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ABSTRACT

DORNELAS, Lorraine Rossi Signorelli Machado, M.Sc., Universidade Federal de
Vigosa, July, 2019. Serum and urinary proteinogram in healthly dogs and with
chronic kidney disease. Advisor: Leandro Abreu da Fonseca.

Chronic kidney disease (CKD) is a common disease in dogs and arises when the
kidneys have their structure and function affected, presenting irreversible lesions in
the nephrons, occurring accumulation of several toxic substances, resulting in marked
pathophysiological, biochemical and urinary changes. The accomplishment of studies
in the search for early markers and indicators of the degree and site of renal
inflammation in order to assist in the diagnosis and prognosis is extremely relevant.
The aim of this study was to evaluate the serum and urinary proteinogram by means
of polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) in healthy dogs with different
CKD stages, searching for early markers that have diagnostic and prognostic value for
patients with CKD. To this end, 24 blood and urine samples from dogs with random
breed, age and sex, health and with CKD seen at the Veterinary Hospitals of the
Universidade Federal de Vicosa and the Universidade Federal de Minas Gerais were
evaluated by serum biochemistry, gel electrophoresis polyacrylamide (SDS-PAGE)
and urinalysis. The animals were divided into three experimental groups: group 1 (G1)
composed of healthy animals (serum creatinine < 1.5 mg / dL and protein: urinary
creatinine ratio < 1.0); group 2 (G2) composed of animals with serum creatinine levels
> 1.5 mg / dL and protein: urinary creatinine ratio > 1.0 and < 2.0; and group 3 (G3),
composed of animals with serum creatinine levels > 1.5 mg / dL and protein: urinary
creatinine ratio > 2.0. Of the 24 patients, 7 presented serum creatinine levels within
the reference parameters for the species (G1) and 17 were azotemic, five of them of
G2 and 12 of G3. The creatinine test showed a difference of G3 in relation to G1 and
G2. The globular volume (GV) of the patients showed a difference between G1 and
G3. Regarding serum electrophoresis, there was a difference between groups related
to complement C3, transferrin, albumin and apolipoprotein A4. The evaluation of urine
through urinalysis allowed the selection of urine based on the absence of active urinary
sediment and evaluated the urinary density, showing a difference of G1 in relation to
G2 and G3. In urinary biochemistry, the creatinine and protein: urinary creatinine
values differed between G1 and G3. Urinary electrophoresis showed a important

difference in the evaluation of the renal lesion pattern and in the glomerular and tubular



xi

lesion score. Based on the results found, it is possible to confirm that the largest
casuistry of the routine is of animals with greater renal impairment. Serum
proteinogram demonstrated a possibility of apolipoprotein A4 being a marker of CKD.
Urinary electrophoresis has been shown to be a good diagnostic and prognostic tool
for CKD, demonstrating a more sensitive and effective result than the protein: urinary

creatinine ratio.
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RESUMO

DORNELAS, Lorraine Rossi Signorelli Machado, M.Sc., Universidade Federal de
Vigosa, julho de 2019. Proteinograma sérico e urinario de cies sadios e com
doenca renal cronica. Orientador: Leandro Abreu da Fonseca.

A doenca renal cronica (DRC) ¢ uma doenca comum em caes e surge quando os rins
tém sua estrutura e funcdo afetadas, apresentando lesdes irreversiveis em néfrons,
ocorrendo o actimulo sistémico de substancias toxicas, o que resulta em alteragdes
fisiopatologicas, bioquimicas e urindrias marcantes. A realizacdo de estudos na busca
por marcadores precoces e indicadores de grau e local de inflamagao renal a fim de
auxiliar no diagnostico e prognostico ¢ de extrema relevancia. O objetivo desse estudo
foi avaliar o proteinograma sérico e urinario por meio da eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) em caes sadios e com diferentes estagios de DRC, na
busca por marcadores precoces que possuam valor diagnostico e progndstico para
pacientes com DRC. Para isto, 24 amostras de sangue e urina de cdes com raga, idade
e sexo aleatdrios, sadios e com DRC atendidos nos Hospitais Veterindrios da
Universidade Federal de Vigosa e da Universidade Federal de Minas Gerais foram
avaliadas através de bioquimica sérica, da eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE) e da urindlise. Os animais foram divididos em 3 grupos experimentais: grupo
1 (G1) composto por animais sadios (creatinina sérica < 1,5 mg/dL e com relagdo
proteina:creatinina urinaria < 1,0); grupo 2 (G2) composto por animais com niveis
séricos de creatinina > 1,5 mg/dL e com relagdo proteina:creatinina urinaria > 1,0 e <
2,0; e grupo 3 (G3), composto por animais com niveis séricos de creatinina > 1,5
mg/dL e com relagdo proteina:creatinina urinaria > 2,0. Dos 24 pacientes, 7
apresentavam os niveis séricos de creatinina dentro dos parametros de referéncia para
a espécie (G1) e 17 eram azotémicos, sendo cinco do G2 e 12 do G3. A avaliagdo da
creatinina demonstrou diferenca de G3 em relagdo a G1 e G2. O volume globular
(VG) dos pacientes, evidenciou diferenca entre G1 e G3. Em relacdo a eletroforese
sérica, notou-se diferenca entre os grupos relacionada ao complemento C3,
transferrina, albumina e apolipoproteina A4. A avaliagdo da urina através da urinalise,
possibilitou a sele¢do das urinas com base na auséncia de sedimento urinario ativo e
avaliou a densidade urinaria, demonstrando diferenca do G1 em relacao aos G2 e G3.
Na bioquimica urindria, os valores de creatinina e da relacdo proteina:creatinina

urinaria se diferenciaram entre o G1 e G3. A eletroforese urindria apresentou
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importante diferenca na avaliagdo do padrdo de lesdo renal e no escore de lesdo
glomerular e tubular. Com base nos resultados encontrados pode-se confirmar que a
maior casuistica da rotina ¢ de animais com maior comprometimento renal. O
proteinograma sérico evidenciou uma possibilidade da apolipoproteina A4 ser um
marcador da DRC. A eletroforese urindria demonstrou ser uma boa ferramenta
diagnostica e progndstica para a DRC, demonstrando um resultado mais sensivel e

eficaz do que a relagdo proteina:creatinina urinaria.



1. INTRODUCAO

No ano de 2017, o mercado pet movimentou no Brasil aproximadamente
R$ 20,3 bilhdes e no mundo US$ 119,5 bilhdes. E um mercado crescente, no qual o
Brasil detém a segunda maior populacao de caes, gatos, aves cantoras e ornamentais e
o terceiro maior faturamento do mundo (ABINPET, 2018). Fatores como a nutrigdo
com dietas equilibradas e vacinagdes que previnem precocemente doengas
infectocontagiosas e avancos na medicina veterinaria t€ém contribuido para a maior
longevidade (De Nardi et al., 2002), entretanto, as doengas cronicas e/ou degenerativas
como cancer e a doenga renal cronica (DRC) vem crescendo anualmente.

A DRC ¢ observada com relativa frequéncia na rotina da clinica de cdes e gatos
e ¢ caracterizada por apresentar decurso longo (LUSTOZA; KOGIKA, 2003). Ela
surge quando ocorrem lesdes que afetam a fungdo ou a estrutura de um ou ambos os
rins, instituindo-se esta enfermidade (POLZIN et al., 2004).

Estima-se que entre 0,5% - 1,0% dos caes sejam afetados pela DRC (ROURA,
2016) e que a mesma seja a terceira causa de obito em caes (CHEW; DIBARTOLA;
SCHENCK, 2012). A prevaléncia global da DRC em caes tem uma consideravel
variagdo de 0.05-3.74% (O’NEILL et al., 2013). Segundo um estudo realizado por
Fighera et al. (2008) sobre causas de morte e razdes para eutandsia em cades da
mesorregido do centro ocidental Rio-Grandense entre 1965 e 2004, a DRC esté entre
as principais causas de morte nos caes idosos, mas também possui alta frequéncia em
caes adultos.

A incidéncia da DRC aumenta juntamente com a idade. Um estudo de
distribuicdo da DRC em caes de acordo com a faixa etaria demonstra que 18% dos
caes possuiam menos de 4 anos de idade, 17% entre 4 e 7 anos, 20% entre 7 e 10 anos
e 45% possuiam mais de 10 anos. Grande parte dos caes diagnosticados estao inseridos
nos estagios Il ou IV da DRC (POLZIN, 2017). Ainda pode-se observar que ha
aumento da prevaléncia em algumas racgas, como Cocker Spaniel, Cavalier King e
Charles Spaniel (O’NEILL et al.,2013).

A inflamacao persistente de baixo grau tem sido uma marcante caracteristica na
DRC e dentre os fatores envolvidos para o estabelecimento deste estado inflamatoério,
devem ser considerados o aumento da producdo de citocinas pro-inflamatérias, o

estresse oxidativo, as infecgdes cronicas e recorrentes (MIHALI et al., 2018). Os sinais



clinicos encontrados sdo inespecificos, sendo imprescindivel a realiza¢do de exames
complementares para o diagnostico (LUSTOZA; KOGIKA, 2003).

A proteintria, um dos achados laboratoriais da DRC, vem sendo considerada um
marcador precoce, sensivel e indicador de prognostico (ROURA; ELLIOTT;
GRAUER, 2017). A presencga de proteinuria na auséncia de achados compativeis com
hemorragia e/ou inflamagdo, ¢ fortemente indicativa de lesdo glomerular e/ou
extravasamento (MEUTEN, 2012).

Entretanto, os métodos rotineiramente utilizados na pratica clinica sao
insuficientes para um diagndstico precoce, causando consequéncias graves pela
deteccdo tardia da doenga. Sendo assim, existe a necessidade da realizagdo de exames
que detectam lesdes estruturais e funcionais precoces, permitindo a institui¢ao de
protocolos de tratamento, visando preservar a funcao renal residual, evitando o
agravamento e progressao da enfermidade (MENESES, 2011).

Neste aspecto, o proteinograma pode trazer informagdes importantes sobre as
proteinas relacionadas com a resposta inflamatoria do paciente (ECKERSALL, 2008).
Algumas proteinas detectadas pelo proteinograma podem revelar precocemente
doengas subclinicas ou alteragdes fisioldgicas do organismo (CONTIN et al., 2015).

O objetivo desse estudo foi avaliar o proteinograma sérico € urinario por meio
da eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) em caes sadios e com diferentes
estagios de DRC, na busca por marcadores precoces que possuam valor diagnostico e

prognostico para pacientes com DRC.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. FUNCAO RENAL

Os rins desempenham diversas fungdes, sendo estas realizadas por uma
variedade de tipos celulares, com respostas especificas a sinais diretos e indiretos,
dispostos em um padrao particular, formando a unidade funcional dos rins,
denominada néfron (figura 1) (KLEIN, 2014). Cada néfron ¢ composto pelos
glomérulos (constituido por um tufo capilar e pela capsula de Bowman), tubulo
contorcido proximal, alca de Henle e tubulo contorcido distal, onde as substancias
filtradas sdo absorvidas e para onde os componentes plasmaticos sdo excretados,
formando o fluido tubular. No cortex renal, os néfrons intercalam o sistema de ductos
coletores que desembocam na pelve renal (KLEIN, 2014; REECE, 2015). Os caninos
possuem aproximadamente 415.000 néfrons por rim (REECE, 2015) e em cada néfron
trés processos basicos culminam com a formacgdo da urina: filtragdo glomerular,

reabsorcao tubular e secrecao tubular (FINCO, 1995).

Arteriolas aferente .. Tibulo contorcido distal

Tdbulo
contorcido
proximal

Ducto
coletor

Figura 1 — Estrutura do néfron.

Fonte: Romero, 2015 (adaptada).



Os rins realizam a excre¢do das substancias indesejadas do corpo, como os
produtos finais do metabolismo (por exemplo, a excre¢do de residuos nitrogenados
como ureia e creatinina), as toxinas, os farmacos, o excesso de vitaminas
hidrossoluveis, fosfato inorganico e potassio. Essa excre¢do pode ocorrer através da
filtracdo glomerular e/ou pela secrecdo ativa na urina pelo sistema tubular (FINCO,
1995; MOYES; SCHULTE, 2010).

Outras fungdes sao: homeostase i0nica, acido-basica e osmotica (FINCO, 1995;
KLEIN, 2014; MOYES; SCHULTE, 2010; REECE, 2015). A homeostase i0nica
realiza a regulagdo dos niveis de so6dio e potassio no organismo. Os niveis de sddio sdo
determinantes na osmolaridade do liquido extravascular, enquanto o equilibrio do
potéassio ¢ importante na manutencdo do potencial de repouso da membrana. Os rins
controlam ainda o equilibrio de célcio, cloreto, fosfato, magnésio e ferro (FINCO,
1995; MOYES; SCHULTE, 2010). A homeostase acido-basica ¢ realizada pelo
controle do pH dos liquidos corporais através da eliminagio ou retengio de H" e HCO.
3. A homeostase osmotica ou equilibrio hidrico do organismo ¢ responsavel pela
tonicidade do plasma e manutencdo do teor de agua no organismo (KLEIN, 2014).
Esta manutencdo estd relacionada com a determinacdo de urina produzida pelos rins
(MOYES; SCHULTE, 2010), pois para preven¢ao da desidratacdo do organismo, os
rins reabsorvem grande parte da dgua no filtrado glomerular, podendo reabsorver mais
de 99% da agua contida no mesmo, sendo que aproximadamente 60% da reabsor¢ao
de 4gua ocorre nos tibulos proximais € o principal hormdnio responsavel por sua
recuperagdo no tibulo € a vasopressina. Na privagdo de agua, os rins respondem
produzindo uma urina mais concentrada, enquanto numa sobrecarga hidrica produzem
urina hipotdnica (KLEIN, 2014).

Os rins desenvolvem importante papel na regulacdo da pressdo arterial pelo
controle do volume sanguineo. Essa regulacdo ¢ efetivada principalmente através do
sistema renina-angiotensina-aldosterona. Na hipotensao as cé€lulas justaglomerulares
liberam renina, enzima proteolitica que converte
o angiotensinogénio em angiotensina . Posteriormente, a enzima conversora de
angiotensina (ECA) presente no endotélio vascular converte angiotensina
I em angiotensina II. A angiotensina II tem efeito sobre os rins, cérebro, coragdo,
cortex adrenal e vasos sanguineos e ela realiza vasocontricdo arteoriolar
sistémica, estimula a reabsor¢do de sodio e agua no tibulo proximal, aumenta a

liberacdo vasopressina e aumenta a secrecao de aldosterona do cortex adrenal. A



aldosterona gera aumento da reabsorcdo de sédio pelos tubulos renais, gerando
consequentemente a recuperacdo de agua (MOYES; SCHULTE, 2010; REECE,
2015).

Os rins apresentam ainda fungdes enddcrinas multiplas, sintetizando e liberando
hormdnios como eritropoetina (EPO), responsavel por regular a sintese de eritrocitos.
Eles realizam a hidroxilagio da vitamina D na mitocondria da célula renal,
transformando-a em calcitriol que ¢ responsavel pela absor¢ao de calcio intestinal e
remodelagdo o6ssea (FINCO, 1995). O metabolismo de aproximadamente 40% da
gastrina circulante do organismo ¢ efetivado pelos rins (POLZIN, 2004).

O metabolismo de proteinas também ¢ de responsabilidade dos rins. As
propriedades moleculares relevantes para a filtragdo glomerular sdo: tamanho, forma
e carga da superficie, sendo que proteinas com peso molecular < 70 kDa passam pelo
filtrado glomerular e aparecem no limen tubular. Entretanto, a quantidade de proteinas
encontrada no filtrado ¢ baixa devido a maioria ser removida do fluido luminal nos
tubulos proximais através da endocitose. Além disso, existe a presenca de uma carga
elétrica negativa na membrana basal glomerular e na albumina, fazendo com que a
albumina seja repelida na barreira de filtragdo (FINCO, 1995; ROURA; ELLIOTT;
GRAUER, 2017; SYME; JEPSON, 2017).

2.2. DOENCA RENAL CRONICA

A doencga renal ¢ definida como a presenga de anormalidades que afetam a
funcdo ou a estrutura de um ou ambos os rins. Trata-se do surgimento de lesdes,
podendo haver reducdo da funcdo renal. Tais alteragdes podem ser micro ou
macroscopicas, e sao determinadas através da analise de exames laboratoriais (sangue
e urina), exames de imagem e pela avaliacdo histopatologica por meio de bidpsia
(POLZIN, 2008). Os termos doenca renal e insuficiéncia renal devem ser diferenciados
e dependendo da quantidade do parénquima renal afetado, da severidade e duragao das
lesdes, a doenga renal pode ou ndo evoluir para uma insuficiéncia renal (POLZIN e
OSBORNE, 1995).

Trata-se de uma enfermidade comum em caes e gatos, apresentando maior
incidéncia nos animais idosos, todavia, qualquer faixa etdria pode ser acometida
(POLZIN, 2017). A DRC ¢ uma das principais causas de morbidade e mortalidade,
principalmente em cachorros e gatos mais velhos (GRAUER, 2017; ROURA, 2016).



A fisiopatologia da DRC compreende a perda de néfrons que culmina em
diminui¢do da taxa de filtragdo glomerular, resultando no acimulo plasmatico de
substancias como os compostos nitrogenados, hormoénios e eletrdlitos que seriam
excretados pelos rins. O acimulo dessas substancias plasmaticas leva a uma variedade
de sinais clinicos conhecidos como sindrome urémica, que compreende o desequilibrio
no metabolismo de so6dio e dgua, a anemia, a intolerdncia aos carboidratos, os
distarbios no trato gastrintestinal, a osteodistrofia, a acidose metabolica, os disturbios
neurologicos e a disfungao imunoldgica (GRAUER, 2010). Polzin (2008) afirma que
as manifestagdes clinicas sdo diretamente proporcionais a gravidade e a magnitude da
doenga renal.

Apesar da causa de base poder afetar glomérulos, tibulos, tecido intersticial ou
vascularizagdo renal, uma lesao irreversivel, independente do local acometido, pode
levar a perda de fung@o total do néfron. As lesdes iniciais dificilmente tém causa
definida, pois o tecido lesado ¢ substituido por tecido cicatricial (GRAUER, 2010). A
evolucdo da DRC pode variar de meses até anos (GRAUER, 2010; POLZIN, 2017).
As anormalidades funcionais ou estruturais em um ou ambos rins necessitam estar
presentes por no minimo trés meses, gerando uma perda permanente da quantidade de
néfrons funcionais (POLZIN, 2017).

Desta forma, a DRC ¢ caracterizada por ser uma doenca irreversivel e
progressiva, ndo havendo a necessidade da persisténcia da doenca causadora da lesao
renal inicial (MATTA, 2000).

Vale ressaltar que mesmo ap0s a correcao da doenga de base primaria, nao ha
uma melhoria na fungdo renal. Isto ocorre porque os mecanismos compensatorios e
adaptativos concebidos para sustentar a funcdo renal ja se instalaram, promovendo
uma perda progressiva do restante néfrons e, consequentemente, da funcao renal. Essa
caracteristica da DRC ¢ chamada de “progressdo espontinea da DRC”, onde os
processos adaptativos renais que objetivam a maximizagdo da fun¢do renal residual
para sustentar a homeostase levam a um dano continuo com perda dos néfrons
(POLZIN, 2017). Desta forma, a detec¢do precoce da DRC, antes do inicio da
azotemia renal e dos seus estdgios avangados, permite uma adequada intervencao
terapéutica, o que favorece a estabilizacao ou a diminui¢do do progressivo declinio da

fungao renal (GRAUER, 2005).



2.3. INFLAMACAO NA DOENCA RENAL CRONICA

A inflamagao apresenta envolvimento na instalagdo e progressao da DRC. Sendo
assim, mesmo nos estagios precoces da DRC ¢ possivel detectar a presenca de
citocinas e quimiocinas no plasma e urina destes pacientes (VIANNA et al., 2011),
além das proteinas de fase aguda (RAJ; PECOITS-FILHO; KIMMEL, 2005).

A inflamagao estd relacionada com a progressdao da doenga renal, sendo
considerada um potencial catalisador que pode ser responsavel por acelerar as
complicacdes da doencga renal (RAJ; PECOITS-FILHO; KIMMEL, 2005).

Quando ocorre uma lesdo renal, seja glomerular ou tubular, hd uma liberagao de
mediadores inflamatorios, como as citocinas e quimiocinas, gerando o recrutamento e
acumulo de células mononucleares no intersticio renal. Os macrofagos e linfocitos T,
desencadeiam uma resposta imune, ocasionando uma nefrite intersticial. As células
tubulares sofrem lesdo na sua membrana basal e uma transi¢ao epitelial mesenquimal,
se transformando em fibroblastos intersticiais. A proliferacao dos fibroblastos leva a
formag¢do de coldgeno, que por sua vez lesiona os vasos e tibulos renais, levando a
mais inflamag¢fo, e a uma progressiva deposi¢ao de matriz extracelular, que culmina
em fibrose tibulo intersticial e glomerular, levando a uma perda dos néfrons (RAJ;
PECOITS-FILHO; KIMMEL, 2015; VIANNA et al., 2011).

Dentre as citocinas envolvidas no processo de progressio da DRC, estdo
envolvidas: interleucina 1 (IL-1), interleucina 6 (IL-6), interleucina 10 (IL-10),
antagonista do receptor de interleucina 1, interleucina 8 (IL-8), fator de transformagao
de crescimento tipo B (TGF- B), fator de necrose tumoral o (TNF- a) e proteina
quimiotaxica para mondcitos tipo 1 (MCP-1) (RAJ; PECOITS-FILHO; KIMMEL,
2015; VIANNA et al., 2011).

As quimiocinas, sdo citocinas quimiotaticas que realizam o direcionamento das
células inflamatorias para os locais de inflamagdo ou microambientes linfoides, além
de realizar a ativagdo da fungdo efetora dos leucocitos e estar relacionada com a
proliferagdo celular e com a angiogénese. Desta forma, elas possuem importante papel
numa grande quantidade de doencas, incluindo as doencas renais (SEGERER;
NELSON, 2005).

Além das citocinas e quimiocinas, durante a resposta inflamatoria de fase aguda,

o sistema imune natural responde ao processo infeccioso ou inflamatoério produzindo



uma série de proteinas inflamatorias, com atividade inespecifica, conhecidas por
proteinas de fase aguda (PFAs) (MURATA ET AL., 2004).

As mudangas nas concentracdes de PFAs sdo, principalmente, devido a sua
producao pelos hepatocitos (JAIN et al., 2011), porém existe também sintese extra
hepatica, sendo o rim um dos locais onde esta ocorre (FOURNIER et al., 2000; JABS
et al., 2003).

Segundo Murata et al. (2004), sdo as citocinas pro-inflamatdrias que mediam
esta produgao, como a IL-1, o TNF-a e a IL-6. As PFAs possuem diversas funcdes que
incluem o auxilio da homeostase corporal pelo controle da infecgdo e inflamacao que
se estabelece logo apos o dano celular, inibi¢do da quimiotaxia e modulagdo dos
neutrdfilos, inducao de citocinas e formagao de anticorpos. Informou ainda que suas
concentragdes estdo diretamente relacionadas com a gravidade do dano tecidual, sendo
assim, a quantificacdo das mesmas pode fornecer informagdes diagnosticas e
prognosticas.

Algumas das PFAs diminuem a concentracao (PFAs negativas) e outras tem sua
concentracdo aumentada (PFAs positivas). Desta forma, as PFAs positivas sdo
subdividas em PFAs positivas principais, PFAs positivas moderadas (CERON;
ECKERSALL; MARTINEZ-SUBIELA, 2005) e menores. Em animais higidos, as
PFAs positivas principais possuem baixa concentragdo sérica, com valores menores
que 0,1pg/dL. Entretanto, quando estimuladas aumentam acima de 100 a 1000 vezes
sua concentragdo, alcangando seu pico entre 24 a 48 horas, tendo uma rapida regressao
aos seus valores basais. Ja as PFAs positivas moderadas se comportam aumentando de
5 a 10 vezes sua concentragdo, atingindo o pico em 2 a 3 dias e regredindo mais
lentamente que as PFAs principais. As PFAs menores apresentam um aumento gradual
de apenas 50% a 100% dos seus valores basais. Na espécie canina, as PFAs positivas
principais mais citadas sdo PCR e amiloide A sérica, e as PFAs positivas moderadas
sao representadas pela haptoglobina, a 1 glicoproteina acida e ceruloplasmina
(ECKERSALL, 2008).

Em relagdo as PFAs negativas, acredita-se que o mecanismo esteja relacionado
a uma diminui¢do da sintese de proteinas hepdticas habituais, como o provavel
resultado da competicdo por substratos (TREVISI; MOSCATI; AMADORI, 2016).
As principais PFAs negativas sdo a albumina e a transferrina (CERON; ECKERSALL;
MARTINEZ-SUBIELA, 2005).



Segundo Neves (2008) em humanos a PCR ¢ um importante marcador de risco
em pacientes com DRC. Sasaki et al. (2003) observaram elevagdo da ASA em felinos
com insuficiéncia renal.

Estudo tem demonstrado o envolvimento do sistema complemento na
patogénese das glomerulonefrites (EDELWEISS; MEINE; SCROFERNEKER, 1997).

O sistema complemento ¢ um grupo de proteinas séricas (ECKERSALL, 2008)
que tem como uma das fungdes a geracao de fragmentos peptidicos (como o C5a e o
C3a) que regulam a resposta imune ¢ inflamatoria. Estes fragmentos podem provocar
a degranulacdo de mastocitos, realizar quimiotaxia, promover a adesdo intercelular e
aumentar ou inibir a resposta imune. Além disso, podem funcionar como mediadores
inflamatorios, produzindo opsonizagdo e lise celular em resposta a um agente nocivo
ao organismo, desta forma, as proteinas do complemento também podem levar a um
processo inflamatorio incontrolavel, sendo responsavel por uma doenga imunologica.
Na via classica, o sistema complemento tem a propriedade de se ligar aos complexos
imunes fixos (no tecido) ou soluveis (no plasma), através da intermediacdo do
fragmento Clq, que inicia a ativacdo da cascata do complemento pela via classica,
com liberacdo de mediadores de inflamagdo e expressdo de uma atividade litica. Tal
fato pode levar a modificagdes séricas mensuraveis e o deposito de fracdes do
complemento nos tecidos (EDELWEISS; MEINE; SCROFERNEKER, 1997).

Nas glomerulonefrites e tibulo nefrites ¢ possivel se observar o deposito de
complemento nos complexos imunes. Nas glomerulonefrites cronicas, a ativagdo do
complemento pode ser produzida pela via alternativa, ndo implicando na presenca de
complexos imunes e nem na participacao das fragcdes C1, C4 e C2 (EDELWEISS;
MEINE; SCROFERNEKER, 1997).

Tanto a via classica como a alternativa resultam na formagdo de um complexo
de ataque a membrana, composto pelos componentes C5, C6, C7, C8 e C9, levando a
lise das membranas celulares (ECKERSALL, 2008).

As proteinas inflamatdrias podem ser classificadas de acordo com seu tamanho
por meio da eletroforese, que ¢ um método utilizado para separar as proteinas baseado
no seu peso molecular. Desta forma, na eletroforese, as globulinas podem ser
categorizadas em: a-globulinas (a2-macroglobulina, haptoglobina e ceruloplasmina),
B-globulinas (fibrinogénio, proteina C e proteina C-reativa) e vy-globulinas

(imunoglobulinas) (BARGER, 2015).



10

2.4. CLASSIFICACAO DA DOENCA RENAL CRONICA

O comité da Sociedade Internacional de Interesse Renal (IRIS), estabeleceu uma
classificagdo da DRC em quatro estagios, baseando-se nos niveis séricos de creatinina
mensurado por pelo menos duas ocasides em pacientes estabilizados (tabela 1) (IRIS,
2017), objetivando fornecer auxilio no diagnostico, compreensao e tratamento da DRC
(GRAUER, 2010). Elliott ¢ Watson (2016) ressaltam que o estadiamento deve ser
realizado apos a exclusdo da azotemia de causas pré-renais e pds-renais, com DRC
estavel.

Atualmente, além dos estagios de 1 — 4, existem subestagios baseados na
proteinuria, mensurada através da relagdo proteina:creatinina urinaria (tabela 2); e da
mensuracao da pressdo arterial sistémica (tabela 3) (GRAUER, 2017; IRIS, 2017). A
avaliacdo dessas variaveis sdo relevantes devido a proteinuria e a hipertensao arterial
sistémica ocorrerem de forma conjunta ou isolada em qualquer fase da DRC, além de
serem consideradas pela medicina humana como fatores de risco independentes para

lesdo renal progressiva (ELLIOTT; WATSON, 2016).

Tabela 1 — Estagios da DRC em relag@o a concentragdo de creatinina sérica de

acordo com a IRIS (2017):

Estagios  Creatinina (mg/dL) Alteracoes

Historico sugere que o animal estd em maior risco de
desenvolvimento de DRC no futuro devido a presenga de uma
quantidade de fatores (como, exposi¢do a drogas nefrotoxicas,
raca, alta prevaléncia de doencas infecciosas ou idade avancada).

Em risco <14

Inicio da doenga renal. Ndo azotémico e a taxa de filtragdo

glomerular (TFG) esta diminuida. Presenga de alteragdes renais:

<14 capacidade de concentragdo urinaria inadequada de causa ndo

I renal; alteragdo na anatomia renal (diagndstico por imagem);
proteintria de origem renal; bidpsia com resultados alterados.

1.4-2.0 Azotemia renal leve. Sinais geralmente brandos ou ausentes; ma
II 7 adaptacdo pode levar a hiperparatireoidismo e hipocalemia.

Azotemia renal moderada a grave. Muitos sinais clinicos extra
2,1-5,0 renais (sistémicos) podem estar presentes: dor Ossea, gastrite

11} . . . i1
urémica, anemia e acidose metabolica.

~5.0 Azotemia renal grave. Muitos sinais clinicos extra-renais
v ’ (sistémicos) comumente estdo presentes e crise urémica.

Fonte: IRIS, 2017.
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Tabela 2 — Sistema de subclassificagdo da DRC pela proteintiria de acordo com a

IRIS.
Relagdo proteina: creatinina urinaria Classificaciio
<0,2 Nao proteintrica
0,2-0,5 Proteintrica marginal
>0,5 Proteinurica

Fonte: IRIS, 2017.

Tabela 3 — Sistema de subclassificagdo da DRC pela hipertensao de acordo com a

IRIS.
Pressao arterial sistolica Classificacao Risco de dano futuro em
(mmHg) orgao alvo
<150 Normotensiva Minimo
150 - 159 Hipertensiva marginal Baixo
160 - 179 Hipertensiva Moderado
>180 Severamente hipertensiva Alto

Fonte: IRIS, 2017.

2.5. AVALIACAO LABORATORIAL DA DOENCA RENAL CRONICA

2.5.1. Urinalise

Dentre os exames complementares, a urindlise ¢ necessaria em 100% dos casos
de doencga do trato urinario (CARVALHO, 2008), sendo considerada um exame
simples e barato. Avaliacdes seriadas podem demonstrar a progressao ou resolucao da
doenca e seus achados podem anteceder alteragdes na bioquimica sérica,
demonstrando que esta pode ser uma andlise sensivel (CHEW; DIBARTOLA;
SCHENCK, 2012).

A maioria dos pacientes com DRC possuem uma densidade urinéria entre 1,006
e 1,020, sendo que nos estagios mais avangados da DRC ¢ comum a presenga de uma
urina isostenurica (1,008 a 1,012) (POLZIN, 2017). Geralmente, uma urina
isostenurica € observada quando ocorre perda de fungdo em aproximadamente 67%
dos néfrons (CHEW; DIBARTOLA; SCHENCK, 2012). Desta forma, o achado de
densidade isostentrica em um paciente desidratado ¢ fortemente sugestivo de DRC
(LEES, 2004; SQUIRES, 1996). Entretanto, uma urina hipostentirica ndo ¢ tipica do
DRC, pois provavelmente hd uma dilui¢do ativa do filtrado glomerular nos tibulos

renais (BROWN, 2007).
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A presenca de proteinuria € tipica nos animais com DRC. A proteintria ¢ marca
registrada de lesdo e disfuncdo glomerular, devido a perda da seletividade da barreira
de filtragao glomerular (BROWN, 2007). Sabe-se que os distarbios da hemodinamica
intraglomerular podem provocar proteiniria mesmo na auséncia de anormalidades
estruturais detectaveis na barreira de filtracdo. Dietas ricas em proteinas podem
provocar uma maior proteinuria, provavelmente por alteragcdes fisioldgicas e
hemodinamicas, enquanto dietas pobres em proteina podem provocar a diminui¢ao da
proteinuria pela redugao da hipertensao glomerular (POLZIN et al., 2004).

Quando uma proteinuria persistente ¢ notada na urindlise, confirmada pela
repeti¢do do exame entre 2 a 3 vezes no periodo de 1 a 2 meses, e na auséncia de um
sedimento urinario ativo ¢ quase sempre um sinal de doenga renal estrutural, mesmo
quando outros aspectos da fung¢ao renal sdo normais (POLZIN, 2008). De acordo com
Roura, Elliott e Grauer (2017) na DRC, a proteinuria ¢ um importante indicador de
prognoéstico e deve ser considerada como um marcador precoce sensivel para o
diagndstico de doenca renal em caes.

A urinalise deve ser realizada de forma completa, pois a avaliagao do sedimento
urindrio pode demonstrar causas, como infec¢ao do trato urinario inferior e urolitiases,
que predispdem a ocorréncia da DRC (LEES, 2004). Sempre que necessario, justifica-
se o encaminhamento de material para a realizagdo de urocultura e antibiograma
(BROWN, 2007).

A presenga de bacteriuria subclinica pode ocorrer em até 30% nos pacientes com
DRC (SYME; JEPSON, 2017), ou seja, os sinais clinicos ou outros achados sugestivos
de infec¢do do trato wurindrio podem estar ausentes, sendo necessario o
encaminhamento da urina, preferencialmente coletada por cistocentese, para
realizagao de cultura. A cultura de urina deve ser realizada em pacientes com suspeita
de DRC (ROURA; ELLIOTT; GRAUER, 2017). A aumento da incidéncia de infec¢ao
do trato urinario nesses pacientes devido a perda de propriedades antibacterianas que
ocorre na presenga de uma urina menos concentrada (GRAUER, 2010).

A presenga de cilindraria pode indicar formagdo anormal de moldes cilindricos
nos tubulos renais, principalmente no ramo ascendente da al¢ca de Henle e nos tiibulos
distais, pois nestes locais hd uma presenca de acidez maxima, da concentragao elevada
de solutos e de baixa taxa de fluxo. Os cilindros hialinos sdo derivados proteicos puros
(albumina e mucoproteina de Tamm-Horsfall) (SYME; JEPSON, 2017), que podem

ser encontrados ocasionalmente em pequena quantidade na urina de animais normais,
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entretanto, uma proteinuria de origem renal pode gerar uma elevagao da sua ocorréncia
(ROURA; ELLIOTT; GRAUER, 2017). Os cilindros granulosos estdo relacionados
com a degeneragao celular ou com a precipitagdo de proteinas plasmaticas filtradas.
Eles sugerem lesao tubular renal isquémica ou nefrotoxica. Por ultimo, os cilindros
céreos sdo o estagio final da degeneragdo dos cilindros granulosos e sugerem estase

intra-renal (SYME; JEPSON, 2017).

2.5.2. Bioquimica urinaria

2.5.2.1. Relagdo proteina:creatinina urinaria

A proteintria deve ser considerada o primeiro marcador de doenca glomerular
(CIANCIOLO; HOKAMP; NABITY, 2016). A relacdo proteina:creatinina urinaria é
um instrumento util no auxilio diagnostico da DRC. Esse indice ¢ calculado como a
concentracdo de proteina na urina dividida pela concentragao urinaria de creatinina,
com ambos expressos em mg/100 mL de urina, fornecendo um método eficiente para
avaliagio da excre¢do urindria de proteina. E importante recordar que qualquer
extravasamento de proteinas plasmaticas na urina (por exemplo, hematuria, trauma por
cistocentese, e inflamagdo do trato urinario de qualquer tipo) pode aumentar
drasticamente a relagdo. Valores para a relagdo de proteina-creatinina urinaria podem
variar a depender dos métodos analiticos empregados (BROWN, 2007), porém sao

geralmente menores que 0,2 em caes higidos (POLZIN, 2017).

2.5.2.2. Microalbumintria

Proteinuria persistente com um sedimento urinario inativo tem se tornado uma
forma de diagndstico precoce e de avaliagdo da progressao da DRC em caes e gatos,
sendo assim testes mais especificos, como o ensaio de imunoabsor¢do enzimatica
(ELISA), vém sendo elaborados para a deteccdo de microalbumintria
(GRAUER,2005). A microalbuminuria persistente ¢ um importante achado clinico que
pode ser identificado nos animais com disfungdo renal precoce (BRAUN;
LEFEBVRE, 2008; BROWN, 2007; ROURA; ELLIOTT; GRAUER, 2017), sendo
resultado da perda da permeabilidade seletiva glomerular e/ou da diminui¢do da

capacidade de reabsor¢ao da albumina pelos tabulos proximais. Sua quantificacdo
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aumenta a suspeita de DRC, mesmo nos casos que ainda ndo ha evidéncia de
proteindria na urinalise e na relacdo proteina:creatinina urinaria (DRC estagio 1). O
ajuste das diferengas nas concentragdes pode ser realizado através da relagao com as
concentracoes de creatinina na urina ou da diluicdo urinaria até uma densidade

especifica uniforme (por exemplo, 1,010) (ROURA; ELLIOTT; GRAUER, 2017).

2.5.2.3. Gama Glutamil Transferase (GGT) urinario

A avaliacdo de enzimas urinarias tem potencial para auxiliar a determinacao do
local primario onde ocorreu o dano renal (CLEMO, 1998). A avaliagdo deste
parametro € acessivel e possui bom custo beneficio (NIVY et al., 2017).

Em cédes, a GGT ¢ uma enzima presente na membrana das células epiteliais
tubulares renais (BARGER, 2015), mais especificamente localizada na borda em
escova (CLEMO, 1998). Desta forma, quando estas células sofrem algum tipo de dano,
ocorre o extravasamento desta enzima, sendo liberada na urina (BARGER, 2015).
Portanto, o aumento dos niveis de GGT na urina ¢ indicativo de dano tubular proximal
renal (CLEMO, 1998; MEUTEN, 2012), permitindo a realizacdo de um diagnostico
precoce (HENNEMANN et al. 1997). A amostra para avaliacdo da GGT urinaria ndo
deve ser congelada, pois o descongelamento prejudica a atividade enzimaética

(MEUTEN, 2012).

2.5.3. Bioquimica sérica

Embora o melhor material para avaliagdo da funcdo glomerular seja a urina para
detecg¢do de proteinuria, algumas vezes sua avaliagdo ndo € possivel e outras vezes
torna-se necessaria a avaliagdo de marcadores séricos, como no caso da doenga
tubulointersticial primaria que pode ndo possuir uma proteinuria clinicamente
evidente. Entretanto, os marcadores séricos da TFG devem sempre ser interpretados
juntamente com a densidade urinaria e com a historia clinica do paciente, pois a
presenca de desidratagdo e a obstrucdo do trato urindrio podem influenciar esses
valores e trazer uma interpretagao erronea dos resultados (CIANCIOLO; HOKAMP;
NABITY, 2016).

A bioquimica sérica quando interpretada adequadamente, fornece informagdes

importantes em relacdo ao estado clinico do animal, ao balanco nutricional, a
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monitoragdo de tratamento e ao prognostico (GONZALEZ et al., 2001). A avaliagio
da funcao renal na rotina clinica, geralmente ¢ baseada na avalia¢ao das concentragdes
séricas de ureia e creatinina, visto que fornecem um indice da TFG (BROWN, 2007,

STOCKHAM; SCOTT, 2002).

2.5.3.1. Ureia

A ureia ¢ um composto nitrogenado sintetizado no figado a partir da amonia
resultante da degradacdo de aminodcidos. Os niveis de ureia sdo utilizados para avaliar
a funcdo renal, uma vez que demonstra a capacidade renal em remover residuo
nitrogenado do sangue (BUSH, 2004; COLVIELE, 2006; STOCKHAM; SCOTT,
2002). Fisiologicamente cerca de trés quartos da ureia ¢ excretada nos rins e um quarto
no intestino (BUSH, 2004).

A ureia ¢ passivamente filtrada do sangue pelos glomérulos, retornando ao
sangue através da reabsorcdo tubular, sendo que a maior parte dela é excretada na
urina. Nos casos de lesdes que envolvam ao redor de 75% do tecido renal, os niveis
séricos de ureia se elevam (COLVIELE, 2006), pois os néfrons remanescentes nao
conseguem manter a TFG adequada (BUSH, 2004). Contudo, quando a doenga renal
provoca perda de néfrons funcionais, os remanescentes menos afetados apresentam
hipertrofia compensatoria, assim a TFG do néfron aumenta e preserva a TFG geral,
mantendo os valores de ureia e creatinina dentro dos intervalos de normalidade. Desta
forma € possivel que a doenca renal tenha se estabelecido muito tempo antes da
azotemia aparecer, mesmo que haja perda de mais de 75% dos néfrons (MEUTEN,
2012). A concentracdo da ureia sérica € inversamente proporcional a TFG
(DIBARTOLA, 2004). A presenca de hemorragias no trato gastrintestinal pode elevar
os niveis séricos da ureia de forma desproporcional aos niveis séricos de creatinina
(CHEW; DIBARTOLA; SCHENCK, 2012).

E um teste que nio é muito sensivel. A hemélise tem pouco efeito nos resultados.
Pode haver aumento do nivel sérico de ureia caso o animal tenha ingerido dieta rica
em proteinas, devido ao aumento da degradacdo dos aminoacidos (BUSH, 2004;
COLVIELE, 2006). A contaminagdo da amostra sanguinea por bactérias urease
positivas pode resultar em decomposi¢do de ureia e, redugdo dos seus niveis
(COLVIELE, 2006). A desidratagao, hemorragia grave, diminui¢ao de débito cardiaco

e outras causas de diminui¢do da perfusdo renal, assim como aumento do catabolismo
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proteico (febre, exercicio prolongado, necrose e outros), causas de obstru¢do do fluxo
urindrio (doenca inflamatdria do trato urindrio inferior dos felinos, urolitiases, e
outros) e ruptura vesical devem ser consideradas como diagnostico diferencial (BUSH,

2004).

2.5.3.2. Creatinina

A creatinina ¢ formada a partir da condensagao e desidratagdo espontanea da
creatina muscular em uma estrutura anelar. A producdo de creatinina ocorre
diariamente e de forma constante, ndo tendo influéncia de fatores extra-renais como
ocorre com a ureia. A creatinina formada ¢ excretada pela via renal durante a filtragao
glomerular (MEUTEN, 2012; STOCKHAM; SCOTT, 2002). Os niveis séricos de
creatinina sdo utilizados para avaliagdo da funcdo renal baseado na capacidade de
filtragdo glomerular de creatinina e na eliminagdo pela urina. Assim como a ureia, a
creatinina ndo ¢ um indicador preciso de fungdo renal, pois necessita que haja
praticamente 75% do tecido renal afuncional (COLVIELE, 2006). Os valores de
creatinina variam inversamente com a TFG (DIBARTOLA, 2004).

A creatinina pode ser influenciada pela idade, sexo e massa muscular do paciente
(BROWN, 2007; DIBARTOLA, 2004; MEUTEN, 2012). Animais jovens apresentam
menores concentragdes. Machos e animais com massa muscular mais desenvolvida
apresentam concentragdes maiores (DIBARTOLA, 2004). Pacientes com catabolismo
muscular endégeno na caquexia causada por septicemia ou neoplasia, podem aumentar
a liberagdo de creatina e a producdo de creatinina (MEUTEN, 2012), entretanto, nos
animais com baixo escore de condigdo corporal, que ja sofreram significativa perda de
massa muscular, a concentragdo sérica de creatinina pode mascarar a real gravidade
da DRC (CHEW; DIBARTOLA; SCHENCK, 2012). Os niveis de proteina na dieta
nao interferem nos valores de creatinina sérica € a hemolise tem pouco efeito nos

resultados (COLVIELE, 2006).

2.5.3.3. Eletrolitos

A hiperfosfatemia pode ser observada em todas as formas de azotemia, mas ¢

raramente observada nos casos de azotemia pré-renal (SQUIRES, 1996). A

hiperfosfatemia ocorre quando hé aproximadamente 85% dos néfrons afuncionais, ndo
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estando presente nos estagios 1 e 2 da IRIS (CHEW; DIBARTOLA; SCHENCK,
2012). Os rins sdo a via primaria de excrecdo de fosforo, através da filtragdo
glomerular, assim se a TFG ¢ diminuida, ha hiperfosfatemia. A consequéncia da
hiperfosfatemia ¢ o hiperparatireoidismo renal secundario, com a presenca de
calcificagdo metastatica, mineralizagdo de 6rgaos, assim como osteodistrofia renal. O
PTH ¢ supostamente uma toxina urémica que pode contribuir para muitos dos sinais
da uremia (POLZIN et al., 2004).

Devido a hiperfosfatemia e aos niveis diminuidos de calcitriol, a hipocalcemia
ionizada ¢ o mais comum distirbio de céalcio encontrado nos pacientes com DRC
(CHEW; DIBARTOLA; SCHENCK, 2012; POLZIN et al., 2004). Estima-se que
cerca de 30 a 40% desses pacientes apresentem hipocalcemia (CHEW; DIBARTOLA;
SCHENCK, 2012).

A maior parte dos pacientes apresenta nivel sérico de potassio dentro dos limites
de referéncia para a espécie (CHEW; DIBARTOLA; SCHENCK, 2012). A
hipercalemia ¢ observada no estagio final da DRC (SQUIRES, 1996), caso os
pacientes se tornem oliguricos ou anuricos, sendo um achado menos frequente
(CHEW; DIBARTOLA; SCHENCK, 2012). Ela pode ocorrer também nas obstrucdes
pos-renais e na insuficiéncia renal aguda (SQUIRES, 1996).

A hipocalemia ¢ um achado mais comum do que a hipercalemia nos pacientes
com DRC. O potassio geralmente ¢ regulado pelos rins, sendo eliminado
principalmente por secre¢do tubular renal e, em menor grau por perda fecal e suor. Nos
pacientes com DRC, os néfrons remanescentes mantém o equilibrio de potassio pela
elevagdo da secrecdo tubular distal de potassio. Provavelmente também ocorra
secre¢do gastrintestinal de potédssio (primariamente no célon) na DRC, podendo
desenvolver papel fundamental na modulag@o do equilibrio de potassio (POLZIN et
al., 2004). Desta forma, a anorexia, a perda de massa muscular, o vomito e a poliuria,
em conjunto, sao responsaveis pela diminui¢dao dos niveis séricos de potassio (CHEW;
DIBARTOLA; SCHENCK, 2012).

A hipermagnesemia ¢ frequente nos pacientes com DRC, pois os rins sdo

responsaveis por excretar o magnésio (POLZIN et al., 2004).
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2.5.4. Hemograma

O paciente com DRC geralmente apresenta quadro de anemia moderada a grave,
normocitica, normocromica de cardter arregenerativo. A gravidade e progressao da
anemia dependem do estdgio da DRC e pioram progressivamente. A principal causa
da anemia ¢ a diminui¢do da producdo de EPO (POLZIN, 2017; SQUIRES, 1996). A
anemia também pode ser decorrente do menor periodo de vida dos eritrocitos,
anormalidades nutricionais, substancias inibidoras de EPO no plasma urémico, perda
sanguinea e mielofibrose (POLZIN, 2017). A hemolise pode também ocorrer pela
acidose metabolica que gera maior fragilidade osmética eritrocitaria nos pacientes
doentes renais cronicos (ELIAS et al., 2004; SQUIRES, 1996). O surgimento da
anemia pode demorar de semanas a meses (SQUIRES, 1996).

A deficiéncia de ferro ¢ uma importante causa de anemia em caes e gatos com
DRC (POLZIN, 1997). Relaciona-se a ingestdo inadequada e a perda cronica de
sangue gastrintestinal (NAIGAMWALLA; WEBB; GIGER, 2012), sendo
comprovada em cerca de 30% dos pacientes com DRC (COTER, 2004). A mensuragao
do ferro sérico em cdes pode ndo refletir sua reserva corpdrea e alguns animais podem
apresentar valores normais, mesmo apresentando deficiéncia deste mineral (POLZIN,
OSBORNE; ROSS, 2004).

Em humanos, a deficiéncia de ferro ¢ frequente em pacientes com DRC. Ha
evidéncias recentes de que essa deficiéncia ¢ uma causa comum e de grande
importancia na anemia da DRC (MAFRA, 2001). Desta forma, o sucesso da terapia
para a anemia nos pacientes com DRC tratados com EPO recombinante depende do
suprimento adequado de ferro (MAFRA; COZZOLINO, 2000).

Achados de linfopenia e neutrofilia podem estar presentes devido ao estresse da
doencga cronica (CHEW; DIBARTOLA; SCHENCK, 2012). A alteragdo qualitativa
das plaquetas ocorre, assim como anormalidades na interagdo das plaquetas com os
vasos, independente do nimero de plaquetas e dos fatores de coagulagdo serem
normais na DRC. A disfun¢do plaquetdria na uremia ocorre devido a agregagado
anormal das plaquetas, diminui¢do da producdo de tromboxano A2, mobilizacao
anormal do célcio intracelular e do aumento de monofosfato ciclico de adenosina
(AMP ciclico) intracelular. A fun¢@o glicoproteica anormal, o aumento da liberagao

de prostaciclinas e também de oOxido nitrico podem prejudicar a adesividade
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plaquetaria ao endotélio. Além disso, as toxinas urémicas foram associadas a disfun¢do

plaquetéaria (POLZIN, 1997).

2.5.5. Perspectivas futuras de novos biomarcadores

Os testes convencionais atuais amplamente utilizados para diagnéstico e
monitorizagdo da DRC possuem limitagdes, sendo necessarios marcadores adicionais
para avaliacdo da TFG e dos danos tubulares e glomerulares, objetivando-se a
realizacdo de um diagndstico precoce e, portanto, de uma terapia mais eficaz
(HOKAMP; NABITY, 2016).

Alguns destes marcadores adicionais ja estdo em estudo, entretanto, no Brasil
ainda ndo estdo sendo amplamente utilizados na rotina de atendimento clinico devido
ao custo alto e necessidade de mais informagdes a respeito das limitagdes de cada um.
Na tabela 4 segue o resumo destes marcadores com o material utilizado para a anélise

e qual informagao fornecida.

Tabela 4. Resumo dos novos biomarcadores, material utilizado para analise e

informacao fornecida.

MARCADOR MATERIAL INFORMACAO FORNECIDA
C . Estimativa da Taxa de filtraga
Dimetilarginina simétrica (SDMA) Sangue stimativa da faxa €e fitracao
glomerular
Fator 23 d imento de fibroblastos (FGF-
ator ¢ cresmmenzg) e fibroblastos ( Sangue Metabolismo alterado
Imunoglobulinas Urina Dano/disfungdo glomerular
Proteina C Reativa (PCR) Urina Dano/disfung¢do glomerular
N acetil B glicosaminidase (NAG) Urina Dano/disfungao tubular
Proteina de ligagdo ao retinol (RBP) Urina Dano/disfun¢éo tubular
Li li iada a gelati trofili . .
ipocalina associa (13 (a} Agi )a inase neutrofilica Urina Dano/disfuncio tubular
Proteina de Tamm-Horsefall Urina Dano/disfungio tubular
D i a 1
Cistatina C Urina e sangue ano/dlsﬁm?ao tubular
Taxa de filtragdo glomerular
D i do gl 1
Eletroforese das proteinas urinarias Urina ano/disfungdo glomerular e

tubular

Fonte: CITANCIOLO; HOKAMP; NABITY, 2016; GALVAO et al., 2013 (adaptado)

2.5.5.1. Marcadores endogenos da TFG

2.5.5.1.1. Dimetilarginina simétrica (SDMA)
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Atualmente, a avalia¢do de creatinina sérica ¢ a mais utilizada para avaliacao da
taxa de filtragdo glomerular. Embora a avaliagdo seriada da concentragao de creatinina
sérica aumente a sensibilidade da mesma, diminuigdes leves a moderadas ainda sao
dificeis de serem detectadas com este método. Sendo assim, a SDMA tem sido
destacada como marcador promissor também utilizado na determinagdo indireta da
adequacdo da taxa de filtragdo glomerular. Ela ¢ um subproduto da metilacao de
proteinas intracelulares seguida da degradagdo proteica que possui eliminagdo
primaria renal (BROWN, 2015). Hall et al. (2016) relataram que a dimetilarginina
simétrica (SDMA) ¢ um indicador precoce da fun¢do renal comprometida.

Em um estudo, a SDMA permaneceu inalterada em caes ndo alterados, enquanto
que no monitoramento seriado dos caes afetados foi observada a elevagao dos niveis
séricos de SDMA a partir de 30% de perda da fung¢ao renal, quando comparado com a
elevagdo dos niveis séricos de creatinina quando houve perda de 50 % da fun¢ao renal.
Desta forma, houve correlagdo com o aumento dos niveis séricos de creatinina ¢ com
a diminui¢do na TFG, entretanto a SDMA se elevou num prazo anterior a elevacao da
creatinina (NABITY et al., 2015).

Diferentemente da creatinina, a SDMA parece ndo sofrer influéncia da massa
muscular (CIANCIOLO; HOKAMP; NABITY, 2016). Através das concentragdes de
SDMA no sangue, algumas modificagdes nas diretrizes do estadiamento da DRC
poderdo ser consideradas, especialmente nos pacientes com escores de baixa condi¢do
corporal, ndo subestimando, desta forma, o grau de disfuncao renal nesses pacientes
(IRIS, 2017). Entretanto, ainda sdo necessarios mais estudos para a elucidagdo de suas

limitagoes (CIANCIOLO; HOKAMP; NABITY, 2016).

2.5.5.2. Marcadores de metabolismo alterado

2.5.5.2.1. Fator 23 de crescimento de fibroblastos (FGF-23)

Na DRC, ocorrem interacdes complexas entre célcio ionizado, fosforo
inorganico, hormoénio paratiredideo, calcidiol, calcitriol e FGF- 23. O
hiperparatireoidismo secundario renal pode ocorrer em caes com DRC, principalmente
devido aos déficits do metabolito ativo da vitamina D (calcitriol), embora os déficits

de calcidiol possam contribuir para sua ocorréncia. A carga total de fosforo corporal e
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a elevacdo do fosforo circulante desempenham um papel fundamental no
desenvolvimento do hiperparatireoidismo secundario renal e seus niveis estdo
relacionados com a dindmica do calcitriol e do FGF-23. O FGF-23 ¢ um hormonio
fosfatrico secretado no sangue pelos osteoblastos e ostedcitos como resposta a
elevacdo dos niveis de fosforo, levando a uma diminui¢ao da reabsorcao tubular de
fosforo, e também reduzindo os niveis de calcitriol do organismo, inibindo a absor¢do

intestinal deste mineral (GALVAO et al., 2013) .

2.5.5.3. Biomarcadores urinarios

2.5.5.3.1. Marcadores de dano/disfungdo glomerular

2.5.5.3.1.1. Imunoglobulinas

As imunoglobulinas G (IgG), M (IgM) e A (IgA) sdo proteinas com alto peso
molecular (> 70 kDa) e que ndo ultrapassam a barreira de filtracdo glomerular nos rins
integros, sendo encontradas no filtrado apenas quando ha comprometimento renal
(CIANCIOLO; HOKAMP; NABITY, 2016).

Hokamp et al. (2016) demonstram forte correlacdo da excre¢do fracional de I[gM
e IgG com a severidade do dano glomerular, sendo esta maior quando comparado com
a relacdo proteina:creatinina urinaria. Estes autores relataram ainda que pequenas
mudangas na fracdo de excre¢do da IgM indicam mudancas significativas do
prognostico, pois como ja mencionado a mesma € uma proteina de alto peso molecular,

exigindo a existéncia de graves danos glomerulares para chegar ao filtrado.

2.5.5.3.1.2. Proteina C reativa (PCR)

A PCR ¢ uma proteina de fase aguda positiva sintetizada principalmente pelo
figado (HOKAMP; NABITY, 2016). Raila, Schweigert e Kohn (2011) observaram
correlagdo significativa entre as concentragdes de PCR e os parametros bioquimicos
plasmaticos e urinarios da fun¢do renal em cdes com ocorréncia natural de doenca
renal, sugerindo uma resposta de fase aguda associada a patogénese da doenca renal
canina. Smets et al. (2010) relataram correlacdo (de fraca a moderada) da relagdo

PCR:creatinina urinaria com o estadiamento da IRIS.
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2.5.5.3.2. Marcadores de dano/disfun¢do tubular

2.5.5.3.2.1. N acetil B D glicosaminidase (NAG) urinaria

A NAG ¢ uma enzima lisossomica sintetizada por varios tecidos do organismo
e com baixa atividade urinaria. Ela esta presente nas células epiteliais dos tubulos
contorcidos proximais e quando ocorre dano tubular, hd aumento na concentragao
urinaria da NAG (MEUTEN, 2012). Atualmente ndo existem Kkits laboratoriais
disponiveis no Brasil (FREITAS; VEADO; CARREGARO, 2014).

2.5.5.3.2.2. Proteina de ligagao ao retinol (RBP)

A RBP ¢ uma proteina de baixo peso molecular (21 kDa), produzida
primariamente no figado, mas também em outros 6rgdos, como nos rins, pulmades,
baco, cérebro, estobmago, coragdo e musculo esquelético. Sua funcdo esta relacionada
ao transporte do retinol no organismo (HOKAMP; NABITY, 2016). Sua detec¢dao na
urina pode ocorrer caso exista algum dano tubular renal ou caso ocorra competi¢do por
reabsorcdo desta proteina devido a grandes quantidades de proteina no filtrado
urindrio, impossibilitando sua reabsorc¢ao tubular de maneira eficiente (CIANCIOLO;
HOKAMP; NABITY, 2010). A RBP urinaria apresenta importante correlagdo com a
magnitude do dano glomerular e tubulointersticial em pacientes com DRC proteintrica
de ocorréncia natural, assim como esta significativamente associada com a diminui¢ao

do tempo de vida até a morte (HOKAMP et al., 2016).

2.5.5.3.2.3. Lipocalina associada a gelatinase neutrofilica (NGAL)

A NGAL ¢ uma glicoproteina de baixo peso molecular, sintetizada pelos
neutréfilos, rins, bronquios, estdmago, intestino delgado, pancreas, prostata e timo
(HOKAMP; NABITY, 2016). Em humanos, a NGAL ¢ liberada das células tubulares
renais apos a lesdo, agindo como indicador de dano renal ativo, incluindo lesdao de
doenca renal aguda e cronica (HSU et al., 2014).

Hokamp et al. (2016), descreveram que a fracdo de excre¢cdo NGAL demonstra
aumentos significativamente progressivos com os estagios mais altos da IRIS e esta

associado ao tempo de sobrevida. Segundo Hsu et al. (2014), a NGAL sérica pode ser



23

considerada melhor do que a concentragdo de creatinina sérica para progndstico em

caes com DRC.

2.5.5.3.2.4. Proteina de Tamm-Horsfall

A proteina Tamm-Horsfall parece ter relevancia clinica no diagnostico das
doencas renais caninas (FORTERRE; RAILA; SCHWEIGERT, 2004). Ela ¢ uma
glicoproteina produzida pelas células epiteliais do ramo ascendente espesso da alga de
Henle ¢ do tabulo contorcido distal (HOKAMP; NABITY, 2016). Ela encontra-se
presente na urina normal (DEVUYST; DAHAN; PIRSON, 2005). Em caso de dano
nestas regides, sua produgdo encontra-se diminuida (HOKAMP; NABITY, 2016).

Conforme Raila, Schweigert ¢ Kohn (2011), o nivel da proteina de Tamm-
Horsfall urinaria encontrou-se diminuido na urina de caes azotémicos e proteinuricos
com doenga renal de ocorréncia natural. De acordo com Hokamp e Nabity (2016) ¢
com Forterre, Raila e Schweigert (2004), esta proteina pode ser uma alternativa para

uso como marcador de dano tubular distal em caes.

2.5.5.3.2.5. Cistatina C

A Cistatina C ¢ uma proteina de baixo peso molecular (13 kDa) inibidora da
proteinase, que age como marcador endogeno indireto da taxa de filtracdo glomerular
(HOKAMP; NABITY, 2016). Essa proteina ¢ sintetizada por todas as células
nucleadas do organismo e sua liberagdo ocorre durante a fagocitose e a inflamagao
(WEHNER; HARTMANN; HIRSCHBERGER, 2008). Devido ao seu baixo peso
molecular e sua carga positiva, a cistatina C ¢ livremente filtrada pelos glomérulos.
Nas células tubulares, ela € reabsorvida e catabolizada, sendo minimamente eliminada
na urina. Entretanto, o dano tubular proximal prejudica sua reabsor¢ao e degradagao,
aumentando sua concentragdo na urina (MONTI et al., 2012).

Ghys et al. (2014) afirma que € um biomarcador com fécil mensuragao, tornando
seu uso viavel, entretanto, devido a escassez de estudos torna-se necessario avaliar os
fatores biologicos que possam influencia-la e determinar uma faixa de referéncia para

a mesma.
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2.5.5.3.2.6. Eletroforese de proteinas urinarias

A perda de proteina pela urina ¢ uma das consequéncias que ocorrem em caes
com DRC. Desta forma, a analise eletroforética dessas proteinas pode orientar o clinico
em relagdo a identificagdo do compartimento renal comprometido (glomerular e/ou
tubular) e qual a gravidade do dano renal, através da analise das caracteristicas e padrao

das bandas demonstradas no gel de eletroforese (HOKAMP et al., 2018).
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3. OBJETIVOS

3.1.  OBJETIVO GERAL

Avaliar o proteinograma sérico e urinario por meio da eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) em caes sadios e com diferentes estagios de DRC, na
busca por marcadores precoces que possuam valor diagnostico e progndstico para

pacientes com DRC.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a creatinina, o volume globular (%) de pacientes sadios e com a DRC
em diferentes estagios;

e Identificar e quantificar o proteinograma sérico em animais sadios e com a DRC
em diferentes estagios;

e Analisar a densidade urinaria, creatinina urinaria, proteinuria e relagdo
proteina:creatinina urinaria em caes sadios e com a DRC em diferentes estagios;

e Identificar a presenga, o padrao de lesdao renal e o escore de lesdao tubular e/ou
glomerular por meio do proteinograma urinario e do algoritmo de pontuacdo
proposto por Hokamp et al. (2018), em animais sadios e com DRC em diferentes

estagios.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. COMISSAO DE ETICA

A realizacao do estudo experimental seguiu as Normas de Condutas para o Uso
de Animais no Ensino, Pesquisa e Extensdo do Departamento de Veterinaria (DVT)
da Universidade Federal de Vigosa (UFV), o Codigo de Etica Profissional do Médico
Veterinario, os principios éticos para pesquisa animal estabelecidos pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal e a Legislacdo brasileira vigente. O
delineamento experimental foi submetido a2 Comissdo de Etica no Uso de Animais —
CEUA/UFV e aprovado sob o n® 94/2017 (anexo I) e devidamente registrado na Pro

Reitoria de Pesquisa e Pos-Graduacdo sob o nimero193431.

4.2. OS ANIMAIS

Foram utilizadas 24 amostras de sangue e urina de cdes com raga, idade e sexo
aleatorios, higidos e portadores de DRC, atendidos no Hospital Veterinario da UFV e
da UFMG. Amostras de urina com sedimento urinario ativo ndo foram utilizadas no
estudo. Os animais foram incluidos no estudo apds o consentimento dos proprietarios
em utilizar as amostras retiradas para exames, conforme termo de autorizagdo (anexo

).

4.3. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O estudo foi composto por caninos atendidos no Hospital Veterinario da UFV e
da UFMG, no ano de 2018, sadios e portadores de DRC.

Os animais sadios foram caracterizados apos avaliacdo clinica, laboratorial
(hemograma completo, ureia, creatinina, aspartato aminotransferase, alanina
aminotransferase, fosfatase alcalina, glicose, proteina total, albumina, globulina,
urinalise e relacdo proteina:creatinina urinaria) e ultrassonografica para exclusao de
patologias.

Os animais caracterizados com DRC foram avaliados clinicamente ¢
laboratorialmente ~ (hemograma  completo, ureia, creatinina,  aspartato

aminotransferase, alanina aminotransferase, fosfatase alcalina, glicose, proteina total,
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albumina, globulina, urinalise e relagdo proteina:creatinina urinaria) para exclusao de
possiveis comorbidades.

As coletas das amostras foram realizadas em unico momento, apos a anamnese
e avaliacao fisica do paciente e anteriormente a qualquer procedimento terapéutico.

A coleta de sangue foi realizada por médicos veterindrios através da venopungao
da jugular, safena ou cefalica, com prévia antissepsia, executada através de seringa e
agulhas descartaveis, em tubos de 4 mL com EDTA 10% e em tubos de 4 mL sem
nenhum adicional ao frasco. As amostras de sangue sem EDTA foram centrifugadas a
3000 rotagdes por minuto (r.p.m.), durante 10 minutos, em seguida congeladas a -20°C
para posterior analise no laboratorio. Todos os materiais utilizados para as coletas
foram estéreis.

Foi coletada também urina, pelo método de cistocentese guiado por
ultrassonografia, com prévia antissepsia, executada através de seringa de 10 ml e
agulhas descartaveis 30 x 7.

Durante as coletas, os animais foram devidamente contidos, minimizando os
riscos de acidentes com os animais e de agressodes as pessoas envolvidas.

O estadiamento proposto pela IRIS ndo foi realizado, pois as amostras foram
coletadas em um unico momento ¢ ndo foi possivel posterior acompanhamento dos
pacientes, entretanto, as amostras foram criteriosamente interpretadas e selecionadas
de acordo com a estabilidade dos pacientes.

Os animais foram divididos em trés grupos experimentais baseados nos
parametros séricos de referéncia da creatinina (BRAUN; LEFEBVRE, 2008) e na
relacdo proteina:creatinina urindria, avaliados pontualmente durante o atendimento
clinico:

e Grupo 1 (G1) composto por animais sadios, com niveis séricos de creatinina <
1,5 mg/dL e com relagdo proteina:creatinina urindria < 1,0;

e Grupo 2 (G2) composto por animais com niveis séricos de creatinina > 1,5
mg/dL e com relacdo proteina:creatinina urinaria > 1,0 e <2,0;

e Grupo 3 (G3), composto por animais com niveis séricos de creatinina > 1,5

mg/dL e com relagdo proteina:creatinina urinaria > 2,0.

4.4. ANALISES LABORATORIAIS

4.4.1. Hemograma
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O hemograma foi realizado com o auxilio de um contador automatico de células
(URIT 3000®). Para contagem diferencial dos leucdcitos, realizaram-se esfregacos
sanguineos corados pelo método manual de coloracdo tipo Romanowsky, com
posterior leitura realizada no microscopio Optico. Os processamentos das amostras

ocorreram nos Laboratorios de Patologia Clinica Veterindria da UFV e da UFMG.

4.4.2. Analises bioquimicas

Os parametros bioquimicos séricos (ureia, creatinina, proteina total e albumina)
e urinarios (proteina, creatinina e relacdo proteina:creatinina), foram obtidos por
espectrofotometria em analisador bioquimico automatico (HumaStar 300%) com
reagentes comerciais especificos. Os processamentos das amostras ocorreram nos

Laboratorios de Patologia Clinica Veterinaria da UFV e UFMG.

4.4.3. Urinalise

A urindlise foi realizada apos centrifugacdo a 1.800 r.p.m. por cinco minutos,
através de do uso de tira reativa comercial (avaliagdo quimica) e do refratometro
(obtencdo da densidade) e de microscopia direta (analise do sedimento).

Os processamentos das amostras ocorreram nos Laboratorios de Patologia

Clinica Veterinaria da UFV e da UFMG.

4.4.4. Obtencio das proteinas séricas totais

As concentragdes das proteinas séricas totais do soro foram mensuradas pelo
método de Biureto, com reagentes comerciais especificos e obtidas as leituras em
espectrofotometros (automatico) no laboratorio clinico.

As amostras que ndo foi possivel a mensuragdo imediata para dosagem de
proteinas totais, foram acondicionadas em frascos estéreis e congeladas a -20°C.
Posteriormente, as amostras foram descongeladas em temperatura ambiente e a
mensuragao realizada. Os processamentos das amostras ocorreram nos Laboratorios

de Patologia Clinica Veterinaria da UFV e da UFMG.
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4.4.5. Eletroforese de proteinas séricas

Para o fracionamento dos diferentes constituintes proteicos do soro, realizou-se
corrida eletroforética das respectivas amostras em gel de poliacrilamida contendo
dodecilsulfato de sddio (SDS-PAGE), conforme técnica descrita por Laemmli (1970)
modificada. Para a corrida, utilizou-se o sistema vertical de eletroforese (PROTEAN
II XI - VERTICAL ELETROPHORESIS CELLS® BIO-RAD).

Para a eletroforese foi utilizado o gel de separacdo a 10% e o gel de
empilhamento a 4%. Para o preparo das amostras e o fracionamento das proteinas,
adicionou-se 10 pL de soro diluidos em 30 pL de tampao-fosfato (PBS) e 20 puL de gel
mix e aquecendo sobre agua em ebulicdo por 10 minutos. Uma aliquota de 10 puL de
cada amostra de soro foi depositada em uma determinada cavidade do gel, além da
amostra de soro controle (espectrometria de massas, MALDI-TOF) e o marcador
padrio de peso molecular' como referéncia, que sempre foi colocado em cavidades
pré-estabelecidas. Ap6s colocadas as amostras, o conjunto da cuba foi submetido
a corrente elétrica inicial de 100 V, fornecida por fonte de energia apropriada. Apds 1
hora (as amostras do gel ja migraram para o gel de separacdo), a corrente elétrica foi
aumentada em 50% do valor inicial (150 V), e apds mais 1 hora foi aumentada para
200 V, até o final da corrida (figura 2).

Terminada a corrida, desligou-se imediatamente a fonte elétrica e o gel foi
retirado da placa para ser corado durante duas horas em solucdo de azul de Coomassie
0,2% sob agitacao horizontal constante para uma coloragdo uniforme. Posteriormente,
o gel foi submerso em solucao descorante a base de metanol para retirar o excesso de
corante até que todo o gel se apresente nitido.

Os pesos moleculares e as concentragdes das fragdes proteicas foram
determinados por densitometria computadorizada (Software LabImage 1D, Loccus®),
a partir do escaneamento das amostras. Para o calculo do peso molecular utilizou-se
marcadores de pesos moleculares de 200, 116, 97, 66, 45, 31, 21, 14 e 6 kDa. Os
processamentos das amostras ocorreram no Laboratério de Pesquisa em Patologia

Clinica Veterinaria da UFV.

IMarcador Sigma Marker 6.5 — 200kDa.
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Figura 2 — Sistema vertical de eletroforese (soro).
Fonte: Acervo pessoal, 2018.

4.4.6. Espectrometria de massas

4.4.6.1. Digestao enzimatica das bandas no gel e preparo da amostra para andlise por

espectrometria de massas

Apobs a separagdo das proteinas séricas canina por SDS-PAGE, as bandas
evidentes foram escolhidas e excisadas para a realizagdo da digestao enzimatica, a qual
foi efetuada com tripsina pancreatica suina (TPCK), referéncia T-6567 (Sigma
Aldrich, EUA), indicada para utilizacdo em protedmica.

A digestdo das proteinas foi realizada conforme descrito anteriormente por
Shevchenko et al. (2006), com solucdo de tripsina na concentragao de 25 ng/uL, da
qual foram adicionados 40 uL em cada amostra. Ap6s a digestao, os peptideos tripticos
foram secos em centrifuga a vacuo, modelo AG-22331 (Eppendorf, Alemanha) e
ressuspendidos em 10 pL de solucdo de 4cido trifluoracético 0,1 % e dessalinizado em
ZipTip® (Millipore, USA), os quais foram eluidos em 3 pL de acetonitrila 50 %,
acidificada com acido trifluoracético 0,1 %. Foram aplicados 1 puL da solugdo de
peptideo eluido com 1 pL de matriz 4cido aciano-4-hidroxicinamico — HCCA (Bruker
Daltonics, Alemanha), a qual foi solubilizada na mesma solucdo de elui¢do dos
peptideos, na concentragdo de 10 mg/mL. Para calibracdo do método de analise MS1
foram utilizados peptideos padroes (Peptide Calibration Standard II) (Bruker

Daltonics, Alemanha), aplicados junto com a matriz nas mesmas condicoes.
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4.4.6.2. Aquisicao de espectros de massas de MS e MS/MS por MALDI TOF/TOF

Apos a secagem das amostras, os espectros de MS1 e MS2 foram adquiridos em
espectrometro MALDI-TOF/TOF, modelo Ultraflex III (BrukerDaltonics). Para
obtencao dos dados de MS1 utilizou-se 0 modo refletivo e positivo, com uma faixa de
detecgdo de 500-3400Da. Para a realizagdo de MS2, usando o método LIFT no modo
positivo, foram selecionados os ions com maior intensidade em relacao a razao massa
carga (m/z).

Todos os dados obtidos foram gerenciados pelo software Flex control, versao
3.3 (Bruker Daltonics, Alemanha), sendo os espectros resultantes das analises MS1 e
MS2 processados com o auxilio do aplicativo Flex Analysis, versdo 3.3 (Bruker
Daltonics, Alemanha). As listas de picos de MS2 foram geradas no formato mascot
generic format (mgf) pelo aplicativo BioTools, versdo 3.2 (Bruker Daltonics,
Alemanha).

A 1identificacdo das proteinas foi confirmada com o Software BioTools versao
3.2 (Bruker Daltonics) e Mascot Daemon (Matriz Science, Londres, Reino Unido)
contra a base de dados de proteinas para a subespécie Canis lupus familiaris obtida do

banco de dados Uniprot (http://www.uniprot.org).

4.4.6.3. Identificagdo das proteinas

As listas de massas foram confrontadas contra os bancos de dados de proteinas
dos taxons Canis lupus familiaris (download em 17/09/2018, com 29.589 entradas)
ambos depositados no UNIPROT, usando o aplicativo MASCOT, versao 2.4.0 (Matrix
Science, London, UK). Os parametros utilizados para a pesquisa foram: digestdo
enzimatica pela tripsina com uma clivagem perdida; permitindo uma tolerancia de erro
para o ion parental de 0,2 Da e para os fragmentos de 0,5 Da; carbamido metilagdo da
cisteina como modifica¢do fixa e oxida¢ao da metionina como modificagdo variavel.

O resultado obtido pelo MASCOT foi validado estatisticamente pelo aplicativo
SCAFFOLD, versao 3.6.4 (Proteome Software INc, Portland, OR). Para a validagao
dos peptideos identificados foi aplicado o algoritmo Peptide Prophet (KELLER et al.,
2002) e para as proteinas o algoritmo Protein Prophet (NESVIZHSKII et al., 2003),

como critério de aceitacdo foram adotados os pardmetros com o minimo de 90% de
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probabilidade para a identifica¢do tanto das proteinas quanto dos peptideos, com a
presenca de pelo menos um peptideo Uinico para cada proteina identificada.

As proteinas identificadas pelo MASCOT e validadas pelo SCAFFOLD,
denominadas “Uncharacterized” foram analisadas usando o software BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool), versdo 2.4.0 (ALTSCHUL et al., 1990). Nessa analise,
foi possivel identificar quais as proteinas depositadas no banco de dados protein non-
redundant (nr) do NCBI apresentaram maior identidade com as sequéncias das
proteinas “Uncharacterized”.Os processamentos das amostras ocorreram no Nucleo de

Biomoléculas (NuBioMol) da UFV.

4.4.7. Eletroforese do sobrenadante urinario

Para o fracionamento dos diferentes constituintes proteicos do sobrenadante
urindrio, realizou-se corrida eletroforética das respectivas amostras em mini gel de
poliacrilamida contendo dodecilsulfato de so6dio (SDS-PAGE), conforme técnica
descrita por Laemmli (1970) modificada. Para a corrida, utilizou-se o sistema vertical
de eletroforese (MINI PROTEAN TETRA CELL® BIO-RAD).

Para a eletroforese foi utilizado o gel de separagdo a 14% e o gel de
empilhamento a 5%. Para o preparo das amostras e fracionamento das proteinas,
adicionou-se 15puL de sobrenadante urinario e 3pL de &gua ultrapura, em 6uL de
tampao de amostra. Uma aliquota de 24uL. de cada amostra preparada foi depositada
em uma determinada cavidade do gel, além da amostra do marcador padrao de peso
molecular? como referéncia, que sempre foi colocado em cavidades pré-estabelecidas
(figura 3A).

Ap6s colocadas as amostras, o conjunto da cuba foi submetido a corrente elétrica
de 80 V, fornecida por fonte de energia apropriada (figura 3B).

Terminada a corrida, desligou-se imediatamente a fonte elétrica e o gel foi
retirado da placa para ser corado durante duas horas em solucao de azul de Coomassie
0,2% sob agitagdo horizontal constante para uma coloragdo uniforme. Posteriormente,
o gel foi submerso em solugdo descorante a base de metanol para retirar o excesso de
corante até que todo o gel se apresente nitido.

Os pesos moleculares e as concentragdes das fragcdes proteicas foram

2Marcador Sigma Marker 6.5 — 200kDa.
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determinados por densitometria computadorizada (Software LabImage 1D, Loccus®),
a partir do escaneamento das amostras. Para o calculo do peso molecular utilizou-se
marcadores de pesos moleculares de 200, 116, 97, 66, 45, 31, 21, 14 e 6 kDa, além de
proteinas purificadas. Para a avaliacdo densitométrica das bandas proteicas
confeccionaram-se curvas de referéncia a partir da leitura do marcador padrao.

As amostras de urina com hematuria, piuria e/ou bacteriuria, detectadas durante
a realizacdo da urinalise, foram excluidas desta analise. Os processamentos das
amostras ocorreram no Laboratério de Pesquisa em Patologia Clinica Veterinaria da

UFV.

i IV
Figura 3 — A-B, Sistema vertical de eletroforese (urina). A, Deposito das amostras nas cavidades do
gel. B, Conjunto da cuba submetido a corrente elétrica de 80 V.
Fonte: Acervo pessoal, 2018.

4.4.7.1. Classificagao

Apos a obtencao dos resultados da eletroforese, as amostras foram classificadas
conforme o algoritmo de pontuacdo para os padrdes de bandas caracteristicos de lesdo
glomerular (proteinas de alto e moderado peso molecular) e tubular (proteinas de baixo
peso glomerular) descrito por Hokamp et al. (2018). De acordo com os autores, os
escores lesdo glomerular variam entre 0 e 3 (0 = normal / sem proteintria glomerular;
1 = proteintdria glomerular leve; 2 = proteindria glomerular moderada; 3 = proteinudria
glomerular grave) e os lesdo tubular variam entre 0 e 4 (0 = proteintria normal / ndo
tubular; 1 = proteindria tubular minima; 2 = proteintria tubular leve; 3 = proteinuria
tubular moderada; 4 = proteinuria tubular severa), conforme demonstrado nas tabelas

5eb6.
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Tabela 5 — Algoritmo de escore de lesdo glomerular.

Escore de lesao
glomerular

Caracteristicas da banda de
albumina

Outras caracteristicas das bandas

0 (Normal)

Fraca e menor ou menos
proeminente que o padrdo de
peso molecular
correspondente da albumina
(em ~ 55,4 kDa). Presenca de
+ 1 - 2 bandas fracas
adicionais na mesma regiao.

+ 1 banda fraca a aproximadamente 88
-101 kDa, referente a proteina de
Tamm-Horsfall.

1 (leve)

Do tamanho correspondente
ao padrdo de peso molecular
correspondente da albumina,
podendo variar em até trés
vezes o tamanho em relagdo a

< 10 bandas de alto peso molecular;
entre 1 e 2 bandas com
aproximadamente 130-150 kDa podem
estar proeminentes, porém finas
(aproximadamente do mesmo tamanho

mesma. / intensidade que um padrio de peso
molecular).
2 (moderado) a) Proeminente, com Se a opgdo a) das caracteristicas da

coloracdo escura e estende <
20% da distancia entre o
padrio de peso molecular
referente a 55,4 ¢ 36,5 kDa.

b) Estende > 25% da distancia
o padrio de peso

molecular referente a 55,4 e
36,5 kDa.

entre

banda de albumina: mais que 1 banda >
200 kDa.

Se a opgdo b) das caracteristicas da
banda de albumina: menos de 5 bandas
> 200 kDa + até 2 bandas escuras a
aproximadamente 130 - 150 kDa que se
aproximam da escuridao/intensidade da
banda de albumina desta amostra.

3 (Severo)

Estende > 25% da distancia
entre o padrio de peso
molecular referente a 55,4 ¢
36,5 kDa.

Mais que cinco bandas > 200 kDa, e/ou,
> 3 bandas escuras a aproximadamente
130-150 kDa que se aproximam da
escuriddo/ intensidade da banda de
albumina desta amostra.

Fonte: Hokamp et al., 2018.

Tabela 6 — Algoritmo de escore de lesao tubular.

Escore de lesao
tubular

Auséncia ou presenca de proteinuria
glomerular minima

Proteinuria glomerular presente

0 (Normal)

Nenhuma banda de baixo peso
glomerular deve estar presente, exceto se
o cdo for macho inteiro, pois podem
aparecer até trés bandas de proteina do
fluido prostitico de proeminéncia
variavel de aproximadamente 8-9,5 kDa,

15-16 kDa e 26-27 kDa.

Uma banda fraca pode estar
presente em aproximadamente 24-
25,5 kDa (além das bandas de
proteina do fluido prostatico, caso
seja uma amostra de macho
inteiro).

1 (minimo)

1-2 bandas fracas de baixo peso
molecular (excluindo bandas de proteina
do fluido prostatico).

< 5 bandas fracas de baixo peso
molecular (excluindo as bandas de
proteina de 24-25,5 kDa e do
fluido prostatico).
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2 (leve) 3-9 bandas de baixo peso molecular,com < 5 bandas de baixo peso
0-1 bandas escuras/ intensas (excluindo molecular com exatamente 1
as bandas de proteina do fluido banda escura / intensa (excluindo
prostatico). as bandas de proteina de 24-25,5

kDa e do fluido prostatico), ou, >6
mas <10 bandas de baixo peso
molecular, com 0 a 1 bandas
escuras / intensas (excluindo as
bandas de proteina de 24-25,5 kDa

e do fluido prostatico).

Se houver mais de uma banda abaixo de 24-25,5 kDa (excluindo as bandas de
fluido prostatico), a pontuagdo deve ser pelo menos leve.

3 (Moderado) > 10 e < 13 bandas de baixo peso < 13 bandas de baixo peso
molecular, com < duas bandas de baixo molecular com duas bandas
peso molecular escuras/intensas  escuras/intensas  (excluindo as
(excluindo as bandas de proteinas do bandas de 24 a 25,5 kDa e as
fluido prostatico). proteinas do fluido prostatico).

4 (Severo) > 13 bandas de baixo peso molecular > 13 bandas de baixo peso
(excluindo as bandas de proteinas do molecular (excluindo as bandas de
fluido prostatico) e/ou > 3 bandas de proteina de 24-25,5 kDa e do

baixo peso molecular escuras/intensas. fluido prostatico) e/ou > 3 bandas
de  baixo peso  molecular
escuras/intensas.

Fonte: Hokamp et al., 2018.

4.5. ANALISES ESTATISTICAS

Os dados foram avaliados pelos testes de Kolmogorov-Smirnov e de Levene para
a verificagdo da normalidade dos erros e homogeneidade das variancias,
respectivamente. A avaliagdo entre os grupos, foi realizada por meio da one-way
ANOVA. As comparagdes multiplas resultantes da ANOVA foram realizadas pelo
teste de Tukey. Quando os dados ndo atendiam as premissas da ANOVA, foi
empregado o teste de Kruskal-Wallis com post hoc de Dunn. Variaveis qualitativas
foram distribuidas em tabelas de contingéncia e analisadas pelo teste de qui-quadrado.
Foi realizada a correlagao de Pearson entre os dados avaliados. Para todos os testes foi

considerado nivel de significancia de 5%.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante o estudo, foram avaliadas 24 amostras de sangue e urina de caes de
ragas, sexo ¢ idade variadas. Destes 24 pacientes, 7 apresentavam os niveis séricos de
creatinina dentro dos parametros de referéncia (< 1,5 mg/dL) para a espécie e possuiam
arelacdo proteina:creatinina urindria menor que 1,0 (G1), 17 animais eram azotémicos
(niveis séricos de creatinina > 1,5 mg/dl), sendo que cinco possuiam relagdo
proteina:creatinina urinaria entre 1,0 e¢ 2,0 (G2) e 12 possuiam  relagdo
proteina:creatinina urindria igual ou maior que 2,0 (G3). Por se tratar de um estudo
com casuistica clinica, a maioria dos pacientes atendidos com DRC apresentaram
alteracdes laboratoriais compativeis com a doenga em estagios mais avangados.

Em relagdo aos animais avaliados, pode-se observar diferenca nos valores de
creatinina do G3 em relagdo ao G1 (p = 0,000) e G2 (p= 0,024). Os niveis séricos de
creatinina sdo comumente usados para medir a disfungdo renal e constituem a base do
sistema internacional de estadiamento da IRIS (IRIS, 2017). Entretanto, autores
descreveram que a elevacao dos niveis séricos de creatinina ocorrem apenas quando
existe comprometimento renal grave, pois ¢ necessario que haja perda de fungdo em
aproximadamente 75% do tecido renal (COLVIELE, 2006; GRAUER, 2005). Desta
forma, os resultados desta pesquisa reforcam a dificuldade em se notar elevagao dos
niveis séricos de creatinina nos estagios iniciais da doenca, demonstrada pela auséncia
de diferenca entre G1 e G2.

A anemia, avaliada pelo volume globular dos pacientes, demonstrou diferenca
entre G1 e G3 (p=0,0112), sendo que pacientes em estagios mais avancados da DRC,
possuem menores percentuais do volume globular quando comparado a animais
higidos e nos estagios iniciais da DRC. Segundo Polzin (2017) a gravidade e
progressdo da anemia estdo correlacionados com o estigio da DRC e pioram
progressivamente devido a diminui¢do da producdo de EPO pelo parénquima renal
afetado. Entretanto, a anemia também ¢ decorrente da diminui¢do do periodo de vida
dos eritrocitos, da deficiéncia nutricional, da perda sanguinea e da mielofibrose. De
acordo com Naigamwalla, Webb e Giger (2012), outra importante causa € a deficiéncia
de ferro relacionada a ingestao inadequada e a perda cronica de sangue gastrintestinal.

Oburai, Vaikunta Rao e Naik (2015) observaram diferen¢a do volume globular
(%) entre animais controle e animais portadores de DRC, sendo que 11 dos 31 caes

com DRC avaliados apresentavam-se anémicos. Torres et al. (2017), avaliaram 63 caes
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em diferentes estagios da DRC, observando anemia normocitica normocromica em
84,1% dos pacientes. Os autores notaram que a hipoplasia eritroéide estava associada
com a anemia persistente em todas as fases da DRC, sendo relacionada com a
deficiéncia de ferro nas fases iniciais e a destruicao periférica dos eritrocitos causada
pela progressao da azotemia.

Em relagdo a eletroforese de proteinas séricas (figura 4), notou-se diferenca entre
os grupos relacionada ao complemento C3, a tranferrina, a albumina e a

apolipoproteina A4 (figura 5), conforme demonstrado na tabela 7.
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Figura 4 — Tragado eletroforético das proteinas séricas com seu respectivo marcador de peso
molecular (lane 1) e amostras de pacientes com DRC (lane 2 a 15).
Fonte: Acervo pessoal, 2018.

Tabela 7 — Concentragdo das proteinas séricas em caninos sadios e com doenga renal
cronica (G1, G2 e G3).

Concentrac¢io Sérica (mg/dL)

Proteina Grupo Média + desvio Mediana
padrao (min-max)
Gl 6,3+0,7 -
Proteina Total G2 6,2+1,2 -
G3 6,3+0,9 -
144,58
Gl -
(61,1 -265,7)
. 74,5 A
Complemento C3*" G2 -
(32,3-111,7)
141,48
G3 -
(40,9 - 683,2)
L. Gl 935+2884 -
Transferrina

G2 811+36548 -




G3 560,6 + 190,7 B -
Gl 3035,7+232,94 -
Albumina® G2 2826 £ 246 4B -
G3 2295+ 543 B -
o ] 22434
(140,6 - 319,4)
Apolipoproteina A4*" G2 - 142,4 %2
(122,2 - 244.9)
o ] 116,48
(79.4 - 268.4)
Gl 620,3 + 86,5 -
o 1 Antitripsina G2 597,1 £129,1 -
G3 494,4 +163,3 -
Gl 3027+ 1116 -
IgG G2 2860 + 769 -
G3 2889 + 698 -
Gl 256,3 +£135,5 -
Pentaxina G2 176,8 + 55,4 -
G3 225,0 +140,0 -
Gl i 623.4
(515,2 - 786.4)
Haptoglobina* G2 - 7109
(309,0 - 1120,6)
o3 ] 611,2
(113,4 - 1407,1)
Gl i 314,8
(170,1 - 552,3)
Glicoproteina acida* G2 - 2628
(145,4 - 449.2)
a3 i 2334

(159,9 - 468,2)

*Varidveis com p < 0,05 (significativamente diferentes).

T Variaveis sem distribui¢do normal; Teste de Kruscal-Wallis, Mediana (min-max).
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Figura 5. Eletroforese das proteinas séricas. Bandas das proteinas que diferenciaram-se e seus respectivos
picos, encontradas na eletroforese, identificadas nominalmente. 1 — complemento C3; 2 — transferrina; 3 —
albumina; 4 — apolipoproteina A4.

Fonte: Acervo pessoal, 2018.

Em rela¢do ao complemento C3, os valores foram significativamente menores
no G2 quando comparado ao G1 (p =0,042) e ao G3 (p = 0,039).

Segundo Edelweiss, Meine, Scroferneker (1997) uma das propriedades do
complemento ¢ a de se ligar a complexos imunes. Estes complexos sdo compostos de
antigenos e anticorpos (IgG e IgM) e podem ser fixos, com anticorpos dirigidos contra
antigenos teciduais, ou circulantes (soluveis) plasmaticos. A formacao dos complexos
imunes fixos ou soliiveis pode implicar na ativagdo do complemento, podendo levar a
modificacdes séricas mensurdveis (hipocomplementemia) e o depdsito de fragdes do
complemento nos tecidos. A hipocomplementemia, assim como o decréscimo da
concentracdo das proteinas reguladoras do complemento no soro, acompanha a
progressdo da deterioragdo da funcdo renal em vdrios tipos de glomerulonefrites.
Segundo os autores, tal fato também pode ser demonstrado pela detec¢do da presenca
de altos niveis de proteinas reguladoras do complemento no sangue de pacientes com
fungdo renal normal, sugerindo que o mecanismo de controle do sistema complemento
esteja preservado nestes pacientes. Os autores afirmam ainda que, o sistema
complemento pode ser implicado na lesdo histoldgica secundaria ao depdsito, tendo

papel de atacante e destruidor de tecidos-alvo, mas também possui agdo protetora,
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modificando a solubilidade dos complexos, favorecendo sua captacdo e destruicdo
pelas células fagocitarias.

Schneider et al. (2013) demonstraram, através do seu estudo de prevaléncia de
glomerulonefrite por imunocomplexos em caes biopsiados por suspeita de doenca
glomerular, que 48,1% (241 de 501) dos caes incluidos no estudo apresentavam
glomerulonefrite por imunocomplexos.

No Brasil, h4a consideravel incidéncia de doencas infectocontagiosas. Num
estudo realizado no Hospital Veterinario de Pequenos Animais da Universidade de
Brasilia no periodo de abril de 2011 a dezembro de 2014, observou-se incidéncia de
14% (992 cdes de 7.121 caes atendidos) dos atendimentos de caes diagnosticados com
babesiose, cinomose, erliquiose, leishmaniose ou leptospirose (NOBREGA, 2015).
Em relacdo as hemoparasitoses, em Andpolis (Goids), ha relato da incidéncia de
33,96% em caes de rua. Dentre as hemoparasitoses diagnosticadas, os autores
descreveram incidéncia de 50% para Anaplasma platys, 27,78% para Mycoplasma
haemocanis, 11,11% para Babesia canis, 5,56% para Ehrlichia canis e 5,56% para
Hepatozoon canis (MUNDIM et al., 2008).

As doencas infectocontagiosas, como ehrlichiose (SILVA et al., 2015),
babesiose (CAVALCANTE et al., 2006), leptospirose (CHIDEROLII et al., 2016) e
leishmaniose (ZARAGOZA et al, 2003; SILVA, 2007), podem levar a
glomerulonefrite e nefrite intersticial induzida por deposicdo de imunocomplexos,
com poterior desencadeamento da DRC (CAVALCANTE et al., 2006; CHIDEROLI1
et al., 2016; KIKUCHI et al., 2015; SILVA, 2007; SILVA et al., 2015; ZARAGOZA
et al., 2003). Desta forma, as causas infecciosas devem ser consideradas como
importante e possivel fator desencadeante da DRC por deposi¢ao de imunocomplexos
nos animais estudados, lembrando que, conforme descrito por Matta (2000), muita
vezes, quando a DRC ¢ diagnosticada, o agente causador pode nao se encontrar no
organismo do animal.

Segundo Roura (2016), doencas autoimunes (como o lapus eritematoso
sistémico) e infecgdes bacterianas (como ocorre na piometra, na doenga periodontal e
nas piodermites cronicas) também sdo consideradas fatores de risco para DRC.

Morita et al. (1997) relataram que o sistema complemento pode ser ativado
durante a proteinuria, quando as proteinas plasmaticas, incluindo os componentes do
complemento, atingem o limen tubular. A ativagdo do sistema complemento na

superficie luminal das células tubulares proximais pode ocorrer pela ativacao de C1
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(via classica) pela enzima conversora de angiotensina, como também pela ativacao da
via alternativa por meio da clivagem da ligagdo tioéster interna da molécula C3 pela
agua ou amoénia. Uma vez ativadas (via classica e alternativa), as convertases C3
podem amplificar a clivagem das moléculas C3.

Sendo assim, o achado de menores niveis do complemento C3 no G2 em relagao
ao G3 e ao G1, sugere que nas fases iniciais da instalacdo da DRC existe a presenca
de imunocomplexos levando a hipocomplementemia. Posteriormente, com a DRC
completamente instalada, os imunocomplexos deixam de ter papel na instalacdo e
progressao da doenca, a qual passa a progredir por outros mecanismos, como a
proliferacdo de fibroblastos levando a formacao de colageno, que lesa os vasos e
tubulos renais, gerando mais inflamagdo, e progressiva deposicdo de matriz
extracelular, que culmina em fibrose tubulo intersticial e glomerular, e posterior perda
dos néfrons, conforme descrito por Vianna et al. (2011).

A ativagdo do sistema complemento por meio das doencas infectocontagiosas
sugere a importancia das mesmas na etiopatogenia da DRC.

A presencga de proteinuria nos animais do estudo que estavam nas fases iniciais
da doenga também pode ter contribuido com a ativacdo do complemento e com a
diminui¢ao dos niveis do complemento C3.

Em relagdo aos valores de transferrina (p = 0,018) e albumina (p = 0,004), eles
foram significativamente inferiores no G3 quando comparado ao G1. Sabe-se que estas
proteinas sdo as principais PFAs negativas da espécie canina. Durante a resposta de
fase aguda, as PFAs negativas diminuem aproximadamente 25% da sua concentragao,
de forma rapida (em 24 horas) ou gradual (ao longo de um periodo de dias)
(ECKERSALL, 2008).

Camacho et al. (2005) atribuiram a diminui¢do dos niveis séricos de transferrina
como um dos motivos da ndo elevacao da fracao B-globulina encontrada no seu estudo
em cdes com Babesia annae. Segundo os autores, na DRC possivelmente ocorra perda
de transferrina pelos rins ou, mais provavelmente, por ser uma PFA negativa, diminua
seus niveis durante processos inflamatorios agudos em caes com azotemia.

Segundo Trevisi, Moscati e Amadori (2016), possivelmente o mecanismo
relacionado com a diminui¢do das PFAs negativas esteja relacionado com diminui¢ao
da sintese de proteinas hepaticas habituais, como o provavel resultado da competigdo

por substratos para producdo das PFAs positivas. Entretanto, neste estudo ndo foi
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observado a elevagdo significativa das PFAs positivas em nenhum dos grupos com
DRC.

A transferrina ¢ a proteina transportadora de ferro e frequentemente sua
aplicacdo diagndstica estd relacionada ao seu papel nas doencas do metabolismo do
ferro (ECKERSALL, 2008). Na DRC ocorre ingestdo inadequada de alimentos e perda
cronica de sangue gastrintestinal (NAIGAMWALLA; WEBB; GIGER, 2012), desta
forma, a reducdo dos niveis de ferro pode ser uma das justificativas da diminuigao
encontrada nos niveis séricos da transferrina.

Em relacdo a albumina, uma possibilidade da sua diminuicao esté relacionada a
perda urinaria desta proteina (CHEW; DIBARTOLA; SCHENCK, 2012).

Os resultados da apolipoproteina A4 (p = 0,009) demonstraram niveis
significativamente inferiores no G3 quando comparado ao GI.

A apolipoproteina A4 participa do transporte reverso do colesterol (HDL), sendo
considerada anti-aterogénica (KRONENBERG at al., 2000). Sua sintese ¢ realizada
quase exclusivamente pelos enterdcitos, sendo secretada na linfa como uma proteina
estrutural do quilomicron e sua liberagdo esta relacionada a quantidade de lipideos
ingerida na dieta (GREEN et al., 1980).

Behling-Kelly (2014) observou a ocorréncia da dislipidemia em caes com DRC,
sendo caracterizada pelo aumento dos niveis séricos do colesterol (16 de 29 caes com
DRC), por uma diminui¢do nos niveis de lipoproteina de alta densidade (HDL) e
aumento de lipoproteina de baixa densidade (LDL) e lipoproteina de muito baixa
densidade (VLDL), entretanto, a incidéncia, a gravidade, o mecanismo e as
consequéncias do metabolismo lipidico alterado em cdes permanece desconhecida. De
acordo com Lima (2007), acredita-se que em humanos o mecanismo da dislipidemia
da DRC esteja principalmente relacionado a resisténcia a insulina, ao aumento do
estresse oxidativo e a alteragdes na estrutura e na fungao das apolipoproteinas.

Em humanos, a apolipoproteina A4 pode ser considerada um marcador sérico e
urinario para DRC. A diminui¢do da depuragdo de creatinina mostrou uma forte
associacdo com o aumento dos niveis de apolipoproteina, sugerindo papel metabolico
dos rins para essa proteina (LINGENHEL et al., 2006). Além disso, pacientes com
elevada concentragdo de apolipoproteina A4 demonstram uma progressao
significativamente mais rapida da doenga, sendo considerada um preditor

independente de progressdo da DRC primaria (BOES et al., 2006).
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Entretanto, um tipo tubular de proteindria e a proteindria grave podem causar
uma diminui¢do nos niveis plasmaticos de apolipoproteina A4. A hipotese do efeito
da diminui¢ao da apolipoproteina sobre baixos niveis séricos de albumina na sindrome
nefrdtica severa pode ser causado pela diminui¢do da producao intestinal devido ao
edema de mucosa pronunciado ou pelo aumento da perda desta proteina pela filtragdo
glomerular. Em condi¢des normais, a apolipoproteina ¢é filtrada pelo glomérulo e ¢
reabsorvida pelas células tubulares proximais (LINGENHEL et al., 2006).

Mais exames relacionados ao perfil lipidico destes pacientes seriam necessarios
para a melhor compreensdao da diminui¢do da apolipoproteina A4 encontrada nos
pacientes do G3 em relagdo ao G1 e para analise desta proteina como um possivel
marcador da DRC em caes.

A avaliagdo da urina através da urinalise, possibilitou a selecdo das urinas com
base na auséncia de sedimento urinario ativo (ex.: hematiria e/ou pidria) com o intuito
de evitar a interferéncia dessas alteragdes na interpretagdo da origem da proteinuria
(JILLINGS et al., 2019; VIENTOS-PLOTTS et al., 2018).

A urinalise também permitiu a avaliagdo da densidade urinaria dos pacientes
estudados. Desta forma, observou-se diferenca dos valores do G1 em relacdo aos G2
(p<0,001) e G3 (p =0,027) (tabela 8), sendo que os valores de densidade urinaria do
Gl foram maiores do que nos outros grupos, demonstrando a conservagdo da
capacidade de concentragdo urindria neste primeiro grupo. Além disso, os resultados
da densidade urinaria correlacionaram-se negativamente e moderadamente com os
niveis séricos de creatinina (-0,61; p = 0,00166).

Oburai, Vaikunta Rao e Naik (2015) observaram menor densidade em cdes com
DRC (1,020 £+ 0,001) quando comparados com seu grupo controle (1,036 = 0,02).

A diminui¢do da densidade urinaria em caes com DRC ocorre devido a
diminui¢do da capacidade renal em concentrar urina, havendo diminui¢ao ou perda da
do equilibrio hidrico do organismo, realizado pela reabsor¢do de grande parte da agua
do filtrado glomerular pelos tibulos pela acdo do hormoénio antidiurético
(vasopressina) (BARGER, 2015).

Assim como a elevagdo dos niveis séricos de creatinina ocorre quando ja existe
consideravel perda da funcdo (MEUTEN, 2012), Chew, Dibartola e Schenck (2012)
afirmam que € necessario que haja perda de aproximadamente 67% da fungao renal
para ocasionar a produ¢do de urina isostentrica (1,008 - 1,012) (CHEW;

DIBARTOLA; SCHENCK, 2012), reforcando que os animais do G3 ja apresentavam
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grande perda da fungdo renal.

A bioquimica urindria analisou os valores de proteina, creatinina e a relacdo
proteina:creatinina. Sendo assim, ndo foi observada diferenga entre os grupos em
relagcdo aos niveis isolados de proteina da urina, enquanto que os valores de creatinina
se diferenciaram entre o G1 e G3 (p =0,0003), assim como a avaliacdo da concentracao
de proteina em relagdo a concentragdo de creatinina urindria (relacdo
proteina:creatinina urinaria) (p = 0,005) (tabela 8).

Os resultados da relagdo proteina:creatinina urinaria correlacionaram-se
positivamente com os niveis séricos de creatinina (0,5; p = 0,0240), demonstrando que
quanto maior a perda de funcdo renal, menor a capacidade de eliminagdo dos
compostos nitrogenados e maior a perda das proteinas pela urina.

Oburai, Vaikunta Rao e Naik (2015) observaram diferenca na relacdo
proteina:creatinina urindria entre os grupos controle (0,68 +0,09) e DRC (2,29 £0,25),
observando também diferenca (p < 0,01) entre os mesmos grupos referente aos niveis
de creatinina (10,14 £ 0,89 x 217,42 +21,20) e proteina (6,94 + 0,55 x 217,42 £ 44,95)
urindria.

Forterre, Raila e Schweigert (2004) relataram diferenca nos valores de creatinina
entre o grupo controle e o grupo com DRC, havendo variagcdo na magnitude entre os
animais com DRC. Assim como encontrado nos resultados desta pesquisa, os autores
ndo observaram diferenga entre os grupos relacionada aos niveis de proteina urinaria,
encontrando diferenga nos niveis de creatinina e na relagdo proteina:creatinina
urinaria.

Os niveis de proteina urindria semelhantes e a diferenca entre os niveis de
creatinina e da relacdo proteina:creatinina urindria sdo explicados pelo fato de apenas
uma pequena quantidade de proteina ser excretada juntamente com outros solutos pela
urina. Estes resultados refor¢am que, para determinar o grau de proteindria e sua
significancia, ¢ fundamental que a concentracao de proteinuria seja comparada com os
niveis da creatinina urinaria (COWELL, 2004).

O fato desta diferenca ter sido observada apenas entre G1 e G3 reforga que estes
marcadores bioquimicos urindrios diagnosticam principalmente pacientes com
estagios avancados da DRC, onde ja ocorreu grande perda da fungdo renal. Isto
demonstra a necessidade da descoberta de marcadores mais sensiveis, que possam
realizar a diferenciagdo da DRC entre animais higidos e animais com DRC nos

estagios iniciais, onde hd menor perda de fung¢ao renal e, portanto, onde a intervencao
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terapéutica podera garantir melhor prognostico para estes pacientes.

Tabela 8 — Parametros urinarios em caninos (G1, G2 e G3).

Parametros Grupo Concentrag¢ao Urinaria (mg/dL)
Média + desvio padrao Mediana
(max-min)
Densidade** Gl 1,050 4
(1,018-1,050)
G2 1,0158
(1,012-1,016)
G3 1,011 8
(1,007-1,017)
Proteina Gl 169,8 £ 62,7
G2 216,4 £+ 146,8
G3 189,6 £ 78,7
Creatinina“? Gl 362,34
(75,8-485,0)
G2 83,3 AB
(47,5-154,3)
G3 5598
(34,9-114,6)
Relagdo proteina:creatinina Gl 0,5+£0,24
urinaria* G2 28+£20AB
G3 36+218B

* Varidveis com p < 0,05 (significativamente diferentes).

T Varidveis sem distribuigdo normal; Teste de Kruscal-Wallis, Mediana (min-max).

Na busca por marcadores mais sensiveis de diagnodstico da DRC, foi realizada a
eletroforese das proteinas urinarias, que possibilitou a avaliagdo do padrao de lesdo
renal e do escore de lesdo glomerular e tubular proposto por Hokamp et al. (2018)

(figura 6).
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Figura 6 — Eletroforese das proteinas urinarias. Lane 1 — Marcador de peso molecular. Lane 2 — Amostra com
sedimento urinario ativo (cistite). Lane 3 — Escore de les@o glomerular 1 e tubular 4. Lane 4 — Escore de lesdo
glomerular 1 e tubular 0. Lane 5 - Escore de lesdo glomerular 1 e tubular 0. Lane 6 - Escore de lesdo glomerular
3 e tubular 4. Lane 7 - Escore de lesdo glomerular 2 e tubular 3.

Fonte: Acervo pessoal, 2018.

A avaliacdo do padrio de lesdo renal demonstrou que a maioria dos animais do
G1 ndo possuiam (5 de 7) lesdo renal ou uma minoria dos animais possuiam lesdo
glomerular (1 de 7) ou tubular (1 de 7), enquanto os pacientes do G3 possuiam
principalmente lesdo glomerular e tubular simultaneamente (10 de 12) (tabela 9).

Lees et al. (2005) citaram que resultados da relagdo proteina:creatinina urinaria
> 2,0 sdo considerados indicativos de proteinuria glomerular, enquanto valores < 2,0
parecem ser mais frequentemente relacionados com proteintria tubular. Entretanto, os
resultados da presente pesquisa contrastaram ao descrito por estes autores,
demonstrando que no G2, composto por animais azotémicos € com relagdo
proteina:creatinina urindria < 2,0, os pacientes possuiam sobretudo lesdo glomerular
e tubular concomitantes (tabela 9).

A presenca de lesdo glomerular e tubular simultaneamente nos pacientes do G3
pode ser explicada pelo que fora descrito por D’ Amico e Bazzi (2003). De acordo com
os autores, na lesdo glomerular ocorre um aumento da carga e mudanca na
permeabilidade do capilar glomerular. Desta forma, a albumina e as proteinas de alto
peso molecular conseguem passagem transglomerular. A elevagdo da concentragao
das proteinas que chegam ao tibulo para serem reabsorvidas geram uma sobrecarga

de trabalho e/ou uma injlria toxica nas células tubulares proximais.
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Segundo Hokamp et al. (2018), animais com escore de lesdo glomerular > 1
demonstraram maior sensibilidade (97%) para detec¢ao de dano glomerular do que as
razdes proteina:creatinina urinaria > 0,2 (95%), > 0,5 (93%), > 1 (90%) e > 2 (81%),
além de apresentarem 100% de especificidade para dano glomerular. Em relacdo a
avaliagcdo de lesdo tubular, animais com escore de lesdo tubular > 1 demonstraram
maior sensibilidade (90%) para a presen¢a de dano tubulointersticial em comparagao
com niveis séricos de creatinina > 1,4 mg / dl (58%) e creatinina > 1,4 mg / dl +
densidade urinéria < 1,030 (48%), e apresentaram 100% de especificidade para dano
tubulointersticial. Por meio destes resultados, pode-se verificar a importancia da

realizacdo da eletroforese urinaria para identifica¢do do local de lesdo renal.

Tabela 9 — Padrdo de lesdo renal em caninos (G1, G2 e G3).

1 2 3
.. 5 0 0 N
Auséncia
20,8 0 0 Total %
1 1 0 N
Glomerular
4,2 4,2 0 Total %
1 3 10 N
Ambos
42 12,5 41,7 Total %
0 1 2 N
Tubular
0 4,167 8,333 Total %

Teste Quiquadrado, p = 0,004

Utilizando o algoritmo proposto por Hokamp et al. (2018) para avaliacdo do
escore de lesdo glomerular e tubular, observou-se diferenga do grau de lesdo
glomerular do G1 em relagdo ao G2 (p = 0,003) e ao G3 (p = 0,049), sendo que Gl
apresentou menor escore quando comparado aos outros grupos. Em relacdo ao escore
de lesdo tubular, observou-se diferenca entre G1 ¢ G2 (p = 0,022), tendo G2 maior
escore quando comparado ao G1; entre G1 e G3 (p < 0,001), tendo G3 maior escore
do que G1; e entre G2 e G3 (p = 0,018), tendo G3 maior escore do que G2.

Os resultados para o diagndstico de lesao glomerular e tubular demonstram que
a avaliacao do escore foi mais sensivel que os resultados demonstrados pela avaliagdo
da relagdo proteina:creatinina urindria, sendo que para lesao tubular observa-se maior
sensibilidade do que para lesdo glomerular, pois seus resultados demonstraram
diferenca entre todos os grupos avaliados (tabela 10).

E importante enfatizar que, tanto no escore de lesdo glomerular como no tubular,

houve diferenca entre o grupo sadio (G1) e o grupo representado por animais nos
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estagios iniciais da DRC (G2).

Desta forma, a avaliagdo de pontuacdo (grau) de lesdo glomerular e tubular
proposto por Hokamp et al. (2018) ¢ um marcador precoce de diagnostico para
pacientes com DRC e possibilita 0 acompanhamento destes, sendo um bom marcador
de prognostico.

Ao contrario da relacdo proteina:creatinina urindria, o algoritimo de pontuacao
proposto por Hokamp et al. (2018), possibilita ainda a identificagao do local de lesao
renal, demonstrando mais uma vez a sua sensibilidade.

Devido a sensibilidade demonstrada pela precocidade na detec¢ao de lesdo, pela
possibilidade de se identificar o local e a gravidade da lesdo, a aplicagdo da eletroforese
urindria associada a sua classificacdo conforme o algoritmo de pontuagdo para os
padrdes de bandas caracteristicos de lesdo glomerular (proteinas de alto e moderado
peso molecular) e tubular (proteinas de baixo peso glomerular) descrito por Hokamp
et al. (2018) ¢ indicada para a rotina clinica de atendimento ¢ acompanhamento dos

pacientes com DRC.

Tabela 10 — Pontuagdo (grau) de lesdo glomerular e tubular em caninos (G1, G2 e G3).

Pontuacio de Hokamp et al. Mediana
Grupos .
(2018) (max-min)
0 A
Gl
(0-1)
2 B
Escore de lesdo glomerular”* G2
(0-2)
2 B
G3
(0-3)
0 A
Gl
(0-1)
1 B
Escore de lesio tubular”® G2
(0-4)
4 C
G3
(1-4)

* Varidveis com p < 0,05 (significativamente diferentes).

T Variaveis sem distribuigdo normal; Teste de Kruscal-Wallis, Mediana (min-max).
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6. CONCLUSOES

A DRC ¢ uma enfermidade com importante morbidade e mortalidade na rotina
clinica de pequenos animais. Grande parte dos pacientes diagnosticados com DRC
encontra-se nos estagios avangados. Isto ocorre devido aos marcadores utilizados na
rotina serem tardios, atrapalhando na resposta clinica destes pacientes, pois o quanto
antes a terapia for instituida, menor progressao da doenca e, desta forma, maior tempo
de sobrevida.

Estudos evidenciam possiveis futuros marcadores promissores para o
diagnostico precoce da DRC, entretanto, os mesmos ainda nao estdo sendo utilizados
na rotina clinica, pois suas limitagdes estdo pouco elucidadas e o custo das suas
analises sdo elevados.

A determinagdo das concentragdes do complemento C3, da transferrina, da
albumina e da apolipoproteina A4, realizada neste estudo por meio da eletroforese
sérica, pode auxiliar no acompanhamento dos pacientes com DRC.

Através dos resultados, a realizag¢do da eletroforese urinaria com a classificagao
por meio do algoritmo de pontuagao para os padrdes de bandas caracteristicos de lesdao
glomerular e tubular propostos por Hokamp et al. (2018) demonstra ser uma valiosa
ferramenta diagnostica e prognostica para DRC, sendo mais sensivel que a relagdo
proteina: creatinina urinaria amplamente utilizada na rotina clinica. Desta forma, a
avaliacdo do proteinograma urindrio ¢ uma alternativa precoce, sensivel, simples e de
baixo custo, que pode ser instituida na rotina clinica para o diagndstico e prognostico
dos pacientes com DRC.

Vale enfatizar ainda que a urina ¢ uma amostra extremamente valiosa para a

avaliacdo do DRC, pois permite grandes possibilidades diagndsticas e prognosticas.
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CERTIFICADO

A Comissdo de Etica no Uso de Animais - CEUA/UFV certifica qué o
processo n° 94/2017, intitulado “Proteinograma sérico por meio da
eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) em caninos com doen¢a
renal crémica”, coordenado pelo professor Leandro Abreu da Fonseca do
Departamento de Veterinaria, esta de acordo com a Legislacéo vigente (Lei N°
11.794, de 08 de outubro de 2008), as Resolucdes Normativas editadas pelo
CONCEA/MCTI, a DBCA (Diretriz Brasileira de Pratica para o Cuidado e a
Utilizagdo de Animais para Fins Cientificos e Didaticos) e as Diretrizes da
Pratica de Eutanasia preconizadas pelo CONCEA/MCTI, portanto sendo
aprovado por esta Comiss@o em 20/02/2018, com validade de 12 meses.

CERTIFICATE

The Ethic Committee in Animal Use/UFV certify that the process number
94/2017, named “Serum proteinogram by polyacrylamide gel electrophoresis
(SDS-PAGE) in canines with chronic renal disease", is in agreement with the
a actual Brazilian legislation ( Lei N° 11.794, 2008), Normative Resolutions
edited by CONCEA/MCTI, the DBCA (Brazilian Practice Guideline for the Care
and Use of Animals for Scientific Purposes and Teaching) and the Guidelines of
Practice the Euthanasia recommended by CONCEA/MCTI therefore being
approved by the Committee on February 20, 2018 valid for 12 months.

ﬁmi‘ Atima Clemente\Ajéi(as Z%W

Presidente
Comissdo de Etica no Uso de Animais — CEUA/UFV
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ANEXO II

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, s
portador de RG n° , telefone: ,

endereco ,

tutor /  responsavel pelo animal ,

espécie , raga , SExo ,

registrado no HVT sob o nlimero , autorizo a participagdo do animal

como sujeito de pesquisa para fins cientificos pelo Hospital Veterinario da
Universidade Federal de Vigosa.

Apoés esclarecimentos prévios, estou ciente da participacdo do animal no projeto,
“Proteinograma sérico por meio da eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE) em caninos com doenc¢a renal cronica”, assim como a utilizagdo dos
resultados dessa pesquisa em publicagdo de artigos cientificos e divulgagdo em eventos
cientificos. Para fins de publicagdes e apresentagdes cientificas, a identidade do
proprietario e do animal serdo preservadas. Este estudo foi aprovado pela Comissao

de Etica no Uso de Animais CEUA/UFV sob o protocolo n°

Informo que a qualquer momento poderei suspender a participagdo do animal na
pesquisa e que caso isso ocorra, o animal ndo sofrerd prejuizos em seu tratamento ou
retorno a esta instituicdo. Estou ciente que ndo serei gratificado monetariamente e que
ndo receberei qualquer outro beneficio pela participacdo na pesquisa.

Poderei receber maiores informagdes sobre esta pesquisa caso deseje, € também
poderei esclarecer minhas davidas com o pesquisador responsavel.

Fui informado dos riscos ao animal especificos a realizagdo do estudo em si e que
todos os procedimentos serdo realizados sob supervisao Médico Veterinario.
Concordo em seguir corretamente todas as recomendagdes dos profissionais do HVT-
UFV durante e apos a utilizacdo do animal e, caso haja qualquer dano ao animal
referente a0 ndo cumprimento dessas recomendagdes, ndo responsabilizarei o HVT-

UFV, tampouco seus servidores e estudantes, pelo evento.

Assinatura do Proprietario



ANEXO III

ANALISES REALIZADAS NO SANGUE

ALFA 1

GrUPOS | PT | GLOBULINA CO%??EZ&TTO TRAlxng’m;ll]z)RlNA AL(]zI;IXE)NA ANTgSR;g)SIN A I(i(; s(,5707’)12 APOL;]:(:‘I:(E%’)[EINA HAPngZLS())BINA GIﬁgg)]:lg;[g;)NA PEI:IZT;’\’;SNA CREATININA | VG
5,6 2,8 144,5 764,7 2850,0 628,3 24436 2420 623,4 316,9 162,0 0,9 473

Creatinina | ¢ 33 94,7 784.8 2820,0 756,4 3836,2 319,4 655,7 3148 358,2 0,6 48,6
:ella’séz 6,4 3,6 146,9 996,0 2840,0 636,4 4850,8 2229 561,3 552,3 486,0 1,0 42,1
proteina: | 5,9 2,8 150,2 887,8 3090,0 514,8 2020,9 274,6 667,8 1874 178,1 1,0 48,5
Cf?aﬁif}ini‘ 6,5 3,1 265,7 1388,8 3400,0 694,3 3734,6 2243 786,4 551,4 326,3 0,8 40,2
urmlaj)la 59 2,9 134,0 5254 2960,0 579,0 2391,0 140,6 5152 302,9 163,2 1,4 37,8
7,6 43 61,1 11944 3290,0 532,6 1914,7 141,2 561,4 170,1 120,3 0,9 43,1

Creatinina | 6,0 3,1 74,5 1195,3 2900,0 673,2 22123 2449 1120,6 262,8 132,2 1,5 37,6
;113’;2 53 2,7 32,3 475,6 2620,0 4723 2460,2 142,4 309,0 193,8 202,2 1,5 42
proteina: | 7.1 4,1 111,7 1208,1 3000,0 628,5 4176,2 122,2 710,9 4492 110,3 1,6 46,2
creatinina | 7.8 47 64,5 680,2 3090,0 4572 2626,7 184,5 392,4 302,8 2473 1,7 42
Elllf:)ninzo 49 24 86,9 497,0 2520,0 7544 28255 130,8 911,7 1454 192,2 1,6 21
6,1 3.4 226,1 705,1 2730,0 626,6 3398,1 158,5 567,3 279,9 205,9 3,0 25,7

6.8 5,1 82,5 367,6 1670,0 2322 4022,8 1413 6223 4682 3353 3,9 25,6

6,5 33 154,7 5348 3200,0 482,5 15833 81,6 984.9 208,0 166,9 32 36

Creatinina L% 46 69,1 4613 1690,0 602,4 3317,5 79,4 654,9 159,9 409,8 2,6 17
>15e | 54 3,0 2134 770,6 2370,0 807,7 2913,9 116,5 4992 2274 99,3 23 43
relagdo | ¢4 3,6 128,1 814,2 2790,0 346,6 3272,4 268,4 532,1 317,6 285,6 49 44
bt 51 39 73,0 3575 1740,0 3854 2656,6 82,1 600.2 2393 2295 64 22,5
urindria > | 8,1 6,2 184,7 560,6 1910,0 469,1 3463,3 116,4 1267.8 442.4 4947 52 36,6
20 6,4 3,7 40,9 311,2 2680,0 3745 2476,7 117,9 1134 198,9 295,7 6.4 37,4
5.8 32 1242 886,0 2650,0 630,5 1875,7 106,2 540,0 171,3 44.4 74 13

6,9 44 2623 4674 2490,0 366,1 2530,3 91,9 938,0 248,1 95,4 8,5 52,3

45 2,9 683,2 490,8 1620,0 609,9 3153,8 261,8 1407,1 2275 397,2 5,1 34

o)
N




ANEXO IV

ANALISES REALIZADAS NA URINA

GRUPOS ESCORE DE LESAO ESCORE DE LESAO CARACTERI_ZACAO DENSIDADE PROTEiNA CREAT,ININA RELACAO PROTEIZNA:CREATININA
GLOMERULAR (0-3) TUBULAR (0-4) DA LESAO URINARIA URINARIA URINARIA
0 0 Controle 1,050 161,1 4498 0,4
1 0 Glomerular 1,050 186,2 485,0 0,4
Creatinina < 1,5 ¢ relagiio 0 0 Controle 1,050 148,0 362,3 0,4
proteina:creatinina urinaria < 0 0 Controle 1,032 136,6 263,8 0,5
g 0 0 Controle 1,048 247,0 4498 0.6
0 0 Controle 1,050 2422 355,8 0,7
1 1 Ambos 1,018 67,4 75,8 0,9
1 0 Glomerular 1,015 65,6 93,5 0,7
Creatinina > 1,5 ¢ relagiio 2 4 Ambos 1,016 2822 154,3 1,8
proteina:creatinina urinria 0 2 Tubular 1,015 84,1 61,1 1,4
21,0<2,0 2 1 Ambos 1,016 2303 475 48
2 1 Ambos 1,012 420,0 83,3 5,0
2 4 Ambos 1,012 214,7 68,4 3,1
0 2 Tubular 1,016 2644 74,8 3,5
0 4 Tubular 1,010 250,6 35,0 7,2
2 4 Ambos 1,010 102,0 51,0 2,0
2 1 Ambos 1,017 2874 84,0 34
Creatinina > 1,5 e relagao 2 4 Ambos 1,014 1324 114,6 12
protema:creatzlr(l)ma urinaria > 5 4 Ambos 1.014 533 349 12
, 2 3 Ambos 1,016 2634 39,8 6,6
3 4 Ambos 1,010 180,6 76,5 2,4
2 4 Ambos 1,007 96,7 35,8 2,7
1 4 Ambos 1,007 232,1 36,5 6,4
2 4 Ambos 1,010 207,7 60,8 34
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