abaixo do ponto de
corte escolhico, 1379,50; afirmativa esta que podera ou nao ser confirmada
com um novo estudo com amostra maior.

No caso da comparacéo entre 3 biomarcadores da urina fetal decidimos
individualizar as curvas ROC, para melhor visualizagcdo, como demonstramos a

seguir através dos graficos 6, 7, 8:

ROC Curve

Sensitivity

L T T T T
a0 02 04 08 0 10
1 - Specificity

Grafico 6: Curva ROC 5, da Cistatina C na urina fetal

No grafico 7, demonstra-se a dosagem da creatinina nos mesmos fetos onde
foram dosados outros biomarcadores urinarios, fazendo-se a curva ROC 6

isolada pra melhor apreciagéo visual.

ROC Curve

Sensitivity

T T T T
00 0z 04 L 08 10
1 - Specificity

Diagonal segments are produced by ties

Gréafico 7: Curva ROC 6, da Creatinina na urina fetal
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No gréfico 8, apresenta-se a Curva ROC 7, a dosagem da uromodulina nos
mesmos fetos onde foram dosados outros biomarcadores urinarios, fazendo-se

a curva ROC 7 isolada pra melhor apreciacao visual da mesma.

ROC Curve

Sensitivity

1 - Specificity

Grafico 8: Curva ROC 7, da Uromodulina na urina fetal

A area sob a curva ROC da cistatina C foi de 0,750, enquanto da
creatinina para os mesmos pacientes foi de 0,313 e da uromodulina de 0,500,
significando, segundo Azkenazi et al, 2012, que os valores de 0,5 ndo séo
melhores que uma moeda jogada para o alto para predizer a doenca ou
gravidade em questdo. Valores proximos de 1 ser considerados com habilidade
excelente para predigdo positiva, enquanto os proximos a 0 com excelente
habilidade para a predicdo negativa.

A é&rea sob a curva ROC é também considerada como uma medida de
desempenho do teste, também conhecido com indice de exatiddo do teste,
segundo Professor Margotto P.R. (Professor do Curso de Medicina da Escola
Superior de Ciéncias da Saude do Distrito Federal).

Segundo o Instituto Nacional de Saude Norte Americano, biomarcadores
sdo definidos como indicadores quantitativos de processos bioldgicos ou
patolégicos empregados para fins de diagnostico ou de monitoracdo da
terapéutica. Nesse contexto, a cistatina C, uma proteina de baixo peso
molecular, tem sido muito estudada nos ultimos anos e parece ser uma
alternativa promissora para substituir a creatinina sérica como marcador de
funcdo renal (STEVENS et al.,, 2008). Em nosso estudo demonstrou ser

também uma alternativa melhor na urina fetal.
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Podemos também nos reportar ao estudo de Muller et al em 1999,
guando este conclui que a cistatina C deveria ser considerada um index da
funcdo tubular no rim fetal, que muda sua excre¢do urinaria com a maturagao
da capacidade tubular de reabsorcdo, complementando este autor ainda, que
isto parece ser confirmado pelo fato das amostras de liquido amniético obtidos
em gestantes com uropatia fetal conter niveis mais elevados de cistatina C
guando comparados com as gestantes sem esta complicagcdo, como foi o caso
das pacientes de nosso estudo, onde foi colhido o liquido amniético em
pacientes sem uropatia, e estas apresentaram taxas consideradas normais,
baseando-se pelo ponto de corte escolhido em nosso estudo.

Na curva ROC, comparando os diferentes marcadores em nosso estudo,
apesar dos valores numéricos, e os indicios de que a cistatina C seria o
marcador com melhor habilidade para deteccédo da patologia e sua severidade,
nao podemos deixar de notar que graficamente, as figuras nao ficaram ideais
para avaliagdo, provavelmente devido ao reduzido niumero de amostras (6
casos) que tinhamos de urina fetal, com os trés biomarcadores urinarios e
sabendo-se o desfecho final (natimorto, neomorto ou vivo ao nascimento), dos
quais 3 sobreviveram e 3 foram neomortos. Sugerimos, desta forma, um novo
trabalho para este estudo comparativo, com um ndmero maior na amostra,
para desta forma, com maior responsabilidade e credibilidade, podermos
afirmar que a cistatina C é ou ndo um melhor marcador e preditor da sobrevida
neonatal. Salientamos, no entanto, que em outros estudos com neonatos,
como o de Askenazi de 2012 e o de Parvex também de 2012, j& demonstraram
a superioridade deste marcador na fase neonatal (recém-nascidos), sugerindo,

o ultimo estudo, este marcador como ideal na fase de vida intrauterina (fetal).

Enquanto Muller et al.(1999) e Lautmann K et al. (2007) na urina fetal,
Mussap et al. (2002-Curva ROC) no liquido amniético, Omer Acar et al. (2009)
em urina fetal e liquido amniotico sugerem também a superioridade da cistatina

C sobre a creatinina como marcador em fetos com uropatia obstrutiva baixa.
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7 - CONCLUSAO
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7 - CONCLUSAO:

Este estudo permite concluir que:

1) Ao compararmos a cistatina C em relacdo aos grupos 1 (urina fetal, com
uropatia) e 2 (liquido amnidtico, sem uropatia), esta apresentou diferenca
significativa, sendo maior nos individuos da uropatia, o que sugere que pode
ser utilizada como biomarcador da funcéo renal pés-natal;

2) Comparando-se a cistatina C da urina de fetos com uropatia obstrutiva baixa
a osmolaridade, normal e alterada, verificou-se nédo haver diferenca
significativa;

3) A cistatina C apresentou boa acuracia em predizer a funcédo renal com a
sensibilidade de 50% e uma especificidade de 88,2%, utilizando-se o ponto
de corte de 1379,5 pela curva ROC. Todos os 5 casos de fetos com
uropatia, que sobreviveram (grupo 1) e todos sem uropatia que na totalidade
sobreviveram (grupo 2), apresentaram cistatina C abaixo deste ponto de
corte;

4) Comparando-se a cistatina C com outros biomarcadores de fungcéo renal
(creatinina e uromodulina), pela curva ROC, observou-se que apenas a
cistatina C demonstrou boa acuréacia em predizer a func¢éo renal pés-natal.
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APENDICE 1: TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO |

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Prezada paciente,

O seu bebé apresenta um quadro de obstrucao do trato urinério, quer dizer que a urina
que ele produz através dos seus rins fica retida no canal e ndo é eliminada. Esta
obstrucdo é progressiva e pode prejudicar de forma definitiva a capacidade dos rins
dele de funcionar.

Por isso, € preciso coletar uma amostra de urina do bebé e do liquido amnidtico (da
bolsa d’agua) para fazer algumas dosagens e com isso verificar se os rins dele estao
funcionando. Este resultado vai definir se € preciso fazer algum tratamento no bebé
ainda dentro do utero.

Estes procedimentos apresentam um risco de 0,5 a 1,5%, podendo ocorrer a perda de
liquido amnidtico, infecgdo, ou alguma lesdo no feto. Porém, este procedimento
podera definir as possibilidades para o tratamento do bebé ainda na sua barriga.

Esta pesquisa € intitulada ESTUDO DA DOSAGEM DA CISTATINA C EM URINA FETAL E EM
LIQUIDO AMNIOTICO DE FETOS PORTADORES DE UROPATIA OBSTRUTIVA, COMO MARCADOR
DE FUNGCAO RENAL POS-NATAL.

Pretendemos dosar véarias substancias na urina e no liquido amniético, para avaliar a
eficacia deles em identificar se os rins do bebé estéo funcionando ou néo.

Se vocé aceitar em participar desta pesquisa, comprometemos em manter seu nome
em sigilo.

Além disto, vocé e seu bebé serdo acompanhados neste servico, mesmo se optarem
em nao participar desta pesquisa.

Eu,

aceito participar da pesquisa ESTUDO DA DOSAGEM DA CISTATINA C EM URINA
FETAL E EM LIQUIDO AMNIOTICO DE FETOS PORTADORES DE UROPATIA OBSTRUTIVA, COMO
MARCADOR DE FUNGAO RENAL POS-NATAL.

Assinatura da paciente:

Contato com os pesquisadores:
Alamanda Kfoury Pereira: fone (31) 3409-9764
Erica Barcala Baptista Rodrigues: (31) 3377-9811
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APENDICE 2: TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO Il

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Prezada paciente,

O seu bebé apresenta um quadro patolégico fetal que justifica a realizacdo de
procedimentos invasivos de pesquisa do liquido amniético, e como estamos realizando
um estudo de obstrucdo do trato urinario em fetos com uropatia obstrutiva bilateral
(quer dizer que a urina que ele produz através dos seus rins fica retida no canal e ndo
€ eliminada e esta obstrucdo é progressiva e pode prejudicar de forma definitiva a
capacidade dos rins dele de funcionar) e que precisamos comparar com fetos sem
esta suspeita, solicitamos sua autorizacdo para utilizar pequena fracdo do material
obtido, para outros fins que nédo de lesao renal, para o estudo comparativo em nossa
pesquisa.

E importante frisarmos que tal doacdo de material, uma vez que os senhores pais, ja
autorizaram o procedimento para outros fins, em nada acrescentara para prejudicar os
seus fetos, e em muito contribuird para a ciéncia e a evolucao das pesquisas fetais, de
forma que possamos somar para a melhoria do atendimento pré-natal dando uma
melhor chance de sobrevida para os nossos fetos e filhos no futuro.

Esta pesquisa € intitulada ESTUDO DA DOSAGEM DA CISTATINA C EM URINA FETAL E EM
LIQUIDO AMNIOTICO DE FETOS PORTADORES DE UROPATIA OBSTRUTIVA, COMO MARCADOR
DE FUNCAO RENAL POS NATAL.

Pretendemos dosar varias substancias no liquido amniético, para avaliar a eficacia
deles em identificar se os rins do bebé estédo funcionando ou néo.

Se vocé aceitar em participar desta pesquisa, comprometemos em manter seu nome
em sigilo.

Além disto, vocé e seu bebé serdo acompanhados neste servico, mesmo se optarem
em nao participar desta pesquisa.

Eu,

aceito participar da pesquisa ESTUDO DA DOSAGEM DA CISTATINA C EM URINA
FETAL E EM LIQUIDO AMNIOTICO DE FETOS PORTADORES DE UROPATIA OBSTRUTIVA, COMO
MARCADOR DE FUNGAO RENAL POS-NATAL.

Assinatura da paciente:

Contato com os pesquisadores:
Alamanda Kfoury Pereira: fone (31) 3409-9764
Erica Barcala Baptista Rodrigues: (31) 3377-9811
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ANEXO 1: CARTA DE APROVAGCAO DO COEP

UNlVERASlDA,DE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Projeto: CAAE - 43415014.0.0000.5149

Interessado(a): Profa. Alamanda Kfoury Pereira

Departamento de Ginecologia e Obstetricia
Faculdade de Medicina- UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 25 de maio de 2015, o projeto de pesquisa intitulado "Estudo da
dosagem da Cistatina C em urina fetal e em liquido amnidtico de
fetocs portadores de Uropatia obstrutiva, come marcador de
funcdo renal pés-natal” bem como o Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um

ano apds o inicio do projeto através da Plataforma Brasil.

a

¢
—Profa. Dra. Telma Campos Medeiros Lorentz
Coordenadora do COEP-UFMG"

" CONFERE COM O ORIGWN AL
94 1 0

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa Il - 2° andar — Sala 2005 — Cep:31270-901 - BH-MG
Telefax: (031) 3409-4592 - ¢-mail: coepiiprpg.ufing.br
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ANEXO 2: TERMO DE AUTORIZAGCAO PARA PESQUISA EM PRONTUARIOS, NOS
ARQUIVOS DO SAME, PARA COLETA E CONFIRMAGAO DE DADOS

Universidade Federal de Minas Gerais
Hospital das Clinicas
Geréncia de Ensino e Pesquisa

MEMORANDO

Belo Horizonte, 25 de abril de 2016.

DE: GEP-HC/UFMG
PARA: Coordenagdo Administrativa/Arquivo SAME

PESQUISA GEP

Processo 159/14: “Estudo da dosagem da Cistatina ¢ em urina fetal e em
liquido amniético de fetos portadores de uropatia obstrutiva, como marcador de
fungao renal pés natal.”.

De ordem do Gerente de Ensino e Pesquisa do HC/UFMG, a pesquisa citada de
autoria da Prof® Alamanda Kfoury Pereira esta aprovada nesta Geréncia, ficando
autorizada a colaboradora Erica Barcala Baptista Rodrigues a consultar
prontuérios para coleta de dados no SAME, com agendamento prévio.

Atenciosamente,
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Marcia Pacheco da Mota
Secretéaria — Diretoria do HC/UFMG
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