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GERALDES, S.S. PROTEÔMICA DE POTENCIAIS BIOMARCADORES DE 1 

DOENÇA RENAL CRÔNICA NA URINA E SORO DE CÃES. Botucatu – SP, 2 

2022. 98p. Tese (Doutorado) – Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, 3 

Campus Botucatu, Universidade Estadual Paulista. 4 

RESUMO 5 

A proteômica do soro e urina representam uma possibilidade diagnóstica para a 6 

doença renal crônica em cães, pela identificação de potenciais biomarcadores 7 

de precocidade, já que, a morbidade e a mortalidade da doença renal crônica 8 

estão relacionadas com a prevalência subestimada devido ao diagnóstico tardio. 9 

O objetivo deste estudo foi identificar e analisar o proteoma sérico e urinário de 10 

cães com doença renal crônica estádios I, III e IV, na busca de novos 11 

biomarcadores de precocidade. Para o estudo foram selecionados 26 cães 12 

divididos em quatro grupos: grupo controle e grupo da doença renal crônica 13 

estádio I, III e IV respectivamente. Para a proteômica, as amostras foram 14 

preparadas e submetidas a digestão in gel e espectrometria de massas. Os 15 

dados foram analisados no software online MetaboAnalyst e o exponentially 16 

modified protein abundance index foi usado como parâmetro quantitativo da 17 

abundância proteica. Utilizou-se para a análise univariada a ANOVA e 18 

multivariada a principal component analysis e a partial least squares-discriminant 19 

analysis, sendo que a última foi usada para indicar o variables in the projection 20 

score. Dentre os resultados tiveram destaque no soro dos cães com a doença 21 

nos estádios I, III e IV as proteínas Ig-like domain-containing protein, Vitronectin, 22 

Serpin Family G member 1 e Pentraxin. As proteínas Beta-1 metal-biding 23 

globulin, Angiotensinogen, Gc-globulin, Ig-like domain-containing protein, 24 

Vitronectin, Serpin Family G member 1, Uromodulin, Secretoglobin Family 1 A 25 

member 1, Polymeric immunoglobulin receptor, Lyzozime, Cystatin domain 26 

containing protein e Adipsin tiveram destaque na urina dos cães com a doença 27 

nos estádios I, III e IV. Tanto as proteínas destacadas no soro como urina se 28 

mostraram como potenciais biomarcadores da doença renal crônica, da 29 

progressão da doença renal crônica nos estádios estudados e ou do declínio da 30 

função renal. 31 

Palavras-chave: Espectrometria de massas, azotemia, proteoma, rim32 
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GERALDES, S.S. PROTEOMIC OF POTENTIAL BIOMARKERS OF CHRONIC 33 

KIDNEY DISEASE IN URINE AND SERUM OF DOGS. Botucatu – SP, 2022. 34 

98p. Thesis (Doctorate) – Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, 35 

Campus Botucatu, Universidade Estadual Paulista. 36 

 37 

ABSTRACT 38 

Serum and urine proteomics represent a possibility of diagnostic for chronic 39 

kidney disease (CKD) in dogs based on the identification of potential biomarkers 40 

of precocity, once morbidity and mortality of chronic kidney disease are related 41 

to underestimated prevalence due to late diagnosis. The aim of this study was to 42 

identify and analyze the serum and urinary proteome of dogs with chronic kidney 43 

disease stages I, III and IV, aiming new early biomarkers . For the study, 26 dogs 44 

were selected, allocated into four groups: control group, CKD stage I, II and III 45 

respectively. For proteomics, samples were prepared and subjected to in-gel 46 

digestion and mass spectrometry (ESI-Q Tof MS/MS). Data were analyzed using 47 

the online MetaboAnalyst software and the exponentially modified protein 48 

abundance index (emPAI) was used as the quantitative parameter of protein 49 

abundance. For univariate analysis, ANOVA and multivariate principal 50 

component analysis (PCA) and partial least squares-discriminant analysis (PLS-51 

DA) were used. The PLS-DA was also used to indicate the variables in the 52 

projection score. Among the proteomics results, stood out in the serum of chronic 53 

kidney disease dogs stages I, III and IV, Ig-like domain-containing protein, 54 

Vitronectin, Serpin Family G member 1 and Pentraxin. Beta-1 metal-biding 55 

globulin, Angiotensinogen, Gc-globulin, Ig-like domain-containing protein, 56 

Vitronectin, Serpin Family G member 1, Uromodulin, Secretoglobin Family 1 A 57 

member 1, Polymeric immunoglobulin receptor, Lyzozime, Cystatin domain 58 

containing proteins protein and Adipsin were highlighted in the urine of dogs in 59 

stage I, III and IV. Both proteins highlighted in serum and urine showed potential 60 

as biomarkers of CKD, for the progression of CKD in the stages studied and or 61 

decline of renal function. 62 

 63 

Keywords: Mass spectrometry, azotemia, proteome, kidneys 64 

  65 
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1. INTRODUÇÃO 100 

A doença renal crônica (DRC) é causa de morbidade e mortalidade em 101 

cães, com incidência variando entre 0,37 a 7,8% de acordo com diferentes 102 

populações caninas estudadas (SOSNAR et al., 2003; LEES, 2004; O’NEILL et 103 

al., 2013; RUDINSKY et al., 2018).  104 

O diagnostico presuntivo da DRC nem sempre é sugerido nos estádios 105 

iniciais da doença, uma vez que na DRC o diagnóstico clínico é muitas vezes 106 

inespecífico e não patognomônico, visto a similaridade de alterações iniciais 107 

como poliuria e polidipsia com outras enfermidades que também podem 108 

repercutir em alterações no trato urinário. Portanto, a DRC é geralmente sugerida 109 

e investigada quando há presença de sinais clínicos mais severos como êmese 110 

e caquexia, que se apresentam geralmente nos estádios mais avançados da 111 

doença (POLZIN, 2013).  112 

O diagnóstico definitivo da doença é então baseado nas alterações da 113 

bioquímica sérica e exames de imagem. A dosagem sérica de biomarcadores 114 

convencionais da taxa de filtração glomerular (TGF), como creatinina e 115 

dimetilarginina simétrica (SDMA), também contribuem para o diagnóstico e 116 

estadiamento da doença (IRIS, 2019). Já os exames de imagem como a 117 

ultrassonografia e a biopsia renal auxiliam no diagnóstico, complementando os 118 

achados laboratoriais, clínicos e histórico do animal (SOVERI et al., 2014). 119 

Outros biomarcadores endógenos plasmáticos e/ou séricos que avaliam 120 

direta ou indiretamente a função renal foram estudados. Estes biomarcadores 121 

incluem a cistatina C, fator de crescimento de fibroblastos 23 (FGF-23), lipocalina 122 

associada à gelatinase neutrofíclica (NGAL), proteína C reativa (RCP), 123 

homocisteína e endotelina 1. Adicionalmente, biomarcadores urinários de dano 124 

ou disfunção glomerular como a albumina, RCP, IgA, IgG, IgM, tromboxano B2 125 

(TXB2) e transferrina (HOKAMP et al., 2016; HOKAMP e NABITY, 2016) também 126 

foram descritos. Enzimas ou proteínas indicativas de dano ou disfunção tubular 127 

também podem ser utilizadas como biomarcadores urinários. Os marcadores 128 

enzimáticos são a clusterina, cistatina C, molécula de injúria renal (KIM-1), 129 

NGAL, proteína ligante ao retinol (RBP) e proteína de Tamm-Horsfall (THP). 130 

Enquanto isso, os marcadores urinários incluem a alanina aminopeptidase 131 

(AAP), fosfatase alcalina (ALP), cauxina, gama-glutamil transpeptidase (GGT) e 132 
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N-acetil β-D-glucosaminidase (NAG). Apesar de muitos demonstrarem 133 

importância no diagnóstico de doenças renais, alguns possuem limitação à 134 

pesquisa (HOKAMP et al., 2016; HOKAMP e NABITY, 2016). 135 

Devido as consequências da DRC e inabilidade dos cães em responder 136 

adequadamente ao tratamento nos casos mais avançados, o diagnóstico 137 

precoce viabiliza a instauração de intervenção terapêutica ainda nos estádios 138 

iniciais da doença, minimizando sua progressão (BARTGES, 2012). Portanto, o 139 

foco em estudos de novos biomarcadores precoces a partir de fluidos biológicos 140 

tem ganhado espaço, não só para humanos, mas também para animais 141 

(GHODASARA et al., 2017), porém estes estudos ainda são um desafio na 142 

medicina veterinária (NABITY et al., 2011). 143 

Deste modo, objetivou-se realizar um estudo proteômico da urina e soro de 144 

cães CKD nos estágios I, III e IV, buscando estabelecer especificidades para 145 

potenciais biomarcadores no soro e/ou urina em cada estágio, bem como 146 

relacionar abundância de proteínas com a progressão da doença.147 

2. REVISÃO DA LITERATURA 148 

2.1 Doença Renal Crônica 149 

2.1.1 Definição e epidemiologia 150 

Caracterizada pela perda progressiva e irreversível da massa renal 151 

funcional, a DRC ocorre comumente em cães idosos, não eximindo, a ocorrência 152 

em cães mais jovens (BARTGES, 2012; POCAR et al., 2019), cronologicamente 153 

caracterizada quando presente por um período igual ou superior a três meses 154 

(MARTELLO et al., 2020). Em termos estruturais, ambos os rins podem ser 155 

acometidos, entretanto, quando apenas um rim é acometido com perda 156 

expressiva de néfrons funcionais, o rim remanescente sofre hipertrofia, o que é 157 

um mecanismo compensatório para manutenção da homeostasia (McGROOTY, 158 

2008; POLZIN, 2011). 159 

A DRC contribui para morbidade e mortalidade em cães (PELANDER et al., 160 

2015) com incidência variando de 0,5% a 1,5% em cães (BARTGES, 2012). Com 161 

uma ampla faixa de variação baseada em estudos populacionais, a prevalência 162 

da DRC na espécie é entre 0,37% a 7,8% (SOSNAR et al., 2003; O’NEILL et al., 163 
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2013), porém ainda é considerada subestimada visto as dificuldades e 164 

inconstâncias na realização do diagnóstico da doença em estágios iniciais 165 

(PELANDER et al., 2015) e com mortalidade elevada quando nos estágios 166 

terminais ou quadros instáveis sem suporte dialítico (KOVESDY et al., 2009). 167 

Nos cães, assim como em humanos, a prevalência e severidade da DRC, 168 

aumenta nos estádios mais avançados da doença, onde há maior declínio da 169 

função renal, podendo culminar em efeitos deletérios como a acidose 170 

metabólica, catabolismo proteico com perda muscular, inflamação crônica e 171 

disfunção cardíaca (NAVANEETHAN et al., 2011). 172 

Embora não haja um consenso relacionado à predisposição, a ocorrência 173 

de DRC em determinadas raças em detrimento de doenças renais genéticas é 174 

esperada, podendo variar dentro de populações caninas (CHU et al., 2017). Um 175 

estudo mostra que a raça Labrador Retriever foi apontada como a mais afetada 176 

pela DRC, seguida das raças Pastor Alemão e Pomerânia (REDDY et al., 2021), 177 

já em outro estudo a raça Boiadeiro de Berna foi relacionada com maior 178 

incidência e índice de mortalidade para doenças renais (PELANDER et al., 179 

2015), porém outro estudo foi destacada a raça Boxer, os quais apresentaram 180 

aumento dos biomarcadores renais creatinina e SDMA desde os 2 meses de 181 

idade, porém com maior incidência nos cães geriátricos com mais de 10 anos 182 

(COYNE et al., 2020). 183 

 184 

2.1.2 Estadiamento e subestadiamento da DRC 185 

O estadiamento da DRC é baseado no Guideline desenvolvido pela 186 

International Renal Interest Society (IRIS) e aceitos pela American and European 187 

Societies of Veterinary Nephrology and Urology. O sistema de estadiamento e 188 

subestadiamento da DRC é apoiado em quatro pilares, sendo a concentração 189 

sérica de creatinina e (SDMA) considerados para o estadiamento, e a magnitude 190 

da proteinúria com base na razão proteína: creatinina urinária (RPC) e pressão 191 

arterial sistólica (PAS) para o subestadiamento (Tabela 1). Idealmente, o 192 

estadiamento do doente renal crônico é concomitante à realização do 193 

diagnóstico e tem por finalidade, facilitar a instituição do tratamento mais 194 
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adequado, bem como permitir a monitoração do paciente (POLZIN, 2011; IRIS, 195 

2019). 196 

A inclusão do SDMA no estadiamento da DRC considera sua maior 197 

sensibilidade para diagnosticar pacientes em estágios mais precoces da doença, 198 

visto que sofre menor alteração da concentração por perda de massa renal 199 

funcional, o qual juntamente com a creatinina sérica pode ser utilizado para 200 

determinar se o paciente pertence ao estágio I, II, III ou IV (POLZIN, 2013; IRIS, 201 

2019). 202 

Para a avaliação da proteinúria pela razão proteína:creatinina urinária, deve 203 

ser considerada a inatividade de sedimentos na urinálise, bem como cultura 204 

negativa e descarte de causas pré-renal e pós-renais. Dessa forma, a avaliação 205 

seriada com coleta de urina de duas a três vezes para repetição da RPC ao longo 206 

de pelo menos duas semanas deve ser realizada (POLZIN, 2011). 207 

O subestadiamento com base na PAS é feito de acordo com o risco de 208 

danos em órgãos alvos. A avaliação da PAS para subestadiamento da DRC em 209 

cães é realizada a partir de mensurações seriadas. De acordo com a IRIS, a 210 

avaliação da PAS é realizada durante os retornos do paciente à clínica, sendo 211 

repetido pelo menos durante cinco avaliações seriadas. Essas avaliações podem 212 

ser intervaladas de pelo menos duas horas uma da outra, sendo importante 213 

considerar a acomodação do paciente (5-10 minutos) ao ambiente de 214 

mensuração da PAS (POLZIN, 2011; POLZIN, 2013; IRIS, 2019). 215 

 216 

TABELA 1. Estadiamento da DRC em cães pela IRIS com base na concentração 217 

sérica de creatinina e SDMA e subestadiamento com base na proteinúria e 218 

pressão arterial sistólica. 219 

Parâmetro Estádio da DRC 

I 
(não 

azotêmico) 

II 
(azotemia 
branda) 

III 
(azotemia 
moderada) 

IV 
(azotemia 
severa) 

Creatinina 
(mg/dL) 

<1,4 1,4 – 2,8 2,9 – 5,0 >5,0 

SDMA (µg/dL) <18 18 - 35 36 - 54 >54 

     Não proteinúrico <0,2     Proteinúrico limítrofe 0,2 – 0,5     Proteinúrico >0,5 

                                 Normotenso <140                 Pré-hipertenso 140 – 159 
                                 Hipertenso 160 – 179           Hipertenso severo ≥ 180 

Fonte: Adaptado de IRIS (2019) 220 

 221 
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2.1.3 Diagnóstico 222 

Na DRC em cães, o diagnóstico clínico é guiado pelos danos estruturais 223 

aos rins, redução da função ou ambos (PELANDER et al., 2019). Muitos animais 224 

com DRC apresentam sinais de cronicidade que direcionam o diagnóstico inicial, 225 

dentre os quais estão a redução de escore corporal, massa muscular e peso 226 

corpóreo (BARTGES, 2012). Para a avaliação da função renal, a TFG é um 227 

importante indicador de manutenção da homeostase do organismo e quando 228 

comprometida pode levar à desregulação do equilíbrio hídrico, levando ao 229 

aparecimento de sinais como poliúria e polidipsia, (LANGSTON, 2016; 230 

PRESSLER, 2013) além de sinais do trato gastrointestinal como hiporexia ou 231 

anorexia, vômito, halitose e estomatite ulcerativa podem estar presentes 232 

(BARTGES, 2012; O’NEILL et al., 2013). Logo, o diagnóstico precoce da DRC 233 

possibilita a adoção de medidas terapêuticas protetivas que beneficiam os cães 234 

(JACOB et al., 2002). 235 

O diagnóstico da DRC geralmente se baseia na detecção da azotemia 236 

associada à exclusão de causas pré- e pós-renais. Bem como identificação de 237 

danos estruturais por meio de ultrassonografia e anormalidades na função renal 238 

acompanhadas pela avaliação laboratorial são ferramentas úteis para o 239 

diagnóstico da DRC em cães (POLZIN, 2013). 240 

A ultrassonografia é o exame de imagem ideal para avaliação de danos 241 

renais estruturais, sendo uma ferramenta prática e em muitas vezes, a única 242 

utilizada para investigar a doença renal crônica (BUTUROVIC-PONIKVAR e 243 

VISNAR-PEROVIC 2003). Com o exame ultrassonográfico é possível a 244 

avaliação do tamanho dos rins, qualidade do parênquima e de parâmetros 245 

hemodinâmicos por meio da função Doppler que permite avaliar a 246 

microvasculatura e lesões parenquimatosas (HANAMURA et al., 2012). 247 

Quando o exame ultrassonográfico não permite a identificação de injúria 248 

renal primária ou quando a causa não é diagnosticada na avaliação clínica, a 249 

biópsia renal se torna uma opção diagnóstica dentro da avaliação da doença 250 

renal crônica (BUTUROVIC-PONIKVAR e VISNAR-PEROVIC 2003). Embora útil 251 

no diagnóstico da DRC quando não identificada por métodos convencionais e 252 

menos invasivos, a biópsia renal é uma técnica incapaz ou pouco provável de 253 
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alterar o prognóstico, tratamento e evolução da DRC já diagnosticada (VADEN, 254 

2005). 255 

A avaliação da TFG é uma opção para acessar a função renal podendo ser 256 

benéfica na avaliação de cães não azotêmicos e proteinúricos, e azotêmicos 257 

limítrofes (WATSON et al., 2002). A avaliação da função renal através da TFG é 258 

feita com base nas mensurações séricas de ureia e creatinina. Embora 259 

apresente importância clínica sendo utilizada para o estadiamento da DRC em 260 

cães, a creatinina excede os valores de referência para a espécie quando danos 261 

renais expressivos já estão instalados (CORTADELLAS et al., 2008). O aumento 262 

sérico da creatinina ocorre quando cerca de 75% da função renal é perdida, 263 

sendo dessa forma, é inviável sua utilização para o diagnóstico da DRC no 264 

estágio inicial (BRAUN et al., 2003; HOKAMP e NABITY, 2016). 265 

Além da creatinina, o SDMA é um biomarcador sérico também utilizado no 266 

estadiamento da DRC em cães. O SDMA é apontado como mais sensível e 267 

capaz de identificar lesões renais precoces, elevando seus níveis antes da 268 

creatinina. Além disso, não é influenciado pelo índice de massa muscular como 269 

acontece com a creatinina (HALL et al., 2014; NABITY et al., 2015). Em estudo 270 

realizado por DAHLEM et al. (2017), a avaliação do SDMA em cães com DRC 271 

se mostrou útil no diagnóstico da doença, além de razão SDMA/creatinina 272 

significativamente superior a cães com IRA. 273 

Apesar da avaliação sérica de biomarcadores convencionais ser adotada 274 

na rotina clínica, alterações laboratoriais como anemia normocítica 275 

normocrômica, hiperfosfatemia, hipocalemia e hipocalcemia são utilizados para 276 

determinar a conduta terapêutica do paciente com DRC e permitem acompanhar 277 

a evolução da doença pelo estadiamento (McGROTTY, 2008). Da mesma forma, 278 

a avaliação indireta da função renal através de alterações na urinálise possui 279 

importância clínica no subestadiamento, acompanhamento e evolução da DRC 280 

(IRIS, 2019). 281 

A proteinúria pode ser avaliada por meio da razão proteína: creatinina 282 

urinária, podendo indicar perda proteica persistente na urina oriunda de lesão 283 

glomerular ou tubular. O aumento da magnitude da proteinúria está associado 284 

com a progressão da DRC e por isso, o controle da PAS se faz importante na 285 

redução da pressão intraglomerular e consequentemente, na redução da 286 

magnitude da proteinúria existente. Logo, proteinúria e hipertensão arterial estão 287 
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associadas com prognóstico desfavorável para a DRC em cães, determinando a 288 

importância da monitoração e tratamento destes parâmetros para acompanhar 289 

a evolução da doença. Portanto quando se mantem aferições da PAS entre 290 

períodos curtos de tempos, pode-se corrigir aumentos de pressão ainda em seu 291 

início, evitando a consequente proteinúria (ROUDEBUSH et al., 2010; POLZIN, 292 

2013). 293 

Em estudo realizado por RUDINSKY et al. (2018), o risco de morte 294 

prematura em cães azotêmicos com DRC foi associado às concentrações 295 

aumentadas do fator de crescimento de fibroblastos 23 (FGF-23), fator este 296 

associado à redução expressiva na taxa de filtração glomerular (TFG), taxa essa 297 

ligada ao caráter de avanço progressivo da DRC. 298 

A TFG é considerada o indicador mais sensível de decaimento da função 299 

renal na DRC, refletindo a funcionalidade dos néfrons remanescentes com base 300 

no clearance de marcadores de filtração glomerular (KERL e COOK, 2005; 301 

POCAR et al., 2019). A determinação do clearance plasmático ou sérico do 302 

ioexol é amplamente utilizada como forma de avaliar a TFG, permitindo o 303 

estabelecimento de um diagnóstico precoce da DRC, antecedendo até mesmo 304 

a instalação de um quadro de azotemia, contribuindo dessa forma para a 305 

redução da mortalidade. No entanto, a determinação da TFG ainda é um desafio, 306 

uma vez que o clearance do ioexol não fornece informações morfológicas e 307 

específicas de cada rim (McKENNA et al. 2020). 308 

Apesar do clearence do ioexol ser considerado padrão ouro para aferição 309 

da TFG na medicina veterinária (BAKLOUTI, et al. 2021; JOONYOUNG, et al. 310 

2020) e mais precisamente em cães, este ainda possui limitações quanto à sua 311 

utilização na rotina clínica. Isso se deve a sua avaliação laboriosa, além da 312 

necessidade de repetidas dosagens no sangue em momentos diferentes no 313 

decorrer de horas, não sendo um método viável e, portanto, sua utilização é 314 

geralmente destinada a pesquisas, dada a inviabilidade na prática clínica 315 

(BAKLOUTI, et al. 2021). 316 

Conforme apontado por HOKAMP e NABITY (2016), a avaliação dos níveis 317 

séricos de ureia e creatinina apresenta limitações quanto ao diagnóstico precoce 318 

da DRC, tornando necessária a busca por novos biomarcadores endógenos. 319 

Além disso, a avaliação da urina se mostrou útil na identificação de lesões em 320 

diferentes compartimentos do néfron, tornando-se uma alternativa na avaliação 321 
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precoce da DRC. Sendo assim, biomarcadores séricos e urinários têm sido 322 

discutidos e apresentados como promissores na avaliação diagnóstica da DRC 323 

em pequenos animais (Tabela 2). 324 

 325 

TABELA 2. Biomarcadores proteicos e enzimáticos do plasma/soro e urina com 326 

validação para a espécie canina, e/ou afetados em cães com DRC. 327 
Biomarcadores renais séricos e/ou plasmáticos 

Biomarcador Renal Local de produção Tipo de Biomarcador 

Creatinina Músculo  Marcador endógeno indireto da TFG 

Cistatina C Células nucleadas Marcador endógeno indireto da TFG 

SDMA Células nucleadas Marcador endógeno indireto da TFG 

NGAL Neutrófilos, rim, brônquios, 
estômago, intestino delgado, 
pâncreas, glândula 
prostática, timo  

Marcador endógeno indireto da TFG 

Proteína C-reativa Hepatócitos Marcador inflamatório 

Homocisteína Células nucleadas Marcador endógeno indireto da TFG 

Endotelina-1 Vasos sanguíneos, pulmão, 
outros tecidos incluindo a 
medula renal 

Inflamação 

Biomarcadores urinários de lesão/disfunção glomerular 

Biomarcador Renal Local de produção Tipo de Biomarcador 

Albumina Hepatócitos Proteína de fase aguda negativa 

Proteína C-reativa Hepatócitos Proteína de fase aguda positiva 

IgG Células plasmáticas no baço, 
linfonodos, medula óssea 

Anticorpo e proteína de alto peso 
molecular 

IgM Células plasmáticas no baço, 
linfonodos, medula óssea 

Anticorpo e proteína de alto peso 
molecular 

Transferrina Primariamente no fígado Proteína transportadora de ferro 

Biomarcadores urinários proteicos de lesão/disfunção tubular 

Biomarcador Renal Local de produção Tipo de Biomarcador 

Clusterina Túbulos renais Glicoproteína 

Cistatina C Células nucleadas Proteína de baixo peso molecular e 
inibidora de proteinase 

KIM-1 Túbulos renais Glicoproteína 

NGAL Neutrófilos, rim, brônquios, 
estômago, intestino delgado, 
pâncreas, glândula 
prostática, timo 

Glicoproteína de baixo peso 
molecular 

RBP Primariamente no fígado e 
também outros órgãos como 
rim, pulmões, baço, cérebro, 
estômago, coração e 
músculo esquelético 

Proteína carreadora de vitamina A 

THP Células epiteliais do ramo 
ascendente espesso da alça 
de Henle e túbulo contorcido 
distal 

Glicoproteína 

Biomarcadores urinários enzimáticos de lesão/disfunção tubular 

Biomarcador Renal Local de produção Tipo de Biomarcador 

AAP Enzima da borda em escova 
do túbulo renal 

Enzima 

ALP Enzima da borda em escova 
do túbulo renal, túbulo 
contorcido proximal (alta 

Enzima 
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concentração), lisossomos 
tubulares 

NAG Enzima lisossomal em 
túbulos renais proximais e 
outros tecidos, 2 formas 
renais (NAG-A e NAG-B 
circulam no sangue) 

Enzima 

NGAL, lipocaína associada à gelatinase neutrofílica; KIM-1, molécula de injúria renal 1; RBP, 328 

proteína ligante de retinol; THP, proteína de Tamm-Horsfall; AAP, alanina aminopeptidase; ALP, 329 

fosfatase alcalina; NAG, N-acetil-β-D-glucosaminidase 330 

Fonte: Adaptada de HOKAMP e NABITY (2016) 331 

 332 

Tanto o sangue como a urina permitem avaliações que direcionam o 333 

diagnóstico da DRC e permitem acompanhar a evolução de um animal suspeito 334 

para a doença. Para isso, NABITY et al. (2011) apontaram que métodos de 335 

diagnóstico não invasivos na DRC para detecção e monitoração de danos 336 

tubulointersticiais por meio da inabilidade de concentração da urina e ocorrência 337 

de azotemia são limitantes. Dessa forma, a análise proteômica tem angariado 338 

investimentos em ambas as escalas clínica e de pesquisa na busca por novos 339 

biomarcadores, auxiliando na compreensão da patogênese e diagnóstico de 340 

doenças em animais (CECILIANI et al., 2014; CECILIANI et al., 2016; DUPREE 341 

et al., 2020). 342 

  343 
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3. OBJETIVOS 344 

3.1. Objetivo geral 345 

Identificar e analisar o proteoma sérico e urinário de cães com DRC I, III e 346 

IV, objetivando aquisição de novos biomarcadores precoces da DRC e que 347 

permitam a diferenciação entre os estádios da doença. 348 

3.2. Objetivos específicos 349 

Mapear o proteoma sérico e urinário dos diferentes graus de cães com DRC 350 

I, III e IV; 351 

Identificar proteínas no soro e urina de cães com DRC I, III e IV como 352 

potenciais biomarcadores na doença renal, assim como no diagnóstico precoce 353 

e com a evolução da doença nos diferentes estádios; 354 

Comparar e correlacionar o proteoma sérico e urinário de cães sadios e 355 

com DRC I, III e IV. 356 

  357 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 358 

2.1. Aspectos éticos 359 

Os aspectos éticos foram considerados em cada etapa desse estudo, tendo 360 

sido aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) – FMVZ – 361 

UNESP, Botucatu/SP, sob protocolo nº 0087/2018. 362 

Os tutores dos animais incluídos neste estudo assinaram o termo de 363 

consentimento livre e esclarecido, estando em comum acordo para a utilização 364 

de dados registrados. 365 

 366 

2.2. Animais e design experimental 367 

Os animais foram selecionados do atendimento clínico da rotina do Serviço 368 

de Nefrologia e Urologia Veterinária da Clínica Médica de Pequenos Animais do 369 

Hospital Veterinário da FMVZ – Unesp – Campus de Botucatu. Para o estudo 370 

foram selecionados 26 cães de ambos os sexos, sem distinção de raça, peso 371 

médio de 14,6 ± 8,78 kg e idade média de 7,5 ± 4,37 anos. Os cães foram 372 

divididos em 4 grupos, sendo o grupo controle GC = 3 cães (soro: n = 3; urina: n 373 

= 3) composto por animais hígidos; e outros 3 grupos compostos por cães com 374 

doença renal crônica DRC divididos de acordo com o estadiamento da doença, 375 

em DRCI = 12 cães (soro: n = 12; urina: n = 9), DRCIII = 3 cães (soro: n = 3; 376 

urina: n = 3) e DRCIV = 8 cães (soro: n = 6; urina: n =8). Além dos exames 377 

necessários para o estadiamento da DRC, inclusão e exclusão dos animais, em 378 

todos os grupos do estudo foi realizada a proteômica do soro e urina dos cães. 379 

Nos grupos DRC os critérios de inclusão consideraram cães estabilizados, 380 

estadiados e subestadiados de acordo com o grau da DRC descrito pela 381 

International Renal Interest Society - IRIS Staging of CKD (IRIS, 2019) no 382 

respectivo grupo de estudo, comprovados por exames de bioquímica sérica 383 

(creatinina, Dimetilarginina simétrica - SDMA) e urinária (RPC), PAS e exame 384 

ultrassonográfico (alterações compatíveis com o grau da doença). Não foram 385 

incluídos no estudo cães que tivessem alteração em leucograma, presença de 386 

nefrolitíase, diagnóstico de doença congênita ou presença de neoplasia. 387 

 388 
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2.3. Avaliação clínica e exames laboratoriais 389 

No exame clínico aferiu-se a frequência cardíaca (FC), frequência 390 

respiratória (FR), temperatura retal (TR) e pressão arterial sistólica (PAS). O 391 

exame ultrassonográfico foi conduzido para descartar qualquer alteração no GC 392 

e como exame complementar para confirmação da DRC. 393 

Em todos os grupos, amostras de sangue e urina foram colhidas para 394 

realização de exames de hemograma, bioquímica, urinálise e proteômica, com 395 

os animais em jejum de 12 horas. 396 

O sangue foi colhido por venopunção jugular e fracionado em 3 alíquotas. 397 

Para o hemograma uma alíquota foi depositada em tubo estéril com EDTA 10%. 398 

A segunda e terceira alíquotas foram acondicionadas em tubo sem 399 

anticoagulante com gel separador e centrifugadas para obtenção de soro, sendo 400 

uma destinada à análise de SDMA, ureia, creatinina, fosforo, albumina, sódio e 401 

potássio, e a outra armazenado a -80 oC, até o momento da preparação para 402 

proteômica. 403 

A amostra de urina (~20 mL) foi obtida por cistocentese e fracionada em 404 

três alíquotas. Uma alíquota (~9 mL) foi destinada à urinálise, a segunda (~1 mL) 405 

para a determinação da RPC e a última (10 mL) para proteômica. A alíquota 406 

destinada à proteômica foi imediatamente centrifugada a 1.000g por 10 minutos 407 

e o sobrenadante foi recolhido e armazenado a -80 ºC, até o momento da 408 

preparação para proteômica. 409 

 410 

2.4. Preparação das amostras para proteômica 411 

As amostras de soro e urina destinadas a proteômica foram retiradas do 412 

armazenamento a -80 oC e descongeladas em banho de gelo. 413 

Após descongelamento, as amostras de soro foram submetidas a depleção 414 

de albumina de acordo com Colantonio et al. 2005 com modificações. Para 415 

depleção de albumina, uma alíquota de soro foi levada a um tubo de 1,5ml, onde 416 

foi acrescida de 0,1 mol NaCl, após a inclusão foi homogeneizada e incubada 417 

em temperatura ambiente por 60 minutos. Em seguida, acrescentou-se álcool 418 

etílico (concentração final de 42%), as amostras foram novamente 419 

homogeneizadas e incubadas por 60 minutos. A mistura resultante desse 420 
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processo anterior foi centrifugada a 10.000g por 45 minutos a 4 ºC, resultando 421 

em um pellet e um sobrenadante. O pellet (pellet 1) foi reservado e mantido no 422 

mesmo tubo. O sobrenadante foi levado a outro tubo, onde seu pH foi ajustado 423 

para 5,7 com acetato de sódio (pH 4,0). O sobrenadante com pH corrigido foi 424 

incubado por 60 minutos a 4 °C. Posteriormente, foi centrifugada a 10.000g por 425 

45 minutos a 4 °C. O sobrenadante resultante desta segunda centrifugação foi 426 

descartado e o pellet (pellet 2) foi unido ao pellet 1, então o pellet 1 e o pellet 2 427 

já unidos, foram homogeneizados e eluidos com 50 mmol TRIS-HCl pH 7,4. 428 

As amostras de urina, após o descongelamento, foram recentrifugadas a 429 

10.000g por 30 minutos a 4 ºC para separar sedimentos remanescentes da 430 

primeira centrifugação anterior ao congelamento. O sobrenadante foi recolhido 431 

e submetido a concentração por filtração (Amicon® Ultra-3 Centrifugal filter, 432 

3kDa, Merck KGaA, Darmstadt, Germany) a 10.000g por 60 minutos a 4 ºC 433 

resultando em uma quantidade de aproximadamente 400 µl. 434 

Após a preparação inicial das amostras de soro e urina, a mensuração da 435 

concentração de proteína total foi efetuada pelo método de Bradford e a leitura 436 

conduzida no nanoespectrofotômetro (UV – Vis – NanoDropTM One/One c, 437 

Delaware, EUA). As concentrações de proteína total foram determinadas de 438 

acordo com uma curva padrão confeccionada com concentrações conhecidas 439 

de albumina bovina sérica (BSA). 440 

Utilizando-se as concentrações de proteína total do passo anterior para os 441 

cálculos, as amostras foram preparadas para corrida de eletroforese SDS-442 

PAGE, sob condições desnaturantes utilizando uma concentração de 443 

poliacrilamidas de 12% no gel de separação. A corrida foi conduzida a 15 mA/gel 444 

e voltagem máxima de 300 V e interrompida assim que as amostras atingiram o 445 

gel de separação. O gel foi corado com Coomassie coloidal (NEUHOFF, et al., 446 

1988; LUO, et al., 2006) e descorado para observação das bandas únicas. As 447 

bandas foram levadas a uma lâmina de vidro estéril, onde as bandas foram 448 

individualizadas por animal e recortadas em fragmentos de aproximadamente 1 449 

mm e direcionadas para a digestão triptica. 450 

A digestão tríptica foi realizada de acordo com Shevchenko et al. (1996), 451 

com modificações por Carvalho et al. (2021). Os fragmentos foram transferidos 452 

para microtubos e descorados (50% v/v acetonitrila [ACN] e 25 mM bicarbonato 453 

de amônio). A seguir os fragmentos foram desidratados com ACN 100% e 454 
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realizada a redução e a alquilação. Uma segunda desidratação com 100 % de 455 

ACN foi conduzida. Para a redução das pontes dissulfeto e alquilação foi usado 456 

DTT e iodoacetamina, respectivamente. A digestão tríptica foi realizada com 457 

solução de 20 ng/µL de tripsina (1: 50 de enzima: substrato, V5111, Promega 458 

trypsin, Promega Biotecnologia do Brasil LTDA, Brazil). A ação da tripsina foi 459 

bloqueada, os peptídeos eluídos e o volume reduzido em concentrador a vácuo 460 

(SPD1010 262 Integrated SpeedVac Systems, Thermo Fisher Scientific Inc., 461 

Waltham, MA, USA), à temperatura ambiente. As amostras foram armazenadas 462 

a – 80 ºC até o momento da análise proteômica. 463 

 464 

2.5. Análise proteômica 465 

As amostras foram diluídas (0,7 µg/µL) em 0,1% de ácido fórmico, 466 

centrifugadas e o sobrenadante separado para aplicação no espectrômetro de 467 

massas (4,5 µL). Para a separação foi utilizada uma coluna C18 (100 µm x 100 468 

mm) RP-nano UPLC (Waters® nanoACQUITY UPLC®, Waters Corporation, 469 

Milford, MA, USA) acoplada ao espectrômetro de massas (Q-Tof, Micromass® 470 

Q-Tof PREMIER® Mass Spectrometer, Waters Corporation, Milford, MA, USA), 471 

com fonte nanoelectrospray utilizando um fluxo de 0,600 µL/minuto. Um 472 

gradiente (2-90%) de acetonitrila diluída em 0,1% ácido fórmico foi mantido por 473 

45 minutos em uma voltagem de 3,5 kV, cone de voltagem de 30 V e temperatura 474 

da fonte de 100 ºµC. O instrumento foi mantido em top three, e os espectros de 475 

massa (MS) foram adquiridos seguidos por MS/MS dos 3 mais intensos. Após a 476 

fragmentação (MS/MS), o íon foi mantido em uma lista de exclusão por 60 477 

segundos para a análise dos peptídeos endógenos. Os parâmetros de procura 478 

incluíram tripsina como protease, com 1 clivagem máxima perdida, 479 

carbamidometilação da cisteína como modificação fixa e oxidação da metionina 480 

como modificação variável. Uma tolerância de 0,1 Da foi estabelecida para os 481 

íons precursores (MS) e fragmentação (MS/MS), e massa molecular 482 

monoisotópica. 483 

Os espectros foram adquiridos pelo MassLynx™ v.4.1 software (Waters 484 

Corporation, Milford, MA, USA) e os dados brutos convertidos em uma lista de 485 

picos (.mgf, mascot generic format) sem adição dos scans e obtidos no banco 486 
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de dados UniprotSProt (http://www.uniprot.org/) taxonomia Canis lupus 487 

familiaris, usando os softwares Mascot version 2.3.02 e Mascot Distiller MDRO 488 

version 2.4.0.0 (Matrix Science Inc, Boston, MA, USA). 489 

Os resultados foram analisados no Protein Pilot Software 4.0 (AB Sciex, 490 

Framingham, USA) para validar os peptídeos MS/MS e identificar as proteínas. 491 

Então, os dados foram inseridos no UniprotKB (www.uniprot.org.br) e Phanter 492 

v.14.0 52 (www.pantherdb.org) para obter a ontologia gênica usando as 493 

categorias função molecular, processo biológico e componente celular. 494 

O exponentially modified protein abundance index (emPAI) obtido do 495 

software Mascot Distiller (ISHIHAMA, et al., 2005) foi usado para determinar a 496 

quantidade de cada proteína nas amostras. 497 

 498 

2.6. Análise estatística 499 

As variáveis referentes aos exames clínico e laboratorial foram submetidas 500 

à análise de normalidade pelo teste de Kolmogorov-Smirnov e analisados pelo 501 

ANOVA one-way seguido pelo teste de Tukey. 502 

Os dados da proteômica foram normalizados por contagem única total para 503 

a retirada dos ouliers dividindo-se o valor do emPai da proteína de cada animal 504 

pela sua somatória em todas as amostras do grupo. As proteínas foram mantidas 505 

para análise quando 50% ou mais das amostras continha esta proteína, caso 506 

contrário foram excluídas do grupo e da análise. Então, os dados normalizados 507 

foram analisados no software MetaboAnalyst versão (MetaboAnalyst 3.0) por 508 

análise uni e multivariada. A análise univariada foi ANOVA one-way seguida pelo 509 

teste exato de Fisher, considerando-se FDR > 0,05. Já a análise multivariada foi 510 

baseada no principal component analysis (PCA) para descrever a separação dos 511 

grupos de acordo com as proteínas em uma matriz de escore. Também foi usado 512 

a partial least squares analysis (PLS-DA) que indica a relevância de cada 513 

proteína na caracterização dos grupos. O PSL-DA usado para calcular variables 514 

in the projection score (VIP score). As proteínas foram consideradas importantes 515 

no grupo no VIP score quando α > 2,0. Os resultados da ANOVA one-way foram 516 

comparados com o VIP score. 517 

  518 
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5. RESULTADOS 519 

5.1. Avaliação clínica e laboratorial 520 

Os parâmetros avaliados no exame físico (FC, FR, TR e PAS) dos cães 521 

dos grupos estudados não apresentaram diferença estatística (Tabela 3). Na 522 

avaliação laboratorial (hemograma, bioquímicos séricos e urinálise) dos cães 523 

foram evidenciadas diferenças significativas entre os grupos, para SDMA, ureia, 524 

creatinina e fósforo. Para estas avaliações, entre os grupos GC e DRCI não foi 525 

observada diferença significativa, embora observadas diferenças destes com os 526 

outros grupos (Tabela 3). 527 

 528 

Tabela 3. Média e desvio padrão dos resultados para a avaliação clínica (FC, 529 

FR, TR e PAS) e laboratorial (hemograma, bioquímicos séricos e urinálise) dos 530 

cães dos grupos GC, DRCI, DRCIII e DRCIV. 531 

Parâmetros 
Grupo 

GC DRCI DRCIII DRCIV 

Avaliação clínica 

FC (bpm) 127.7 ± 16.1 121.4 ± 10.7 106.7 ± 2.3 104.0 ± 8.2 

FR (mrm) 46.7 ± 18.9 37.1 ± 12.9 41.3 ± 16.2 38.1 ± 6.8 

TR (°C) 38.5 ± 0.6 38.6 ± 0.6 37.7 ± 0.9 38.1 ± 0.2 

PAS (mmHg) 123.3 ± 5.6 121.0 ± 10.2 113.3 ± 5.8 155.7 ± 31.5 

Hemograma 

Hemácias (x106) 6.0 ± 2.4 4.8 ± 1.8 3.4 ± 1.5 3.6 ± 0.9 

Hematócrito (Vg/%) 40.7 ± 16.3 33.1 ± 12.9 23.7 ± 9.8 25.8 ± 7.4 

Hemoglobina (g/dL) 14.0 ± 5.5 11.2 ± 4.4 7.8 ± 3.4 9.1 ± 2.7 

Proteína Total (g/dL) 6.5 ± 0.3 7.8 ± 2.0 5.1 ± 0.2 7.7 ± 1.3 

Plaquetas(x103/µL) 225 ± 67.8 276.1 ± 170.7 262.2 ± 152.3 319.9 ± 79.5 

Leucócitos Totais (x103/µL) 8,766 ± 2,064 10,084 ± 3,362 9,966 ± 5,484 9,887 ± 2,457 

Bioquímicos séricos 

SDMA (µg/dL) 8.7 ± 0.6a 16.7 ± 1.0a 47.3 ± 9.8b 63.9 ± 8.8c 

Ureia (mg/dL) 31.7 ± 13.6a 108.8 ± 72.1a 153.7 ± 73.3ab 203.4 ± 17.5b 

Creatinina (mg/dL) 1.0 ± 0.3a 1.2 ± 0.3a 3.5 ± 0.3b 5.6 ± 0.4c 

Fosforo (mg/dL) 3.5 ± 0.0a 3.7 ± 1.3a 8.1 ± 3.4ab 11.4 ± 3.8b 

Albumina (g/dL) 3.4 ± 0.3 2.0 ± 1.1 1.8 ± 0.4 2.2 ± 0.3 

Sódio (mEq/L) 146.0 ± 1.41 155.0 ± 4.42 154.7 ± 0.60 152.0 ± 4.34 
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Potássio (mEq/L) 3.7 ± 0.07 3.9 ± 1.11 4.5 ± 0.90 3.8 ± 0.80 

Urinálise  

Densidade urinária 1,040 ± 0,012 1,022 ± 0.009 1,016 ± 0.003 1,011 ± 0.002 

pH 5.80 ± 0.76 7.00 ± 1.29 7.20 ± 0.30 5.60 ± 0.51 

RPC 0.30 ± 0.31 4.40 ± 6.11 10.20 ± 0.00 6.30 ± 1.16 

Letras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente entre os grupos 532 
(ANOVA, P < 0,05). 533 
 534 

5.2. Proteômica 535 

Na análise por espectrometria de massas foi identificado um total de 152 536 

proteínas no soro (Figura 1) e 188 proteínas na urina (Figura 2), contudo o 537 

número variou nos grupos estudados. 538 

Das 152 proteínas identificadas no soro, foram identificadas 66 proteínas 539 

no grupo GC, 116 no DRCI, 69 no DRCIII e 91 no DRCIV. Destas, 43 proteínas 540 

estavam presentes em todos os grupos (Figura 1). Por outro lado, das 188 541 

proteínas identificadas na urina, 90 foram identificadas no grupo GC, 127 no 542 

DRCI, 84 no DRCIII e 95 no DRCIV, das quais 40 proteínas estavam presentes 543 

em todos os grupos (Figura 2). 544 

 545 

 546 
Figura 1. Diagrama de Venn da quantidade de proteínas identificadas no soro 547 
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de cães dos grupos GC (CG), DRCI (CKDI), DRCIII (CKDIII) e DRCIV (CKDIV) 548 

obtidas em https://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/. 549 

 550 

 551 
Figura 2. Diagrama de Venn da quantidade de proteínas identificadas na urina 552 

de cães dos grupos GC (CG), DRCI (CKDI), DRCIII (CKDIII) e DRCIV (CKDIV) 553 

obtidas em https://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/. 554 

 555 

As proteínas identificadas por espectrometria de massas, quando 556 

submetidas a análise ANOVA one way identificaram 25 proteínas em maior 557 

abundância no soro (Tabela 4) e 23 na urina (Tabela 5) dos cães estudados. 558 

 559 

Tabela 4. Proteínas em maior abundância identificadas na proteômica do soro 560 

de cães dos grupos GC (CG), DRCI (CKDI), DRCIII (CKDIII) e DRCIV (CKDIV). 561 

ID Proteínas – Peak (mz/rt) F value* P value* Fisher´s LSD* 

A0A8I3QZH6 Pentraxin 57,77 < 0,01 
CKDI - CKDIII; CKDIV - CKDI; CKDI - 
CONTR; CKDIV - CKDIII; CKDIV - 
CONTR 

A0A8I3S2L1 Glutathione peroxidase 24,72 < 0,01 
CKDI - CKDIII; CKDIV - CKDI; CKDI - 
CONTR; CKDIV - CKDIII; CKDIV - 
CONTR 

A0A8I3PB96 Ig-like domain-containing protein 17,57 < 0,01 
CKDI - CKDIII; CKDI - CKDIV; CKDI - 
CONTR 

E2RE76 Apolipoprotein A-IV 16,60 < 0,01 
CKDI - CKDIII; CKDI - CKDIV; CONTR 
- CKDIII; CONTR - CKDIV 

A0A8I3RW25 Joining chain of multimeric IgA and IgM 16,06 < 0,01 
CKDIII - CKDI; CKDI - CONTR; CKDIII 
- CKDIV; CKDIII - CONTR; CKDIV - 
CONTR 

A0A8I3P0A5 Peptidase S1 domain-containing protein 14,51 < 0,01 
CKDI - CKDIII; CKDIV - CKDIII; 
CONTR - CKDIII 

https://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/
https://www.uniprot.org/uniprotkb/A0A8I3S2L1
https://www.uniprot.org/uniprotkb/A0A8I3RW25
https://www.uniprot.org/uniprotkb/A0A8I3P0A5
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A0A8I3NFJ3 Gc-globulin 14,07 < 0,01 
CKDI - CKDIII; CKDI - CKDIV; CONTR 
- CKDIII; CONTR - CKDIV 

A0A8I3P629 Fetuin B 13,66 < 0,01 
CKDI - CKDIII; CKDI - CKDIV; CONTR 
- CKDIII; CONTR - CKDIV 

P49822 Albumin 11,87 < 0,01 
CKDI - CKDIII; CKDI - CKDIV; CONTR 
- CKDIII; CONTR - CKDIV 

A0A8I3PET9 Histidine rich glycoprotein 10,09 < 0,01 
CKDI - CKDIII; CKDIV - CKDIII; 
CONTR - CKDIII; CONTR - CKDIV 

A0A8P0NT31 Uncharacterized protein 6,05 < 0,01 
CKDI - CKDIII; CKDIV - CKDIII; 
CONTR - CKDIII 

A0A8I3PQD6 Ig-like domain-containing protein 6,03 < 0,01 
CKDI - CKDIII; CKDI - CKDIV; CONTR 
- CKDIII 

P18649 Apolipoprotein E 5,97 < 0,01 
CKDI - CONTR; CKDIII - CONTR; 
CKDIV - CONTR 

A0A8I3Q620 Ig-like domain-containing protein 5,91 < 0,01 
CKDI - CONTR; CKDIII - CONTR; 
CKDIV - CONTR 

A0A8I3PZP2 Ig-like domain-containing protein 5,91 < 0,01 
CKDI - CONTR; CKDIII - CONTR; 
CKDIV - CONTR 

A0A8I3S6D0 Ig-like domain-containing protein 5,91 < 0,01 
CKDI - CONTR; CKDIII - CONTR; 
CKDIV - CONTR 

A0A8I3SCR2 Ig-like domain-containing protein 5,91 < 0,01 
CKDI - CONTR; CKDIII - CONTR; 
CKDIV - CONTR 

A0A8I3S5D2 Ig-like domain-containing protein 5,91 < 0,01 
CKDI - CONTR; CKDIII - CONTR; 
CKDIV - CONTR 

A0A8I3PB96 Ig-like domain-containing protein 5,76 < 0,01 
CKDIII - CKDI; CKDIV - CKDI; CONTR 
- CKDI 

A0A8P0NKP4 
Insulin like growth factor binding protein acid 
labile subunit 

4,56 0,01 
CKDI - CKDIII; CKDIV - CKDIII; 
CONTR - CKDIII 

A0A8I3PDF6 Paraoxonase 4,56 0,01 
CKDI - CKDIII; CKDIV - CKDIII; 
CONTR - CKDIII 

A0A8I3MF27 Plasminogen 4,56 0,01 
CKDI - CKDIII; CKDIV - CKDIII; 
CONTR - CKDIII 

A0A8I3Q044 Complement factor H 4,56 0,01 
CKDI - CKDIII; CKDIV - CKDIII; 
CONTR - CKDIII 

A0A8I3S0B7 Serpin family F member 1 4,29 0,02 
CKDI - CKDIII; CKDIV - CKDIII; 
CONTR - CKDIII 

A0A8I3NLH3 Complement factor B 4,16 0,02 
CKDI - CKDIII; CKDIV - CKDIII; 
CONTR - CKDIII 

*ANOVA one way e análise post-hoc 562 

 563 

Tabela 5. Proteínas em maior abundância identificadas na proteômica da urina 564 

de cães dos grupos GC (CG), DRCI (CKDI), DRCIII (CKDIII) e DRCIV (CKDIV). 565 

ID Proteínas - Peak(mz/rt) F value* P value* Fisher´s LSD* 

A0A8I3P8B2 Gelsolin 52,26 < 0,01 
CKDIV - CKDI; CKDI - CONTR; CKDIV - 
CKDIII; CKDIII - CONTR; CKDIV - CONTR 

G1K265 Lysozyme 41,45 < 0,01 
CKDIV - CKDI; CKDI - CONTR; CKDIV - 
CKDIII; CKDIII - CONTR; CKDIV - CONTR 

A0A8I3NFJ3 Gc-globulin 27,39 < 0,01 
CONTR - CKDI; CONTR - CKDIII; CONTR 
- CKDIV 

A0A8I3PB96 Ig-like domain-containing protein 23,53 < 0,01 
CKDI - CKDIII; CKDI - CKDIV; CKDI - 
CONTR; CKDIII - CONTR; CKDIV - 
CONTR 

A0A8I3Q3K3 Beta-1 metal-binding globulin 19,18 < 0,01 
CKDI - CONTR; CKDIII - CONTR; CKDIV - 
CONTR 

A0A8I3QNP3 Cystatin domain-containing protein 18,55 < 0,01 
CKDIV - CKDI; CKDI - CONTR; CKDIV - 
CKDIII; CKDIII - CONTR; CKDIV - CONTR 

A0A8I3RY54 Complement factor D 18,24 < 0,01 
CKDIV - CKDI; CKDI - CONTR; CKDIV - 
CKDIII; CKDIV - CONTR 

P49822 Albumin 17,57 < 0,01 
CKDI - CKDIII; CKDI - CKDIV; CONTR - 
CKDIII; CONTR - CKDIV 

A0A8I3P0A5 Peptidase S1 domain-containing protein 15,61 < 0,01 
CKDIII - CKDI; CKDI - CONTR; CKDIII - 
CONTR; CKDIV - CONTR 

A0A8I3S6D0 Ig-like domain-containing protein 15,61 < 0,01 
CKDIII - CKDI; CKDI - CONTR; CKDIII - 
CONTR; CKDIV - CONTR 

P01785 Ig heavy chain V region MOO 15,61 < 0,01 
CKDIII - CKDI; CKDI - CONTR; CKDIII - 
CONTR; CKDIV - CONTR 

E2RN10 Beta-2-microglobulin 15,11 < 0,01 
CKDI - CONTR; CKDIII - CONTR; CKDIV - 
CONTR 

A0A8I3PB96 Ig-like domain-containing protein 14,94 < 0,01 
CKDIII - CKDI; CKDIV - CKDI; CKDI - 
CONTR; CKDIII - CONTR; CKDIV - 
CONTR 

P33703 Beta-2-glycoprotein 1 14,73 < 0,01 
CKDIII - CKDI; CKDI - CONTR; CKDIII - 
CONTR; CKDIV - CONTR 

A0A8I3Q620 Ig-like domain-containing protein 14,11 < 0,01 
CKDIII - CKDI; CKDI - CONTR; CKDIII - 
CONTR; CKDIV - CONTR 

P25473 Clusterin 10,76 < 0,01 
CKDI - CONTR; CKDIII - CONTR; CKDIV - 
CONTR 

A0A8I3Q3G3 Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain 4 9,99 < 0,01 
CKDI - CONTR; CKDIII - CONTR; CKDIV - 
CONTR 

https://www.uniprot.org/uniprotkb/A0A8I3P629
https://www.uniprot.org/uniprotkb/A0A8P0NT31
https://www.uniprot.org/uniprotkb/A0A8I3PQD6
https://www.uniprot.org/uniprotkb/A0A8I3Q620
https://www.uniprot.org/uniprotkb/A0A8I3PZP2
https://www.uniprot.org/uniprotkb/A0A8I3S6D0
https://www.uniprot.org/uniprotkb/A0A8I3SCR2
https://www.uniprot.org/uniprotkb/A0A8I3S5D2
https://www.uniprot.org/uniprotkb/A0A8I3PDF6
https://www.uniprot.org/uniprotkb/A0A8I3MF27
https://www.uniprot.org/uniprotkb/A0A8I3Q044
https://www.uniprot.org/uniprotkb/A0A8I3S0B7
https://www.uniprot.org/uniprotkb/A0A8I3NLH3
https://www.uniprot.org/uniprotkb/A0A8I3QNP3
https://www.uniprot.org/uniprotkb/A0A8I3P0A5
https://www.uniprot.org/uniprotkb/A0A8I3S6D0
https://www.uniprot.org/uniprotkb/A0A8I3Q620
https://www.uniprot.org/uniprotkb/A0A8I3Q3G3
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A0A8I3MSG4 Apolipoprotein A-I 8,35 < 0,01 
CKDIII - CKDI; CKDIV - CKDI; CKDI - 
CONTR; CKDIII - CONTR; CKDIV - 
CONTR 

A0A8I3PAG4 Plasma retinol-binding protein 7,59 < 0,01 
CKDI - CONTR; CKDIII - CONTR; CKDIV - 
CONTR 

A0A8I3N4M8 Haptoglobin 6,71 < 0,01 
CKDI - CONTR; CKDIII - CONTR; CKDIV - 
CONTR 

A0A8I3NBJ3 Alpha-1-acid glycoprotein 5,67 0,01 
CKDI - CKDIII; CKDIV - CKDIII; CKDIV - 
CONTR 

A0A8I3RR88 Angiotensinogen 5,51 0,01 
CKDI - CONTR; CKDIII - CONTR; CKDIV - 
CONTR 

A0A8I3RVQ3 
Amyloid beta precursor protein binding 
family B member 1 

4,95 0,01 CKDI - CKDIII; CKDIV - CKDIII 

*ANOVA one way e análise post-hoc 566 

 567 

Entretanto quando as proteínas em maior abundância identificadas na 568 

proteômica do soro e urina de cães dos grupos GC, DRCI, DRCIII e DRCIV foram 569 

submetidas a análise discriminante por mínimos quadrados parciais (PLS-DA) 570 

pelo VIP score com α > 2,0, observou-se, no soro, que a proteína contendo 571 

domínio semelhante a Ig (Ig-like domain-containing protein - A0A8I3PB96) teve 572 

destaque e Alfa-2-macroglobulina (Alpha-2-macroglobulin - A0A8I3Q5H9) se 573 

apresentou limítrofe (Figura 3). Na urina, a Globulina beta-1 ligante ao metal 574 

(Beta-1 metal-bilding globulin - A0A8I3Q3K3), Angiotensinogen (A0A8I3RR88), 575 

Gc-globulina (Gc-globulin - A0A8I3NFJ3) e Proteína contendo domínio 576 

semelhante a Ig (Ig-like domain-containing protein - A0A8I3PB96) se destacaram 577 

(Figura 4). 578 

 579 

 580 

https://www.uniprot.org/uniprotkb/A0A8I3MSG4
https://www.uniprot.org/uniprotkb/A0A8I3PAG4
https://www.uniprot.org/uniprotkb/A0A8I3N4M8
https://www.uniprot.org/uniprotkb/A0A8I3NBJ3
https://www.uniprot.org/uniprotkb/A0A8I3RVQ3
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Figura 3. Vip score gerado pela análise discriminante por mínimos quadrados 581 

parciais (PLS-DA), a partir das proteínas encontradas em maior abundância no 582 

soro, com destaque nas proteínas em que o α > 2,0 (linha pontilhada). Caixas 583 

coloridas à direita indicam as concentrações relativas da proteína 584 

correspondente no grupo GC (CG), DRCI (CKDI), DRCIII (CKDIII) e DRCIV 585 

(CKDIV). 586 

 587 

Na análise do Vip score do soro, uma proteína foi encontrada em maior 588 

abundância no soro do grupo controle e também no soro do grupo DRCI, com α 589 

> 2,0 (Figura 3). Na análise do Vip score da urina, duas proteínas foram 590 

encontradas em maior abundância na urina do grupo DRCIII, uma no grupo 591 

controle e uma no DRCI, com α > 2,0 (Figura 4). 592 

 593 

 594 

Figura 4. Vip score gerado pela análise discriminante por mínimos quadrados 595 

parciais (PLS-DA), a partir das proteínas encontradas em maior abundância na 596 

urina, com destaque nas proteínas em que o α > 2,0 (linha pontilhada). Caixas 597 

coloridas à direita indicam as concentrações relativas da proteína 598 

correspondente no grupo GC (CG), DRCI (CKDI), DRCIII (CKDIII) e DRCIV 599 

(CKDIV). 600 

 601 
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As proteínas encontradas na urina e no soro foram ainda comparadas 602 

qualitativamente, sendo observada a presença das proteínas Vitronectina 603 

(Vitronectina - A0A8I3N025) e Serpina familia G membro 1 (Serpin Family G 604 

member 1 - A0A8I3P8J2) em 100% no soro e 67% na urina dos cães no GC. 605 

Elas foram observadas em porcentagens variadas no soro e na urina em todos 606 

os grupos, exceto na urina no grupo DRCIV para ambas as proteínas e no soro 607 

do DRCIV para Serpina familia G membro 1. Em contrapartida, a Transferrina 608 

(Transferrin - A0A8P0TH07) não foi observada no soro do GC e no soro e urina 609 

do DRCI e DRCIII, porém presente em 67% da urina do GC, em 33% da urina e 610 

25% do soro do DRCIV. Já a Proteína contendo domínio semelhante a Ig (Ig-like 611 

domain-containing protein - A0A8I3PB96) e Região V da cadeia pesada de Ig 612 

MOO (Ig heavy chain V region MOO - P01785), não foram observadas no soro 613 

e urina do grupo GC, já a segunda também não foi observada soro do DRCIII e 614 

DRCIV, porém ambas foram presentes em porcentagens variadas nos demais 615 

grupos em soro e urina (Figura 5). 616 

 617 
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Figura 5. Proteínas destacadas qualitativamente pela presença (%) no soro e 618 

urina dos cães dos grupos GC (CG), DRCI (CKDI), DRCIII (CKDIII) e DRCIV 619 

(CKDIV). 620 

 621 

Das proteínas do soro comparadas qualitativamente entre os grupos, a 622 

Glicoproteína rica em histidina (Histidine rich glycoprotein - A0A8I3PET9) e 623 

Subunidade lábil do ácido da proteína de ligação ao fator de crescimento 624 

semelhante à insulina (Insulin like growth factor binding protein acid labile subunit 625 

- A0A8P0NKP4) tiveram presença em mais de 100% e 67% no GC, a primeira 626 

estava presente em 25% no soro no DRCI e ambas não estavam presentes nos 627 

demais grupos. Em contrapartida a Transferrina (A0A8P0TH07) e a Pentraxina 628 

(Pentraxin – A0A8I3QZH6) não estavam presentes no GC, a Pentraxina teve 629 

comportamento crescente com o grau da DRC chegando a 67% no DRCIV e a 630 

Transferrina não estava presente nos estádios iniciais da DRC só estando 631 

presente no CKDIV apresentando 33% de presença (Figura 6). 632 

 633 

Figura 6. Comportamento das proteínas destacadas qualitativamente pela 634 

presença (%) no soro dos cães dos grupos GC (CG), DRCI (CKDI), DRCIII 635 

(CKDIII) e DRCIV (CKDIV). 636 

 637 

Nas proteínas que foram qualitativamente comparadas na urina entre os 638 

grupos, foi observado que as proteínas Uromodulina (Uromodulin - 639 
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A0A8I3N8E3), Vitronectina (Vitronectin - A0A8I3C0T6T8), Família da 640 

secretoglobina 1A membro 1 (Secretoglobin family 1A member 1 - 641 

A0A0K2SR26), Serpina familia G membro 1 (Serpin Family G member 1 - 642 

A0A8I3P8J2), Fosfoproteína 1 secretada - Secreted phosphoprotein 1 - 643 

A0A8P0NMW9), Caderina, domínio citoplasmático (Cadherin, cytoplasmic 644 

domain - F1PAA9), Receptor de imunoglobulina polimérico (Polymeric 645 

immunoglobulin receptor - A0A8P0SGI0) tinham presença de 67 a 100% no CG, 646 

porcentagem essa que decresceu com a progressão da doença, chegando a 0% 647 

no DRCIV. Por outro lado, as proteínas Lisosima (Lysozyme - G1K265), Proteína 648 

contendo domínio semelhante a Ig (Ig-like domain-containing protein - 649 

A0A8I3PB96) e Proteína contendo domínio de cistatina (Cystatin domain-650 

containing protein - A0A8I3QNP3) não foram identificadas no CG, aumentando 651 

com a progressão de estádio da doença, variando de 50 a 75% no DRCIV. A 652 

Adipsina (Adipsin - A0A8I3RY54) foi identificada apenas em cães DRCIV (Figura 653 

7). 654 

 655 

 656 

Figura 7. Proteínas destacadas qualitativamente pela presença (%) na urina dos 657 

cães dos grupos GC (CG), DRCI (CKDI), DRCIII (CKDIII) e DRCIV (CKDIV). 658 

  659 
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6. DISCUSSÃO 660 

6.1 Avaliação clínica e laboratorial 661 

A concentração sérica de ureia e creatinina no DRCI estava dentro do 662 

intervalo de referência para a espécie, diferente do observado nos estádios mais 663 

avançados. Em cães acometidos pela DRC, o aumento de ureia e creatinina é 664 

comumente observado nos estádios mais avançados da DRC, não sendo 665 

esperado aumento nos cães DRCI (IRIS, 2019). O aumento da creatinina e/ou 666 

da ureia, conforme observado nos grupos DRCIII e DRCIV é reflexo da 667 

diminuição da TFG, condição comumente observada nos estádios avançados da 668 

DRC. Tanto a ureia como a creatinina são utilizadas para direcionar a gravidade 669 

do quadro clínico, prognóstico e evolução do tratamento (CORTADELLAS, et al., 670 

2008; IRIS, 2019). Além da creatinina, o SDMA também foi avaliado no nosso 671 

estudo. Ambos são considerados biomarcadores séricos. Em estudo recente, foi 672 

observada boa interação entre o SDMA e os estádios da DRC, sendo 673 

demonstrado que em cães, o SDMA possui melhor correlação com a função 674 

renal do que a creatinina, justificando assim a dosagem de ambos os 675 

biomarcadores para avaliação da função renal e estadiamento de cães DRC 676 

neste estudo (LE-SEUR et al., 2019). 677 

Na avaliação da PAS dos cães DRC, foram observados maiores valores 678 

nos cães do grupo DRCIV (155,7 ± 31,5), conforme previsto no guidelines da 679 

IRIS (IRIS, 2019). Apesar do valor médio de PAS nos cães DRCIV do estudo ser 680 

considerada limítrofe ou pré hipertenso e o risco de lesão em órgão alvo seja 681 

taxado como mínimo pelo guidelines da IRIS (IRIS, 2019). O acompanhamento 682 

deste parâmetro utilizado para o subestadiamento da DRC é necessário para 683 

que não evolua para hipertensão. Logo, apesar de não receberem fármacos anti-684 

hipertensivos, cães pré-hipertensos requerem maior frequência de 685 

monitoramento não só da PAS, mas de toda a condição geral (ACIERNO, et al., 686 

2018). Sabe-se que a hipertensão pode estar presente em qualquer estádio da 687 

DRC e que os níveis séricos de creatinina não estão diretamente relacionados à 688 

PAS, diferentemente da proteinúria (ACIERNO, et al., 2018; MICHEL, et al., 689 

1997). Apesar dos animais DRCIV terem apresentado maiores valores de PAS 690 
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e creatinina quando comparados à DRCI e DRCIII, ambos parâmetros não 691 

possuem correlação direta entre eles. 692 

A persistência de níveis aumentados de proteína na urina, como observado 693 

neste estudo em cães dos grupos DRC, não é considerada normal para a 694 

espécie, mas quando presente é fortemente associada com a redução de 695 

sobrevida, uma vez que proteínas circulantes deveriam ser bloqueadas pelo 696 

glomérulo, seja pelo tamanho e/ou carga, proteinúria essa, não comumente 697 

observado em cães DRC (HARLEY, et al., 2012). A proteinúria ainda culmina 698 

com a perda de albumina, resultando em hipoalbuminemia com consequente 699 

diminuição dos níveis de proteína total (POLZIN, 2011), condição observada nos 700 

cães DRCIII do estudo e passível de ser indicativa de lesão glomerular 701 

(WHERNER, et al., 2008). É sabido que a correlação entre hipertensão e 702 

ocorrência de proteinúria em cães DRC possui importância na monitoração e 703 

consequente tratamento da doença (ACIERNO, et al., 2018). Nesse estudo foi 704 

observada a ocorrência de proteinúria na ausência de hipertensão, condição que 705 

pode estar associada a lesão tubulointersticial que culmina com perda proteica, 706 

condição menos esperada em casos de lesão glomerular (VADEN, et al., 2016). 707 

De acordo com WEHNER et al. (2008), a redução da função renal de 708 

excreção em cães pode estar associada com aumento da proteinúria ao passo 709 

em que cães com redução branda da TFG tendem a ser normotensos, podendo 710 

justificar os animais normotensos e proteinúricos encontrados no estudo. Na 711 

avaliação da RPC, cães de todos os grupos DRC apresentaram razão 712 

aumentada, com destaque para o DRCIII. Considerando que a extensão da 713 

proteinúria e consequente RPC está relacionada com aumento da PAS, 714 

esperava-se que o grupo DRCIV apresentasse maior RPC. Entretanto, acredita-715 

se que o n amostral de cada grupo tenha influenciado na magnitude da 716 

proteinúria encontrada no grupo DRCIII quando comparado aos grupos DRCI e 717 

DRCIV. 718 

Ainda foi observada diminuição progressiva da densidade urinária com o 719 

avanço dos estádios da doença, indicando a incapacidade dos rins em 720 

concentrar a urina em detrimento da presença de lesão tubular, condição 721 

frequentemente observada em cães com DRC (McGROTTY, 2008), o que 722 

concorda com a prerrogativa da IRIS (IRIS, 2019), de que tanto proteinúria 723 
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quanto isostenúria já são observadas em cães DRC desde os primeiros estádios 724 

da doença. 725 

Na avaliação hematológica, a anemia observada desde o estádio inicial dos 726 

grupos DRC deste estudo, pode ser visto em menor grau no início da doença. 727 

esta alteração está relacionada com a deficiência na produção de eritropoetina 728 

pelos rins, desnutrição, deficiência de ferro em detrimento da hiporexia. Tais 729 

achados foram observados no nosso estudo. Outras causas podem ser 730 

associadas com mecanismos inflamatórios, redução da vida útil eritrocitária por 731 

injúrias metabólicas ou mecânicas, e devido aos efeitos antiproliferativos 732 

induzidos pelas toxinas urêmicas (POLZIN, 2011; LIPPI, et al., 2021). De acordo 733 

com KING et al. (1992), a severidade da anemia possui correlação positiva com 734 

a concentração sérica de creatinina. Sendo assim, foi verificado no estudo que 735 

com o aumento sérico da creatinina à medida que a DRC avança, existe uma 736 

tendência ao agravamento da anemia, cenário fortemente evidenciado quando 737 

se comparam os grupos DRCI com DRCIII e DRCI com DRCIV. 738 

 A hiperfosfatemia observada nos grupos DRCIII e DRCIV corrobora com a 739 

literatura, na qual a retenção de fósforo ocorre devido diminuição da função 740 

renal, sendo os rins, a principal via de excreção do fósforo. Logo, a elevação 741 

sérica do fósforo é considerada como marcador de dano renal, condição 742 

observada na DRC (POLZIN, 2011; MARTINÉZ, et al., 2010). 743 

 744 

6.2 Proteômica 745 

De acordo com o VIP score considerando α>2, a Proteína contendo 746 

domínio semelhante a Ig (Ig-like domain-containing protein - A0A8I3PB96) é 747 

encontrada em maior concentração no soro de animais do grupo controle e 748 

DRCI. Essa proteína é uma porção extracelular contida em todas as proteínas, 749 

tendo essa porção extracelular, três domínios Ig-like (TRUEB et al., 2013). Um 750 

estudo realizado por DACKOWSKI et al. (2002), investigaram o papel da 751 

policistina-1 na tubulogênese e cistogênese a partir do uso de células epiteliais 752 

renais da linhagem de células renais caninas Madin-Darby (MDCK). Para isso, o 753 

estudo considerou mutações no gene PKD1 que codifica a policistina-1 na 754 

doença renal policística e demonstrou que domínios semelhantes de Ig formam 755 

fortes interações homofílicas e podem mediar a adesão entre células. Isso 756 
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confere que domínios similares a Ig contendo proteínas podem estar presentes 757 

em diferentes patologias, assim como no glaucoma (JIANG et al., 2010), 758 

cinomose (AVILA et al., 2015) e leptospirose (PALANIAPPAN et al., 2006; SILVA 759 

et al., 2007), estando associados com funções distintas e, portanto, não 760 

diretamente ligada à DRC de ocorrência natural. 761 

Em seu estudo, TRUEB et al. (2013) demonstraram que o rim em 762 

desenvolvimento expressa fatores de crescimento de fibroblastos (FGF) tipo 1, 763 

7, 8, 9, 10, 12 e 20, além de receptores de fibroblastos (FGFR) contendo o 764 

domínio Ig, sendo o FGFR 1 importante na formação do mesênquima 765 

metanéfrico. O estudo demonstrou que o receptor do tipo 1 do fator de 766 

crescimento de fibroblasto (FGFRL1) é um novo membro da família FGFR, 767 

conhecido por interagir principalmente com FGF8, podendo levar a disgenesia 768 

renal quando não expressado. Apesar de seu conhecimento associado à origem 769 

de estruturas renais, infere-se que com a progressão da DRC, esses domínios 770 

proteicos similares a Ig possam ser liberados com a perda da massa renal 771 

funcional e, portanto, identificados na análise proteômica. Logo, devido a sua 772 

inespecificidade, proteína contendo domínio semelhante a Ig não deve ser 773 

utilizado como biomarcador em cães DRC. 774 

A Alfa-2-macroglobulina (Alpha-2-macroglobulin - A0A8I3Q5H9) foi uma 775 

proteína identificada abaixo, porém limítrofe a linha de corte do VIP score para 776 

α>2 e mais abundante em DRCIV. Essa proteína, diferente dos domínios 777 

proteicos similares a Ig parece ter utilidade como biomarcador renal em cães em 778 

estágios avançados, porém não em quadros precoces. É uma das principais 779 

antiproteases no plasma de vertebrados (REHMAN et al., 2013), sendo a única 780 

proteína capaz de inibir proteases in vivo (BOER et al., 1993; NAVEAU et al., 781 

1994), independente da especificidade ou mecanismo catalítico (FELDMAN et 782 

al., 1985). Funcionalmente, essa proteína atua no sequestro de proteinases 783 

liberadas por granulócitos e outras células durante um processo inflamatório, 784 

além de regular a atividade proteolítica extracelular resultante da fibrinólise e 785 

coagulação (REHMAN et al., 2013), condição importante em cães com DRC. 786 

Cães com síndrome nefrótica apresentam aumento sérico de Alfa-2-787 

macroglobulina e redução nos níveis de antitrombina III, ficando predispostos a 788 

formação de trombos considerando o estado de hipercoagulabilidade instalado 789 

(FELDMAN et al., 1985). Assim como em humanos, a dislipidemia, condição 790 
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verificada na síndrome nefrótica, pode ser encontrada na DRC em cães 791 

(BEHLING-KELLY, 2014), mostrando a correlação positiva entre síndrome 792 

nefrótica, DRC, aumento de Alfa-2-macroglobulina e risco trombótico. 793 

Para a análise proteômica da urina de cães DRC considerando o VIP 794 

score com α>2, as proteínas de maior destaque foram Globulina beta-1 ligante 795 

ao metal ou serotransferrina, angiotensinogenio, Gc-globulina ou Proteína de 796 

ligação à vitamina D, e Proteína contendo domínio semelhante a Ig. A Globulina 797 

beta-1 ligante ao metal (Beta-1 metal-bilding globulin - A0A8I3Q3K3) também 798 

conhecida como serotranferrina é uma proteína associada ao transporte de ferro, 799 

resposta de fase aguda e estimulação da proliferação celular (DAVALIEVA et al., 800 

2015). No presente estudo, cães DRCIII apresentaram maior abundância, 801 

seguido de DRCI e CKDIV, demonstrando ausência de correlação direta dessa 802 

proteína na urina com a progressão da doença.  803 

A presença de serotransferrina na urina foi identificada em um modelo 804 

experimental com ratos intoxicados com urânio, estando relacionada com a 805 

perda de permeabilidade glomerular (MALARD et al., 2009). Adicionalmente, um 806 

estudo com humanos correlacionou a transferrina urinária com proteinúria 807 

glomerular (VARGHESE et al., 2007) e em cães, foi demonstrado a presença de 808 

transferrina na urina de cães com nefropatia hereditária ligada ao cromossomo 809 

X (VINGE et al., 2010). Em gatos, um estudo demonstrou que a perda de 810 

transferrina na urina antecede a de albumina e que, portanto, pode ser utilizada 811 

como biomarcador renal de precocidade na DRC (MAEDA et al., 2015), condição 812 

que pode ser considerada em cães DRC. Ainda, a concentração de transferrina 813 

pode sofrer influência do estado nutricional, tendo redução sérica em pacientes 814 

caninos em anorexia (NAKAJIMA et al., 2014), sendo uma possível justificativa 815 

para o aumento da perda e identificação na urina em cães DRCIII e DRCIV 816 

(BHAMARASUTA et al., 2021), condizendo parcialmente com o achado no 817 

presente estudo. 818 

A proteína angiotensinogênio (angiotensinogen - A0A8I3RR88) foi mais 819 

abundante em cães DRCIII, depois DRCI e DRCIV, não demonstrando 820 

correlação perfeita com a progressão da doença. No entanto, sabe-se com base 821 

em um estudo em humano com DRC que o angiotensinogênio urinário é um 822 

biomarcador potencial da atividade da angiotensina II intrarrenal, componente 823 

envolvido com o processo de deterioração da função renal em pacientes renais 824 
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crônicos (YAMAMOTO et al., 2007), marcador este que possivelmente reflete a 825 

deterioração renal nos cães avaliados no presente estudo, porém 826 

momentaneamente limitado pelo pequeno número de amostras avaliadas para 827 

animais DRCIII quando comparados a DRCI e DRCIV. Em complemento, um 828 

estudo desenvolvido KOBORI e NAVAR (2011) apontou o angiotensinogênio 829 

como biomarcador da hipertensão, vista sua capacidade de ativar o sistema 830 

renina angiotensina aldosterona, condição verificada não só em humanos, mas 831 

também em animais, a exemplo dos cães do presente estudo. 832 

Ainda em relação ao angiotensinogênio urinário, um estudo desenvolvido 833 

por KOBORI et al. (2008) demonstrou seu potencial como biomarcador de 834 

severidade da DRC, estando positivamente correlacionado com a razão 835 

albumina/creatinina urinária, fração de excreção do sódio, e razão 836 

proteína/creatinina urinária, além de correlação negativa com a TFG.  837 

Recentemente, um estudo com pacientes humanos demonstrou que maiores 838 

níveis urinários desta molécula podem estar relacionados com o caráter 839 

progressivo da DRC, podendo essa correlação ainda sofrer influência do índice 840 

de massa corporal e albuminúria (SUH et al., 2022). Sendo assim, apesar da 841 

inexistência de estudos em cães DRC, considera-se que o angiotensinogênio 842 

possa atuar como biomarcador de função renal, progressão da DRC e ainda, 843 

indiretamente, prognóstico.  844 

A Gc-globulina também conhecida por Proteína de ligação à vitamina D 845 

(Vitamin D-binding protein - A0A8I3NFJ3) foi mais abundante no grupo controle, 846 

depois DRCIII, DRCIV e DRCI. Essa proteína se liga à megalina no lúmen dos 847 

túbulos renais e evita a perda urinária de 25 hidroxivitamina D (NYKJAER et al., 848 

1999). Em humanos, pode ser encontrada na urina de indivíduos saudáveis 849 

(CANDIANO et al., 2010), condizente com a maior concentração em cães do 850 

grupo controle deste estudo. Por outro lado, CHACAR et al. (2017), em um 851 

estudo com cães, não encontraram a presença de proteína de ligação à vitamina 852 

D na urina de cães saudáveis. Um estudo desenvolvido com ratos e humanos, 853 

demonstrou essa proteína como um biomarcador de dano tubulointersticial não 854 

dependente de albuminúria em ratos e indicador de severidade de lesão renal 855 

em humanos, estando associada com marcadores tubulares e inflamatórios, 856 

apresentando resposta positiva com a implementação do tratamento 857 

renoprotetor (MIRKOVIC et al., 2013). Nos animais deste estudo, cães em 858 
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estádios mais avançados da doença apresentaram maior abundância podendo 859 

indicar correlação com a progressão da doença, entretanto contrapondo o grupo 860 

controle que se destacou, trazendo assim, inconsistências. 861 

Na estratificação de cães com DRC em diferentes estádios, cães DRCI e 862 

DRCII, a presença de proteína de ligação à vitamina D foi identificada em animais 863 

não proteinúricos ou proteinuricos borderline, diferente de cães em estádios mais 864 

avançados, como DRCIII e DRCIV, em que a redução na expressão da proteína 865 

de Tamm-Horsfall foi verificada (CHACAR et al., 2017). Logo, proteína de ligação 866 

à vitamina D foi associada com a detecção de injúria renal precoce, enquanto 867 

Tamm-Horsfall com progressão da doença linkada aos estádios mais 868 

avançados. Esses dados conferem com os achados na razão proteína/creatinina 869 

urinária nos cães do grupo controle que se apresentaram proteinuricos 870 

borderline. Por outro lado, contrapõe os achados em cães DRCI que se 871 

apresentaram proteinúricos. 872 

A presença de proteína contendo domínio semelhante a Ig (Ig-like 873 

domain-containing protein - A0A8I3PB96) foi encontrada em maior abundância 874 

na urina de cães DRCI, DRCIV e DRCIII nessa ordem. Um estudo em cães com 875 

leishmaniose demonstrou que essa proteína pode se apresentar aumentada na 876 

urina de cães infectados quando comparados com grupo controle, podendo sua 877 

presença na urina estar associada com a capacidade de filtração glomerular 878 

(GONZÁLEZ et al., 2022), refletindo dano glomerular como apontado por 879 

KOVARIKOVA (2015). Quando considerados os cães DRC do presente estudo, 880 

considera-se não justificável tal correlação com quadro infeccioso, visto que na 881 

seleção, animais com comorbidades foram desconsiderados, sendo relevantes 882 

apenas aqueles com a DRC de ocorrência natural. Em seu estudo com cães 883 

DRC de ocorrência natural, HOKAMP et al. (2016) identificaram frações de 884 

excreção de IgM e IgG considerada proteínas de alto peso molecular, estando 885 

correlacionada com danos glomerulares, enquanto a creatinina sérica 886 

correlacionou-se com danos túbulo intersticiais. Embora no presente estudo, a 887 

causa primária da DRC não tenha sido investigada conforme determinado no 888 

estudo de HOKAMP et al. (2016), infere-se que cães DRC I, DRCIV e DRCIII 889 

nessa ordem possam ter apresentado danos glomerulares justificando a 890 

presença de proteína contendo domínio semelhante a Ig. Não menos importante, 891 
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o número de animais por grupo pode ter influenciado na ordem de abundância 892 

dessa proteína identificada pelo VIP score para alfa>2. 893 

Na avaliação comparativa qualitativa de proteínas no soro e urina de cães 894 

foi observado comportamento relevante com a progressão da DRC para as 895 

proteínas Vitronectina (Vitronectina - A0A8I3N025) e Serpin familia G membro 1 896 

(Serpin Family G member 1 - A0A8I3P8J2). A vitronectina é uma glicoproteína 897 

de aderência multifuncional encontrada na circulação e em diferentes tecidos 898 

(PREISSNER, 1991), já tendo sido descrita como estando presente em tecido 899 

conjuntivo frouxo em tecidos renais a partir de avaliação por imunofluorescência 900 

(HAYMAN et al., 1983). A vitronectina e seu receptor podem apresentar papeis 901 

importante em processos fisiológicos e patológicos dos rins podendo se ligar a 902 

proteínas de membrana plasmática, regulando processos de adesão, migração, 903 

diferenciação, inflamação, reação imunológica e remodelamento tecidual 904 

(SCHVARTZ, 1999). Na DRC, a vitronectina é uma proteína da matriz 905 

extracelular que se acumula no interstício durante a fibrose renal (EDDY, 2009), 906 

tendo então relevância em pacientes humanos e caninos com DRC. A deposição 907 

de vitronectina já foi detectada em processos de fibrose e necrose (SEIFFERT, 908 

1997; PREISSNER e SEIFFERT, 1998), podendo estar ligada com as reduções 909 

sérica e urinária verificada nos cães deste estudo, considerando o quadro de 910 

progressão da doença, bem como a possível instalação de processo fibrótico 911 

associado ao tecido renal na DRC. Um estudo demonstrou que a avaliação 912 

urinária dessa proteína é uma importante ferramenta para monitorar processos 913 

fibróticos em quadros de transplante renal (CARRERAS-PLANELLA et al., 914 

2021). Adicionalmente, YOON et al. (2001) apontaram que os níveis de 915 

vitronectina reduzem com a idade, condição esta esperada em cães DRC, visto 916 

que, animais acometidos pela doença tendem em sua maioria apresentar idade 917 

mais avançada. Complementarmente, a redução pode estar associada com o 918 

acúmulo da proteína no interstício renal (LOPÉZ-GUISA et al., 2011). Logo, 919 

considerando o caráter fibrótico da DRC e o avanço dos estádios da doença, 920 

considera-se a vitronectin como potencial biomarcador não só em humanos, mas 921 

também, em cães. 922 

A serpina familia G membro 1 é um inibidor da esterase do complemento 923 

I sendo expresso no fígado, rim, pulmão, coração e cérebro (BEINROHR et al., 924 
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2007). Essa proteína pertence a uma família de proteínas envolvidas em 925 

processos inibitórios, de armazenamento e transporte, podendo ser encontrada 926 

em diversos tecidos no corpo, tendo sua maior concentração, extracelular. 927 

Ainda, o grupo ao qual está inclusa a serpin familia G membro 1, desempenha 928 

funções fisiológicas específicas importantes voltadas para o transporte 929 

hormonal, ligação a corticosteróides, coagulação e regulação da pressão 930 

sanguínea (HEIT et al., 2013), funções estas influenciadas em certo grau pela 931 

atividade renal. Conforme NI et al. (2022), a serpin familia G membro 1 possui 932 

importante função da injúria renal aguda (IRA), promovendo a perpetuação de 933 

macrófagos anti-inflamatórios, prevenindo a IRA séptica, podendo assim, atuar 934 

como biomarcador de predição da resposta ao tratamento com altas doses de 935 

ascorbato.  936 

Diferente do foco de muitos estudos, essa proteína não parece ter 937 

importância biológica na monitoração da DRC em humanos ou em cães pelo 938 

soro, visto que na avaliação qualitativa, os níveis séricos mantiveram um nível 939 

alto para os grupos GC, DRCI e DRCIII. Sabe-se que é uma glicoproteína de 940 

fase aguda, produzida no fígado e secretada na circulação (PALVIAINEN et al., 941 

2012; SIDGEL et al., 2022), tendo importância para os rins com relação a 942 

proteção anti-apoptótica e anti-inflamatória na injúria por reperfusão ou isquemia 943 

renal (DAEMEN et al., 2000), condições estas não avaliadas no estudo. 944 

Enquanto isso, a avaliação urinária, demonstrou redução nos grupos DRC em 945 

comparação ao grupo controle. Embora certa discrepância tenha sido observada 946 

entre os grupos DRCI e DRCIII, e se considere a serpin familia G membro 1, um 947 

biomarcador de IRA em humanos (METZGER et al., 2010), sugere-se que essa 948 

proteína possa também ter efeito na monitoração da progressão da DRC, 949 

embora estudos mais detalhados sejam necessários. 950 

Na avaliação isolada qualitativa do soro de cães DRC deste estudo, duas 951 

proteínas demonstraram comportamento crescente com a progressão da doença 952 

entaxina (Pentaxin ou Pentraxin - A0A8I3QZH6) e Transferrina (Transferrin - 953 

A0A8P0TH07), enquanto outras duas demonstraram comportamento 954 

decrescente em estádios mais avançados Glicoproteína rica em histidina 955 

(Histidine rich glycoprotein - A0A8I3PET9) e subunidade lábil do ácido da 956 

proteína de ligação ao fator de crescimento semelhante à insulina (Insulin like 957 
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growth factor binding protein acid labile subunit - A0A8P0NKP4). A Pentaxina 958 

também conhecida como Pentraxina pertence a uma superfamília de pentraxinas 959 

e família de pentraxina de ligação dependente de Ca2+ (UNIPROT, 2022), 960 

dentre as quais a proteína C-reativa (Pentraxina curta) está inclusa (CASTELL 961 

et al., 1990; TONG et al., 2007). Nos animais do presente estudo, os níveis 962 

séricos de Pentraxina foram aumentando conforme a DRC progrediu, resultando 963 

em maiores níveis séricos de Pentraxina em cães DRCIV. Na avaliação dos 964 

níveis séricos de Pentraxina 3, um estudo demonstrou que em pacientes 965 

humanos com DRC, os níveis plasmáticos mostraram-se elevados, aumentando 966 

significativamente após sessão de hemodiálise, evidenciando o caráter 967 

inflamatório do procedimento (BOEHME et al., 2007), recentemente evidenciado 968 

também pela avaliação sérica da proteína C-reativa (AZEVEDO et al., 2022). 969 

Embora os animais deste estudo não tenham sido submetidos a hemodiálise, 970 

percebeu-se aumento progressivo de Pentraxina com o avanço do estádio da 971 

doença. 972 

Estudos com culturas celulares, demonstraram que as células mesangiais 973 

e epiteliais tubulares sintetizam pentraxinas em resposta a um estímulo 974 

inflamatório (BUSSOLATI et al., 2003; NAUTA et al., 2005), condição que pode 975 

estar presente em pacientes humanos e animais com CKD. Em pacientes 976 

humanos com DRC, a Pentraxina 3 plasmática aumentou com a redução da 977 

TFG, tornando-se mais expressiva nos estádios mais avançados, mantendo 978 

níveis menores nos indivíduos do grupo controle (TONG et al., 2007). Esse 979 

achado condiz com os cães DRC do presente estudo, visto que cães DRCIV 980 

apresentaram os maiores níveis, quando comparados com DRCIII, DRCI e GC, 981 

respectivamente. Isso permite a inferência que em cães, assim como em 982 

humanos, a progressão da DRC associada a redução da TFG, leva ao acúmulo 983 

e respectivo aumento sérico de Pentraxina, podendo assim ser utilizado como 984 

potencial biomarcador de progressão e avaliação da TFG em cães. 985 

Qualitativamente, a Transferrina demonstrou comportamento nulo nos 986 

grupos GC, DRCI e DRCIII, tendo sido identificada apenas em cães do grupo 987 

DRCIV, levantando a hipótese de estar correlacionada apenas com estágio 988 

terminal da doença. A transferrina sérica é um indicador bioquímico comumente 989 

acessado para avaliar o status de ferro sérico no organismo, estando a 990 
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transferrina ligada ao transporte do íon ferro (BOHN, 2013). Na DRC, a 991 

concentração de transferrina está associada a perdas pela urina e também ao 992 

estado nutricional do paciente humano ou animal (BHAMARASUTA et al., 2021). 993 

Considerando a gravidade clínica de cães DRC em estádios terminais, espera-994 

se que devido ao estado nutricional deficiente desses animais, os níveis séricos 995 

de Transferrina possam estar diminuídos. Assim, os cães DRCI (55%) e DRCIII 996 

(67%) do presente estudo apresentaram algum grau de desnutrição, entretanto 997 

não a ponto de justificar qualitativamente, a ausência de transferrina sérica como 998 

observado. O mesmo é válido para cães GC que não apresentavam nenhuma 999 

alteração clínica ou laboratorial. Por outro lado, a suplementação nutricional em 1000 

cães desnutridos ou anoréxicos é elemento importante na viabilização de 1001 

aumento no nível sérico de transferrina (NAKAJIMA et al., 2014), condição 1002 

averiguada em cães DRCIV deste estudo. Assim, cães DRC podem apresentar 1003 

níveis séricos reduzidos de transferrina por fatores extrarrenais, principalmente 1004 

em estádios mais avançados (BHAMARASUTA et al., 2021) e que, portanto, a 1005 

transferrina não pode ser considerada um biomarcador direto da função renal na 1006 

DRC. 1007 

A proteína Glicoproteína rica em histidina apresentou comportamento 1008 

qualitativo decrescente com a progressão da doença. Essa proteína é uma 1009 

proteína plasmática envolvida com processos biológicos ligados ao sangue 1010 

como coagulação e sistema imune (STEWART et al., 2009). Estudos 1011 

demonstraram que a redução nos níveis de Glicoproteína rica em histidina 1012 

causaram desregulação do sistema coagulação-fibrinólise, morfologia anormal 1013 

de neutrófilos, anormalidades em células endoteliais e trombose imune, levando 1014 

a falência de órgãos (WAKE, 2019; WAKE et al., 2016;). Embora não tenha sido 1015 

foco do presente estudo, alterações na coagulabilidade podem ocorrer no 1016 

paciente DRC, principalmente com o avançar da doença. Nos cães deste estudo, 1017 

a progressão da doença resultou em níveis reduzidos da proteína sérica quando 1018 

comparados com animais GC. Um estudo comparando cães sadios e com DRC 1019 

de ocorrência natural demonstrou que cães com DRC frequentemente 1020 

apresentam disfunções plaquetárias e estado de hipercoagulabilidade, 1021 

condições que não podem ser atribuídas apenas a funções plaquetárias 1022 

(DUDLEY et al., 2017). Dessa forma, a Glicoproteína rica em histidina pode ser 1023 
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uma proteína que contribui para o estado de hipercoagulabilidade em cães com 1024 

DRC, entretanto, não utilizada como biomarcador da DRC, vista sua utilização 1025 

como biomarcador em diversas outras doenças (OIWA et al., 2022). 1026 

A Subunidade lábil do ácido da proteína de ligação ao fator de crescimento 1027 

semelhante à insulina (IGFBP) se demonstrou presente na avaliação sérica 1028 

apenas de animais do grupo controle, não sendo identificada na avaliação 1029 

qualitativa de animais do grupo DRCI, DRCIII e DRCIV. Essa proteína é 1030 

conhecida como uma glicoproteína, cuja subunidade Subunidade lábil (ALS) 1031 

produzida no fígado, pode circular no organismo em forma de complexos ou livre 1032 

(BAXTER, 1988; BAXTER et al., 1989; KHOSRAVI et al., 1997). Em forma de 1033 

complexos, a sua redução pode estar associada a deficiência de hormônio do 1034 

crescimento (GH) e insensibilidade ao GH (ROSENFELD et al., 2007; DOMENÉ 1035 

et al., 2009). Em crianças, a DRC provoca mudanças significativas no GH e no 1036 

eixo fator de crescimento semelhante à insulina, resultando em retardo do 1037 

crescimento. Nesse caso, as proteínas inibidoras de ligação a IGF aumentam, 1038 

reduzindo os níveis de IGF-1 circulantes, que são a forma bioativa livre que se 1039 

liga a Subunidade lábil do ácido, resultando então em menor nível sérico de 1040 

Subunidade lábil do ácido da proteína de ligação ao fator de crescimento 1041 

semelhante à insulina (MAHESH e KASKEL, 2008). Fazendo uma correlação 1042 

com os cães do presente estudo, embora não tenha sido dosados os níveis de 1043 

GH, infere-se que a redução sérica dessa proteína tenha correlação com 1044 

alterações do eixo fator de crescimento semelhante à insulina, justificando os 1045 

resultados encontrados em cães saudáveis. Por outro lado, a não identificação 1046 

na avaliação qualitativa nos animais DRC carece de estudos mais detalhados, 1047 

visto que, esperava-se uma redução, e não, ausência completa. Ainda, 1048 

considerando as diversas funções associadas a fator de crescimento semelhante 1049 

à insulina de ligação da proteina (IGFBP) como controle do desenvolvimento 1050 

renal pela interação com IGF, regulação de proliferação celular, apoptose e 1051 

diferenciação independente de IGF, o uso de IGFBP na doença renal é 1052 

considerado escasso e não sistemático (WANG et al., 2021). 1053 

Na avaliação qualitativa da urina, diversas proteínas ganharam destaque 1054 

no estudo com cães DRC, seja demonstrando aumento ou redução com a 1055 

progressão da doença. Se destacaram as proteínas Uromodulina, Família da 1056 
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secretoglobina 1A membro 1, Fosfoproteína 1 secretada, Caderina, domínio 1057 

citoplasmático, Receptor de imunoglobulina polimérico, Lisosima, Proteína 1058 

contendo domínio de cistatina e Adipsina. A Uromodulina (Uromodulin - 1059 

A0A8I3N8E3), também conhecida como Proteína Tamm-Horsfall, é a proteína 1060 

mais abundantemente produzida nos rins e excretada na urina sob condições 1061 

fisiológicas normais (RAMPOLDI et al., 2011), coincidindo precisamente com 1062 

animais do GC do presente estudo, visto que com o avanço nos estádios, os 1063 

níveis urinários foram reduzindo, chegando ao grupo DRCIV com percentual 1064 

qualitativo próximo de zero. Funcionalmente, a Uromodulina está envolvida no 1065 

balanço hídrico e eletrolítico, imunidade inata do rim, proteção contra infecções 1066 

do trato urinário e proteção contra a formação de cálculos (UNIPROT, 2022). 1067 

A Uromodulina é uma proteína que pode sofrer mutações no gene que a 1068 

codifica e por isso levar à ocorrência de doenças renais associadas a 1069 

uromodulina causando a retenção e agregação da forma mutante da proteína no 1070 

reticulo endoplasmático, levando a uma disfunção do ramo ascendente espesso 1071 

da alça de Henle. Isso culmina com dificuldade de concentração da urina, 1072 

hiperuricemia, além da redução urinária da uromodulina, podendo estar 1073 

associada com defeitos na capacidade de transporte da proteína através da 1074 

membrana tubular (RAMPOLDI et al., 2011). A retenção dessa proteína pode 1075 

culminar em danos e necrose celular, levando a ocorrência de fibrose e 1076 

inflamação, podendo assim, resultar em risco aumentado de ocorrência da DRC. 1077 

O mecanismo envolvido na redução da excreção de uromodulina pode estar 1078 

associado com o observado no presente estudo com cães DRC, entretanto, não 1079 

se pode afirmar, visto a incredibilidade em relação aos cães terem ou não 1080 

mutação no gene codificador da uromodulina. 1081 

Ainda, não menos importante, VYLETAL et al. (2010) pontuou que os 1082 

depósitos de uromodulina podem estar associados com infiltrado inflamatório, 1083 

condição que pode estar presente na DRC. Da mesma forma, a excreção urinária 1084 

de uromodulina está diretamente correlacionada com a TFG. Assim, infere-se 1085 

que os cães DRC deste estudo, por terem redução da TFG, expressão menor 1086 

proporção de uromodulina na urina. A utilização da uromodulina urinária como 1087 

biomarcador da DRC levantou questionamentos em relação a sua precisão em 1088 

um estudo realizado por PRAJCZER et al. (2010). Nesse estudo, realizado com 1089 
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77 pacientes humanos com DRC, 22% apresentaram níveis normais de 1090 

uromodulina na urina, diferente dos achados do presente estudo, em que a 1091 

avaliação qualitativa demonstrou redução apreciável da uromodulina urinária em 1092 

cães DRC à medida que a doença progredia em comparação aos cães controle. 1093 

Esse contraste, com foco no presente estudo, coincide com os achados em um 1094 

estudo metabolômico e proteômico realizado em cães saudáveis e DRC por 1095 

FERLIZA et al. (2020), concordando ainda com estudos prévios (RAILA et al., 1096 

2014). Logo, considera-se a uromodulina como possível biomarcador da DRC. 1097 

A Família da secretoglobina 1A membro 1 (Secretoglobin family 1A 1098 

member 1 - A0A0K2SR26), também conhecida como Uteroglobina é uma 1099 

proteína semelhante a citocina, imunomoduladora e dependente de esteróide 1100 

(MIELE et al., 1994; MUKHERJEE et al., 1999), atuando como agente anti-1101 

inflamatório no trato respiratório e urogenital (DIERYNCK et al., 1995), podendo 1102 

ser secretada pela mucosa epitelial de quase todos os órgãos de mamíferos, e 1103 

assim, detectada no sangue (KIKUKAWA e MUKHERJEE, 1989; AOKI et al., 1104 

1996) e urina (BERNARD et al., 1989). Considerando o foco do presente estudo, 1105 

a investigação de Uteroglobina na urina dos cães não foi até então relatada. Um 1106 

estudo desenvolvido por LEE et al. (2004) demonstrou a importância da 1107 

Uteroglobina na prevenção experimental de glomerulonefrite, evitando a 1108 

deposição de imunoglobulina no glomérulo, reforçando sua capacidade 1109 

imunomoduladora, condição também discutida por ZHENG et al. (1999). Essa 1110 

proteína é demonstrada como importante na prevenção de doença renal 1111 

causada pela deposição anormal de fibronectina e colágeno no glomérulo 1112 

(MUKHERJEE et al., 1999), entretanto, não se tem na literatura, uma 1113 

investigação acerca da correlação entre níveis urinários da proteína e 1114 

progressão da doença. Pode-se afirmar com base nos achados do presente 1115 

estudo, que a Uteroglobina está presente em cães do GC conforme demonstrado 1116 

pela análise qualitativa. Por outro lado, acredita-se que esta possa ter alguma 1117 

relação com a perda de massa renal funcional vista a redução expressiva ou nula 1118 

na avaliação em cães DRCIII e DRCIV. 1119 

A Fosfoproteína 1 secretada – (Secreted phosphoprotein 1 - 1120 

A0A8P0NMW9), também conhecida como osteopontina é uma proteína 1121 

importante na formação de cálculos urinários, sendo conhecida como um dos 1122 



57 
 

componentes orgânicos de cálculos urinários de cálcio conforme KOHRI et al. 1123 

(2012). Nos cães do presente estudo, a proteína demonstrou-se presente em 1124 

animais do grupo controle e reduzido em animais CKD1, estando ausente em 1125 

CKD3 e CKD4, demonstrando aparente redução em estádios avançados da CKD 1126 

em cães. KOHRI et al. (2012) pontuaram que a osteopontina tem duas ações 1127 

diferentes no processo da formação de cálculos. A primeira ação é como um 1128 

forte inibidor da nucleação, crescimento e agregação de cristais de oxalato de 1129 

cálcio em experimentos in vitro e na urina, portanto, quando há osteopontina livre 1130 

no lúmen tubular, esta atua na inibição do desenvolvimento de cristais. A 1131 

segunda ação está relacionada com a aderência dos cristais às células epiteliais 1132 

tubulares. Apesar de ser encontrada livre no lúmen tubular, a osteopontina 1133 

geralmente não é detectada na forma livre. Isso se deve à forte atividade de 1134 

ligação ao cálcio em vez de ácido oxálico e fosfato devido a sua forte ação iônica 1135 

negativa. Conforme LIU et al. (2015), além de ser considerada um importante 1136 

componente da matriz urinária de cálculos de oxalato de cálcio e ter efeito 1137 

promotor na formação de cálculos, a osteopontina pode também ser expressada 1138 

nos rins, tireoide, glândula mamária, trato gastrointestinal, timo, sistema 1139 

imunológico e testículos. Apesar de ter sido considerada por LIU e colaboradores 1140 

(2015) um bom biomarcador de inibição na formação de cálculos renais em cães 1141 

suplementados com selênio orgânico, o uso da osteopontina como biomarcador 1142 

de precocidade ou progressão da DRC em cães não é recomendado, vista a 1143 

interferência de outras causas renais. 1144 

A Caderina, domínio citoplasmático (Cadherin, cytoplasmic domain - 1145 

F1PAA9), também conhecida como caderina-1 é uma proteína de adesão celular 1146 

dependente de cálcio (UNIPROT, 2022). Esta proteína apresentou o mesmo 1147 

comportamento da Fosfoproteína 1 secretada, estando ausente na urina de cães 1148 

CKD3 e CKD4. Ela promove a adesão entre células e desempenha papel crítico 1149 

em processos celulares como desenvolvimento e manutenção de tecidos, além 1150 

de supressão tumoral (THOMAS e MEIGS, 2002). Estudos com cães não foram 1151 

identificados. Entretanto, um estudo com humanos utilizou a caderina como 1152 

auxiliar na identificação da progressão de carcinoma de células renais, para 1153 

potencial diminuição do risco de metástase com interação do fator KMT5A, 1154 

sendo utilizado como marcador da progressão de tumores (LIN et al., 2019). 1155 
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Logo, a caderina não aparenta demostrar potencial como biomarcador para 1156 

DRC, visto que sua utilização está vinculada a neoplasias, alterando assim, os 1157 

níveis dessa proteína na presença da referida comorbidade. 1158 

Receptor de imunoglobulina polimérico (Polymeric immunoglobulin 1159 

receptor - A0A8P0SGI0) é uma proteína responsável pela mediação da 1160 

passagem de polímeros de IgA e IgM da superfície basolateral para o lado apical 1161 

de células epiteliais e a subsequente secreção nos fluidos da mucosa (WEI e 1162 

WANG, 2021). Nos animais deste estudo, cães CKD3 e CKD4 apresentaram 1163 

níveis expressivamente reduzidos quando comparados com cães CKD1 e CG. 1164 

De acordo com HE et al. (2020), a proteína Receptor de imunoglobulina 1165 

polimérico está associada com a disfunção renal. Para isso, um estudo 1166 

desenvolvido por KRAWCZYK et al. (2019) em humanos, demonstrou que essa 1167 

proteína está expressa no glomérulo e nos túbulos renais proximais, cuja qual, 1168 

tem sua expressão tubular aumentada na DRC, culminando com níveis 1169 

aumentados de IgA na urina de indivíduos com injuria renal. No presente estudo, 1170 

a correlação entre IgA e a expressão de Receptor de imunoglobulina polimérico 1171 

não foi avaliada. HE e colaboradores (2020) demonstraram que na urina de 1172 

humanos, a proteína em contexto aumentou com a progressão da DRC, diferente 1173 

do que foi encontrado no presente estudo. Sendo assim, acredita-se que a 1174 

Receptor de imunoglobulina polimérico tenha comportamento contrário a aquele 1175 

identificado em humanos. Ainda, questiona-se a influência da lesão glomerular 1176 

em humanos e cães CKD em relação aos níveis presente da proteína em 1177 

discussão na urina. 1178 

A Lisosima (Lysozyme - G1K265) apresentou progressão na análise 1179 

qualitativa com o avanço no estádio da DRC nos animais do presente estudo e 1180 

ausência completa em cães do grupo controle. A Lisosima é uma proteína 1181 

degradada principalmente nos rins, filtrada no glomérulo e depois reabsorvida 1182 

nos túbulos proximais (HORPACSY et al., 1978), sendo essa capacidade de 1183 

reabsorção limitada. Dessa forma, na doença renal, a Lisosima pode aparecer 1184 

na urina em detrimento de dois possíveis cenários, podendo explicar a sua 1185 

presença na urina de cães DRC do presente estudo. Primeiro pela disfunção 1186 

tubular, impossibilitando a atividade de recaptação da proteína de dentro dos 1187 

túbulos renais para a circulação peritubular, e segundo pela saturação da 1188 



59 
 

capacidade de reabsorção devido ao limiar máximo ter sido atingido (BEETHAM 1189 

e CATTELL, 1993). Um estudo desenvolvido por Biewenga e colaboradores em 1190 

1978, comparando cães saudáveis e cães com doenças renais, sem 1191 

especificidade para DRC apenas, demonstrou que cães com TFG reduzida 1192 

apresentaram maiores níveis de Lisosima na urina, enquanto cães saudáveis 1193 

não apresentaram essa proteína na urina, coincidindo com os achados deste 1194 

estudo, visto que cães com DRC tendem a apresentar TFG reduzida. 1195 

A presença dessa proteína na urina foi relatada também em cão com 1196 

leucemia mieloide aguda sem falência renal, a partir da utilização da técnica de 1197 

eletroforese, identificando proteinúria de origem tubular (TASCA et al., 2010). 1198 

Logo, embora tenha importância no diagnóstico da DRC, é válido associar sua 1199 

presença em quadros extrarrenais. Ainda, em cães com DRC de ocorrência 1200 

natural, um estudo desenvolvido por KRALOVA et al. (2009), demonstrou que a 1201 

ureia, creatinina e fósforo séricos possuem correlação positiva com o aumento 1202 

sérico de Lisosima em cães com DRC. Dessa forma, altos níveis séricos de 1203 

lisozima são esperados com a progressão da doença renal crônica, visto que 1204 

conforme demonstrado pela IRIS (2019), maiores níveis de creatinina são 1205 

esperados em cães com estádios mais avançados da doença, coincidindo 1206 

fortemente com os achados do presente estudo. Essa teoria reforça os 1207 

mecanismos envolvidos na patogenia da proteinúria renal apresentados por 1208 

BEETHAM e CATTELL (1993), justificando a presença de Lisosima na urina de 1209 

cães CKD e ausência na urina de cães saudáveis, ressaltando sua importância 1210 

como potencial biomarcador de progressão da DRC em cães. 1211 

A Proteína contendo domínio de cistatina (Cystatin domain-containing 1212 

protein - A0A8I3QNP3) possui completa similaridade com Cystatin-C-like 1213 

(UNIPROT, 2022) e é considerada uma proteína inibidora das cisteíno-1214 

proteases. Em geral as cistatinas formam complexos com suas enzimas alvo na 1215 

proteção dos tecidos do hospedeiro contra a destruição proteolítica (SHLIPAK et 1216 

al., 2006). Nos animais do estudo, essa proteína demonstrou aumento com a 1217 

progressão da CKD, estando ausente em cães do grupo controle e mais 1218 

expressa em cães CKD4 quando comparados com CKD3 e CKD1, 1219 

respectivamente. Fisiologicamente, a cistatina C é filtrada livremente no 1220 

glomérulo e totalmente reabsorvida no túbulo contorcido proximal, sendo 1221 
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utilizada para avaliar a TFG, bem como tendo importância no que tange a 1222 

capacidade de recaptação desta proteína a nível tubular (TENSTAD et al., 1996; 1223 

WESTHUYZEN, 2006). Logo, infere-se que nos cães deste estudo, o avanço da 1224 

CKD associado a incapacidade de reabsorção tubular, resultou em aumento 1225 

progressivo dos níveis de proteína contendo domínio de cistatina na urina. Em 1226 

estudo com cães com leishmaniose, a investigação da presença de cistatina C 1227 

na urina foi performada e demonstrado que em cães com estádios mais 1228 

avançados, a cistatina C aumentou, especificamente em cães com níveis séricos 1229 

de creatinina maior que 1,4 md/dL (GARCÍA-MARTÍNEZ et al., 2015). Esse 1230 

achado coincide com o encontrado no presente estudo, vista a progressão na 1231 

avaliação qualitativa dos cães CKD quando comparados com aqueles do grupo 1232 

controle. Ainda, os cães CKD dos estádios mais avançados como CKD3 e CKD4, 1233 

demonstraram maior expressão qualitativa de Proteína contendo domínio de 1234 

cistatina e também valores aumentados de ureia condizentes com o observado 1235 

por GARCÍA-MARTÍNEZ et al. (2015), com creatinina de 3,5 mg/dL e 5,6 mg/dL 1236 

para cães CKD3 e CKD4, respectivamente. Dessa forma, a proteína contendo 1237 

domínio de cistatina pode ser apontada como potencial biomarcador de 1238 

progressão da DRC e não de precocidade, visto seu comportamento similar a 1239 

Cistatina C puramente, estando em níveis baixos na urina de indivíduos 1240 

saudáveis conforme apontado por GRUBB (2001), coincidindo com cães sem 1241 

CKD deste estudo. 1242 

A Adipsina (Adipsin - A0A8I3RY54), também conhecida como Fator de 1243 

complemento D foi expressa apenas em cães do grupo CKD4, hipotetizando 1244 

possível correlação com estádio terminal da DRC. Esta é uma enzima essencial 1245 

da rota alternativa do sistema complemento, cuja concentração sérica pode 1246 

aumentar em cerca de 10 vezes em pacientes com doença renal em estádio 1247 

terminal (PASCUAL et al., 1988). Essa proteína é inicialmente filtrada no 1248 

glomérulo e catabolizada após reabsorção nos túbulos proximais, sendo o 1249 

processo de reabsorção passível de saturação (SANDERS et al., 1986), 1250 

podendo justificar seu aparecimento na urina em cães com lesões renais, assim 1251 

como supracitado para a lisozima. A concentração sérica dessa proteína foi 1252 

demonstrada por VOLANAKIS et al. (1985) como tendo correlação positiva com 1253 

os níveis séricos de creatinina. Dessa forma, na avaliação dos diferentes 1254 
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estádios da DRC, em função dos níveis de creatinina, espera-se que quanto mais 1255 

avançado o estádio da doença, como nos estádios DRCIII e DRCIV em cães, 1256 

maiores serão os níveis séricos do fator D do sistema complemento. Assim, 1257 

considerando a saturação tubular e defeitos de transporte tubular em pacientes 1258 

DRC, espera-se identificar seu aparecimento na urina, conforme visto em cães 1259 

DRCIV do presente estudo. Em humanos com doença renal, MIYATA et al. 1260 

(1990) demonstraram que a concentração do fator D na urina de indivíduos 1261 

normais foi próxima de zero, enquanto em indivíduos com doença renal, os 1262 

achados em urina foram significativos. Esses resultados confluem 1263 

consideravelmente com os cães do estudo quando se considera os cães do 1264 

grupo controle e estádios iniciais da DRC, ao passo em que o achado isolado da 1265 

proteína em cães DRCIV apenas, podem ser justificados pelo estudo de 1266 

PASCUAL et al. (1988) no que tange aos estádios terminais da doença. Assim 1267 

sendo, a lisozima é cogitada como biomarcador de gravidade na DRC, não 1268 

apresentando evidência de sua utilização como biomarcador em cães com DRC 1269 

em estádios iniciais. 1270 

 1271 

7. CONCLUSÃO 1272 

Mesmo com o número pequeno de proteínas destacadas, essas 1273 

demonstraram relação com a função renal e consequentemente com a 1274 

progressão da DRC. Portanto, a proteômica por espectrometria de massas é 1275 

uma ferramenta viável para analisar o proteoma sérico e urinário de cães com 1276 

DRC nos estádios I, III e IV, identificando as proteínas Ig-like domain-containing 1277 

protein, Serpin Family G member 1 e Pentraxin como potenciais biomarcadores 1278 

séricos e as proteínas Beta-1 Metal Binding Globulin, angiotensinogen, Gc-1279 

globulin, Vitronectin, Serpin Family G member 1, Secretoblobin Family 1 A 1280 

member 1, Polymeric immunoglobulin receptor, Lyzozyme, Cystatin domain 1281 

containing protein e Complement Factor D como potenciais biomarcadores 1282 

urinários, tanto do declínio da função renal, como da diferenciação dos estádios 1283 

I, III e IV da DRC.  1284 

 1285 
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Resumo 2218 

A proteômica do soro e urina representa uma possibilidade diagnóstica para a 2219 

doença renal crônica em cães, pela identificação de potenciais biomarcadores 2220 

de precocidade, já que, a morbidade e a mortalidade da doença renal crônica 2221 

estão relacionadas com a prevalência subestimada devido ao diagnóstico tardio.  2222 

O objetivo deste estudo foi identificar e analisar o proteoma sérico e urinário de 2223 

cães com doença renal crônica estádio I, III e IV, na busca de novos 2224 

biomarcadores precoces, da evolução e progressão da doença renal crônica. 2225 

Para o estudo foram selecionados 26 cães divididos em quatro grupos, grupo 2226 

controle, grupos da doença renal crônica estádio I, III e IV. Para a proteômica, 2227 

as amostras foram preparadas e submetidas a digestão in gel e espectrometria 2228 

de massas. Os dados foram analisados no software online MetaboAnalyst e o 2229 

exponentially modified protein abundance index foi usado como parâmetro 2230 

quantitativo da abundância proteica. Utilizou-se para a análise univariada a 2231 

ANOVA e multivariada a principal component analysis e a partial least squares-2232 

discriminant analysis, sendo que a última foi usada para indicar o variables in the 2233 

projection score. Dentre os resultados tiveram destaque no soro dos cães com a 2234 

doença nos estádios I, III e IV as proteínas Ig-like domain-containing protein, 2235 

Vitronectin, Serpin Family G member 1 e Pentraxin. As proteínas Beta-1 metal-2236 

biding globulin, Angiotensinogen, Gc-globulin, Ig-like domain-containing protein, 2237 

Vitronectin, Serpin Family G member 1, Uromodulin, Secretoglobin Family 1 A 2238 

member 1, Polymeric immunoglobulin receptor, Lyzozime, Cystatin domain 2239 

containing protein e Adipsin tiveram destaque na urina dos cães com a doença 2240 

nos estádios I, III e IV. Tanto as proteínas destacadas no soro como urina se 2241 

mostraram com potencial como biomarcadores da doença renal crônica, da 2242 

progressão da doença renal crônica nos estádios estudados e ou do declínio da 2243 

função renal. 2244 

 2245 

Palavras-chave: Azotemia, proteinúria, rim, proteômica 2246 

 2247 

1. Introdução 2248 

A doença renal crônica (CKD) em cães, é raramente diagnosticada em seus 2249 
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estágios iniciais, devido sua inespecificidade. Portanto, acredita-se que sua 2250 

prevalência seja subestimada na espécie. Diante disso, acredita-se que este fato 2251 

tenha influência no índice de mortalidade em cães nos estágios avançados da 2252 

doença, pela tardia instituição de um tratamento específico [1,2]. Apesar da 2253 

existência de exames como dosagem sérica de creatinina e Dimetilarginina 2254 

Simetrica (SDMA), que direcionam o clínico a uma suspeita diagnóstica ou 2255 

mesmo a gravidade e estadiamento da doença, estes exames são usualmente 2256 

solicitados, somente quando o cão já apresenta sinais avançados da doença, 2257 

além dos resultados da creatinina apenas se demostrarem fora da normalidade 2258 

quando cerca de 65% dos néfrons funcionais já estão perdidos e dos resultados 2259 

de SDMA apresentarem influencia em pacientes não estabilizados [3,4]. Dessa 2260 

forma, a busca pela identificação e validação de métodos de diagnóstico 2261 

precoces, entre estágio e úteis na rotina clínica de pequenos animais a partir de 2262 

amostras de fácil obtenção, tem sido foco de estudos proteômicos na medicina 2263 

veterinária. 2264 

Apesar da existência de diversos estudos proteômicos, utilizando fluidos 2265 

biológicos de fácil obtenção como soro e urina, estes não são comumente 2266 

utilizados na rotina clínica para CKD, devido limitações, custo ou mesmo 2267 

inespecificidade na precocidade da doença [5]. Um estudo realizado por Nabity 2268 

e colaboradores [3], analisou a proteômica da urina na injúria tubulointersticial 2269 

em estágios precoces em cães machos com nefropatia hereditária ligada ao 2270 

cromossomo X, identificando a proteína ligante do retinol como potencial 2271 

biomarcador de precocidade. Mais tarde, outro estudo [6] comparou a 2272 

proteômica da urina de cães e humanos por meio da análise de proteínas do 2273 

complexo de exossomas e proteínas solúveis da urina, indicando potenciais 2274 

biomarcadores de diagnóstico para doenças caninas por meio da similaridade 2275 

entre proteínas previamente identificadas em urina de humanos com doenças 2276 

renais, extrarrenais, hipertensão arterial sistêmica e neoplasia. No mesmo ano, 2277 

Hormaeche e colaboradores [7] avaliaram a proteômica da urina de cães 2278 

parasitados por Dirofilaria immitis, identificando a perda de proteínas que afetam 2279 

o metabolismo do colesterol e transporte de O2.  2280 

Recentemente, na Itália, a proteômica da urina de cães foi performada em 2281 

cães com CKD, na qual as proteínas uromodulina, albumina e arginina esterase 2282 

foram identificadas por SDS-PAGE e espectrometria de massas, entretanto sem 2283 
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distinção entre potenciais biomarcadores em diferentes estágios da CKD [8]. 2284 

Ainda em cães com CKD, um estudo conduzido por Pelander e colaboradores 2285 

[9], identificou peptídeos representativos de fragmentos de colágeno I 2286 

excretados na urina de cães CKD, indicando possível relação com processos 2287 

fibrinóticos na doença. 2288 

A proteômica do soro de cães foi realizada em cães infectados por Ehrlichia 2289 

canis possibilitando a identificação de alterações expressivas em proteínas de 2290 

resposta da fase aguda da doença, proteínas de transporte da vitamina A e 2291 

proteínas anti-inflamatórias [10]. No estudo de Franco-Martínez e colaboradores 2292 

[11], a proteômica do soro foi estudada em cães experimentalmente infectados 2293 

com Leishmania infantum nas fases subclínica e clínica da doença, sendo 2294 

identificadas mais de 70 proteínas com possível valor diagnóstico da 2295 

precocidade da doença. Além destes estudos, a aplicabilidade da proteômica 2296 

sérica foi também alvo de estudos em cães com cardiomiopatia dilatada 2297 

idiopática [12] e em cães pré e pós programa de controle de perda de peso [13]. 2298 

A análise proteômica vem apresentando rápida evolução como método de 2299 

detecção de biomarcadores de doenças em cães, sendo o método utilizado na 2300 

análise, um fator desafiador na realização desse tipo de estudo [14]. Apesar do 2301 

desenvolvimento da proteômica em doenças caninas, limitações ainda existem 2302 

quanto à interpretação de dados proteômicos na medicina veterinária devido ao 2303 

limitado banco de dados disponíveis para as diferentes espécies animais [5]. 2304 

Apesar da existência de estudos proteômicos com potenciais biomarcadores da 2305 

CKD, não houve relatos de estudos diferenciando os estágios da doença. Além 2306 

de que, apenas um número limitado de proteínas parece ter sido estudado, não 2307 

abrangendo o leque a um banco de dados de proteínas recente, uma vez que os 2308 

bancos de dados são rotineiramente atualizados, sendo necessários estudos 2309 

mais novos para que as atualizações dos bancos de dados sejam consideradas. 2310 

Deste modo, objetivou-se com esse estudo identificar e analisar o proteoma 2311 

sérico e urinário de cães com doença renal crônica estádio I, III e IV, na busca 2312 

de novos biomarcadores precoces, da evolução e da progressão da doença renal 2313 

crônica. 2314 
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2. Material e Métodos 2315 

2.1. Aspectos éticos 2316 

Os aspectos éticos foram considerados em cada etapa desse estudo, tendo 2317 

sido aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) – FMVZ – 2318 

UNESP, Botucatu/SP, sob protocolo nº 0087/2018. 2319 

Os tutores dos animais incluídos neste estudo assinaram o termo de 2320 

consentimento livre e esclarecido, estando em comum acordo para a utilização 2321 

de dados registrados. 2322 

 2323 

2.2. Animais e design experimental 2324 

Para o estudo foram selecionados 26 cães de ambos os sexos, sem 2325 

distinção de raça, peso médio de 14,6 ± 8,78 kg e idade média de 7,5 ± 4,37 2326 

anos. Os cães foram divididos em 4 grupos, sendo o grupo controle CG = 3 cães 2327 

(soro: n = 3; urina: n = 3) composto por animais hígidos; e outros 3 grupos 2328 

compostos por cães com doença renal crônica (CKD) divididos de acordo com o 2329 

estadiamento da doença, em CKDI = 12 cães (soro: n = 12; urina: n = 9), CKDIII 2330 

= 3 cães (soro: n = 3; urina: n = 3) e CKDIV = 8 cães (soro: n = 6; urina: n =8). 2331 

Em todos os grupos do estudo foi realizada a proteômica do soro e urina dos 2332 

cães. 2333 

Nos grupos CKD os critérios de inclusão consideraram cães estabilizados, 2334 

estadiados e subestadiados de acordo com o grau da CKD descrito pela 2335 

International Renal Interest Society - IRIS Staging of CKD [15] no respectivo 2336 

grupo de estudo, comprovados por exames de bioquímica sérica (creatinina, 2337 

Dimetilarginina simétrica - SDMA) e urinária (UPC), pressão arterial sistólica 2338 

(SBP) e exame ultrassonográfico (alterações compatíveis com o grau da 2339 

doença). Não foram incluídos no estudo cães que tivessem alteração em 2340 

leucograma, presença de nefrolitíase, diagnostico de doença congênita ou 2341 

presença de neoplasia. 2342 

 2343 



95 
 

2.3. Avaliação clínica e exames laboratoriais 2344 

No exame clínico aferiu-se a frequência cardíaca (HR), frequência 2345 

respiratória (RF), temperatura e pressão arterial sistólica (SBP). O exame 2346 

ultrassonográfico foi conduzido para descartar qualquer alteração no CG e como 2347 

exame complementar para confirmação da CKD. 2348 

Amostras de sangue e urina foram colhidas para exames de hemograma, 2349 

bioquímica, urinálise e proteômica, após jejum de 12 horas.  2350 

O sangue foi colhido por venopunção jugular e fracionado em 3 alíquotas. 2351 

Para o hemograma uma alíquota foi depositada em tubo estéril com EDTA 10%.  2352 

A segunda e terceira alíquotas foram acondicionadas em tubo sem 2353 

anticoagulante com gel separador e centrifugadas para obtenção de soro, sendo 2354 

uma destinada à análise de SDMA, ureia, creatinina, fosforo, albumina, sódio e 2355 

potássio, e a outra armazenado a -80 oC para proteômica. 2356 

A amostra de urina (~20 mL) foi obtida por cistocentese e fracionada em 2357 

três alíquotas. Uma alíquota (~9 mL) foi destinada à urinálise, a segunda (~1 mL) 2358 

para a determinação da UPC e a última (10 mL) para proteômica. A alíquota 2359 

destinada à proteômica foi centrifugada a 1.000g por 10 minutos e o 2360 

sobrenadante foi recolhido e armazenado a -80 ºC. 2361 

 2362 

2.4. Preparação das amostras para proteômica 2363 

As amostras de soro e urina foram descongeladas em banho de gelo. As 2364 

amostras de soro foram submetidas a depleção de albumina de acordo com 2365 

Colantonio et al. [16] com modificações. Uma alíquota de soro foi acrescida de 2366 

0,1 mol NaCl, homogeneizada e incubada em temperatura ambiente por 60 2367 

minutos. Em seguida, acrescentou-se álcool etílico (concentração final de 42%), 2368 

e as amostras foram novamente homogeneizadas e incubadas por 60 minutos. 2369 

A mistura resultante foi centrifugada a 10.000g por 45 minutos a 4 ºC e o pellet 2370 

(pellet 1) foi recolhido. O pH do sobrenadante foi ajustado para 5,7 com acetato 2371 

de sódio (pH 4,0). O sobrenadante com pH corrigido foi incubado por 60 minutos 2372 

a 4 °C. Posteriormente, a amostra foi centrifugada a 10.000g por 45 minutos a 4 2373 

°C. O sobrenadante resultante foi descartado e o pellet (pellet 2) foi 2374 

homogeneizado com o pellet 1 e eluido com 50 mmol TRIS-HCl pH 7,4. 2375 
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A urina foi recentrifugada a 10.000g por 30 minutos a 4 ºC para separar 2376 

qualquer sedimento. O sobrenadante foi recolhido e submetido a concentração 2377 

por filtração (Amicon® Ultra-3 Centrifugal filter, 3kDa, Merck KGaA, Darmstadt, 2378 

Germany) a 10.000g por 60 minutos a 4º C. 2379 

Após a preparação inicial das amostras de soro e urina, a mensuração da 2380 

concentração de proteína total foi efetuada pelo método de Bradford e a leitura 2381 

conduzida no nanoespectrofotômetro (UV – Vis – NanoDropTM One/One c, 2382 

Delaware, EUA). As concentrações de proteína total foram determinadas de 2383 

acordo com uma curva padrão confeccionada com concentrações conhecidas 2384 

de albumina bovina sérica (BSA). 2385 

As amostras foram preparadas para corrida de eletroforese SDS-PAGE, 2386 

sob condições desnaturantes utilizando uma concentração de poliacrilamidas de 2387 

12% no gel de separação. A corrida foi conduzida a 15 mA/gel e voltagem 2388 

máxima de 300 V e interrompida quando as amostras atingiram o gel de 2389 

separação. O gel foi corado com Coomassie coloidal [17,18] e descorado para 2390 

observação das bandas únicas. Então, as bandas foram recortadas e digeridas 2391 

com tripsina. 2392 

A digestão tríptica foi realizada de acordo com Shevchenko et al. [19] com 2393 

modificações por Carvalho et al. [20]. Os fragmentos foram transferidos para 2394 

microtubos e descorados (50% v/v acetonitrila [ACN] e 25 mM bicarbonato de 2395 

amônio). A seguir os fragmentos foram desidratados com ACN 100% e realizada 2396 

a redução e a alquilação. Uma segunda desidratação com 100 % de ACN foi 2397 

conduzida. Para a redução das pontes dissulfeto e alquilação foi usado DTT e 2398 

iodoacetamina, respectivamente. A digestão tríptica foi realizada com solução de 2399 

20 ng/µL de tripsina (1: 50 de enzima: substrato, V5111, Promega trypsin, 2400 

Promega Biotecnologia do Brasil LTDA, Brazil). A ação da tripsina foi bloqueada, 2401 

os peptídeos eluídos e o volume reduzido em concentrador a vácuo (SPD1010 2402 

262 Integrated SpeedVac Systems, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, 2403 

USA), à temperatura ambiente. As amostras foram armazenadas a – 80 ºC. 2404 

 2405 
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2.5. Análise proteômica 2406 

As amostras foram diluídas (0,7 µg/µL) em 0,1% de ácido fórmico, 2407 

centrifugadas e o sobrenadante separado para aplicação no espectrômetro de 2408 

massas (4,5 µL). Para a separação foi utilizada uma coluna C18 (100 µm x 100 2409 

mm) RP-nano UPLC (Waters® nanoACQUITY UPLC®, Waters Corporation, 2410 

Milford, MA, USA) acoplada ao espectrômetro de massas (Q-Tof, Micromass® 2411 

Q-Tof PREMIER® Mass Spectrometer, Waters Corporation, Milford, MA, USA), 2412 

com fonte nanoelectrospray utilizando um fluxo de 0,600 µL/minuto. Um 2413 

gradiente (2-90%) de acetonitrila diluída em 0,1% ácido fórmico foi mantido por 2414 

45 minutos em uma voltagem de 3,5 kV, cone de voltagem de 30 V e temperatura 2415 

da fonte de 100 ºµC. O instrumento foi mantido em top three, e os espectros de 2416 

massa (MS) foram adquiridos seguidos por MS/MS dos 3 mais intensos. Após a 2417 

fragmentação (MS/MS), o íon foi mantido em uma lista de exclusão por 60 2418 

segundos para a análise dos peptídeos endógenos. Os parâmetros de procura 2419 

incluíram tripsina como protease, com 1 clivagem máxima perdida, 2420 

carbamidometilação da cisteína como modificação fixa e oxidação da metionina 2421 

como modificação variável. Uma tolerância de 0,1 Da foi estabelecida para os 2422 

íons precursores (MS) e fragmentação (MS/MS), e massa molecular 2423 

monoisotópica. 2424 

Os espectros foram adquiridos pelo MassLynx™ v.4.1 software (Waters 2425 

Corporation, Milford, MA, USA) e os dados brutos convertidos em uma lista de 2426 

picos (.mgf, mascot generic format) sem adição dos scans e obtidos no banco 2427 

de dados UniprotSProt [21] (http://www.uniprot.org/) taxonomia Canis lupus 2428 

familiaris, usando os softwares Mascot version 2.3.02 e Mascot Distiller MDRO 2429 

version 2.4.0.0 (Matrix Science Inc, Boston, MA, USA). 2430 

Os resultados foram analisados no Protein Pilot Software 4.0 (AB Sciex, 2431 

Framingham, USA) para validar os peptídeos MS/MS e identificar as proteínas. 2432 

Então, os dados foram inseridos no UniprotKB [22] (www.uniprot.org.br) e 2433 

Phanter v.14.0 52 [23] (www.pantherdb.org) para obter a ontologia gênica 2434 

usando as categorias função molecular, processo biológico e componente 2435 

celular. 2436 

O exponentially modified protein abundance index (emPAI) obtido do 2437 

software Mascot Distiller [24] foi usado para determinar a quantidade de cada 2438 
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proteína nas amostras. 2439 

 2440 

2.6. Análise estatística 2441 

As variáveis referentes aos exames clínico e laboratorial foram submetidas 2442 

à análise de normalidade pelo teste de Kolmogorov-Smirnov e analisados pelo 2443 

ANOVA one-way seguido pelo teste de Tukey. 2444 

Os dados da proteômica foram normalizados por contagem única total para 2445 

a retirada dos ouliers dividindo-se o valor do emPai da proteína de cada animal 2446 

pela somatória da mesma em todas as amostras do grupo. As proteínas foram 2447 

mantidas para análise quando 50% ou mais das amostras continha esta proteína, 2448 

caso contrário foram excluídas do grupo ou da análise. Então, os dados 2449 

normalizados foram analisados no software MetaboAnalyst versão 2450 

(MetaboAnalyst 3.0) por análise uni e multivariada. A análise univariada foi 2451 

ANOVA one-way seguida pelo teste exato de Fisher, considerando-se FDR > 2452 

0,05. Já a análise multivariada foi baseada no principal component analysis 2453 

(PCA) para descrever a separação dos grupos de acordo com as proteínas em 2454 

uma matriz de escore. Também foi usado a partial least squares analysis (PLS-2455 

DA) que indica a relevância de cada proteína na caracterização dos grupos. O 2456 

PSL-DA usado para calcular variables in the projection score (VIP score). As 2457 

proteínas foram consideradas importantes no grupo no VIP score quando α > 2458 

2,0. Os resultados da ANOVA one-way foram comparados com o VIP score. 2459 

 2460 

3. Resultados 2461 

3.1. Avaliação laboratorial 2462 

Na avaliação clínica e laboratorial (hemograma, bioquímica sérica e 2463 

urinálise) dos cães não foram evidenciadas diferenças significativas entre os 2464 

grupos (Tabela 1), exceto para SDMA, ureia, creatinina e fósforo. Para estas 2465 

avaliações, de maneira geral, os grupos CG e CKDI não apresentaram diferença 2466 

estatística, embora observadas diferenças com os outros grupos. 2467 

 2468 
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Tabela 1. Média e desvio padrão dos resultados para a avaliação clínica e 2469 

laboratorial (hemograma, bioquímicos séricos e urinálise) dos cães dos grupos 2470 

CG, CKDI, CKDIII e CKDIV. 2471 

Parameter 
Group 

CG CKDI CKDIII CKDIV 

Clinical evaluation 

HR (bpm) 127.7 ± 16.1 121.4 ± 10.7 106.7 ± 2.3 104.0 ± 8.2 

RR (mrm) 46.7 ± 18.9 37.1 ± 12.9 41.3 ± 16.2 38.1 ± 6.8 

Temperature (°C) 38.5 ± 0.6 38.6 ± 0.6 37.7 ± 0.9 38.1 ± 0.2 

SBP (mmHg) 123.3 ± 5.6 121.0 ± 10.2 113.3 ± 5.8 155.7 ± 31.5 

Complete blood count (CBC) 

RBCs (x106) 6.0 ± 2.4 4.8 ± 1.8 3.4 ± 1.5 3.6 ± 0.9 

Hematocrit (Vg/%) 40.7 ± 16.3 33.1 ± 12.9 23.7 ± 9.8 25.8 ± 7.4 

Hemoglobin (g/dL) 14.0 ± 5.5 11.2 ± 4.4 7.8 ± 3.4 9.1 ± 2.7 

Protein (g/dL) 6.5 ± 0.3 7.8 ± 2.0 5.1 ± 0.2 7.7 ± 1.3 

Platelets (x103/µL) 225 ± 67.8 276.1 ± 170.7 262.2 ± 152.3 319.9 ± 79.5 

Leukocytes 

(x103/µL) 

8,766 ± 2,064 10,084 ± 3,362 9,966 ± 5,484 9,887 ± 2,457 

Biochemical evaluation 

SDMA (µg/dL) 8.7 ± 0.6a 16.7 ± 1.0a 47.3 ± 9.8b 63.9 ± 8.8c 

Urea (mg/dL) 31.7 ± 13.6a 108.8 ± 72.1a 153.7 ± 73.3ab 203.4 ± 17.5b 

Creatinine (mg/dL) 1.0 ± 0.3a 1.2 ± 0.3a 3.5 ± 0.3b 5.6 ± 0.4c 

Phosphorus (mg/dL) 3.5 ± 0.0a 3.7 ± 1.3a 8.1 ± 3.4ab 11.4 ± 3.8b 

Albumin (g/dL) 3.4 ± 0.3 2.0 ± 1.1 1.8 ± 0.4 2.2 ± 0.3 

Sodium (mEq/L) 146.0 ± 1.41 155.0 ± 4.42 154.7 ± 0.60 152.0 ± 4.34 

Potassium (mEq/L) 3.7 ± 0.07 3.9 ± 1.11 4.5 ± 0.90 3.8 ± 0.80 

Urine analysis  

Densidade urinária 1,040 ± 0,012 1,022 ± 0.009 1,016 ± 0.003 1,011 ± 0.002 

pH 5.80 ± 0.76 7.00 ± 1.29 7.20 ± 0.30 5.60 ± 0.51 

Letras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente entre os grupos 2472 

(ANOVA, P < 0,05) 2473 

 2474 

3.2. Proteômica 2475 

Na análise por espectrometria de massas foi identificado um total de 152 2476 

proteínas no soro e 188 proteínas na urina, contudo o número variou nos grupos 2477 
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estudados (Figura 1). 2478 

 2479 

 2480 

Figura 1. Diagrama de Venn da quantidade de proteínas encontradas no soro 2481 

(A) e urina (B) de cães dos grupos CG, CKDI, CKDIII e CKDIV obtidas a partir 2482 

de https://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/. 2483 

 2484 

As proteínas em maior abundância identificadas na proteômica do soro e 2485 

urina de cães dos grupos GC, CKDI, CKDIII e CKDIV foram submetidas a análise 2486 

discriminante por mínimos quadrados parciais (PLS-DA). Uma proteína foi 2487 

encontrada e destacada em maior abundância no soro do grupo controle e uma 2488 

no grupo CKDI, estando acima da linha de corte, quando considerado VIP score 2489 

com α > 2,0 (Figura 2). Duas proteínas foram encontradas e destacadas em 2490 

maior abundância na urina do grupo CKDIII, uma no grupo controle e uma no 2491 

CKDI, estando acima da linha de corte, quando considerado VIP score com α > 2492 

2,0 (Figura 3). 2493 

 2494 



101 
 

 2495 

Figura 2. Vip score gerado pela análise discriminante por mínimos quadrados 2496 

parciais (PLS-DA), a partir das proteínas encontradas em maior abundância no 2497 

soro, com destaque nas proteínas em que o α > 2,0 (linha pontilhada). Caixas 2498 

coloridas à direita indicam as concentrações relativas da proteína 2499 

correspondente no grupo CG, CKDI, CKDIII e CKDIV. 2500 

   2501 

 2502 
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Figura 3. Vip score gerado pela análise discriminante por mínimos quadrados 2503 

parciais (PLS-DA), a partir das proteínas encontradas em maior abundância na 2504 

urina, com destaque nas proteínas em que o α > 2,0 (linha pontilhada). Caixas 2505 

coloridas à direita indicam as concentrações relativas da proteína 2506 

correspondente no grupo CG, CKDI, CKDIII e CKDIV. 2507 

 2508 

As proteínas encontradas na urina e no soro foram ainda comparadas 2509 

qualitativamente. Na comparação entre soro e urina, duas proteínas tiveram 2510 

destaque nos grupos do estudados (Figura 4). Quando comparadas no soro ou 2511 

urina independentemente, foidestacada uma proteína no soro (Figura 5) e 9 na 2512 

urina (Figura 6). 2513 

 2514 

 2515 

Figura 4. Proteínas destacadas qualitativamente pela presença (%) no soro e 2516 

urina dos cães dos grupos CG, CKDI, CKDIII e CKDIV. 2517 

 2518 

 2519 
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Figura 5. Comportamento das proteínas destacadas qualitativamente pela 2520 

presença (%) no soro dos cães dos grupos (CG), (CKDI), (CKDIII) e (CKDIV). 2521 

 2522 

 2523 

Figura 6. Proteínas destacadas qualitativamente pela presença (%) na urina dos 2524 

cães dos grupos (CG), (CKDI), (CKDIII) e (CKDIV). 2525 

 2526 

4. Discussão 2527 

4.1 Proteomica 2528 

A proteína Ig-like domain-containing protein (A0A8I3PB96) duplamente 2529 

destacada no soro de animais do grupo controle e CKDI (Figura 2), é uma porção 2530 

extracelular com três domínios Ig-like, contida em todas as proteínas [25]. 2531 

DACKOWSKI e colaboradores [26], investigaram o papel da policistina-1 na 2532 

tubulogênese e cistogênese a partir do uso de células epiteliais renais da 2533 

linhagem de células renais caninas Madin-Darby (MDCK). Para isso, o estudo 2534 

considerou mutações no gene PKD1 que codifica a policistina-1 na doença renal 2535 
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policística e demonstrou que Ig-like domains formam fortes interações 2536 

homofílicas e podem mediar a adesão entre células. Isso confere que domínios 2537 

similares a Ig contendo proteínas que podem estar presentes em diferentes 2538 

patologias, assim como no glaucoma [27], cinomose [28] e leptospirose [29,30], 2539 

estando associados com funções distintas e, portanto, não diretamente ligada à 2540 

CKD de ocorrência natural. 2541 

Outro estudo demonstrou que o rim em desenvolvimento expressa fatores 2542 

de crescimento de fibroblastos (Fgf) tipo 1, 7, 8, 9, 10, 12 e 20, além de 2543 

receptores (Fgfr) contendo o domínio Ig, sendo o Fgfr1 importante na formação 2544 

do mesênquima metanéfrico. O estudo demonstrou que o receptor do tipo 1 do 2545 

fator de crescimento de fibroblasto (FgfrL1) é um novo membro da família Fgfr, 2546 

conhecido por interagir principalmente com Fgf8, podendo levar a disgenesia 2547 

renal quando não expressado. Apesar de seu conhecimento associado à origem 2548 

de estruturas renais, infere-se que com a progressão da CKD, esses domínios 2549 

proteicos similares a Ig possam ser liberados com a perda da massa renal 2550 

funcional e, portanto, identificados na análise proteômica [25]. 2551 

Apesar de destacada no soro, a Ig-like domain-containing protein 2552 

(A0A8I3PB96) também foi encontrada em maior abundância na urina de cães 2553 

CKDI, CKDIV e CKDIII nessa ordem (Figura 3) e, em maior abundância no CKD 2554 

III, CKDIV e CKDI nessa ordem (Figura 6). Um estudo associou o aumento dessa 2555 

proteína na urina em cães com leishmaniose quando comparados com grupo 2556 

controle, associando sua presença na urina com a capacidade de filtração 2557 

glomerular [31], refletindo dano glomerular como apontado por KOVARIKOVA 2558 

[32]. Quando considerados os cães CKD do presente estudo, considera-se não 2559 

justificável tal correlação com quadro infeccioso, visto que na seleção, animais 2560 

com comorbidades foram desconsiderados, sendo relevantes apenas aqueles 2561 

com a CKD de ocorrência natural. Em seu estudo com cães CKD de ocorrência 2562 

natural, HOKAMP e colaboradores [33] identificaram frações de excreção de IgM 2563 

e IgG consideradas proteínas de alto peso molecular, estando correlacionada 2564 

com danos glomerulares, enquanto a creatinina sérica correlacionou-se com 2565 

danos túbulo intersticiais. 2566 

Embora no presente estudo, a causa primária da CKD não tenha sido 2567 

investigada conforme determinado no estudo de HOKAMP e colaboradores [33], 2568 

infere-se que cães CKDI, CKDIV e CKDIII possam ter apresentado danos 2569 
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glomerulares justificando a presença de Ig-like domain containing protein. Não 2570 

menos importante, o número de animais por grupo pode ter influenciado na 2571 

ordem de abundância dessa proteína identificada pelo VIP score para alfa > 2. 2572 

Logo, devido a sua inespecificidade, mesmo destacadas múltiplas vezes entre 2573 

os resultados obtidos, Ig-like domain containing protein não deve ser utilizado 2574 

como biomarcador sérico em cães CKD, porém possibilitando sua utilização em 2575 

urina, desde que os animais não tenham diagnóstico para leishmaniose. Com 2576 

tudo, há necessidade de mais estudos como biomarcador na urina de cães CKD, 2577 

com um maior n amostral, além da inclusão de um grupo CKDII. 2578 

A proteína Beta-1 Metal Binding Globulin (A0A8I3Q3K3) também 2579 

conhecida como serotransferrin destacada na urina dos cães do grupo CKDIII 2580 

(Figura 3), é uma proteína da família das transferrina associada ao transporte de 2581 

ferro, resposta de fase aguda e estimulação da proliferação celular [34]. Um 2582 

estudo com humanos, demonstrou que a serotranferrin na urina combinada à 2583 

outras quatro proteínas podem ser utilizadas como biomarcadores de alta 2584 

sensibilidade e especificidade para diagnosticar infarto do miorcárdio [35], tendo 2585 

também importância em patologias como estenose coronariana [36], diabete 2586 

mellitus tipo 2 [37] e no diagnóstico do câncer de próstata [34]. Mais 2587 

recentemente, a serotransferrin foi desconsiderada na análise proteômica em 2588 

pacientes humanos com câncer de próstata devido a sua abundância em 2589 

amostras biológicas e falta de especificidade para o câncer. 2590 

A presença de serotransferrin na urina foi identificada em um modelo 2591 

experimental com ratos intoxicados com urânio, estando relacionada com a 2592 

perda de permeabilidade glomerular [38]. Adicionalmente, um estudo com 2593 

humanos correlacionou a transferrina urinária com proteinúria glomerular [39] e 2594 

em cães, foi demonstrado a presença de transferrina na urina de cães com 2595 

nefropatia hereditária ligada ao cromossomo X [40]. Em gatos, um estudo 2596 

demonstrou que a perda de transferrina na urina antecede a de albumina e que, 2597 

portanto, pode ser utilizada como biomarcador renal de precocidade na CKD 2598 

[41], condição que pode ser considerada em cães CKD. Ainda, a concentração 2599 

de transferrina pode sofrer influência do estado nutricional, tendo redução sérica 2600 

em pacientes caninos em anorexia [42], sendo uma possível justificativa para o 2601 

aumento da perda e identificação na urina em cães CKDIII e CKDIV [43], 2602 

condizendo parcialmente com o achado no presente estudo. Com tudo, cães 2603 
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CKDIII apresentaram maior abundância, seguido de CKDI e CKDIV, 2604 

demonstrando ausência de correlação direta dessa proteína na urina com a 2605 

progressão da doença, ou quem sabe havendo influência nos resultados do 2606 

baixo n amostral. 2607 

A proteína angiotensinogen (A0A8I3RR88) foi mais abundante em cães 2608 

CKDIII, depois CKDI e CKDIV, não demonstrando correlação perfeita com a 2609 

progressão da doença, tendo seu comportamento semelhante a serotransferrin 2610 

(Figura 3). No entanto, sabe-se com base em um estudo em humano com CKD 2611 

que o angiotensinogen urinário é um biomarcador potencial da atividade da 2612 

angiotensina II intrarrenal, componente envolvido com o processo de 2613 

deterioração da função renal em pacientes renais crônicos [44], marcador este 2614 

que possivelmente reflete a deterioração renal nos cães avaliados no presente 2615 

estudo, porém momentaneamente limitado pelo pequeno número de amostras 2616 

avaliadas para animais CKDIII quando comparados a CKDI e CKDIV. Em 2617 

complemento, um estudo desenvolvido KOBORI e NAVAR [45] apontou o 2618 

angiotensinogen como biomarcador da hipertensão, vista sua capacidade de 2619 

ativar o sistema renina angiotensina aldosterona, condição verificada não só em 2620 

humanos, mas também em animais, a exemplo dos cães do presente estudo, 2621 

porém não especifica da CKD, podendo estar presente em momentos em que a 2622 

CKD não esteja presente. 2623 

Ainda em relação ao angiotensinogen urinário, um estudo desenvolvido 2624 

por KOBORI e colaboradores [46] demonstrou seu potencial como biomarcador 2625 

de severidade da CKD, estando positivamente correlacionado com a razão 2626 

albumina/creatinina urinária, fração de excreção do sódio, e razão 2627 

proteína/creatinina urinária, além de correlação negativa com a TFG. 2628 

Recentemente, um estudo com pacientes humanos demonstrou que maiores 2629 

níveis urinários desta molécula podem estar relacionados com o caráter 2630 

progressivo da CKD, podendo essa correlação ainda sofrer influência do índice 2631 

de massa corporal e albuminúria [47]. Sendo assim, apesar da escasses de 2632 

estudos em cães CKD, considera-se que o angiotensinogen possa atuar como 2633 

biomarcador de função renal, progressão da DRC e ainda, indiretamente, 2634 

prognóstico. 2635 

A Gc-globulin também conhecida por Vitamin D-binding protein 2636 

(A0A8I3NFJ3) foi mais abundante no grupo controle, depois CKDIII, CKDIV e 2637 
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CKDI, não demonstrando uma sequência lógica na progressão da CKD (Figura 2638 

3). Essa proteína se liga à megalina no lúmen dos túbulos renais e evita a perda 2639 

urinária de 25 hidroxivitamina D [48]. Em humanos, pode ser encontrada na urina 2640 

de indivíduos saudáveis [49], condizente com a maior concentração em cães do 2641 

grupo controle deste estudo. Por outro lado, CHACAR e colaboradores [50], em 2642 

um estudo com cães, não encontraram a presença de Vitamin D-binding protein 2643 

na urina de cães saudáveis. Um estudo desenvolvido com ratos e humanos, 2644 

demonstrou essa proteína como um biomarcador de dano tubulointersticial não 2645 

dependente de albuminúria em ratos e indicador de severidade de lesão renal 2646 

em humanos, estando associada com marcadores tubulares e inflamatórios, 2647 

apresentando resposta positiva com a implementação do tratamento 2648 

renoprotetor [51]. Nos animais deste estudo, cães em estádios mais avançados 2649 

da doença apresentaram maior abundância podendo indicar correlação com a 2650 

progressão da doença, entretanto contrapondo o grupo controle que se 2651 

destacou, trazendo assim, inconsistências. 2652 

Na estratificação de cães com CKD em diferentes estádios, cães CKDI e 2653 

CKDII, a presença de Vitamin D-binding protein foi identificada em animais não 2654 

proteinúricos ou proteinuricos borderline, diferente de cães em estádios mais 2655 

avançados, como CKDIII e CKDIV, em que a redução na expressão da proteína 2656 

de Tamm-Horsfall foi verificada [50]. Logo, Vitamin D-binding protein foi 2657 

associada com a detecção de injúria renal precoce, enquanto Tamm-Horsfall 2658 

com progressão da doença linkada aos estádios mais avançados. Esses dados 2659 

conferem com os achados na razão proteína/creatinina urinária nos cães do 2660 

grupo controle que se apresentaram proteinúricos borderline. Por outro lado, 2661 

contrapõe os achados em cães CKDI que se apresentaram proteinúricos, 2662 

entretanto não houve um grupo CKDII além do baixo n amostral dos outros 2663 

grupos, o que poderia direcionar os resultados de forma mais constante. 2664 

Na avaliação comparativa qualitativa de proteínas no soro e urina de cães 2665 

foi observado comportamento relevante com a progressão da CKD (Figuras 4 e 2666 

6) para a proteína Vitronectin (A0A8C0T6T8). A vitronectin é uma glicoproteína 2667 

de aderência multifuncional encontrada na circulação e em diferentes tecidos 2668 

[52], já tendo sido descrita como estando presente em tecido conjuntivo frouxo 2669 

em tecidos renais a partir de avaliação por imunofluorescência [53]. A vitronectin 2670 

e seu receptor podem apresentar papeis importante em processos fisiológicos e 2671 
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patológicos dos rins podendo se ligar a proteínas de membrana plasmática, 2672 

regulando processos de adesão, migração, diferenciação, inflamação, reação 2673 

imunológica e remodelamento tecidual [54]. Na DRC, a vitronectin é uma 2674 

proteína da matriz extracelular que se acumula no interstício durante a fibrose 2675 

renal [55], tendo então relevância em pacientes humanos e caninos com CKD. 2676 

A deposição de vitronectin já foi detectada em processos de fibrose e necrose 2677 

[56, 57], podendo estar ligada com as reduções sérica e urinária verificada nos 2678 

cães deste estudo, considerando o quadro de progressão da doença, bem como 2679 

a possível instalação de processo fibrótico associado ao tecido renal na CKD. 2680 

Um estudo demonstrou que a avaliação urinária dessa proteína é uma 2681 

importante ferramenta para monitorar processos fibróticos em quadros de 2682 

transplante renal [58]. Adicionalmente, YOON e colaboradores [59] apontaram 2683 

que os níveis de vitronectin reduzem com a idade, condição esta esperada em 2684 

cães CKD, visto que, animais acometidos pela doença tendem em sua maioria 2685 

apresentar idade mais avançada. Complementarmente, a redução pode estar 2686 

associada com o acúmulo da proteína no interstício renal. Logo, considerando o 2687 

caráter fibrótico da CKD e o avanço dos estádios da doença, considera-se a 2688 

vitronectin como potencial biomarcador não só em humanos, mas também, em 2689 

cães, claramente demonstrado pela redução gradativa e pareada tanto no soro 2690 

como urina nos grupos estudados. 2691 

Na avaliação comparativa qualitativa de proteínas no soro e urina de cães 2692 

foi observado comportamento relevante com a progressão da CKD (Figuras 4 e 2693 

6) para a proteína Serpin Family G member 1 (A0A8I3P8J2). A Serpin Family G 2694 

member 1 é um inibidor da esterase do complemento I sendo expresso no fígado, 2695 

rim, pulmão, coração e cérebro [60]. Essa proteína pertence a uma família de 2696 

proteínas envolvidas em processos inibitórios, de armazenamento e transporte, 2697 

podendo ser encontrada em diversos tecidos no corpo, tendo sua maior 2698 

concentração, extracelular. Ainda, o grupo ao qual está inclusa a Serpin Family 2699 

G member 1, desempenha funções fisiológicas específicas importantes voltadas 2700 

para o transporte hormonal, ligação a corticosteróides, coagulação e regulação 2701 

da pressão sanguínea [61], funções estas influenciadas em certo grau pela 2702 

atividade renal. Conforme NI e colaboradores [62], a Serpin Family G member 1 2703 

possui importante função da injúria renal aguda (IRA), promovendo a 2704 
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perpetuação de macrófagos anti-inflamatórios, prevenindo a IRA séptica, 2705 

podendo assim, atuar como biomarcador de predição da resposta ao tratamento 2706 

com altas doses de ascorbato. Diferente do foco de muitos estudos, essa 2707 

proteína não parece ter importância biológica na monitoração da CKD em 2708 

humanos ou em cães pelo soro, visto que na avaliação qualitativa, os níveis 2709 

séricos mantiveram um nível alto para os grupos CG, CKDI e CKDIII (Figura 5). 2710 

Sabe-se que é uma glicoproteína de fase aguda, produzida no fígado e secretada 2711 

na circulação [63,64], tendo importância para os rins com relação a proteção anti-2712 

apoptótica e anti-inflamatória na injúria por reperfusão ou isquemia renal [65], 2713 

condições estas não avaliadas no estudo. Enquanto isso, a avaliação urinária, 2714 

demonstrou redução nos grupos CKD em comparação ao grupo controle. 2715 

Embora certa discrepância tenha sido observada entre os grupos CKDI e CKDIII, 2716 

e se considere a Serpin Family G member 1, um biomarcador de IRA em 2717 

humanos [66], sugere-se que essa proteína possa também ter efeito na 2718 

monitoração da progressão da CKD, principalmente quando um processo 2719 

inflamatório está presente, porém podendo sofrer influência negativa nos 2720 

pacientes estabilizados, portanto estudos mais detalhados são necessários. 2721 

Na avaliação isolada qualitativa do soro de cães CKD deste estudo, a 2722 

proteína Pentaxin ou Pentraxin (A0A8I3QZH6) demonstrou comportamento 2723 

crescente de acordo com a progressão da doença (Figura 5). A Pentaxin também 2724 

conhecida como Pentraxin pertence a uma superfamília de pentraxinas e família 2725 

de pentraxina de ligação dependente de Ca2+ [21], dentre as quais a proteína 2726 

C-reativa (pentraxin curta) está inclusa [67, 68]. Nos animais do presente estudo, 2727 

os níveis séricos de Pentaxin foram aumentando conforme a CKD progrediu, 2728 

resultando em maiores níveis séricos de Pentaxin em cães CKDIV. Na avaliação 2729 

dos níveis séricos de Pentraxin 3, um estudo demonstrou que em pacientes 2730 

humanos com CKD, os níveis plasmáticos mostraram-se elevados, aumentando 2731 

significativamente após sessão de hemodiálise, evidenciando o caráter 2732 

inflamatório do procedimento [69], recentemente evidenciado também pela 2733 

avaliação sérica da proteína C-reativa [70]. Embora os animais deste estudo não 2734 

tenham sido submetidos a hemodiálise, além de se apresentarem estáveis sem 2735 

indícios de processo inflamatório, percebeu-se aumento progressivo de 2736 

Pentraxin com o avanço do estádio da doença. 2737 
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Estudos com culturas celulares, demonstraram que as células mesangiais 2738 

e epiteliais tubulares sintetizam pentraxinas em resposta a um estímulo 2739 

inflamatório [71, 72], condição que pode estar presente em pacientes humanos 2740 

e animais com CKD. Em pacientes humanos com CKD, a pentraxin 3 plasmática 2741 

aumentou com a redução da TFG, tornando-se mais expressiva nos estádios 2742 

mais avançados, mantendo níveis menores nos indivíduos do grupo controle 2743 

[68]. Esse achado condiz com os cães CKD do presente estudo, visto que cães 2744 

CKDIV apresentaram os maiores níveis, quando comparados com CKDIII, CKDI 2745 

e CG, respectivamente. Isso permite a inferência que em cães, assim como em 2746 

humanos, a progressão da CKD associada a redução da TFG, leva ao acúmulo 2747 

e respectivo aumento sérico de Pentraxin, podendo assim ser utilizado como 2748 

potencial biomarcador de progressão e avaliação da TFG em cães. 2749 

Na avaliação qualitativa da urina, a Serpin Family G member 1 2750 

(A0A8I3N8E3) também conhecida como Uromodulin mostrou declínio gradativo 2751 

inverso a piora da CKD (Tabela 6). A Uromodulin, também conhecida como 2752 

Tamm-Horsfall protein, é a proteína mais abundantemente produzida nos rins e 2753 

excretada na urina sob condições fisiológicas normais [73], coincidindo 2754 

precisamente com animais do CG do presente estudo, visto que com o avanço 2755 

nos estádios, os níveis urinários foram reduzindo, chegando ao grupo CKDIV 2756 

com percentual qualitativo próximo de zero. Funcionalmente, a Uromodulin está 2757 

envolvida no balanço hídrico e eletrolítico, imunidade inata do rim, proteção 2758 

contra infecções do trato urinário e proteção contra a formação de cálculos [21]. 2759 

A Uromodulin é uma proteína que pode sofrer mutações no gene que a 2760 

codifica e por isso levar à ocorrência de doenças renais associadas a uromodulin 2761 

causando a retenção e agregação da forma mutante da proteína no reticulo 2762 

endoplasmático, levando a uma disfunção do ramo ascendente espesso da alça 2763 

de Henle. Isso culmina com dificuldade de concentração da urina, hiperuricemia, 2764 

além da redução urinária da uromodulin, podendo estar associada com defeitos 2765 

na capacidade de transporte da proteína através da membrana tubular [73], 2766 

2011). A retenção dessa proteína pode culminar em danos e necrose celular, 2767 

levando a ocorrência de fibrose e inflamação, podendo assim, resultar em risco 2768 

aumentado de ocorrência da CKD. O mecanismo envolvido na redução da 2769 

excreção de uromodulin pode estar associado com o observado no presente 2770 
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estudo com cães DRC, entretanto, não se pode afirmar, visto a incredibilidade 2771 

em relação aos cães terem ou não mutação no gene codificador da uromodulin. 2772 

Ainda, não menos importante, VYLETAL e colaboradores [74] pontuou 2773 

que os depósitos de uromodulin podem estar associados com infiltrado 2774 

inflamatório, condição que pode estar presente na CKD. Da mesma forma, a 2775 

excreção urinária de uromodulin está diretamente correlacionada com a TFG. 2776 

Assim, infere-se que os cães CKD deste estudo, por terem redução da TFG, 2777 

expressaram menor proporção de uromodulin na urina. A utilização da 2778 

uromodulin urinária como biomarcador da DRC levantou questionamentos em 2779 

relação a sua precisão em um estudo realizado por PRAJCZER e colaboradores 2780 

[75]. Nesse estudo, realizado com 77 pacientes humanos com CKD, 22% 2781 

apresentaram níveis normais de uromodulin na urina, diferente dos achados do 2782 

presente estudo, em que a avaliação qualitativa demonstrou redução apreciável 2783 

da uromodulin urinária em cães CKD à medida que a doença progredia em 2784 

comparação aos cães controle. Esse contraste, com foco no presente estudo, 2785 

coincide com os achados em um estudo metabolômico e proteômico realizado 2786 

em cães saudáveis e CKD por FERLIZA e colaboradores [76], concordando 2787 

ainda com estudos prévios [77]. Logo, considera-se a uromodulin como possível 2788 

biomarcador da DRC. 2789 

Ainda na avaliação qualitativa da urina a Secretoblobin Family 1 A 2790 

member 1 (A0A0K2SR26) esteve presente em parte nos animais saudáveis CKD 2791 

I, porém ausente nos estádios avançados da doença (Figura 6). A Secretoblobin 2792 

Family 1 A member 1, também conhecida como Uteroglobin é uma proteína 2793 

semelhante a citocina, imunomoduladora e dependente de esteróide [78, 79], 2794 

atuando como agente anti-inflamatório no trato respiratório e urogenital [80], 2795 

podendo ser secretada pela mucosa epitelial de quase todos os órgãos dos 2796 

mamíferos, e assim, detectada no sangue [81, 82] e urina [83]. Considerando o 2797 

foco do presente estudo, a investigação de Uteroglobin na urina não cães não 2798 

foi até então relatada. Um estudo desenvolvido por LEE e colaboradores [84] 2799 

demonstrou a importância da Uteroglobin na prevenção experimental de 2800 

glomerulonefrite, evitando a deposição de imunoglobulina no glomérulo, 2801 

reforçando sua capacidade imunomoduladora, condição também discutida por 2802 

ZHENG e colaboradores [85]. Essa proteína é demonstrada como importante na 2803 
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prevenção de doença renal causada pela deposição anormal de fibronectina e 2804 

colágeno no glomérulo [79], entretanto, não se tem na literatura, uma 2805 

investigação acerca da correlação entre níveis urinários da proteína e 2806 

progressão da doença. Pode-se afirmar com base nos achados do presente 2807 

estudo, que a Uteroglobin está presente em cães do GC conforme demonstrado 2808 

pela análise qualitativa. Por outro lado, acredita-se que esta possa ter alguma 2809 

relação com a perda de massa renal funcional vista a redução expressiva ou nula 2810 

na avaliação em cães CKDIII e CKDIV. 2811 

Polymeric immunoglobulin receptor (A0A8P0SGI0) é uma proteína 2812 

responsável pela mediação da passagem de polímeros de IgA e IgM da 2813 

superfície basolateral para o lado apical de células epiteliais e a subsequente 2814 

secreção nos fluidos da mucosa [86]. Nos animais deste estudo, cães CKD3 e 2815 

CKD4 apresentaram níveis expressivamente reduzidos quando comparados 2816 

com cães CKD1 e CG (Figura 6). De acordo com HE e colaboradores [87], a 2817 

proteína Polymeric immunoglobulin receptor está associada com a disfunção 2818 

renal. Para isso, um estudo desenvolvido por KRAWCZYK e colaboradores [88] 2819 

em humanos, demonstrou que essa proteína está expressa no glomérulo e nos 2820 

túbulos renais proximais, cuja qual, tem sua expressão tubular aumentada na 2821 

DRC, culminando com níveis aumentados de IgA na urina de indivíduos com 2822 

injuria renal. No presente estudo, a correlação entre IgA e a expressão de 2823 

polymeric immunoglobulin receptor não foi avaliada. HE e colaboradores [87] 2824 

demonstraram que na urina de humanos, a proteína em contexto aumentou com 2825 

a progressão da CKD, diferente do que foi encontrado no presente estudo. 2826 

Sendo assim, acredita-se que a polymeric immunoglobulin receptor tenha 2827 

comportamento contrário a aquele identificado em humanos. Ainda, questiona-2828 

se a influência da lesão glomerular em humanos e cães CKD em relação aos 2829 

níveis presente da proteína em discussão na urina. 2830 

A Lyzozyme (G1K265) apresentou progressão na análise qualitativa com 2831 

o avanço no estádio da CKD nos animais do presente estudo e ausência 2832 

completa em cães do grupo controle (Figura 6). A Lyzozyme é uma proteína 2833 

degradada principalmente nos rins, filtrada no glomérulo e depois reabsorvida 2834 

nos túbulos proximais [89], sendo essa capacidade de reabsorção limitada. 2835 

Dessa forma, na doença renal, a Lyzozyme pode aparecer na urina em 2836 
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detrimento de dois possíveis cenários, podendo explicar a sua presença na urina 2837 

de cães DRC do presente estudo. Primeiro pela disfunção tubular, 2838 

impossibilitando a atividade de recaptação da proteína de dentro dos túbulos 2839 

renais para a circulação peritubular, e segundo pela saturação da capacidade de 2840 

reabsorção devido ao limiar máximo ter sido atingido [90]. Um estudo 2841 

desenvolvido por Biewenga e colaboradores em 1978, comparando cães 2842 

saudáveis e cães com doenças renais, sem especificidade para DRC apenas, 2843 

demonstrou que cães com TFG reduzida apresentaram maiores níveis de 2844 

Lyzozyme na urina, enquanto cães saudáveis não apresentaram essa proteína 2845 

na urina, coincidindo com os achados deste estudo, visto que cães com CKD 2846 

tendem a apresentar TFG reduzida. 2847 

A presença dessa proteína na urina foi relatada também em cão com 2848 

leucemia mieloide aguda sem falência renal, a partir da utilização da técnica de 2849 

eletroforese, identificando proteinúria de origem tubular [91]. Logo, embora tenha 2850 

importância no diagnóstico da CKD, é válido associar sua presença em quadros 2851 

extrarrenais. Ainda, em cães com DRC de ocorrência natural, um estudo 2852 

desenvolvido por KRALOVA e colaboradores [92], demonstrou que a ureia, 2853 

creatinina e fósforo séricos possuem correlação positiva com o aumento sérico 2854 

de Lisozima em cães com CKD. Dessa forma, altos níveis séricos de lisozima 2855 

são esperados com a progressão da doença renal crônica, visto que conforme 2856 

demonstrado pela [15], maiores níveis de creatinina são esperados em cães com 2857 

estádios mais avançados da doença, coincidindo fortemente com os achados do 2858 

presente estudo. Essa teoria reforça os mecanismos envolvidos na patogenia da 2859 

proteinúria renal apresentados por BEETHAM e CATTELL [90], justificando a 2860 

presença de Lisozima na urina de cães CKD e ausência na urina de cães 2861 

saudáveis, ressaltando sua importância como potencial biomarcador de 2862 

progressão da CKD em cães. 2863 

Qualitativamente ainda observou destaque na urina a proteína Cystatin 2864 

domain containing protein (A0A8I3QNP3) (Figura 6). A Cystatin domain 2865 

containing protein possui completa similaridade com Cystatin-C-like [21] e é 2866 

considerada uma proteína inibidora das cisteíno-proteases. Em geral as 2867 

cistatinas formam complexos com suas enzimas alvo na proteção dos tecidos do 2868 

hospedeiro contra a destruição proteolítica [93]. Nos animais do estudo, essa 2869 
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proteína demonstrou aumento com a progressão da CKD, estando ausente em 2870 

cães do grupo controle e mais expressa em cães CKD4 quando comparados 2871 

com CKD3 e CKD1, respectivamente. Fisiologicamente, a cistatina C é filtrada 2872 

livremente no glomérulo e totalmente reabsorvida no túbulo contorcido proximal, 2873 

sendo utilizada para avaliar a TFG, bem como tendo importância no que tange a 2874 

capacidade de recaptação desta proteína a nível tubular [94,95]. Logo, infere-se 2875 

que nos cães deste estudo, o avanço da CKD associado a incapacidade de 2876 

reabsorção tubular, resultou em aumento progressivo dos níveis de Cystatin 2877 

domain containing protein na urina. Em estudo com cães com leishmaniose, a 2878 

investigação da presença de cistatina C na urina foi performada e demonstrado 2879 

que em cães com estádios mais avançados, a cistatina C aumentou, 2880 

especificamente em cães com níveis séricos de creatinina maior que 1,4 md/dL 2881 

[96]. Esse achado coincide com o encontrado no presente estudo, vista a 2882 

progressão na avaliação qualitativa dos cães CKD quando comparados com 2883 

aqueles do grupo controle. Ainda, os cães CKD dos estádios mais avançados 2884 

como CKD3 e CKD4, demonstraram maior expressão qualitativa de Cystatin 2885 

domain containing protein e também valores aumentados de ureia condizentes 2886 

com o observado por GARCÍA-MARTÍNEZ e colaboradores [96], com creatinina 2887 

de 3,5 mg/dL e 5,6 mg/dL para cães CKD3 e CKD4, respectivamente. Dessa 2888 

forma, a Cystatin domain containing protein pode ser apontada como potencial 2889 

biomarcador de progressão da DRC e não de precocidade, visto seu 2890 

comportamento similar a Cistatina C puramente, estando em níveis baixos na 2891 

urina de indivíduos saudáveis conforme apontado por GRUBB [97], coincidindo 2892 

com cães sem CKD deste estudo. 2893 

A última, mas não menos importante proteína destacada qualitativamente 2894 

na urina foi a Complement Factor D (A0A8I3RY54) também conhecida como 2895 

Adipsin, expressada apenas em cães do grupo CKDIV (Figura 6), hipotetizando 2896 

possível correlação com estádio terminal da CKD. Esta é uma enzima essencial 2897 

da rota alternativa do sistema complemento, cuja concentração sérica pode 2898 

aumentar em cerca de 10 vezes em pacientes com doença renal em estádio 2899 

terminal [98]. Essa proteína é inicialmente filtrada no glomérulo e catabolizada 2900 

após reabsorção nos túbulos proximais, sendo o processo de reabsorção 2901 

passível de saturação [99], podendo justificar seu aparecimento na urina em 2902 
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cães com lesões renais, assim como supracitado para a lisozima. A 2903 

concentração sérica dessa proteína foi demonstrada por VOLANAKIS e 2904 

colaboradores [100] como tendo correlação positiva com os níveis séricos de 2905 

creatinina. Dessa forma, na avaliação dos diferentes estádios da CKD, em 2906 

função dos níveis de creatinina, espera-se que quanto mais avançado o estádio 2907 

da doença, como nos estádios CKDIII e CKDIV em cães, maiores serão os níveis 2908 

séricos do fator D do sistema complemento. Assim, considerando a saturação 2909 

tubular e defeitos de transporte tubular em pacientes CKD, espera-se identificar 2910 

seu aparecimento na urina, conforme visto em cães CKDIV do presente estudo. 2911 

Em humanos com doença renal, MIYATA e colaboradores [101] demonstraram 2912 

que a concentração do fator D na urina de indivíduos normais foi próxima de 2913 

zero, enquanto em indivíduos com doença renal, os achados em urina foram 2914 

significativos. Esses resultados confluem consideravelmente com os cães do 2915 

estudo quando se considera os cães do grupo controle e estádios iniciais da 2916 

CKD, ao passo em que o achado isolado da proteína em cães CKDIV apenas, 2917 

podem ser justificados pelo estudo de PASCUAL e colaboradores [98] no que 2918 

tange aos estádios terminais da doença. Assim sendo, a lisozima é cogitada 2919 

como biomarcador de gravidade na CKD, não apresentando evidência de sua 2920 

utilização como biomarcador em cães com CKD em estádios iniciais.  2921 
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6. Conclusão 2922 

Na proteômica do soro e urina de cães foram destacadas 12 proteínas, 2923 

demonstrando relação com a função renal e consequentemente com a 2924 

progressão da DRC.  Portanto, a proteômica por espectrometria de massas é 2925 

uma ferramenta viável para analisar o proteoma sérico e urinário de cães com 2926 

DRC nos estádios I, III e IV, identificando as proteínas Ig-like domain-containing 2927 

protein, Serpin Family G member 1 e Pentraxin como potenciais biomarcadores 2928 

séricos e as proteínas Beta-1 Metal Binding Globulin, angiotensinogen, Gc-2929 

globulin, Vitronectin, Serpin Family G member 1, Secretoblobin Family 1 A 2930 

member 1, Polymeric immunoglobulin receptor, Lyzozyme, Cystatin domain 2931 

containing protein e Complement Factor D como potenciais biomarcadores 2932 

urinários, tanto do declínio da função renal, como da diferenciação dos estádios 2933 

I, III e IV da DRC. 2934 
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