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NOTA EXPLICATIVA

A apresentacdo da presente dissertacdo foi organizada sob a forma de redacgéo e artigo
cientifico, de acordo com a resolucao 03/2010 aprovada pelo Programa de Pos-Graduacdo em
Ciéncias da Salde — Area de Concentracdo em Salde da Crianca e do Adolescente, da
Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais, disponivel em

http://www.medicina.ufmg.br/cpg/programas/saude_crianga/arquivos/Resolucao03-2010.pdf.

O artigo original desta dissertacdo avaliou os niveis urinarios biomarcadores de funcéo
renal Calbindina, Colageno IV, FABP1, GSTa, IP-10, KIM-1, Osteoactivina, Renina, TFF-3,
TIMP-1, a-1-Microglobulina, Albumina, Clusterina, Cistatina C, EGF, Lipocalina-2/NGAL,
Osteopontina em recém-nascidos prematuros saudaveis com 72h e 3 semanas de vida, que
foram acompanhados na Unidade de Terapia Intensiva Neonatal da Maternidade Sofia
Feldman. Ressalta-se que esse artigo ja foi aceito para publicacdo no Jornal de Pediatria (vide

ANEXOS)

As referéncias bibliogréficas estdo dispostas ao final de cada artigo ou se¢do, conforme as
normas de Vancouver (Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical

Journals: Writing and Editing for Biomedical Publication - www.ICMJE.org).
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RESUMO

Introducdo: O marcador enddgeno de funcdo renal mais usado na pratica clinica é a
concentracdo sérica de creatinina. No entanto, especialmente para neonatos, niveis séricos de
creatinina sdo variaveis e sofrem interferéncia da imaturidade renal e da concentracdo materna
de creatinina. Nesse contexto, a busca por novos biomarcadores é um importante objetivo
cientifico, principalmente para neonatos prematuros. Sendo assim, o objetivo desse estudo foi
de mensurar marcadores de funcdo glomerular e tubular em recém-nascidos prematuros
saudaveis com 72 horas e 3 semanas de vida. Pacientes e métodos: Amostras de urina foram
coletadas em 40 prematuros com 28 a 34 semanas incompletas de idade gestacional. Nenhum
dos participantes tinha comorbidades, malformacdes e infec¢bes. As amostras foram coletadas
com 72 horas de vida e com 3 semanas de vida pds natal. As mensura¢fes de Calbindina,
Colageno 1V, FABP1, GSTa, IP-10, KIM-1, Osteoactivina, Renina, TFF-3, TIMP-1, a-1-
Microglobulina, Albumina, Clusterina, Cistatina C, EGF, Lipocalina-2/NGAL e Osteopontina
foram realizadas usando paneis 1 e 2 dos kits Multiplex Kidney Injury. Dados foram analisados
utilizando o software GraphPad Prism versao 6.0. Resultados: 55% do prematuros incluidos
eram do sexo masculino, com idade gestaciona de 30+1 semanas e peso de nascimento de
1477+428 gramas. A condi¢do materna mais frequente assocaida ao nascimento prematuro foi
pré-eclampsia (80%). Moléculas relacionadas a funcdo glomerular (albumina, EGF, clusterina,
microglobulina e osteopontina) mostraram ume elevagdo significativa nas concentragdes
obtidas com 3 semanas de vida em comparagdo com as de 72 horas de vida. Por outro lado,
Cistatina C ndo apresentou diferenca. Marcadores relacionados a injuria tubular (KIM-1 e
NGAL) permaneceram sem alteracdes com 72 horas e 3 semanas de vida pos natal. Conclusao:
A elevacao de moléculas relacionadas a funcdo glomerular indicam um crescimento intenso do
ritmo de filtracdo glomerular de 72 horas até 3 semanas de vida, o que néo foi detectado com a
mensuracdo da Cistatina C.

PALAVRAS-CHAVE: Funcdo renal, marcadores bioldgicos, prematuros, neonatos
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ABSTRACT

Introduction: The most used endogenous marker of renal function in clinical practice is serum
creatinine concentration. However, especially for neonates, serum levels of creatinine are quite
variable and suffer interference by the immature kidney and maternal creatinine concentration.
In this context, the search for novel biomarkers is an important scientific goal, mainly for
preterm neonates. Therefore, the aim of this study was to measure markers of glomerular and
tubular function in healthy preterm neonates at 72 hours and 3 weeks of life. Patients and
Methods: Urine samples were collected in 40 preterm neonates with 28 to 34 incomplete weeks
of gestational age. None of the participants had comorbidities, malformations and infections.
The samples were collected at 72 hours of life and at 3 weeks after birth. Measurements of
Calbindin, Collagen IV, FABP1, GSTa, IP-10, KIM-1, Osteoactivin, Renin, TFF-3, TIMP-1,
a-1-Microglobulin, Albumin, Clusterin, Cystatin C, EGF, Lipocalin-2/NGAL and Osteopontin
were performed using panels 1 and 2 of multiplex kits of kidney injury. Data were analyzed
using the software GraphPad Prism version 6.0. Results: The preterm neonates included 55%
of males with gestational age of 30+1 weeks and birth weight of 1477+428 grams. The most
frequent maternal condition associated with preterm birth was preeclampsia (80%). Molecules
related to glomerular function (albumin, EGF, clusterin, microglobulin and osteopontin)
showed a significant increase in the concentrations obtained at 3 weeks of life compared to 72
hours of life. On the other hand, cystatin C did not change. Markers related to tubular injury
(KIM-1 and NGAL) remained also unchanged at 72 hours and 3 weeks after birth. Conclusion:
The elevation of molecules related to glomerular function indicates an intense increase of
glomerular filtration rate from 72 hours until 3 weeks of life, which was not detected with the

measurement of cystatin C.

KEY WORDS: Kidney fuction, Biological Markers, Preterm, Neonates
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1. INTRODUCAO

A embriogénese renal se inicia por meio do pronefro que surge na 3% semana de gestacao
e, em seguida, é substituido pelo mesonefro, a partir da 4* semana de gestacdo, ambos
involuindo completamente. O metanefro, responsavel pelo desenvolvimento dos rins
permanentes, surgira por volta de 30 dias de gestacdo e atingird a formagdo completa dos
néfrons somente entre a 34-36% semana [1]. Apesar do nimero de néfrons ndo modificar apds
esse periodo, a maturacédo e hipertrofia dessa unidade funcional renal acontecera até os 3 a 5
anos de idade [2].

Em um contexto de nascimento prematuro (< 37 semanas), esse desenvolvimento renal
se completard na vida extra-uterina, mas o nimero total de néfrons sera reduzido em relacdo
aos recém-nascidos (RN) a termo [1]. Dessa forma, ao nascimento, RNs termos terdo um Ritmo
de Filtracdo Glomerular (RFG) menor que criancas e adultos, e, no caso dos prematuros, 0 RFG
sera ainda menor, sendo ainda mais reduzido quanto menor a idade gestacional [1]. As funcdes
tubulares também sdo reduzidas nos RNs e somente atingem sua funcionalidade plena no
primeiro ano de vida [2].

A utilizacdo de marcadores enddgenos na pratica médica pode predizer desfechos
clinicos. Nesse sentido, a utilizacdo de marcadores que expressam mais fielmente as alteracdes
bioldgicas assume relevancia. Atualmente, o marcador de funcao renal mais utilizado na prética
clinica € a concentracdo sérica de creatinina. Entretanto, principalmente em neonatos, esse nivel
sérico e consideravelmente variavel e sofre interferéncia em decorréncia da imaturidade renal
e da concentracdo materna de creatinina. A creatinina atravessa livre e bilateralmente a
placenta, principalmente por perfusdo simples, assim, ao nascimento, a concentracdo sérica de
creatinina do neonato € igual a materna [1, 3]. Em RNs a termo, ha um declinio rapido desse
nivel sérico, principalmente nas primeiras 72h de vida, sendo esse processo completo nas
primeiras duas semanas de vida. Entretanto, em prematuros, esse declinio da creatinina sérica
pode levar de um a dois meses, podendo inclusive nos primeiros dias de vida sofrer uma
elevacdo inicial devido a reabsorcdo tubular [4]. Além disso, as adaptacGes poOs-natais, como
perda de fluidos corporais e contragdo de volume intravascular, associadas a grandes variagdes
de catabolismo proteico e funcdo hepética, serdo fatores importantes para a concentragdo deste
marcador nessa faixa etaria [4]. Dessa forma, a mensuracéo dos niveis séricos de creatinina ndo
é considerada acurada para o periodo neonatal de forma geral, mas, menos ainda, para RNs

prematuros. No entanto, num contexto de auséncia de outras moléculas com desempenho
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comprovadamente superior, a creatinina continua sendo o marcador mais utilizado. Existem
disponiveis varios estudos que avaliaram o comportamento da creatinina em lactentes, RNs a
termo, prematuros e de baixo peso. Bateman et al, em 2015, avaliaram a concentracao serica de
creatinina em prematuros de 34-36 semanas de gestacdo com extremo baixo peso e descreveram
3 fases da concentragdo média de creatinina: elevacéo inicial, declinio rapido e equilibrio. Em
uma coorte multicéntrica com prematuros de 27-31 semanas, Vieux et al. em 2010 descreveram
os valores de referéncia e percentis de RFG baseados na creatinina sérica. Em comum a todos
esses estudos, a concentracdo de creatinina serica reduz com o aumento da idade gestacional e
idade pds-natal dos lactentes, enquanto o RFG ter4 comportamento inversamente proporcional
a esses parametros [7].

Na busca de novos biomarcadores de funcédo renal e para estimar o RFG, a Cistatina C
tem sido uma das moléculas mais estudadas. Trata-se de um inibidor de protease produzido por
todas as células nucleadas, que é livremente filtrado pelos glomérulos, assim como a creatinina.
Apesar de evidéncias de que essa molécula possa atravessar a placenta de forma similar a
creatinina, estudos indicam que a Cistatina C atravesse a placenta em menor intensidade,
sugerindo que, no periodo pos-natal inicial, ela poderia ser um melhor marcador de funcéo renal
[4]. Além disso, ja existem formulas validadas, tanto para criangas como lactentes, que utilizam
a Cistatina C seérica isolada ou associada a outros marcadores (como creatinina e ureia) para
estimar 0 RFG. Um dos obstaculos para a aplicacdo mais ampla dessa molécula na pratica
clinica ainda ¢ a disponibilidade da realizacdo da sua afericdo, assim como o custo beneficio
em relacdo a creatinina e a padronizacdo das analises.

Outros potenciais biomarcadores, principalmente urinarios, tém sido alvo de estudos
para melhor entendimento do funcionamento renal nessa faixa etaria, na qual o rim ainda se
encontra em pleno desenvolvimento e adaptacdo a vida extra-uterina, além de se tratar de uma
populacdo particularmente mais suscetivel a injuria renal.

A incidéncia de lesdo renal aguda em RNs muito prematuros é estimada em 20-40%,
sendo a grande maioria dos quadros de etiologia pré-renal, associados a hipovolemia ou a
reducdo da circulagdo renal, relacionando-se ou ndo a presenca de infec¢éo [8]. Essa incidéncia
pode chegar a 56% em RNs asfixiados. Prematuridade, extremo baixo peso, malformag6es dos
rins e do trato urinario, doencas cardiacas congénitas, sepse e uso de drogas nefrotoxicas séo
fatores que podem levar a leséo renal aguda [8, 9].

Nas unidades de terapia intensiva neonatal (UTIN), nas quais a grande maioria dos RNs

muito prematuros se encontram, o acometimento renal pode ser um desencadeador importante
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de descompensacéo clinica e é associado a significativa morbi-mortalidade desses pacientes.
Mesmo com tratamento adequado, a lesdo renal aguda € associada a 25-50% de mortalidade em
RNs, sendo fator de risco independente para esse desfecho. Além disso, a lesdo renal aguda
pode também ocasionar comprometimento da funcao renal em longo prazo, aumentando o risco
de doenga renal cronica na vida adulta [8, 9].

Considerando todas as dificuldades de interpretacdo da concentracdo sérica de
creatinina, encontrar marcadores que permitam a avaliagdo de funcéo renal e a identificacdo
precoce, assertiva e pouco invasiva de lesdo renal aguda em neonatos, principalmente naqueles
prematuros, tem-se tornado alvo de estudos nos ultimos anos. Dentre os biomarcadores
urinarios, os mais frequentemente estudados em RNs sdo: Cistatina C, NGAL, KIM-1, entre
outros. Os principais resultados mostraram relacdo entre elevacdo dos niveis de NGAL e
Cistatina C com a presenca de lesdo renal aguda, com especificidade e sensibilidade de 80% e
90%, respectivamente, em RN prematuros. Quanto a molécula de les&o renal 1 (KIM-1), ainda
ndo existem evidéncias suficientes para avaliar a capacidade preditiva desse marcador para
lesdo renal nessa faixa etaria [8]. Askenazi et al, em 2016, em uma coorte de 113 RNs com peso
abaixo de 1200g identificaram que Cistatina C, NGAL, osteopontina (OPN), clusterina e alfa-
glutationa s-transferase (alfa-GST) apresentaram valores 1,7 a 3,7 vezes mais altos em neonatos
com leséo renal aguda em relagdo aqueles que néo tiveram alteracao renal. Enquanto os valores
de fator de crescimento epitelial (EGF) e uromodulina (UMOD) foram 1,4 a 1,6 vezes mais
baixos naqueles com lesdo renal. Esse mesmo autor, em outro estudo com neonatos com peso
de nascimento menor que 1500g encontrou relacdo positiva entre maiores niveis de OPN e
KIM-1 e maior mortalidade as 36 semanas de idade gestacional [11].

Saeidi et al, em 2015, mostraram que NGAL, OPN e Cistatina C foram associadas com
idade gestacional e idade pos-natal em RN prematuros, enquanto EGF e UMOD somente se
associaram a idade gestacional e KIM-1 e alfa-GST somente a idade pos-natal. Ressalta-se,
porém, que a maioria dos estudos ainda apresenta amostras relativamente pequenas e avalia
pacientes que apresentaram leséo renal aguda por meio de painéis com poucos biomarcadores
[8, 9, 13, 14, 15, 16].

Nesse contexto, a busca por novos biomarcadores da funcdo renal é uma meta cientifica
importante, principalmente para neonatos prematuros. Alem disso, a pesquisa de novos
marcadores podera também ampliar os conhecimentos quanto ao funcionamento renal nesse
momento em que o0 6rgdo ainda se encontra em desenvolvimento. Assim, 0 objetivo desse

estudo foi de investigar o comportamento de marcadores de funcdo glomerular e tubular numa
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populacdo de recém-nascidos prematuros, associando-os também as varidveis clinicas e

demogréficas [17]. Foram incluidos RNs prematuros saudaveis com amostras bioldgicas

coletadas de forma seriada (com 72 horas de vida e na terceira semana de vida extra-uterina)

para mensuracao desses marcadores e avaliacdo da evolucdo natural dessas moléculas ao longo

do tempo apds o nascimento de prematuros saudaveis. Em linhas gerais, este projeto pretende

avaliar como e se essas moléculas poderao ser utilizadas para avaliacdo de funcao renal nesses

pacientes, no intuito de identificar biomarcadores para diagnostico, acompanhamento e

prognostico.
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2. REVISAO DE LITERATURA

Nefrogénese e Prematuridade

O nascimento de recém-nascidos prematuros tem tido um aumento relevante nas Gltimas
décadas, sendo estimado que ocorram cerca de 12-15 milhGes de partos prematuros por ano no
mundo [1, 2]. Com isso, o interesse pela fisiologia e desenvolvimento renal enessa faixa etaria
tem crescido também.

A organogénese dos rins se inicia ainda nas primeiras semanas pds concepcao. Por volta
da 3-42 semana surgem os pronefros, que consistem em estruturas rudimentares e transitorias,
que formam um sistema nao funcionante e que sdo naturalmente reabsorvidas, desaparecendo
ao final da 42 semana [1, 3, 4]. Em seu lugar, na 5% semana de gestacdo, surge o mesonefro, a
partir do mesoderma. Esté estrutura, localizada em regido toracica e lombar, ira se diferenciar
em cerca de 20 pares de tubulos que ja produzirdo uma pequena quantidade de urina. O
mesonefro também se degenerara espontaneamente como parte do processo natural de
maturacdo do embrido, desaparecendo ao final do 1° trimestre de gestacdo. Nos embrides do
sexo feminino, parte do mesonefron participard da formagdo da bexiga, enquanto no sexo
masculino parte também formara o epididimo e o ducto deferente [1, 3, 5].

A partir do segundo trimestre gestacional, o metanefro serd entdo plenamente
responsavel pelo desenvolvimento dos rins. O metanefro surge por volta da 5-6% semana, a partir
de mesénquima metanéfrico e do ducto mesonéfrico (botdo de epitélio ureteral), iniciando
producdo de urina por volta da 92 semana e se desenvolvera plenamente até a 362 semana de
idade gestacional [1, 3, 4]. Inicialmente em posi¢do sacral, essa estrutura migrara até a regido
lombar na 8 semana, posi¢do que sera final e permanente [3].

Ao longo de todo o segundo trimestre e inicio do terceiro trimestre, ocorreréa a formacao
dos néfrons e do sistema coletor. Esse processo é resultado de diversas interacdes entre o
metanefro e o epitélio ureteral, que incluem varios fatores de transcri¢do e o sistema renina-
angiotensina [1, 4, 6]. O nascimento prematuro ocorre, entdo, em um momento no qual o
sistema urinario ndo estara ainda plenamente desenvolvido e formado; pelo contrario, estara em
pleno momento de organogénese [2, 6].

A formacdo final do rim ocorre em camadas, com o desenvolvimento e aumento do
namero de néfrons, a partir da zona nefrogénica na regido cortical, aonde ficam as células-
tronco [1, 4, 5, 6]. Essa aposi¢do de novos nefrons resulta no crescimento dos rins fetais e a

finalizagdo da nefrogénese ocorre simultaneamente com o desaparecimento dessa zona. Apds
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esse momento, sO sera possivel ocorrer crescimento tubular e vascular e expanséo do tecido
intersticial [7]. Kandasamy et al, em 2012, encontraram diferenga significativa no tamanho dos
rins entre fetos com 32 e 38 semanas de idade gestacional, com um crescimento de 3,6 cm de
largura com 32 semanas para 4,2 cm com 38 semanas. Durante esse periodo, ocorre um aumento
de volume renal de 14,5 cm? para 21,6 cm?, 0 que representa um crescimento significativo de
cerca de 30%. Sutherland et al também identificaram uma espessura significativamente menor
da zona nefrogénica em RN prematuros em relacdo aos RNs termos, a partir de andlises
microscopicas.

Sendo assim, a partir do momento que ocorre a interrup¢do prematura da gestagéo, o
processo de nefrogénese serd modificado e, na maioria das vezes, encurtado. A maioria dos
estudos conclui que o desenvolvimento renal continuara em ambiente extra-uterino por cerca
de 3 semanas poOs-natais, podendo chegar até 40 dias pds-natais em prematuros extremos, sendo
encerrado com o desaparecimento prematuro da zona nefrogénica [1, 5, 7]. RNs prematuros, ao
atingirem o termo, apresentam uma reducdo do numero e qualidade de néfrons, avaliados na
maioria dos estudos por meio do tamanho renal final em comparacdo com RNs a termo [1, 2,
9]. Estudos estimam que oligonefropatia acomete cerca de 8-24% dos RNs prematuros, sendo
que desses, até 18% apresentam glomérulos morfologicamente anormais. Outras alteraces
como dilatacdo do espaco de Bowman e encurtamento dos tufos glomerulares também séao
relatadas [5].

Além disso, a prematuridade também esta associada a ocorréncia de outras alteracdes e
circunstancias que por si s6 também afetam a maturacdo renal ou sdo potencialmente
causadoras de lesdo renal, tais como baixo peso, crescimento intrauterino restrito, hipdxia,
hiperdxia, sepse, exposicdo a drogas nefrotdxicas, entre outros [5, 6, 10, 11, 12]. Atualmente, a
prematuridade ja é considerada isoladamente como fator de risco para doenca renal cronica e
hipertensdo arterial na vida adulta, considerando que, em um contexto de reducdo de nimero
total e qualidade de néfrons, aqueles remanescentes funcionardo em continua hiperfiltracdo

glomerular no intuito de manter uma filtragéo final adequada [1, 2, 6, 12].

Funcédo Glomerular e Tubular no Pretermo
A avaliacéo da fisiologia renal apos o nascimento também tem sido alvo de estudos, que
tentam ampliar o conhecimento a respeito de todas as adaptacdes que acontecerdo durante e

apos essa transicdo da vida intra para extra-uterina.
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Ja é bem estabelecido que, independente de idade gestacional, recém-nascidos
apresentam um RFG muito menor do que o identificado em criangas maiores e adultos e que
essa capacidade de filtragdo apresenta elevacéo significativa nos primeiros dias ap0s o parto,
seguida de uma elevacdo mais gradual até o 1°-2° ano de vida [9, 13, 14, 15]. O RFG depende
de diversos fatores e do equilibrio entre eles, sendo os principais a permeabilidade & agua pela
barreira de filtragcdo, a &rea de superficie dessa barreira, a diferenca de pressao hidrostatica entre
a capsula de Bowman e o lumen glomerular, e também a pressao oncética dentro desse lumen
glomerular [13, 15]. Durante o processo de amadurecimento renal, a barreira de filtracdo
glomerular ter4 aumento tanto da sua area de superficie quanto da sua permeabilidade & agua,
resultando em um crescimento gradual do coeficiente de filtracdo a medida que a idade
gestacional avanca [13]. Esse processo também acontecera nos RNs prematuros, mas, em
ambiente extra-uterino, havendo, portanto, algumas diferencas nesse processo.

Ao nascimento, RNs a termo apresentam um RFG por volta de 15-25 mL/min/1.73m?,
enquanto prematuros apresentam por volta de 10-20 mL/min/1.73m?. Com o passar dos dias, 0
RN termo apresentara rapida elevacdo desses valores até por volta de 45-55 mL/min/1.73m?
com cerca de 1-2 semanas de vida. Essa elevacdo se dara de forma mais lenta e gradual nos
RNs prematuros, chegando a 35-45 mL/min/1.73m? nesse mesmo periodo e atingindo por volta
de 50 mL/min/1.73m? ao final do primeiro més de vida [13, 15]. Principalmente nos primeiros
6 meses de vida dos RNs prematuros, parece ocorrer o que pode ser chamado de catch up renal,
ou seja, apesar de inicialmente apresentarem rins menores, ao atingirem IG corrigida de termo,
apos essa idade os prematuros atingem tamanho renal comparavel ao de RN termos com 6
meses de vida [16]. Valores de RFG proximos aos dos adultos (110-120 mL/min/1.73m?) s6
serdo atingidos por volta do 2°-3° ano de vida [7, 13].

Além disso, dentro do grupo de prematuros, também existe variacdo importante entre o
RFG, sendo identificado que RFG é diretamente proporcional a idade gestacional, enquanto
que a magnitude de crescimento dessa filtracdo ao longo do tempo € inversamente proporcional
alG[7, 13, 17]. A adequacéo ao peso de nascimento esperado também parece influenciar nas
variacoes de RFG. Aly et al, em 2019, encontraram que prematuros pequenos para idade
gestacional apresentam niveis de creatinina mais elevados em relagdo aos seus pares com peso
adequado para IG, no quinto dia de vida. Os autores sugerem que isso possa estar relacionado
aum maior nivel de comprometimento da fung@o glomerular nesses recém-nascidos com menor
peso. Vieux et al, em 2010, realizaram uma coorte multicéntrica, com 275 RN prematuros de

27 a 31 semanas de IG com aferi¢des seriadas da creatinina com 7, 14, 21 e 28 dias de vida. Foli
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verificada elevacdo constante do RFG neste primeiro més de vida, e 0s autores propuseram
valores de referéncia com percentis para cada IG a partir dos dados obtidos. Estudos anteriores
também realizaram andlises semelhantes, mas com amostras mais limitadas [19, 20].

O fluxo plasmatico também influencia significativamente o RFG. A resisténcia vascular
sistémica cai rapidamente apds o nascimento, o que gera uma redistribui¢do do fluxo sanguineo.
Ao nascimento, o fluxo sanguineo renal estd reduzido, associado a uma baixa pressdo de
perfusdo e tbnus aumentado da arteriola eferente, isto parece estar relacionado a menor fluxo
renal efetivo e também possivelmente a algum grau de lesdo glomerular em RNs prematuros
neste momento [7, 9, 16]. Durante a transi¢do p6s-natal, ocorre aumento importante da presséo
de perfusdo renal decorrente de significativa elevacdo do percentual do débito cardiaco
direcionado aos rins, que, no periodo fetal, era por volta de 3% do débito, na vida extra-urterina
atingira valores por volta de 25% [7]. A fracdo de filtracdo, obtida pela razdo entre RFG e o
fluxo plasmatico renal, também sofrera maturacéao, sendo incialmente de 50% até atingir o valor
de 20% apo6s o amadurecimento renal. Esse processo também se d& de forma mais lenta e
gradual nos neonatos prematuros [7]. Tudo isso interfere na capacidade de adaptagdo renal a
variacdes pressoricas e de volume, assim como na capacidade de excrecao renal, de metabolitos
e farmacos [9].

Outro dado interessante € que, apesar de apresentarem rins menores ao atingirem o
termo e mesmo até completarem 2 anos de vida, RNs prematuros apresentam RFG semelhante
a RNs termos nessas mesmas idades [2, 21]. Isso sugere que 0 mecanismo de compensacao para
manter um nivel de filtracdo glomerular final adequado seja devido a aumento da filtracdo
individual dos néfrons que se encontram em menor quantidade naqueles lactentes que foram
prematuros, o que caracteriza um estado de hiperfiltracio [2, 21]. E incerto se essa hiperfiltracdo
no periodo pds-natal imediato acontece também devido a resisténcia vascular elevada e ao baixo
fluxo sanguineo renal [9].

Ap0s 0 nascimento, também ocorre um processo de amadurecimento da fungéo tubular.
Os tubulos renais participam diretamente do balango hidrico, eletrolitico e acido-basico do
organismo [22]. Em relac&o aos ions, a fracdo de excrecdo de sédio (FENa) foi demonstrada
ser inversamente proporcional a IG durante o primeiro més de vida, mas com grande variacao
entre individuos. Apos esse periodo, independentemente da IG de nascimento, os lactentes
tendem a apresentar taxas semelhantes de FENa. Nessa transi¢do, ocorrera uma reducéo gradual
de FENa de 8-18% no periodo fetal, maior que 3% nos pretermos no primeiro més, até valores

inferiores a 1% apds amadurecimento completo [14, 22, 23, 24]. Isso sugere que ha uma intensa
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capacidade de amadurecimento tubular nos prematuros no primeiro més de vida, inclusive
naqueles prematuros extremos [14]. Ainda n&o é claro até que ponto essa natriurese inicial se
deve somente a imaturidade renal e adaptacdo renal apds nascimento, ou também a uma ativa
regulacao dos fluidos intracelulares que sofrem reducdo significativa pds-natal [23]. Apesar
disso, quando submetidos a uma sobrecarga salina aguda, os RNs, especialmente os prematuros,
apresentam uma restricdo na capacidade de elevar a excrecdo de sédio, quando necessaria [9].
A imaturidade tubular também esta relacionada com maior perda urinaria de glicose, eletrolitos,
aminoacidos e proteinas de baixo peso molecular bem como a menor producdo de
eritropoietina, associando-se este fato a anemia da prematuridade [25].

Outros aspectos sobre a funcdo tubular especificamente em prematuros ainda séo pouco
explorados. Sabe-se que a capacidade de concentrar a urina também é mais restrita em neonatos,
isso estaria relacionado ao baixo gradiente de solutos corticomedulares, alcas de Henle mais
curtas e interferéncia das prostaglandinas. A concentracdo maxima que pode ser atingida € de
cerca de 400-500 mosmol/kg nos primeiros dias de vida em prematuros versus 700 mosmol/kg
em termos. Os valores costumam se aproximar das referéncias normais para criancas (1200
mosmol/kg) por volta de 1 a 2 anos de vida [23, 26, 27, 28]. A capacidade de reabsorcao de
bicarbonato e de excrecdo de &cidos também é comprometida nesta faixa etaria, sendo esse
comprometimento mais intenso nos RNs prematuros e de menor peso de nascimento [22, 29,
30, 31]. Foi demonstrado que a capacidade de excrecdo de acidos esté relacionada a idade
gestacional e apresenta uma elevacdo gradual nas primeiras 3-4 semanas de vida pds-natal. Em
contrapartida, elevacdo semelhante da reabsorcdo de bicarbonato ocorre por volta da primeira
semana [22, 31]. Apesar disso, alguns estudos demonstram que neonatos prematuros
conseguem apresentar reabsorcdo adequada de bicarbonato exdgeno durante episddios de

acidose metabolica com reposicdo endovenosa desse ion [22, 31].

Creatinina

A maneira mais utilizada e difundida de mensuracdo da funcdo renal é por meio da
mensuracdo do RFG. Especificamente na faixa etaria neonatal e, mais ainda, nos prematuros,
essa avaliacdo pode-se tornar mais complexa e imprecisa devido a inimeros fatores. O padrdo
ouro continua sendo a utilizacdo da inulina que consiste em um polimero exdgeno que nao é
metabolizado, reabsorvido ou secretado pelas células tubulares renais, ndo se liga a proteinas,
é eliminado exclusivamente pelos rins e, a0 mesmo tempo, é livremente filtrado pelos

glomérulos, inclusive em RNs pretermos [15, 32]. Apesar dessas vantagens quanto a fisiologia
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desse marcador, o maior empecilho para a sua utilizagéo na préatica clinica é que sua mensuragao
envolve infusbes continuas, coletas precisas de urina e/ou multiplas coletas de amostras de
sangue, 0 que a torna um método mais invasivo, de realizacdo mais complexa e custos mais
elevados [15, 32].

Assim, outros marcadores enddgenos e exdgenos ja foram explorados, dentre eles a
creatinina é amplamente a mais utilizada em todas as faixas etérias [15, 32, 33, 34]. Mesmo
sendo o mais utilizado, este marcador possui importantes limitacfes. A creatinina é uma
substancia de baixo peso molecular e é resultado da degradacao da creatina e fosfocreatina dos
masculos, portanto, sua concentragdo é diretamente proporcional a massa muscular do
individuo, que é consideravelmente reduzida em neonatos [7, 13, 15, 34]. Existem diversos
métodos laboratoriais para sua mensuracdo, sendo os principais o colorimétrico (método de
Jaffe) e o enzimatico. Apesar de ja existirem evidéncias de uma significativa influéncia de
fatores como hiperbilirrubinemia (alteracdo muito comum no periodo neonatal),
hipertrigliceridemia, hemdlise e corpos cetdnicos nos resultados do método de Jaffe, ele ainda
¢ um método muito utilizado, inclusive em pesquisas cientificas, sendo que a maioria das
evidéncias para calculo do RFG em criangas a partir da creatinina foram baseados em estudos
que utilizaram esse método [13, 15, 34, 35]. O método enzimatico, a principio, seria muito
menos susceptivel a esse tipo de interferéncia e é considerado atualmente o método ideal para
analise da creatinina [13, 35].

Durante o periodo fetal, a creatinina atravessa livremente e bidirecionalmente a
placenta, por perfusdo simples, e, ao nascimento, sua concentracdo plasmatica nos RNs nos
primeiros dias estara diretamente relacionada a concentragdo materna [7, 15, 32, 33, 34, 36].
Estudo desenvolvido por Go et al, em 2018, avaliou a relacdo de condi¢cdes materna e neonatais
com os niveis de creatinina sérica em 614 RNs (prematuros e termos) e suas méaes. Os autores
encontraram uma relacdo significativa do nivel sérico de creatinina (SCr) dos neonatos com a
IG, enquanto n&o foi identificada influéncia de esteroides antenatais, administragdes maternas,
escore de APGAR, sexo e sindrome HELLP com SCr neonatal ao nascimento. O SCr neonatal
e materno no grupo com doencga hipertensiva especifica da gestacdo (DHEG) foram
significativamente maiores do que no grupo sem DHEG, ambos nos grupos de prematuros.
Além disso, os autores demonstraram uma forte correlacdo entre o SCr materno e neonatal,
sendo esta correlagdo mais intensa nos prematuros em relacao aqueles a termo.

Ap0s 0 nascimento, nos RNs a termo, ocorrerd uma reducgédo importante do SCr até o 3°

ao 7° dia de vida, depois serd mantida uma redugédo gradual até o final da 22 semana de vida.
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Por outro lado, nos RNs prematuros, inicialmente ocorre uma elevagéo dos seus valores até o
2°-4° dia de vida e s depois desse periodo inicia-se uma reducdo gradual, atingindo valores
mais baixos somente por volta da 3? semana de vida [13, 14, 15, 19, 33, 35, 37]. Bateman et al,
em 2015, descreveram detalhadamente o comportamento da creatinina em 218 RN prematuros
saudaveis. Os autores relataram essa fase inicial de elevagdo nos primeiros 3-4 dias de vida,
sendo que a magnitude dessa elevagdo seria inversamente proporcional a 1G. A segunda fase
consiste em um periodo de queda rapida dos niveis séricos de creatinina entre 3-7 semanas de
vida pés-natal, também havendo relagdo com a IG, ou seja, agueles nascidos com maior I1G (30-
33 semanas) apresentaram essa reducdo em até 5 semanas. E, por ultimo, a concentracdo de
creatinina atinge um platd apds equilibrio entre a sua producdo e excrecdo. Esse platd sera
atingido com 8-9 semanas naqueles com IG de 25-27 semanas, com 7-8 naqueles com IG 28-
29 semanas e com 5-6 naqueles com IG 30-33 semanas, o que também evidencia uma relacao
entre o tempo para o0 amadurecimento e a IG de nascimento.

Algumas teorias tentam explicar o comportamento diferenciado dessa molécula nos
prematuros. Aventa-se que a reabsorcao tubular da creatinina esteja relacionada a elevacao
desse marcador nos primeiros dias de vida, o que resultaria em um RFG subestimado nesse
momento. Essa reabsor¢éo seria mais intensa quanto menor a IG e, portanto, maior imaturidade
renal [7, 13, 14, 15, 19, 38]. Apo6s esse periodo, inicia-se um momento de intensa maturacéo
renal extra-uterina e ocorre modificacdo na massa muscular, na filtragdo glomerular e na
secrecdo tubular, sendo que todas essas mudancas influenciam na concentracdo sérica final
desse marcador [15, 33]. Nesse contexto, principalmente devido a secrecdo tubular e intestinal
de creatinina, somado a um estado de hiperfiltracdo ja descrito anteriormente, 0s célculos
resultariam em um RFG superestimado [15, 33, 36]. Além disso, neonatos, principalmente os
prematuros, apresentam risco significativo para grandes variaces no status de hidratacéo, no
catabolismo proteico, na funcdo hepéatica ao longo do tempo e estdo mais sujeitos a
complicagdes potencialmente nefrotoxicas, como asfixia, uso de drogas nefrotoxicas e sepse.
Essa faixa etaria também sofre grandes mudancas nas fungfes gastrointestinais, na capacidade
de metabolizacdo enzimatica e no sistema tegumentar, além da propria maturacao renal em si.
Todos esses fatores interferem na interpretacdo da SCr [13, 14, 36, 39].

Dessa maneira, faixas de normalidade para neonatos prematuros baseadas no SCr nao
séo facilmente definidas nem universalmente aceitas. Conforme descrito anteriormente, Vieux
et al, em 2010, propuseram valores de referéncia de RFG para prematuros, estratificados por

IG e classificados em percentis a partir da afericdo do SCr. Em trabalho mais recente, Bruel et
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al, em 2013, realizaram um estudo retrospectivo com mais de 1400 RNs prematuros em busca
de valores criticos de SCr para essa faixa etéria, associado a um acompanhamento desse grupo
de pacientes até 2 anos de vida. Considerando o percentil 90 para esses valores criticos (com
método de Jaffe modificado), os autores encontraram que prematuros com SCr acima de 1,6
mg/dL com 24-27 semanas, 1,1 mg/dL com 28-29 semanas e 1,0 mg/dL com 30-32 semanas
apresentaram maior risco de mortalidade e de neurodesenvolvimento sub-6timo com 2 anos de
vida. Esses resultados continuaram relevantes mesmo apos ajustes para IG, escore Z de peso de
nascimento e sexo. Somente apos ajustes para mudancgas na concentracdo de sodio € que o
impacto no neurodesenvolvimento deixou de ser estatisticamente significativo. A partir disso,
0s autores concluiram que essas variagdes de sodio seriam o fator principal para o desfecho em
RNs prematuros. Em estudo semelhante realizado por Horie et al, em 2019, foi analisada a
funcdo renal de 168 prematuros menores de 35 semanas a partir da creatinina (método
enzimatico). Os autores ndo encontraram diferencas significativas por sexo, adequacao do peso
para IG ou uso de indometacina e aminoglicosideos, mas 0 RFG com 2 anos de idade foi
significativamente e positivamente associado ao peso de nascimento e I1G de nascimento. Além
disso, foi evidenciado que 18% dos pacientes persistiam com RFG reduzido (<
90mL/min/1.73m?) aos 2 anos de idade, sugerindo que 0 nascimento prematuro e o baixo peso
de nascimento afetam a funcéo renal ndo somente na vida adulta, mas também desde a primeira
infancia.

Por fim, a creatinina ndo é sensivel a pequenas mudancas no RFG, pode ndo sofrer
variacdes até que 25-50% da funcéo renal basal seja perdida e, em criancas e lactentes, essas
mudancas podem levar até 24-72 horas para acontecer apds o insulto inicial [7, 13, 15, 33].
MensuragOes isoladas podem nédo ser suficientes para avaliar o status de fungédo renal do
momento, sendo indicado o acompanhamento em curva para melhor monitoramento [15].
Mesmo com esses ajustes, em estudos como de Abitbol et al, que avaliaram a fungéo renal, em
RNs termo e prematuros, utilizando a creatinina e comparando com outros marcadores, 0S
autores argumentam que a creatinina € um marcador ruim para determinar o RFG em
prematuros, seja utilizando o SCr isoladamente ou em equagGes. Assim, existe uma busca no
meio cientifico por outros biomarcadores de funcdo renal que sejam mais precisos dentro de

todo esse contexto de maturagéo renal pos-natal.

Injaria Renal Aguda
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A injaria renal aguda (IRA) apresenta incidéncia relevante no contexto da terapia
intensiva neonatal e, assim como j& demonstrado para adultos e criancas maiores, também
parece estar relacionado a importante piora dos desfechos, inclusive quanto a mortalidade [42,
43, 44, 45, 46]. Alem disso, ha crescente evidéncias de que esta seja uma condicdo ainda
subdiagnosticada na maioria dos servicos de atendimento neonatal [42, 43, 47].

Todos os fatores citados previamente em relagdo as peculiaridades da interpretacéo da
creatinina na faixa etaria neonatal e, mais ainda, nos prematuros, tornam-se fatores de
complicacdo para se estabelecer critérios diagndsticos claros e universais para 0 acometimento
agudo da funcéo renal nessa populacdo [42, 44, 45]. Assim sendo, a creatinina atualmente é
reconhecida como um marcador precério de funcéo renal, sendo ainda mais dificil sua aplicacdo
como biomarcador para diagndstico precoce de lesdo. Sabe-se que pequenas elevagdes do SCr
estdo relacionados a piores desfechos clinicos [42, 44, 46].

Inicialmente, o diagnostico de IRA neonatal era definido por valores absolutos do SCr.
Ao longo do tempo, ap6s o avango dos conhecimentos cientificos e a constatacdo da
variabilidade entre valores ‘“normais” do SCr nos diferentes subgrupos de neonatos e de
prematuros (por IG e peso de nascimento, por exemplo), outros critérios diagndsticos passaram
a ser considerados [42, 44, 45]. Em 2013, ap6s um painel de experts no National Institutes of
Health, foi concluido que a defini¢do modificada neonatal da Kidney Diseases: Improving
Global Outcomes (NKDIGO) para IRA neonatal seriam critérios mais adequados para essa
populacdo. Os critérios do nKDIGO incluem elevagbes pequenas quanto 0,3mg/dL no SCr e
também incluem alteracfes de débito urinario, sendo que o critério mais grave atingido deve
ser considerado na classificacdo da IRA [42]. No mesmo ano, Ricci e Ronco propuseram novos
critérios para injuria renal aguda utilizando o minemonico nRIFLE (risk, injury, failure, loss e
end-stage kidney disease) que também utilizam o SCr e o débito urinario [44, 45, 49]. A
inclusdo de critérios baseados no débito urinario tem sido alvo de importante discussdo no
contexto dos cuidados neonatais. A IRA era antes considerada uma condigdo principalmente
ndo-oligdria nessa faixa etaria. No entanto, hoje ha uma melhor compreenséo de que neonatos
na verdade apresentam valores normais mais elevados de diurese comparado a adultos e
criangas, sendo nos prematuros esses niveis ainda maiores. Dessa forma, valores especificos
para essa populacdo devem ser usados para o diagnostico de uma possivel IRA [43, 44, 50].
ApO0s essas propostas, ocorreu um crescimento exponencial nos ultimos anos em estudos para

validagdo desses critérios nos mais diversos grupos de recém-nascidos [44, 47, 49, 51].
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A lesdo renal aguda (LRA) pode acontecer como resultado de alteragdes pré-renais,
renais e pds-renais e o periodo de ocorréncia dessas lesbes também é variavel (pré-natal,
perinatal e pds-natal), resultando em etiologias multifatoriais na maior parte dos casos [42, 52,
53]. As causas pré-renais geralmente representam a grande maioria dos casos, cerca de 85%, e
estdo relacionadas a reducdo do fluxo sanguineo renal. Tal reducdo pode estar associada a
perdas placentarias durante o parto, perdas gastrointestinais ou insensiveis aumentadas,
aumento de permeabilidade capilar (como ocorre na sepse ou na hipoalbuminemia) e débito
cardiaco reduzido [42, 53]. Algumas drogas podem alterar também o fluxo renal, como
antiinflamatdrios néo esteroidais e inibidores da enzima conversora de angiotensina [42, 51, 52,
54, 55]. As etiologias renais resultam de injuria direta ao parénquima renal e sao responsaveis
por cerca de 11% dos casos. A necrose tubular aguda é a principal manifestacao histologica
dessa condicdo [42]. A reducdo funcional do fluxo renal descrita previamente, quando
persistente, pode levar a essas alteracdes renais e maiores comprometimentos vasculares como
trombose de veias ou artérias renais também estdo associadas a esse quadro [42]. Alguns
medicamentos também tém potencial nefrotoxico, atuando diretamente sobre o parénquima
renal, sendo 0s principais representantes antibidticos (aminoglicosideos, vancomicina,
anfotericina B e aciclovir) e os agentes de contrastes [42, 51, 52, 54, 55]. Por fim, a etiologia
menos frequente para LRA sdo as alteragdes pos-renais, que representam somente cerca de 3%
dos casos de LRA neonatal. Esses casos se relacionam a obstrugdes intrinsecas, como devido a
bolas fungicas, e também extrinsecas como as de malformacdo congénitas do trato urinario
(valvula de uretra posterior, obstrucédo bilateral da juncao ureteropélvica, entre outros) [42].

Considerando uma grande variedade de critérios disponiveis e utilizados para IRA
neonatal e que muitos estudos avaliaram populacdes neonatais especificas (RNs asfixiados,
sépticos, submetidos a cirurgias cardiacas, com baixo peso de nascimento, entre outros), 0s
valores de incidéncia dessa condi¢do variam enormemente, desde 3% até niveis maiores que
70% [42, 43, 44, 46, 49, 52]. Utilizando os critérios mais recentes, estudos sugerem uma
incidéncia de 19-40% em neonatos de muito baixo peso e de 38% em RNs asfixiados [42].

Uma grande coorte multicéntrica e multinacional realizada em 2014 resultou no estudo
AWAKEN (Assessment of Worldwide Acute Kidney injury Epidemiology in Neonates) [43]. O
estudo avaliou os registros de todos os RNs admitidos em UTINs de 24 centros médicos
presentes em 4 paises (EUA, Canada, india e Australia), que permaneceram pelo menos 48h
recebendo fluidos endovenosos no primeiro trimestre de 2014. Foram excluidos aqueles

neonatos admitidos com mais de 14 dias de vida, com cardiopatia congénita que necessitaram
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de intervencdo cirdargica nos primeiros 7 dias de vida, com anomalias cromossémicas letais,
com malformacg@es graves dos rins ou do trato urinario e aqueles que faleceram dentro de 48h
da admissdo. A partir de um levantamento de dados de mais de 4000 RNSs, o estudo incluiu
2162 RNs, sendo 59% destes com menos de 36 semanas de IG. Este consiste no maior estudo
atual na busca de melhor compreensdo sobre IRA neonatal. A IRA foi definida a partir dos
critérios de nKDIGO: elevagdo do SCr em 0,3mg/dL ou mais ou elevacdo de 50% ou mais do
valor prévio mais baixo e/ou débito urinario menor que 1 mL/kg/h entre os dias 2 e 7 p6s-natal.
Os autores encontraram incidéncia geral de 30% para LRA entre esses neonatos, utilizando um
ou ambos critérios (SCr e débito urinario). Cerca de metade dos pacientes diagnosticados com
LRA foram classificados nos estagios 2 ou 3, ou seja, quadros moderados a graves. As maiores
incidéncias foram encontradas nos grupos de 1G menor que 29 semanas e maior que 36
semanas. Os principais fatores de risco associados foram maior categoria de peso de
nascimento, nascimento externo aos hospitais participantes, admissdo por encefalopatia
hipoxico-isquémica, crises convulsivas, cardiopatias congénitas, enterocolite necrotizante e
acompanhamento cirdrgico. Maes de RNs com IRA eram menos propensas a ter hipertensédo
arterial cronica ou pré-eclampsia ou de terem recebido esteroides e anti-hipertensivos. Além
disso, foi observado significativa associacdo entre a ocorréncia de IRA e mortalidade e tempo
de internacdo para todos os grupos de IG. Neonatos com ao menos um episodio de IRA em
qualquer momento da hospitalizacdo apresentaram aumento de 9 dias no tempo de internagéo
e chance de mortalidade 4,6 vezes maior. As taxas de sobrevida ficaram entre 78-100%. Os
autores destacaram que houve grande variacdo nos padrdes de vigilancia de funcéao renal entre
0s centros participantes e também uma grande variacao de incidéncia de LRA entre 0s centros
(entre 3 e 74%). Os centros que fizeram o menor nimero de afericGes de SCr foram os que
apresentaram menor incidéncia de LRA e o contrario também foi verdadeiro. Isso sugere que
protocolos mais bem estabelecidos e frequentes de monitoracdo da funcdo renal deveriam ser
implementados e a incidéncia de LRA provavelmente seria maior se isso fosse realizado.

A partir de resultados subsequentes do estudo AWAKEN, foi realizada a estratificacéo
em relacdo a incidéncia de IRA neonatal precoce (primeiros 7 dias de vida po6s-natal) e tardia
(apos os primeiros 7 dias) [52, 56], estratificacdo essa pouco explorada em estudos anteriores.
Quanto a IRA precoce, foi descrita uma incidéncia de 21% dos 2110 RNs selecionados, com
maior incidéncia entre aqueles menores de 29 semanas e maiores que 36 semanas [52]. Os
episdédios ocorreram em meédia proximo ao 3° dia de vida (2,8+1,8). Comparado com aqueles

neonatos que nao tiveram IRA, os que tiveram apresentaram maior mortalidade associada, com
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chance 2,6 vezes maior, assim como maior tempo de internagéo [52]. Os autores identificaram
que nascimento externo aos hospitais participantes, admissdo por indicacao cirdrgica ou por
hiperbilirrubinemia, necessidade de ressuscitacdo com epinefrina e presenca de erros de
metabolismo foram fatores associados a maior incidéncia de IRA nesse periodo, enquanto que
gestacdo mdltipla, esteroides para maturacdo fetal e hipertensdo materna foram fatores de
protecdo. A exposicdo a drogas como antibidticos, diuréticos, vasopressores e metilxantinas foi
associada a menor propensdo a IRA nesse subgrupo [52]. Os autores argumentaram que esses
resultados inesperados, principalmente em relacdo aos antibiéticos, podem ser devidos a um
viés de classificacdo pela maneira como definiram a exposicéo as drogas, além do fato dos
antibidticos terem sido largamente utilizados na primeira semana de vida. Cerca de 69% de
todos os RNs avaliados receberam ao menos um antibiotico nefrotoxico nesse periodo, e essa
taxa chegou a 84% naqueles com IG menor que 29 semanas [52].

Em relacdo a IRA tardia, Charlton et al, em 2018, descreveram uma incidéncia de 9%
entre os 2152 RNs avaliados, com mediana de ocorréncia do evento no 17° de vida, sendo que
1/3 desses RNs ja havia apresentado um episddio de IRA precoce. A maior incidéncia foi entre
0s RNs de IG menor que 29 semanas. Semelhante ao resultado principal e a IRA precoce,
neonatos que apresentaram IRA tardia novamente tiveram maiores taxas de mortalidade
(chance 2,1 vezes maior), sendo esta diretamente proporcional a gravidade da lesao, e também
tiveram aumento do tempo de internagéo [56]. Os principais fatores de risco associados foram
oligo ou polidramnio, intubacdo, diagndstico a admissdo de cardiopatia congénita, de
enterocolite necrotizante e de necessidade cirdrgica, além do uso de drogas diuréticas,
vasopressoras e antiinflamatérios ndo esteroidais, diferentemente do encontrado para IRA
precoce. Fatores de protecdo foram os mesmos de IRA precoce, incluindo também a presenca
de hipoglicemia [56].

Esses resultados corroboram achados semelhantes encontrados em estudos menores e
realizados em centros Unicos [45, 46, 49, 50, 53, 54, 57, 58]. As incidéncias de IRA neonatal
de 7,5-44%, 62,5% e 10%, em RNs prematuros, em RNs prematuros com asfixia e em RNs de
todas as 1G, respectivamente. Os critérios diagndsticos utilizados nos estudos foram variados,
assim como o método para aferi¢cdo do SCr. Esses estudos também elencaram possiveis fatores
de risco para IRA: canal arterial patente com necessidade de tratamento, menor IG e menor
peso de nascimento, hipotensdo com necessidade de ressuscitacdo volémica ou esteroides,
enterocolite necrotizante, sepse, uso de drogas nefrotoxicas, asfixia, desidratacdo, sindrome de

desconforto respiratorio, cardiopatia congénita. O fator de protecdo presente nesses estudos foi
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o relato de mées que receberam sulfato de magnesio [45, 46, 49, 50, 53, 54]. Além disso, alguns
desses estudos também trouxeram a associacao significativa entre IRA e piores desfechos em
mortalidade e tempo de internacdo [47, 49, 50, 55, 57]. Os impactos em longo prazo para esses
neonatos também estdo comecando a ser estudados. Harer et al, em 2020, fizeram uma reviséo
de estudos que buscaram avaliar esse tipo de desfecho. Os autores encontraram que muitos
trabalhos trazem evidéncias de que a prematuridade e o baixo peso, por si sé, estariam
relacionados a risco aumentado em 2 a 3 vezes para 0 desenvolvimento de doenca renal cronica
e hipertensdo na vida adulta. A maior coorte ja realizada até o momento, acompanhou
prematuros e neonatos de extremo baixo peso até os 30 anos de vida [59, 60]. Resultados
semelhantes quanto a alteracbes pressoricas e de marcadores de hiperfiltracdo j& foram
encontrados em momentos mais precoces, desde criancas de 2 anos de vida até adolescentes
nascidos prematuros [41, 61]. Harer et al também argumentam quanto a um possivel continuum
que pode acontecer entre a IRA e a doenca renal cronica a depender da maneira como a
reparacdo ird ocorrer no processo de recuperagdo apds uma lesdo inicial. O periodo descrito
para adultos como 90 dias para completar essa reparacdo pode nédo ser tdo semelhante e preciso
guando se aborda a populacédo neonatal, e os estudos ja encontrados que tentaram relacionar a
IRA e acometimentos cronicos foram pequenos e em centros Unicos, trazendo evidéncias de
menor nivel. Assim, os autores propdem que ainda existem muitas lacunas a serem preenchidas
com estudos mais robustos, multicéntricos e com maior tempo de acompanhamento desses RNs
[52].

Apdbs feito um diagnostico de IRA, infelizmente, ainda sdo poucos 0S recursos
terapéuticos disponiveis e com algum nivel de evidéncia comprovada [42]. Na maioria das
vezes serd feito um manejo clinico, com cuidados especiais ao balanco hidrico e aos disturbios
ibnicos e acido-basicos, indicando-se as terapias de substituicdo renal nos casos refratarios [42].
Além disso, o real impacto de médio e longo prazo de um ou mais episodios de lesdo renal
aguda ainda estdo sendo estudados, assim como sua especificidade nos prematuros quanto a
ocorréncia de uma lesdo num 6rgédo ainda em pleno desenvolvimento e por se tratar de uma
populacdo que, a principio, ja teria outros fatores de risco por si s6 associados a doenga renal
crbnica e hipertensdo na vida adulta [42, 43, 44, 50, 51]. Dessa maneira, a maioria dos estudos
ressalta a importancia de melhores marcadores de leséo renal que possam trazer a possibilidade
de atuacbes mais preventivas e de diagnosticos mais precoces para essa condicao

potencialmente tdo grave para 0s neonatos e mais ainda para os prematuros [42, 43, 44].
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Biomarcadores Urinarios

Um biomarcador de lesdo ideal deve ser de facil realizacdo, se possivel a partir do
sangue ou urina, deve ser pouco invasivo, com bom custo beneficio e utilizar um método bem
padronizado. ldealmente, também deve ser estavel em diferentes condi¢bes de temperatura e
ter alta sensibilidade e especificidade, com aparecimento precoce. Quanto a um biomarcador
de lesdo renal, ele deve ser o mais especifico possivel para injdria renal, ser pouco afetado por
comorbidades e ter um bom valor prognostico na predicdo de desfechos desfavoraveis. Alem
disso, o biomarcador deve modificar-se rapidamente com o tratamento e auxiliar na
diferenciacdo etiologica de LRA [62, 63].

Conforme o que ja foi exposto previamente, dentre os atuais marcadores renais
utilizados, principalmente quanto a creatinina, poucos desses critérios sao atendidos, ainda mais
na populacdo neonatal prematura [44, 62, 64, 65, 66, 67]. Resumidamente, a creatinina mede
funcdo e ndo lesdo, ndo se modifica até que cerca de 50% da funcdo renal tenha se deteriorado,
pode subestimar a funcéo renal por ser secretada pelos tibulos, sofre variacGes significativas
de acordo com massa muscular, status de hidratacéo, sexo, idade, medicacGes e substancias
enddgenas (como bilirrubina) e ndo pode ser utilizada como parametro em pacientes em dialise
[64, 67, 68, 69]. Especificamente na populacdo neonatal, esse marcador representa a fungéo
renal materna nos primeiros dias de vida e sofre grandes variagdes ao longo dos primeiros meses
de vida, durante a maturacéo renal [7, 64, 66].

Nesse contexto, principalmente na ultima década, varios estudos iniciaram uma busca
por novos possiveis marcadores renais. Os biomarcadores urinarios tém ganhado destaque pelo
fato da coleta de urina ser de realizagdo mais simples e ndo necessariamente invasiva, € ndo
depender de fatores como volume maximo a ser colhido por possiveis efeitos deletérios, como
ocorre com a coleta de sangue [64, 65, 70, 71].

Dentre os biomarcadores que serdo avaliados neste estudo, em publicacdes dos ultimos
10 anos, alguns ja foram mais amplamente avaliados, tanto na populacdo adulta quanto na
pediatrica, como Cistatina C, NGAL, KIM1, OPN e GSTalfa, enquanto outros ainda foram
pouco avaliados quanto ao seu papel na avaliagéo da funcdo e/ou lesdo renal [44, 62, 63, 66,
68, 69, 72]. A Cistatina C é uma proteina endogena de baixo peso molecular com fungéo de
inibicdo da enzima cisteina-protease, € produzida por todas as células nucleadas, em um ritmo
constante, independente de massas muscular, e liberada na circulagdo sanguinea. Essa molécula
é livremente filtrada pelo glomérulos e totalmente reabsorvida e catabolizada pelo pelas células

proximais, ndo possui secre¢do tubular significativa e parece ndo atravessar a placenta. Nesse
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sentido, varios estudos j& pesquisaram a Cistatina C como marcador da filtracdo glomerular
quando dosada no plasma e como marcador de lesdo tubular quando encontrada na urina,
inclusive na populacéo neonatal e prematura [7, 44, 62, 63, 73, 74, 75]. A lipocaina associada
a gelatinase neutrofilica, mais conhecida como NGAL, é uma proteina que faz parte do sistema
imune inato ativando neutréfilos, e é excretada pelas células do tabulo proximal em resposta a
LRA por nefrotoxicidade ou por lesdo isquémica. Além disso, pode também ser produzida
durante a nefrogénese, sepse e lesdo a outros 6rgaos (como pulméo e figado) e também parece
participar da quelacdo de ferro e producdo de espécies reativas de oxigénio, com resultados
ainda controversos em neonatos, criancas e adultos quanto ao seu potencial como marcador de
lesdo tubular [14, 44, 62, 63, 65, 67, 75, 76, 77, 78]. KIM-1, uma glicoproteina transmembrana,
ndo é encontrada na urina em condi¢des normais, mas € identificada em niveis elevados ap6s
lesdo renal isquémica ou tdxica, sendo eliminadas pelas células tubulares. Essa molécula parece
permanecer no epitélio tubulo proximal até completa regeneracdo das células e tem surgido
estudos evidenciando sua elevacéo urinaria em quadros de LRA, como marcador tubular, em
diferentes populacbes [62, 63, 67, 68, 74, 75]. A osteopontina (OPN) é uma citocina
amplamente expressa e regulada durante inflamacao, nos rins, é encontrada principalmente na
alca de Henle e nos tabulos distais, podendo ter sua producdo aumentada em todo o néfron ap6s
lesdo renal. J& existem evidéncias de sua relacdo com regeneracdo renal e sua capacidade de
predicdo de terapia de substituicdo renal e mortalidade em adultos criticamente enfermos,
podendo ser um marcador de funcdo tubular [64, 67, 79]. A glutationa s-transferase (GST) é
uma enzima citosolica com as isoformas alfa e pi encontradas nos rins humanos. A alfa-GST ¢
expressa no epitélio do tubulo proximal, € liberada em grandes quantidades na urina na presenga
de injaria tubular e recentemente também foi associada a fibrose tdbulo-intersticial [44, 80, 81].

Outros marcadores ainda sdo encontrados de forma mais escassa em pesquisas. O fator
de crescimento epitelial (EGF) é um fator que estimula crescimento celular, proliferacdo e
diferenciacéo, tendo sido identificada funcéo reparativa renal em ratos, mas poucos estudos
avaliaram seu papel em humanos, sendo encontrados alguns relatos de sua relacdo em predizer
a recuperacgdo de funcéo renal em adultos [71, 82, 83]. Proteinas de liga¢do ao &cido graxo ou
fatty acid binding protein (FABP) sdo uma familia de proteinas de transporte de acido graxo e
outras substancias lipofilicas. A do tipo 1 ou L (liver) é encontrada abundantemente no figado,
mas também no intestino, rins, pancreas, estbmago e pulmao. Niveis urinarios e Séricos
elevados dessa proteina, em adultos, ja foram relacionados a isquemia intestinal, injdria renal e

isquemia renal [84, 85]. A proteina P 10 induzida por interferon gama, também conhecida por
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IP-10, pertence a familia das quimiocinas CXC e participa de resposta aloimune a partir da sua
liberagdo por diferentes tipos de célula (leucécitos, neutrofilos, células endoteliais e epiteliais).
Como marcador urinario, IP-10 ja foi relacionada a rejeicdo de enxertos renais em adultos e
como marcador sérico, parece associar-se a presenca de nefrite Iipica em atividade em criancgas
[86, 87]. A calbindina é uma proteina encontrada no tabulo distal, cérebro e pancreas e participa
do transporte transcelular de calcio e na modulagio de reabsorcéo renal de carion. E relatado
efeito protetor dessa proteina para nefrotoxicidade por ciclosporina em adultos, mas também ja
foi relacionada a processos de injuria e fibrose tubular [44, 88].

A microglobulina alfa-1 é uma pequena proteina plasmatica globular, sintetizada no
figado, que esté universalmente presente em vertebrados, incluindo humanos. Possui funcgéo de
um potente aglutinante de heme livre e como uma proteina antioxidante. E facilmente filtrada
pelo glomérulo renal e posteriormente é reabsorvida pelos tabulos proximais em sua quase
totalidade. Assim, seus niveis urinarios podem estar relacionados com a filtracdo glomerular e
lesdo tubular [44, 89]. As cadeias alfa do colageno tipo IV estdo localizadas principalmente nos
rins, olhos e coclea. O coladgeno IV é um constituinte central das membranas basais, inclusive
dos tabulos e glomérulo renal. A sindrome de Alport, uma nefrite hereditaria, ocorre devido a
mutacdo em genes que codificam essa proteina e a presenca dela na urina foi pouco explorada
como potencial marcador [90, 91, 92]. Neuroquinina-1 induzivel por fator de crescimento
hematopoiético ou Osteoactivina € uma proteina transmembrana presente em ratos, humanos e
camundongos, que parece participar do deslocamento de fagofagos e lisossomos. Em alguns
estudos, seu nivel renal estava aumentado em ratos com nefrotoxicidade, ap6s obstrucdo
ureteral e também na nefropatia diabética humana [93]. O fator trefoil 3 (TFF3) é um pequeno
peptideo que esta envolvido na prote¢do da mucosa, € amplamente expresso em varios tecidos,
incluindo tecido renal e ja foi relatado que seus niveis urinarios estdo significativamente
aumentados em pacientes adultos com doenca renal cronica e com fibrose tubulointersticial
[94]. O inibidor de metalopeptidase (TIMP-1) é uma glicoproteina que se expressa em
diferentes Orgdos e estuturas, incluindo os rins. Atua restringido a degradagéo da matriz
extracelular, parece ser capaz de promover a proliferacdo e também pode ter uma funcéo anti-
apoptdtica. Estudos em criangas ja avaliaram sua capacidade como marcador de leséo renal em
pacientes portadores de quadros obstrutivos do trato urinario e de refluxo vésico-ureteral [95,
96]. E, por fim, a Clusterina, uma glicoproteina inibidora da lise celular é conhecida por estar
envolvida na maturacdo do esperma, transporte de lipidios, diferenciacdo e remodelacdo de

tecidos e vérias atividades biologicas celulares. Investigagdes com camundongos idosos
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revelaram que a deficiéncia de clusterina se relaciona a uma glomerulopatia progressiva [97].
Estudos iniciais ja mostraram que a clusterina urinaria esta associada a numerosas doencas
renais em criancas, como a nefrite lGpica. No entanto, poucos estudos avaliaram seu
comportamento com marcador de funcéo tabulointersticial em neonatos e pretermos [98].
Saedi et al, em 2015, estudaram em uma coorte prospectiva 81 neonatos prematuros
saudaveis, de muito baixo peso (peso de nascimento menor que 1200g) e/ou com IG menor que
31 semanas, sendo excluidos aqueles com comorbidades e os que evoluiram com LRA. Foi
realizada dosagem de SCr nos dias 1, 2, 3, 4 e 12-14 de vida e urina foi colhida nos primeiros
4 dias de vida. Foram dosados na urina praticamente os mesmos biomarcadores que foram
medidos no presente estudo: cistatina C, EGF, NGAL, OPN, uromodulina (UMOD), alfa-GST,
calbidina, clusterina, KIM-1, osteoativina, TFF3 e albumina, além de beta-2-microglobulina
(B2M) e fator de crescimento epitelial vascular (VEGF). Os autores encontraram que a maioria
dos biomarcadores variaram de acordo com IG (cistatina C, VEGF, NGAL, OPN, EGF,
UMOD, TFF3) e idade pos-natal (B2M, cistatina C, NGAL, OPN, clusterina, KIM-1,
osteoativina, TFF3, VEGF e alfa-GST), além de destacarem que sexo teve impacto nos valores
de albumina, NGAL, clusterina e VEGF. Os autores também estabeleceram proposta de

percentis para cada biomarcador de acordo com as categorias de I1G.

Askenazi et al, em 2011, desenvolveram um estudo piloto com 30 RNs de muito baixo
peso, que foram acompanhados prospectivamente quanto aos desfechos de IRA e mortalidade
e avaliaram o valor preditivo de biomarcadores urinarios colhidos nos primeiros 6 dias de vida
(NGAL, cistatina C, OPN, B2M, IL-18 e KIM-1). Os autores encontraram niveis maximos
significativamente elevados de NGAL e de OPN naqueles que desenvolveram IRA. O uso da
combinacdo de marcadores apresentou elevada capacidade de detectar IRA. Em relacdo a
mortalidade, OPN e KIM-1 também apresentaram elevacdo significativa no grupo que
apresentou IRA, e, quando combinados, resultaram em elevado poder de predicdo. Em 2012,
agora com um grupo de 33 RNs nascidos a termo, Askenazi et al avaliaram praticamente 0s
mesmos biomarcadores. Neste estudo, encontraram resultados diferentes. RNs a termo com
IRA apresentaram niveis significativamente mais elevados de cistatina C e niveis
significativamente mais baixos de UMOD e EGF. Os demais marcadores ndo apresentaram

diferenga significativa.

Em 2016, esse mesmo grupo de pesquisadores novamente avaliou papel de inUmeros
potenciais marcadores renais em prematuros. Dessa vez com uma amostra de 113 RNPT de

peso menor que 1200g e/ou IG < 31 semanas que foram acompanhados do nascimento até 36
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semanas de idade gestacional corrigida. Foram dosados na urina dos primeiros 4 dias de vida
14 marcadores: albumina, B2M, cistatina C, EGF, VEGF, NGAL, OPN, UMOD, alfa-GST,
calbidina, clusterina, KIM-1, osteoativina e TFF3. Nesse estudo, os autores também fizeram
analise do status hidrico dos pacientes a partir da perda de peso e a possivel influéncia disso no
diagndstico de IRA a partir do SCr e dos biomarcadores. Eles encontraram menor incidéncia
de IRA quando ajustada para o status hidrico e argumentam que parte da elevacdo do SCr nos
RNs prematuros pode se dever a uma concentracdo natural que ocorra pelo remanejamento de
fluidos e perda de peso esperada de ocorrer nesse periodo. Os autores relataram que a
performance de todos os biomarcadores melhoraram ao compararem com a defini¢cdo de IRA
corrigida para o status hidrico, sendo que NGAL foi o com melhor performance. Em outro
artigo no mesmo ano, os autores detalharam os resultados sobre os biomarcadores. Semelhante
ao primeiro estudo de 2011, dessa vez em uma coorte maior, 0s autores relataram niveis
ajustados para creatinina urinaria significativamente mais elevados de cistatina C, NGAL,
clusterina, OPN, B2M, VEGF e alfa-GST em RNs que desenvolveram IRA e niveis mais baixos
de EGF e UMOD nesse mesmo grupo, sendo que esses dois Ultimos, combinados com IG,
foram os que apresentaram maior capacidade discriminativa.

Outros estudos dos ultimos 10 anos avaliaram um ou mais biomarcadores na populacéo
prematura. Gubhaju et al, em 2016, avaliou NGAL, albumina e B2M em 129 RNs termos e
pretermos e relatou valores inversamente associados a IG com grande variabilidade entre os
grupos, nao conseguindo definir até que ponto a proteindria € um marcador de imaturidade ou
de lesdo renal. Shin et al, em 2017, encontrou em 57 neonatos prematuros de muito baixo peso
que os niveis de NGAL seriam mais sensiveis que SCr ou nivel sérico de cistatina C para
predicdo de oliguria. Em 45 prematuros menores que 32 semanas, Hanna et al, em 2016,
encontraram niveis elevados de NGAL, OPN e cistatina C e niveis mais baixos de EGF e
UMOD em neonatos que apresentaram IRA, resultados semelhantes aos encontrados pelo
grupo de Askenazi et al em 2016. Miklaszweska et al, em 2019, analisaram NGAL, KIM-1 e
OPN na urina de 57 prematuros saudaveis com peso de nascimento menor que 1500g e
encontraram tendéncia de reducdo dos niveis de NGAL com o avancar dos dias de vida pds-
natal e niveis mais altos em meninas, enquanto que para KIM-1 e OPN ha uma tendéncia de
elevacdo quanto menor o peso de nascimento, sendo os niveis mais elevados em meninos.
Capelli et al, em 2020, avaliaram NGAL, cistatina C, EGF, OPN e KIM-1 em 33 RNs menores
de 32 semanas e relataram que todos os marcadores apresentaram associacgao significativa com

IG, hipertensdo materna e persisténcia de canal arterial. J& Kandasamy et al, em 2018, avaliaram
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albumina e nefrina urinaria em 53 RNs com IG menor que 28 semanas e descreveram uma
reducdo gradual dos niveis de albumindria nessa populagéo até a idade termo, mas ainda assim
atingindo niveis mais elevados em comparacdo com a populacdo termo usada como controle.
Os autores aventaram a hipotese de que os resultados sugerem que 0s prematuros podem ter um
dano glomerular residual em relacdo aqueles nascidos a termos. A nefrina apresentou
comportamento semelhante, sendo este o primeiro estudo a avaliar essa molécula em
prematuros. Ozkaya et al, em 2012, avaliaram KIM-1 em 48 RNs com menos de 34 semanas e
observaram que medidas seriadas desse marcador podem ser usadas como indicador néo-
invasivo de IRA. Kuribayashi et al, em 2016, analisaram NGAL urinaria em 40 prematuros
menores de 32 semanas e encontraram que elevagdes nos seus niveis podem ocorrer cerca de
um dia antes que as alteracdes do SCr, podendo ser um marcador mais precoce de IRA. Em
estudo semelhante, La Manna et al, em 2011, propuseram um valor de referéncia de 100 ng/mL
para NGAL urinéria como marcador de acometimento renal nas primeiras 3 semanas de vida
de prematuros. Por fim, Li et al, em 2012, avaliaram niveis urinarios de cistatina C e IL-18 em
62 RNs (termos e pretermos) e relataram que a cistatina C mostrou uma tendéncia de reducéo
conforme a progressdo da maturacgéo renal e também se mostrou como um melhor biomarcador
de predicdo de IRA, em comparagdo com SCr e com IL-18.

AplicacBes em contextos mais especificos também j& foram avaliadas em estudos
recentes. Reiter et al, em 2017, realizaram estudo com 59 RN e lactentes submetidos a cirurgias
cardiacas com by-pass e dosaram IL-6 sérico e NGAL sérico e urinario antes e depois dos
procedimentos. Os autores ndo encontraram diferenca significativa nos niveis séricos nem
urinarios de NGAL, ao comparar 0s pacientes que tiveram LRA e 0s que ndo tiveram essa
complicacdo pds-operatdria, propondo que as alteracBes encontradas desse marcador nessa
populacdo seriam mais relacionados a um estado inflamatdrio e assim, que este ndo seria um
bom biomarcador de alteracdo renal para esse tipo de paciente. Em um estudo prospectivo com
146 prematuros menores que 32 semanas, Sellmer et al, em 2017, ndo encontraram associagdo
entre NGAL urinaria e paténcia do canal arterial, independentemente do tamanho do canal ou
da presenca de repercussdo hemodinamica, assim como também ndo observaram associacao
significativa entre esse marcador e IRA. Ainda em relagdo a NGAL, mas em neonatos
asfixiados, Bellos et al, em 2018, realizaram uma metanalise na qual incluiram 11 estudos para
analise qualitativa e 9 para quantitativa, com um total de 652 neonatos asfixiados incluidos. De
7 estudos que avaliaram NGAL urinéria, 6 deles encontraram elevagdo significativa desse

marcador nos RNs que apresentaram IRA, com uma sensibilidade total de 89,7%. Esses estudos
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demonstram como que a mesma molécula pode apresentar comportamentos diferentes em
populacbes especificas e ressaltam a importancia de coortes maiores para confirmar ou
descartar o potencial diagnostico desse biomarcador.

Além disso, esses e outros potenciais biomarcadores também tém sido explorados na
avaliacdo renal além da IRA, como para marcadores em nefropatias e uropatias obstrutivas
congénitas [80, 102] e na sindrome nefrética idiopatica [81]. Pesquisas envolvendo
podocalixina, endotelina 1 e perfil metabolémico também tentam esclarecer a relacdo dessas
moléculas com a funcdo renal e potencial diagnostico na populacdo neonatal [103, 104, 105].

Infelizmente, a maioria desses estudos ainda possuem limitacdes relevantes. Muitos
foram realizados com amostras pequenas e/ou especificas (neonatos asfixiados, submetidos a
cirurgias cardiacas, sépticos, etc) e analisaram poucos marcadores. A maioria deles avaliou
cerca de de 2-4 potenciais marcadores [2, 14, 65, 67, 68, 69, 71, 72, 76]. Além disso, aqueles
que analisaram o potencial desses marcadores no diagnostico mais precoce da IRA, o fizeram,
na maior parte das vezes, a partir de uma comparagdo com alteracdes identificadas pelos
critérios atuais de creatinina e débito urinario, que, apesar de serem os critérios mais utilizados
e difundidos, ndo deveriam ser considerados padrdo ouro, ainda mais para essa populacao [44,
70, 100]. Muitos autores também argumentam sobre a possibilidade de que, isoladamente, esses
novos marcadores ndo sejam suficientes para pratica clinica assertiva, mas que a elaboracao de
painéis de biomarcadores talvez seja a melhor forma de aplicacéo [44, 62, 69, 77, 100]. Assim,
ainda é limitado o conhecimento sobre o comportamento normal dessas substancias em
neonatos saudaveis e doentes, prematuros ou ndo, ao longo da maturacdo renal que ocorre no
periodo pds-natal. Estudos de maior porte e multicéntricos sao necessarios para estabelecimento
de evidéncias de maior poder para futura aplicacdo clinica [44, 65, 70, 100].

Nesse sentido, o presente estudo tem como o objetivo de acrescentar novas informacoes

sobre esses marcadores em recém-nascidos prematuros saudaveis numa populacao brasileira.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral
O objetivo geral deste estudo foi avaliar biomarcadores urinarios para a funcéo renal

tubular e glomerular em recém-nascidos prematuros saudaveis.

3.2. Objetivos especificos

1. Mensurar marcadores de funcdo glomerular (Clusterina, Cistatina C, Osteopontina,
al-Microglobulina, EGF, Lipocalina-2/NGAL, Albumina) e tubular (Calbindina,
Osteoactivina, Renina, TFF-3, TIMP-1, Colageno IV, FABP1, GSTa, IP-10, KIM-
1) em amostras de urina de RNs prematuros saudaveis;

2. Comparar as medidas das moléculas com 72 horas de vida e com 3 semanas de vida,
em RNs prematuros saudaveis

3. Avaliar possiveis associacOes/correlacdes entre os biomarcadores estudados e

desses biomarcadores com varidveis clinicas e laboratoriais.
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4. METODOLOGIA

4.1. Delineamento

Em estudo observacional prospectivo, previamente realizado por nosso grupo de
pesquisa, foram coletadas amostras de urina de recém-nascidos prematuros saudaveis, com 28
a 34 semanas incompletas de idade gestacional que nasceram de Junho a Dezembro de 2014
em um hospital filantéprico em Minas Gerais, Brasil [1]. Tais amostras se encontravam
disponiveis no laboratdrio, congeladas a -80°C, em quantidade e qualidade adequadas para
novas analises e foram coletadas com 72 horas e 3 semanas de vida dos recém-nascidos
prematuros. O presente estudo utilizou essas amostras de urina dos 40 recém-nascidos
prematuros saudaveis que foram coletadas na unidade de terapia intensiva neonatal (UTIN) do

Hospital para mensuracdo de marcadores de funcdo glomerular e tubular.

4.2. Critérios de incluséo e exclusao

Critérios de inclusdo: recém-nascidos de 28 a 34 semanas de idade gestacional

admitidos na UTIN e cujos responsaveis assinaram termo de consentimento livre e esclarecido.

Critérios de exclusdo: (i) escore de Apgar menor que 7 no quinto minuto de vida; (ii)
diagnostico de malformac6es congénitas, sindromes e/ou doengas associadas; (iii) presenca de
qualquer quadro agudo, incluindo sepse ou enterocolite necrotizante, em qualquer momento;

(iv) morte dentro das primeiras trés semanas de vida.

4.3. Variaveis clinicas e laboratoriais de interesse

As variaveis clinicas de interesse foram historia materna, causa da prematuridade, idade
gestacional e peso de nascimento, sexo, escore de Apgar, diagnostico do recém-nascido a
admissdo na UTIN, condigdes associadas ao nascimento prematuro e exposicdo antenatal a
glicocorticoides e resultados de exames laboratoriais de rotina aos quais 0s recém-nascidos
prematuros tenham sido submetidos durante o periodo do estudo. Tais variaveis foram obtidas

por meio de pesquisa em prontuario eletrénico do Hospital Sofia Feldman.
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4.4. Aspectos éticos

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica do Hospital Sofia Feldman sob o protocolo
CAAE 30382114.9.0000.5149 (vide ANEXOS). O protocolo do estudo ndo interferiu em
nenhuma recomendacdo médica ou no tratamento dos RNs prematuros na UTIN.

4.5. Procedimentos do estudo
4.5.1 Coleta e processamento do material biologico

As amostras de urina foram coletadas com coletor urinario neonatal, transferidas para
tubos plasticos estéreis de 15 mL e imediatamente centrifugadas (3800rpm, temperatura
ambiente, por 5 minutos). O sobrenadante foi armazenado em freezer a -80°C até o momento

das analises.

4.5.2 Estudo de biomarcadores urinédrios em amostras bioldgicas

Neste estudo, foi realizada a mensuragdo das moléculas Calbindina, Colageno 1V,
FABPI1, GSTa, IP-10, KIM-1, Osteoactivina, Renina, TFF-3, TIMP-1, a-1-Microglobulina,
Albumina, Clusterina, Cistatina C, EGF, Lipocalina-2/NGAL, Osteopontina, por meio do
método de multiplex, utilizando dois painéis de moléculas relacionadas a lesdo renal - kidney
injury panels 1 and 2 (Merck Milipore, MA, USA), conforme as recomendacdes do fabricante
nas amostras de urina coletadas com 72 horas e 3 semanas de vida.

Resumidamente, microesferas de captura revestidas com anticorpos monoclonais
especificos para cada analito foram adicionadas aos poc¢os, junto com amostras de urina e
padres. Apds incubacdo e lavagem, foi adicionada uma mistura de anticorpos biotinilados
secundarios. Em seguida, a estreptavidina conjugada a proteina fluorescente foi incubada por
um breve periodo. Apés a lavagem, o sobrenadante foi descartado e o precipitado contendo as
microesferas foi ressuspenso em uma solugéo tampao. Os padrdes e amostras foram adquiridos
no analisador de microesferas MAGPIX (Luminex Corporation, Texas, EUA) e os resultados
analisados no programa Milliplex Analyst (MilliporeSigma) e representados em pg / mL.

O ensaio de biomarcadores de lesdo renal foi realizado em duplicatas. Esses ensaios
foram realizados simultaneamente e com 0 mesmo lote de reagentes para evitar a variabilidade

entre 0s ensaios.
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4.6. Andlise estatistica

Os dados foram analisados pelos softwares GraphPad Prism verséo 6.0 e SPSS versao
22. Os dados obtidos foram analisados quanto a distribuicdo normal ou ndo por meio do teste
de Shapiro Wilk, sendo as variaveis nao-paramétricas expressss em mediana com intervalo
interquartilico. Variaveis continuas foram descritas utilizando medidas de tendéncia central e
dispersdo, e variaveis quantitativas foram expressas em frequéncia absoluta e percentual. Na
analise pontual foi escolhido o teste de Friedman, e para as variaveis com valores p <0,05 foi
utilizado o teste de Wilcoxon com correcdo de Bonferroni. O coeficiente de correlagdo de
Spearman foi usado para a andlise de correlagdo. Os niveis dos biomarcadores foram também
analisados em relacdo a possiveis associacGes e/ou correlacbes com as variaveis clinicas e

laboratoriais. O nivel de significancia considerado foi de p<0,05.
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ABSTRACT

Introduction: The most used endogenous marker of renal function in clinical practice is serum
creatinine concentration. However, especially for neonates, serum levels of creatinine are quite
variable and suffer interference by the immature kidney and maternal creatinine concentration.
In this context, the search for novel biomarkers is an important scientific goal, mainly for
preterm neonates. Therefore, the aim of this study was to measure markers of glomerular and
tubular function in healthy preterm neonates at 72 hours and 3 weeks of life. Patients and
Methods: Urine samples were collected in 40 preterm neonates with 28 to 34 incomplete weeks
of gestational age. None of the participants had comorbidities, malformations and infections.
The samples were collected at 72 hours of life and at 3 weeks after birth. Measurements of
Calbindin, Collagen IV, FABP1, GSTa, IP-10, KIM-1, Osteoactivin, Renin, TFF-3, TIMP-1,
a-1-Microglobulin, Albumin, Clusterin, Cystatin C, EGF, Lipocalin-2/NGAL and Osteopontin
were performed using panels 1 and 2 of multiplex Kits of kidney injury. Data were analyzed
using the software GraphPad Prism version 6.0. Results: The preterm neonates included 55%
of males with gestational age of 30+1 weeks and birth weight of 1477+428 grams. The most
frequent maternal condition associated with preterm birth was preeclampsia (80%). Molecules
related to glomerular function (albumin, EGF, clusterin, microglobulin and osteopontin)
showed a significant increase in the concentrations obtained at 3 weeks of life compared to 72
hours of life. On the other hand, cystatin C did not change. Markers related to tubular injury
(KIM-1 and NGAL) remained also unchanged at 72 hours and 3 weeks after birth. Conclusion:
The elevation of molecules related to glomerular function indicates an intense increase of
glomerular filtration rate from 72 hours until 3 weeks of life, which was not detected with the

measurement of cystatin C.

KEY WORDS: Kidney fuction, Biological Markers, Preterm, Neonates
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INTRODUCTION

Despite great advances in neonatal medicine over the past years, the accurate assessment
of renal function in premature newborns remains challenging [1,2]. Nephrogenesis is usually
completed between the 34th and 36th week of gestation [3]. In this way, infants born preterm
before 36 weeks’ gestation are in active nephrogenesis [4], which makes them susceptible to
aggressions caused by the extra-uterine environment [5,6]. This may result in a reduction of the
total number of functioning nephrons throughout a lifetime [7], which can lead to heart and

kidney diseases in adult life [8].

The most used endogenous marker of renal function in clinical practice is serum
creatinine concentration, especially to estimate glomerular filtration rate (GFR)[9] However,
creatinine is unreliable in preterm infants due to its dependence on muscle mass, renal
immaturity and interference of maternal creatinine [3,10]. After the first 72 hours of life, there
is a reduction in circulating maternal creatinine. The rate of this decline depends on multiple
variables, including weight and gestational age [11]. Thus, the measurement of serum creatinine
levels is not considered accurate for the neonatal period in general, and even less for preterm

neonates [12].

In this context, it is extremely important to study other biomarkers of renal function in
preterm infants, as a better understanding of their applications and limitations might help to
detect an acute kidney injury (AKI), allowing an early treatment and better outcome [13,14,15].
Preterm neonates are particularly vulnerable to having an AKI, as they are often at intensive

care units being exposed to nephrotoxic drugs and having a higher risk of being infected [16].

Therefore, the aim of this study was to measure and analyze markers of glomerular and

tubular function in healthy preterm neonates at 72 hours and 3 weeks of life.
PACIENTS AND METHODS
Study design and Ethics.

This was a prospective observational study of preterm neonates (PTN) with gestational
age between 28 and 32 incomplete weeks who were born from June to December 2014 in a
philanthropic hospital in Minas Gerais/Brazil. This hospital is one of the three biggest
marternity hospital of Brazil, which is fully funded by the public national health service. The
hospital assists a mean of 900 births per month, 70% of those are vaginal births and about 200

newborns per month need neonatal care. The hospital has a broad area of population coverage,
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most of them in the metropolitan area of Belo Horizonte, the capital of Minas Gerais. The
infrastructure of the hospital consists of more than 85 obstetrics bed and about 100 bed for high-
risk newborns progressive care. Infants who were admitted in the Neonatal Intensive Care Unit
(NICU) and whose parents signed the free and informed consent were enrolled. Exclusion
criteria were (i) 5-minutes Apgar score below 7 (ii) diagnosis of congenital malformations,
syndromes and/or associated diseases; (iii) presence of an acute disorder, including sepsis or

necrotizing enterocolitis, at any of the time-points, (iv) death within the first three weeks of life.

Gestational age and birth weight, gender, Apgar scores, infant’s diagnosis at admission
in the NICU, conditions associated with the premature birth and antenatal exposure to

glucocorticoids were collected from hospital data.

The study was approved by the Ethics Committee of both the Federal University of
Minas Gerais and the Sofia Feldman Hospital (protocol CAAE 30382114.9.0000.5149.), and

did not interfere with medical recommendations or the infants’ proposed treatment in NICU.

Subjects.

Sample size calculations were based on a previous study investigating the association
of inflammatory marks of brain injury, neurothrophic factors and motor development in PTN
[17]. Considering a sample error of 5% and 95% of reliability, we obtained a number of 40 PTN
for this study.

Study protocol

All study participants had urine samples collected at two time-points: 72 hours of life
(T1) and 3 weeks after birth (T2). These urine samples were obtained using a newborn urinary
collector. Afterwards, these samples were transferred to 15 ml plastic tubes and immediately
centrifuged (3800 rpm, 5 minutes, room temperature). The supernatant was collected and

transferred to 1.5mL microtubes. Then, they were stored at a -80°C freezer until analysis.
Quantification of kidney injury biomarkers by immunoassay

The measurement of urinary levels of biomarkers of kidney injury, simultaneously, was
performed using the Milliplex/Luminex xMAP platform, according to information from the
manufacturer (Millipore Corporation, MA, USA). The Human Kidney Injury Magnetic Bead

Panel 1 kits were used, which simultaneously quantifies the levels of calbindin, osteoactivin, a-
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glutathione S-transferase (GST-a), tissue inhibitor of metalloproteinase 1 (TIMP-1), kidney
injury molecule 1 (KIM-1), protein induced by interferon (IP-10 / CXCL10), renin, fatty acid
binding protein (FABP-1), collagen 1V, trefoil factor 3 (TFF-3); and the Human Kidney Injury
Magnetic Bead Panel 2, which simultaneously analyzes the levels of epidermal growth factor

(EGF), lipocalin, albumin, clusterin, cystatin C, osteopontin (OPN), a-microglobulin.

Briefly, capture microspheres coated with specific monoclonal antibodies for each
analyte are added to the wells, along with urine samples and standards. After incubation and
washing, a mixture of secondary biotinylated antibodies is added. Then, streptavidin conjugated
to the fluorescent protein is incubated for a brief period. After washing, the supernatant was
discarded and the precipitate containing the microspheres was resuspended in a buffer solution.
The standards and samples were acquired in the MAGPIX microsphere analyzer (Luminex
Corporation, Texas, USA) and the results were analyzed using the Milliplex Analyst program

(MilliporeSigma) and represented in pg/mL.

The kidney injury biomarkers assay were performed in single samples. These assays
were performed simultaneously and with the same batch of reagents to avoid interassay

variability.
Statistical analysis

Statistical analysis was performed using Prism® version 6.0. Qualitative variables were
expressed in absolute frequencies and percentages. Gaussian distribution of quantitative
variables was verified using the Shapiro Wilk test. Non-parametric variables were shown as
median and interquartile range (1st quartile — percentile 25 and 3rd quartile — percentile 75).
Continuous variables were described using measures of central tendency and dispersion, and
qualitative variables were expressed as absolute frequencies and percentages. In the time-point
analysis the Friedman test was chosen, and for variables with values p<0.05, Wilcoxon test with
Bonferroni correction was utilized. The Spearman correlation coefficient was used for

correlation analysis.

RESULTS
Population

A total of 42 preterm neonates was initially selected, however two families refusal to

participate in study protocol. Therefore, this study evaluated 40 preterm neonates, in which
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urine samples were properly collected and processed at 72 hours and 3 weeks of life. The study
sample included 55% of males and 45% of females with gestational age of 30+2 weeks and
birth weight of 1477+428 grams. All deliveries were by caesarean section, with 50% of mothers
receiving magnesium sulfate and glucocorticoid as predelivery medication 24 hours before
birth, and 42.5% were given only glucocorticoid, with a total of 92.5% of neonates exposed to
antenatal glucocorticoids. Ten subjects had very low birth weight, and 4 had extremely low
birth weight. None of PTN had any abnormalities detected before birth. Respiratory distress
syndrome had an incidence of 60% of the PTN, requiring respiratory support as supplemental
oxygen and/or continuous positive airway pressure (CPAP). Regarding maternal conditions,
the most frequent one associated with premature birth was preeclampsia (80%), followed by
other causes including premature placental abruption and rupture of the amniotic sac (20%).

Table 1 shows the general characteristics of the preterm neonates included in the study.

|Tab|e 1

Biomarkers

Measures of tested biomarkers are displayed on table 2. Molecules related to glomerular
and tubular function (Albumin, EGF, Clusterin, Microglobulin, OPN and Osteoactivin) showed
a significant increase in the concentrations obtained at 3 weeks of life compared to 72 hours of
life. Markers related to tubular injury (KIM-1 and NGAL) also showed an increase. Despite
increased at 3 weeks of life if compared to 72 hours, Cystatin C levels did not reach statistical
significant difference. In addition, Calbindin, GSTa, TIMP-1, IP-10, FABP-1, Collagen 1V,

TRF-3 and Renin did not differ in urine samples collected at 72 hours and 3 weeks of life.

| Table 2

To evaluate if gestacional age affected the urinary concentrations of the biomarkers, we
compared levels in urine each molecule in two subgroups of preterm neonates according to the
median of gestational age (GA): GA < 31.43 weeks versus GA > 31.43 weeks. These
comparisons were made in both time-points: at 72 hours of life (Table 3) and at 3 weeks of life

(Table 4). No differences were obtained for all comparisons in both time-points.

|Tab|e 3

[ Table 4
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DISCUSSION

The general idea of the present study was to investigate dynamic changes on molecules
related to glomerular and tubular dysfunction in healthy preterm neonates. To date, this is the
first study in Brazil to analyze this group of biomarkers in this specific population of preterm
neonates. We found that almost half of the molecules tested showed significant differences
between the very beginning of the neonates' life (at 72 hours) and at three weeks of life. Among
all of them, molecules related to glomerular function were the ones that stood out. In this regard,
Cystatin C concentrations did not significantly change at both evaluated time-points. Studies
have indicated that Cystatin C may cross the placenta at less intensity than creatinine and,
because of that, this molecule might be a better marker of renal function for the initial postnatal
period [12,18]. However, despite the increase in urinary concentrations of Cystatin C at 3 weeks
of life, the difference with values at 72 hours of life did not reach statistical significance. There
are some possibilities to explain the absence of difference. First, the relatively limited sample
size and second, the use of urinary measurement of Cystatin C rather than serum levels of this
molecule. Urinary levels might reflect some tubular dysfunction due to immaturity present is
this age group, considering that Cystatin C is almost freely filtered by the glomerulus and almost
completely reabsorbed and catabolized by the proximal tubule. Therefore, further evaluation
and comparison with serum levels of Cystatin C would be complementary to investigate the
role of this molecule as a biomarker of glomerular function in preterm neonates.

Considering all limitations in using serum creatinine concentration to evaluate renal
function, which are even more relevant in preterm neonates [1,2,3,10,11,12], the search for
novel biomarkers of renal function is of utmost importance. Furthermore, biomarkers that may
allow early detection of changes in renal function, with accuracy and in a non-invasive way are
the ideal goal of recent studies in this field [11,12,13,14,15].

The incidence of acute kidney injury (AKI) in very preterm neonates is estimate at 20-
40%, with the vast majority of cases of pre-renal etiology, associated with hypovolemia or
reduction of renal perfusion, whether or not they are related to the presence of infection [19].
This incidence can reach 56% in asphyxiated newborns. Prematurity, extreme low birth weight,
congenital abnormalities of kidney and urinary tract, congenital heart diseases, sepsis and use
of nephrotoxic drugs are factors that can lead to AKI [19,20].

In neonatal intensive care unities (NICU), where most of the very preterm newborns are
found, the renal impairment can be an important trigger of clinical decompensation and it is

associated with significant morbidity and mortality of these patients. Even with appropriated
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treatment, AKI is associated with 25-50% of mortality in neonates and is an independent risk
factor for this outcome [19,20]. In addition, AKI can also cause long-term impairment of kidney
function, leading to increased risk of chronic kidney disease in adulthood [19, 20]. Considering
the great impact of AKI in preterm newborns, it assumes utmost importance to find assertive,
less invasive and early biomarkers of kidney dysfunction in this age range [11,12,13,14,15].

Regarding AKI, Askenazi et al found significant changes of NGAL, OPN, clusterin,
Cystatin C and alpha-GST in a cohort of 113 neonates with birth weight less than 1200g [21].
These molecules had 1.7 to 3.7 bigger values in neonates with AKI in contrast with those
without this complication. Similar results were also found in other studies [19, 20, 22, 23, 24].
There were also found an inverse relation with EGF, being the levels of this molecule lower in
preterm neonates with AKI [21, 22]. In our study, all of these molecules, except Cystatin C and
a-GST, exhibited significant differences according to the time of urine collection. The a-GST
is a proximal tubular cell molecule that is released in urine when there is cell damage. This
molecule may increase in situations of tubular injury [25, 26]. In this case, as we did not identify
any significant difference, we were not able to hypothesize the role of this biomarker for this
population. Glomerular markers as OPN, clusterin and EGF and the tubular marker NGAL
significantly increased from 72 hours to 3 weeks of life. Regarding microglobulin, albumin and
osteoactivin, another recognized markers of glomerular function, we also found significant
increase between the two evaluated time-points, but their role during injury is not yet
established [21, 22, 24]. Dynamic changes of these molecules may not only reflect kidney injury
but also the physiological maturation of renal function in healthy preterm neonates.

As occurred with NGAL, a marker of tubular function, our results showed that KIM-1
also had a significant increase from 72 hours to 3 weeks of life and might reflect the increase
in tubular function during the first month after birth. Although, when tested as a marker of
kidney injury, studies so far did not find sufficient evidence for the predictive role of these
molecules in evaluating renal function physiological maturation [19, 20, 21, 24].

In contrast with other studies [18, 19, 20, 22, 23], this study had two samples of the
same patient, a strict selection criterion to find health preterm infants and used panels with
multiple biomarkers. As also observed in other studies, the relatively limited number of patients
was a limitation of our study, suggesting that the need for further research in this area. The
simultaneous analysis of serum creatinine and serum Cystatin C with these urinary biomarkers
could also bring some light to better understand kidney function in preterm neonates, as well

the analysis of these biomarkers in neonates with acute kidney injury. Another limitation was
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the fact that we did not measure urinary creatinine in order to express the biomarkers in relation
to creatinine. Unfortunately, the volume of collected urine was not sufficient to measure
creatinine in all samples and at both time-points for the 40 preterm neonates. On the other hand,
it should be mentioned that urinary creatinine concentrations are quite variable in preterm
neonates secondary to tubular secretion [3, 10, 12]. Therefore, the relative quantification of

each biomarker in relation to urinary creatinine might have also some limitations.

CONCLUSION

The evaluation of molecules related to glomerular function indicates an intense increase
of glomerular filtration rate from 72 hours until 3 weeks of life, which was not possible to detect
with the measurement of Cystatin C. On the other hand, molecules related to glomerular and
tubular function significantly increased according to age, suggesting a possible physiological
maturation of the kidneys of healthy preterm neonates. These results corroborate the potential
of urinary biomarkers of renal function, and bring the possibility that, in the future, they might
be used also as markers of kidney injury.
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Table 1- Demographic and clinical characteristics of the mothers and preterm neonates

Variables

Subjects (n=40)

Maternal cause of prematurity
Preeclampsia
Other causes
Predelivery medication
Magnesium sulfate + glucocorticoid
Glucocorticoid
None
Infants
Gestational age (weeks)*
Sex —n (%)
Female
Male
Birth weigh (grams)*
Apgar Scores*
1-minute Apgar score
5-minute Apgar score
Respiratory distress

Exposed to antenatal glucocorticoids

32 (80.0%)
8 (20.0%)

20 (50.0%)
17 (42.5%)
3 (7.5%)

30+1

18 (45.0%)
22 (55.0%)
1477 + 428

7+1
9+1

24 (60.0%)

37 (92.5%)

*Values expressed as mean and standard deviation for continuous variables. Number of individuals and percentages were used

for categorical variables.
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Table 2 - Comparison between biomarkers of kidney injury collected at 72 hours of life and at 3

weeks of life in healthy preterm neonates

Molecules 72 hours 3 weeks p value
Albumin 6921.00(0.01-30374.00) 21605 (4265-69074) 0.0239
EGF 1.89 (0.70-2.69) 2.97 (1.38 - 5.03) 0.0197
Microglobulin 562.80 (78.26-1697.00) 1535.00 (306.80-3994.00) 0.0114
Clusterin 834.40 (107.40-2511.00) 2103.00 (881.8-4804.00) 0.0023
OPN 93.45 (28.09-230.60) 195.60 (60.43-360.60) 0.0359
Osteoactivin 0.26 (0.16-0.39) 0.35 (0.25-0.54) 0.0482
KIM-1 0.12 (0.08-0.17) 0.15 (0.12-0.27) 0.0254
NGAL 22.14 (1.68-166.50) 197.00 (19.67-511.30) 0.0121
Cystatin C 17.18 (4.32 — 46.28) 37.23 (10.97 — 124.60) 0.0508
Calbindin 0.52 (0.14 — 1.53) 0.55 (0.16 — 59.36) 0.6801
aGST 0.03 (0.02- 0.04) 0.03 (0.02 — 0.05) 0.1757
TIMP-1 0.36 (0.22 — 0.58) 0.53 (0.24- 3.89) 0.2388
IP-10 0.01 (0.01 -0.02) 0.01 (0.01 - 0.02) 0.9650
FABP-1 14.65 (9.92 — 18.10) 16.01 (13.64 — 25.38) 0.1252
Collagen IV 6.13 (0.83 — 71.42) 14.27 (0.95-171.20) 0.5239
TRF-3 21.72 (1.61 - 2417.00) 205.70 (2.63 — 26388.00) 0.1768
Renin 0.05 (0.03 - 0.10) 0.05 (0.04 —0.23) 0.1231

Legend: EGF = endothelial growth factor; OPN = osteoprotegenin; KIM-1 = kidney injury molecule 1; NGAL = Neutrophil

gelatinase-associated lipocalin; (GST = alpha-Glutathione S-transferase; TIMP-1 = Tissue Inhibitor of Metalloproteinases 1;
IP-10 = Interferon gamma-induced protein 10; FABP-1 = Fatty Acid- Binding Protein 1; TRF-3 = Trefoil factor 3. The values
were quantified in pg/mL.
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Table 3 - Comparison between biomarkers of kidney injury collected in healthy preterm neonates with

gestational age (GA) lower than 31.43 weeks and higher or equal to 31.43 weeks at 72 hours of life.

Molecules

GA < 31.43 weeks

GA > 31.43 weeks

p value

Albumin
EGF
Microglobulin
Clusterin
OPN
Osteoactivin
KIM-1
NGAL
Cystatin C
Calbindin
aGST
TIMP-1
IP-10
FABP-1
Collagen IV
TFF-3

Renin

7442 (3040 - 13323)
1.79 (0.70 - 2.63)
949.3 (123.5 - 2053)
667.1 (139.1 - 1568)
48.89 (27.64 - 148.2)
0.27 (0.17 - 0.37)
0.12 (0.07 - 0.14)
20.48 (1.71-171.9)
12.41 (2.99 -24.41)
0.53 (0.11 - 1.26)
0.03 (0.02 - 0.04)
0.31 (0.19 - 0.50)
0.01 (0.01 - 0.02)
14.65 (9.49 - 17.19)
4.35 (0.66 - 42.01)
11.33 (1.70 - 3017)
0.05 (0.03 - 0.10)

5958 (0.000 - 33565)
1.92 (0.61 - 2.97)
1268.4 (297.6 - 3252)
1370 (62.8 - 3943)
151 (26.56 -321.2)
0.26 (0.16 - 0.53)
0.13 (0.08 - 0.19)
24.45 (1.56 - 166.5)
26.99 (5.09 - 118.3)
0.50 (0.15 - 2.24)
0.03 (0.02 - 0.05)
0.39 (0.24 - 1.08)
0.01 (0.01 - 0.02)
12.58 (10.24 - 19.47)
6.33 (0.87 - 115.5)
26.22 (1.53 - 111.9)
0.05 (0.03 - 0.10)

0.8722
0.9833
0.5247
0.3099
0.1353
0.8788
0.4631
0.6439
0.0817
0.8617
0.7322
0.4807
0.5763
0.8945
0.5050
0.9577

0.6737

Legend: EGF = endothelial growth factor; OPN = osteoprotegenin; KIM-1 = kidney injury molecule 1; NGAL = Neutrophil

gelatinase-associated lipocalin; (GST = alpha-Glutathione S-transferase; TIMP-1 = Tissue Inhibitor of Metalloproteinases 1;

IP-10 = Interferon gamma-induced protein 10; FABP-1 = Fatty Acid- Binding Protein 1; TFF-3 = Trefoil factor 3. The values

were quantified in pg/mL and (Percentile 25 - Percentile 75). P values were obtained by Mann Whitney test.
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Table 4 - Comparison between biomarkers of kidney injury collected in healthy preterm neonates with

gestational age (GA) lower than 31.43 weeks and higher or equal to 31.43 weeks at 3 weeks of life.

Molecules

GA < 31.43 weeks

GA > 31.43 weeks

p value

Albumin
EGF
Microglobulin
Clusterin
OPN
Osteoactivin
KIM-1
NGAL
Cystatin C
Calbindin
aGST
TIMP-1
IP-10
FABP-1
Collagen IV
TFF-3

Renin

21093 (4656 - 64901)
3.18 (1.07 - 5.06)
1201 (200.2 - 4752)
1587 (499.8 - 5761)
181.1 (38.37 - 381.5)
0.32 (0.25 - 0.50)
0.16 (0.11 - 0.23)
192.3 (55.52 - 435.5)
21.49 (11.14 - 114.3)
0.52 (0.15 - 1345)
0.03 (0.02 - 0.06)
0.49 (0.22 - 1.00)
0.01 (0.01 - 0.03)
15.73 (9.92 - 22.55)
13.26 (1.01 - 171.2)
41.97 (2.18 - 48919)
0.05 (0.04 - 0.35)

25619 (216.8 - 71916)
2.81 (2.15 - 5.04)
1929 (306.8 - 3721)
3142 (1066 - 5008)
232.5 (119.8 - 365.6)
0.37 (0.25 - 0.57)
0.15 (0.12 - 0.22)
317.1(8.09 - 533.3)
52.57 (10.31 - 142.1)
0.63 (0.23 - 117)
0.03 (0.03 - 0.05)
1.10 (0.24 - 5.44)
0.01 (0.01 - 0.02)
16.50 (15.04 - 28.09)
18.22 (0.75 - 221.6)
281.4 (2.35 - 15751)

0.05 (0.04 - 0.22)

0.8988
0.8147
0.7758
0.5965
0.4247
0.5634
0.6823
0.8147
0.4732
0.4060
0.9757
0.4154
0.8755
0.2791
0.9284
0.9778

0.5374

Legend: EGF = endothelial growth factor; OPN = osteoprotegenin; KIM-1 = kidney injury molecule 1; NGAL = Neutrophil

gelatinase-associated lipocalin; (GST = alpha-Glutathione S-transferase; TIMP-1 = Tissue Inhibitor of Metalloproteinases 1;

IP-10 = Interferon gamma-induced protein 10; FABP-1 = Fatty Acid- Binding Protein 1; TFF-3 = Trefoil factor 3. The values

were quantified in pg/mL and (Percentile 25 - Percentile 75). P values were obtained by Mann Whitney test.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A prematuridade tém apresentado uma incidéncia em elevacdo nas Ultimas décadas,
atualmente correspondendo a dezenas de milhdes de nascimentos por ano no mundo. Esse
aumento esta muito relacionado aos avangos nos cuidados intensivos neonatais [1, 2]. Com isso,
todas as peculiaridades ainda pouco esclarecidas sobre o impacto de um parto prematuro tém-
se tornado alvo dos mais diversos estudos.

Nesse contexto, € muito interessante que sejam feitas investigagdes sobre o funcionamento
renal nessa faixa etéria, um 6rgao que ainda est em desenvolvimento e que sera sujeito a maior
risco de injdria aguda com possiveis impactos em longo prazo [3, 4, 5]. Os marcadores de
funcéo e disfuncéo renal atuais, mesmo na populacdo adulta, devem ser analisados com diversas
ressalvas em RNs prematuros. Dessa forma, encontrar moléculas que possam ser mais
assertivas, sensiveis e especificas como marcadores de funcdo renal é um grande objetivo
cientifico [6, 7, 8, 9, 10, 11].

A funcdo renal pode ser grosseiramente dividida em funcdes de filtracdo glomerular,
reabsorcdo tubular e secrecdo tubular. Diferentes marcadores podem trazer informacgoes
especificas sobre cada uma dessas funcfes dos néfrons. A cistatina C tem sido explorada como
um novo marcador de filtragdo glomerular, enquanto NGAL e KIM-1 estariam mais
relacionados a alteracdes tubulares [5, 12, 13, 14, 15, 16].

O presente estudo avaliou o comportamente de 17 moléculas urinarias em RNs prematuros
saudaveis com 72 horas e 3 semanas de vida extra-uterina e também relacionou esses
marcadores com parametros clinicos. Foram detectadas elevac6es significativas de albumina,
alfa-1-microglobulina, EGF, clusterina, OPN, osteoactivina, NGAL e KIM-1 na 3% semana de
vida em relacgdo as 72 horas.

A NGAL é uma proteina que faz parte do sistema imune inato ativando neutrofilos e é
excretada pelas células do tabulo proximal em resposta a LRA por nefrotoxicidade ou por lesdo
isquémica, com resultados ainda controversos em neonatos, criangas e adultos quanto ao seu
potencial como marcador de les&o tubular [5, 12, 13]. Encontramos uma tendéncia de elevacao
de seus niveis urinarios ao comparar o valores de 72h com 3 semanas de vida nos prematuros
saudaveis. Estudo de Saeidi et al demonstraram relag&o significativa dos seus niveis com a IG,
enquanto estudos de Gubhaju et al e Miklaszweska et al encontraram uma tendéncia de redugéo

dos niveis urinérios com o avancar da 1G e idade pos-natal.
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A KIM-1, uma glicoproteina transmembrana, ndo € encontrada na urina em condigdes
normais, mas € eliminada pelas células tubulares em niveis elevados apos lesdo renal isquémica
ou toxica, também foi avaliada como marcador de lesdo tubular em variados populacdes [12,
13, 15, 19] e nossos resultados foram semelhantes ao encontrados por Miklaszweska et al e
Capelli et al. Os outros possiveis marcadores tubulares e talvez glomerulares, OPN, EGF,
clusterina e osteoactivina foram esporadicamente explorados em estudos com prematuros, com
resultados ainda controversos e escassos. Saeidi et al encontrou variacéo significativa por 1G
para OPN, osteoactivina e OPN, assim como encontrou Capelli et al para OPN e EGF, enquanto
Miklaszwska et al encontrou uma relacdo inversamente proporcional entre o peso de
nascimento e os valores urinarios de OPN. Assim, sdo observadas resultados isolados e
dificilmente comparaveis entre os estudos que buscavam desfechos diversos.

No que se refere aos marcadores glomerulares, encontramos resultados significativos para
albumina e alfa-1-microglobulina, que é uma pequena proteina plasmatica globular, com funcéo
antioxidante e aglutinante de heme livre [5,20]. Ainda ndo € claro até que ponto a proteinuria
encontrada em prematuros e neonatos esta relacionada somente a uma imaturidade renal ou
também a um grau de lesdo residual, como argumentaram Kandasamy et al. Nossos resultados
também nao permitem afirmar qual a etiologia dessa alteracdo encontrada.

A Cistatina C ¢ uma moléculas que ja foi mais amplamente explorada, inclusive em
prematuros, e ja possui propostas de formulas que utilizam seu niveis para calculo de RFG [5,
6, 12, 13, 21, 22, 23]. Curiosamente, apesar de identificada uma tendéncia de elevacdo dos
niveis urinarios de Cistatina C, essa elevacdo ndo foi estatisticamente significativa no nosso
estudo. Considerando que nossa amostra era considerada saudavel e sem acometimento renal,
esse resultado pode estar relacionado ao fato dessa molécula ser totalmente reabsorvida pelos
tubulos renais saudaveis ap0s filtracdo livre pelos glomérulos. Assim esse resultado poderia
corroborar que nossos prematuros realmente ndo possuiam altera¢fes renais significativas no
periodo avaliado.

Sabemos de limitagdes do nosso estudo, principalmente em relagdo ao tamanho da amostra
e por ndo ter sido feita a correcdo pela creatinina urinaria nem a comparagdo com a creatinina
sérica, mesmo sabendo das especificidades da creatinina para essa populagdo, esse marcador
ainda é o mais difundido e utilizado atualmente. Além disso, a escassez de estudos que
avaliaram estes marcadores em neonatos prematuros sem acometimento renal tornou mais
restrita a comparagdo que poderia ser feita com aqueles que avaliaram essas moléculas como

marcadores de LRA. Acreditamos que, além de testes dessas moléculas como diagnoésticas para
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LRA, seria interessante termos mais conhecimento sobre o comportamento dessas moléculas

em prematuros saudaveis. Dessa forma, o fato de termos avaliado um painel com diversos

marcadores pode ser considerado um ponto forte do nosso estudo.

Por fim, o presente estudo faz parte de uma linha de pesquisa que avalia o papel potencial

de marcadores no desenvolvimento e nas doencas renais, com o intuito de trazer informacdes

que possam contribuir para o esclarecimento dos mecanismos de evolucdo dessas doencas.

Dentro dessa perspectiva, novos estudos poderdo ser realizados para avaliar o comportamento

dessas moléculas em longo prazo, em diferentes populagcdes (prematuros criticamente

enfermos, sépticos, asfixiados, etc), determinando o seu real potencial como biomarcadores de

funcéo e disfungdo renal.
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7. ANEXOS

ANEXO 1 - PARECER COEP/UFMG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PlataFforma
MINAS GERAIS %ﬁmﬂ

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliagac da asfixia perinata e da resposta imuno-inflamat¢ria em neonatos pre-
termos de 28 a 34 semanas de idade gestacional como fatores preditivos de alteragbes
ne desenvolvimento motor.

Pesquisador: Ana Cristina Sim&es e Silva

Area Tematica:

Verséo: 1

CAAE: 30352114.9.0000.5149

Instituicdo Proponente: PRC REITORIA DE PESQUISA
Patrocinador Principal: Financiamasnto Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: €56 859
Data da Relatoria: 23/05/2014

Apresentagao do Projeto:

De acordo com a projeto em tela, o parto prematuro ocorre em 12.5% de todos os nascimentos e 40%
desses recém-nascidos séo de risco para mortalidade perinatal e morbidades. A leséo cerebral precoce &
uma das principais comglicacdes do peariodo perinatal e possui também um potencial para alteragdes do
naurodesenvolvimento am longo prazo. Nao ha uma etiologia unica para a lesio cerebral precoce, mas uma
multiplicidade de causas potenciais com complexos mecanismos de interacdo que ainda n&o sdo
completamsnta conhecidos. Os principais msecanismos palogénicos sdo a hipoxia/isquemia e a infamacgéo.
Varias linhas de evidéncia sugerem que as lesbézes neuronais relacionadas com a inflamacdo podem induzir
uma cascata de respostas imunes que estdo envolvidos na patogénesse da lesao cerebral precoce.
Entretanto, até recentemente, o cérebra no periodo fetal-naonatal era visto como um érgéo que apresentava
até certo resisténcia acs mecanismos de agressio imune.

C presente estudo pretende svaliar o impacto de intervencdes terapéuticas no sentide de minimizar
complicagOes e reduzir morbi-mortalidade. Visa avaliar a associagao entre a resposta inflamatoria, a
condicéo de nascimento do recém-nascido e a presenga ou nZo de alteraco no desenvolvimento motor em
nsenatcs pra-tlermo de 28 a 34 semanas de idade gestacional. As amostras de sangue e urina coletadas
serdo analisadas por cilometria de fluxc através da técnica

Enderego: Av. Presidente Antdnic Carlos, 5627 2° Ad S1 2000

Balrre: Unidade AdminisTanva Il CEF: 31.270-901
UF: MG Municipio: BELO HORIZONTE
Telefone: (31)3400-4502 E-mail: cocp@prpg.ufmg br
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Confinuagdo co Parecar: 5hk.85Y9

de cytometric head array (CBA) & por melo de Ensala Imuna-enzimatico (ELISA). Serfio anallsados os nivels
das citocinas IL-1, IL=2, IL-6, TNF”, IL-10, das quimiocinas IL-8, MCP-1, RANTES e dos fatores neurotroficos
NT3, NT4/5, BDNF e NGF. Tais mensuracdes serdo realizadas ¢ comparadas nos dois grupos de pacientes
(APGAR de 5, G & 7} e nos quatro tempos de coleta (nascimento, 48 horas, 72 horas, 3 semanas). Para
mensurar o desenvolvimentc moter sera aplicado o Teste de Desempenho Motor Infantil (TIMP) em tedos
RNs participantes da pesquisa ao atingirem, no minimo. 34 semanas de IGC e ja terem as amostras de
fluidos coletadas.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Avaliar a associacdo entre a resposta inflamaioria, a condigédo de nascimento do recém-nascido e a
presenca ou n#o de alteracsio no desenvolviments motor em naonatos pré-termo ce 28 a 34 semanas de
idade gestacicnal.

Objetivo Secundério:

- Comparar ¢ nivel de citocinas presentes nes fluidos carporais de recém-nascido com APGAR de §'6 e
>7:

- Estudar @ processo inflamataric do nascimento ate a terceira semana de vida do beb& por msio da
mensuraggo de mediadores imuno-inflamatorios e fatores neurotréficos;

- Avallar possivels assoclacBas entre perfll Imuno-Inflamatdrio e fatores neurotréflcos; -Relaclonar o perfll
dos mediadores imuno-inflamatorios e os fatores neurotroficos com as condigdes de nascimento e a
presenc¢a ou nio de alleracdo no desanvelvimento motor.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Segundo o3 pesguisadores em tela, serd garantida a preservacdo da idantidade 2 integridade dos
participantes sem comprometimento a assisténcia ac recém-nascido. Nao havera dnus para os mesmos e
0s responsaveis gue aceitarem participar do estudo serdo informados sobre ¢ procedimento a ser realizado
e deverdo assinar 0 TCLE. podendo desistir guando quiserem. A coleta dos fluidos sera realizada por
profissionais graduados em enfermagem ou madicina, capacitados para tal procadimento, durante a ratina
de assisténcia da UTIN. Assim, os riscos da coleta de amostras ac RN's s80 os mesmos que os da
assisténcia prestada uma vez que a colelzs desses materiais ja fazem parte da rotina da UTIN. A aplicacdo
do TIMP nédo envolve risco consideravel para o RN por s2 tratar de uma escala observacional e de
movimentos eliciados.

Beneficios:

Endereco: Av Presidente Antdnin Carins 6R27 2* Ad 51 2005

Bairra: Unidade Administrativa | CEP: 31270 c01
UF: MG Municipio: BELD HORIZONTE
Telefon2!  (31)3409-4592 E-mail: coep@prpy.uimg.br
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De acorde com os pesquisadores, os participantes da pesquisa poderdo ser diretamente beneficiados por
ter seu desenvolvimento acompanhado. Caso sejam detectadas gualquer anormalidade ne desenvelvimanto
medidas preventivas serdo tomadas a fim de garantir melhor ccnduta no cuidado clinico com o paciente.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

O trabalho € exequivel, esta bem fundamentado e bem delineado. Podara contribuir para avaliar a
associacac entre a resposta inflamatdria, a condicao de nascimento do recém-nascido e a presenca ou ndo
de alteragéo no desenvolvimento motor em neonatos pré-termo de 28 a 34 semanas de idade gestacional.

Conslderacies sobre os Termos de apresentagao obrigatdria:

Foram apresentados:

-Folha de rosto.

-Parecer consubstanclado com aprovacio do Departamanto de Padlatria da Faculdade de Medicina da
UFMG.

-Anuéncia do Hospital Sofia Feldman, onde pretende-se realizar a pesquisa.

-Anuéncla do Laboratério Interdisciplinar de Investigac&o Médica (Faculdade de Medlclna da UFMG).

-TCLE.

Recomendacgoes:

Mo TCLE:

-Consta 03 nomes e sokrenomes dos pesquisedores, com telefones e endereco dos mesmos (fisico e
eletrénico).

sInfermade gus ndo havsra rassarcimanto pela participagdo no estudo.

-Linguagem adequada para os responséveis legais pelos participantes da pesquisa, o que € a escala
APGAR.

Explicitado quais os riscos pertinentes & presente pesquisa no TCLE.

Conclusdes cu Pendéncias e Lista de Inadequacoes:

Somos pele aprovacdo do projeto "Avaliac8o da asfixia perinatal e da resposta imuno-inflamataria em
neonatos pré-termos de 28 a 34 semanas de idade gestacional como fatores praditivos de alteragdes no
desenvolvimento motor." da pesquisadora Ana Cristina Simdes e Silva

Enderego: Av. Presidsnie Antdnio Czrlos 6627 2° Ad SI 2005

Bairre:  Unidadc Adminisirativa | CEP: 31 270-901
UF: MG Municipio: BELO HORIZONTZ
Telefone: (31)3409-4592 E-mail: cocep@prpg.ufmg.br
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Continuagao do Parecer: 656.659

Situacédo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

N&o

Consideragdes Finais a critério do CEP:
Aprovado conforme parecer.

BELO HORIZONTE. 22 de Maio de 2014

Assinado por:
Maria Teresa Marques Amaral
(Coordenador)

.

75



ANEXO 2 - PARECER CEP/HSF

HOSPITAL SOFIA FELDEMAN!
FUNDAGAO DE ASSISTENCIAL W‘W
INTEGRAL A SAUDE

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Elaborade pela Instituigao Coparticipante
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avallagdo da asflxla perinatal € da resposta Imunc-Inflamatérla em neonatos pré-
termos de 28 a 34 semanas de idade gestacional como fetcres praditivos de alteracdes
neo desenvelvimento motor,

Pesquisador: Ana Cristina Simdes e 3ilva

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 30382114.9.3001.5132

Instituicac Froponente: PRO REITORIA DE PESQUISA
Patrocinador Principal: Financiamsnto Praprio

DADOS DO PARECER

NUmero do Parecer: 670.318
Data da Relatoria: 29/C5/2014

Apresentagao do Projeto:

Trata-se de uma pesquise para cbiencac do titulo de Mestre que se propde a avaliar a associacao enire a
resposta inflamatoria, a condicao de nascimanto do recem-nascido e a presanca ou nao de alteracao no
desenvolvimento motor em neanatos pre-termo de 28 a 34 semanas de idade gestacional. Serdo utilizadas
amostras de sangue = urina dos recém-nascidos participantes do estudo gue serao analisadas per
citomstria de fluxo atraves da tecnica da de cytometric bead array (CBA) @ por meio de Ensaic imuno-
enzimatico (ELISA). Serdo analisados os niveis das citocinas (IL-1. I_-2, IL-4, IL-€. [L-10. IFN- , TNF e IL-
12p70), das quimiocinas (IL-8, MCP-1, RANTES, IP-10, MIF-1) e dos fatores neurotroficos (NT3, NT4/5,
BONF 2 NGF). Tals mensuracdes serdo reallzadas e comparadas nos dols grupos de paclentes (AFGAR de
5'6 e 7) 2 nos guatro tempos de coleta (nascimanta, 48 horas, 72 horas, 3 semanas). Além disso, nos RN's,
ao afingirem 34 semanas de 1GC apos a coleta dos fluidos corporais, sera aplicado ¢ Teste de Desempenho
Motor Infantil (TIMP). Participardo do estudo as criancas nascidas com idade gestacional de 28 a 34
semanas. apds os responsavesis concordarem =m participar deste estudo. Serdc excluidas os racém-
nascides que apressntarem qus apressntarem alguma das situagdes a seguir: possuir ma-formac¢éao
congenita, sindromes e patologias associadas; distirbios agudos no momento da colela;neonatos que
evoluam para ébito em trés semanas. Os dados obtidos serdo digitados em banco ds=
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dados desenvolvido no pregrama SPSS versdo 18.0 e os resultados descritives serdc oktidos através da
listagem e frequéncia das caracteristicas das diversas variaveis 2 do cruzamenic de algumas caracteristicas

através de tabslas de centingncia. Serdo obtidos dados demograficos e clinicos dos recém-nascidos.

Objetivo da Pesquisa:

Avaliar a associacac entrz a resposta inflamatoria, a condicdo d= nascimento de recém-nascido e a
presenca cu nao de alteragao no desenvelvimento motor em neonatoes pré-termo de 28 a 34 semanas de
idads gestacional.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Serd asssegurada a garantia do anomimato 2 a decisdo de participar ou ndo do estudo sem prejuizo para a
assiténcia recebida na instituigao. Os riscos para a coleta de material serdo 0s mesmos aos quais os recém-
nascidos estardo sujeitcs na assisténcia. Em relacao & =2scale ndo ha risco uma vez gue snvolve

observacao € manuseios sspecificos realizados por profissional capacitado e treinado para tal.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Q trabalhe encontra-se bem fundamentado & com metodologia adequada ao objetivo do estudo. O
delineamento da pesquisa permite a sua execuclo conforme previsto pelos pesquisadores
Conslderagiies sobre os Termos de apresentac&o obrlgatdria:

C TCLE encontra-se adequacdo conforme a legislacao qus regulamenta a pesquisa com sares humanos.

Recomendacgdes:

nac se aplica
Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
Projeto 2m condigdes de ser aprovado pelo CEP/ HSF

Situacaoc do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

Néo

Consideracées Finais a critério do CEP:

Farecer de Ralator 26/2074 CAAE: 30382114.9.3001.5132

Enderege: Rua Anténio Eandeira, 1060

Bairre: Tupi CEP: 31.844-130
UF: M3 Municipio:  BE O HORISONITE
Telsfons: (21)3408-2249 Fax: (31)3108-2218 E-mail: Icp@scfiafcldman.crg.br
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(favor citar esse numero em suas comunicacdes com ¢ CEP/HSF)

DECISAC

Plataforma

0O Comité ce Etica em Pesquisa do Hospital Sofia Feldman (CZF/HSF) analisou em plenaria realizada no dia

29 de maio de 2014. o Projeto de Pesquisa intitulado: *Avaliacdo da asfixia perinatal e da resposta imuno-

inflamatoria em neonatos pré-termos de 28 a 34 samanas de idade gestacional como faterss preditivos de

alteracdes no desenvolvimento moter” dos Pasquisadores Ana Cristina Simdes = Silva e Rafael Coelho

Magalh&es e o considerou APROVADO come Insituizdo Co-participante.
Reafirmamos que o relatério final devera ser encaminhado ac CEP/HSF ao término do estude, para fins de

conclusdo do processo.
Atenciosamente.

Atenciocsamente.

Cra. Tatiana Coelho Lopes
Coordenadara do CERP/HSF

Belo Horizonte, 02 de Junho de 2014,

Enderego:  Rua Antdnio BEandeira, 1060

Bairre: Tupi CEP: 31.8344-130
UF: MG Municipio: BELO HORIZONTE
Telefone: (31)3400-2249 Fax: (31)3403 2218 E-mail:

Izp@sofiafeldman_org.br
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ANEXO 3 - CARTA DE ACEITE DO ARTIGO ORIGINAL PELO JPED

Decision on submission to Jornal de Pediatria - JPEDIAT RIA-D-20-00164R1

Jomal de Pediatra <ermi@editorialmanager.com:
O, PEA 000 WS
Park: Afa Cristing Simoss @ Siva = a2skilvais het il osm =

N 2 aneeom (383 KE)
P i 5 S B, device; Tilleh Paagyie - irariind dosdx;

banuscript Mumber: JPECLATRIA-D-20-00162/1

Biomarkers of renal function in preferm neonates at 72 kours and 3 seeks of life

Prezada Professaora fna Cristina Smbes & Silva,

informamos com satisfacio gue Seu artigo foi aceilo para publicacio & estd programado para a
edicE n? 6 (MowDez), ana de 2021, Volume 97 da Jamal de Pediatria. Essa programac3o sinda
pode ser alterada de acordo com a necessidade da Editora, entretaria, o artigo serd publicado
*na prelo” bem antes desta data. Seguem abang algumas informagbes finais:

- Este & wm bom momenio para que os aubores revisem as informactes constantes na pagina de
rosto, para evilar erros.

- Confirmar o numero de anesas, poiE na pagina de rosto estad a informacis de gue 50 2 anexos,
parém no artigo exeEtem 4 tabelas.

-Salicitamos aos aulones er@Erem o Termao de Cessin de Direflos, anexo, attinado (& escansadn)
par um dos sutores para jped @ged com bre, untaments cam o anguivo de texto configido abé o dia
2EH2.

-0 artign ainda passana por diversss resistes de formato, linguagem & traducio. Talver ainda seja
necessano pedir algumas informagdes acs awlores, par isso pedimos manter Sew e-mail
atuahzads, também para o envio dat provas em PDF, postediarmente.

-TAXA DE PUBLICACAD

0% artigos submetidos, <& aceitos para publicacdo no Jormal de Pediatiia, sstSo Sujeltos a uma
taxa para gue tenham sua publicacdo garantida. Para o pagamenio da taxa, acesse

wanw nedpayoalcombe. Ab submeterem o manuscrito a este jornal, os sutores cancordam com
asses bermos.

Valores:

Ha desconto na laxa se um dos autares for associado guite com a Socedade Brasileira de
Padiatria.

Ea qualpuer um dos autores for associado guite com a SEP: B% 1.600 00 por manuscrito aceio
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Ea pealum dos autares for associado 8 SEP- RE 220000 por manuscrita aceito
Autor estrangeinoc USD L000,00 por manuscribe aceio.

-Prarac O artigo aceito somente Serd pubbcado apds a comprovacio do pagamenio da taxas de
pubbcacio. Apos Serem infarmados do acelte na revista, os autores devem emiar o comprovante
de pagamento & of dades do pagadar (nome, CPF & enderego) para jpedijped combr até 30
dias do erwio desta mensagem (2612 ). & partir da nossa confirmagio, o artigo & enviado para
editoracio & publicacso

-HF: Para a emiss3o da WF, mforme o nome completa, endenrega, e-mail @ CPF do pagador. &
madalidade de pagaments empenho néo & aceita,

Para mais informagies, entre em contalo canasco.

Agradecemos & submissdo de Seu artigo 30 Jornal de Pediabria.

Alenciosaments,

bdaria de Fatima Machada
Asses=ara Editarial

Renato 5. Procaanay, PhD, MO
Editar-chefa

Jornal de Padiatria
jped@ped . com.br

bdore mformation and supgart

FAL: WWhen and how will | receive the proofs of my article?
it pe: s mrvic e elsevier. comfapplanswers detail fa_id 007 p 0B L upporthubipublishing related|

You will fird infarmation relevant for you &% an author on Elsevier's Author Hub:
it o f v el savier.comfauthars

FAQ: How can | reset a forgaotien passeord?

httpe:f s ervice el sevier comfapplanswersidetailfa_id/2B4A52 s ppar thubfpublEhing

For further assstance, please w58 owr cuslamer service site:

https: s erice. elsevier.comap pihomesu pparthubdipu blEhing’

Here you can search for salutions an a range aof topics, find andwers to frequerntly asked
guestions, and learn more about Editorial Mansger via inberactiee tutarials. You can aleo talk 247
0 our cusiomer Suppart team by phone and 24,7 by live chat and email
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APENDICE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

PARA RESPONSAVEIS LEGAIS

Vocé esta sendo convidada a participar do trabalho de pesquisa denominado “Avalia¢ao da
resposta imuno-inflamatdéria em neonatos pré-termos de 28 a 34 semanas de idade gestacional
como fatores preditivos de alteragées no desenvolvimento motor”, conduzido pela Dra Ana
Cristina Simoes e Silva e pelo terapeuta ocupacional Rafael Coelho Magalh3es.

Este estudo quer medir algumas substancias que podem estar no sangue de seu (ua) filho (a) e
podem ter relagdo com problemas do desenvolvimento do cérebro apds o nascimento. Para realizar
este estudo serdo avaliadas criancas nascidas no Hospital Sofia Feldman com idade gestacional entre
28 e 34 semanas e divididas em dois grupos de acordo com as condi¢gdes de nascimento e a
pontuac¢do obtida em uma escala chamada de APGAR. Esta escala de APGAR mostra a avaliagdo feita
pelo pediatra logo apds o nascimento de seu (ua) filho (a) ainda na sala de parto. A escala de APGAR
indica como seu (ua) filho (a) nasceu, ou seja, se estava passando bem, com a pele rosada, ativo, se
chorou rapidamente ou estava com dificuldade de respirar, com a pele muito branca ou de cor roxa
e mexendo muito pouco.

Caso vocé aceite que seu (ua) filho (a) participe deste estudo serdo feitos os seguintes
procedimentos:

1 —Serd coletado sangue do corddo umbilical apds o nascimento;

2- Serdo coletadas amostras de 1 ml de sangue da veia quando seu (ua) filho (a) completar um dia
de vida, 3 dias de vida e trés semanas de vida. Estas coletas serao feitas juntamente com outras
coletas de sangue que sdo feitas de rotina em bebés prematuros.

3- Serdo realizados exames de rotina para avaliagcdo do desenvolvimento de seu (ua) filho (a) que
incluem: UltrassomTransfontanela, Ecocardiograma, Exame de Fundo de Olho, Triagem Auditiva e
Teste de Desenvolvimento Motor (TIMP).

Vocé foi convidada para participar dessa pesquisa porque o seu filho nasceu com idade gestacional
entre 28 e 34 semanas, estda em acompanhamento no Hospital Sofia Feldman e a sua participa¢ao
s6 podera acontecer de forma voluntaria sem nenhuma compensacao financeira. Vocé tem o direito
de recusar ou deixar de participar deste estudo em qualquer momento, sem prejuizo para vocé e/ou
para seu filho, junto ao Hospital Sofia Feldman.

Todas as informacdes da pesquisa sdo confidenciais, ndo havendo nenhuma identificagdo sua e/ou
de seu (ua) filho (a). Seu nome ndo sera escrito em nenhum protocolo. Para identificacdo de cada
bebé que participara do estudo sera utilizado um nimero entre 0 e 100. Apds o estudo os resultados
serao divulgados para fins cientificos. -.
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Ha riscos minimos para seu filho que sdo relacionados a coleta de sangue, sendo eles dor durante a
coleta e hematomas apds as mesmas. E importante ressaltar que esses risco serdo minimizados, pois
as coletas serdo realizadas por profissionais devidamente capacitados, durante procedimentos
rotineiros com as criangas internadas e com todos os cuidados necessarios.

Se tiver alguma duvida, vocé podera esclarecé-la com um dos pesquisadores responsaveis ou junto
ao comité de ética da UFMG ou do Hospital Sofia Feldman a qualquer momento.

Assinei e recebi uma cépia desta autorizagao.

Belo Horizonte, /

Nome (Responsavel):

Assinatura (responsavel):

Pesquisadores responsaveis:

Ana Cristina Simdes e Silva — Médica: Avenida Professor Alfredo Balena, 190/sala 281 - Centro, Belo
Horizonte - MG, 30130-100 — acssilva@hotmail.com Fone: (31) 34098073

Rafael Coelho Magalhdes — Terapeuta Ocupacional — Rua Industrial José Costa 261/204, Nova Granada,
Belo Horizonte — MG, 30431-330. E-mail: rafa_to@hotmail.com Fone: (31) 84551767

COEP - Comité de Etica em Pesquisa (UFMG) Fone: (31) 3409-4592; Endereco:Av. Antonio Carlos,
6627, Unidade Administrativa Il - 22 andar - Sala 2005, Campus Pampulha Belo Horizonte, MG — Brasil,
CEP 31270-901. E-mail: coep@prpg.ufmg.br

CEP - Comité de Etica em Pesquisa (HSF) Fone: (31)3408-2242; Endereco: Rua Antonio Bandeira 1060,
Tupi — Belo Horizonte/MG; CEP:31844-130. E-mail: lep@sofiafeldman.org.br
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