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RESUMO

Lesdo Renal Aguda (LRA) é uma complicacdo importante em criangas com cancer e
as drogas nefrotoxicas estdo entre as suas causas mais comuns. A prevencgao e o
diagndstico precoce sao a chave para minimizar ainda mais insultos.Nao ha nenhum
estudo avaliando o potencial do biomarcador renal KIM-1 urinariono diagndstico
precoce de LRA em criancas sob tratamento antineoplasico com drogas
nefrotoxicas. Foi realizado um estudo prospectivo em um Unico centro com criancas
submetidas a tratamento antineoplasico com MTX ou derivados de platina. Os
pacientes tiveram dosagens de KIM-1lurinario 24 horas apés o inicio da infusdo da
guimioterapia e creatinina sérica (CrS) dosada um dia antes da infusdo da droga e
24, 48, 72, 96horas, uma, duas semanas e 3 meses apds. Um total de 64 criancas
foram avaliadas, dessas 21 (32,8%) desenvolveram LRA. A maioria teve LRA
estagio 1 (n=12, 57,1%), 8 tiveram LRA estagio 2 (38%) e apenas uma desenvolveu
LRA estagio 3 (4,9%). Os valores medianos do KIM-1 urinario foram mais altos nos
pacientes com LRA (10,7 IQR 1,6-17,9 vs. 4,3 IQR 1,3-6,1 ng/mg creatinina,
p<0,01). O KIM-1 urinario teve uma boa discriminacdo para LRA em pacientes
submetidos a quimioterapia nefrotéxica, (AUC-ROC para LRA em até uma semana
foi de 0,82, 95%CI: 0,66-0,95). Mesmo dosadoapenas 24hs apoés a infusdo da droga,
o KIM-1 urinarioainda demonstrou boa discriminacdo para predizer insuficiéncia
renal persistente apés trés meses. Pudemos concluir que oKIM-1 urinario dosado 24
horas apés o inicio da droga tem potencial para detectar LRA precocemente nos

pacientes submetidos a quimioterapia nefrotdxica.

Palavras-chave:Nefrotoxicidade, lesdo renal aguda, biomarcador, metotrexato,
derivados de platina, criangas



ABSTRACT

Acute kidney injury (AKI) is a significant complication in patients with cancer and
nephrotoxic drugs are among the most common cause of AKI. Prevention and early
diagnosis are key to further minimize insults. There are no studies evaluating the
potential of renal biomarker urinary KIM-1 in early diagnosis of AKI in children under
anticancer treatment with nephrotoxic drugs.Prospective single-center study with
children submitted to MTX or platinum-based antineoplastic treatment was
conducted. Urinary KIM-1 was measured 24h after chemotherapy infusion and serum
creatinine (sCr) was measured prior to drug infusion and 24, 48, 72, 96h, one, two
weeks and 3 months after it.A total of 64 children were evaluated and 21 (32.8%)
patients developed AKI. The majority had AKI stage 1 (n=12, 57.1%), 8 had AKlstage
2 (38%) and only one developed AKI stage 3 (4,9%). Median values of urinary KIM-1
were higher in patients with AKI (10.7 IQR 1.6-17.9 vs. 4.3 IQR 1.3-6.1 ng/mg
creatinine, p<0.01). Urinary KIM-1 had a good discrimination for AKI in patients
receiving nephrotoxic chemotherapy, (AUC-ROC for AKI up to one week later was
0.82, 95%CI: 0.66-0.95). Even when measured only 24 hours after drug infusion,
urinary KIM-1 still showed good discrimination to predict persistent renal impairment
three months later.In conclusion, Urinary KIM-1 measured 24 hours after starting the
drug infusion has a potential to detect early AKI in children receiving nephrotoxic

chemotherapy.

Keywords: Nephrotoxicity, acute kidney Injury, biomarker, methotrexate, platinum-
based antineoplastic treatment, children
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1. INTRODUCAO

Lesdo renal aguda (LRA) é uma complicacdo importante em pacientes com
cancer. Essa sindrome é definida como um declinio subito da funcéo renal e esta
associada a elevada morbidade e mortalidade, com um efeito independente sobre o
risco de morte (ALGE; ARTHUR, 2015; CHERTOW et al., 2005),além da possivel
progressao para doenca renal cronica (DRC) e dependéncia de dialise (METNITZ et
al., 2002).Em adultos, um aumento de apenas 0,3mg/dina creatininasérica (CrS)
eleva em 4 vezes a taxa de mortalidade. Em criangas hospitalizadas sem LRA a taxa
de mortalidade é de apenas 0,6%, enquanto nas que desenvolvem LRA como
complicacdo durante o internamento, a taxa de mortalidade chega a 15,3% e
aumenta para 30-50% quando h& a necessidade de dialise. Além disso; 34,5%
dessas criangas necessitam de cuidados em UTI(SUTHERLAND et al., 2013).A
nefrotoxicidade por drogasé uma das causas mais comuns de LRA, respondendo
por 16% de todos os casos (PATZER L, 2008).

Nos pacientes com cancer,LRA pode ocorrer como uma consequéncia direta
ou indiretada propria neoplasia (infiltracdo de células neoplasicas, lise tumoral,
obstrucdo do trato urindrio, sepse), ou associada ao tratamento (cirurgia,
radioterapia, uso de drogas nefrotoxicas). Nessa populacao, a presenca de LRA leva
a uma mortalidade em 3 meses de mais de 30% e em 6 meses de cerca de 73% nos
pacientes graves (CHRISTIANSEN et al., 2011). As drogas nefrotoxicas estdo entre
as causas mais comuns de LRA nesses pacientes, estando o metotrexato (MTX) e
os derivados de platina entre as drogas antineoplasicas mais nefrotoxicas
(CAMPBELL, 2014; LIBORIO, 2011).0 risco de nefrotoxicidade ainda dificulta o
posterior uso de doses mais elevadas para maximizar os efeitos antineoplasicos.

Os derivados de platina sdo atualmente usados no tratamento de varios tipos
de neoplasia incluindo tumores testiculares, de cabeca e pescoco, ovarianos, e
carcinoma pulmonar n&o-pequenas células (PABLA;DONG, 2008). LRAesta
presente em 20%-80% das criangas tratadas com cisplatina (FAUGHT et al., 2014).

Os protocolos utilizando MTX em altas dosessédo usados principalmente no
tratamento das leucemias, linfomas de alto risco, linfomas do sistema nervoso
central e osteossarcomas (WIDEMANN et al., 2014). O risco de LRA apés altas
doses de MTX é ainda de aproximadamente 2 % a 10%(WIDANEMN et al.,2014).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Alge%20JL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25092601
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Arthur%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25092601
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pabla%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18272962
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pabla%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18272962
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Faught%20LN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25395343
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Segundo LI et al (2013)LRA €é comum, prejudicial, evitaveletratavel. A
prevencao e odiagndstico precoce sdo a chave para minimizar ainda mais insultos, e
juntamente com uma terapia de suporte adequada e hemodialise oportuna, estao
associados a melhores resultados (Li et al.,2013; ANDRADE, DE FRANCESCO
DAHER, SEGURO, 2008). Nesse contexto, o surgimento de novos biomarcadores
mais precoces do que a elevacdo da CrS no diagnéstico de LRAoferece
aoportunidadede melhorar o cuidado desses pacientes. Variosestudos
demonstraramacapacidadedediversos biomarcadores,sozinhosouem
combinacao,defacilitar odiagndstico precoce emelhorar o diagnésticodiferencialda
LRA. Dentre os mais promissores estao: cistatina C (CysC), lipocalina associada
com gelatinase de neutréfilos humanos(NGAL), interleucina 18 (IL18), fatty Acid-
binding protein (L-FABP), tissue inhibitor of metalloproteinases -2 (TIMP-2), urine
insulin-like growth factor-binding protein 7 (IGFBP 7), beta-2 microglobulin ([3-2M),N-
acetil -B-D-glucosaminidase (NAG) e Kidney Injury Molecule-1 (KIM-1)
(ALGE, ARTHUR, 2015;LIBORIO, BRANCO, TORRES de MELO BEZERRA,
2014;FORTENBERRY, PADEN, GOLDSTEIN,2013; MEHTA et al., 2007).

Ndo ha nenhum estudo avaliando o potencial do biomarcador renal KIM-1
urindrio em criancas sob tratamento antineoplasico com drogas nefrotoxicas e um

Unico estudo com outro biomarcador (NGAL).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Alge%20JL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25092601
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Arthur%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25092601
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lib%C3%B3rio%20AB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24734236
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Branco%20KM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24734236
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Torres%20de%20Melo%20Bezerra%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24734236
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Torres%20de%20Melo%20Bezerra%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24734236
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fortenberry%20JD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23639662
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fortenberry%20JD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23639662
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Goldstein%20SL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23639662
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Metotrexato

Devido a importancia do folato na sintese de DNA, os antagonistas do acido
félico foram os primeiros agentes antineoplasicos a serem desenvolvidos.Desde de
1948 esses agentes sao usados no tratamento da leucemia linfoblastica aguda (LLA)
(FARBER, DIAMOND, 1948). O MTX foi o primeiro farmaco que se mostrou eficaz
na cura do cancer quando usado como monoterapia (YARRIS, HUNTER, ROY
HERTZ, 2003).

2.1.1Mecanismo de Acéo

Uma célula em divisdo utiliza grande quantidade de folatos reduzidos para
manter a sintese de purina e timidina, a demanda € ainda maior para as que se
dividem rapidamente como as células neoplasicas (WALLING, 2006).

O MTX entra na célula através da mesma proteina transportadora de folatos.
Esse transporte é saturavel e dependente de energia. Outro mecanismo é através
da endocitose mediada por proteinas de ligacdo do folato que tém sua expressao
aumentada nas células neoplasicas em comparacao com as normais(RADTKE et al.,
2013; WALLING, 2006). Nos tumores com capacidade de transporte reduzida ou
ausente, altas concentracbes de MTX permitem que o farmaco entre por difuséo
passiva (ACKLAND, SCHILSKY, 1987).

O principal alvo do MTX é a enzima dihidrofolato redutase (DHFR). Essa
enzima € responsavel pela reducdo do dihidrofolato (folato natural) a tetraidrofolato
(folato reduzido) repondo continuamente o fornecimento de folatos reduzidos as
células. Por apresentar maior afinidade pela enzima que os folatos naturais, o MTX é
capaz de inibir competitivamente a DHFR sendo esse 0 seu principal mecanismo de
acao(fig.1). O esgotamento dos folatos reduzidos interfere nos mecanismos de
sintese e reparo do DNA e replicacao celular. O efeito imediato € uma interrupgéao
abrupta na sintese de DNA, com consequente morte celular.Esse processo é

acentuado nas células que se dividem rapidamente (aquelas na fase S do ciclo
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celular) que necessitam de mais precursores de DNA. Sendo assim o MTX é um
farmaco citotdxico especifico da fase S(RADTKE et al., 2013; WALLING, 2006).

Ha grande excesso de DHFR nas células (WALLING, 2006),além disso a
sintese dos folatos reduzidos continua mesmo apoés a inibicdo de mais do que 95%
da DHFR. Logo sdo necessarios niveis elevados de MTX para competir com
sucesso com outros folatos pela ligagdo com a DHFR(ACKLAND, SCHILSKY, 1987).

Além da acao antiproliferativa, MTX também tem propriedades anti-
inflamatoriase imunomoduladoras tendo um amplo leque de indicacdes terapéuticas
(WIDEMANN, ADAMSON,2006).

Figura 1. Mecanismo de acao do metotrexato

Membrana
celular Metotrexato
Dihidrof
Dihidrofolato
Acido félico
Tetrahidrofolato &
Timidilato sintetase
CH,FH4
dUMP
Purinas
Timidina
RNA

2.1.2Nefrotoxicidade

Os efeitos colaterais do MTX variam muito de acordo com a dose. Os regimes
contendo MTX séo classificados como de alta dose, baixa dose ou dose

intermediaria. O termoalta dose é usado para doses = 500mg/m?. As doses entre 50


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Adamson%20PC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16794248
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e 500mg/m2 sdo consideradas intermediarias, e abaixo de 50mg/m2sao
consideradas doses baixas(WIDEMANN, ADAMSON,2006).

Os protocolos utilizando altas doses de MTX sdo usados principalmente no
tratamento das leucemias, linfomas de alto risco, linfomas do sistema nervoso
central e osteossarcomas(WIDEMANN et al., 2014). Essas doses seriam letais em
infusdo de 4 a 36 horas e necessitam do uso de multiplas doses de leucovorina para
diminuir o efeito toxico do MTX. Em 1966 foi desenvolvido o conceito de resgate das
células normais da toxicidade do MTX através da oferta de folatos reduzidos.Nestes
experimentos pioneiros, a administracdo de leucovorina, também chamada de acido
folinico (N5-formil-tetrahidrofolato) dentro de 24 a 36 horas apés a administracéo de
MTX foi capaz de prevenir a toxicidade sem diminuir a atividade antitumoral.A razéo
pela qual leucovorina resgata seletivamente as células normais, mas nao as ceélulas
neoplasicas,ainda ndo € completamente compreendida (GOLDIN et al., 1966). Um
resgate bem-sucedido pela leucovorina depende de uma répida eliminagdo de MTX
pelos rins, 0 que exige uma hidratacdo agressiva além de alcalinizacao urinaria pré e
pos tratamento(WIDEMANN et al., 2014). Acredita-se que a etiologia da disfuncéo
renal induzida por MTX seja mediada pela sua precipitacdoe de seus metabdlitos
nos tubulos renais ou por efeitos toxicos diretos nas células tubulares.Além disso,
como mais de 90% do MTX € excretado pelos rins, LRA pode aumentar sua
concentracdo plasmética e aumentar o risco de suas outras toxicidades,
principalmentemielosupressao,mucosite, hepatite e
dermatite(WIDEMANN, ADAMSON,2006).

ApOs administragcdo de altas doses de MTX, dois metabdlitos sédo observados
no plasma: 7- hidroxi- metotrexato (7-OH-MTX) e o acido 2,4- diamino-N10-
metilpteroico (DAMPA). Tanto o MTX quanto seus metabdlitos sdo pouco sollveis
em pH acido, sendo seus metabolitos 6 a 10 vezes menos soluveis.Um aumento do
pH da urina para 6 a 7 resulta numa solubilidade 5 a 8 vezes maior de MTX e seus
metabdlitos. Isso justifica a recomendacdo de hidratagdo vigorosa (2,5 a 3,5L de
liquido por m2 por 24 horas, iniciando 12 horas antes do inicio da infusdo de MTX e
mantida durante 24 a 48 horas), e a alcalinizagcdo da urina (com 40-50mEq de
bicarbonato de sddio por litro de fluido 1V) antes, durante e apds a administracdo de
altas doses de MTX (WIDEMANN, ADAMSON,2006).

A maioria dos pacientes com disfuncdo renal secundéaria a altas doses de

MTXsao inicialmente assintomaticos e tem LRA ndo oligurica. A elevacdo daCrS


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Adamson%20PC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16794248
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Adamson%20PC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16794248
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Adamson%20PC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16794248
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durante ou logo ap6s a infusdo do MTX indica o desenvolvimento de disfuncéo renal
e pode resultar em elevacdo importante das concentracdes plasmaticas de
MTX(WIDEMANN, ADAMSON,2006; WIDEMANN et al 2004). As concentracdes
plasmaticas de MTX devem ser <1,0uM até 42 horas apés a infusdo de MTX quando
ultrapassam 10 pM, nesse intervalo de tempo, estdo associadas a alto risco de
toxicidade (RELLING et al., 1994).

Mesmo apds o uso rotineiro de leucovorina, hidratacédo vigorosa, alcalinizacéo
da urina e controle das concentracfes plasmaticas de MTX para avaliacdo do
resgate, relatos de significativa morbidade e mortalidade secundaria a disfuncéo
renal induzida por altas doses de MTX continuam a aparecer na literatura. Apesar
dessas medidas o risco de disfuncdo renal apos altas doses de MTX é ainda de
aproximadamente 2 % a 10%(WIDEMANN et al., 2014).

Devido a auséncia de sintomas clinicos que indiquem o inicio de disfuncao
renal, recomenda-se a dosagem rotineira das concentracfes plasmaticas de MTX e
da CrS ap6s a administracdo de altas doses de MTX (WIDEMANN et al., 2014).

2.2Derivados da platina

Desde de sua descoberta acidental h4 quatro décadas atras, a cisplatina tem
sido amplamente utilizada para quimioterapia, sendo um dos antineoplasicos mais

potentes com uma das mais altas taxas de cura (PABLA,DONG, 2008).

2.2.1 Mecanismo de Acgéo

A cisplatina (cis-diaminodicloroplatina Il) € uma molécula inorganica que
possui um atomo central de platina envolto por dois atomos de cloro e dois grupos
amoénia. O farmaco entra nas células por difusdo passiva. Entretanto, estudos
recentes fornecem evidéncias de um mecanismo mediado por um transportador que
seria responsavel por cerca de metade de sua absorcdo (PABLA,DONG, 2008;
GATELY, HOWELL, 1993).Varios estudos sugerem o envolvimento de
transportadores de alta afinidade para o cobre (CTR1) na sua captacdo (KUO et al.,
2007; SAFAEI, HOWELL, 2005; ISHIDA et al.,2002).Esses transportadores também
estdo expressos nas células do tubulo proximal renal, mas seu papel na captacéo da

cisplatina ndo tem sido estudado em modelos renais(PABLA, DONG, 2008).Por
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outro lado, nas células tubulares renais um outro transportador denominado
transportador decations organicos (OCTs) tem sido implicado na captacdo da
cisplatina (LUDWIG et al., 2004; YONEZAWA et al., 2005).

A ativacdo da cisplatina ocorre dentro da célula por substituicdo dos ions
cloreto por moléculas de agua, sendo esta forma muito reativa com o DNA, o RNA,
as proteinas e as membranas fosfolipidicas (fig.2).No plasma sanguineo a
concentracdo de cloreto é alta o que impede a hidrolise dos ligantes cloretos e
mantém a cisplatina no estado neutro. Ao entrar na célula, a concentracdo dos ions
cloretos reduz causando rapida hidrélise dos ions cloreto da cisplatina, deixando a
platina disponivel para qualquer ligacdo a bases que possam estar presentes (CHO
et al., 2008).

O DNA é o alvo biolégico primario da cisplatina(NITISS, 2002; PABLA,
DONG, 2008).Portanto, sua atividade antitumoral resultaria dasuainteragdo com o
DNA. Sua citotoxicidade € atribuida a formacdo de adutos de cisplatina-DNA,
originando ligacBes cruzadas intracadeias, inter cadeias e DNA- proteina (fig.2)
(WOZNIAK, CZECHOWSKA, BLASIAK, 2004).Esses adutos formados interferem
com a duplicagdo do DNA pelo bloqueio da enzima DNA polimerase, inibem a
transcricdo do RNA, resultando em bloqueio do ciclo celular e ativagéo das vias de
sinalizacdo daapoptosee também a traducdo e o reparo do DNA, que quando
extensamente lesado ndo pode ser reparado levando a morte celular (CHO et al.,
2008; WOZNIAK, CZECHOWSKA, BLASIAK, 2004; NADIN et al., 2006).

Figura 2: Mecanismo de acao da cisplatina
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2.2.2 Nefrotoxicidade

Os derivados de platina sdo atualmente usados no tratamento de varios tipos
de neoplasia incluindo tumores testiculares, de cabeca e pescoco, ovarianos, e
carcinoma pulmonar ndo-pequenas células. Um grande fator limitante para o uso da
cisplatina s&o seus efeitos colaterais que incluem neurotoxicidade, ototoxicidade,
nefrotoxicidade, nauseas e vomitos (PABLA, DONG, 2008).Varios analogos da
cisplatina foram sintetizados na tentativa de diminuir sua toxicidade, como por
exemplo a carboplatina que tem menos efeitos colaterais (PASETTO et al., 2006).
Outra estratégia foi a hidratacdo dos pacientes durante o tratamento
(CORNELISON, REED, 1993).Mas apesar disso, os efeitos colateraiscontinuam a
limitar o uso dos derivados de platina, especialmente a nefrotoxicidade, que ocorre
em cerca de um terco dos pacientes (PABLA, DONG, 2008).

Véarios mecanismos contribuem para a nefrotoxicidade da cisplatina, dentre
eles, a toxicidade a célula epitelial tubular, vasoconstriccdo da microvasculatura
renal e efeitos pro inflamatoérios (PABLA, DONG, 2008).Mais de 50% da cisplatina
infundida é excretada pelos rins durante as primeiras 24 horas ap0s sua
administracdo, e sua concentracao no cortex renal é varias vezes maior do que no
plasma ou em outros 6rgdos (LITTERST, LEROY, GUARINO, 1979; SAFIRSTEIN,
MILLER, GUTTENPLAN, 1984). O dano ocorre principalmente no segmento S3 do
tubulo proximal (DOBYAN et al, 1980).

Conforme visto anteriormente, 0 mecanismo citotdéxico da cisplatina deriva de
sua interagdo com o DNA levando a formagéo de adutos de cisplatina —DNA que em
altima andlise levam a ativacdo das vias de sinalizacdo da apoptose e consequente
morte celular(CHO et al.,, 2008; NITISS, 2002; WOZNIAK, CZECHOWSKA,
BLASIAK, 2004; NADIN et al., 2006).

Estudos recentes demonstram que quando a cisplatina entra nas células
tubulares renais por mecanismos passivos e/ou facilitados, ocorre a ativagao de
vérias vias de sinalizacdo que vdo promovermorte celular (MAPK, p53, ROS) ou
citoprotecéo (p21) (PABLA, DONG, 2008).Além disso, alteragbes na expressédo dos
OCTs no tubulo proximal parecem ter um papel fundamental na nefrotoxicidade
mediada pela cisplatina.O aumento da expressdo do OCT2 no tabulo proximal
levaria a um aumento na captacao da cisplatina (YOKOO et al., 2007; FILIPSKI et

al., 2008;CHOI, SONG, 2008)que mediaria a diminuicdo na expressao e na funcao
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nos transportadores de glicose e aminoacidos dependente de sodio (XU et al.,
2008)e dos transportadores de magnésio e de agua (LITTERST, LEROY,
GUARINO, 1979; SAFIRSTEIN, MILLER, GUTTENPLAN, 1984).

A cisplatina também induz a producdo de TNF-a nas células tubulares
desencadeando uma resposta inflamatoria intensa contribuindo ainda mais para a
les&o tubular e morte celular. Além disso, pode provocar leséesna microvasculatura
renal levando a isquemia e diminuicdo da taxa de filtracdo glomerular (TFG) além de
gerar espécies reativas de oxigénio (BALIGA et al.,,1999; PABLA, DONG,
2008).Juntos esses eventos culminam em LRA.

Clinicamente a nefrotoxicidade mediada pela cisplatina é frequentemente
vista apo6s 10 dias da sua administracdo e se manifesta por reducdo da TFG,
aumento da CrS e reducdo dos niveis séricos de magnésio e potassio
(DOSSANTOS et al., 2012; ARANY, SAFIRSTEIN, 2003; PABLA, DONG, 2008). A
longo prazo acredita-se que a cisplatina pode levar a uma permanente reducdo da
TFG (BRILLET, 1994).

2.3 LRA: Definic&o e Critérios Diagnosticos

LRA é uma desordem complexa, que pode ocorrer em diversos contextos,
com manifestacdes clinicas variando desde uma elevacdo minima da CrS a
insuficiéncia renal andrica (HOSTE, KELLUM,2006;MEHTA et al., 2007).Recentes
estudos demonstram uma grande variedade de etiologias e de fatores de
risco,sendo considerada uma complicacdo comum de doencas graves (WAIKAR et
al., 2006).

Tipicamente a CrS e seu clearance sao usados para avaliacdo da funcéo
renal. Em 2004 foram publicados os critérios diagndésticos para insuficiéncia renal
aguda em adultos, os critérios RIFLE (Risk—Injury—Failure—Loss—End stage renal
disease). Essa classificacdo define trés classes de gravidade da insuficiéncia renal
aguda (risco, lesdo e faléncia) (BELLOMO et al., 2004) (tab 1). O termo LRAfoi
proposto para definir todo o espectro da sindrome, de sutis alteracbes na funcéo
renal a doenca em fase terminal que requeira terapia renal substitutiva (TRS)
(MEHTA et al., 2007).

Em 2005 foram propostos os critérios da AKIN (Acute Kidney Injury Network)

onde LRA ¢é dividida em 3 estagios de gravidade que correspondem,


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pabla%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18272962
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pabla%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18272962
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dong%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18272962
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pabla%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18272962
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pabla%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18272962
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Hoste%20EA%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Kellum%20JA%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus

24

respectivamente, aos 3 estagios iniciais dos critérios RIFLE (Risco - “Risk”, Leséao -
“Injury” e Faléncia - “Failure”), enquanto os dois ultimos, (Perda — “Loss” e Doenga
Renal Terminal - “End Stage Kidney Disease”) ndo foram incluidos nessa proposta,
por terem sido considerados desfechos (tab 1) (MEHTA et al., 2007).

A Ultima classificacdo foi desenvolvida pelo grupo de trabalho Kidney
Disease: Improving Global Outcomes (KDIGO). Esta definicdo é uma combinacéo
mais ampla a partir dos critérios RIFLE e AKIN e define LRA como um aumento na
CrS = 0,3mg/dl dentro de 48hs ou um aumento de 1,5 vezes a CrS basal conhecida
ou presumida dentro de 7 dias ou ainda um débito urinario < 0,5ml/Kg/h por 6 horas
e é estagiada de acordo com a severidade(OKUSA, DAVENPORT, 2014). (tab 1)

Em 2007 foi publicada a versado pediatrica dos critérios RIFLE (pRIFLE) que
se baseianuma reducéo no clearance de creatinina estimado (eCICr) e no débito
urinario (DU). O eCICr é calculado através doindice de Schwartz que é igual a
estatura em cm multiplicada pela constante K (K = 0,413) dividido pela CrS
(mg/dl)(AKCAN-ARIKAN et al., 2007)(tab 2).
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Tabela 1:Critérios KDIGO, AKIN E RIFLE
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Estagio de KDIGO AKIN RIFLE DU
LRA (KDIGO/AKIN
RIFLE)

1[R) 1,5-1,9X C1B ou 1,5-2,0X CiB ou 1,5 X CB ou <0,5ml/Kg/h
aumento>0,3mg/dl aumento>0,3mg/dl diminui¢do por 6-12hs
(26pumol/) em 48hs (26pmol/1) TFG>25%

2(L) 2,0-2.9 X CB >2.0-3 X CrB 2X CrB ou <0,5ml/Kg/h por

diminuicio 12hs
TFG>50%

3(F) 3XCtB ou Cr 3 X CrB ou Cr 3XCBouCr <0,3ml/kg/h por
>4mg/dl (354 pmol/l) >4mg/dl (354 pmol/l) >4mg/dl 24hs ou antiria
ou em <18anos eCICr com um aumento (354pmol/1) com por 12hs
<35ml/min/1,73m? agudo 20,5mg/dl (44 um aumento

umol/1) ou TSR agudo>0,5mg/dl
(44 pmol/l) ou
diminuicio
TFG>75%

Abreviaturas: CrB, creatinina hasal; DU, débito urinario; KADIGO, Kidney Disease: Improving Global Qutcomes;

AKIN Acute Kidney Injury Network; RIFLE, Risk-Injury-Failure-Loss—End stage renal disease
FONTE: adaptado de OKUSA, DAVENPORT, 2014



Tabela 2:Critérios pRIFLE
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CRITERIOS Clearance de Débito Urinario

pRIFLE Creatinina
Estimado (CICe)

Risco Diminuicdo de <0.5 ml/kg/ h por 8
25% no eCICr hs

Lesao Diminuicéo de <0.5 ml/kg/ h por
50% no eCICr 16 hs

Faléncia Diminuicao de <0.5 ml/kg/ h por

75% no ClICe ou

24 hs ou andria por

eCICr <35 12 hs
ml/min/1.73 m?

FONTE: adaptado de AKCAN-ARIKAN et al., 2007

2.4 Creatinina Sérica X Novos Biomarcadores

O termo biomarcador (abreviagdo de “marcador bioldgico”) foi introduzido em
1989 como um termo médico, e foi definido como pardmetros biol6gicos
mensuraveis e quantificaveis que servem como indices para avaliacdo relacionada a
saude e a fisiologia, incluindo risco de doenca, diagnostico de doenca, processos
metabdlicos etc., (MOLITORIS et al., 2008).

A CrS ndo é um biomarcador ideal para identificar LRA pois seus niveis
sofrem variagcbes de acordo com conformacdo corpérea, sexo, raca ou etnia,
presenca de hepatopatia, doencas crbnicas, dieta, total de &gua corpérea
(geralmente aumentada em pacientes criticos) ou com o uso de medicamentos
(STEVENS et al., 2006). A creatinina é filtrada livremente em todo o glomérulo e nédo
€ nem reabsorvida, nem metabolizada pelo rim. No entanto, cerca de 10 a 40 % da
creatinina urinéria é derivada da secrecao tubular nos tubulos proximais (SHEMESH
et al., 1985).A acuracia do clearance de creatinina (CICr) é limitado pelo fato de que
guando a TFG cai, o0 aumento na CrS é parcialmente compensada pelo aumento da
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secrec¢do tubular de creatinina que chega a aumentar seus niveis urinarios em mais
de 50% quando a TFG cai para 40 a 80 ml/min (medida por modalidades
alternativas) (DOOLAN, ALPEN, THEIL, 1962).Além disso, a CrS simplesmente nao
€ um marcador em tempo real da TFG, pois aumenta lentamente em relacdo a
quantidade de funcgéo de filtracdo perdida e o seu uso para identificar LRA retarda o
diagnostico por 48 a 72 horas (WESTHUYZEN et al., 2003).Neste contexto, estudos
demonstram que mesmo pacientes admitidos na UTlI com CrS normal podem
apresentar diminuicdo da TFG sugerindo baixa sensibilidade da creatinina para o
diagndstico de disfuncao renal (PRAUGHT, SHLIPAK,2005).

Alteragdes na TFG ou na CrS ocorrem muitas horas depois da lesdo nas
células renais. Por isso ao utilizar graus de alteracdo da funcdo renal tanto para
definicdo quanto para o estadiamento da LRA, o resultado da doenca, ou seja, a
faléncia renal, estard sendo usada ao invés de biomarcadores que reflitam o evento
mais agudo que seria a lesdo do érgao (HAN, BONVENTRE,2004).

Em virtude de todas essas limitagdes surgiu a necessidade de novos
biomarcadores especificos de injuria renal para serem usados no diagnostico
precoce de LRA, e também de biomarcadores em tempo real de filtracdo glomerular
para termos um controle da funcdo renal durante um episédio de LRA.Esses
biomarcadores seriam valiosos em relacdo ao diagnéstico precoce, a determinacao
da etiologia e do local da lesédo renal com repercussdes sobre a conduta prognostica
e acompanhamento destes pacientes (ENDRE, 2008).

Nas ultimas décadas, varios biomarcadores precoces promissores de LRA
foram identificados. Em diversas situacdes clinicas, biomarcadores plasméaticos e
urinarios tém demonstrado potencial no diagndstico precoce de LRA e como preditor
de complicacdes (necessidade de TRS e disfuncdo renal a longo prazo)
(ALGE, ARTHUR, 2015;LIBORIO, BRANCO, TORRES de MELO BEZERRA,
2014;FORTENBERRY, PADEN, GOLDSTEIN,2013; MEHTA et al., 2007), dentre os
mais promissores estdo: cistatina C, lipocalina associada com gelatinase de
neutréfilos humanos (NGAL), interleucina 18 (IL18), fatty Acid-binding protein (L-
FABP), tissue inhibitor of metalloproteinases -2 (TIMP-2), urine insulin-like growth
fator-binding protein 7 (IGFBP 7), beta-2 microglobulin (3-2M), N-acetil -B-D-
glucosaminidase (NAG) e Kidney Injury Molecule-1 (KIM-1) (ALGE, ARTHUR, 2015)
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2.5 Kidney Injury Molecule-1

Kidney Injury Molecule 1 é uma glicoproteina transmembrana tipo 1 de 38,7-
kD que contém na sua porgdo extracelular um dominio semelhante a imunoglobulina
e um dominio semelhante a mucina, além de um dominio citoplasmatico
relativamente curto com um local de potencial fosforilagdo o que indica que KIM-1
pode ser uma molécula de sinalizacdo (ICHIMURA et al., 1998; BAILLY et al., 2002).
A estrutura do KIM-1 sugere também que ele possa estar envolvidoem interacdes de
adeséao pela semelhanca com vérias proteinas de adesao conhecidas (BAILLY et al.,
2002).

Figura 3: Kidney Injury Molecule -1

Kidney Injury Molecule-1 (Kim-1)

Membrana

Dominio
citoplasmatico

Dominio '9 Dominio mucina

FONTE: adaptado de ICHIMURA, MOU, 2008

KIM-1 também é conhecido por TIM-1 (T cell immunoglobulin mucin domains-
1) pois € expresso em niveis baixos por subpopulagdes de células T ativadas, assim
como também é conhecida por HAVCR-1 (hepatites A virus cellular receptor-1)
sendo expresso por hepatocitos (ICHIMURA et al.,, 2008).0 KIM-1 humano
apresenta duas variantes (a e b) com dominios extracelulares idénticos diferindo no
dominio citoplasmatico e na distribuicdo tecidual. Nos rins ha o predominio do KIM-
1b (CHARLTON, PORTILLA, OKUSA, 2014;BAILLY et al., 2002).

Nos rins, KIM-1 é expresso nas células epiteliais indiferenciadas do tubulo
proximal em regifes danificadas, especialmente no segmento S3 do tubulo proximal,

na medula externa, uma regido que € muito susceptivel a lesbes resultantes de
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isquemia e toxinas. Como essa proteina se localiza junto dos marcadores de
proliferagdo propde-se queKIM-1 desempenhe um papel no processo de
regeneracdo. Foi demonstrado em cultura de células que o dominio extracelular
(ectodominio) do KIM-1 humano € clivado por uma metaloproteina e expresso no
meio de cultura. Assim a clivagem do ectodominio do KIM-1 resulta no aparecimento
da sua forma soltvel na urina (fig.1)(CHARLTON, PORTILLA, OKUSA, 2014;BAILLY
et al., 2002). A proteina KIM-1 e seu RNAmM estdo expressos em niveis muito baixos
Nnos rins normais, mas sua expressdo aumenta drasticamente na membrana apical
das células epiteliais indiferenciadas do tubulo proximal apés LRA isquémica ou
nefrotéxica em ratos e humanos (CHARLTON, PORTILLA, OKUSA, 2014; HAN et
al., 2002; ICHIMURA et al., 1998).

Além de ser um marcador de lesdo renal, KIM-1 parece ter um papel funcional
na biologia celular e molecular da LRA. A expressao de KIM-1 confere um fenétipo
fagocitico em células renais primarias cultivadas através da sua funcdo como
receptor de fosfatidilserina que permite promover a fagocitose de corpos apoptoicos
e debris necréticos(fig.1) (ICHIMURA et al., 2008). Por isso tem sido proposto que
KIM-1 pode ter um papel importante na regeneracao tubular apés LRA. O KIM 1
aumenta significativamente dentro de 6 a 12 horas ap0s a lesdo renal (ICHIMURA et
al., 2004; HAN et al.,2008; CHARLTON, PORTILLA, OKUSA, 2014).

Figura 4: Clivagem do ecto-dominio do KIM-1 apés leséo renal
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Figura 5: Liberac&o do KIM-1 na Urina apds Leséo Tubular
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Na populacdo pediatrica, KIM-1 foi avaliado em vérias situacdes clinicas,
como apods cirurgia cardiaca (ZAPPITELLI et al., 2015), nefropatia obstrutiva
(WASILEWSKA, 2011) e na emergéncia pediatrica (DU et al., 2011). Muitos destes
estudos tém demonstrado que KIM-1 é um biomarcador promissor para ser utilizado
na pratica clinica.

O primeiro estudo sobre KIM -1 como biomarcador de LRA na populacao
pediatrica foi um estudo caso-controlerealizado de janeiro a novembro de 2004 que
avaliou os niveis de KIM-1 em amostras de urina de 40 criangcas submetidas a
correcdo cirargica de cardiopatias congénitas, sendo 20 com LRA e 20 controles.
LRA foi definida por um aumento maior do que 50% na CrS nas primeiras 48 horas
apos a cirurgia. Houve elevacdo nos niveis de uKIM-1 6 a 12 h apds a circulagéo
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extracorporea (CEC) e estes niveis permaneceram significativamente elevados por
até 48 horas. O uso de uKIM-1para o diagnéstico de LRA nesses pacientes teve
AUCs de 0,83, 0,78, € 0,84 as 12, 24 e 36 horas apos a CEC respectivamente (HAN
et al.,2008).

Em outro estudo prospectivo multicéntrico realizado com 287 criancas
submetidas a cirurgia cardiaca, foi avaliada a associacdo de LRA, definida pelo
aumento da CrS e da CysC segundo os critérios KDIGO, com os biomarcadores
urinarios IL-18, NGAL, L-FABP e KIM-1. As concentracfes de uNGAL, ulL-18 e uL-
FABP foram mais altas em pacientes com LRA definida tanto pela CrS quanto pela
CysC, enquanto as concentragcdes de uKIM-1 foram mais altas apenas nos
pacientes com LRA definida pela CysC. Os niveis urinarios de IL-18 e KIM-1 foram
mais fortemente associados a LRA definida pela CysC. Nesse estudo o diagnostico
de LRA pela CysC ocorreu em média 1 dia ap6s o diagndstico pela CrS, o que,
segundo o0s autores, pode significar que o0s pacientes que tiveram LRA
imediatamente apos a cirurgia pela definicdo da CrS, ndo tiveram uma leséo tubular
renal verdadeira, mas apenas um aumento dos niveis de CrS devido a producéo,
secrecdo ou metabolismo, ja que muitos desses pacientes tinham LRA apenas
estagio 1. O estudo conclui que a definicdo de LRA pela CysC parece levar a
associacOes mais fortes com alguns biomarcadores como o uKIM-1(ZAPPITELLI et
al., 2015).

Em criancas admitidas na emergéncia pediatrica, foi realizado um estudo
prospectivo que testou a capacidade de 5 biomarcadores urinarios em predizer a
presenca de LRA e sua severidade. Foram avaliadas 252 criancas no periodo de
janeiro a abril de 2009. Foram obtidas amostras de urina para a dosagem de NGAL,
KIM-1, IL-18, 3-2M e osteopontina. Das 252 criancas, 142 ficaram internadas, 18
apresentaram LRA (7,1%) pelos critérios pRIFLE sendo 12 classificados como risco
(PRIFLE-R) e 6 como injaria (pRIFLE-I). Apenas 1 tinha LRA listado no prontuario
como diagnéstico. Dentre as que ficaram internadas, 15 apresentaram LRA (10,6%),
dessas 10 foram classificadas como pRIFLE-R e 5 como pRIFLE-l. NGAL, 3-2M e
KIM-1 urinarios demonstraram uma boaacuracia (AUC>0.70 a 0.80) em predizer
LRA nos pacientes classificados como pRIFLE-I em relacdo aos classificados como
PRIFLE-R ou sem LRA. O estudo conclui que os biomarcadores urinarios podem
servir bem para diagnosticar LRA com precisdo na emergéncia pediatrica, mesmo

em casos em que os niveis de CrS sédo normais (DU et al., 2011).
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DU et al (2014) realizou um estudo prospectivo de janeiro de 2010 a outubro
de 2011 que comparou 0s niveis séricos, urinérios e renais de NGAL e KIM-1 em 25
criancas portadoras de purpura de Henoch —Schonlein com e sem LRA pelos
critérios pRIFLE. No rim, a expressdo de NGAL foi significativamente mais alta no
grupo com LRA e a expressdo de KIM-1 também foi positiva nesse grupo. A
expressdo de NGAL e KIM-1 nesses pacientes ocorreu apenas nos tubulos
proximais, ndo ocorrendo nos tubulos distais nem nos coletores. Os niveis
plasmaticos e urinarios de NGAL e KIM-1 também foram significativamente mais
altos nos pacientes com LRA. Os resultados sugeriram que o aumento dos niveis
urinarios de NGAL e KIM-1 foi associado com LRA e ndo com doenca renal crénica

ou com niveis de proteindria.

Em criancas com infeccdo do trato urinario (ITU), um estudo prospectivo
avaliou a capacidade de NGAL e KIM-1 em detectar a duracdo da inflamacéao e o
desenvolvimento de LRA. Os niveis séricos e urinarios de NGAL e 0s niveis
urinarios de KIM-1 foram dosados em 50 criancas com ITU. Nesse estudo, NGAL
nao serviu para rastrear a duracdo da inflamac&o nessa populacéo e a acuracia de
KIM-1 em predizer LRA foi baixa (PETROVIC et al., 2013).

Na UTI pediatrica, foi realizado um estudo prospectivo de dezembro de 2011
a junho de 2012 com 49 criancas menores de 16 anos. O estudo teve por objetivo
avaliar a relacdo entre LRA e os novos biomarcadores (sCysC, sNGAL, uNGAL e
uKIM-1) nessa populagdo. Das 49 criancas, 24 (49%) apresentaram LRA pelos
critérios pRIFLE. O estudo conclui que sCysC e sNGAL foram os melhores
biomarcadores para o diagnostico de LRA em criancas na UTI. JA uNGAL e uKIM-1
nao tiveram bons resultados (MCCAFFREY et al., 2015).

Na UTI neonatal, um estudo avaliou o papel do uKIM-1 na determinacao
precoce de LRA em prematuros com sindrome do desconforto respiratorio
(SDR).Quarenta e oito bebés prematuros internados na UTI neonatal foram incluidos
no estudo e divididos em trés grupos: grupo |, prematuros sadios; grupo I,
prematuros com SDR sem LRA; grupo lll, prematuros com SDR e LRA. Foram
dosados o uKIM-1 e a CrS nos dias 1, 3 e 7 de vida. No dia 1, os niveis de uKIM-1
nos bebés com SDR e LRA foram maiores do que nos outros dois grupos. Neste
grupo, houve um aumento significativo nos niveis de uKIM-1 no dia 3 (p = 0,015). A

sensibilidade e especificidade de uKIM-1 foram calculados como 73,3% e 76,9%,
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respectivamente. Um uKIM-1 elevado no dia 7 aumentou o risco de morte em 7,3
vezes. O estudo conclui que medidas seriadas de uKIM-1 podem ser usadas como
um indicador néo invasivo de lesdo renal e que o uKIM-1 pode ser um biomarcador
ideal de LRA em bebés prematuros (GENC et al., 2013).

Embora estudos in vitro (NISHIHARA et al., 2013) e com animais (MCDUFFIE
et al.,, 2013; ICHIMURA et al., 2004) tenham demonstrado que a nefrotoxicidade
induzida pelos antineoplasicos esta associada ao aumento dos biomarcadores
renais, sdo poucos os trabalhos em humanos avaliando o potencial de
biomarcadores urinarios em predizer LRA em pacientes sob terapia antineoplésica.
Apenas trés estudos avaliaram o valor discriminatorio da NGAL sérica (SNGAL) e
urinaria (UNGAL) em pacientes em uso de MTX (YLINEN et al.,, 2014) ou em
tratamento com cisplatina (KOS et al., 2013; LIN et al., 2013). Além de demonstrar
resultados controversos, apenas um estudo foi realizado na populacéo pediatrica. J&
com KIM-1, ndo h& estudos em criancas sob terapia antineoplasica nefrotéxica.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

No presente estudo, nosso objetivo foi avaliar a capacidade de diagnostico do
KIM-1 urinario (UKIM-1) na previsdo de LRA em pacientes sob quimioterapia

nefrotdxica.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar a capacidade discriminatéria do uKIM-1na LRA pediatrica por altas

doses de MTX ou derivados de platina.

Avaliar a capacidade discriminatéria do uKIM-1na persisténcia da disfuncao

renal em criancas sob quimioterapia nefrotoxica.
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4. MATERIAL E METODOS

Foi realizado um estudo de coorte prospectivo em um uUnico centro de maio
de 2013 a setembro de 2014 no Centro Pediatrico do Cancer do Hospital Infantil
Albert Sabin em Fortaleza, Ceard, Brasil.O Comité de Etica em Pesquisa da
instituicdo aprovou o estudo eotermo de consentimento livre e esclarecido foi

assinado pelos responsaveis.

CRITERIOS DE INCLUSAO
+ Criangas menores de 18 anos submetidas a tratamento com altas doses de

MTX ou quimioterapia baseada em platina

CRITERIOS DE EXCLUSAO
« Reducio significante da func&o renal (TFG estimada < 75 ml/min/1.73m?)
» Diagnostico de neoplasia renal
* Doenca renal crbnica, incluindo dialise ou transplante
» Histéria prévia de doenca renal
+ Uso concomitante de outra droga nefrotdxica conhecida

4.1 Protocolo do Hospital

Os pacientes oncoldgicos em uso de MTX ou quimioterapia a base de platina
tiveram a CrS dosada um dia antes da infusdo da medicacéo e 24, 48, 72, 96horas,
uma; duas semanas e 3 meses apdés. MTX foi usado na dose de 2-12g/m?e foi
administrado por 6 horas em infusdo continua. Todos os pacientes que receberam
MTX realizaram hidratacdo venosa antes e durante a infusdo da medicacao
(2500mL/m? de solucdo de bicarbonato) e mais 2500mL/m? durante 24horas. A
concentracdo sérica de MTX foi monitorizada. O pH urinario também foi
monitorizado e mantido alcalino (pH=7.0). Além disso, o acido folinico (15 mg / m2)
foi administrado endovenoso a cada 6 horas comecando 36 horas ap0s a infusédo de
MTX e interrompido apenas apds uma concentracdo MTX <0,1 pumol / L. Para o
tratamento a base de platina, os pacientes foram hidratados com 4000m| / m2
durante 24h.
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4.2 Definicao de LRA e Recuperacédo Renal

A definicdo tradicional de LRA baseada na CrS pelos critérios KDIGO foi
utilizada. Valor maximo de CrS durante a internagéo foi dividido pela CrS basal.
Pacientes com um aumento na CrS 250% no prazo de 7 dias ou um aumento de 0,3
mg / dl na CrS basal no prazo de 48hs foram classificados como LRA-estagio 1.
Pacientes que duplicaram a CrSforam classificados como estagio 2 e aqueles que
triplicaram a CrS, necessitaram de didlise ou com uma TFG estimada <
35mL/min/1.73m*oram classificados como estagio 3.Lesdo renal persistente foi
considerada quando a TFG estimada foi de pelo menos 25% do valor inicial apés 3
meses de seguimento. A TFG foi estimada usando o método de Schwartz
(SCHWARTZ, G.J. et al., 2009).

4.3Amostras de Urina e Dosagem de uKIM-1

Amostras de urina foram coletadas 24 horasapdés o inicio da infusdo da
quimioterapia. As amostras foram imediatamente processadas e congeladas a
—-80°C para posterior dosagem do KIM-1.0 uKIM-1foi dosado como biomarcador de
lesé@o renal através da andlise realizada nas amostras de urina por meio da técnica
de imunoensaio ligado a enzima (ELISA). Foi utilizado kit comercial da Enzo® Life
Sciences. Foram seguidos os procedimentos de acordo com as normas do
fabricante.A leitura foi realizada no leitor de ELISA Asys Expert Plus da Biochrom
Ltd. Os valores foram expressos em ng/ml.Para a leitura colorimétrica foi utilizado
espectrofotbmetro com comprimento de onda de 450 nm.A variacdo de deteccéo
para KIM-1 foi de 0,03 - 20ng/ml e o coeficiente de variacdo intraensaio e Inter
ensaio foi de <10%.0Os valores urinarios foram normalizados pela creatinina urinaria.
Também foram coletadas amostras de urina de um grupo controle formado por 12
criangas saudaveis com média de idade de 8,4 5,1 anos para dosagem do KIM-1

urinario.
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4.4 Anélise Estatistica

As estatisticas descritivas foram expressas como média £ DP ou mediana
[[QR] para a variaveis continuas, e numeros absolutos e percentuais para as
variaveis de categoria, conforme o caso. Todas as variaveis foram testadas para a
distribuicdo normal, utilizando o teste de Kolmogorov-Smirnov. Foi aplicado o teste t
de Student,Mann Whitney, ANOVA one-wayou teste de Kruskal-Wallis para
comparar as médias / medianas das variaveis continuas de acordo com a

distribuicdo dos dados entre pacientes que desenvolveram ou nao LRA.

Coeficientes de correlacdo de Pearson (r) foram utilizadas para determinar
correlacBes ajustadas entre as variaveis analisadas. A capacidade dos niveis de
KIM-1 urinaria na previsdo de LRA foi avaliada através da area sob a curva Receiver
Operating Characteristic(AUC-ROC). Em relacdo a uKIM-1, baixos e altos niveis
foram definidos de acordo com o mais alto indice de Youden, o qual foi calculado
como [1 - (1 - sensibilidade) + (1 - especificidade)]. Este valor foi considerado como
0 ponto de corte para o calculo de sensibilidade, especificidade, e outras medidas de
acuracia diagnostica. A andlise estatistica foi realizada usando SPSS 19.0 para
Windows e os valores de p <0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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5. RESULTADOS

5.1Caracteristicas dos pacientes

De maio de 2013 a setembro de 2014, 101 criancas receberam tratamento
antineoplasico com MTX ou quimioterapia a base de platina. Desses pacientes, 36
criancas foram excluidas por falhar em coletar a amostra de urina do protocolo e
uma porque nao tinha CrS apds receber a quimioterapia. Um total de 64 pacientes
permaneceram na andlise final. Destes, a maioria era do sexo feminino (n = 38,
59,4%) e a média de idade no inicio do estudo foi de 9,2+4,7 anos. Os principais
diagndsticos foram osteossarcoma (n = 23, 35,9%) e leucemia linfoblastica aguda (n
= 22, 34,4%) e a maioria dos pacientes (n = 44, 68,8%) receberam quimioterapia
baseada em MTX. Uma descricdo completa dos pacientes incluidos € demonstrada

na tabela 3 e na figura 6.

Tabela 3: Caracteristicas dos pacientes

Total (%) SemLRA LRA p
(n=64) (n=43) (n=21)

Idade (anos) 9,2+4,7 8,1+4,7 11,1+4,1 0,023
Género (masculino) 26 (40,6) 16 (37,2) 10(47,6) 0,588
Diagndstico
Osteossarcoma 23 (35,9) 18 (41,9)  05(23,8) <0,001
LLA 22 (34,4) 11 (25,6) 11(52,4) <0,001
Outros 19 (29,7) 14 (32,5) 05(23,8) <0,001
eTFG basal 147,7+42,8 145,6+42,3 156,8+43,4 0,328
(ml/min/1,73m?)
LRA
Estagio 1 12 (18,7) - 12 (57,1) -
Estagio 2 08 (12,5) - 08 (38,0) -
Estagio 3 01 (1,6) - 01 (4,9) -

eTFG: Taxa de filtracdo glomerular estimada; LLA: Leucemia linfoblastica aguda; LRA: Lesdo renal aguda
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Figura 6: Caracteristicas dos pacientes de acordo com a quimioterapia

64 em QT

Platina
n 20

5.2 LRA ap6s Quimioterapia

Até 14 dias apoOs receber a quimioterapia, 21 (32,8%) pacientes
desenvolveram LRA. Desses pacientes, a maioria teve LRA estagio 1 (n = 12,
57,1%), 8 tiveram LRA estagio 2 (38%) e apenas 1 (4,9%) desenvolveu LRA estagio
3. Nas criancas que receberam derivados de platina,a LRA ocorreu em pelo menos
uma semana, enquanto que, em 80% das criancas em uso de MTX, a LRA ocorreu
nas primeiras 96 horas ap0s a administracdo da droga. Nenhum paciente precisou
de TRS.

5.3 KIM-1 urinario e LRA

Apos 24 horas da infusdo da droga, os valores medianos de uKIM-1 foram
maiores nos pacientes com LRA do que nos pacientes sem LRA e nos controles
(10,7 IQR 1,6-17,9 vs. 4,3 IQR 1,3-6,1 vs. 0,8 IQR 0,5-1,1, p<0,001para mdultiplas

comparacoes — valores em ng/mg de creatinina)- veja figura 7.
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Figura 7:Medianas e intervalos interquartis do uKIM-1 nos controles e nos

pacientes com e sem LRA
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5.4 KIM-1 urinério prediz LRA ap6s quimioterapia nefrotoxica

A discriminacdo entre os pacientes que desenvolveram e 0S que né&o
desenvolveram LRA foi calculada em 24, 48, 72, 96hs, uma e duas semanas apos a
administracdo da droga (tab.4 e fig.8). Embora a melhor capacidade de
discriminacdo do uKIM-1 tenha ocorrido quando a LRA foi diagnosticada em até uma
semana apds a administracdo da droga, boa capacidade discriminatoria foi
verificada em toda coorte, com AUC-ROC muito semelhante, nos diferentes
momentos em que a LRA foi considerada. O tempo médio para 0s pacientes
apresentarem qualquer aumento na CrS apos a quimioterapia foi de 4 dias (IQR2-4),
assim o uKIM-1 se elevou pelo menos 24 horas antes dos critérios de LRA na
maioria dos pacientes.Entretanto quando a coorte foi dividida de acordo com a
guimioterapia utilizada, uKIM-1 nao teve uma boa capacidade de discriminagao para
0S pacientes que receberam quimioterapia baseada em platina(AUC-ROC 0,57
95%Cl 0,22-0,73).



41

Para os pacientes que receberam MTX, houve uma correlagdo direta
significante entre os niveis séricos de MTX 24h apdés a infusdo e uKIM-1
(r=0,354,p=0,017),entretanto 0 MTX sérico teve apenas moderada capacidade de
discriminacdo em predizer LRAaté 2 semanas ap0s a administracdo do
farmaco(AUC-ROC 0,64 95%CI 0,49-0,83, p=0,057).

Foi também determinado o melhor nivel de ponto de corte de uKIM-1 com
maior capacidade discriminatoria em predizer LRA que foi de 6,2 ng/mg de
creatinina. Odesempenho de uKIM-1 como biomarcador de LRA foi validado atraves
do calculo de sensibilidade, especificidade, VPP, VPN, bem como da razdo de
verossimilhanca (LR+ e LR-). Os valores sdo mostrados na Tabela 5. O uKIM-1 teve
uma excelente especificidade e uma boa sensibilidade como biomarcador de LRA

nos pacientes que receberam quimioterapia nefrotéxica.

Tabela 4: Capacidade de discriminacédo do uKIM-1 nos diferentes momentos em que

a LRA foi diagnosticada.

Coorte completa

AUC-ROC 95%ClI
LRA ap0s 24hs 0,71 0,51-0,92
LRA apos 48hs 0,74 0,56-0,91
LRA ap0s 72hs 0,74 0,57-0,91
LRA ap6s 96hs 0,73 0,57-0,89
LRA apds 1 semana 0,82 0,66-0,95

LRA ap6s 2 semanas 0,75 0,62-0,89
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Tabela 5 Capacidade diagnostica do uKIM-1. Valor de ponto de corte de 6,2 hg/mg
de creatinina

Capacidade Diagnostica Valor 95% interval de
confianca
Sensibilidade (%) 73,1 52,2-88,4
Especificidade (%) 92,1 78,6-98,3
Valor preditivo positivo (%) 86,3 65,1-97 1
Valor preditivo negativo(%) 83,3 68,6-93,0
Razao de verossimilhanca 9.3 3,1-28,1
positiva
Razao de verossimilhanca 0,29 0,15-0,55
negativa

Figura 8: Capacidade de discriminacédo do uKIM-1 para LRA em 24hs e 1 semana
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5.5 uKIM-1e prejuizo renal alongo prazo

Dos 21 pacientes que desenvolveram LRA, 7 (33,3%) tiveram insuficiéncia
renal persistente apds 3 meses de seguimento. Os pacientes com recuperacao
completa da LRA tiveram menor nivel de uKIM-1 no inicio (15,5 IQR 10,4-17,0 vs.
6,9 IQR 1,7-18,8, p=0,02 — valores em ng / mg de creatinina). Mesmo dosado 24
horas apos a infusdo da droga, uKIM-1 teve uma boa capacidade de discriminagcéo
em predizer insuficiéncia renal persistente apés trés meses (AUC-ROC 0,72 95%CI
0,54-0,91).
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6. DISCUSSAO

No presente estudo, uKIM-1 foi avaliado em criancas 24 horas apés o inicio
da infusdo de MTX ou quimioterapia baseada em platina. Foi demonstrado que
uKIM-1 teve boa capacidade discriminatoria em predizer a ocorréncia de LRA nos
primeiros 14 dias apds o tratamento antineoplasico nefrotoxico.

Na ultima década, os biomarcadores urinarios surgiram como uma ferramenta
atil na estratificacdo de risco e no diagnostico LRA, tornando possivel o diagndstico
de leséo renal antes de qualquer elevacdo da CrS. Em criancas, diversos estudos
tém avaliado o papel dos biomarcadores renais plasmaticos e urinarios em
diferentes ambientes clinicos. Apds cirurgia cardiaca, por exemplo, tem sido
demonstrado que a sNGALaumenta 2 horas apds a circulacdo extracorporea tendo
um aumento precoce nos pacientes com LRA (BOJAN et al.,2014).Além disso,
NGAL foi capaz de discriminar LRA grave em criangcas com sepse na UTI(BASU et
al., 2014).Na emergénciapediatrica, NGAL também se mostrou eficaz em predizer
LRA (DU et al., 2011).

Em criancas com cancer, um estudo prospectivo avaliou 20 pacientescom
diagnostico recente de LLA que receberam altas doses de MTX entre setembro de
2011 e junho de 2013. De acordo com o NOPHO (The Nordic Society of
PediatricHematology and Oncology 2008), MTX foi administrado por via intravenosa
em infus&o continua por 24 horas numa dose de 5g / m%. Os niveis de SNGAL foram
dosadas 24-48 horas antes do tratamento e 24, 36, 48, e 72 horas ap6s o inicio da
infusdo deMTX. Em seguida, foi medida diariamente, até a concentracdo de MTX
ficar abaixo de 0,1 mmol / L. N&o ocorreram alteracdes na CrS durante ou apés as
infusbes MTX. N&o houve alteragbes significativas nos niveis plasmaticos ou
urinarios de sSNGAL durante o tratamento com MTX (YLINEN et al., 2014).

Outro estudo realizado em adultos com céancer avaliou 34 pacientes em uso
de quimioterapia (QT) baseada em cisplatina. Os niveis de sNGAL foram dosados
antes e apos a infusé@o de cisplatina no primeiro e no terceiro ciclo de QT. Nao houve
correlacdo entre os niveis de sNGAL e os niveis de CrS, nem com a fungéo renal

estimada através das formulas MDRD (Modification of Diet in Renal Disease) e
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Cockcroft-Gault. O estudo conclui que SNGAL n&do € um bom biomarcador precoce
de nefrotoxicidade induzida pela cisplatina (KOS et al., 2013).

Embora atualmente NGAL seja um dos mais promissores biomarcadores
renais, quando avaliado em criancas recebendo altas doses de MTX (YLINEN et al.,
2014) ou em adultos sob quimioterapia baseada em platina (KOS et al., 2013), ndo
houve diferenca nos seus niveis plasméticos antes e depois dos pacientes
receberem o tratamento, limitando o seu uso como uma ferramenta diagndstica.

Em relacdo aouKIM-1como uma ferramenta diagnostica de LRA em criancas,
os dados sdo mais limitados. Quando usado no centro de emergéncia pediatrica,
uKIM-1 teve, na melhor das hipéteses, uma capacidade de discriminacdo modesta
na previsdo LRA estagio 2(DU et al., 2011). Apbés a cirurgia cardiaca, uKIM-
1ltambém parece ser inferior a NGAL na predicdo de LRA (ZAPPITELLI et al., 2015).

SHAO et al (2014) realizaram uma meta- andlise avaliando o valor
diagnéstico de uKIM-1 na LRA.Um total de 2.979 pacientes de 11 estudos elegiveis
foram incluidos na analisesendo 5 coortes prospectivas, 2 estudos transversais e 4
estudos caso-controle. Dos 11 estudos, 3 foram na populacédo pediatrica (2 na UTI
neonatal e 1 apds cirurgia cardiaca). Os estudos foram realizados de2008 a 2013. A
sensibilidade estimada de uKIM-1 para a diagnéstico de LRA foi de 74 % (IC 95%,
61% -84%) e especificidade foi de 86 % (IC 95%, 74% -93%). A analise SROC
mostrou uma AUC de 0,86 (0,83-0,89). Estudos em varias populacdes diferentes, as
diferentes definicbes de LRA e o uso dos niveis de CrS como padrdo podem ter
influenciado no diagnéstico de LRA. Além disso, o relativo pequeno numero de
estudos e a heterogeneidade deles também pode ter afetado a avaliacdo. Apesar
das limitacbes, o estudo conclui que o uKIM-1 pode ser um promissor biomarcador
para a detec¢do precoce de LRA com consideravel valor preditivo.

Nas criangas em tratamento com antineoplasicos nefrotoxicos, a incidéncia de
LRA utilizando as defini¢bes do pRIFLE ou do KDIGO é amplamente desconhecida.
Alguns estudos, tém sugerido que a infusdode altas doses de MTXtem
poucarelevancia clinicaem comprometera TFGe que LRA clinicamente
significativaesteve presente em apenasl,8%dos pacientes.(WIEDEMANN et al.,
2004). Porém esses estudos usaram diferentes sistemas de classificacdo de LRA e
nao levaram a CrS basal em consideracdo. Por outro lado, no presente estudo,
usando a definicdo do KDIGO, foi detectadoquemais de 40% dos pacientes

desenvolveramLRAapods a infusdo dealtas doses de MTX.Mesmo em criangas sem
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elevacdo significativa da CrS, o uKIM-1 foi mais elevado do que nos controles,
demonstrando que a lesao tubular renal pode ser ainda mais prevalente. Como dito
anteriormente, a lesdo renal pode piorar o prognostico ndo somente pela LRA em
si,mas também pela elevacédo das concentracdes plasmatica de MTX provocando o
aumento das outras toxicidades desse antineoplasico. Em relacdo a quimioterapia
baseada em platina, foi divulgado uma incidéncia menor, porém nao desprezivel, de
LRA.Para o nosso melhor conhecimento, NGAL tem sido o Unico biomarcador renal
testado em criancas recebendo drogas antineoplasicas nefrotoxicas(YLINEN et al.,
2014).Na verdade,ndo foi possivel identificarqualquer
outrainvestigacdosobrebiomarcadoresrenais  emcriangas  expostas  adrogas
nefrotéxicas, incluindo agentes antimicrobianos.

KIM-1 é expressonas células do tabuloproximal e parece promover a
remocaode células apoptoticasenecréticas. Apds a lesdo, ocorre 0 aumento da
expressdo de KIM-1 que é liberada na urina e no espaco extracelular (CHARLTON,
PORTILLA, OKUSA, 2014). A nefrotoxicidade induzida pelos derivados de platina
estd associada a apoptose, necrose e inflamacdo que ocorrem no tabulo proximal
renal (PABLA, DONG, 2008). Essa fisiopatologia de base faz do biomarcador KIM-1
um potencial candidato. Entretanto, no presente estudo, foi divulgado que uKIM-1
ndo teve uma boa capacidade discriminatéria em predizer nefrotoxicidade pelos
derivados de platina. Como dito anteriormente, ndo ha nenhum estudo em criancas
avaliando o potencial de uKIM-1 no diagnéstico precoce de LRA relacionada a
nefrotoxicidade. TEKCE et al (2015) realizaram um estudo prospectivo com 22
adultos em uso de cisplatina. Os niveis de sKIM-1le uKIM-1 foram dosados em 4
diferentes periodos: antes do tratamento, no primeiro, no terceiro e no quinto dia
apo0s o tratamento. Os niveis de uKIM-1 no primeiro dia ap6s o tratamento
aumentaram significativamente nos pacientes com LRA em relagdo aos niveis antes
do tratamento nesses mesmos pacientes (P=0,009) e em relacédo aos pacientes sem
LRA (P=0,008). O uKIM-1 no primeiro dia apés o tratamento foi preditor de LRA com
87,5% de sensibilidade e 93,3% de especificidade (AUC = 0,94). Nao houve
alteracdes significativas nas concentragdes séricas de KIM-1. O estudo conclui que
as concentragdes urinarias de KIM-1 podem predizer LRA induzida pela cisplatina
precocemente com alta sensibilidade e especificidade. O uKIM -1 foi capaz de

prever LRA em adultos recebendo cisplatina, provavelmente porgue esses autores
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tiveram uma incidéncia de LRA de 40%, quase trés vezes maior do que a que foi
divulgada em criangas no presente estudo (15%).

Finalmente, foi demonstrado que o uKIM-1 pode tambémpreverrecuperacao
completaoundo da LRA. Esta informacéo temvalorno planejamento dosprotocolos de
quimioterapiafuturos enoseguimentodesses pacientes, tendo em vista asnovas
descobertas sobreas consequénciasnefastasa longo prazo dalLRA.A deteccao
precoce dos pacientes em risco de desenvolver LRA submetidos a quimioterapia
nefrotéxica pode levar a melhor vigilancia clinica, prevencédo da toxicidade renal
adicional e das complicacdes relacionadas.

Esse estudo tem varias limitagcdes. N&o foi realizada nenhuma comparacéo
com outros biomarcadores, embora estudos prévios demonstraram que NGAL falhou
em predizer nefrotoxicidade induzida por MTX.Além disso, somente 1 paciente teve
LRA severa (estagio 3), impedindode chegar a qualquerconclusdonestesubconjunto
especifico. Entretanto, a mais importante limitacdo € o numero reduzido de
pacientes.Ndo ha a intencédo de concluir que o uKIM-1 é um biomarcador valido na
nefrotoxicidade induzida por quimioterapia nefrotdxica, mas essa coorte abre novas

perspectivas no uso de biomarcadores renais na LRA relacionada a nefrotoxicidade.
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7. CONCLUSAO

Em concluséo, foi demonstrado, no presente estudo,que o KIM-1 urinario,
dosado 24 horas ap0s o inicio da infusdo da droga, tem potencial para detectar LRA
precocemente nos pacientes submetidos a quimioterapia nefrotoxica.Além disso, foi
demonstrado que o uKIM-1 pode também prever recuperagdo completa ou nédo da
LRA. Esta informacdo tem valor no planejamento dos protocolos de quimioterapia
futuros e no seguimento desses pacientes podendo melhorar a vigilancia clinica,
prevencao da toxicidade renal adicional e das complicagdes relacionadas. Essa
coorte deve ser vista como um estudo piloto que abre novas perspectivas no uso de

biomarcadores renais na LRA relacionada a nefrotoxicidade.
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