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RESUMO

Introducdo: A nefropatia obstrutiva, decorrente da obstrucdo do trato urindério
durante o desenvolvimento fetal, representa a causa mais comum de insuficiéncia
renal em bebés e criancas. Apesar do diagndstico precoce intrauterino, realizado
pela ultrassonografia pré-natal, a determinagdo do prognostico da gravidade da
leséo renal ainda ndo € bem estabelecida. Portanto, a identificacdo de marcadores
sanguineos e/ou urinarios para definicdo da progressédo do dano renal teria papel
de importancia na deciséao de intervencdes terapéuticas mais precoces e efetivas.
A elevacao do antigeno carboidrato CA19-9 (originalmente um marcador tumoral)
tem sido descrita na obstrucao urinéria benigna. Objetivo: Este trabalho avaliou,
de forma experimental, um biomarcador (CA19-9) de facil analise, disponivel na
rotina da maioria dos laboratérios de analise clinicas e que poderia auxiliar no
diagndstico mais precoce, principalmente em casos duvidosos, de uropatias
obstrutivas com potencial dano renal. Utilizamos, como comparador, outro
biomarcador, a Lipocalina associada a gelatinase de neutrofilos (Ngal), relacionado
a gravidade da obstrucdo. Material e método: Quarenta e seis ratas da linhagem
Wistar foram divididas em cinco grupos, com diferentes padrdes de obstrucéo
parcial do trato urinario: grupo controle; grupo OIV: obstrucao infravesical; grupo
OlVvd: obstrucéo infravesical com reversdo e alivio da obstrucdo no 7° dia pés-
operatorio; grupo OUu: obstrucdo ureteral unilateral direita; grupo OUb: obstrucéo
ureteral bilateral. A determinacao basal do CA19-9, Ngal e da creatinina, na urina e
no sangue, foi feita nas cobaias dos grupos previamente a cirurgia (TO).
Intervencdes cirdrgicas promoveram obstrucéo parcial dependendo do grupo. Apés
13 e 14 dias novas medidas (T1) dos marcadores foram realizadas e comparadas
aos valores basais. O grupo OIVd foi submetido a uma colheita intermediaria prévia
a desobstrucdo (Ti). Resultados: Houve aumento da concentracdo urinaria do
CA19-9 em todos os animais obstruidos. Nos grupos OIV, OUb e OIVd a elevacéo
em T1 e Ti, respectivamente, atingiu significancia estatistica em relagédo ao valor de
TO (p< 0,05). As mudancas do CA19-9 urinario foram mais expressivas no grupo
com obstrucao infravesical OIV (AUC=0,81). O alivio da obstru¢cdo no grupo OIVd
promoveu importante reducéo dos valores urinarios do CA 19-9 na avaliagao final

com AUC=0,73. Nao houve correlacdo positiva entre os grupos obstruidos e os



niveis séricos de CA 19-9. CONCLUSOES: A concentracdo urinaria do CA19-9
elevou-se na presenca de obstrugdo do trato urinério; o desempenho do CA19-9
urinario como marcador foi superior nas obstrucdes infravesicais (baixas) e houve

um declinio da concentracdo urinaria do CA19-9 apo6s a desobstrucéo infravesical.

Palavras-chave: Obstrucéo parcial do trato urinario. Antigeno CA19-9. Lipocalina

associada a gelatinase de neutrofilos (Ngal). Ratas Wistar.



ABSTRACT

Introduction: Obstructive nephropathy, resulting from urinary tract obstruction during
fetal development, represents the most common cause of kidney failure in infants and
children. Despite the early intrauterine diagnosis, performed by prenatal ultrasound,
the determination of the prognosis of the severity of the kidney injury is not well
established yet. Therefore, the identification of blood and/or urinary markers to define
the progression of renal damage would play an important role in deciding on earlier
and more effective therapeutic interventions. Elevated carbohydrate antigen CA19-9
(originally a tumor marker) has been described in benign urinary obstruction. Aim: This
study evaluated to which extent this easy-analysis biomarker could help in the earlier
diagnosis, especially in doubtful cases, of obstructive uropathies with potential renal
damage. We compared it to another biomarker, Lipocalin associated with neutrophil
gelatinase (Ngal), related to the severity of the obstruction. Material and method:
Forty-six female Wistar rats were divided into 5 groups, with different patterns of urinary
tract obstruction: group control; group OIV: infravesical obstruction; group OIVd:
infravesical obstruction with reversion, relief of the obstruction on the 7th postoperative
day; group OUu: unilateral ureteral obstruction; group OUb: bilateral ureteral
obstruction. The determination of CA 19-9, Ngal and creatinine basal in urine and blood
was performed in the rats of the groups prior to surgery (T0). Surgical interventions
promoted partial obstruction depending on the group. After 13 and14 days, new
measurements (T1) of the markers were taken and compared to baseline values.
Group OIVd underwent an intermediate (Ti) collection before clearance. Results:
There was an increase in the urinary concentration of CA19-9 in all obstructed animals.
In groups OIV, OUb and OIVd, the elevation at T1 and Ti, respectively, reached
statistical significance in relation to the TO value (p< 0,05). Changes in urinary CA19-
9 were expressive in groups with infravesical obstruction. Relief of obstruction in group
OlVvd promoted a significant reduction in urinary CA19-9 values in the final evaluation
with AUC=0.73. There was no positive correlation between the obstructed groups and
serum CA19-9 levels. Conclusions: The urinary concentration of CA19-9 increased
in the presence of partial urinary tract obstruction and there was a decline in urinary

CA19-9 concentration after infravesical clearance.



Keywords: Partial obstruction of the urinary tract. CA19-9 antigen. Lipocalin associated
with neutrophil gelatinase (Ngal). Wistar rats.
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uNgal Lipocalina associada a gelatinase neutrofilica urinaria
uo Uropatia obstrutiva

VUP Valvula de uretra posterior

a -sma alfa-actina de musculo liso
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1. INTRODUCAO

1.1 Defini¢cOes e epidemiologia

As obstru¢des do trato urinario (OTU) ou uropatias obstrutivas (UO) séo
definidas como alteracdes estruturais ou funcionais em qualquer ponto do trato
urinario, que impedem o fluxo normal de urina e causam dilatacdo a montante, bem
como podem desencadear doenca ou dano renal (nefropatia obstrutiva) (GIRARDI M
e MARTIN, 2015). As OTU séo classificadas de acordo com varios parametros: 1)
duracédo: aguda ou cronica; 2) grau de obstrugéo: completa ou parcial; 3) localizacao:
aparelho urinario superior ou inferior e 4) natureza da obstrucdo: congénita ou
adquirida, intrinseca ou extrinseca. (MONTEIRO e CARILHO, 2006).

As anomalias congénitas dos rins e do trato urinario (CAKUT, do inglés
congenital anomalies of the urinary tract) incluem agenesia renal, hipoplasia renal,
displasia renal, rins supranumerdrios, ectépicos ou fundidos, duplicidade ureteral,
refluxo vesico-ureteral e obstru¢éo congénita do trato urinario (OCTU). As CAKUT séo
responsaveis pela maioria das doencgas renais cronicas (DRC) em criangas. (JAIN e
CHEN, 2019), dentre as quais a OCTU ¢é a principal causa de estagio avancado da
doenca renal (EADR) na faixa etaria pediatrica. (CHEVALIER, 2015).

Aproximadamente 60% das uropatias diagnosticadas durante o periodo pré-
natal séo devidas a OCTU alta, como a obstrucdo da juncao ureteropélvica (OJUP) e
ureterovesical (OJUV). A OJUP possui maior incidéncia, acomete 1 em cada 5000
nascidos vivos e em 21% a 36% dos casos sua ocorréncia € bilateral (MACEDO et al,
2003). A obstrucdo do trato urinario baixo (LUTO, do inglés lower urinary tract
obstruction) ou OCTU baixa, tem como principal causa a valvula de uretra posterior
(VUP), 64% dos casos, enquanto atresia uretral e a sindrome da barriga de ameixa
(Sindrome de Prune Belly) sdo outras causas menos frequentes (MALIN et al, 2012).
A OCTU baixa e a bexiga neurogénica, decorrente de defeitos do tubo neural, séo
doencas congénitas que causam obstrucéo ao fluxo de urina, com potencial evolugcao
para nefropatia obstrutiva (NO) e doenca renal cronica (DRC) (INGRAHAM e
McHUGH, 2011).
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Nas criancas a DRC é devastadora, com alta taxa de mortalidade no estagio
avancado com necessidade de terapia renal substitutiva (TRS) entre 30 e 150 vezes
maior que a da populacao pediatrica geral, justificando o diagndstico e a abordagem
precoce do paciente com CAKUT, com intuito de evitar desfechos desfavoraveis,
enfatizar a prevencdo priméria e o tratamento especifico e adequado do defeito
congénito (WARADY e CHADHA, 2007).

1.2 Fisiopatologia da Nefropatia Obstrutiva

A NO, decorrente da UO, caracteriza-se por fibrose tubulointersticial
progressiva, que leva a esclerose glomerular e ao comprometimento da funcao renal
(CHEVALIER, 2009). Estudos em modelos animais de UO demonstraram que a atrofia
tubular e fibrose intersticial se desenvolvem antes da dilatagcéo significativa do trato
urinario, e a presenca de obstrucdo ureteral parcial, com 70% de ocluséo, reduz em
60% o crescimento renal e em 50% numero de glomérulos (THORNILL et al, 2007).
Assim, as alteracdes renais progressivas e crénicas promovem o desenvolvimento de
displasia renal, hipoplasia medular, interrup¢éo na inducao do néfron com diminuigcéo
do tamanho do rim e do numero de néfrons, alteracGes tubulointersticiais e
remodelacao do epitélio do ducto coletor (MATSELL et al, 2002).

Por sua vez, a leséo tubular renal resulta do estiramento mecéanico do epitélio
tubular, hipéxia e exposicdo a radicais livres de oxigénio decorrentes do aumento da
pressao hidrostatica, reducéo do fluxo sanguineo e aumento do estresse oxidativo.
(LUCARELLI et al, 2014). Estas alteracdes iniciam uma sequéncia de eventos,
incluindo: 1) dilatacdo tubular, transicdo fenotipica celular e apoptose celular; 2)
inflamacé&o intersticial e 3) lesdo glomerulotubular com progressiva fibrose intersticial.
(CHEVALIER, 2010). As células tubulares e intersticiais renais sdo mais suscetiveis a
apoptose. Apoés 4 dias de OTU, inicia-se apoptose de células tubulares, atingindo o
pico com 15 dias, enquanto nas células intersticiais renais este processo € progressivo
ao longo da obstrucéo renal. As células glomerulares parecem ser mais resistentes a
apoptose induzida por obstrucdo (CHOI et al, 2000).

A lesdo e morte das células epiteliais tubulares regula negativamente o fator de
crescimento epidérmico (EGF) e ativa o sistema renina-angiotensina aldosterona

(SRAA) local, que estimula a expressao do fator de crescimento transformador-1
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(TGF-B1) e a geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS). Isso leva ao
recrutamento de macrofagos intersticiais e a geragdo de mondcitos proteina
guimioatraente-1 (MCP-1), moléculas de adeséo e fator de necrose tumoral-alfa (TNF-
a). Estas citocinas amplificam a lesdo por contribuirem para apoptose de células
epiteliais, endoteliais e poddcitos, levando a hipdéxia renal e isquemia (VIANNA et al,
2011). Esta sequéncia de eventos resulta na perda de capilares peritubulares e
glomérulos, bem como na ruptura tubular proximal, glomérulos atubulares e atrofia
tubular. As células endoteliais e epiteliais sofrem transformacao fenotipica e tornam-
se fibroblastos, que por sua vez se desenvolvem em miofibroblastos e expressam alfa-
actina de musculo liso (a-sma). H4 expansdo da matriz extracelular (ECM), com
progressiva fibrose intersticial. O resultado final € a perda gradativa de todos os
componentes do néfron (MISSERI et al, 2004; CHEVALIER, 2010). A figura 1 resume

€SSe processo.

Figura 1 - Fisiopatologia da nefropatia obstrutiva.

Fisiopatologia da obstrucao urindria congénita no dano renal

Apoptose . Inflamacao . Fibrose ;
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Legenda: EFG: fator de crescimento epidérmico; ROS: espécies reativas de oxigénio;
TGF-B1: fator de crescimento transformador beta-1; TNF-a: fator de necrose tumoral
alfa; MCP-1: proteina do mondcito quimioatraente; a-SMA: alfa-actina de muasculo liso;
ECM: matriz extracelular (Adaptado de Chevalier,2010).
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Segundo Miranda e colaboradores, a maioria das OTU sao parciais; portanto,
0s eventos descritos acima ocorreriam de forma gradual, para os quais a funcéo basal
renal, o grau e o tempo de obstrucao seriam fatores determinantes da recuperacao da

funcdo renal, apds o alivio da obstrucdo (MIRANDA et al,2016).

1.3 Diagnoéstico das obstru¢cdes congénitas do trato urinério

O aprimoramento dos aparelhos e técnicas de ultrassonografia (USG),
principalmente a partir da década de 80, tornou esse método uma ferramenta
imprescindivel na assisténcia a gestante e proporcionou o diagndstico precoce de
CAKUT (PEREIRA et al, 2000), uma vez que passou a identificar fetos assintomaticos
com hidronefrose leve a grave, com potencial de evolucéo bastante variavel (YIEE e
WILCOX, 2008). A hidronefrose pré-natal, € relatada em aproximadamente 1-5% de
todas as gestacbes (NGUYEN et al, 2010) (AULBERT e KEMPER, 2016), nestes
casos 0 exame ultrassonogréfico identifica o local da obstrucéo, alta ou baixa, permite

o diagndstico provavel do processo obstrutivo e a avaliacdo do parénquima renal.

1.3.1 Dilatacao do trato urinario superior

O comprometimento parcial do fluxo urinario por OJUP, e menos
frequentemente por OJUV, sdo as principais causas de dilatacdo do trato urinario
superior (DIAS et al, 2014.). A imagem ultrassonografica da OJUP revela dilatacdo da
pelve renal, com bexiga normal e ureter ndo identificado e, com a persisténcia da
obstrucdo, o cértex renal torna-se adelgacado, hiperecogénico e propicia o
aparecimento de cistos corticais (BASSANENSE et al, 2013) (Figura 2).

Na USG pré-natal, a medida da pelve renal é Gtil para diferenciar fetos com
OJUP, e necessidade de abordagem de cirurgia, daqueles com dilatacdo pielocalicial
sem significado clinico especifico. RADMAYR e colaboradores, concluiram que 90%
dos fetos com medida de pelve renal entre 30 e 40 mm, e potencialmente todos
agueles com pelve renal maior a 40 mm, progredirdo com disfun¢éo do trato urinario;
no entanto, entre os com hidronefrose e pelve menor que 20 mm ao nascimento,
apenas 11 % necessitardo desobstrucao cirurgica. Os individuos com medidas entre

20 e 30 mm s&o classificados na “zona cinza”; ou seja, sem previsibilidade definida,
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pois 40% dos casos podem eventualmente piorar, como também, melhorar
espontaneamente (RADMAYR, 2015; JACKSON et al, 2017).

A OJUV pode ser identificada na USG pré-natal como megaureter, com
diametro superior a 10 mm, pelve renal dilatada e bexiga de aparéncia normal. O

principal diagnostico diferencial € com refluxo vesicoureteral (LIU et al, 1994).

Figura 2 - Ultrassonografia mostrando acentuada dilatacao pielocalicial e reducéo do
parénquima renal por obstru¢do da juncao ureteropélvica.

— e

Fonte —acervo pessoal do autor

1.3.2 Dilatacao do trato urinério inferior

O primeiro sinal ultrassonografico de LUTO € a distensdo da bexiga fetal
(megacistis), diagnosticada a partir de 11 semanas de vida intrauterina, outros
achados incluem a uretero-hidronefrose bilateral, bexiga espessada e uretra posterior
dilatada, esses ultimos dois sinais correlacionam-se fortemente com a VUP, juntos
compdem o Sinal do Buraco de Fechadura (Figura 3) (DIAS et al, 2014). Por outro
lado, as anormalidades do parénquima renal como: aumento da ecogenicidade,
presenca de estruturas cisticas e afilamento, sugerem gravidade na LUTO,

principalmente quando associadas ao oligopamnio (RUANO et al, 2017).
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Figura 3 - Ultrassonografia mostrando bexiga espessada e uretra posterior dilatada
secundaria a valvula de uretra posterior.

Fonte - Jian Gao, 2017.

1.3.3 Diagnd@stico pés-natal da OCTU

No periodo pés-natal, a avaliacdo clinica e de imagens seriadas por USG,
uretrocistografia miccional, ressonancia nuclear magnética (RNM), renograma
estatico com acido dimercaptossucinico (DMSA) e/ou dindmico com acido
dietilenotriaminopentacético (DTPA) séo Uteis para diagnosticar padrées obstrutivos
significativos de OCTU. A combinacdo de parametros clinicos e de imagem sé&o
empregados para estimar a gravidade e o prognéstico da dilatagdo do trato urinario,
bem como para acompanhar o desenvolvimento e progressdo da lesédo renal e a
necessidade de intervencao cirtrgica (KOSTIC et al, 2019). No entanto, esses
métodos ndo sao perfeitos para diagnosticar a obstrucéo de forma precisa e oportuna,
e com isto a estratificacdo de risco e a tomada de decisdes s6 podem ser embasadas
em parametros subjetivos (OZCUVANCI et al, 2020).

No intuito de tornar mais acurada a conducédo de pacientes com OCTU,
medidas seriadas de biomarcadores urinarios e ou sanguineos tém sido estudadas
para auxiliar nas decisfes relacionadas a manutencgdo do tratamento conservador ou
indicacdo cirdrgica e no seguimento pos-operatorio da correcdo da obstrucéo
(PARABOSCHI et al, 2020).
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1.4 Progressao de lesdes secundéarias a OCTU

O desenvolvimento de insuficiéncia renal na OCTU pode ocorrer em qualquer
momento da infancia ou mesmo na idade adulta, com grande oscilacdo entre os
pacientes. A variabilidade dos desfechos renais suscita a importancia da estratificacao
de risco e do cuidado individualizado. Em criangcas com lesao renal basal graduada
como moderada, potenciais insultos seriados durante a infancia relacionados a propria
obstrucdo, infeccdes urinarias de repeticdo (ITUs) ou outros eventos, podem
prejudicar e acelerar a lesdo renal. Assim, marcadores que possam ser medidos no
primeiro momento, e seguidos ao longo do tempo sdo necesséarios para melhor
identificar o risco de piora da funcéo renal e permitir o acompanhamento adequado e
o tratamento especifico para cada caso (McLEOD et al, 2019).

1.5 Biomarcadores na obstrucado do trato urinario

Define-se como biomarcador qualquer substancia, estrutura ou processo, que
possa ser medido no corpo ou em seus fluidos e seja capaz de influenciar ou predizer
a incidéncia de resultados ou doencas, efeitos de tratamentos e/ou intervencdes
(STRIMBU e TAVEL, 2010). Amostras bioldgicas de facil acesso, como plasma, soro
ou urina, sao fontes valiosas de biomarcadores; particularmente a urina, por
disponibilizar a coleta de volumes maiores, de forma n&o invasiva e menos complexa
comparada a outros materiais bioldgicos, como por exemplo, o plasma (DECRAMER
et al, 2008; MAGALHAES et al, 2016). Neste sentido, o biomarcador ideal da OCTU
seria aquele obtido a partir de amostras biol6gicas facilmente acessiveis, mensuravel

por técnica padronizada e em laboratério clinico de rotina (MADSEN et al, 2011).

O melhor entendimento do mecanismo de lesdo renal na OTU indica que os
biomarcadores liberados pelo estiramento epitelial tubular podem fornecer
informacdes valiosas sobre a lesdo obstrutiva durante a infancia (WASHINO et al,
2020; McLEOQOD et al, 2020). Por meio de revisdo da literatura sobre marcadores na
OTU, evidenciamos a expressdo imuno-histoquimica do biomarcador Antigeno
Carboidrato 19-9 (CA19-9) no citoplasma de células tubulares renais e sua elevacao
tem sido descrita em pacientes com OJUP (LOPES et al, 2015) e mais recentemente
em gestacdes de criancas com VUP (KAJBAFZADEH et al, 2019). Outro biomarcador,

a lipocalina associada a gelatinase de neutrofilos (Ngal), sintetizada na porgéo
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ascendente espessa da alga de Henle, tem sua expressdo aumentada em resposta a
les&o tubular renal; por isso ganhou destaque em estudos relacionados a insuficiéncia
renal aguda (IRA). Como a Ngal também esta elevada em pacientes com
hidronefrose, poderia fornecer uma previsdo mais precisa das criancas que
potencialmente evoluirdo para DRC resultante de OTU (FOSTER et al, 2017).

1.5.1 Antigeno Carboidrato 19-9

O glicopeptideo CA19-9, ou antigeno de Lewis, foi descrito pela primeira vez
em 1979, por Koprowsky e colaboradores (KOPROWSKI et a,1979). Apesar de
presente no epitélio do aparelho excretor normal, o0 CA19-9 tem sido utilizado como
um marcador tumoral, pois sua concentracdo esta aumentada em neoplasias,
principalmente em tumores do trato gastrointestinal, uma vez que € liberado na
superficie da célula cancerosa e penetra na corrente sanguinea, onde pode ser
detectado. No entanto, na literatura médica existem relatos da elevacdo desse
marcador em condi¢des benignas relacionadas a dilatagdo do trato urinario, como a
hidronefrose secundaria a calculose renal (NAKAHARA et al, 1992; ITO et al, 1994;
KAMAI et al, 1995). Em um estudo prospectivo caso controle, 0 CA19-9 mostrou-se
eficaz como marcador urindrio nas obstru¢cbes, com aumento significativo em
pacientes com hidronefrose benigna. A partir desse estudo, observou-se que a
presenca de hidronefrose poderia gerar resultado falso-positivo para doenca maligna,
caso o rastreio para malignidade fosse baseado na dosagem de CA19-9 (SUZUKI et
al, 2002).

MEYER e colaboradores, evidenciaram aumento acentuado na expressao
imuno-histoquimica do CA19-9 em células epiteliais tubulares e pelve renal em rim
hidronefrotico. O mecanismo exato desta intensificacdo de expressdo nao foi
completamente definido, mas os autores atribuiram este efeito ao aumento de
producéo pelas células epiteliais e a diminuicdo da depuracéo devido a oclusédo do
trato urinario superior (MEYER et al, 2004).

A maioria dos trabalhos publicados sobre hidronefrose e elevagcéo de CA19-9
sao relacionados a OJUP ou a litiase ureteral. Este investimento na pesquisa de
biomarcadores para as OJUP se justifica, pois ndo ha um exame de imagem

considerado padréo ouro, que assegure a correta indicacdo ou nao de intervengao
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cirargica, especialmente, em casos de dilatagdo moderada. O CA19-9 podem ser um
marcador de baixo custo e facil acesso, ideal para esse proposito (KAJBAFZADEH et
al, 2010).

Um estudo caso-controle, envolvendo 27 pacientes com hidronefrose benigna
e sem outras comorbidades, mostrou elevacdo significativa do CA19-9 sérico e
urindrio no grupo obstruido em relacdo ao grupo controle e, especificamente em
pacientes com OJUP, identificou-se decréscimo nas dosagens do CA19-9, tanto no
sangue como na urina, apdés 3 meses de desobstrucdo do trato urinario
(KAJBAFZADEH et al, 2010). Por sua vez, ALIZADEH e colaboradores estudaram a
razdo CA19-9/creatinina urinaria em 30 criangas com OJUP e relataram resultados
superiores a avaliacdo do CA19-9 urinario isolado. Concluiram que a relagdo CA19-
9/creatinina urinaria seria um marcador ndo invasivo, Util para o diagnostico e
acompanhamento em longo prazo de criangas portadoras de OJUP (ALIZADEH,
2018). O aumento do CA19-9 foi demonstrado recentemente na urina de maes com
fetos portadores de VUP e em gestacfes de fetos com hidronefroses acentuadas
(KAJBAFZADEH et al, 2019; AKBAS et al, 2020).

Diante da consistente elevacdo do CA19-9 na UTO, com queda tanto da
concentracdo sérica quanto urinaria apO0s desobstrucdo, associado a dosagem
laboratorial bem estabelecida e de facil execucdo, o CA19-9 tem se mostrado como
potencial marcador nas OCTU (MIRANDA et al, 2016). No entanto, ha necessidade
de mais avaliacdes, e casuistica mais robusta, para o emprego do CA19-9 na pratica
clinica, como marcador de OTU. Neste sentido, estudos em modelos experimentais
podem contribuir para comparar mudancas na concentracdo sé€rica e urinaria de
CA19-9, em diferentes niveis de OTU; bem como, seu comportamento apés a
desobstrucéo, correlacdo com a gravidade da lesdo renal e como marcador auxiliar

no diagnaostico precoce, principalmente em casos duvidosos de OCTU.

1.5.2 Lipocalina Associada a Gelatinase de Neutrofilos

A lipocalina associada a gelatinase de neutrofilos (Ngal, do inglés neutrophil
gelatinase associated lipocalin) € uma glicoproteina isolada originalmente em granulos
especificos dos neutrofilos humanos, presente na forma de monémero de 25 kD, ou

como um homodimero ligado por dissulfeto de 45 kD, e covalentemente conjugado a
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gelatinase dos neutrofilos (LINJUN et al, 2010; CAl et al, 2010). O aumento de
expressdo da Ngal ocorre apds evento lesivo em diversas regides do corpo, como
pulmao, figado, estbmago, célon e especialmente no trato geniturinario (AZEVEDO,
2011).

A Ngal tem efeito bacteriostatico e renoprotetor, liga-se a sideréforos
bacterianos, reduzindo o ferro disponivel, com isto inibe o crescimento bacteriano e
controla as concentracdes intracelulares de ferro (KOHL et al, 2020). Em condi¢des
fisiologicas, a Ngal circulante é filtrada livremente pelos glomérulos e reabsorvida pelo
tubulo proximal; portanto, na auséncia de afeccao renal, os valores plasmaticos de
Ngal sdo baixos. Frente a agentes agressores renais, a expressao da Ngal é induzida
nas ceélulas epiteliais do tabulo proximal e distal, com aumento da concentracao
plasmatica e urinaria (NISHIDA et al,2010; WATANABE et al, 2014).

Alguns estudos sugeriram que a alta sensibilidade da Ngal para demonstrar
leséo tubular poderia ser Gtil como marcador para danos renais por OCTU (COST et
al, 2013). Os resultados publicados por Wasilewska e colaboradores, evidenciaram
aumento da Ngal urinaria (uNgal) em criancas com hidronefrose grave por OJUP
guando comparadas a um grupo controle (WASILEWSKA et al, 2011). Achados
semelhantes foram descritos por Kostic e colaboradores, em recém-nascidos (RNS)
portadores de LUTO quando comparados com RNs normais (KOSTIC et al, 2019).
Apesar desses relatos animadores na literatura, a Ngal ndo € utilizada de rotina na

investigagdo e acompanhamento das OCTU.

Devida a especificidade de uNgal para danos tubulares, aventa-se a
possibilidade de ser util para distinguir criangcas com hidronefrose benigna, que
potencialmente evoluem com a auto resolucéo da hidronefrose, daquelas com a forma
persistente ou progressiva e necessidade de intervencédo cirurgica (PAVLAKI et al,
2020).

1.6. Justificativa do estudo

Nas OCTUs, os indicadores classicos de progressdo da lesdo renal e
desenvolvimento de DRC sédo a taxa de filtragcdo glomerular (TGF), concentragéao

sérica de creatinina e proteinuria. (MATSELL et al, 2016). A estratificacdo de risco
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baseada nesses critérios ndo é suficiente para prever o desfecho da funcéo renal em

grande parte dos pacientes com evolucéo variavel (MCLEOD et al, 2019).

s

O CA19-9 é um marcador de féacil coleta e dosagem laboratorial bem
padronizada e, na literatura, tem-se mostrado promissor como marcador de gravidade
em obstrucdes ureterais principalmente relacionados a OJUP, mas ainda pouco
estudado nas obstrucdes infravesicais. ApOs extensa revisdo bibliografica, néo
encontramos nenhum trabalho publicado sobre o estudo em modelo experimental de
obstrucéo infravesical e CA19-9, por isso, este estudo de intervencéo foi desenhado
para comparar valores urinarios e séricos do CA19-9 em obstru¢des urinarias parciais
altas e baixas, e seu comportamento apés desobstrucéo infravesical. Um segundo
marcador, a Ngal, relacionado a lesdo renal e utilizado na monitorizacdo da

insuficiéncia renal aguda, sera utilizado como comparador ao CA 19-9.

1.7. Objetivos
Os obijetivos desse projeto visaram responder as seguintes duvidas:

1. A concentragdo sérica e/ou urinaria do antigeno CA19-9 e/ou Ngal estdo
elevadas na obstrucdo parcial do trato urinario, de forma a contribuir para o
diagndstico das UO?

2. Existe correlacéo entre os valores séricos e/ou urinarios do antigeno CA19-9 e/ou
Ngal em relacdo ao nivel da obstrucéo do trato urinario, ou seja, entre UO altas

e baixas?

3. Adosagem de CA19-9 e/ou Ngal tem relagdo com a duragéao da UO e podem ser

marcadores precoces da UO.

4. CA19-9 e/ou Ngal podem ser marcadores da resolu¢do da obstrucao urinaria?
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2. MATERIAL E METODO

2.1 Bioética

O estudo experimental foi realizado na Universidade Nove de Julho, no periodo
de maio de 2020 a dezembro de 2020.0 Projeto foi aprovado pela Comissdo de ética
no uso de animais (CEUA UNINOVE, nimero 6575031019) em 27 de novembro de
2019. (Anexo)

2.2 Instalacdes

Para realizacdo dos procedimentos cirargicos e seguimento pés-operatorio foi
utilizado o biotério da Universidade Nove de Julho, que conta com equipe técnica
competente e humanizada para a cirurgia e manutencdo dos animais. Para
armazenamento de amostras e pecas anatdomicas foi utilizado o laboratério de
pesquisa da UNINOVE.

2.3 Animais

Um total de 46 ratas adultas da linhagem Wistar, com pesos entre 230-270
mg, foram divididas em 5 grupos:

Controle (9 ratas): abertura e fechamento da parede abdominal;
OIV (9 ratas): obstrugédo infravesical parcial durante 14 dias;

OlVvd (10 ratas): obstrucao infravesical parcial durante 7 dias e posteriormente alivio

da obstrucao;
OUu (9 ratas): obstrucéo ureteral parcial, alta e unilateral a direita por 14 dias;

OUDb (9 ratas): obstrugéo ureteral parcial, alta e bilateral por 14 dias.

A programacéo inicial do projeto envolvia 53 animais; no entanto, 1 rata do

grupo OUb e duas no grupo OIV morreram no pés-operatorio (1°,6° e 9° dias pos-
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operatorio, respectivamente) e outros 4 animais foram retirados do estudo, pois no
momento da eutanasia ndo observamos a dilatagdo esperada do trato urinario (2 ratas
no grupo OIV, 1 rata grupo OUu e 1 rata grupo OUb). Esta reducdo no numero de

animais ndo comprometeu o término do estudo, nem a analise estatistica.

Os animais ficaram em gaiolas coletivas, separados segundo 0S grupos
descritos acima, com condi¢cfes adequadas de alimentacdo, agua, 11 horas de claro

e 13 horas de escuro, aléem de temperatura regulada e constante.

Todos os grupos ficaram 12h em gaiola metabdlica previamente ao inicio do
estudo para determinacao do valor médio urinério basal de CA19-9, Ngal e creatinina.

Os procedimentos realizados sédo descritos nas figuras 4 e 5.

Figura 4 - Sequéncia de eventos realizados nos animais dos grupos: Controle,
Obstrucéo Infravesical, Obstrucao Ureteral unilateral e Obstrug&o ureteral bilateral.

DIA (D) O: GAIOLA METABOLICA
COLETA DE URINA

D1 ANESTESIA zg
COLETA DE SANGUE PLEXO GENGIVAL E

PROCEDIMENTO CIRURGICO

D 13: GAIOLA METABOLICA
COLETA DE URINA =
D 14: ANESTESIA <®

COLETA DE SANGUE DA VEIA CAVA CAUDAL
EUTANASIA POR EXSANGUINACAO
RETIRADA DO TRATO URINARIO
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Figura 5 — Sequéncia de eventos realizados nos animais do grupo Obstrucao
Infravesical com desobstrucgéo.

DIA (D) O: GAIOLA METABOLICA
COLETA DE URINA @

D1 ANESTESIA
COLETA DE SANGUE PLEXO GENGIVAL
PROCEDIMENTO CIRURGICO B
Q

D é6: GAIOLA METABOLICA
COLETA DE URINA

D7: ANESTESIA B
LAPAROTOMIA PARA DESOBSTRUCAO

D
COLETA DE SANGUE
D 13: GAIOLA METABOLICA %

COLETA DE URINA

D 14: ANESTESIA
COLETA DE SANGUE DA VEIA CAVA CAUDAL
EUTANASIA POR EXSANGUINACAO
RETIRADA DO TRATO URINARIO

2.4 Anestesia

Para o procedimento cirargico os animais foram submetidos a anestesia
intraperitoneal, sem sedacdo prévia, com Cetamina / Xilazina 60-90mg/Kg e 6-
10mg/Kg do peso da rata, respectivamente. A puncao e injecdo do anestésico foram

realizadas na fossa iliaca direita com agulha de insulina (26G 13x0,45 mm).

2.5 Técnica Cirargica

ApOs a anestesia, 0s animais foram dispostos em mesa cirargica e fixados por
meio de ataduras em seus membros. Feita tricotomia da regido abdominal seguida de

antissepsia com digliconato de clorexidina 2% e solug&o alcodlica.
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Os animais do grupo controle foram submetidos a laparotomia mediana com
manipulagdo de alcas intestinais, bexiga e ureteres, seguido pelo fechamento da
incisao cirurgica em dois planos, aponeurose com sutura continua com fio de nylon 5-

0 e pele com pontos separados de nylon 5-0 (Figura 6).

Figura 6 - Laparotomia com manipulacdo de algas e trato urinario no grupo controle.

Fonte: acervo do autor.

A obstrucéo infravesical (OIV) seguiu o0 modelo proposto por Long-Hu Jin et al,
ou seja, ap6s laparotomia mediana longitudinal inferior, a bexiga foi exposta
cuidadosamente até o colo vesical, com a visualizacdo da juncdo ureterovesical e
uretra (JIN et al, 2011) (Figura 7A). Um fio de nylon 5-0 foi passado posteriormente a
bexiga, sobre um cateter de intravenoso 20G (1,1 x 32 mm), e amarrado com 0 né na
face anterior da regido infravesical. (Figura 7B). A seguir, o do cateter era retirado e
verificavamos a ocluséo parcial da bexiga com compressdo da mesma e saida de

urina via uretral.
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Figura 7 - Exposicao da bexiga com visualizacao da juncéo ureterovesical (A) seguida
de obstrucéo da regido infravesical sobre um cateter 20 G para evitar oclusao completa

(B).

A \

Fonte: acervo do autor.

A obstrucéo infravesical seguida de desobstru¢do (OIVd) apos 7 dias foi
realizada como descrito para OIV, com a particularidade de manter uma alca do fio,
gue promoveu a obstrucao, presa ao subcutaneo para facilitar a identificacdo posterior
(Figura 8A). No 7° dia pds-operatdrio os animais foram novamente anestesiados e
submetidos a laparotomia inferior com retirada do fio de nylon que envolvia a bexiga

e a parede abdominal novamente fechada (Figura 8 B e C).

Figura 8 - Obstrucao infravesical seguida de desobstrucdo: reabertura da parede
abdominal inferior, identificado o fio de nylon (seta) a ser retirado, preso no subcutaneo
do animal (A); bexiga distendida (B) com ponto no colo vesical (seta) (C).

Fonte: acervo do autor.
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A obstrucao ureteral parcial unilateral (OUu) seguiu o0 modelo proposto por ULM
e MILLER (1962) modificada por outros autores (ULM e MILLER, em 1962;
JOSEPHSON et al, 1983; STENBERG et al, 1988; THORNHIIL et al, 2007) (Figura 9).
ApoOs laparotomia mediana identificamos rim, ureter direito e musculo psoas e logo
abaixo da veia lombar inferior, o ureter foi envelopado pelo musculo psoas por meio
de sutura simples com fio de prolene 5-0, sobre um cateter venoso 20G, promovendo

obstrucao parcial do ureter (Figura 10-A e B).

Figura 9 — Modelo de obstrugéo ureteral parcial unilateral.

Fonte: Ulm and Miller, 1962.

Figura 10 - Obstrucao ureteral parcial unilateral. A: musculo psoas (mp) envolvendo
ureter (u); B: fechamento do musculo sobre o ureter e um cateter venoso 20G (seta)
para evitar oclusdo completa.

Fonte: acervo do autor.
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Nas ratas do grupo de obstrucdo ureteral parcial bilateral (OUb) realizamos a
mesma técnica descrita para os animais do grupo OUu, que foi empregada tanto na

obstrucéo do ureter direito, quanto do ureter esquerdo (Figura 11).

Figura 11 - Obstrucdo ureteral parcial bilateral: setas apontando para ureteres

dilatados e a letra “p” indica a regi&o obstruida com pontos de prolene 5-0.

Fonte: acervo do autor.

2.6 Cuidados p0Os-operatorios

Ao término do procedimento cirdrgico (primeira laparotomia) todos os animais
receberam penicilina benzatina 40.000U por quilograma, intramuscular, em membro

inferior esquerdo.

Apoés a recuperacdo anestésica, 0s animais voltaram para gaiolas coletivas
separados conforme os grupos, com comida e 4gua em livre demanda. Diariamente a
cicatriz cirirgica era avaliada para identificacdo de complicacdes. A atividade, a
resposta a estimulos e o nivel de dor de cada animal também foi observado durante

todo periodo pés-operatorio.

No 14° poés-operatério, os animais foram novamente anestesiados e
submetidos a laparotomia com retirada do trato urinario com prévia visualizacdo da
veia cava caudal e colheita de 3 a 5 mL de sangue, em seguida todos 0s animais



43

sofreram eutanasia por exsanguinacao da veia cava caudal. O descarte das carcacas
seguiu as regras estabelecidas pelo biotério da UNINOVE.

2.7 Coleta de amostras
2.7.1 Urina

Antes do primeiro procedimento cirurgico todos os grupos foram alocados em
gaiolas metabdlicas individuais (Figura 12) por 12 horas (tempo permitido pelo CEUA-
UNINOVE), sem dieta e livre demanda de 4gua, para coleta de urina (Tempo 0). No
grupo OIVd houve uma segunda coleta de urina, seguindo o mesmo protocolo, no 6°
pos-operatorio, um dia antes da desobstrucdo (Tempo intermediario). Nova coleta de
urina foi realizada no 13° pds-operatorio nos grupos controle, OIV, OUu, OUb e,
também no OIVd, com a individualizagdo dos animais em gaiolas metabdlicas, como
descrito acima (Tempo 1). As amostras de urina foram armazenadas em tubos
eppendorfs de 1,5mL, centrifugadas por 15 minutos a 2000 rpm e a seguir congeladas

em freezer a 80 graus Celsius negativos.

Figura 12 - Ratas alocadas em gaiolas metabdlicas individuais.

Fonte: acervo do autor.
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2.7.2 Soro

A primeira amostra sanguinea foi coletada do plexo gengival, ap6s a anestesia
do animal para o procedimento cirargico (Figura 13). Optou-se por este sitio de coleta
na tentativa de obter quantidade de sangue suficiente para a dosagem dos trés

marcadores propostos para o estudo.

Figura 13 - Coleta de sangue do plexo gengival (seta) apds anestesia geral da rata.

Fonte: acervo do autor.

A segunda coleta de sangue foi realizada por puncdo da veia cava caudal
durante a laparotomia para exérese do trato urinario, no 14° pdés-operatério, com
excecao do grupo OIVd, no qual a segunda coleta aconteceu durante a cirurgia de
desobstrucéo (7° pbs-operatério), via plexo gengival e a terceira coleta foi realizada

na cirurgia final da mesma forma que para 0s outros grupos.

Para as coletas de sangue, utilizamos tubos sem anticoagulantes, com
posterior centrifugacdo das amostras a 10.000 rpm por 15 minutos. O soro foi aspirado
e dividido em tubos eppendorfs de 1,5 mL, os quais foram armazenados a menos 80
graus Celsius.

Todas as dosagens, tanto na urina como soro, foram realizadas ao mesmo
tempo, apos o fim das coletas, para diminuir a variacdo do método e otimizar a

utilizacao dos Kkits.
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2.8 Estudo anatomopatoldgico dos rins, ureteres e bexiga

Apds exérese do trato urinario, rins e bexiga foram pesados (gramas). Os rins
medidos longitudinalmente (milimetros) e a bexiga medida do colo vesical a cupula
vesical (milimetros). Apds fixacdo em formol a 10%, as pecas foram encaminhadas
para o laboratorio de histologia para analise da espessura do parénquima renal

(milimetros) e a espessura do detrusor (milimetros).

Para o estudo macroscopico incluimos: a) todo trato urinario dos grupos.
controle, OIV e OIVd; b) rim e ureter direito (obstruido) no grupo OUu; c) rins e ureteres
(bilaterais) no grupo OUb.

2.9 Estudo imuno-histoquimico

Realizamos estudo imuno-histoquimico em 29 rins e 13 bexigas com o objetivo
de demonstrar a expresséo do CA19-9 e seu local de producgéao, para tanto utilizamos
0 anticorpo primario CA19-9 (clone: 1116-NS-19-9, Dako Corporation AS, Califérnia,
EUA). O tecido hepatico foi usado como controle positivo. O laboratério APC-Apoio
em Patologia Cirargica (Sao Paulo, Brasil) montou as laminas e a leitura foi realizada
com o apoio do laboratério de histologia da UNINOVE.

2.10 Analise laboratorial

Empregou-se o teste ELISA (enzyme linked imunnosorbent assay) na dosagem
urinaria e sanguinea de CA19-9 (Rat CA19-9, Elabscience Biotechnology, Houston,
Texas, EUA) e Ngal (Ngal, Elabscience Biotechnology, Houston, Texas, EUA). As
analises realizadas pelo Laboratério Especializado em Analises Cientificas (LEAC
LAB, Sao Paulo, Brasil) envolveram o0s seguintes passos: 1) a placa de
microtubulacéo do kit foi pré-revestida com um anticorpo especifico para Ngal ou CA
19-9 de rato; 2) as amostras foram adicionadas aos po¢os da placa e combinados
como anticorpo especifico; 3) apOs incubacdo por uma hora, em temperatura
ambiente, as placas foram lavadas com agua destilada; 4) em seguida, anticorpos de
deteccao biotinados especificos para Ngal/CA19-9 de rato e peroxidase de rabano-

avidina (HRP) conjugados foram adicionados sucessivamente a cada poco da
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microplaca. Os pogos que continham Ngal/CA19-9 de rato, anticorpos de detecgéo
biotinado e o conjugado HRP, apareceram na cor azul; 5) para finalizacao da reagéao,
aplicou-se a solucéo de parada (stop solution) com modificacdo da coloracéo para cor
amarela; 6) foi medida a densidade Optica (DO) por espectrofotometria em um
comprimento de onda de 450 nm + 2 nm. O valor de DO € proporcional a concentragdo
quantitativa de Ngal/CA19-9 de rato; 7) calculado a concentragéo de Rat Ngal/CA19-

9 das amostras, comparando a DO das amostras com a curva padréo.

A dosagem de creatinina urinaria e sérica seguiu protocolos de rotina do ensaio
colorimetrico (Sarcosine Oxidase Method, empresa Elabscience Biotechnology,
Houston, Texas, EUA), realizados pelo laboratério de pesquisa cientifica LEAC LAB

(Séo Paulo, Brasil).

2.11 Analise estatistica

Os dados de anatomia patoldgica, imuno-histoquimica e os valores dos
marcadores (CA19-9, Ngal e creatinina) foram tabulados para cada grupo de ratas.

A analise estatistica foi realizada com pacote de software SPSS versao 26.0
(IBM SPSS Inc., Chicago, IL) e GraphPad Prism 9.2.0 (Califérnia, EUA). A distribuicdo
dos dados e a avaliagédo de normalidade foram realizadas com o Teste de Shapiro-
Wilk. A andlise descritiva das variaveis quantitativas com dados paramétricos foi feita
com média e desvio padrdo e comparadas com o teste T de Student. Quando a
avaliacdo de mais de duas amostras foi incluida, utilizamos o teste de variancia
ANOVA com pos-teste de Tukey ou de Bonferroni. Os dados ndo paramétricos foram
descritos como mediana e intervalo interquartilico e tratados com os testes de Mann
Whitney quando comparamos dois grupos ou de Kruskal-Wallis na analise de mais de
dois grupos com péds-teste de Dunnet. O teste de Wilcoxon foi empregado para
determinar a diferenca pré-operatoria e pds-operatoria dos parametros. A analise das
curvas de Caracteristicas de Operacao do Receptor (curvas ROC) foi utilizada para
avaliar a acuracia diagnéstica dos biomarcadores com melhor sensibilidade e
especificidade. A determinagdo do valor de corte foi realizada com o indice de
Younden (YOUNDEN,1950). A area sob a curva (AUC) foi considerada satisfatoria
acima de 0,70.
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Os valores médios do peso renal e vesical, comprimento renal e vesical, e
espessura do parénquima renal foram comparados entre 0os grupos e analisados com
o teste de variancia ANOVA. A imunoexpressdo do CA19-9 foi tabulada e descrita
como positiva ou negativa em rins e bexiga e tratada com o teste do Qui-quadrado.

Os niveis dos marcadores foram comparados, dentro do mesmo grupo, em
relacdo aos valores urinérios (absolutos e ajustados a creatinina urinaria) e séricos

nos seguintes momentos: inicial (antes do procedimento cirargico, denominado de

tempo 0); final (ap6s 13 dias para a urina e 14 dias para o sangue em relacéo a

obstrucao cirargica, denominado tempo 1) e intermediario, no grupo OIVd (coleta de

urina apos 6 dias e sangue apds 7 dias da obstrucdo). Também comparamos 0s
resultados obtidos nos grupos OIV, OIvd, OUu e OUb com o grupo controle.

Valores de p igual ou menor que 0,05 (p< 0,05) foram considerados
significativos.

O numero de animais necessario para cada grupo foi calculado pelo
programa G-power 3.1.92 (Statistical Power Analyses for Windows and Mac

encontrado no site http://www.gpower.hhu.de/) e método estatistico ANOVA, para

intervalo de confianca de 80% e erro alfa de 5%.


http://www.gpower.hhu.de/

48

3. RESULTADOS

O estudo foi finalizado com 46 ratas com evidente dilatacdo do aparelho

urinario a laparotomia (Figuras 14 A — E e 15).

Figura 14 - Diferencas macroscopicas do trato urinario parcialmente obstruido
comparado ao grupo controle. A: rim e ureter da rata sem obstrucdo (ureter ao lado
de uma agulha de insulina 24G); B: ureter e pelve renal dilatados ap6s OUu; C: rim
direito (RD) do grupo OUu, maior que o rim esquerdo (RE); D: evidente dilatagao
pielocalicial do rim direito (RD) em relagéo ao rim esquerdo (RE); E: bexiga a esquerda
do grupo controle (C) e a direita, do grupo com obstrucéo infravesical (OIV).

Fonte: acervo do autor.
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Figura 15 - Grupo OIV. Exame macroscoépico durante laparotomia nos animais apos 14
dias de obstrucao infravesical. A: bexiga (B) distendida (seta); B: ureteres (u) dilatados
(setas); C: exérese da bexiga e passagem de cateter (22 G) pelo colo vesical,
demonstrando que a obstrucao, apesar de parcial, promoveu grande aumento vesical.

Fonte: acervo do autor.

3.1 Anatomia Patoldgica

Na avaliacdo macroscopica do aparelho urinario consideramos as seguintes
medidas: tamanho longitudinal do rim, distancia entre o colo vesical e a cupula da
bexiga, espessura dos parénquimas renais e do detrusor e 0 peso dos rins e bexiga.
Os resultados referentes aos grupos controles, OIV e OIVd sdo mostrados na Tabela
1.
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Tabela 1 - Valores médios da anatomia macroscopica do grupo Controle comparados

aos observados nos grupos OIV e OlVd.

Grupo Tamanho Longitudinal Peso Parénquima Detrusor
(mm) 9) (mm) (mm)

RD RE Bx RD RE Bx RD RE Bx

Controle  16,2#1,3 155#17 9,721  1,1#0,1 1,0¢0,1 0,1x0,0 4,2¢+1,0 3,808 0,8+0,3
oIV 17,5¢3,2 17,5#2,1 18,17,2*  1,2#0,2 1,0¢0,1 0,8:0,7* 4,7¢+1,1 3,2+0,5 1,4+1,6
Olvd 17,842,2 17,2¢1,8 14,1#3,6*  1,120,8 1,0:0,1 0,3:0,2* 4,2+1,1 4,8+13 0,9+0,5

Legenda: OIV: obstrucao infravesical; OIVd: obstrucéo infravesical seguida por desobstrucéo;
RD: rim direito; RE: rim esquerdo; Bex: bexiga, distancia do colo vesical a clupula da bexiga;
mm; g: gramas; mm: milimetros. (*) p < 0,05.

No grupo OIV, observamos no momento da laparotomia para eutandsia, a
dilatacao de todo trato urinario, mas as alteragdes mais evidentes em relagdo ao grupo
controle foram o tamanho (p< 0,05) e peso (ps< 0,05) da bexiga. No grupo OIVd,
mesmo com menor tempo de obstrucdo infravesical (7 dias), seguido por
desobstrucéo, o tamanho e o peso vesical foram significantemente maiores quando
comparado ao grupo controle (p< 0,05, para ambos, tamanho e peso) (Figura 16).
Figura 16 - Grupo obstrucéo infravesical com desobstrugdo. A: observa-se distenséo

vesical e B: bexiga exposta durante laparotomia para retirada do fio que envolve o
colo vesical (seta).

Fonte: acervo do autor.
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Nos grupos com OUu a direita, o peso e o tamanho do rim direito foram
significativamente maiores que do grupo controle (p< 0,05). Enquanto na OUb, o
tamanho renal foi maior que o controle tanto a direita como a esquerda (p< 0,05), e 0

peso foi significantemente maior a esquerda (p< 0,05) (Tabela 2).

Tabela 2 - Valores médios da anatomia macroscoépica do grupo Controle comparados
aos grupos Obstrucdo Ureteral unilateral e Obstrucédo Ureteral bilateral.

Grupo Tamanho longitudinal (mm) Peso (9) Parénquima (mm)

RD RE RD RE RD RE
Controle 16,2 £1,3 15,5+1,7 1,1+0,1 1,0+0,1 4,2+1.0 3,8+0,2
OUu 19,3+2,9* 1,3+0,1* 5,1+1,5
OUb 18,5+2,2* 18,6+2,2* 1,1+0,1 1,1+0,2* 4,3+1,0 4,0+0,6

Legenda: OUu: obstrucéo ureteral unilateral; OUb: obstrucao ureteral bilateral; RD: rim direito;
RE: rim esquerdo; g: gramas; mm: milimetros;(*) p< 0,05.

A Figura 17 (painel superior) mostra os cortes histolégicos dos rins dos grupos
OUu e OUb com evidente dilatagcdo da pelve renal em comparacdo com o grupo
controle. Histologicamente, as bexigas obstruidas mostram maior distensdo em

comparacao com as bexigas controle (painel inferior).
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Figura 17 - Comparacdo de cortes histologicos de rins e bexigas nos diferentes
grupos. A: rim controle; B: rim com obstrugéo ureteral unilateral (OUu); C; rim com
obstrucdo ureteral bilateral (OUb); D: bexiga controle; E: bexiga com obstrucéo
infravesical (OIV); F: bexiga com obstrucdo infravesical e desobstrucdo (OIVd).
Coloracao: hematoxilina-eosina.

Fonte: acervo do autor.

3.2 Analise Laboratorial

3.2.1 Urina

3.2.1.1 Antigeno Carboidrato CA19-9

3.2.1.1.1 Valores Absolutos (sem ajuste com a creatinina urinaria)

A comparacao entre os valores urinarios do marcador CA19-9 foi realizada no
tempo inicial ou basal (tempo 0 ou TO) e final (tempo 1 ou T1), sendo que no grupo
OIVd obtivemos um valor intermediario (Ti) antes da desobstrucdo. A Tabela3 e 4 e
a Figura 18 mostram os valores do CA19-9 urinario para os grupos: controle, OlIV,
Olvd, OUu e OUb. Observamos significancia estatistica no aumento do CA19-9 entre
TO e T1 nos grupos OIV (p < 0,05) e OUb (p<0,05), destacado na Figura 19.
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No grupo OIVd houve do aumento significativo entre TO e Ti (p<0,05), e queda
expressiva apos a desobstrucao do trato urinario, ou seja, entre Ti e T1 (p<0,05),
evidenciado na Figura 20. No grupo OUu, apesar da elevacao no valor médio em T1,

nao encontramos significancia (p< 0,05).

Comparamos ainda 0s grupos obstruidos com o grupo controle nos tempos T1
e Ti e observamos significancia estatistica no aumento do valor do marcador em todos
0S grupos obstruidos (p<0,05) (Tabela 5 e Figura 21).
Tabela 3 - Comparacao entre os tempos de coleta nos grupos: Controle, Obstrucao

infravesical e Obstrucdo Infravesical seguida de desobstrucdo, dos valores urinarios,
absolutos, de CA19-9(IU/mL).

Controle olv Oolvd

TO T1 TO T1 TO Ti T1
Mediana 2,63 1,43 1,80 5,23* 1,60 3,51* 1,37**
1Q 4,20 1,44 1,57 81,88 1,94 50,35 1,87

Legenda: |1Q: intervalo interquartilico; OIV: obstrucao infravesical; OIVd: obstrucado infravesical
seguida de desobstrucéo; TO: tempo basal; T1: tempo final; Ti: tempo intermediario; * p< 0,05
na comparagdo de aumento do marcador em relagdo ao tempo basal; ** p< 0,05 na
comparacédo de queda do marcador apds a desobstrucao.

Tabela 4 -Comparacdo entre os tempos de coleta nos grupos: Obstrucdo Ureteral
unilateral e Obstrucédo Ureteral bilateral, dos valores urinarios, absolutos, de CA19-9
(IU/mL).

OUu Oub

TO T1 TO T1
Média 2,34 6,35 2,57 8,06*
DP 1,13 5,15 1,93 6,56

Legenda: DP: desvio padrdo; OUu (obstrucéo ureteral unilateral) e OUb (obstrucéo ureteral
bilateral); TO: tempo basal; T1: tempo final; Ti: tempo intermediario; * p< 0,05 na comparagao
de aumento do marcador em relacéo ao tempo basal.
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Figura 18 -Comparacao dos valores urinarios absolutos do CA19-9, iniciais e apos o
procedimento cirdrgico nos grupos: Controle, Obstrucéo Infravesical (OIV), Obstrucdo
Infravesical seguida de desobstrucdo (OIVd), Obstrucdo Ureteral unilateral (OUu) e
Obstrucéo Ureteral bilateral (OUb).

p=0,02

.p=0,02
100
=
xR
e 50
<
= U P=0,04
e loes ool
S N A
& >0
Q.OV 0\5 0\3
5
@)

Figura 19 - Comparacao dos valores urinarios do CA19-9 basal (0) e final (1) nos
grupos obstrucao infravesical (OIV) e obstrucdo ureteral bilateral (OUb).
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Figura 20 - Comparacao dos valores urinarios do CA19-9, inicial (0), intermediario(i) e
apos desobstrucdo (1) no grupo obstrucdo infravesical seguida de desobstrucéo
(Olvd).
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Tabela 5 — Comparacéo dos valores urindrios, absolutos, de CA19-9 (IU/mL) entre os
grupos obstruidos e o grupo controle em T1 e Ti.

Controle olv olvd OUu Oub

T1 T1 Ti T1 T1
Mediana 1,43 5,23* 3,61* 5,55* 4,88*
IQ 1,44 81,88 50,35 7,39 9,19

Legenda: Valores das concentracfes urinarias de CA19-9 em IU/mL expressos em mediana
e intervalo interquartil (IQ). OIV: obstrucdo infravesical; OIVd: obstrucdo infravesical com
desobstrucdo; OUu: obstrugdo ureteral unilateral, OUb: obstrucéo ureteral bilateral; TO: tempo
basal; T1: tempo final; Ti: tempo intermediario; * p< 0,05 comparando grupos obstruidos com
o controle.
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Figura 21 - Comparacdo dos valores urinarios do CA19-9, apds a obstrucdo nos
grupos: Obstrucdo Infravesical (OIV), Obstrugéo Infravesical e desobstrucéo (OIVvd),
Obstrucdo Ureteral unilateral (OUu) e Obstrucédo Ureteral bilateral (OUb), no tempo
final (1) e intermediario (i), comparados ao tempo final (1) do grupo Controle.
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As curvas Caracteristicas de Operacdo do Receptor, curvas ROC, foram
desenhadas com o objetivo de avaliar as propriedades diagnosticas do CA19-9
urinério nos grupos estudados, nos quais houve significancia na elevagéo e/ou queda
dentro do mesmo grupo. No grupo OIV a area sob a curva (AUC) foi de 0,81 (95% do
intervalo de confianca de 0,61 a 1) e valor de corte de 2,67 IU/mL. No grupo OIVd a
curva ROC que retrata a elevacéao 6 dias ap0s a obstrucdo mostrou AUC de 0,71 (95%
IC 0,47 a 0,94) e valor de corte de 2,79 IU/mL. A curva ROC apés desobstrucao do
grupo OIVd apresentou AUC de 0,73 (95% de IC 0,50 a 0,95) e valor de corte de 2,53
IU/mL. A avaliacdo da curva ROC para o grupo OUb atingiu AUC de 0,77 (95%de IC
0,54 a 1) e valor de corte de 3,68 IU/mL (Figura 22).
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Figura 22 - Curvas ROC da concentracdo do CA19-9 urinario nos grupos Obstrucao
Infravesical (OIV), Obstrucédo Infravesical e desobstrucao (OIVd) durante a obstrucéo
e a queda apo6s a desobstrucéo e grupo Obstrucao Ureteral Bilateral (OUb).
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Na comparacdo com o grupo controle o valor urinario do CA19-9 aumentou
significativamente em todos os grupos, inclusive no grupo OUu (Figura 23).0s
resultados das curvas ROC dessa analise foram para: o grupo OIV com AUC 0,83
(95% IC 0,65 a 1) e valor de corte de 2,82 IU/mL; grupo OIVd com AUC 0,77 (95% IC
0,56 a 0,99) e valor de corte de 2,56 IU/mL; grupo OUu com AUC 0,83 (95% IC 0,65
a 1) e valor de corte de 2,67 IU/mL; grupo OUb com AUC 0,83 (95% IC 0,64 a 1) e
valor de corte 3,32 IU/mL (Figura 23).
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Figura 23 - Curvas ROC da concentracdo do CA19-9 urinario nos grupos Obstrucao
Infravesical (O1V), Obstrucéo Infravesical e desobstrucdo (OIVd), e Obstrugéo Ureteral
unilateral (OUu) e Obstrucéo Ureteral Bilateral (OUb) comparados ao tempo inicial (1)
do grupo Controle.
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3.2.1.1.2 Valores ajustados a creatinina urinéaria

Os valores de biomarcadores urinarios ajustados a creatinina urinaria tém sido
largamente utilizados na literatura para padronizacdo e diminuicdo do impacto da
hidratagdo nessas medidas. Os resultados obtidos nas comparac¢fes da relacdo CA
19-9/creatinina urinaria entre 0s grupos e entre o grupo controle e 0s animais
obstruidos sédo mostrados nas tabelas 6 e 7, com significancia (p < 0,05) nos grupos

OlV, e OUb e na queda do marcador apos desobstrugdo do grupo OIVd. Apesar da
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elevacdo do CA19-9 ajustado no Ti do grupo OIVd esse valor néo foi significante. Os

graficos referentes a essa analise comp6em as Figuras 24, 25 e 26.

Tabela 6 - Comparacéo dos valores do CA19-9/creatinina urinaria (IU/mg) em cada
grupoem TO, T1 e Ti.

Controle olv Olvd OUu OUb

TO T1 T0O T1 T0 Ti T1 T0O T1 TO T1

Mediana 0,24 0,08 0,10 0,21* 0,12 0,50 0,04** 0,09 0,20 0,08 0,32*

1Q 0,42 0,25 0,15 3,94 0,36 1,76 0,13 0,19 3,75 0,16 0,47

Legenda: OIV: obstrucao infravesical; OIVd (obstrucao infravesical seguida de desobstrucéo);
OUu (obstrucao ureteral unilateral) e OUb (obstrucdo ureteral bilateral); TO: tempo inicial; Ti:
tempo intermediario; T1: tempo final; *p< 0,05 na comparagao de aumento do marcador em
relacdo ao tempo basal; **p< 0,05 na comparagcdo de queda do marcador apds a
desobstrucao.

Tabela 7 - Comparacdo dos valores CA19-9/creatinina urinaria (IlU/mg) entre os
grupos obstruidos e o grupo controle.

Controle olv olvd OUu Oub

T1 T1 Ti T1 T1
Mediana 0,08 0,21* 0,50 0,20* 0,32*
IQ 0,25 3,94 1,76 3,75 0,47

Legenda: OIV (obstrucdo infravesical); OIVd (obstrucdo infravesical seguida de
desobstrucdo); OUu (obstrucdo ureteral unilateral) e OUb (obstrucdo ureteral bilateral); TO:
tempo inicial; Ti: tempo intermediario; T1: tempo final; *p < 0,05 na comparacdo de aumento
do marcador em relacdo ao grupo controle.
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Figura 24 - Comparacao dos valores urinarios do CA19-9/creatinina urinaria, iniciais e
apos procedimento cirdrgico, em cada grupo.
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Figura 25 - Comparacéao dos valores urinarios do CA19-9/creatinina urinaria no tempo
final (1) e no tempo intermediario (i) entre o grupo Controle e os grupos obstruidos.
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Figura 26 - Comparacéao dos valores urinarios do CA19-9/creatinina urinaria inicial (0),
final (1) e intermediario (i) nos grupos Obstrucdo Infravesical (OIV), Obstrucéo
Infravesical e desobstrucdo OIVd (queda) e Obstrucdo Ureteral bilateral (OUD).
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As curvas ROC dos grupos com bom desempenho sédo representadas na
figura 27. No grupo OIV a AUC foi de 0,81 (95% IC 0,60 a 1) com valor de corte de
0,13 1U/mg. No grupo OIVd a diminuicdo do valor ajustado do CA19-9 obteve AUC
de 0,75 (95%IC 0,53 a 0,97) e valor de corte de 0,05 IU/mg. No grupo OUu a AUC foi
de 0,77 (95% IC 0,53 a 1) e valor de corte 0,13 IU/mg. Por fim, o valor da AUC no
grupo OUDb foi 0,83 (95% IC 0,65 a 1) e valor de corte de 0,25 1U/mg.

Na comparacdo do CA19-9 ajustado entre o grupo controle e 0S grupos
obstruidos em T1 observamos os seguintes resultados das curvas ROC: grupo OIV a
AUC foi de 0,81 (95% IC 0,60 a 1) com valor de corte de 0,13 IU/mg. O grupo OUu a
AUC foi de 0,80 (95% IC 0,58 a 1) e valor de corte 0,13 IU/mg. Finalmente, o valor da
AUC no grupo OUb foi 0,77 (95% IC 0,55 a 1) e valor de corte de 0,091U/mg (Figura
28).
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Figura 27 - Curvas ROC da elevacdo da concentracdo do CA19-9/creatinina urinaria
nos grupos Obstrucao Infravesical (OIV), Obstrugao Infravesical e desobstrugéo OlvVd
(queda) e Obstrucéo Ureteral bilateral (OUDb).
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Figura 28 - Curvas ROC do CA 19-9/creatinina urinaria dos grupos obstruidos:
Obstrucdo Infravesical (OIV), Obstrucdo Ureteral unilateral (OUu) e Obstrucéo
Ureteral bilateral (OUb), nos tempos finais (T1) comparados ao grupo Controle.
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3.2.1.2 Lipocalina Associada a Gelatinase Neutrofilica (Ngal)

3.2.1.2.1 Valores absolutos

Da mesma forma que o CA19-9, os valores do marcador uNgal foram
comparados entre 0s animais do mesmo grupo nos tempos ja descritos. Observamos
reducado no valor médio final da uNgal no grupo controle e no grupo OUu, nos demais
grupos houve aumento da uNgal apds o procedimento de obstrugdo do trato urinario.
Encontramos significancia estatistica no grupo OIV (p < 0,05). Apesar de o maior valor
meédio final nos grupos OIVd e OUb e da queda do uNgal apds a desobstrucéo do
grupo OIVd, estes achados ndo foram significativos. Os resultados sdo apresentados

na Tabela 8 e Figura 29.

Realizamos a curva ROC do uNgal no grupo OIV que apresentou melhor
desempenho, a qual foi considerada satisfatoria, com valor da AUC de 0,72 (95% IC
0,48 a 0,96) e valor de corte de 1101,68 pg/mL (Figura 30).

Tabela 8 - Comparacdo dos valores absolutos de uNgal (pg/m) inicial (TO),
intermediario (Ti) e final (T1) em cada grupo.

Controle ol Olvd OUu OUb

T0 T1 T0 Tl TO Ti T1 T0 Tl T0 T1

Média 1288,12 1222,67 1173,94 1683,42* 1560,63 1710,86 1392,11 1569,09 1468,66 1405,75 1725,44

DP 347,35 283,62 595,70 627,12 447,78 659,95 579,57 441,62 497,92 258,17 401,03

Legenda: DP: desvio padréo; OIV: obstrucéo infravesical, OIVd: obstrugéo infravesical com
desobstrucdo; OUu: obstrugdo ureteral unilateral; OUb: obstrucéo ureteral bilateral; TO: tempo
inicial; T1: tempo final; *aumento considerando significante, p< 0,05.
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Figura 29 - Comparacdo dos valores urinarios absolutos da Ngal, inicial e apds o
procedimento cirdrgico, em cada grupo.
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Figura 30 - Curva ROC do valor absoluto da uNgal do grupo Obstrucéo Infravesical
(OIV).
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A comparacdo dos valores da uNgal entre os grupos obstruidos e o grupo
controle mostrou que o grupo OIVd, em Ti, e o grupo OUb obtiveram uma elevacao
significativa (p < 0,05) com AUC satisfatoria para o OIV de 0,73 (95% IC 0,47 a 0,98)
e valor de corte de 1521,75 pg/mL e para OUb de 0,85 (95 % IC 0,66 a 1), valor de
corte de 1662,64 pg/mL (Tabela 9 e Figuras 31 e 32).

Tabela 9 - Comparacédo dos valores absolutos de uNgal (pg/mL) no tempo Ti eT1 dos
grupos obstruidos com T1 do grupo controle.

Controle olv Oolvd OUu Oub
T1 T1 Ti T1 T1
Média 1222,67 1683,42 1710,86* 1468,66 1725,44*
DP 283,62 627,12 659,95 497,92 401,03

Legenda: DP: desvio padrao; OIV: obstrucdo infravesical; OlVd: obstrucéo infravesical com
desobstrucdo; OUu: obstrucéo ureteral unilateral; OUb: obstrucéo ureteral bilateral; TO:
tempo basal; T1: tempo final; * aumento considerando significante, p < 0,05.

Figura 31 - Comparacdo dos valores absolutos da uNgal, apés a obstrucdo nos
grupos: Obstrucdo Infravesical (OIV), Obstrucéo Infravesical e desobstrucéo (OIVd),
Obstrucdo Ureteral unilateral (OUu) e Obstrucédo Ureteral bilateral (OUb), no tempo
final (1) e no tempo intermediério (i), comparados ao grupo Controle
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Figura 32 - Curvas ROC da elevacado da uNgal no grupo Obstrucdo Ureteral bilateral
(OUDb) e Obstrucéo infravesical e desobstrucao (OIVd) no tempo inicial (1) e no tempo
intermediario (i) em relacéo ao grupo Controle.
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3.2.1.2.2 Valores ajustados da uNgal a creatinina urinaria

Semelhante ao CA19-9, realizamos o estudo do valor da uNgal ajustada a
creatinina urinaria. Diferentemente dos valores absolutos, observamos significancia
estatistica apenas na comparacdo entre TO e T1 no grupo OUb (p =< 0,05). Os
resultados obtidos sé&o descritos na Tabela 10. A curva ROC desse grupo apresentou
AUC 0,86 (95% IC 0,68 a 1) e valor de corte de 60,37 pg/mL (Figuras 33 e 34). Os
resultados, comparando os valores encontrados, nos grupos obstruidosem T1 e Ti e

os valores de T1 no grupo controle ndo mostraram significancia (Tabela 11).

Tabela 10 - Comparacéo dos valores de uNgal/creatinina urinaria (pg/mg) entre os
tempos TO, Tie T1.
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Controle ol Olvd OUu OUb

TO T1 TO T1 T0 Ti T1 TO T1 TO T1

Mediana 47,13 55,89 42,05 105,01 117,57 54,99 54,11 80,21 13768 51,93 83,75*

1Q 179,23 162,98 171,09 188,83 296,38 49,52 106,05 42,83 770,19 23,19 55,64

Legenda: Valores das concentracfes urinarias de uNgal/creatinina urinaria, expressos em
mediana e intervalo interquartil (1Q). OIV: obstrucao infravesical; OIVd: obstrucéo infravesical
com desobstrucédo; OUu: obstrucdo ureteral unilateral, OUb: obstrucdo ureter bilateral; TO:
tempo inicial; T1: tempo final; Ti: tempo intermediario; *consideramos significancia com p <
0,05.

Tabela 11 - Comparacdo dos valores de uNgal/creatinina urinaria (pg/mg) entre os
tempos Tie T1 com T1 do grupo controle.

Controle olv olvd OuUu Oub

T1 T1 Ti T1 T1
Mediana 55,89 105,01 54,99 137,68 83,75
1Q 162,98 188,83 49,52 770,19 55,64

Legenda: Valores das concentracGes urinarias de uNgal/creatinina urinaria, expressos em
mediana e intervalo interquartil (1Q). OIV: obstrucéo infravesical; OIVd: obstrucéo infravesical
com desobstrucdo; OUu: obstrucéo ureteral unilateral, OUb: obstrucdo ureteral bilateral; TO:
tempo inicial; T1: tempo final; Ti: tempo intermediario.
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Figura 33 - Comparacao dos valores da uNgal/creatinina urinaria, inicial e apds o
procedimento cirdrgico, em cada grupo.
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Figura 34 - Curva ROC da elevacédo da uNgal/creatinina no grupo Obstrucao Ureteral
Bilateral (OUD).
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3.2.1.3 Creatinina Urinaria
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Realizamos a comparacao dos valores urinarios da creatinina entre os animais
do mesmo grupo nos 3 tempos padrdes. Observamos aumento nao significativo da
creatinina urinaria no 13° dia pds-operatério nos grupos: controle, OIV e OUu,
enguanto no grupo OUb houve reducédo no valor de creatinina urinaria neste periodo.
No grupo OIVd, a creatinina urinaria aumentou significantemente apos 6 dias de
obstrucéo infravesical (p < 0,05) e permaneceu elevada mesmo apds a desobstrucao.

Os dados sao descritos na Tabela 12.

Tabela 12 - Comparacéao dos valores de creatinina urinaria (mg/dL) em TO, T1 e Ti.

Controle o Olvd OUu OUb

TO Tl TO Tl TO Ti T1 TO Tl TO Tl

Média 19,79 24,39 19,78 20,61 16,06 31,07* 31,09 20,11 21,24 24,93 20,18

DP 11,81 16,83 9,72 13,96 10,63 15,55 18,87 6,48 20,52 2,10 2,68

Legenda: DP: desvio padrao; OIV: obstrucéo infravesical, OUu: obstrucao ureteral unilateral,
Olvd: obstrucéo infravesical com desobstrucdo; OUb: obstrucao ureteral bilateral; TO: tempo
basal; Ti: tempo intermediario; T1: tempo final.; * considerando significante p<0,05.

3.2.2 Sangue
3.2.2.1 Antigeno Carboidrato CA19-9 Sérico

Os valores séricos do marcador CA19-9 foram comparados entre 0s
animais do mesmo grupo nos 3 tempos estudados. Os dados sao apresentados
na Tabela 13. Nos grupos OIV e OUb, houve aumento do CA19-9 no tempo 1
em relag&o ao valor basal, mas néo atingiu diferenca significativa. Nos demais
grupos, observamos diminui¢cdo dos valores séricos desse marcador apds 0s

procedimentos cirdrgicos.

Tabela 13 - Comparacao dos valores de CA19-9 sérico (IlU/mL) em TO, T1 e Ti.
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Controle ol Olvd OUu OUb

TO T1 T0 T1 TO Ti Tl TO T1 TO T1

Mediana 40,14 18,15 13,01 13,77 18,43 10,18 13,23 27,72 22,47 20,35 23,87

1Q 22,29 12,31 16,60 20,57 29,32 11,44 22,60 40,66 9,41 23,30 14,66

Legenda: Valores das concentracfes séricas de CA 19-9 sdo expressos em mediana e
intervalo interquartil (1Q). OIV: obstrugédo infravesical; OIVd: obstrucéo infravesical com
desobstrucao; OUu: obstrucéo ureteral unilateral, OUb: obstrucéo ureteral bilateral; TO: tempo
basal; T1: tempo final; Ti: tempo intermediério.

3.2.2.2 Lipocalina associada a gelatinase de neutroéfilos sérica

Adotamos 0 mesmo critério na avaliacdo sérica do marcador Ngal. Os dados
sao apresentados na Tabela 14. Com excecao do grupo OIV, que mostrou discreto
aumento nao significativo da Ngal sérica ap0s a obstrucdo, os demais grupos

evoluiram com reducédo da Ngal apés a obstrucdo comparada ao valor inicial.

Tabela 14 - Comparacao dos valores de Ngal sérica (pg/mL) em TO, T1 e Ti.

Controle olv Olvd OUu OUb

TO T1 TO T1 TO Ti T1 TO T1 TO T1
Mediana 758,73 350,10 207,52 259,32 603,10 118,32 137,28  1458,01 190,38 311,87 307,09
1Q 1023,83 338,43 31543 248,15 214156 418,01 107,98  3476,79 321,09 103462 25254

Legenda: Valores das concentracdes séricas de Ngal séo expressos em mediana e intervalo
interquartil (1Q). OIV: obstrucao infravesical; OIVd: obstrucéo infravesical com desobstrucao;
OUu: obstrucéo ureteral unilateral, OUb: obstrucéo ureteral bilateral; TO: tempo basal; T1:
tempo final; Ti: tempo intermediério.
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3.2.2.3 Creatinina Sérica

A dosagem sérica da creatinina foi analisada entre os animais do mesmo grupo
nos 3 tempos pré-determinados (Tabela 15). Observamos aumento da creatinina
sérica nos grupos controle, OIV, OUu e OUb apés 14 dias de pds-operatdrio, porém
sem significancia estatistica. No grupo OIVd, houve elevacao da creatinina sérica nos
tempos intermediario e final; no entanto, a diferenca entre os valores nado foi

significante estatisticamente.

Tabela 15 - Comparacéo dos valores de creatinina sérica entre grupos nos tempos
emTO, T1e Ti.

Controle o Olvd OUu OUb

TO T1 TO T1 TO Ti Tl TO T1 TO T1

Mediana 0,72 1,78 0,68 1,44 0,76 0,96 1,05 0,82 0,76 1,04 0,85

IQ 0,63 1,39 0,86 1,42 0,94 0,37 1,76 121 1,08 1,42 1,29

Legenda: Valores das concentracdes séricas de creatinina sdo expressos em mediana
e intervalo interquartil (1Q). OIV: obstrucéo infravesical; OIVd: obstrucéo infravesical
com desobstrucdo; OUu: obstrucdo ureteral unilateral, OUb: obstrucao ureteral
bilateral; TO: tempo basal; T1: tempo final; Ti: tempo intermediario.

3.3 Andlise imuno-histoquimica

O estudo imuno-histoquimico com anticorpos anti-CA19-9 foi realizado em 29
unidades renais e 13 bexigas, nos grupos obstruidos e controle. A imunoexpressao
foi classificada como positiva ou negativa; assim, a positividade nos rins variou de
62,5% (grupo OUDb) a 100% (grupos OIVd e OUu) e na bexiga de 25% (OUb) a 100%
(controle e OIV). A expresséao qualitativa positiva do CA19-9 variou significativamente
(p = 0,05) para as unidades renais e vesicais (p < 0,05), como mostrado na Figura 35

e nas Tabelas 16 e 17.
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Figura 35 - Expresséo imuno-histoquimica do CA19-9 nos rins e bexigas.
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Tabela 16 - Avaliacdo imuno-histoquimica de rins em porcentagens de positividade e

negatividade para o CA19-9.

GRUPO POSITIVO NEGATIVO
CONTROLE (n=6) 83,3% 16,7%
OIV (n=8) 87,5% 12,5%
oIvd (n=4) 100% 0
OUu (n=3) 100% 0
OUb (n=8) 62,5% 37,5%

Legenda: OIV: obstrugéo infravesical; OIVd: obstrucdo infravesical com desobstrugéo; OUu:
obstrucdo ureteral unilateral, OUb: obstrucdo ureteral bilateral. n: nimero de pecas

anatdbmicas analisadas.

Tabela 17 - Avaliagdo imuno-histoquimica de bexigas em porcentagens de
positividade e negatividade para o CA19-9.



GRUPO POSITIVO NEGATIVO
CONTROLE (n=3) 100% 0

OIV (n=4) 100% 0
oIvd (n=2) 50% 50%
OUB (n=4) 75% 25%
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Legenda: OIV: obstrugéo infravesical; OIVd: obstrugéo infravesical com desobstrugéo; OUu:
obstrucéo ureteral unilateral, OUb: obstrucao ureteral bilateral. n:nimero de pecas analisadas.

A imunoexpressao do CA19-9 foi identificada no citoplasma das células

tubulares e na lamina prépria da mucosa vesical (Figura 36).

Figura 36 — Imuno-histoquimica de tubulo renal e bexiga. A: expressdo do CA19-9
(cor amarronzada) nas células tubulares renais (aumento de100X) e (B) na lamina

prépria vesical (aumento de 40X).

Fonte: acervo pessoal do autor
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4. DISCUSSAO

Os modelos experimentais de UO tém permitido o melhor entendimento da
patogénese da nefropatia obstrutiva congénita, uma vez que possibilita o controle do
tempo, da gravidade das lesdes renais, uniformidade nas mudancas estruturais, sem
a interferéncia de fatores de confusdo como comorbidades ou toxinas, além de
viabilizar a remocé&o da causa inicial (obstrucdo) em diferentes intervalos de tempo
(JOSEPHSON et al, 1980; CHEVALIER et al, 2009). Estes modelos foram utilizados
na investigagdo de potenciais biomarcadores, como interleucinas (IL), TNF-a e
interferon-gama (IFN-y), entre outros, reconhecidos como mediadores de eventos
celulares e moleculares na OCTU (MAGALHAES et al, 2016).

Experimentalmente, a obstrucdo ureteral ou uretral completa por ligadura
simples do ureter ou da uretra é de facil reprodutibilidade (TROUNG et al, 2011),
diferente do observado na obstrucéo parcial, que tem técnica operatoéria elaborada e
mais dificil de ser replicada. No entanto, 0 método empregado para obstrucdo ureteral
parcial e infravesical, no qual um cateter de 0,9 mm foi alocado adjacente ao ureter,
antes da ligadura do masculo psoas ou sobre o colo vesical durante o né cirtrgico do
fio que envolvia a regido e retirado a seguir, mostrou-se adequado para evitar a
ocluséo total (KIM et al, 2019; JIN et al, 2011). Segundo Ozturk e colaboradores, 14
dias de obstrucdo sao suficientes para desencadear processo inflamatério na parede
vesical e hipertrofia detrusora moderada, com elevacdo de mediadores inflamatérios
e glicoproteinas encontradas no urotélio na primeira e segunda semana pos-obstrucéo
(OZTURK et al, 2020). Outro estudo, em modelo experimental, evidenciou significativa
capacidade de recuperacao funcional da bexiga, apds reversao do processo obstrutivo
infravesical em periodo inferior a 4 semanas; o0 mesmo, nédo foi observado com alivio
da obstrucéo depois de 6 e 8 semanas (KUO,1996). Como a intencéo deste projeto
consistia em investigar a rapida resposta dos marcadores diante do processo
obstrutivo, os animais foram mantidos obstruidos por um periodo curto de 7 dias no
grupo de obstrucédo infravesical, para ser reavaliado apds desobstrucdo, e 2 semanas
para os demais grupos. Evidenciamos, no trato urinario, alteracbes macroscopicas
secundérias a obstrucdo ao fluxo de urina, caracterizadas por distensdo vesical e
uretero-hidronefrose, bem como maior tamanho e peso vesical nos animais do grupo

OIV e OIVd comparado ao grupo controle. O peso e tamanho longitudinal renal das
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cobaias com obstrucdo ureteral também foi significativamente maior em relacdo ao
grupo controle. Desta forma, demonstramos a efetividade dos modelos experimentais
empregados, pois parametros semelhantes foram utilizados por Tucci, na descricédo

de eficiéncia da obstrucéo do colo vesical experimental em ratos (TUCCI et al, 2011).

O CA19-9 foi identificado em tubulos renais e ha mucosa da pelve renal e sua
elevacdo sérica e urinaria tem sido descrita, principalmente, na presenca de litiase e
OJUP e na displasia cistica renal (KHORRAMIROUZ et al,2014). Trés possiveis
mecanismos foram aventados para justificar sua elevacdo nas dilatagbes do trato
urinério: 1) por anormalidade de sintese em diferentes locais dos rins; 2) nos 6rgaos
gastrointestinais préximos aos rins e induzida por compresséo da hidronefrose e 3)
secundéria a inflamacao na mucosa da pelve renal (SHUDO et al, 1999). Estes relatos,
associados a técnica laboratorial para dosagem sérica e urinaria bem estabelecida,
nos estimulou a avaliar o CA19-9 como um biomarcador de lesbes obstrutivas do trato

urinario.

Na comparacédo entre as cobaias obstruidas com os animais controle notamos
incremento expressivo no valor absoluto do CA19-9 em todos os grupos submetidos
a obstrucao (p=< 0,05). Observamos aumento significativo entre o valor inicial e final
nos grupos OIV e OUb, enquanto no grupo OIVd houve elevacéo precoce, entre TO e
Ti, com queda expressiva ap0s a desobstru¢do. Também, avaliamos a sensibilidade
e especificidade desse marcador, por meio de curvas ROC, para os grupos OIV e OUb
a AUC foi de 0,81 e 0,77, respectivamente. No grupo OIVd, obtivemos AUC de 0,71
no Ti e 0,73 no tempo final, apds alivio da obstrucdo. Portanto, o valor absoluto do
CA19-9 urinario mostrou boa precisdo como teste diagnéstico para OTU, como nao
encontramos evidéncias de compressao de outras estruturas abdominais no momento
da eutanasia, a producédo excessiva do CA19-9 provavelmente seja oriunda do proprio

trato urinario, secundaria ao processo obstrutivo.

Existe na literatura uma discussdo quanto a melhor forma de quantificar o
CA19-9 urinario; ou seja, como valor absoluto ou ajustado a creatinina urinaria (CA19-
9/creatinina urinaria). Como Alizadeh e colaboradores, relataram melhor sensibilidade
utilizando a relacdo CA19-9/creatinina urinaria em pacientes com OJUP (Alizadeh et
al em 2018), optamos, neste trabalho, por expressar os resultados nas duas formas.

A variacdo da relagdo CA19-9/creatinina urinaria dentro do mesmo grupo, entre TO e
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T1, alcangou significancia estatistica nos grupos OIV e OUb (p<0,05); no grupo OIVd,
apesar da elevacao entre TO e Ti, houve diferenca estatisticamente significante
apenas apos desobstrucéo, entre Ti e T1. As curvas ROC indicaram efetividade nesta
forma de avaliacdo, com AUC nos grupos OIV e OUb de 0,81 e 0,83, respectivamente,
e de 0,75 no grupo OIVd para queda poés-desobstrucdo. A interpretacdo dos
resultados, em conjunto, aponta para efetividade semelhante nas formas de expressar
o CA19-9; no entanto, o valor absoluto do CA19-9 no grupo OIVd conseguiu identificar
significancia e efetividade na elevacéo inicial, apds 6 dias de obstru¢cdo, mostrando-
se importante como marcador de precocidade. Além disso, poucos trabalhos
investigaram a possivel correlagdo entre CA19-9 e LUTO, um estudo dosou o CA19-
9 urinario em gestantes com fetos portadores de VUP e identificou incremento
significativo comparado as gestantes controle, o qual se relacionou com maior
diametro anteroposterior da pelve renal fetal (KAJBAFZADEH et al, 2019). Em outro
estudo com casuistica pequena, apenas 7 casos, 0s valores de CA19-9 estavam
elevados na urina de fetos com VUP, comparados aos de fetos normais
(KAJBAFZADEH et al, 2010). O grupo OIV, neste projeto, simulou a VUP e os
resultados obtidos com elevacgao expressiva do CA19-9 com a obstrugéo, seguida por
queda apOs desobstrucdo, sdo encorajadores para pesquisas envolvendo esse
biomarcador para uso clinico em pacientes com LUTO.

Em estudo prospectivo envolvendo criancas com OJUP, o CA19-9 e o maior
diametro anteroposterior da pelve foram preditores independentes para necessidade
de cirurgia durante tratamento conservador. Os autores encontraram sensibilidade de
92,0% e especificidade de 70,9% do CA19-9 urinario como preditor de falha do manejo
nao operatorio (NABAVIDEH et al, 2019), sugerindo que as obstru¢cdes mais graves,
com aumento do didmetro pélvico, contribuam para maior expressao e producao de
CA 19-9. Simulamos a OJUP, promovendo a obstrucéo ureteral uni ou bilateral; nos
animais com OUu ndo houve incremento significativo nos valores do CA19-9, mas no
grupo OUb observamos elevacéo da concentracéo urinaria do CA19-9, com diferenca
estatistica significante, tanto na medida absoluta (AUC 0,77) quanto na ajustada (AUC
0,83); desta forma entendemos que a obstrucao bilateral, por ser mais grave, causa

maior aumento nos valores urinarios do CA19-9.
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A expressao imuno-histoquimica do CA19-9 foi visualizada em tecidos normais
de péancreas, vesicula biliar, estdmago, coélon, arvore brénquica, endométrio,
glandulas salivares, rim e préstata (ROY et al 2013); porém, ndo ha descricdo de
expressao em bexiga normal. Na analise imuno-histoquimica dos tecidos do aparelho
urinario, identificamos a presenca do CA19-9 em bexigas de ratas controle e dos
grupos OIV, OIvVd e OUb. Desta forma, se considerarmos a bexiga um local de
provavel producdo do CA19-9, além dos tubulos renais e mucosa da pelve renal ja
conhecidos, podemos explicar a boa sensibilidade desse marcador nas obstrucées

vesicais observadas nesse estudo.

A Ngal foi descrita previamente como marcador de hidronefrose por OJUP em
criancas e o declinio da concentracao urinaria relacionado a resolucdo da obstrucéo
ureteral. Esse marcador mostrou-se capaz de predizer a progressao para insuficiéncia
renal de forma mais precoce que a creatinina sérica em varias publicacdes, uma vez
gue sua elevacéao € detectavel 3 h apds a leséo renal, com o pico em 6 a 12 horas,
persistindo por até 5 dias, dependendo da gravidade do insulto renal (NOYAN et al,
2015; MUSSAP M et al, 2010; MADSEN et al, 2012). No entanto, ao avaliarmos a
uNgal como marcador comparador, observamos seu aumento apos o procedimento
de obstrucao do trato urinério, com significancia estatistica no grupo OIV (p <0,05) e,
apesar do maior valor médio final nos grupos OIVd e OUb e da queda do uNgal ap6s
a desobstrucédo do grupo OIVd, estes achados ndo foram significativos. Algumas
limitacdes da Ngal como biomarcador de lesdo renal foram descritas para obstrucdes
do trato urinario superior, como pior desempenho preditivo em adultos, valores séricos
e urinarios influenciados por outras condicdes como hipertensédo crénica, infec¢ao
sistémica, inflamacdo, anemia, hipéxia ou malignidade, e a origem da Ngal por
diversas fontes dificultaria a identificacdo da patologia subjacente (WASHINO et
al,2020). Diante do exposto, se considerarmos a distenséo dos tubulos renais como a
alteracdo fisiopatoldgica inicial da NO e o CA19-9 um marcador de leséo tubular, o
aumento da excrecao urinaria do CA19-9 pode representar a disfuncao tubular prévia
a instalacdo da lesdo renal (ATAR et al, 2015); portanto, o CA19-9 representaria um
marcador mais precoce na obstrucéo urinaria que a uNgal, como demonstrado pelos

resultados deste estudo.
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As dosagens seéricas dos marcadores tém resultados dispares na literatura,
pois 0 CA19-9 sérico foi descrito como significativamente elevado em OTU; entretanto,
nao se mostrou alterado no sangue de pacientes com hidronefrose (AYBEK et al,
2006; ATAR, 2015). Os nossos resultados nédo identificaram diferenca nos valores
sanguineos de CA19-9 e Ngal, antes e ap0s a obstrucéo, entre os diferentes grupos
e na avaliagdo com o grupo controle. No entanto, inicialmente a concentragéo sérica
elevada CA19-9 em doencas uroldgicas benignas foi relatada na presenca de grande
massa abdominal, secundaria a hidronefrose gigante, com mais de 1000 mL de urina
na pelve renal. (ITO et al, 1994; INOUE et al, 1995; STIRLIG, 1939). Como nossos
animais permaneceram obstruidos por um periodo relativamente curto, sem dilatacéo
tdo intensa, talvez isto tenha contribuido para a ndo alteracdo sérica do CA19-9 e da

Ngal.

As informacdes colhidas, neste trabalho, sobre o comportamento do CA19-9
urinario, especialmente na obstrucéo infravesical, abrem oportunidades para estudos
prospectivos em humanos na investigacdo deste biomarcador como ferramenta
auxiliar na tomada de decisdo de condutas expectantes ou para intervencao cirdrgica
precoce nas UO; contribuir na definicdo de sucesso ou ndo do alivio da obstrucéo, ou

como critério na indicacéo de intervencdes fetais na presenca de OCTU.

5. CONCLUSOES
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O modelo experimental utilizado neste trabalho possibilitou concluir que:

1. A concentracdo urinaria do CA19-9 eleva-se na presenca de obstru¢do do trato
urinario; portanto podera auxiliar no diagnostico e seguimento das UO com
sensibilidade superior a Ngal urinéria.

2. O desempenho do CA19-9 urinario como marcador foi superior nas obstru¢cdes
baixas e nas obstrucdes ureterais bilaterais.

3. A elevacéao urinaria do CA19-9 foi evidenciada precocemente, com seis dias de

obstrucao infravesical.

4. Houve um declinio da concentracdo urinaria do CA19-9 apés a desobstrucéo
infravesical, que pode ser importante para acompanhamento clinico e/ou pés-

operatério das UO.

Além disso, identificamos a presenca de expressdo imuno-histoquimica do

CA19-9 na mucosa vesical de ratas sem e com obstrucao.

6. ANEXOS

1. Aprovacdo do estudo na Comisséo de Etica no Uso de Animais.
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