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RESUMO

A administracdo intravascular dos meios de contraste a base de iodo ¢ uma causa comum da
injuria renal aguda. Este estudo investigou se mudangas na concentragdo da Lipocalina
Urinaria Associada com Gelatinase de Neutréfilos Humanos (NGALu), antes e apods
angiografia coronariana eletiva, sdo capazes de prever o desenvolvimento da injuria renal
aguda, independentemente de pontos de corte previamente estabelecidos. Foram avaliados
125 pacientes ambulatoriais submetidos a cinecoronariografia eletiva. Os pacientes foram
divididos em dois subgrupos; G; (n=103), pacientes com alteragdes nos valores da creatinina
sérica < 0,3 mg/dL e G, (n=22), aqueles em que a creatinina sérica se elevou > 0,3 mg/dL. O
endpoint primario dessa pesquisa foi a injaria renal aguda definida pelo acute kidney injury
network estdgio 1. Foram realizadas dosagens da Lipocalina urindria Associada com
Gelatinase de Neutrofilos imediatamente antes, 2 e 4 horas apds a cinecoronariografia. Para
determinar a sensibilidade e especificidade das variagdes absolutas e relativas de NGALu
utilizamos receiver operating characteristic (ROC). Com base na curva ROC para diferenga
relativa no NGALu antes e apds a angiografia coronariana eletiva, um aumento de 50% no
valor do NGALu apds o procedimento, foi 60% sensivel e 81% especifico para detec¢do da
injuria renal aguda. A drea sob a curva para diferenca relativa 2 horas apos a
cinecoronariografia foi 0,82. Variagdes percentuais na concentracdo de NGALu foram
capazes de prever a injuria renal aguda 2 horas apds a angiografia coronariana

independentemente de pontos de corte estabelecido em valores absolutos.

Palavras-chave: NGALu. IRA. Teste da fungdo renal. Creatinina sérica



Abstract

The intravascular administration of iodine-based contrast media is a common cause of acute
kidney injury (AKI). This study investigated whether changes in the urinary concentration of
neutrophil gelatinase-associated lipocalin (uUNGAL) before and after coronary angiography
they are able to predict the development of AKI independently of previously established
absolute cut-off values. A total of 125 outpatients undergoing elective coronary angiography
were enrolled and divided into 2 subgroups: G; (n = 103), patients with changes in their
serum creatinine after coronary angiography of < 0.3 mg/dL, and G, (n = 22), patients with
changes in their serum creatinine after coronary angiography > 0.3 mg/dL. The primary study
endpoint was AKI defined as AKI network stages 1. uNGAL was measured before coronary
arteriography and 2 and 4 hours afterwards. To determine the sensitivity and specificity for
the absolute and relative variations of uUNGAL, a receiver operator characteristic (ROC) curve
analysis was performed. Based on the ROC curve for the relative difference in uNGAL before
and after coronary angiography, a 50% increase in the uUNGAL value over baseline was 60%
sensitive and 81% specific for AKI. The area under the curve for relative differences 2 hours
after coronary angiography was 0.82. The percentage variations in the concentration of

uNGAL detected the early stages of AKI regardless of the absolute cut-off established.

Keywords: uNGAL, AKI, AKIN, serum creatinine
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INTRODUCAO

Os recentes avangos tecnoldgicos observados nos procedimentos de radiodiagnostico e
nas intervengdes percutaneas, somados ao aumento da expectativa de vida, fizeram com que o
nimero de individuos submetidos a exames que utilizam meios de contraste iodado
aumentasse de modo significativo nas ultimas décadas. A administracdo dos meios de
contraste a base de iodo continua a ser uma das principais causas de lesdo renal aguda de
origem iatrogénica, resultando em hospitaliza¢des prolongadas (MCCULLOUGH, 2008;
XUE et al., 2006; BRIVET et al., 1996; KAUFMAN et al., 1991; LIANO et al., 1996;
FISHER et al., 2005); BERG, 2000; SOLOMON,1998).

A patogénese da injuria renal aguda ndo ¢ completamente entendida e, entre os
mecanismos propostos, estdo incluidos: toxidade direta do contraste, o estresse oxidativo, a
isquemia e obstrucdes tubulares. O aumento das pressdes intratubular e perivascular
consequentes a diurese osmotica, a liberagdo de substincias vasoconstrictoras, como a
adenosina e endotelina, as reducdes do 6xido nitrico e de prostaglandinas, promovem hipoxia
e injuria das células tubulares. Entre os principais fatores de risco para injuria renal aguda ja
identificados, estdo os pacientes idosos, a presenca de diabetes mellitus, o uso de anti-
inflamatorios, estados hipovolémicos e a quantidade de contraste utilizada (PUCELIKOVA

et. al, 2008; FISHER et al., 2005).

A injuaria renal aguda (IRA) ¢ uma doenga complexa com varias defini¢des. Kellum et
al.(2002) em revisdo realizada, encontraram mais de 30 classificagdes distintas para o
diagnostico da IRA e concluiram que ndo havia padronizagao para o diagndstico da disfuncao
renal aguda. BELLOMO et al. (2004) estabeleceram critérios uniformes, especificos e mais
sensiveis do que as inumeras defini¢des até entdo utilizadas, estraficadas em estagios como
risco, injuria, insuficiéncia, perda de fun¢do e estagio final (RIFLE), baseada nas varia¢des da

creatinina sérica e no débito urinario.

No intuito de simplificar o RIFLE, um grupo de especialistas multidisciplinares
reuniu-se em Amsterdam, em setembro de 2005, formando o Acute Kidney Injury Network
(AKIN) que propds novos critérios para a classificagdo da IRA, publicado por Mehta et al.
(2007). A injuria renal aguda foi definida em trés estagios evolutivos assim classificados:
estagio 1, em que a creatinina sérica aumenta 1,5 vezes os seus valores basais ou aumento >
0,3 mg/dl ou o débito urinario < 0.5 ml/kg/h por mais que 6 h; estagio 2, no qual a creatinina

sérica aumenta duas vezes os seus valores basais ou o débito urindrio < 0.5 ml/kg/h por mais
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de doze horas e, finalmente estagio 3, em que a creatinina sérica aumenta de trés a quatro
vezes os seus valores basais ou o débito urindrio < 0.3 ml/kg/h, por mais que 24 horas ou
anuria por mais de doze horas. Tais defini¢des tém sido validadas em milhares de pacientes
(KADIGO, 2012). Por detectar menores alteragdes nos niveis séricos de creatinina, o AKIN

parece ter maior sensibilidade do que o RIFLE no diagnéstico da IRA (MEHTA et al. 2007).

Na pratica clinica, tanto para o AKIN quanto para outras classifica¢des, o diagnostico
da injaria renal aguda ¢ baseado nas alteragdes da creatinina sérica, que ¢ um marcador
influenciado pelos seguintes fatores: idade, raga, género, massa muscular, metabolismo,
estado nutricional, hidratacdo e medicacdes em uso (SWEDKO et al., 2003). A creatinina
sérica ¢ também considerada como marcadora tardia da func¢ao renal, porque as alteracdes nos
seus valores podem ocorrer de 24 a 48 horas apds o insulto renal agudo, impossibilitando
corregdes precoces. Essas limitagdes fizeram com que os pesquisadores procurassem
biomarcadores ideais para o diagndstico da IRA, que tivessem as seguintes caracteristicas: ter
baixo custo, ndo ser invasivo, ter boa sensibilidade e especificidade, ser facilmente dosado e
diagnosticar a injuria renal o mais precocemente possivel. Entre os mais estudados até o
momento, destacamos KIM-1 (Kidney Injury Molecule), Cistatina C sérica , IL 18
(Interleucina 18), L-FABP (Liver-Type Fatty Acid Binding Protein) ¢ NGAL (neutrofil-

gelatinase associada a lipocalina).

KIM-1 ¢ uma molécula de adesdo celular epitelial, expressa em baixos niveis nos
tubulos renais em situacdes normais, mas que aumenta dramaticamente apos quadros
isquémicos. A KIM-1 urindria ¢ considerada marcadora precoce da IRA, que se compara
favoravelmente a enzimas tubulares convencionais. O aumento das expressdes teciduais e
urinarias da KIM-1 foi mensurado apos diferentes doses de substancias nefrotoxicas, tais
como cisplatina, acido félico, cddmio, gentamicina, mercurio e cromio. O KIM-1 revelou-se o
biomarcador mais sensivel para a deteccdo da nefropatia induzida pela cisplatina. Além disso,
mostrou habilidade em discriminar a necrose tubular aguda das nefrites intersticiais,
nefropatias obstrutivas e azotemias pré-renais (ICHIMURA et al., 1998; VAIDYA et al.,
2006; HAN et al.,2002; VAIDYA et al., 2009; ICHIMURA et al.,2008; VINKEN et al.,
2012).

A Cistatina C sérica ¢ produzida por todas as células nucleadas. E um polipeptidio
com 120 aminoécidos, filtrada pelos glomérulos e completamente reabsorvida pelas células

tubulares proximais; ndo ¢ secretada pelos tibulos renais. Dessa maneira, algumas das
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limitagdes da creatinina sérica, como massa muscular, dieta, sexo, secre¢ao tubular e elevagao
tardia dos seus valores frente a insultos agudos podem ndo ser um problema para a cistatina C.

Portanto, a cistatina C ¢ uma marcadora da TFG que, se comparada a creatinina sérica, tem

algumas vantagens adicionais (DHARNIDHARKA et al., 2002.; JUNG et al., 1995).

A Interleucina 18 ¢ uma citocina pro-inflamatoria, prototipo da superfamilia das
quimocinas, de baixo peso molecular (23kDa), encontrada em vérios tecidos, incluindo
células como mondcitos, macrofagos e células epiteliais tubulares. A IL 18 ativa reacgdes
enzimaticas, liberando a caspase-1 que promove acdes deletérias no epitélio tubular. Os niveis
da IL 18 foram avaliados em 50 pacientes com necrose tubular aguda, azotemia pré-renal,
infeccdo urindria e doenga renal cronica. O resultado demonstrou que os niveis da IL-18
foram significantemente mais elevados nos pacientes com necrose tubular aguda quando
comparadas a outros grupos (MELNIKOV et al., 2001; MELNIKOV et al., 2002; WANG et
al.,2012; ELDESTEIN et al.,2007; PARIKH et al., 2004).

A Liver-Type Fatty Acid Binding Protein (L-FABP) ¢ um membro da familia dos
carreadores dos acidos gordurosos e outras substancias lipofilicas, tais como eicosanoides e
retinoides. A L-FABP facilita a transferéncias de 4cidos gordurosos entre as membranas extra
e intracelulares. Foi correlacionada com a intensidade do dano tibulo-intersticial renal apds a
nefropatia induzida por acido folico. Sua excrecdo e expressdo foram demonstradas em
estudos experimentais na injuria renal aguda. Na IRA isquémica, mesmo pequenas doses de
cisplatina, elevaram a L-FABP urinaria de modo exponencial. Tem sido investigada apds
cirurgia cardiaca e sua elevacdo foi considerada um fator de risco independente para IRA,
com area sob a curva de 0,8, sensibilidade de 70% e especificidade de 68%. A L-FABP tem
sido investigada em varias situagdes clinicas, tais como pacientes com e sem choque séptico e
apos transplante renal (NEGISHI et al., 2009; PORTILLA ef al., 2008; YAMAMOTO et al.,
2007).

Entre os considerados novos biomarcadores da IRA, destaca-se a Lipocalina
Associada com Gelatinase de Neutrofilos (NGAL), que ¢ uma proteina de baixo peso
molecular (25 kDa) primeiramente identificada como peptideo ligada a gelatinase nos
granulos de neutrdfilos. NGAL ¢ um dos componentes criticos da imunidade inata contra
infecgdes bacterianas e expressa em hepatocitos e células tubulares renais em varias
patologias. E também prontamente excretada e detectada na urina, resistente a degradacio e

secretada no ramo ascendente da alga de Henle. Esta presente nos rins, nos pulmdes, no
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intestino e, apds lesdo isquémica renal, sua concentracdo aumenta no sangue € urina. Seus
valores diminuem rapidamente a partir da atenuagdo do insulto renal. Além disso, NGAL ¢
capaz de impedir apoptose durante o processo de recuperacdo tubular e aumenta a
proliferacdo de células epiteliais renais. NGAL ¢ sintetizado e secretado pelas células
tubulares proximais e distais, além de ser livremente filtrado pelo glomérulo (MISHRA et al,,

2003; SUPAVEKIN; et al., 2003; HIRSCH et al., 2007)

NGAL, diferentemente de outros biomarcadores da IRA, como a creatinina sérica, tem
resposta rapida aos insultos tubulares, podendo identificar a injlria renal precocemente. O
papel endogeno do NGAL nao ¢ completamente entendido, contudo, parece estar envolvido
com o transporte de ferro das células epiteliais tubulares proximais. Estudos experimentais
demonstraram um efeito renoprotetor quando se administra NGAL na injaria renal aguda
(MISHRA et al., 2003; MORI et al.,2005). O aparecimento de NGAL na urina ap6s o insulto
renal precede outros biomarcadores convencionais tais como N-acetil beta D glucosaminidase
e beta 2 microglobulina. MISHRA et al. (2003) detectaram o NGAL na urina de
camundongos em estdgios precoces da injuria renal induzida por cisplatina. Esses estudos
demonstraram que NGAL ¢ um marcador precoce, sensivel e ndo invasivo para o diagnostico

da IRA experimental.

MISHRA et al.(2003) estudaram criangas apos cirurgia cardiaca e demonstraram um
alto valor preditivo na deteccdo da IRA, ao dosarem as concentracdes de NGAL sérico e
urinario. Nesse estudo, 71 criangas submetidas a by-pass cardiopulmonar foram estudadas e
vinte delas desenvolveram injlria renal aguda, ao passo que o diagnostico da IRA pela
creatinina sérica s6 foi possivel de um a trés dias apos a cirurgia. Os valores de NGAL
urinario aumentaram de 1,6 mg/L para 147 mg/L duas horas apos a cirurgia. O mesmo
ocorreu com o NGAL sérico que se elevou de 3,2 para 61 mg/L. Dessa maneira, NGAL
demonstrou uma performance proxima a perfeita para identificacdo da IRA com &rea sob a

curva 0,9 e 1.0 respectivamente.

NGAL também pode ser considerado um marcador sensivel e precoce da IRA apoés a
administracio dos meios de contrastes para realizagdo da cinecoronariografia.
BACHORZEWSKA et al. (2006) encontraram aumento significante nas dosagens séricas e
urinarias do NGAL efetuadas antes e apds o uso dos contraste. Em relacdo ao NGAL sérico,
as modifica¢des foram detectadas duas e quatro horas apds, enquanto em relacdo ao NGAL

urinario, as alteracdes foram detectadas quatro e doze horas apds o uso do contraste.
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Se, por um lado, NGAL esta entre os mais promissores biomarcadores da injuria renal
aguda (MORI et al., 2005; MISHRA et al., 2005; BACHORZEWSKA-GAJEWSKA et al.,
2006), por outro, existem dividas quanto a sua acuracia em prever a IRA. Haase ef al. (2009)
atribuiram a falta de robustez do NGAL em detectar a IRA ao fato de ndo existir um ponto de
corte bem estabelecido, resultando em observagdes conflitantes na predi¢ao e diagnostico do

insulto renal agudo.

Estudos avaliando as variagdes do NGAL urinario frente a insultos renais que resultam
na IRA, em seus estagios iniciais (1 e 2 do AKIN) sdo pouco frequentes na literatura médica.
O que se observa sdo estudos em que a dosagem do NGAL ¢ realizada em situagdes clinicas
com a injuria renal instalada, pouca atencdo as variagdes percentuais entre as dosagens do

NGAL, e a utilizagdo de pontos de corte em seus valores absolutos.

Objetivo

O objetivo do presente estudo foi avaliar se as variagdes percentuais do NGALu antes

e apos a cinecoronariografia sdo capazes de prever o desenvolvimento de IRA.
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1. MATERIAIS E METODOS

1.1 Selecido dos pacientes

Estudo observacional, prospectivo, duplo cego. Foram selecionados 150 pacientes (74
homens e 76 mulheres), no periodo de abril a setembro de 2011, admitidos no Instituto do
Coragao do Triangulo (ICT), para realiza¢ao de cateterismo cardiaco eletivo. Esta dissertagao
foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Uberlandia, de

acordo com a andlise final 368/11 do protocolo 380/10 (anexo).

1.1.1 Critérios de inclusao

Foram incluidos no estudo os pacientes com:

- Indicacdo eletiva de cateterismo cardiaco, por suspeita de doenca corondria
isquémica;

- Idade superior a dezoito anos;

- Taxa de filtragdo glomerular estimada superior ou igual a 60 ml/min/1.73 m*

1.1.2 Critérios de exclusao

Foram excluidos os pacientes que:

- Nao cumpriram o protocolo completamente;

- Estavam em uso de anti-inflamatérios ndo hormonais por, no minimo, trés meses;

- Apresentaram histéria prévia de alergia ao contraste iodado;

- Apresentavam instabilidade hemodinadmica sistémica e/ou renal;

- Apresentaram problemas técnicos ou perda de qualquer amostra de urina e ou
sangue;

- Nao assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE);

- Apresentavam infeccdo urindria;
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- Apresentavam valores de NGALu antes da cinecoronariografia maiores que 100

ng/ml

1.2 Protocolo do estudo

O protocolo foi dividido em quatro etapas sequenciais. A Figura 1 apresenta o

esquema geral do protocolo com suas respectivas etapas

FIGURA 1 Desenho geral do estudo

1% etapa 2% etapa 3 etapa 4" etapa
2h apés 48h
Cateterismo Apés o
NGALu, cateterismo
cr,
4 a 6h apés o
cateterismo .
NGALu, 7 dias
apos o
cateterismo
cry
TC,LE, . Cateterismo Coleta sangue Coleta Sangue
CQol::tS;“s’:z;:loe Contraste Hidratagao
(cr,) urina v atd
(NGALu,)
SSvv

1.2.1 Primeira Etapa

Coleta de dados clinicos e antropométricos

G,
Grupo em que
a creatinina
nao se elevou
<0,3 n=103

G,
Grupo em que a
creatinina se
levou > 0,3 n=22

A primeira etapa foi considerada o periodo compreendido entre a admissdo hospitalar e o

encaminhamento do paciente para a sala de cateterismo. Nesta etapa, foi aplicado o TCLE.

Foram realizadas avalia¢des clinico-ambulatoriais e coletados os seguintes dados: (a) historia

clinica; (b) medicagdes em uso; (c) género (d) idade (anos); (e) peso atual (Kg); (f) altura (m);
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(g) pressao arterial sist€émica braquial (mmHg).

Durante a historia clinica, os pacientes foram questionados sobre a presenca ou nao de
fatores de riscos cardiovasculares tais como: Hipertensdo Arterial Sistémica (HAS), Diabetes
Mellitus (DM), dislipidemia e antecedentes familiares de doenca coronariana.

Os pacientes foram questionados sobre processos alérgicos referentes ao uso prévio de
contrastes iodados. Aqueles com historico de alergia prévia ao iodo ndo foram incluidos nesta
pesquisa. Foram anotados todos os medicamentos dos quais o paciente fazia uso e separados
em classes como: inibidores da enzima conversora de angiotensina (IECA), antagonistas dos
receptores de angio II (BRA), diuréticos, betabloqueadores, anti-hipertensivos que interferem
no sistema nervoso simpatico, bloqueadores de canais de célcio, vasodilatadores,
bloqueadores adrenérgicos alfa, bloqueadores adrenérgicos beta, inibidores da bomba de

hidrogénio e metformina.

FIGURA 2 Esquema da primeira etapa

1% etapa

150 pacientes

TCLE
Questionario

Coleta sangue
(creatinina)
Urina (NGAL)
SSvVv

2% etapa

150 pacientes

Nesta etapa, foi puncionada veia no membro superior esquerdo (MSE) e coletados 5

ml de sangue para dosagem da creatinina sérica basal (Cr;). Também foi coletada amostra de
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urina por meio de micgdo espontinea para dosagem de NGAL urindrio (NGALu,) e para

deteccdo de infecg@o urinaria. O esquema da primeira etapa esta ilustrado na Figura 2.

1.2.2 Segunda etapa

Realizacio do cateterismo cardiaco

A segunda etapa foi considerada como o periodo que se inicia com o cateterismo e
termina com o fim do procedimento. O cateterismo foi realizado por duas vias, femoral ou
radial. Quando realizado pela via femoral, o cateter utilizado foi o Judkins de esquerda,

Judkins de direita e Pigtail, calibre SF da marca Merit® (Galway, Irlanda).

FIGURA 3 Desenho da segunda etapa

2% etapa

150 pacientes

Cateterismo
Contraste
SSVV

3% etapa

150 pacientes

Nos casos realizados pela via radial, o cateter foi o Tigrad da marca Terumo® (Toquio,
Japdo). A cinecoronariografia foi realizada com anestesia local, xilocaina 2% sem vaso
constritor. O contraste escolhido foi o i6nico do tipo hiperosmolar, Pielograf® Justina
Bayer (Sao Paulo, Brasil). A média do volume de contraste utilizado foi 71.0 + 48 ml (30 a
247 ml). Apods o procedimento, o paciente foi encaminhado a sala de recuperacdo, o

esquema da segunda etapa estd ilustrado na Figura 3
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1.2.3 Terceira etapa

A terceira etapa foi considerada o periodo que se inicia no término do cateterismo e
finda com a alta hospitalar, geralmente quatro a seis horas apos o procedimento. Foi
novamente coletada amostra de urina, por meio de mic¢do espontinea para dosagem de
NGAL urinario (NGALu,), duas horas apds o procedimento. Foi coletada amostra de urina
também por micc¢ao espontanea para dosagem NGAL urinario (NGALu3) quatro a seis horas
apos o procedimento. Durante a terceira etapa, foram avaliados os sinais vitais (SSVV) a cada

duas horas (Figura 4).

FIGURA 4 Desenho da terceira etapa

3? etapa

150 pacientes

2h apés
o cateterismo

NGALu,
SSVV

4 a 6h apos
o cateterismo
NGALu,
SSVvV

Hidratacao

4? etapa
150 pacientes

Durante a terceira etapa, também foi realizada a hidratagcdo oral e venosa (SF 0,9%)
dos pacientes como protocolo padrdo preventivo de nefropatia por contraste e administrados,
no minimo, 1000 ml de liquidos (agua, dois copos, e soro fisioldgico 0,9% 500 ml), durante o
periodo. Apos a alta hospitalar, a hidratagdo foi orientada até o terceiro dia, com ingestdo de

pelo menos dois litros de dgua por dia.
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1.2.4 Quarta etapa

A quarta etapa foi considerada o periodo desde a alta hospitalar até sete dias apods o
cateterismo. O paciente retornou ao servi¢o de hemodinamica 48 horas apos o procedimento
quando foram coletados 5 ml de sangue venoso em veia cefalica para dosagem da creatinina
(Cry) e volta apos sete dias, para coleta de nova amostra de sangue para a dosagem da (Cr3).
Frente a impossibilidade de o paciente retornar ao servi¢o, essa coleta foi realizada no
domicilio (Figura 5). Coletamos a terceira amostra de creatinina para confirmar se nenhum

pacientes apresentou progressao da IRA, estagios 2 e 3 do AKIN.

FIGURA 5 Desenho da quarta etapa

4* etapa
150 pacientes

15 pacientes excluidos por problemas

48 ap(_’)s o técnicos na amostra de creatinina e,
cateterismo 10 por problemas nas amostras
Coleta sangue de NGALu

(creatinina Cr,)

150
pacientes
Grupo ¢m, que
d&i a creatinina
7 dias nao se elevou
apo6s o cateterismo <0,3n=103

Coleta sangue
(creatinina Cry)

G,
Grup6 em
que a
creatinina
55y
Final da 4* etapa =

125 pacientes

Ap6s os resultados da creatinina sérica serem conhecidos, o grupo foi dividido em dois
subgrupos, G; e G, utilizando-se as diferengas entre os valores de Cr,-Cr;. O subgrupo G; foi
constituido por pacientes cujas variagdes da creatinina sérica ndo se elevou <0,3 mg/dl (n de
103 pacientes). O subgrupo G; foi constituido pelos pacientes cuja variagdes da creatinina foi
>0,3mg/dl, ( n de 22 pacientes). A Cr3 foi dosada no sétimo dia para confirmar se houve

agravamento da fungdo renal ( AKIN 2 e 3).
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1.3 Métodos
1.3.1 Dados clinicos e antropométricos

O peso e a altura foram obtidos por meio de mensuracdo em uma balanga
antropométrica mecanica da marca Welmy® e o indice de Massa Corporal (IMC) foi
calculado pela formula peso/altura (m) ao quadrado (OMS, 1997). A taxa de filtragdo
glomerular estimada foi calculada pela formula MDRD com quatro componentes: creatinina,
idade, raga e sexo (LEVEY et al.,1999). Os pacientes com o eTFG menor que 60 ml/min.1,73
ndo foram incluidos neste trabalho. A pressao arterial sistémica (PAS) foi obtida em triplicata
por método indireto utilizando-se esfigmomanometro aneroide da marca BD, Becton
Dickinson, Brasil. Os valores individuais representam a média obtida. Foi considerada a
pressdo sistolica registrada no primeiro ruido de Korotkoff e a pressdo arterial diastélica no
quarto ou quinto ruido. A aferi¢do foi feita com o paciente deitado, com, pelo menos, cinco

minutos de descanso.

1.3.2 Dados laboratoriais

Creatinina

O exame da creatinina foi realizado pelo método de Jaffé¢ modificado, em que ocorre
reacdo dessa molécula com picrato de so6dio e esse complexo ¢ submetido a analise
espectrofotométrica. A taxa de aumento na absorbancia a 500 nm de luz ¢ diretamente
proporcional a concentragdo da creatinina na amostra a ser dosada. Foi dosada no Laboratorio
de Analises Clinicas da UFU, com kit fornecido pela ABBOTT e no aparelho modelo
ARCHITECT. .

As faixas de referéncia foram de 0.72-1.25mg/dl (homem adulto) e 0.57-1.1 mg/dl
(mulher adulta) (FABINY; ERTINGHAUSEN, 1971).

1.3.3 Classificac¢ao utilizada
Os subgrupos G, e G; foram formados com base nos estagios 1 e 2 do Acute Kidney

Injury Network (AKIN), que considera estagio 1 aumento >0,3mg/dl ou aumento de 150%

para 200% e estagio 2, aumento > 200% para 300% do valor basal da creatinina sérica. Para
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avaliacdo dos estagios precoces da IRA, utilizou-se a classificacdo do AKIN que considera:

estagio 1, em que a creatinina sérica aumenta 1,5 vezes os seus valores basais ou aumento >

0,3 mg/dl ou o débito urinario < 0.5 ml/kg/h por mais que 6 h (MEHTA et al., 2007).

1.3.4 Prevaléncia, sensibilidade, especificidade

A prevaléncia da IRA na populagao estudada foi calculada por meio das variagdes da
Cr, — Cr; > 0,3 mg/dl. A sensibilidade e a especificidade foram obtidas pela curva ROC
(Receiver Operating Characteristic). Também foram avaliados os valores de creatinina sérica

apos 7 dias ( Cr3) com o objetivo de confirmar se ndo houve agravamento da funcao renal.

1.3.5 Neutrophil Gelatinase Associated Lipocalin — Lipocalina Associada a Neutrofilo-

gelatinase (NGAL)

A dosagem da NGAL urindria ¢ um imunoensaio de dois passos, utilizando a
tecnologia de quimiluminescéncia. No primeiro passo, a amostra ¢ o tampao de lavagem sao
combinados para criar uma dilui¢do da amostra de 1:10. Uma aliquota da amostra pré-diluida
¢ centrifugada com microparticulas paramagnéticas revestidas com anti-NGAL. No segundo
passo, o conjugado NGAL/anti-NGAL ¢ marcado com o acridina. A reacdo de
quimiluminescéncia resultante ¢ calculada em unidades relativas de luz (RLUs). Existe uma
relacdo entre a quantidade de NGAL na amostra e as RLUs detectadas pelo sistema 6ptico do
aparelho. O limite de quantificagdo pelo teste ¢ abaixo de 10 ng/mL, sendo o limite branco de
0,Ing/ml a 0,6ng/mL e o limite de detec¢do de 0,7 a 1,0 ng/mL. A variagdo intraensaio para
controles baixo, médio e alto foram, respectivamente, de 4.4%, 3% e 2.2 %. (SCHMIDT-OTT
et al.,; 2006, p. 238-249; DEVARAIJAN, 2006, p. 1503-20).

A dosagem de NGAL urinaria utilizou-se do kit fornecido pelo laboratorio ABBOTT e
no aparelho Architect 2000, no Laboratorio de Andlises Clinicas da UFU. As amostras de
NGAL foram coletadas e preparadas da seguinte forma:

A- Foram identificadas, por cddigo numérico, e centrifugadas todas as trés amostras

urina a 4.000 rpm, separando o sobrenadante. Dessa fragdo, foi realizado um exame padrdo de
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urina (EAS), apenas da primeira amostra (colhida, imediatamente antes do cateterismo
cardiaco), com finalidade de descartar casos com infec¢do do trato urindrio.

B- Essas amostras foram transferidas para um freezer cientifico a -80 graus
centigrados

C- Realizou-se a dosagem do NGAL urinario apds seis meses, quando todas as
amostras foram descongeladas e novamente centrifugadas. Todos esses procedimentos foram
realizados no mesmo momento e sob as mesmas condi¢gdes e pelo mesmo técnico. Nos casos
em que houve perda de algumas das amostras de NGAL 1, 2 ou 3, os dados desses pacientes
ndo foram incluidos no presente trabalho. Foram excluidos os pacientes que apresentavam
NGAL basal (NGAL;) maior que 100 ng/ml, tais pacientes se incluidos ndo poderiam ser
considerados estagios inicias da IRA, como medida profilatica, apesar de ndo ser bem

estabelecido na literatura médica.

1.4 Riscos e beneficios

Os riscos deste protocolo sdo inerentes ao procedimento de cateterismo cardiaco, tais
como: sangramento ¢ hematoma no local da pungdo (femoral e/ou radial); pseudo-aneurisma
da artéria puncionada; ndusea, vomitos, cefaleia, disseccdo de corondria; reacdo alérgica ao
contraste iodado. Salientamos que a indicagdo do cateterismo foi feita por médicos nao
pertencentes ao grupo de pesquisa. Nao ha beneficio para os pacientes envolvidos. Todavia, o
beneficio deste estudo para a ciéncia ¢ que o NGAL pode ter valor prognostico sobre o

desenvolvimento ou ndo da injuria renal aguda induzida pelos meios de contrastes.

1.4.1 Interrupcio

Foi informado ao paciente o direito de retirar o consentimento a qualquer momento,
sem nenhum prejuizo do seu tratamento, como também lhe foi dado o direito da ndo coleta ou

realizacdo de qualquer um dos procedimentos do estudo.
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1.5 Analises estatisticas
1.5. Calculo amostral

O tamanho da amostra foi definido com base na prevaléncia da IRA na populacio
geral, apds a cinecoronariografia que, em média, ¢ de 3,3%, e formulou-se a hipotese de que,
detectada em estagios precoces, pode alcancar 3 vezes nessa populacdo. Assim, a amostra
ideal foi constituida de 125 pacientes. Contudo, incluiram-se 150 pacientes, a fim de
considerar as perdas aleatorias que poderiam ocorrer durante as etapas da pesquisa. A amostra
foi definida considerando um poder de 80%, com um nivel de significancia de 5% p=0,05 e
andlise bicaudal. Foi utilizado o programa STATA versao 12.0 (Harvard Medical School,
Texas, EUA).

1.5.2 Comparacio entre os grupos com e sem alteracdo segundo classificacido do padrio ouro

Para verificar diferengas entre os grupos, foram realizadas andlises descritivas e

utilizado o teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney.

As caracteristicas demograficas e clinicas foram descritas utilizando-se médias e
desvio padrao ou mediana e amplitudes de interquartis, dependendo da distribuicdo assumida
pelas variaveis. Foi utilizada a correlagdo de Spearman (para as variaveis continuas) e o teste
do qui-quadrado para varidveis categoricas. Para comparacdo entre médias e medianas,
utilizou-se ANOVA ou Friedman com o poés-teste de Dunn e a corre¢do de Bonferroni
conforme necessario. O nivel de significancia estatistica adotado foi <0,05 e o software

utilizado para as analises foi o Graph Pad Prisma versao 5.0.

1.5.3 Analise Curva ROC

Para defini¢do do melhor ponto de corte do NGALu para previsdo da injuria renal
aguda, foi utilizada a metodologia da curva ROC (Receiver Operating Characteristic). A
curva ROC ¢ uma representacdo grafica da sensibilidade versus 1- especificidade,
proporcionando a escolha do ponto de corte mais apropriado para definir um teste positivo. A

area abaixo da curva varia entre 0 e 1 e ¢ um indicador do quiao bom ¢ o indice em questao
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para distinguir um teste positivo. Uma area de 0,5 (linha diagonal) indica que o indice ndo

tem nenhum poder de predi¢@o e o valor 1 indica um perfeito poder de predicao.

Foi utilizado como padrdo ouro a altera¢do na creatinina sérica para defini¢do de um
teste positivo. Nessa andlise, calculou-se a area abaixo da curva e os pontos de corte com suas
respectivas sensibilidade e especificidade foram indicados, para escolha do pesquisador.
Foram destacados os pontos de corte cujos valores tém maior soma de sensibilidade e
especificidade, indicados na literatura como preferenciais. Em todas as andlises foi
considerado um nivel de significancia de 5% e foi utilizado o software estatistico SPSS versao

15.0.

1.5.4 Hipoteses

Foram formuladas duas hipoteses, respectivamente, Hy e H.

Hy: as variacdes de NGALu nas primeiras horas apo6s a infusdo de contraste iodado

ndo sdo capazes de detectar estagios iniciais da IRA.

H;. as variagdes de NGALu nas primeiras horas apds a infusdao de contraste iodado sio

capazes de detectar estagios iniciais da IRA.
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2. RESULTADOS

Os resultados obtidos sdo apresentados primeiramente em relacdo ao grupo geral e,

posteriormente, conforme as altera¢des da creatinina sérica nos subgrupos G; e Go.

2.1 Caracteristicas clinicas laboratoriais e medica¢des dos pacientes estudados

Como se pode observar na Tabela 1, em relagdo aos fatores de risco pesquisados,
percebe-se que, no grupo geral, 27,6% dos pacientes eram tabagistas, 79% hipertensos, 22%
diabéticos, 47% dislipidémicos. Com relacdo a idade, os pacientes apresentaram média de
62,1 + 10,5 anos. Observa-se que 100% dos pacientes utilizaram contraste iodado
hiperosmolar, para realizar a cinecoronariografia. Com relagdo aos anti-hipertensivos, 0s
betabloqueadores foram os mais utilizados (n=45), seguidos pelos inibidores da enzima
conversora de angiotensina (n=28), dos bloqueadores dos receptores de angiotensina (n=25),
vasodilatadores arteriais (n=19) e, por ultimo, da classe dos bloqueadores alfa-adrenérgicos
(n=7). Os pacientes apresentavam valores de Cr;= 0,79 £ 0,1 mg/dl e NGAL, = 15 + 1,9

ng/ml ambos dentro dos limites da normalidade.

TABELA 1- Caracteristicas clinicas e laboratoriais dos pacientes submetidos

cinecoronariografia grupo Geral (n=125)

Clinicos Medicagdes % Laboratoriais

Idade (anos) 62,1 £ 10,5 IECA 22 Cr; (mg/dl) 0,79 + 0,1
Género (M/F) % 49,6 BRA 19 NGALu,; (ng/ml) 15+1,9
Peso (kg) 72,5+ 14 Diuréticos 17 eTFG (ml/min/1.73m%) 94 +1,5
IMC Kg/m® 27+4 Betabloqueador 34

Fumantes (%) 27,6 Alfabloqueador 5

Hipertensao (%) 79 Vasodilatadores 14

Diabetes (%) 22 Pielograf ® 100

Dislipidemia (%) 47

Vari4veis continuas foram reportadas como média e erro padrdo (X + EP); IECA Inibidores da Enzima
Conversora de Angiotensina; BRA Bloqueadores dos Receptores de Angiotensina; IBP Inibidores da Bomba de
Prétons; Cr; Creatinina sérica 1; NGAL, Lipocalina Urinaria Associada com Gelatinase de Neutrofilos; eTFG
Taxa Estimada de Filtragdo Glomerular.
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A Tabela 2 descreve os dados clinicos e laboratoriais dos pacientes estudados,

comparados entre os subgrupos G; ¢ G,. Como se pode observar, G; e G, foram semelhantes

em relacdo aos fatores de risco estudados (p>0,05). Contudo, o nimero de pacientes do sexo

feminino foi estatisticamente diferente entre os subgrupos (p=0,03).

Os subgrupos G; e G, apresentaram, respectivamente, em relagdo: a Cr; valores de 0,8
+ 0,1 e 0,7 = 0,1 mg/dl (p=0,02); ao NGAL,, valores de 15 + 1,5 ng/ml e 18,0 £ 5,4 ng/ml
(p>0,05); a eTFG, valores de 92,6 + 18,1 ml/min/1,73 m? e 100,4 + 19,9 ml/min/1,73 m’

(p>0,05); a hidratacdo, os pacientes nos subgrupos G; e G, receberam, respectivamente, 1062

+ 100 ml e 1115 = 115 ml (SF 0,9 % e hidratacdo oral) (p>0,05); e em relacdo a média de

volume de contraste utilizada para a realizacdo da cinecoronariografia, os valores foram de

70,5+ 47,5 ml e 78 + 48 ml (p>0,05).

TABELA 2- Caracteristicas clinicas e laboratoriais dos subgrupos G; ¢ G;

Variaveis Gl G2 P

n 103 22

Género (M/F) % 53,7/46,3 34,6 /65,4 0,03
Idade (anos) 62,5+ 10,3 60+10,8 ns
¢TFG (ml/min/1,73m?) 92,6 + 18,1 100,4 £ 19,9 ns
Cr; (mg/dl) 0,81 +0,1 0,73+ 0,1 0,02
NGALuy, (ng/ml) 15,6 = 1,5 18,4 +54 ns
Peso (kg) 73,2+ 154 70,6 £ 13,4 ns
IMC (kg/m?) 27,4+52 272+ 4,0 ns
PAS (mmHg) 138,5+22,5 132,7+17,5 ns
PAD (mmHg) 80,8+9,4 83,1+114 ns
PAM (mmHg) 98,15+ 11,1 101,6 £ 13,8 ns
PP (mmHg) 51,8+13,3 553+17,2 ns
DM (%) 22 31 ns
HAS (%) 74 74 ns
Tabagismo (%) 24 15 ns
Hidratagdo (ml) 1062 + 100 1115+ 115 ns
Volume de contraste (ml) 70,5+475 78,0 £482 ns

TFG, Taxa de Filtragdo Glomerular; Cr; Creatinina 1 NGAL; Lipocalina Urinaria Associada com Gelatinase de

Neutro6filos; IMC indice de Massa Corporal; PAS Pressio Arterial Sistolica; PAD Pressdo Arterial Diastolica;

PAM Pressdo Arterial Média; PP Pressdo de Pulso, DM Diabetes Mellitus; HAS, Hipertensdo Arterial Sist€mica.

Quanto as medicagdes utilizadas pelos pacientes, a Tabela 3 descreve as classes dos anti-

hipertensivos em G; e G,. Em relagdo aos betabloqueadores, G; e G, usavam respectivamente

34% e 32% (p>0,05). IECA 20,8% ¢ 19% (p>0,05), diuréticos 18,5 e 16% (p=0,05), os BRA
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17% e 15% (p>0,05), alfa-bloqueadores 3,7% e 3,1% (p>0,05). Constatou-se que 34% dos
pacientes do subgrupo G; e 31% do subgrupo G, faziam uso de betabloqueadores e IECA
associados (p>0,05).

TABELA 3- Classes de medicagdes utilizadas nos subgrupos G; e G

Medicag¢des G1 (%) G2 (%) P
IECA 21 19 ns
BRA 17 15 ns
Diuréticos 18 16 ns
Betabloqueadores 34 32 ns
Betabloqueadores + IECA 34 31 ns
Alfa-bloqueadores 4 3 ns
Vasodilatadores 14 12 ns
Metformina 12 8 ns
Pielograf ® 100 100 ns

IECA Inibidores da Enzima Conversora de Angiotensina, BRA Bloqueadores dos Receptores de Angiotensina.

2.3 Parametros de funcio renal nos subgrupos G; e G;

A Tabela 4 descreve os valores de creatinina sérica antes e apds a cinecoronariografia
nos subgrupos G; e G,. O subgrupo G; apresentou Cr; = 0,8 = 0,1 mg/dl; Cr,=0,8 + 0,2 mg/dl;
Cr;=0,8 = 0,2 mg/dl. O subgrupo G; apresentou Cr;=0,7 + 0,1 mg/dl; Cr,=1,16 + 0,2 mg/dl e
Cr;=1,12 + 0,3 mg/dl.

TABELA 4- Valores de Creatinina sérica (mg/dl) pré- e pos-cinecoronariografia

Subgrupos Crl Cr2 Cr3
Gl 0,8+0,1 0,8+0,2 0,84+ 0,2
G2 0,7+0,1 1,16+ 0,2* 1,12+£0,3

Creatinina sérica *: Cr; vs Cr; e Cry vs Cry (p=0,003)

No subgrupo Gj, os valores de creatinina sérica pré- e pos-cinecoronariografia ndo
variaram significantemente. No subgrupo G, os valores de Cr; e Cr; foram estatisticamente
diferentes em relagdo a Cr; (p=0,001). A Figura 10 demonstra o comportamento da creatinina

pré- e pos-cinecoronariografia nos subgrupos G, e Go.
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2.4 NGAL urinaria pré e pos cinecoronarioangiografia

A Tabela 5 e Figura 11 demonstram os valores de NGAL urindrio antes e apds a
cinecoronariografia nos subgrupos G; e G,. No subgrupo G; os valores de NGAL urinario
pré- e poés-cinecoronariografia ndo variaram significantemente. No subgrupo G, houve
variagdo significante nos valores de NGAL, em comparacao com os de NGAL,; (p=0,001), o
que ndo aconteceu na comparagdo entre NGAL; e NGAL;, em que os valores foram

semelhantes (p>0,05).

TABELA 5- Valores de NGAL urinario (ng/ml) pré- e pos-cinecoronariografia

Grupos NGAL1 NGAL2 NGAL3
Gl 156+£1,6 12,0£2,0 14,0+1,8
G2 18,0£5,4 31+9,2% 240+7,4

Valores de NGAL urinario expressos como média £ erro padrio (x+ EP). *Variacao significante entre os
valores de NGALu; e NGALu, comparados aos de NGALu; em G2 (p=0,001)

2.5 Associacao entre NGAL e as outras varidveis estudadas

Nos subgrupos G; e G, foram analisadas as associagdes entre NGAL e as variaveis
estudadas: hipertensdo arterial sistémica (HAS), Diabetes Mellitus (DM), dislipidemia, idade,
género, volume de contraste, estimada taxa de filtracdo glomerular (eTFG), peso, pressao

arterial sistolica (PAS), pressao arterial média (PAM) e pressdo arterial diastolica (PAD).

No subgrupo Gj, ndo houve correlagdo significante entre NGAL e as variaveis:
NGALu vs HAS r=0,2 e p>0,05; NGALu x DM, r=0,1 e p>0,05; NGALu x dislipidemia,
=0,06 e p>0,05; NGALu x idade, r=-0,2 e p>0,05; NGALu x género, r=0,3 ¢ p>0,05;
NGALu x volume de contraste, r=0,1 e p>0,05; NGAL x eTFG, r=0,6 e p>0,05; NGALu x
peso, =0,1 e p>0,05; NGALu x PAS, r=0,2 e p>0,05; NGALu x PAM, r=0,2 e p>0,05;
NGALu x PAD r=0,2 e p>0,05.

Também em G;, ndo houve correlagdo significante entre NGALu e as variaveis:
NGALu vs HAS r=0,2 e p>0,05; NGALu x DM, r=0,1 e p>0,05; NGALu x dislipidemia,
=0,1 e p>0,05; NGALu x idade, r=-0,3 e p>0,05; NGALu x género, r=0,2 e p>0,05; NGALu
x volume de contraste, r=-0,2 e p>0,05; NGAL x eTFG, r=0,5 e p>0,05; NGALu x peso, r=-
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0,2 e p>0,05; NGALu x PAS, r=0,2 e p>0,05; NGALu x PAM, r=0,1 e p>0,05; NGALu x
PAD r=0,2 e p>0,05.

2.6 Comparacio entre os valores de NGALu nos subgrupos G; e G;

A Tabela 7 apresenta a comparacdo entre os subgrupos G; e G, em que foram
observadas diferencas significativas entre os valores absolutos de NGALu, (p<0,001),
diferenga absoluta entre NGALu, e NGALu; (p<0,001), diferenca absoluta entre NGALu; e
NGALu,; (p=0,036) e diferenca relativa (percentual) entre NGALu, e NGALu,; (p<0,001)

2.7 Analise curva ROC

A andlise de curva ROC foi realizada com os valores de NGALu que apresentaram

diferengas significativas segundo os resultados da Tabela 7.

A curva ROC para valores absolutos de NGAL urinério ap6s 2h (NGALuw,)
considerando as altera¢des da creatinina estd representada na Figura 6, com area sob a curva

0,72.
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FIGURA 6 Curva ROC para valores absolutos do NGALu ap6s 2h (NGALu2) considerando a

alteracdo na creatinina como padrdo ouro

Curva ROC

Sensibilidade

1- Especificidade

Segmentos diagonais sio produzidos por tracos

A curva ROC para a diferenca dos valores absolutos de NGALu, e NGALu, considerando a

alteracdo na creatinina sérica, esta representada na Figura 7, com area sob a curva 0,81.
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FIGURA 7 Curva ROC para diferenga absoluta entre NGALu, e NGALu; considerando a

alteracdo na creatinina como padrdo ouro
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A curva ROC para a diferenca dos valores absolutos de NGALu; e NGALuy
considerando a alteragdo na creatinina sérica, estd representada na Figura 8, com 4rea sob a

curva 0,64.
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FIGURA 8 Curva ROC para diferenga absoluta entre NGALu3 e NGALul considerando a

alteracdo na creatinina como padrdo ouro
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A curva ROC para a diferenga relativa (percentual) entre NGALu, e NGAL,; considerando

alteracdo na creatinina como padrao ouro esta representada na Figura 9, com area sob a curva

0,82
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FIGURA 9 Curva ROC para diferenga relativa (percentual) entre NGALu, e NGALu,

considerando a alteragdo na creatinina como padrao ouro
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De acordo com a Tabela 7, as curvas com mais alto poder de predicdo, isto €, poder
para distinguir um teste positivo, foram aquelas construidas para as diferencas tanto absoluta
quanto relativa entre as dosagens de NGALu, e NGALu,, que mostraram area sob a curva

proximos de 1 (Tabela 6).

TABELA 6 Area sob a curva para valores absolutos e relativos do NGALu considerando a

alteracdo na creatinina como padrao ouro

IC 95% para area

Medida Area abaixo da curva ROC oL A L. .
Limite inferior Limite superior
uuNGAL2 0,721 0,611 0,830
uNGAL2 — uNGALTI1 (absoluto) 0,821 0,738 0,905
uNGAL3 — uNGALTI (absoluto) 0,643 0,502 0,784

uNGAL2 — uNGALI (%) 0,815 0,737 0,893
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A escolha do ponto de corte deve ficar a critério do pesquisador, de acordo com os melhores
niveis de sensibilidade e especificidade desejados. As tabelas 8 ¢ 9 mostram todos os
possiveis pontos de corte para os valores de NGALu, com suas respectivas sensibilidade e
especificidade. Nessa pesquisa utilizamos como ponto de corte, variacdes relativas de 50%,

por apresentarem as maiores somas de sensibilidade e especificidade.
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3. DISCUSSAO

Injuria renal aguda (IRA) ¢ uma complicacdo frequente em pacientes hospitalizados e
esta associada a indices elevados de morbidade ¢ mortalidade. (STAFFORD-SMITH et al.,
2005; MORGERA et al., 2002; CHERTOW et al, 2005). A despeito dos avangos
significativos na compreensdo dos processos fisiopatologicos que caracterizam a IRA, as
abordagens clinicas profilaticas utilizadas para reduzir a sua incidéncia podem ser ineficazes.
Essa falha pode ser atribuida, em parte, a auséncia de biomarcadores com sensibilidade e com
especificidade em “tempo real”, que permitiriam um diagndstico precoce da IRA,

possibilitando intervengdes clinicas imediatas (LAUSCHKE et al., 2006).

Na pratica médica, a dosagem da creatinina sérica e o débito urinario sdo os
indicadores mais frequentemente usados para detectar a IRA, apesar de suas limitagdes serem
conhecidas. Tanto a dosagem da creatinina sérica quanto a medida do volume urinério
possuem sensibilidade e especificidades reduzidas e podem diagnosticar a IRA, somente apds
a instala¢do definitiva da lesdo renal. Assim, a deteccdo mais precoce da IRA permitiria a
introducdo de terapias de recuperagdo, resultando em preservagdo da funcdo renal, e evitando

métodos dialiticos posteriores (HERGET-ROSENTHAL et al., 2004).

Existem fatores de risco ja estabelecidos para a injuria renal aguda, tais como: idade,
diabetes mellitus, uso de anti-inflamatérios, deplecdo do volume sanguineo e volume de
contraste (PUCELIKOVA et al., 2008). Neste trabalho, quando se compararam os dois
subgrupos, G, e Gy, ndo foram encontradas diferencas significantes entre tais varidveis. Como
se pode observar na Tabela 2, o destaque deve ser feito em relagdo ao volume de contraste
utilizado neste estudo, que em média foi 70 + 45 ml. Esse volume ¢ inferior aqueles referidos

na literatura como potencialmente nefrotoxicos, ou seja, menores que 100 ml

(PUCELIKOVA et al., 2008).

No que diz respeito & TFG e aos valores de NGALu basal, ndo foram incluidos os
pacientes com TFG menor que 60 ml/min/1.73m*> nem aqueles com uNGAL; >100 ng/ml
com as finalidades de excluir respectivamente, pacientes com insuficiéncia renal cronica e
IRA ja instaladas. Nicolas et al., (2008) estudaram pacientes admitidos no servico de
emergéncia e ndo foram capazes de estabelecer o poder de predi¢do do NGAL em detectar a
IRA. Esses autores argumentaram que tal achado poderia ser atribuido a populagdo estudada,

que era composta por pacientes com diversas patologias e condigdes clinicas.
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Na presente pesquisa, foram avaliadas variagdes percentuais de NGAL urinario
(NGALu) e verificou-se o poder de predigdo para a detec¢dao da IRA estagios 1 e 2 do AKIN.
Optou-se pelas variagdes percentuais, porque, neste tipo de andlise, o paciente € o seu proprio
controle, detectando alteracdes que poderiam passar despercebidas, se analisados apenas por
seus valores absolutos. Além disso, em condi¢des clinicas normais, as alteracdes renais
causadas por contrastes radioldogicos podem ser apenas de intensidade leve e transitoria e,
consequentemente, os valores absolutos de NGALu poderiam ficar abaixo do ponto de corte
preconizado para a deteccdo da IRA. HAASE et al, (2009), em meta-andlise, escolheram
como ponto de corte para 0 NGALu e plasmatico, valores absolutos entre 25 a 550 ng/ml para
diagnoéstico da IRA, ressaltando que em muitos dos trabalhos examinados ndo foram

consideradas as variagdes percentuais de NGALu, antes e apds o insulto renal.

No presente estudo, verificou-se que 50% de variagdo do NGALu em relagdo aos
valores basais foram preditores da IRA em seus estdgios iniciais. (Tab 6, Fig 9). Convém
observar que essas variacdes do NGALu foram detectadas entre duas e quatro horas apods o
uso do contraste i0nico, e a dosagem da creatinina sérica realizada 48h apds o procedimento
hemodinamico. Bachorzewska et al., (2007) encontraram que 25% de variagdes no NGALu
foram suficientes como preditores da nefropatia por contraste, entretanto, diferentemente do
nosso trabalho, esses autores utilizaram a cistatina C como marcador da IRA. Chama aten¢ao
o fato de que esses autores, quando utilizaram a creatinina sérica como marcadora da IRA,

ndo encontraram variagdes significativas em seus valores.

Weber et al. (2011) também estudaram variacdes de NGALu antes e apos a
cinecoronariografia. No referido trabalho, os autores ndo conseguiram estabelecer o poder de
predicdo do NGALu para detectar a IRA, pois ndo foi possivel a dosagem da creatinina sérica
apos o uso do contraste em grande parte dos pacientes estudados. Além do mais, esses autores
encontraram correlacdo inversa entre as variagdes de NGALu e a creatinina sérica, que foram
atribuidas ao uso de diuréticos, medicacdo presente em 40% da sua amostra. Na presente
pesquisa, ndo houve perdas nas dosagens de creatinina sérica 48 horas e sete dias apos o
procedimento hemodinamico. Além disso, apenas 17% dos pacientes faziam uso de diurético,

com valores percentuais semelhantes em ambos os subgrupos (G; e G2).

No que diz respeito as variagdes de creatinina sérica observadas no subgrupo G,
dezenove pacientes foram classificados como AKIN 1, enquanto trés pacientes, como AKIN

2. Esses achados representam uma prevaléncia de 17%, maior do que os valores percentuais
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encontrados por Pucelikova et al., (2008), que reportaram 3,5%; todavia, esses ultimos se

referem a IRA ja instalada e ndo aos estagios iniciais, como os observados no presente estudo.

Para determinar a sensibilidade e especificidade das variagdes de NGALu foi usada,
neste estudo, a curva ROC (Receiver Operating Characteristic). Para estabelecer o melhor
ponto de corte, foram utilizadas as somas das maiores sensibilidade e especificidade, assim
como a prevaléncia da IRA na populacdo estudada (VAN DER SCHOUW et al., 1992). Desse
modo, conforme demonstrado na Figura 9, o ponto ideal de corte seria quando as variagdes de
NGALu atingissem 50% correspondendo, assim, a uma sensibilidade de 60% e especificidade
de 81%. A partir de variagdes percentuais maiores que 50% observa-se uma reducdo na
sensibilidade a favor de um aumento na especificidade, de tal modo que, por exemplo, uma
variacdo de NGALu 100% significaria um alto valor preditivo negativo, mas com baixo valor

preditivo positivo.

Pode-se observar que as areas sob a curva foram de: 0,72 quando analisados os valores
absolutos de uNGAL, (Figura 6); 0,81 quando analisada a diferenga absoluta entre uNGAL; e
uNGAL, (Figura 7); 0,64 quando analisadas as diferengas absoluta entre uNGAL; e uNGAL,
(Figura 8) e de 0,82 para a diferenca percentual entre uNGAL, e uNGAL, ( Figura 9).

Como ja ¢ estabelecido em termos estatisticos, a area sob a curva varia entre 0 a 1,
indicando quao eficaz ¢ a distingdo de um teste positivo. Uma 4rea sob a curva de 0,5 (linha
diagonal) indica que o indice ndo tem nenhum poder de predi¢do; e o valor 1 indica um
perfeito poder de predi¢do. Na presente pesquisa, o valor de 0,82 obtido nas variagdes
percentuais dos valores de NGALu ¢ considerado elevado e proximo de 1, mostrando ser um

bom preditor dos estagios iniciais da injuria renal aguda.

Foram atribuidas alteracdes de NGALu ao contraste utilizado. Todavia, para Hemdahl
et al., (2006), o deslocamento de placas aterosclerdtica durante a cinecoronariografia, também
pode induzir a IRA e modificar a concentragdo urindria desses marcadores. De qualquer
modo, os presentes dados demonstram que as variacdes de NGALu foram capazes de detectar
os estagios iniciais da IRA, seja causada pelo deslocamento de placa de aterosclerose ou por

meios de contraste radioldgicos.

A ndo normalizacdo do NGALu pela concentragdo da creatinina urinaria poderia ser
considerada uma limitagdo do presente estudo. As variagdes individuais no manuseio de agua

pelos néfrons sobreviventes ao insulto nefrotéxico poderiam comprometer a concentragdo
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urinaria desse biomarcador e, consequentemente, o valor preditivo para o estabelecimento da
IRA; entretanto, se o biomarcador ¢ normalizado, a diferenca relativa entre os pacientes com e
sem a injuria renal reduz a 4rea sobre a curva comparada aquela area obtida utilizando os
valores absolutos.(RALIB et al., 2012; ENDRE et al., 2011). Os critérios de diagnodstico da
presente investigacdo se tornaram mais sensiveis com o AKIN. Contudo definigdes da IRA
baseando apenas em elevagdes de 0,3 mg/ml nos valores da creatinina sérica, fizeram com

que os métodos utilizados perdessem especificidade (BELCHER, 2011)

4, CONCLUSAO

Finalmente, os resultados mostraram que, apds a cinecoronariografia eletiva, NGALu
detectou a injlria renal aguda nas primeiras quatro horas po6s a infusdo dos meios de contraste
iodado. Variagdes percentuais de Neutrofil-gelatinase associada a lipocalina foram capazes de
detectar estagios precoces da IRA. Esses resultados podem auxiliar na prevengdo e na
interrupgdo da faléncia renal aguda em estdgios iniciais do AKIN 1. Contudo, maior numero

de estudos prospectivos necessita ser conduzido a fim de confirmar esta hipotese.
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ANEXOS

Anexo 1- Entrevista

Prontuario n°;

Cadastro e dados pessoais:

Iniciais do paciente:

Endereco: Fone:
Procedimento:
Idade: Sexo: ( )Masc. ( )Fem. Raga: ( )Branco ( )Negro ( )Outros

Fatores de Risco:

Hipertensdo: ( )Sim ( )Nao Se SIM: hé quanto tempo ¢ hipertenso

Diabetes: ( )Sim ( )Nao Se SIM: faz uso de insulina?
Tabagismo: ( )Sim ( )Nao Se SIM: ()5 al0 ()11 a 20 ( )>20 cigarros/dia

Ex-tabagista: ( )Sim ( )Nao Se SIM: parou a quanto tempo: Qtos. Cigarros: _ /dia

Obesidade centripeta: ( )Sim ( )Nao
Colesterol alto: ( )Sim ( )Nao

Tem Gota: ()Sim ( )Nao Se SIM: faz uso de alguma medicagiao?

Estress: ( )Sim ( )Nao
Antecedentes de Infarto ou Angina: ( )Sim ( )Nao
Histéria familiar de Angina ou Infarto (Coronariopatia): ( )Sim ( )Nao

Tem alergia a iodo, esparadrapo ou medicamentos? ( )Sim ( )Nao Qual?

Tem Insuficiéncia Renal? ( )Sim ( )Nao Aguda ou Cronica?

Jé fez cateterismo ou cirurgia cardiaca alguma vez?

49

Preenchimento de Enfermagem:

Altura: Peso: Circunferéncia abdominal:

PA: FC: Saturacao: Circunferéncia MSE:
Medicagdes e dosagens:

Exames laboratoriais: Data do exame: / /

Uréia: Creatinina: Colesterol Total: HDL: LDL:




FIGURA 10 Variagbes da creatinina pré e pds-cinecoronariografia nos subgrupos G; e G,
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FIGURA 11 Comparacao dos valores de NGALu segundo alteragdes na creatinina sérica
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TABELA 8 Possiveis pontos de corte para diferenca absoluta entre NGALu, e NGALu;, com

suas respectivas sensibilidade e especificidade

NGALu, - NGALu; (absoluto) | Sensibilidade | Especificidade
73,1 100,0% 0,0%
-58,45 100,0% 1,0%

-42 100,0% 1,9%
-36,75 100,0% 2,9%
-32,5 100,0% 3,9%
272 100,0% 4,9%
22,15 100,0% 5,8%
-19,45 100,0% 6,8%
-18,25 100,0% 7,8%
-17,9 100,0% 8,7%
-16,65 100,0% 9,7%
-15,55 100,0% 10,7%

-15 100,0% 11,7%
-13,9 100,0% 12,6%
-12,7 100,0% 13,6%
-11,95 100,0% 14,6%
11,3 100,0% 15,5%
-10,85 100,0% 16,5%
-10,65 100,0% 17,5%
-10,45 100,0% 18,4%
-10,25 100,0% 19,4%
9,45 100,0% 20,4%

-8,5 100,0% 21,4%

-8 100,0% 22,3%
-7,65 100,0% 23,3%
-6,65 100,0% 24,3%
-5,55 100,0% 25,2%
-5,25 100,0% 26,2%
-5 100,0% 27.2%

-425 95,5% 29,1%
-3,65 95,5% 30,1%
-3,45 95,5% 31,1%

3.2 95,5% 32,0%

-3 95,5% 34,0%

-2,85 95,5% 36,9%
2,75 95,5% 37,9%

2,6 95,5% 38,8%
2,35 95,5% 39,8%
2,15 95,5% 41,7%

2 95,5% 42,7%

-1,85 95,5% 44,7%

-1,6 95,5% 45,6%
-1,35 95,5% 46,6%
-1,15 95,5% 47,6%
-0,95 95,5% 49,5%

-0,8 95,5% 50,5%

-0,65 95,5% 51,5%



-0,55
0,4
-0,25
-0,15
-0,05
0,15
0,35
0,45
0,6
0,75
0,85
0,95
1,05
1,15
1,4
1,65
1,75
1,9
22
2,6

3,3
3,45
3,85
425
4,45

4.8

5,1

53
5,55

6,35
6,45
6,6
6,95
7,25
7,45
7,7
8,55
9,35
9,5
9,95
10,85
11,85
12,95
14,5
16,5
18,1
20,3
22,1
22,35
34,1

95,5%
95,5%
95,5%
95,5%
95,5%
95,5%
90,9%
86,4%
86,4%
86,4%
86,4%
86,4%
81,8%
77,3%
77,3%
77,3%
68,2%
68,2%
68,2%
68,2%
63,6%
63,6%
59,1%
59,1%
54,5%
54,5%
54,5%
54,5%
54,5%
50,0%
50,0%
50,0%
50,0%
45,5%
40,9%
40,9%
40,9%
40,9%
40,9%
40,9%
36,4%
31,8%
27,3%
22,7%
18,2%
13,6%
13,6%
9,1%
9,1%
9,1%
9,1%
9,1%

52,4%
53,4%
56,3%
57,3%
59,2%
62,1%
65,0%
66,0%
68,0%
69,9%
70,9%
71,8%
71,8%
71,8%
72,8%
73,8%
73,8%
74,8%
75,7%
76,7%
78,6%
79,6%
79,6%
80,6%
80,6%
81,6%
82,5%
83,5%
84,5%
85,4%
86,4%
87,4%
88,3%
88,3%
88,3%
89,3%
90,3%
91,3%
92,2%
93,2%
93,2%
94,2%
94,2%
94,2%
94,2%
94,2%
95,1%
95,1%
96,1%
97,1%
98,1%
99,0%
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60,2
81,65

89,6

9,1%
4,5%

0,0%

100,0%
100,0%

100,0%
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TABELA 9 Possiveis pontos de corte para diferenca relativa (%) entre NGAL2 e NGALI,

com suas respectivas sensibilidade e especificidade

NGALu; - NGALuy, (%) Sensibilidade Especificidade
-9,10917 100,0% 52,4%
-6,81284 95,5% 52,4%
-4,32809 95,5% 53,4%
-3,51982 95,5% 54,4%
-3,12299 95,5% 55,3%
-2,18889 95,5% 56,3%

-1,5772 95,5% 57,3%
-1,5524 95,5% 58,3%
-0,77519 95,5% 59.2%
1,06383 95,5% 62,1%
2,545311 95,5% 64,1%
3,28871 90,9% 64,1%
3,632046 90,9% 65,0%
4,949818 90,9% 66,0%
7,85473 86,4% 66,0%
10,39011 86,4% 67,0%
11,61276 81,8% 67,0%
12,61905 77,3% 67,0%
13,93162 77,3% 68,0%
15,35744 72,7% 68,0%
16,74633 72,7% 68,9%
17,58242 72,7% 69,9%
20,53351 72,7% 70,9%
23,7671 68,2% 70,9%
24,66216 68,2% 71,8%
28,80901 63,6% 71,8%
32,97568 63,6% 72,8%
34,16667 63,6% 73,8%
35,22152 63,6% 74,8%
35,57866 59,1% 74,8%
36,90476 59,1% 75,7%
38,13159 59,1% 77,7%
42,16089 59,1% 78,6%
46,95752 59,1% 79,6%
47,8532 59,1% 80,6%
53,28295 59,1% 81,6%
59,53013 54,5% 81,6%
61,2383 54,5% 82,5%
62,59747 50,0% 82,5%
63,97331 50,0% 83,5%
65,41824 50,0% 84,5%

68,92131 45,5% 84,5%



72,16504
74,26761
78,65836
88,59651
97,93814
111,9048
125,1401
127,521
130,9524
135,5346
138,0987
143,1438
150,1035
159,8861
176,8775
188,8715
195,6897
226,6667
260,1004
268,4337
279,2623
314,2623
378,6957
460,047
614,2546
726,8065

45,5%
40,9%
40,9%
40,9%
40,9%
36,4%
36,4%
36,4%
36,4%
36,4%
36,4%
36,4%
31,8%
27,3%
27,3%
22,7%
22,7%
22,7%
18,2%
13,6%

9,1%
4,5%

0,0%

0,0%

0,0%

0,0%

85,4%
85,4%
86,4%
87,4%
88,3%
88,3%
89,3%
90,3%
91,3%
92,2%
93,2%
94,2%
94,2%
94,2%
95,1%
95,1%
96,1%
97,1%
97,1%
97,1%
97,1%
97,1%
97,1%
98,1%
99,0%
100,0%
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Anexo 3 Termo de Consentimento Livre e esclarecido (TCLE)

Vocé esta sendo convidado(a) para participar da pesquisa intitulada “Variacdes de NGALu na injuria
renal aguda (fases 1 e 2 do Acute Kidney Injury Network”, sob a Responsabilidade dos pesquisadores: Prof Dr.
Sebastido Rodrigues Ferreira Filho, Denis Fabiano de Souza, Roberto Vieira Botelho e Walter Cury Anna
Junior, um protocolo de pesquisa que avalia a sua funcgéo renal apos o uso do contraste radioldgico, que é usado
no cateterismo cardiaco rotineiramente que o senhor(a) ird se submeter, estamos buscando identificar as
possiveis alteragdes da fungdo renal que podem ocorrer apds o cateterismo, nesta pesquisa estamos utilizando
dois exames sanguineos para esta avaliagdo, a fim de verificar se ha diferenca significativa entre esses dois
exame.

Na sua participagdo vocé ira autorizar a coleta de dados de sua historia clinica, coleta de sangue e seus
habitos diarios, bem como autorizar, uma coleta 5 ml de sangue na sua chegada, (antes do cateterismo), outra
quatro horas apds o exame, 48 horas (dois dias) ap6s o cateterismo e a ultima coleta de 5 ml de sangue sete dias
depois do procedimento, ndo tendo nenhum gasto financeiro por isso.

Vocé ndo sera identificado, apenas tera um codigo. Esses resultados serdo publicados e vocé continuara
com a sua identidade preservada.

O cateterismo cardiaco é um procedimento indicado por seu médico e realizado pela equipe do Instituto
do Coragdo do Triangulo, sendo devidamente explicado por estes quais sdo os seus riscos e beneficios e ndo ¢ o
objeto dessa pesquisa.

Beneficios

Nio existem beneficios diretos pela sua participagdo nesta pesquisa. Entretanto, os resultados serdo
usados para avaliagdes cientificas que podem contribuir para o aumento do conhecimento dentro da comunidade
médica, e de melhores op¢des de procedimento para o tratamento da doenga coronariana arterial, bem como,
prevenindo danos ao sistema renal.

Confidencialidade

Sua privacidade ¢ considerada importante. A analise e coleta de dados de estudos médicos estdo sob
controle de leis de prote¢do de privacidade internacionais e nacionais. Esta pesquisa podera ser publicada e
mesmo assim sua identidade continuara anénima.

Compensacio
Vocé ndo receberd nenhum pagamento por participar desta pesquisa.
Participacido Voluntaria

Sua participacdo ¢ inteiramente voluntaria. Se decidir ndo participar, vocé ndo perdera qualquer
beneficio ao qual vocé tem direito e seu acesso ndo serd negado a outros tratamentos.Vocé pode decidir
interromper sua participagdo em qualquer momento, sem penalidade ou perda de beneficios.

Riscos

Na sua participagdo vocé podera apresentar hematomas referente as coletas de sangue ndo ha nenhum
outro risco pela participagdo nessa pesquisa.

Interrupcio

Vocé ¢ livre para deixar de participar a qualquer momento sem nenhum prejuizo para o senhor(a), caso
ndo queira participar seus dados ndo serdo publicados, também podera ser interrompido, caso ndo seja cumprido
o protocolo conforme a proposta do estudo. Uma via original deste Termo de Consentimento livre e Esclarecido
ficara com o senhor(a)

Qualquer dtvida a respeito da pesquisa o senhor(a) podera entrar em contato com o Enf® Denis Fabiano
de Souza, pelo telefone (34) 9667-9668 no Instituto do Coragdo do Tridngulo, localizado na Avenida Getulio
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Vargas, 161, telefone (34) 3236-7888, na cidade de Uberldndia-MG, Dr. Roberto Vieira Botelho(34)3236-7888,
Prof Dr. Sebastido Rodrigues Ferreira Filho (34)3211-8545 ¢ Walter Cury Anna Janior (34)3235-7707

Para esclarecimento de duvidas quanto a pesquisa vocé€ pode procurar o Comité de Etica e Pesquisa

com Seres Humanos CEP/UFU situado na Av. Jodo Naves de Avila, n° 2121, bloco J, Campus Santa Mdnica-
Uberlandia-MG, CEP 38408-100; fone 34-3239-4131.

Se vocé tiver qualquer davida sobre os seus direitos como sujeito de pesquisa, entre em contato com o
Comité de Etica e Pesquisa da Universidade Federal de Uberlandia no enderego citado acima.

Eu , aceito participar do projeto acima,
voluntariamente, ap0s ter sido devidamente esclarecido.

Assinatura do participante da pesquisa.

Assinatura do responsavel legal.

Assinatura do responsavel pelo termo

Data / /
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ANEXO 4 Aprovacio pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFU

@ Universidade Federal de Uberlandia

Pré-Reitoria de Pesquisa e Pas-Graduagio

) COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP
Avenida Joao Naves de Avila, n®. 2160 - Bloco A — Sala 224 - Campus Santa Monica - Uberéandia MG —
CEP 38400-089 - FONE'FAX (34) 3233-4131; e-mail: cep@propp.utu br; www.comissoes. propp.ufu.br

ANALISE FINAL Ne. 944/10 DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA PARA O PROTOCOLO REGISTRO CER/UFU
380/10

Projeto Pesquisa: Avaliagdo precoce da injaria renal em pacientes com fungéo renal normal
submetidos a estudos angiograficos: Comparativo de NGAL e creatinina.

Pasquisador Responsavel: Sebastido Rodrigues Ferreira Filho

De acordo com as atribuigbes definidas na Resolugdo CNS 196/96, o CEP manifesta-se pela
aprovacédo do projeto de pesquisa propesto.

O projeto de pesquisa ndo apresenta problemas de ética nas condutas de pesquisa com seres
humanos, nos limites da redagéo e da metodologia apresentadas.

O CEP/UFU lembra que:

a- segundo a Resolugdo 196/96, o pesquisador deverd arguivar por 5 anos o relatério da
pesquisa e os Termos de Consentimento Livre e Esclarecido, assinados pelo sujeito de
pesquisa.

b- pedera, por escolha aleatdria, visitar o pesquisador para conferéncia do relatdric e
documentacdo pertinente ao projeto.

¢- a aprovacéo do protocolo de pesquisa pelo CEP/UFU da-se em decorréncia do atendimento
a Resolugdo 196/96/CNS, ndo implicando na qualidade cientifica do mesmo.

DATA DE ENTREGA DO RELATORIO FINAL: OUTUBRO DE 2011.

SITUACAQ: PROTOCOLO APROVADO.

0OBS: O CEP/UFU LEMERA QUE QUALQUER MUDANCA NO PROTOCOLO DEVE SER INFORMADA
IMEDIATAMENTE AOQ CEP PARA FINS DE ANALISE E APROVACAD DA MESMA.

Uberlindia, 19 de Novembro de 2010.
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Profa. Dra. Sandra Terezinha de Farias Furtado
Coordenadora do CEP/UFU
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Orientagies ao pesquisador

+ () sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em qualquer fase da
pesquisa, sem penaliza¢io alguma & sem prejuizo ao seu cuidado (Res. CNS 196/96 - ltem IV.1.f) & deve receber uma
copia do Termo de Consentimento Livre Esc arecido, na integra, por ele assinado (ltem IV .2.d).

+ O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e descontinuar o estudo somente apos
andlise das razdes da descontinuidade pelo CEP gue o aprovou (Res. CNS Item IIL3.z), aguardando seu parecer, exceio guando
perceber risco on dano ndo previsto ao sujeito participante ou quando constatar a superiori de regime oferecido a um dos grupos
da pesquisa (ltem V.3 que regueiram acio imediata.

+ () CEP deve ser infonnndoeﬂc todos os efeitos adversos ou fatos elevantes que alterem o curso normal do estudo (Res. CNS Item
V.4). E papel de o pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo gue tenha
sido em outro centro) e enviar nolilicagio ao CEP ¢ 4 Agéncia Nacional de Vigilincia Sanitaria — ANVISA — junto com seu
posicionamento.

+ Eventuais modificagtes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clar e sucinta, identificando a parie do
protocolo a ser modificada e suas justificativas. Em caso de projetos do Grupo 1 ou 1T apresentados anteriorments 3 ANVISA, o
pesquisador ou patrocinador deve envig-las também 4 mesma, junto com o parecer aprobatorio do CEP, para serem juntadas ao
protocolo inicial (Res. 25197, item I1L2.e). O prazo para entrega de relatono & de 120 dias apos o iérmino da execugdo previsia no
cronograma do projeto



