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GERALDES, S.S. PROTEOMICA DE POTENCIAIS BIOMARCADORES DE
DOENCA RENAL CRONICA NA URINA E SORO DE CAES. Botucatu — SP,
2022. 98p. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,

Campus Botucatu, Universidade Estadual Paulista.
RESUMO

A protedmica do soro e urina representam uma possibilidade diagndstica para a
doenca renal cronica em cées, pela identificacdo de potenciais biomarcadores
de precocidade, ja que, a morbidade e a mortalidade da doenca renal crénica
estdo relacionadas com a prevaléncia subestimada devido ao diagndstico tardio.
O objetivo deste estudo foi identificar e analisar o proteoma sérico e urinario de
cdes com doenca renal crbnica estadios I, Il e IV, na busca de novos
biomarcadores de precocidade. Para o estudo foram selecionados 26 caes
divididos em quatro grupos: grupo controle e grupo da doenca renal cronica
estadio I, lll e IV respectivamente. Para a protedmica, as amostras foram
preparadas e submetidas a digestdo in gel e espectrometria de massas. Os
dados foram analisados no software online MetaboAnalyst e o exponentially
modified protein abundance index foi usado como parametro quantitativo da
abundéancia proteica. Utilizou-se para a analise univariada a ANOVA e
multivariada a principal component analysis e a partial least squares-discriminant
analysis, sendo que a ultima foi usada para indicar o variables in the projection
score. Dentre os resultados tiveram destaque no soro dos cdes com a doenca
nos estadios I, lll e IV as proteinas Ig-like domain-containing protein, Vitronectin,
Serpin Family G member 1 e Pentraxin. As proteinas Beta-1 metal-biding
globulin, Angiotensinogen, Gc-globulin, Ig-like domain-containing protein,
Vitronectin, Serpin Family G member 1, Uromodulin, Secretoglobin Family 1 A
member 1, Polymeric immunoglobulin receptor, Lyzozime, Cystatin domain
containing protein e Adipsin tiveram destaque na urina dos cdes com a doenga
nos estadios I, lll e IV. Tanto as proteinas destacadas no soro como urina se
mostraram como potenciais biomarcadores da doenca renal cronica, da
progressédo da doenca renal crénica nos estadios estudados e ou do declinio da
funcéo renal.

Palavras-chave: Espectrometria de massas, azotemia, proteoma, rim



33
34
35
36
37

38

39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65

GERALDES, S.S. PROTEOMIC OF POTENTIAL BIOMARKERS OF CHRONIC
KIDNEY DISEASE IN URINE AND SERUM OF DOGS. Botucatu — SP, 2022.
98p. Thesis (Doctorate) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Campus Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

ABSTRACT

Serum and urine proteomics represent a possibility of diagnostic for chronic
kidney disease (CKD) in dogs based on the identification of potential biomarkers
of precocity, once morbidity and mortality of chronic kidney disease are related
to underestimated prevalence due to late diagnosis. The aim of this study was to
identify and analyze the serum and urinary proteome of dogs with chronic kidney
disease stages I, lll and IV, aiming new early biomarkers . For the study, 26 dogs
were selected, allocated into four groups: control group, CKD stage |, Il and Il
respectively. For proteomics, samples were prepared and subjected to in-gel
digestion and mass spectrometry (ESI-Q Tof MS/MS). Data were analyzed using
the online MetaboAnalyst software and the exponentially modified protein
abundance index (emPAl) was used as the quantitative parameter of protein
abundance. For univariate analysis, ANOVA and multivariate principal
component analysis (PCA) and partial least squares-discriminant analysis (PLS-
DA) were used. The PLS-DA was also used to indicate the variables in the
projection score. Among the proteomics results, stood out in the serum of chronic
kidney disease dogs stages |, Ill and 1V, Ig-like domain-containing protein,
Vitronectin, Serpin Family G member 1 and Pentraxin. Beta-1 metal-biding
globulin, Angiotensinogen, Gc-globulin, Ig-like domain-containing protein,
Vitronectin, Serpin Family G member 1, Uromodulin, Secretoglobin Family 1 A
member 1, Polymeric immunoglobulin receptor, Lyzozime, Cystatin domain
containing proteins protein and Adipsin were highlighted in the urine of dogs in
stage I, Ill and IV. Both proteins highlighted in serum and urine showed potential
as biomarkers of CKD, for the progression of CKD in the stages studied and or

decline of renal function.

Keywords: Mass spectrometry, azotemia, proteome, kidneys
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1. INTRODUCAO

A doenca renal crénica (DRC) é causa de morbidade e mortalidade em
cdes, com incidéncia variando entre 0,37 a 7,8% de acordo com diferentes
populagdes caninas estudadas (SOSNAR et al., 2003; LEES, 2004; O’NEILL et
al., 2013; RUDINSKY et al., 2018).

O diagnostico presuntivo da DRC nem sempre € sugerido nos estadios
iniciais da doenca, uma vez que na DRC o diagndstico clinico € muitas vezes
inespecifico e ndo patognomanico, visto a similaridade de alteragdes iniciais
como poliuria e polidipsia com outras enfermidades que também podem
repercutir em alteracdes no trato urinario. Portanto, a DRC € geralmente sugerida
e investigada quando ha presenca de sinais clinicos mais severos como émese
e caquexia, que se apresentam geralmente nos estadios mais avancados da
doenca (POLZIN, 2013).

O diagnoéstico definitivo da doenca € entdo baseado nas alteracdes da
bioguimica sérica e exames de imagem. A dosagem sérica de biomarcadores
convencionais da taxa de filtracdo glomerular (TGF), como creatinina e
dimetilarginina simétrica (SDMA), também contribuem para o diagnostico e
estadiamento da doenca (IRIS, 2019). Ja os exames de imagem como a
ultrassonografia e a biopsia renal auxiliam no diagndstico, complementando os
achados laboratoriais, clinicos e historico do animal (SOVERI et al., 2014).

Outros biomarcadores enddgenos plasmaticos e/ou séricos que avaliam
direta ou indiretamente a funcéo renal foram estudados. Estes biomarcadores
incluem a cistatina C, fator de crescimento de fibroblastos 23 (FGF-23), lipocalina
associada a gelatinase neutroficlica (NGAL), proteina C reativa (RCP),
homocisteina e endotelina 1. Adicionalmente, biomarcadores urinérios de dano
ou disfuncdo glomerular como a albumina, RCP, IgA, IgG, IgM, tromboxano B2
(TXB2) e transferrina (HOKAMP et al., 2016; HOKAMP e NABITY, 2016) também
foram descritos. Enzimas ou proteinas indicativas de dano ou disfuncéo tubular
também podem ser utilizadas como biomarcadores urinarios. Os marcadores
enzimaticos sdo a clusterina, cistatina C, molécula de injaria renal (KIM-1),
NGAL, proteina ligante ao retinol (RBP) e proteina de Tamm-Horsfall (THP).
Enquanto isso, os marcadores urinarios incluem a alanina aminopeptidase

(AAP), fosfatase alcalina (ALP), cauxina, gama-glutamil transpeptidase (GGT) e
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N-acetil B-D-glucosaminidase (NAG). Apesar de muitos demonstrarem
importancia no diagnostico de doencas renais, alguns possuem limitacdo a
pesquisa (HOKAMP et al., 2016; HOKAMP e NABITY, 2016).

Devido as consequéncias da DRC e inabilidade dos cées em responder
adequadamente ao tratamento nos casos mais avancados, o diagnostico
precoce viabiliza a instauracdo de intervencao terapéutica ainda nos estadios
iniciais da doenca, minimizando sua progressao (BARTGES, 2012). Portanto, o
foco em estudos de novos biomarcadores precoces a partir de fluidos biol6gicos
tem ganhado espaco, ndo s6 para humanos, mas também para animais
(GHODASARA et al., 2017), porém estes estudos ainda sdo um desafio na
medicina veterinaria (NABITY et al., 2011).

Deste modo, objetivou-se realizar um estudo proteé6mico da urina e soro de
cdes CKD nos estagios I, Il e IV, buscando estabelecer especificidades para
potenciais biomarcadores no soro e/ou urina em cada estagio, bem como

relacionar abundancia de proteinas com a progresséo da doenca.
2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Doenca Renal Crbnica

2.1.1 Definicéo e epidemiologia

Caracterizada pela perda progressiva e irreversivel da massa renal
funcional, a DRC ocorre comumente em caes idosos, ndo eximindo, a ocorréncia
em cées mais jovens (BARTGES, 2012; POCAR et al., 2019), cronologicamente
caracterizada quando presente por um periodo igual ou superior a trés meses
(MARTELLO et al.,, 2020). Em termos estruturais, ambos os rins podem ser
acometidos, entretanto, quando apenas um rim € acometido com perda
expressiva de néfrons funcionais, o rim remanescente sofre hipertrofia, o que é
um mecanismo compensatorio para manutencdo da homeostasia (McGROOTY,
2008; POLZIN, 2011).

A DRC contribui para morbidade e mortalidade em cdes (PELANDER et al.,
2015) com incidéncia variando de 0,5% a 1,5% em cées (BARTGES, 2012). Com
uma ampla faixa de variagdo baseada em estudos populacionais, a prevaléncia
da DRC na espécie € entre 0,37% a 7,8% (SOSNAR et al., 2003; O’NEILL et al.,
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2013), porém ainda é considerada subestimada visto as dificuldades e
inconstancias na realizacdo do diagnostico da doenca em estagios iniciais
(PELANDER et al., 2015) e com mortalidade elevada quando nos estagios
terminais ou quadros instaveis sem suporte dialitico (KOVESDY et al., 2009).
Nos caes, assim como em humanos, a prevaléncia e severidade da DRC,
aumenta nos estadios mais avancados da doenca, onde ha maior declinio da
funcdo renal, podendo culminar em efeitos deletérios como a acidose
metabdlica, catabolismo proteico com perda muscular, inflamacdo crénica e
disfuncéo cardiaca (NAVANEETHAN et al., 2011).

Embora néo haja um consenso relacionado a predisposicdo, a ocorréncia
de DRC em determinadas racas em detrimento de doencas renais genéticas é
esperada, podendo variar dentro de populacgdes caninas (CHU et al., 2017). Um
estudo mostra que a raca Labrador Retriever foi apontada como a mais afetada
pela DRC, seguida das racas Pastor Alem&o e Pomerania (REDDY et al., 2021),
ja em outro estudo a raca Boiadeiro de Berna foi relacionada com maior
incidéncia e indice de mortalidade para doencas renais (PELANDER et al.,
2015), porém outro estudo foi destacada a raca Boxer, 0s quais apresentaram
aumento dos biomarcadores renais creatinina e SDMA desde 0s 2 meses de
idade, porém com maior incidéncia nos caes geriatricos com mais de 10 anos
(COYNE et al., 2020).

2.1.2 Estadiamento e subestadiamento da DRC

O estadiamento da DRC é baseado no Guideline desenvolvido pela
International Renal Interest Society (IRIS) e aceitos pela American and European
Societies of Veterinary Nephrology and Urology. O sistema de estadiamento e
subestadiamento da DRC é apoiado em quatro pilares, sendo a concentracao
sérica de creatinina e (SDMA) considerados para o estadiamento, e a magnitude
da proteinudria com base na razao proteina: creatinina urinaria (RPC) e presséo
arterial sistélica (PAS) para o subestadiamento (Tabela 1). Idealmente, o
estadiamento do doente renal crénico € concomitante a realizacdo do

diagnostico e tem por finalidade, facilitar a instituicdo do tratamento mais
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adequado, bem como permitir a monitoracdo do paciente (POLZIN, 2011; IRIS,
2019).

A inclusdo do SDMA no estadiamento da DRC considera sua maior
sensibilidade para diagnosticar pacientes em estagios mais precoces da doencga,
visto que sofre menor alteracdo da concentracdo por perda de massa renal
funcional, o qual juntamente com a creatinina sérica pode ser utilizado para
determinar se o paciente pertence ao estagio I, Il, lll ou IV (POLZIN, 2013; IRIS,
2019).

Para a avaliacdo da proteinuria pela razao proteina:creatinina urinaria, deve
ser considerada a inatividade de sedimentos na urinalise, bem como cultura
negativa e descarte de causas pré-renal e pds-renais. Dessa forma, a avaliacdo
seriada com coleta de urina de duas a trés vezes para repeticdo da RPC ao longo
de pelo menos duas semanas deve ser realizada (POLZIN, 2011).

O subestadiamento com base na PAS é feito de acordo com o risco de
danos em 6rgéaos alvos. A avaliacdo da PAS para subestadiamento da DRC em
cdes é realizada a partir de mensuracgdes seriadas. De acordo com a IRIS, a
avaliacdo da PAS é realizada durante os retornos do paciente a clinica, sendo
repetido pelo menos durante cinco avaliagdes seriadas. Essas avaliacdes podem
ser intervaladas de pelo menos duas horas uma da outra, sendo importante
considerar a acomodacdo do paciente (5-10 minutos) ao ambiente de
mensuracao da PAS (POLZIN, 2011; POLZIN, 2013; IRIS, 2019).

TABELA 1. Estadiamento da DRC em céaes pela IRIS com base na concentracéo
sérica de creatinina e SDMA e subestadiamento com base na proteindria e
pressao arterial sistélica.

Parametro Estadio da DRC
I Il I v
(ndo (azotemia (azotemia (azotemia
azotémico) branda) moderada) severa)
Creatinina <14 1,4-28 29-5,0 >5,0
(mg/dL)
SDMA (ug/dL) <18 18 - 35 36-54 >54
N&o proteindrico <0,2 Proteinuarico limitrofe 0,2-0,5 Proteinudrico >0,5
Normotenso <140 Pré-hipertenso 140 — 159
Hipertenso 160 — 179 Hipertenso severo = 180

Fonte: Adaptado de IRIS (2019)
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2.1.3 Diagnostico

Na DRC em cées, o diagndstico clinico é guiado pelos danos estruturais
aos rins, reducao da funcdo ou ambos (PELANDER et al., 2019). Muitos animais
com DRC apresentam sinais de cronicidade que direcionam o diagnaostico inicial,
dentre os quais estdo a reducdo de escore corporal, massa muscular e peso
corporeo (BARTGES, 2012). Para a avaliacdo da funcado renal, a TFG é um
importante indicador de manutencdo da homeostase do organismo e quando
comprometida pode levar a desregulacdo do equilibrio hidrico, levando ao
aparecimento de sinais como poliaria e polidipsia, (LANGSTON, 2016;
PRESSLER, 2013) além de sinais do trato gastrointestinal como hiporexia ou
anorexia, vomito, halitose e estomatite ulcerativa podem estar presentes
(BARTGES, 2012; O’'NEILL et al., 2013). Logo, o diagnostico precoce da DRC
possibilita a ado¢cdo de medidas terapéuticas protetivas que beneficiam os céaes
(JACOB et al., 2002).

O diagnéstico da DRC geralmente se baseia na deteccdo da azotemia
associada a exclusédo de causas pré- e pés-renais. Bem como identificacdo de
danos estruturais por meio de ultrassonografia e anormalidades na funcao renal
acompanhadas pela avaliacdo laboratorial sdo ferramentas Uteis para o
diagnoéstico da DRC em cédes (POLZIN, 2013).

A ultrassonografia € o exame de imagem ideal para avaliacdo de danos
renais estruturais, sendo uma ferramenta pratica e em muitas vezes, a Unica
utilizada para investigar a doenca renal crénica (BUTUROVIC-PONIKVAR e
VISNAR-PEROVIC 2003). Com o exame ultrassonografico é possivel a
avaliacdo do tamanho dos rins, qualidade do parénquima e de parametros
hemodindmicos por meio da funcdo Doppler que permite avaliar a
microvasculatura e lesdes parenquimatosas (HANAMURA et al., 2012).

Quando o exame ultrassonografico ndo permite a identificagcdo de injuria
renal primaria ou quando a causa néo € diagnosticada na avaliagéo clinica, a
bidpsia renal se torna uma opc¢éo diagndstica dentro da avaliacdo da doenca
renal crénica (BUTUROVIC-PONIKVAR e VISNAR-PEROVIC 2003). Embora util
no diagndéstico da DRC quando néo identificada por métodos convencionais e

menos invasivos, a bidpsia renal é uma técnica incapaz ou pouco provavel de
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alterar o prognostico, tratamento e evolucdo da DRC ja diagnosticada (VADEN,
2005).

A avaliacdo da TFG é uma opc¢éao para acessar a fungéo renal podendo ser
benéfica na avaliacdo de cdes ndo azotémicos e proteindricos, e azotémicos
limitrofes (WATSON et al., 2002). A avaliacao da funcéo renal através da TFG é
feita com base nas mensuracdes seéricas de ureia e creatinina. Embora
apresente importancia clinica sendo utilizada para o estadiamento da DRC em
cées, a creatinina excede os valores de referéncia para a espécie quando danos
renais expressivos ja estao instalados (CORTADELLAS et al., 2008). O aumento
sérico da creatinina ocorre quando cerca de 75% da funcado renal é perdida,
sendo dessa forma, € inviavel sua utilizacdo para o diagnostico da DRC no
estagio inicial (BRAUN et al., 2003; HOKAMP e NABITY, 2016).

Além da creatinina, o SDMA & um biomarcador sérico também utilizado no
estadiamento da DRC em cées. O SDMA é apontado como mais sensivel e
capaz de identificar lesbes renais precoces, elevando seus niveis antes da
creatinina. Além disso, ndo € influenciado pelo indice de massa muscular como
acontece com a creatinina (HALL et al., 2014; NABITY et al., 2015). Em estudo
realizado por DAHLEM et al. (2017), a avaliacdo do SDMA em cdes com DRC
se mostrou util no diagndstico da doenca, além de razdo SDMA/creatinina
significativamente superior a caes com IRA.

Apesar da avaliacdo sérica de biomarcadores convencionais ser adotada
na rotina clinica, alteracbes laboratoriais como anemia normocitica
normocromica, hiperfosfatemia, hipocalemia e hipocalcemia sdo utilizados para
determinar a conduta terapéutica do paciente com DRC e permitem acompanhar
a evolucao da doenca pelo estadiamento (McGROTTY, 2008). Da mesma forma,
a avaliacdo indireta da funcéo renal através de alteracdes na urinalise possui
importancia clinica no subestadiamento, acompanhamento e evolu¢cdo da DRC
(IRIS, 2019).

A proteindria pode ser avaliada por meio da razdo proteina: creatinina
urinaria, podendo indicar perda proteica persistente na urina oriunda de lesao
glomerular ou tubular. O aumento da magnitude da proteinudria esta associado
com a progressdo da DRC e por isso, o0 controle da PAS se faz importante na
reducdo da presséo intraglomerular e consequentemente, na reducdo da

magnitude da proteindria existente. Logo, proteinuria e hipertenséo arterial estao
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associadas com prognostico desfavoravel para a DRC em cées, determinando a
importancia da monitoracéo e tratamento destes parametros para acompanhar
a evolugcédo da doenca. Portanto quando se mantem afericbes da PAS entre
periodos curtos de tempos, pode-se corrigir aumentos de pressdo ainda em seu
inicio, evitando a consequente proteindria (ROUDEBUSH et al., 2010; POLZIN,
2013).

Em estudo realizado por RUDINSKY et al. (2018), o risco de morte
prematura em cdes azotémicos com DRC foi associado as concentragcdes
aumentadas do fator de crescimento de fibroblastos 23 (FGF-23), fator este
associado a reducao expressiva na taxa de filtracdo glomerular (TFG), taxa essa
ligada ao carater de avanco progressivo da DRC.

A TFG é considerada o indicador mais sensivel de decaimento da funcéo
renal na DRC, refletindo a funcionalidade dos néfrons remanescentes com base
no clearance de marcadores de filtracdo glomerular (KERL e COOK, 2005;
POCAR et al., 2019). A determinacdo do clearance plasmético ou sérico do
ioexol é amplamente utilizada como forma de avaliar a TFG, permitindo o
estabelecimento de um diagndstico precoce da DRC, antecedendo até mesmo
a instalacdo de um quadro de azotemia, contribuindo dessa forma para a
reducdo da mortalidade. No entanto, a determinacao da TFG ainda € um desafio,
uma vez que o clearance do ioexol ndo fornece informag¢Bes morfolégicas e
especificas de cada rim (McKENNA et al. 2020).

Apesar do clearence do ioexol ser considerado padrdo ouro para aferi¢cao
da TFG na medicina veterinaria (BAKLOUTI, et al. 2021; JOONYOUNG, et al.
2020) e mais precisamente em caes, este ainda possui limitacdes quanto a sua
utilizacdo na rotina clinica. Isso se deve a sua avaliagdo laboriosa, além da
necessidade de repetidas dosagens no sangue em momentos diferentes no
decorrer de horas, ndo sendo um meétodo viavel e, portanto, sua utilizacdo é
geralmente destinada a pesquisas, dada a inviabilidade na pratica clinica
(BAKLOUTI, et al. 2021).

Conforme apontado por HOKAMP e NABITY (2016), a avaliacdo dos niveis
séricos de ureia e creatinina apresenta limitac6es quanto ao diagnostico precoce
da DRC, tornando necessaria a busca por novos biomarcadores enddgenos.
Além disso, a avaliagdo da urina se mostrou Util na identificagdo de lesdes em

diferentes compartimentos do néfron, tornando-se uma alternativa na avaliagéo
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322 precoce da DRC. Sendo assim, biomarcadores séricos e urinarios tém sido
323 discutidos e apresentados como promissores na avaliacdo diagnostica da DRC
324 em pequenos animais (Tabela 2).

325

326 TABELA 2. Biomarcadores proteicos e enzimaticos do plasma/soro e urina com
327 validacdo para a espécie canina, e/ou afetados em cdes com DRC.

Biomarcadores renais séricos e/ou plasmaticos

Biomarcador Renal

Local de producéo

Tipo de Biomarcador

Creatinina Musculo Marcador enddgeno indireto da TFG
Cistatina C Células nucleadas Marcador enddgeno indireto da TFG
SDMA Células nucleadas Marcador enddgeno indireto da TFG
NGAL Neutrdfilos, rim, brénquios, Marcador enddgeno indireto da TFG

estbmago, intestino delgado,
pancreas, glandula
prostatica, timo

Proteina C-reativa

Hepatdcitos

Marcador inflamatoério

Homocisteina

Células nucleadas

Marcador enddgeno indireto da TFG

Endotelina-1

Vasos sanguineos, pulméo,
outros tecidos incluindo a
medula renal

Inflamacéo

Biomarcadores urinarios de lesédo/disfuncéo glomerular

Biomarcador Renal

Local de producéo

Tipo de Biomarcador

Albumina

Hepatdcitos

Proteina de fase aguda negativa

Proteina C-reativa

Hepatdcitos

Proteina de fase aguda positiva

19G

Células plasméticas no bago,

linfonodos, medula 6ssea

Anticorpo e proteina de alto peso
molecular

IgM

Células plasméticas no bago,

linfonodos, medula 6ssea

Anticorpo e proteina de alto peso
molecular

Transferrina

Primariamente no figado

Proteina transportadora de ferro

Biomarcadores urinarios proteicos de lesdo/disfuncéo tubular

Biomarcador Renal

Local de producéo

Tipo de Biomarcador

Clusterina Tdbulos renais Glicoproteina
Cistatina C Células nucleadas Proteina de baixo peso molecular e
inibidora de proteinase
KIM-1 Tdbulos renais Glicoproteina
NGAL Neutrdfilos, rim, brénquios, Glicoproteina de baixo peso
estdbmago, intestino delgado, molecular
pancreas, glandula
prostatica, timo
RBP Primariamente no figado e Proteina carreadora de vitamina A
também outros 6rgdos como
rim, pulmdes, baco, cérebro,
estbmago, coragéo e
musculo esquelético
THP Células epiteliais do ramo Glicoproteina

ascendente espesso da alca
de Henle e tubulo contorcido
distal

Biomarcadores urinérios enzimaticos de lesdo/disfuncéo tubular

Biomarcador Renal

Local de producéo

Tipo de Biomarcador

AAP

Enzima da borda em escova
do tabulo renal

Enzima

ALP

Enzima da borda em escova
do tubulo renal, tibulo
contorcido proximal (alta

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

NGAL, lipocaina associada a gelatinase neutrofilica; KIM-1, molécula de injaria renal 1; RBP,
proteina ligante de retinol; THP, proteina de Tamm-Horsfall; AAP, alanina aminopeptidase; ALP,
fosfatase alcalina; NAG, N-acetil-B-D-glucosaminidase

Fonte: Adaptada de HOKAMP e NABITY (2016)

Tanto o sangue como a urina permitem avaliagbes que direcionam o
diagndstico da DRC e permitem acompanhar a evolugao de um animal suspeito
para a doenca. Para isso, NABITY et al. (2011) apontaram que métodos de
diagnéstico ndo invasivos na DRC para deteccdo e monitoracdo de danos
tubulointersticiais por meio da inabilidade de concentracao da urina e ocorréncia
de azotemia séo limitantes. Dessa forma, a analise protebmica tem angariado
investimentos em ambas as escalas clinica e de pesquisa na busca por novos
biomarcadores, auxiliando na compreensdo da patogénese e diagndéstico de
doencas em animais (CECILIANI et al., 2014; CECILIANI et al., 2016; DUPREE
et al., 2020).
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral

Identificar e analisar o proteoma sérico e urinario de cdes com DRC I, lll e
IV, objetivando aquisicdo de novos biomarcadores precoces da DRC e que

permitam a diferenciacao entre os estadios da doenca.
3.2. Objetivos especificos

Mapear o proteoma sérico e urinario dos diferentes graus de caes com DRC
I, e lV;

Identificar proteinas no soro e urina de cdes com DRC I, lll e IV como
potenciais biomarcadores na doenca renal, assim como no diagndstico precoce
e com a evolucao da doenca nos diferentes estadios;

Comparar e correlacionar o proteoma sérico e urinario de cées sadios e
com DRC I, lll e IV.
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4. MATERIAL E METODOS
2.1. Aspectos éticos

Os aspectos éticos foram considerados em cada etapa desse estudo, tendo
sido aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) — FMVZ —
UNESP, Botucatu/SP, sob protocolo n® 0087/2018.

Os tutores dos animais incluidos neste estudo assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido, estando em comum acordo para a utilizagéo

de dados registrados.

2.2. Animais e design experimental

Os animais foram selecionados do atendimento clinico da rotina do Servigo
de Nefrologia e Urologia Veterinaria da Clinica Médica de Pequenos Animais do
Hospital Veterinario da FMVZ — Unesp — Campus de Botucatu. Para o estudo
foram selecionados 26 cédes de ambos 0s sexos, sem distingdo de raca, peso
médio de 14,6 + 8,78 kg e idade média de 7,5 £+ 4,37 anos. Os cdes foram
divididos em 4 grupos, sendo o grupo controle GC = 3 caes (soro: n = 3; urina: n
= 3) composto por animais higidos; e outros 3 grupos compostos por caes com
doenca renal crénica DRC divididos de acordo com o estadiamento da doenca,
em DRCI = 12 cées (soro: n = 12; urina: n = 9), DRCIII = 3 cdes (soro: n = 3;
urina: n = 3) e DRCIV = 8 cées (soro: n = 6; urina: n =8). Além dos exames
necessarios para o estadiamento da DRC, incluséo e exclusao dos animais, em
todos os grupos do estudo foi realizada a protedmica do soro e urina dos céaes.

Nos grupos DRC os critérios de inclusdo consideraram cées estabilizados,
estadiados e subestadiados de acordo com o grau da DRC descrito pela
International Renal Interest Society - IRIS Staging of CKD (IRIS, 2019) no
respectivo grupo de estudo, comprovados por exames de bioquimica sérica
(creatinina, Dimetilarginina simétrica - SDMA) e urinaria (RPC), PAS e exame
ultrassonografico (alteragcbes compativeis com o grau da doenca). Nao foram
incluidos no estudo cées que tivessem alteracdo em leucograma, presenca de

nefrolitiase, diagnodstico de doenga congénita ou presenca de neoplasia.
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2.3. Avaliacéo clinica e exames laboratoriais

No exame clinico aferiu-se a frequéncia cardiaca (FC), frequéncia
respiratéria (FR), temperatura retal (TR) e pressao arterial sistolica (PAS). O
exame ultrassonografico foi conduzido para descartar qualquer alteragédo no GC
e como exame complementar para confirmacao da DRC.

Em todos os grupos, amostras de sangue e urina foram colhidas para
realizacdo de exames de hemograma, bioquimica, urinalise e protebmica, com
0s animais em jejum de 12 horas.

O sangue foi colhido por venopuncéao jugular e fracionado em 3 aliquotas.
Para o hemograma uma aliquota foi depositada em tubo estéril com EDTA 10%.

A segunda e terceira aliquotas foram acondicionadas em tubo sem
anticoagulante com gel separador e centrifugadas para obtencao de soro, sendo
uma destinada a analise de SDMA, ureia, creatinina, fosforo, albumina, sodio e
potassio, e a outra armazenado a -80 °C, até o0 momento da preparacdo para
proteGmica.

A amostra de urina (~20 mL) foi obtida por cistocentese e fracionada em
trés aliquotas. Uma aliquota (~9 mL) foi destinada a urinalise, a segunda (~1 mL)
para a determinacdo da RPC e a ultima (10 mL) para protebmica. A aliquota
destinada a protedmica foi imediatamente centrifugada a 1.000g por 10 minutos
e 0 sobrenadante foi recolhido e armazenado a -80 °C, até o momento da

preparacao para protedmica.

2.4. Preparacgéo das amostras para protedmica

As amostras de soro e urina destinadas a protedémica foram retiradas do
armazenamento a -80 °C e descongeladas em banho de gelo.

Apéds descongelamento, as amostras de soro foram submetidas a deplecéo
de albumina de acordo com Colantonio et al. 2005 com modificagdes. Para
deplecado de albumina, uma aliquota de soro foi levada a um tubo de 1,5ml, onde
foi acrescida de 0,1 mol NaCl, apods a incluséo foi homogeneizada e incubada
em temperatura ambiente por 60 minutos. Em seguida, acrescentou-se alcool
etilico (concentracdo final de 42%), as amostras foram novamente

homogeneizadas e incubadas por 60 minutos. A mistura resultante desse
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processo anterior foi centrifugada a 10.000g por 45 minutos a 4 °C, resultando
em um pellet e um sobrenadante. O pellet (pellet 1) foi reservado e mantido no
mesmo tubo. O sobrenadante foi levado a outro tubo, onde seu pH foi ajustado
para 5,7 com acetato de sodio (pH 4,0). O sobrenadante com pH corrigido foi
incubado por 60 minutos a 4 °C. Posteriormente, foi centrifugada a 10.000g por
45 minutos a 4 °C. O sobrenadante resultante desta segunda centrifugacéo foi
descartado e o pellet (pellet 2) foi unido ao pellet 1, entdo o pellet 1 e o pellet 2
ja unidos, foram homogeneizados e eluidos com 50 mmol TRIS-HCI pH 7,4.

As amostras de urina, apdés o descongelamento, foram recentrifugadas a
10.000g por 30 minutos a 4 °C para separar sedimentos remanescentes da
primeira centrifugag&o anterior ao congelamento. O sobrenadante foi recolhido
e submetido a concentracédo por filtracdo (Amicon® Ultra-3 Centrifugal filter,
3kDa, Merck KGaA, Darmstadt, Germany) a 10.000g por 60 minutos a 4 °C
resultando em uma quantidade de aproximadamente 400 pl.

ApOs a preparacao inicial das amostras de soro e urina, a mensuragdo da
concentracéo de proteina total foi efetuada pelo método de Bradford e a leitura
conduzida no nanoespectrofotdmetro (UV — Vis — NanoDrop™ One/One c,
Delaware, EUA). As concentracdes de proteina total foram determinadas de
acordo com uma curva padréo confeccionada com concentragbes conhecidas
de albumina bovina sérica (BSA).

Utilizando-se as concentracdes de proteina total do passo anterior para 0s
calculos, as amostras foram preparadas para corrida de eletroforese SDS-
PAGE, sob condigbes desnaturantes utilizando uma concentragdo de
poliacrilamidas de 12% no gel de separacao. A corrida foi conduzida a 15 mA/gel
e voltagem maxima de 300 V e interrompida assim que as amostras atingiram o
gel de separacdo. O gel foi corado com Coomassie coloidal (NEUHOFF, et al.,
1988; LUO, et al., 2006) e descorado para observacéo das bandas uUnicas. As
bandas foram levadas a uma lamina de vidro estéril, onde as bandas foram
individualizadas por animal e recortadas em fragmentos de aproximadamente 1
mm e direcionadas para a digestao triptica.

A digestéo triptica foi realizada de acordo com Shevchenko et al. (1996),
com modifica¢des por Carvalho et al. (2021). Os fragmentos foram transferidos
para microtubos e descorados (50% v/v acetonitrila [ACN] e 25 mM bicarbonato

de amodnio). A seguir os fragmentos foram desidratados com ACN 100% e
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realizada a reducéo e a alquilacdo. Uma segunda desidratacdo com 100 % de
ACN foi conduzida. Para a reducéo das pontes dissulfeto e alquilacao foi usado
DTT e iodoacetamina, respectivamente. A digestéo triptica foi realizada com
solucdo de 20 ng/uL de tripsina (1: 50 de enzima: substrato, V5111, Promega
trypsin, Promega Biotecnologia do Brasil LTDA, Brazil). A acao da tripsina foi
bloqueada, os peptideos eluidos e o volume reduzido em concentrador a vacuo
(SPD1010 262 Integrated SpeedVac Systems, Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA), a temperatura ambiente. As amostras foram armazenadas

a — 80 °C até o momento da analise protedmica.

2.5. Analise protedmica

As amostras foram diluidas (0,7 pg/uL) em 0,1% de &cido férmico,
centrifugadas e o sobrenadante separado para aplicacdo no espectrébmetro de
massas (4,5 pL). Para a separacéo foi utilizada uma coluna C18 (100 um x 100
mm) RP-nano UPLC (Waters® nanoACQUITY UPLC®, Waters Corporation,
Milford, MA, USA) acoplada ao espectrometro de massas (Q-Tof, Micromass®
Q-Tof PREMIER® Mass Spectrometer, Waters Corporation, Milford, MA, USA),
com fonte nanoelectrospray utilizando um fluxo de 0,600 pL/minuto. Um
gradiente (2-90%) de acetonitrila diluida em 0,1% &acido férmico foi mantido por
45 minutos em uma voltagem de 3,5 kV, cone de voltagem de 30 V e temperatura
da fonte de 100 °uC. O instrumento foi mantido em top three, e 0s espectros de
massa (MS) foram adquiridos seguidos por MS/MS dos 3 mais intensos. Apés a
fragmentacao (MS/MS), o ion foi mantido em uma lista de exclusdo por 60
segundos para a analise dos peptideos endégenos. Os parametros de procura
incluiram tripsina como protease, com 1 clivagem maxima perdida,
carbamidometilacdo da cisteina como modificacéo fixa e oxidacdo da metionina
como modificacdo variavel. Uma tolerancia de 0,1 Da foi estabelecida para os
ions precursores (MS) e fragmentacdo (MS/MS), e massa molecular
monoisotopica.

Os espectros foram adquiridos pelo MassLynx™ v.4.1 software (Waters
Corporation, Milford, MA, USA) e os dados brutos convertidos em uma lista de

picos (.mgf, mascot generic format) sem adi¢cdo dos scans e obtidos no banco
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de dados UniprotSProt (http://www.uniprot.org/) taxonomia Canis lupus
familiaris, usando os softwares Mascot version 2.3.02 e Mascot Distiller MDRO
version 2.4.0.0 (Matrix Science Inc, Boston, MA, USA).

Os resultados foram analisados no Protein Pilot Software 4.0 (AB Sciex,
Framingham, USA) para validar os peptideos MS/MS e identificar as proteinas.
Entdo, os dados foram inseridos no UniprotKB (www.uniprot.org.br) e Phanter
v.14.0 52 (www.pantherdb.org) para obter a ontologia génica usando as
categorias funcdo molecular, processo biolégico e componente celular.

O exponentially modified protein abundance index (emPAl) obtido do
software Mascot Distiller (ISHIHAMA, et al., 2005) foi usado para determinar a

quantidade de cada proteina nas amostras.

2.6. Analise estatistica

As variaveis referentes aos exames clinico e laboratorial foram submetidas
a andlise de normalidade pelo teste de Kolmogorov-Smirnov e analisados pelo
ANOVA one-way seguido pelo teste de Tukey.

Os dados da proteémica foram normalizados por contagem Unica total para
a retirada dos ouliers dividindo-se o valor do emPai da proteina de cada animal
pela sua somatdéria em todas as amostras do grupo. As proteinas foram mantidas
para analise quando 50% ou mais das amostras continha esta proteina, caso
contrario foram excluidas do grupo e da analise. Entdo, os dados normalizados
foram analisados no software MetaboAnalyst versdo (MetaboAnalyst 3.0) por
analise uni e multivariada. A analise univariada foi ANOVA one-way seguida pelo
teste exato de Fisher, considerando-se FDR > 0,05. J& a analise multivariada foi
baseada no principal component analysis (PCA) para descrever a separacao dos
grupos de acordo com as proteinas em uma matriz de escore. Também foi usado
a partial least squares analysis (PLS-DA) que indica a relevancia de cada
proteina na caracterizacéo dos grupos. O PSL-DA usado para calcular variables
in the projection score (VIP score). As proteinas foram consideradas importantes
no grupo no VIP score quando a > 2,0. Os resultados da ANOVA one-way foram

comparados com o VIP score.
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5. RESULTADOS
5.1. Avaliacéo clinica e laboratorial

Os parametros avaliados no exame fisico (FC, FR, TR e PAS) dos caes
dos grupos estudados ndo apresentaram diferenca estatistica (Tabela 3). Na
avaliacao laboratorial (hemograma, bioquimicos séricos e urinalise) dos caes
foram evidenciadas diferencas significativas entre os grupos, para SDMA, ureia,
creatinina e fosforo. Para estas avaliagfes, entre os grupos GC e DRCI nao foi
observada diferenca significativa, embora observadas diferencas destes com os

outros grupos (Tabela 3).

Tabela 3. Média e desvio padrao dos resultados para a avaliacédo clinica (FC,
FR, TR e PAS) e laboratorial (hemograma, bioquimicos séricos e urinalise) dos
cées dos grupos GC, DRCI, DRCIII e DRCIV.

Grupo

Parametros

GC DRCI DRCIII DRCIV

Avaliagéo clinica
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
Hemacias (x10°) 6.0 £2.4 48+18 34+15 3.6+0.9
Hematdcrito (Vg/%) 40.7 +16.3 331129 23.7+9.8 258 £7.4
Hemoglobina (g/dL) 14.0+55 11.2+4.4 7.8+3.4 9.1£27
Proteina Total (g/dL) 6.5+0.3 78+20 51+0.2 7.7+13
Plaquetas(x103/uL) 225+ 67.8 276.1+170.7 262.2+1523  319.9+795
Leucoécitos Totais (x10%/uL) 8,766 + 2,064 10,084 £ 3,362 9,966 + 5,484 9,887 + 2,457
Bioquimicos séricos

SDMA (ug/dL) 8.7+0.62 16.7 £ 1.02 47.3+9.8" 63.9+8.8°
Ureia (mg/dL) 31.7 £13.62 108.8+72.12  153.7+73.3%>  203.4 +17.5
Creatinina (mg/dL) 1.0+0.32 1.2+0.32 35+0.3° 5.6 +0.4¢
Fosforo (mg/dL) 3.5+0.0% 3.7+1.32 8.1+ 3.4% 11.4+3.8°
Albumina (g/dL) 3.4+03 2011 1.8+04 22+03
Sédio (MEg/L) 146.0 £ 1.41 155.0 £ 4.42 154.7 £ 0.60 152.0 + 4.34
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Potassio (mEg/L) 3.7 £0.07 39+1.11 4.5+0.90 3.8+0.80
Urindlise

Densidade urinéria 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
(ANOVA, P < 0,05).

5.2. Protebmica

Na andlise por espectrometria de massas foi identificado um total de 152
proteinas no soro (Figura 1) e 188 proteinas na urina (Figura 2), contudo o
ndmero variou nos grupos estudados.

Das 152 proteinas identificadas no soro, foram identificadas 66 proteinas
no grupo GC, 116 no DRCI, 69 no DRCIII e 91 no DRCIV. Destas, 43 proteinas
estavam presentes em todos os grupos (Figura 1). Por outro lado, das 188
proteinas identificadas na urina, 90 foram identificadas no grupo GC, 127 no
DRCI, 84 no DRCIII e 95 no DRCIV, das quais 40 proteinas estavam presentes

em todos os grupos (Figura 2).

CKDI

Figura 1. Diagrama de Venn da quantidade de proteinas identificadas no soro
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de cées dos grupos GC (CG), DRCI (CKDI), DRCIII (CKDIIIl) e DRCIV (CKDIV)
obtidas em https://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/.

CKDI

|

Figura 2. Diagrama de Venn da quantidade de proteinas identificadas na urina
de caes dos grupos GC (CG), DRCI (CKDI), DRCIII (CKDIIIl) e DRCIV (CKDIV)

obtidas em https://bioinformatics.psh.ugent.be/webtools/Venn/.

As proteinas identificadas por espectrometria de massas, quando

submetidas a anéalise ANOVA one way identificaram 25 proteinas em maior

abundéancia no soro (Tabela 4) e 23 na urina (Tabela 5) dos caes estudados.

Tabela 4. Proteinas em maior abundancia identificadas na protedmica do soro
de cées dos grupos GC (CG), DRCI (CKDI), DRCIII (CKDIIIl) e DRCIV (CKDIV).

ID Proteinas — Peak (mz/rt) Fvalue* P value* Fisher's LSD*
CKDI - CKDIII; CKDIV - CKDI; CKDI -
AOA8I3QZH6 Pentraxin 57,77 <0,01 CONTR; CKDIV - CKDIII; CKDIV -
CONTR
CKDI - CKDIII; CKDIV - CKDI; CKDI -
AOA8I3S2L1 Glutathione peroxidase 24,72 <0,01 CONTR; CKDIV - CKDIII; CKDIV -
CONTR
AOA8I3PB96 Ig-like domain-containing protein 17,57 <0,01 ch)EllT'RCKD”I; CKDI - CKDIV; CKDI -
. . CKDI - CKDIII; CKDI - CKDIV; CONTR
E2RE76 Apolipoprotein A-IV 16,60 <0,01 ~CKDIII: CONTR - CKDIV
CKDIII - CKDI; CKDI - CONTR; CKDIII
AOA8ISRW25 Joining chain of multimeric IgA and IgM 16,06 <0,01 - CKDIV; CKDIII - CONTR; CKDIV -
CONTR
AOA8I3POA5S Peptidase S1 domain-containing protein 14,51 <0,01 CKDI - CKDIII; CKDIV - CKDIIL;

CONTR - CKDIIl


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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CKDI - CKDIII; CKDI - CKDIV; CONTR

AOAB8I3NFJ3 Gc-globulin 14,07 <0,01 - CKDIIl; CONTR - CKDIV
AOA8I3P629  Fetuin B 13,66 <0,01 FCKEB]ll(;:}é%rI\II'T%@cIk&T/DIV' CONTR
P49822 Albumin 11,87 <0,01 FCKEB]EE%H;T%K.DCIQ&SDN; CONTR
AOA8I3PET9 Histidine rich glycoprotein 10,09 <0,01 ggal‘rRCKgrylljlﬁKgg{\ngK%:iDlv
AOA8PONT31 Uncharacterized protein 6,05 <0,01 ggI'Z\J‘IT-RC_K(I:D}I(III:;IﬁKDIV - CKDII;
AOA8I3PQD6  Ig-like domain-containing protein 6,03 <0,01 _CCKIE:D'I“CKDI”; CKDI - CKDIV; CONTR
P18649 Apolipoprotein E 597 <0,01 SEB:V _Cg(’;'L_FF;RCKD”' - CONTR;
AOA8I3Q620 Ig-like domain-containing protein 5,91 <0,01 g&g:v _nglL_Rn;?CKDIII - CONTR;
AOA8I3PZP2  Ig-like domain-containing protein 5,91 <0,01 g&g:v _nglL_Rn;?CKDIII - CONTR;
AOA8I3S6D0  Ig-like domain-containing protein 5,91 <0,01 g&g:v _nglL_Rn;?CKDIII - CONTR;
AOA8I3SCR2 Ig-like domain-containing protein 5,91 <0,01 g&g:v _nglL_Rn;?CKDIII - CONTR;
AOA8I3S5D2  Ig-like domain-containing protein 5,91 <0,01 g?g:v FggL.Rr;?CKDm - CONTR;
AOA8I3PB96 Ig-like domain-containing protein 5,76 <0,01 CCKIEIgII - CKDI; CKDIV - CKDI; CONTR
AOASPONKP4 :Zﬁhjgr;gl;ir%;owth factor binding protein acid 4,56 0,01 ggﬁl'r-RC.Kgl(lguc;KDlv - CKDlIll,
AOABI3PDF6 Paraoxonase 4,56 0,01 ggal_r-RC_KcD}illlj;lﬁKDlv - CKDIIE
AOABI3MF27 Plasminogen 4,56 0,01 ggﬁl.r-Rc_KggglﬁKDlv - CKDIIE
AOA8I3Q044 Complement factor H 4,56 0,01 ggﬁl.r-Rc_KggglﬁKDlv - CKDi;
AO0A8I3S0B7 Serpin family F member 1 4,29 0,02 ggal_r-RC_KCD}I(IIID;“CIIKDIV - CKDII;
AOAB8I3NLH3 Complement factor B 4,16 0,02 ggalT-Rc_KgyglﬁKDw - CKDII;

562 *ANOVA one way e andlise post-hoc

563

564 Tabela 5. Proteinas em maior abundancia identificadas na protedbmica da urina
565 de cées dos grupos GC (CG), DRCI (CKDI), DRCIII (CKDIII) e DRCIV (CKDIV).

ID Proteinas - Peak(mz/rt) F value* P value* Fisher’'s LSD*
. CKDIV - CKDI; CKDI - CONTR; CKDIV -
ADABISPBB2  Gelsolin 52.26 <001 CKDIIl; CKDIIl - CONTR; CKDIV - CONTR
CKDIV - CKDI; CKDI - CONTR; CKDIV -
G1K265 Lysozyme 41,45 <001 CKDIII; CKDIIl - CONTR; CKDIV - CONTR
AOABI3NFJ3  Ge-globulin 27,39 <0,01 _Cg}i\gﬁ/' CKDI; CONTR - CKDIII; CONTR
CKDI - CKDIII; CKDI - CKDIV; CKDI -
AO0A8I3PB96 Ig-like domain-containing protein 23,53 <0,01 CONTR; CKDIIl - CONTR; CKDIV -
CONTR
AOABI3Q3K3  Beta-1 metal-binding globulin 19,18 <0,01 ggﬂ'T'RCONTR? CKDIll - CONTR; CKDIV -
. . L . CKDIV - CKDI; CKDI - CONTR; CKDIV -
AOA8I3QNP3 Cystatin domain-containing protein 18,55 <0,01 CKDIII: CKDIIl - CONTR: CKDIV - CONTR
CKDIV - CKDI; CKDI - CONTR; CKDIV -
AOASI3RY54 Complement factor D 18,24 <0,01 CKDIII: CKDIV - CONTR
. CKDI - CKDIII; CKDI - CKDIV; CONTR -
P49822 Albumin 17,57 <0,01 CKDIIl: CONTR - CKDIV
. . - . CKDIlI - CKDI; CKDI - CONTR; CKDIII -
AOAB8I3P0A5 Peptidase S1 domain-containing protein 15,61 <0,01 CONTR: CKDIV - CONTR
. . - . CKDIlI - CKDI; CKDI - CONTR; CKDIII -
AOA8I3S6D0 Ig-like domain-containing protein 15,61 <0,01 CONTR: CKDIV - CONTR
. . CKDIlI - CKDI; CKDI - CONTR; CKDIII -
P01785 Ig heavy chain V region MOO 15,61 <0,01 CONTR: CKDIV - CONTR
E2RN10 Beta-2-microglobulin 15,11 <0,01 KDL CONTR; CKDIIl - CONTR; CKDIV -
CKDIII - CKDI; CKDIV - CKDI; CKDI -
AO0A8I3PB96 Ig-like domain-containing protein 14,94 <0,01 CONTR; CKDIIlI - CONTR; CKDIV -
CONTR
. CKDIlI - CKDI; CKDI - CONTR; CKDIII -
P33703 Beta-2-glycoprotein 1 14,73 <0,01 CONTR: CKDIV - CONTR
. . - . CKDIlI - CKDI; CKDI - CONTR; CKDIII -
AOA8I3Q620 Ig-like domain-containing protein 14,11 <0,01 CONTR: CKDIV - CONTR
. CKDI - CONTR; CKDIII - CONTR; CKDIV -
P25473 Clusterin 10,76 <0,01 CONTR
AOA8I3Q3G3 Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain 4 9,99 <0,01 CKDI - CONTR; CKDIll - 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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CKDIlI - CKDI; CKDIV - CKDI; CKDI -

AO0A8I3MSG4 Apolipoprotein A-|l 8,35 <0,01 CONTR; CKDIIl - CONTR; CKDIV -
CONTR

AOA8I3PAG4 Plasma retinol-binding protein 7,59 <0,01 gCK)wT'RCONTR: CKDIII - CONTR; CKDIV -

AOABI3N4M8  Haptoglobin 6,71 <0,01 ggﬁ'T'RCONTR CKDIII - CONTR; CKDIV -

AOAS8I3NBJ3 Alpha-1-acid glycoprotein 5,67 0,01 gCK)wT'RCKD““ CKDIV - CKDIll; CKDIV -

AOA8I3RR88 Angiotensinogen 5,51 0,01 ggﬁl.r'RCONTR; CKDIIl - CONTR; CKDIV -

Amyloid beta precursor protein binding

AOABIBRVQS iy B member 1

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

*ANOVA one way e analise post-hoc

Entretanto quando as proteinas em maior abundéancia identificadas na
protedmica do soro e urina de cées dos grupos GC, DRCI, DRCIII e DRCIV foram
submetidas a andlise discriminante por minimos quadrados parciais (PLS-DA)
pelo VIP score com a > 2,0, observou-se, no soro, que a proteina contendo
dominio semelhante a Ig (lg-like domain-containing protein - AOA8I3PB96) teve
destaque e Alfa-2-macroglobulina (Alpha-2-macroglobulin - AOA8I3Q5H9) se
apresentou limitrofe (Figura 3). Na urina, a Globulina beta-1 ligante ao metal
(Beta-1 metal-bilding globulin - AOA8I3Q3K3), Angiotensinogen (AOA8I3RR88),
Gce-globulina (Gce-globulin - - AOA8I3NFJ3) e Proteina contendo dominio
semelhante a Ig (Ig-like domain-containing protein - AOA8I3PB96) se destacaram
(Figura 4).

-Ig-like domain-containing protein AOABI3PB96 : o HOIH
-Ig-like domain-containing protein AODASBI3PB96 : ° [ [
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-Ig-like domain-containing protein A0ABI3Q620 L] : OmCIm g
-Ig-like domain-containing protein AO0ASI3PZP2 ® : (| (W[ | l
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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 analise discriminante por minimos quadrados
parciais (PLS-DA), a partir das proteinas encontradas em maior abundancia no
soro, com destaque nas proteinas em que o a > 2,0 (linha pontilhada). Caixas
coloridas a direita indicam as concentragbes relativas da proteina
correspondente no grupo GC (CG), DRCI (CKDI), DRCIII (CKDIll) e DRCIV
(CKDIV).

Na analise do Vip score do soro, uma proteina foi encontrada em maior
abundancia no soro do grupo controle e também no soro do grupo DRCI, com a
> 2,0 (Figura 3). Na analise do Vip score da urina, duas proteinas foram
encontradas em maior abundéancia na urina do grupo DRCIII, uma no grupo

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

NN
: SIS
-Beta-1 metal-bilding globulin AOASI3Q3K3 : EE Wm |
-Angiotensinogen AOASI3RRS8 : o OECwE
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-Ig-like domain-containing protein AOABI3PB96 : ) BN
I . High
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1
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Figura 4. Vip score gerado pela analise discriminante por minimos quadrados
parciais (PLS-DA), a partir das proteinas encontradas em maior abundancia na
urina, com destaque nas proteinas em que o a > 2,0 (linha pontilhada). Caixas
coloridas a direita indicam as concentracbes relativas da proteina
correspondente no grupo GC (CG), DRCI (CKDI), DRCIII (CKDIIl) e DRCIV
(CKDIV).
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As proteinas encontradas na urina e no soro foram ainda comparadas
qualitativamente, sendo observada a presenca das proteinas Vitronectina
(Vitronectina - AOA8I3N025) e Serpina familia G membro 1 (Serpin Family G
member 1 - AOA8I3P8J2) em 100% no soro e 67% na urina dos caes no GC.
Elas foram observadas em porcentagens variadas no soro e na urina em todos
0S grupos, exceto na urina no grupo DRCIV para ambas as proteinas e no soro
do DRCIV para Serpina familia G membro 1. Em contrapartida, a Transferrina
(Transferrin - AOABPOTHO7) néo foi observada no soro do GC e no soro e urina
do DRCI e DRCIII, porém presente em 67% da urina do GC, em 33% da urina e
25% do soro do DRCIV. Ja a Proteina contendo dominio semelhante a Ig (Ig-like
domain-containing protein - AOA8I3PB96) e Regido V da cadeia pesada de Ig
MOO (lg heavy chain V region MOO - P01785), ndo foram observadas no soro
e urina do grupo GC, ja a segunda também néo foi observada soro do DRCIII e
DRCIV, porém ambas foram presentes em porcentagens variadas nos demais

grupos em soro e urina (Figura 5).

Vitronectin (AOASI3N025) Serpin family G member 1 (AOASI3P8J2)
100 100% 100% 100%
I I . I ] l ‘; II I I .
ahil Bkh

Transferrin (AOASPOTHO07) Ig-like domain-containing protein (AOA8I3PB96)

67%

) vr“ 62n
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Figura 5. Proteinas destacadas qualitativamente pela presenca (%) no soro e
urina dos cées dos grupos GC (CG), DRCI (CKDI), DRCIII (CKDIIl) e DRCIV
(CKDIV).

Das proteinas do soro comparadas qualitativamente entre os grupos, a
Glicoproteina rica em histidina (Histidine rich glycoprotein - AOA8ISPET9) e
Subunidade labil do &cido da proteina de ligagdo ao fator de crescimento
semelhante a insulina (Insulin like growth factor binding protein acid labile subunit
- AOABPONKP4) tiveram presenca em mais de 100% e 67% no GC, a primeira
estava presente em 25% no soro no DRCI e ambas ndo estavam presentes nos
demais grupos. Em contrapartida a Transferrina (AOA8BPOTHO7) e a Pentraxina
(Pentraxin — AOA8I3QZH6) n&do estavam presentes no GC, a Pentraxina teve
comportamento crescente com o grau da DRC chegando a 67% no DRCIV e a
Transferrina ndo estava presente nos estadios iniciais da DRC sO estando

presente no CKDIV apresentando 33% de presenca (Figura 6).
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Figura 6. Comportamento das proteinas destacadas qualitativamente pela
presenca (%) no soro dos cées dos grupos GC (CG), DRCI (CKDI), DRCIII
(CKDIII) e DRCIV (CKDIV).

Nas proteinas que foram qualitativamente comparadas na urina entre os

grupos, foi observado que as proteinas Uromodulina (Uromodulin -
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AOAB8I3NBE3), Vitronectina (Vitronectin - AOA8I3C0T6T8), Familia da
secretoglobina 1A membro 1 (Secretoglobin family 1A member 1 -
AOAOK2SR26), Serpina familia G membro 1 (Serpin Family G member 1 -
AOA8I3P8J2), Fosfoproteina 1 secretada - Secreted phosphoprotein 1 -
AOAB8PONMW9), Caderina, dominio citoplasmatico (Cadherin, cytoplasmic
domain - F1PAA9), Receptor de imunoglobulina polimérico (Polymeric
immunoglobulin receptor - AOA8POSGIO) tinham presenca de 67 a 100% no CG,
porcentagem essa que decresceu com a progressao da doenga, chegando a 0%
no DRCIV. Por outro lado, as proteinas Lisosima (Lysozyme - G1K265), Proteina
contendo dominio semelhante a Ig (lg-like domain-containing protein -
AOA8I3PB96) e Proteina contendo dominio de cistatina (Cystatin domain-
containing protein - AOA8I3QNP3) ndo foram identificadas no CG, aumentando
com a progressao de estadio da doenca, variando de 50 a 75% no DRCIV. A
Adipsina (Adipsin - AOA8I3RY54) foi identificada apenas em céaes DRCIV (Figura
7).
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Figura 7. Proteinas destacadas qualitativamente pela presenca (%) na urina dos
caes dos grupos GC (CG), DRCI (CKDI), DRCIII (CKDIII) e DRCIV (CKDIV).
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6. DISCUSSAO
6.1 Avaliacéo clinica e laboratorial

A concentracdo sérica de ureia e creatinina no DRCI estava dentro do
intervalo de referéncia para a espécie, diferente do observado nos estadios mais
avancados. Em caes acometidos pela DRC, o aumento de ureia e creatinina é
comumente observado nos estadios mais avancados da DRC, ndo sendo
esperado aumento nos caes DRCI (IRIS, 2019). O aumento da creatinina e/ou
da ureia, conforme observado nos grupos DRCIIl e DRCIV é reflexo da
diminuicdo da TFG, condicdo comumente observada nos estadios avancados da
DRC. Tanto a ureia como a creatinina séo utilizadas para direcionar a gravidade
do quadro clinico, prognéstico e evolugéo do tratamento (CORTADELLAS, et al.,
2008; IRIS, 2019). Aléem da creatinina, o SDMA também foi avaliado no nosso
estudo. Ambos sédo considerados biomarcadores séricos. Em estudo recente, foi
observada boa interacdo entre o SDMA e os estadios da DRC, sendo
demonstrado que em cdes, o SDMA possui melhor correlacdo com a fungéo
renal do que a creatinina, justificando assim a dosagem de ambos os
biomarcadores para avaliacdo da funcdo renal e estadiamento de cdes DRC
neste estudo (LE-SEUR et al., 2019).

Na avaliagdo da PAS dos caes DRC, foram observados maiores valores
nos cées do grupo DRCIV (155,7 = 31,5), conforme previsto no guidelines da
IRIS (IRIS, 2019). Apesar do valor médio de PAS nos caes DRCIV do estudo ser
considerada limitrofe ou pré hipertenso e o risco de lesdo em 6rgao alvo seja
taxado como minimo pelo guidelines da IRIS (IRIS, 2019). O acompanhamento
deste parametro utilizado para o subestadiamento da DRC € necessario para
que nao evolua para hipertensédo. Logo, apesar de nao receberem farmacos anti-
hipertensivos, cées pré-hipertensos requerem maior frequéncia de
monitoramento ndo s6 da PAS, mas de toda a condicdo geral (ACIERNO, et al.,
2018). Sabe-se que a hipertenséo pode estar presente em qualquer estadio da
DRC e que os niveis séricos de creatinina ndo estéo diretamente relacionados a
PAS, diferentemente da proteindria (ACIERNO, et al., 2018; MICHEL, et al.,

1997). Apesar dos animais DRCIV terem apresentado maiores valores de PAS
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e creatinina quando comparados a DRCI e DRCIIl, ambos parametros nao
possuem correlacao direta entre eles.

A persisténcia de niveis aumentados de proteina na urina, como observado
neste estudo em cdes dos grupos DRC, ndo € considerada normal para a
espécie, mas quando presente € fortemente associada com a reducdo de
sobrevida, uma vez que proteinas circulantes deveriam ser bloqueadas pelo
glomérulo, seja pelo tamanho e/ou carga, proteiniria essa, ndo comumente
observado em cdes DRC (HARLEY, et al., 2012). A proteinuria ainda culmina
com a perda de albumina, resultando em hipoalbuminemia com consequente
diminuicao dos niveis de proteina total (POLZIN, 2011), condicdo observada nos
cdes DRCIIlI do estudo e passivel de ser indicativa de lesdo glomerular
(WHERNER, et al., 2008). E sabido que a correlagdo entre hipertensdo e
ocorréncia de proteindria em cdes DRC possui importancia nha monitoracao e
consequente tratamento da doenca (ACIERNO, et al., 2018). Nesse estudo foi
observada a ocorréncia de proteindria na auséncia de hipertensao, condi¢cdo que
pode estar associada a leséo tubulointersticial que culmina com perda proteica,
condicdo menos esperada em casos de lesdo glomerular (VADEN, et al., 2016).

De acordo com WEHNER et al. (2008), a reducdo da funcéo renal de
excrecdo em cées pode estar associada com aumento da proteinUria ao passo
em que caes com reducdo branda da TFG tendem a ser normotensos, podendo
justificar os animais normotensos e proteindricos encontrados no estudo. Na
avaliacdo da RPC, cdes de todos os grupos DRC apresentaram razéo
aumentada, com destaque para o DRCIIl. Considerando que a extensao da
proteindria e consequente RPC estd relacionada com aumento da PAS,
esperava-se que o grupo DRCIV apresentasse maior RPC. Entretanto, acredita-
se que o n amostral de cada grupo tenha influenciado na magnitude da
proteindria encontrada no grupo DRCIII quando comparado aos grupos DRCI e
DRCIV.

Ainda foi observada diminuicdo progressiva da densidade urinaria com o
avanco dos estaddios da doenca, indicando a incapacidade dos rins em
concentrar a urina em detrimento da presenca de lesdo tubular, condi¢cdo
frequentemente observada em cdes com DRC (McGROTTY, 2008), o que
concorda com a prerrogativa da IRIS (IRIS, 2019), de que tanto proteinuria



724
725
726
727
728
729
730
731
732
733
734
735
736
737
738
739
740
741
742
743
744

745

746
747
748
749
750
751
752
753
754
755
756

45

guanto isostenuria ja sdo observadas em cades DRC desde os primeiros estadios
da doenca.

Na avaliacdo hematoldgica, a anemia observada desde o estadio inicial dos
grupos DRC deste estudo, pode ser visto em menor grau no inicio da doenca.
esta alteracdo esta relacionada com a deficiéncia na producédo de eritropoetina
pelos rins, desnutricdo, deficiéncia de ferro em detrimento da hiporexia. Tais
achados foram observados no nosso estudo. Outras causas podem ser
associadas com mecanismos inflamatorios, reducéo da vida Util eritrocitaria por
injarias metabolicas ou mecénicas, e devido aos efeitos antiproliferativos
induzidos pelas toxinas urémicas (POLZIN, 2011; LIPPI, et al., 2021). De acordo
com KING et al. (1992), a severidade da anemia possui correlagéo positiva com
a concentracao sérica de creatinina. Sendo assim, foi verificado no estudo que
com 0 aumento sérico da creatinina a medida que a DRC avanca, existe uma
tendéncia ao agravamento da anemia, cenario fortemente evidenciado quando
se comparam os grupos DRCI com DRCIIl e DRCI com DRCIV.

A hiperfosfatemia observada nos grupos DRCIII e DRCIV corrobora com a
literatura, na qual a retencdo de fosforo ocorre devido diminuicdo da funcao
renal, sendo os rins, a principal via de excre¢édo do fésforo. Logo, a elevacdo
sérica do fésforo é considerada como marcador de dano renal, condicdo
observada na DRC (POLZIN, 2011; MARTINEZ, et al., 2010).

6.2 Protedmica

De acordo com o VIP score considerando a>2, a Proteina contendo
dominio semelhante a Ig (lg-like domain-containing protein - AOA8I3PB96) é
encontrada em maior concentragdo no soro de animais do grupo controle e
DRCI. Essa proteina € uma porgdo extracelular contida em todas as proteinas,
tendo essa porcao extracelular, trés dominios Ig-like (TRUEB et al., 2013). Um
estudo realizado por DACKOWSKI et al. (2002), investigaram o papel da
policistina-1 na tubulogénese e cistogénese a partir do uso de células epiteliais
renais da linhagem de células renais caninas Madin-Darby (MDCK). Para isso, o
estudo considerou mutagcbes no gene PKD1 que codifica a policistina-1 na
doenca renal policistica e demonstrou que dominios semelhantes de Ig formam

fortes interac6es homofilicas e podem mediar a adesédo entre células. Isso
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confere que dominios similares a Ig contendo proteinas podem estar presentes
em diferentes patologias, assim como no glaucoma (JIANG et al., 2010),
cinomose (AVILA et al., 2015) e leptospirose (PALANIAPPAN et al., 2006; SILVA
et al.,, 2007), estando associados com fung¢bes distintas e, portanto, nao
diretamente ligada & DRC de ocorréncia natural.

Em seu estudo, TRUEB et al. (2013) demonstraram que 0O rim em
desenvolvimento expressa fatores de crescimento de fibroblastos (FGF) tipo 1,
7, 8,9, 10, 12 e 20, além de receptores de fibroblastos (FGFR) contendo o
dominio Ig, sendo o FGFR 1 importante na formacdo do mesénquima
metanéfrico. O estudo demonstrou que o receptor do tipo 1 do fator de
crescimento de fibroblasto (FGFRL1) é um novo membro da familia FGFR,
conhecido por interagir principalmente com FGF8, podendo levar a disgenesia
renal quando nao expressado. Apesar de seu conhecimento associado a origem
de estruturas renais, infere-se que com a progressdo da DRC, esses dominios
proteicos similares a Ig possam ser liberados com a perda da massa renal
funcional e, portanto, identificados na analise protedmica. Logo, devido a sua
inespecificidade, proteina contendo dominio semelhante a Ig ndo deve ser
utilizado como biomarcador em cées DRC.

A Alfa-2-macroglobulina (Alpha-2-macroglobulin - AOA8I3Q5H9) foi uma
proteina identificada abaixo, porém limitrofe a linha de corte do VIP score para
a>2 e mais abundante em DRCIV. Essa proteina, diferente dos dominios
proteicos similares a Ig parece ter utilidade como biomarcador renal em caes em
estagios avancados, porém ndo em quadros precoces. E uma das principais
antiproteases no plasma de vertebrados (REHMAN et al., 2013), sendo a Unica
proteina capaz de inibir proteases in vivo (BOER et al., 1993; NAVEAU et al.,
1994), independente da especificidade ou mecanismo catalitico (FELDMAN et
al., 1985). Funcionalmente, essa proteina atua no sequestro de proteinases
liberadas por granuldcitos e outras células durante um processo inflamatario,
além de regular a atividade proteolitica extracelular resultante da fibrindlise e
coagulacdo (REHMAN et al., 2013), condicdo importante em caes com DRC.
Caes com sindrome nefrotica apresentam aumento sérico de Alfa-2-
macroglobulina e redugéo nos niveis de antitrombina Ill, ficando predispostos a
formacéo de trombos considerando o estado de hipercoagulabilidade instalado

(FELDMAN et al., 1985). Assim como em humanos, a dislipidemia, condi¢cao
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verificada na sindrome nefrgtica, pode ser encontrada na DRC em céaes
(BEHLING-KELLY, 2014), mostrando a correlacdo positiva entre sindrome
nefrética, DRC, aumento de Alfa-2-macroglobulina e risco trombético.

Para a andlise protebmica da urina de cdes DRC considerando o VIP
score com a>2, as proteinas de maior destaque foram Globulina beta-1 ligante
ao metal ou serotransferrina, angiotensinogenio, Gc-globulina ou Proteina de
ligacdo a vitamina D, e Proteina contendo dominio semelhante a Ig. A Globulina
beta-1 ligante ao metal (Beta-1 metal-bilding globulin - AOA8I3Q3K3) também
conhecida como serotranferrina é uma proteina associada ao transporte de ferro,
resposta de fase aguda e estimulacéo da proliferacao celular (DAVALIEVA et al.,
2015). No presente estudo, cdes DRCIII apresentaram maior abundancia,
seguido de DRCI e CKDIV, demonstrando auséncia de correlacdo direta dessa
proteina na urina com a progresséao da doenca.

A presenca de serotransferrina na urina foi identificada em um modelo
experimental com ratos intoxicados com uranio, estando relacionada com a
perda de permeabilidade glomerular (MALARD et al., 2009). Adicionalmente, um
estudo com humanos correlacionou a transferrina urinaria com proteindria
glomerular (VARGHESE et al., 2007) e em cées, foi demonstrado a presenca de
transferrina na urina de cdes com nefropatia hereditaria ligada ao cromossomo
X (VINGE et al.,, 2010). Em gatos, um estudo demonstrou que a perda de
transferrina na urina antecede a de albumina e que, portanto, pode ser utilizada
como biomarcador renal de precocidade na DRC (MAEDA et al., 2015), condicéo
gue pode ser considerada em cdes DRC. Ainda, a concentragao de transferrina
pode sofrer influéncia do estado nutricional, tendo reducao sérica em pacientes
caninos em anorexia (NAKAJIMA et al., 2014), sendo uma possivel justificativa
para 0 aumento da perda e identificacdo na urina em cédes DRCIIl e DRCIV
(BHAMARASUTA et al.,, 2021), condizendo parcialmente com o achado no
presente estudo.

A proteina angiotensinogénio (angiotensinogen - AOA8I3RR88) foi mais
abundante em céaes DRCIII, depois DRCI e DRCIV, ndo demonstrando
correlagcao perfeita com a progresséo da doenca. No entanto, sabe-se com base
em um estudo em humano com DRC que o angiotensinogénio urinario € um
biomarcador potencial da atividade da angiotensina Il intrarrenal, componente

envolvido com o processo de deterioragao da funcdo renal em pacientes renais
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cronicos (YAMAMOTO et al., 2007), marcador este que possivelmente reflete a
deterioracdo renal nos caes avaliados no presente estudo, porém
momentaneamente limitado pelo pequeno nimero de amostras avaliadas para
animais DRCIIlI quando comparados a DRCI e DRCIV. Em complemento, um
estudo desenvolvido KOBORI e NAVAR (2011) apontou o angiotensinogénio
como biomarcador da hipertenséo, vista sua capacidade de ativar o sistema
renina angiotensina aldosterona, condic¢éo verificada ndo s6 em humanos, mas
também em animais, a exemplo dos cées do presente estudo.

Ainda em relacdo ao angiotensinogénio urinario, um estudo desenvolvido
por KOBORI et al. (2008) demonstrou seu potencial como biomarcador de
severidade da DRC, estando positivamente correlacionado com a razao
albumina/creatinina urinaria, fracdo de excrecdo do sodio, e razédo
proteina/creatinina urinaria, além de correlacdo negativa com a TFG.
Recentemente, um estudo com pacientes humanos demonstrou que maiores
niveis urinarios desta molécula podem estar relacionados com o carater
progressivo da DRC, podendo essa correlacdo ainda sofrer influéncia do indice
de massa corporal e albuminudria (SUH et al., 2022). Sendo assim, apesar da
inexisténcia de estudos em cdes DRC, considera-se que 0 angiotensinogénio
possa atuar como biomarcador de funcao renal, progressdo da DRC e ainda,
indiretamente, prognaostico.

A Gc-globulina também conhecida por Proteina de ligacdo a vitamina D
(Vitamin D-binding protein - AOA8I3NFJ3) foi mais abundante no grupo controle,
depois DRCIII, DRCIV e DRCI. Essa proteina se liga a megalina no lumen dos
tubulos renais e evita a perda urinaria de 25 hidroxivitamina D (NYKJAER et al.,
1999). Em humanos, pode ser encontrada na urina de individuos saudaveis
(CANDIANO et al., 2010), condizente com a maior concentracdo em caes do
grupo controle deste estudo. Por outro lado, CHACAR et al. (2017), em um
estudo com caes, ndo encontraram a presenca de proteina de ligacéo a vitamina
D na urina de cdes saudaveis. Um estudo desenvolvido com ratos e humanos,
demonstrou essa proteina como um biomarcador de dano tubulointersticial ndo
dependente de albuminudria em ratos e indicador de severidade de lesao renal
em humanos, estando associada com marcadores tubulares e inflamatorios,
apresentando resposta positiva com a implementacdo do tratamento

renoprotetor (MIRKOVIC et al., 2013). Nos animais deste estudo, cdes em
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estadios mais avancados da doenca apresentaram maior abundancia podendo
indicar correlacdo com a progressao da doenca, entretanto contrapondo o grupo
controle que se destacou, trazendo assim, inconsisténcias.

Na estratificagdo de cdes com DRC em diferentes estadios, cdes DRCI e
DRCII, a presenca de proteina de ligacéo a vitamina D foi identificada em animais
nao proteindricos ou proteinuricos borderline, diferente de cdes em estadios mais
avancados, como DRCIIl e DRCIV, em que a reducdo na expressao da proteina
de Tamm-Horsfall foi verificada (CHACAR et al., 2017). Logo, proteina de ligacdo
a vitamina D foi associada com a deteccao de injuria renal precoce, enquanto
Tamm-Horsfall com progressdo da doenca linkada aos estadios mais
avancados. Esses dados conferem com os achados na raz&o proteina/creatinina
urindria nos cdes do grupo controle que se apresentaram proteinuricos
borderline. Por outro lado, contrapde os achados em cdes DRCI que se
apresentaram proteindricos.

A presenca de proteina contendo dominio semelhante a Ig (lg-like
domain-containing protein - AOA8I3PB96) foi encontrada em maior abundancia
na urina de cdes DRCI, DRCIV e DRCIII nessa ordem. Um estudo em cdes com
leishmaniose demonstrou que essa proteina pode se apresentar aumentada na
urina de caes infectados quando comparados com grupo controle, podendo sua
presenca na urina estar associada com a capacidade de filtragdo glomerular
(GONZALEZ et al., 2022), refletindo dano glomerular como apontado por
KOVARIKOVA (2015). Quando considerados os caes DRC do presente estudo,
considera-se nao justificavel tal correlagcdo com quadro infeccioso, visto que na
selecdo, animais com comorbidades foram desconsiderados, sendo relevantes
apenas aqueles com a DRC de ocorréncia natural. Em seu estudo com céaes
DRC de ocorréncia natural, HOKAMP et al. (2016) identificaram fracdes de
excrecdo de IgM e IgG considerada proteinas de alto peso molecular, estando
correlacionada com danos glomerulares, enquanto a creatinina seérica
correlacionou-se com danos tubulo intersticiais. Embora no presente estudo, a
causa primaria da DRC ndo tenha sido investigada conforme determinado no
estudo de HOKAMP et al. (2016), infere-se que caes DRC |, DRCIV e DRCIII
nessa ordem possam ter apresentado danos glomerulares justificando a

presenca de proteina contendo dominio semelhante a Ig. Ndo menos importante,
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0 numero de animais por grupo pode ter influenciado na ordem de abundancia
dessa proteina identificada pelo VIP score para alfa>2.

Na avaliagdo comparativa qualitativa de proteinas no soro e urina de cées
foi observado comportamento relevante com a progressédo da DRC para as
proteinas Vitronectina (Vitronectina - AOA8I3N025) e Serpin familia G membro 1
(Serpin Family G member 1 - AOA8I3P8J2). A vitronectina € uma glicoproteina
de aderéncia multifuncional encontrada na circulagédo e em diferentes tecidos
(PREISSNER, 1991), j& tendo sido descrita como estando presente em tecido
conjuntivo frouxo em tecidos renais a partir de avaliacdo por imunofluorescéncia
(HAYMAN et al., 1983). A vitronectina e seu receptor podem apresentar papeis
importante em processos fisiol6gicos e patoldgicos dos rins podendo se ligar a
proteinas de membrana plasmatica, regulando processos de adeséo, migracéo,
diferenciacdo, inflamacdo, reacdo imunologica e remodelamento tecidual
(SCHVARTZ, 1999). Na DRC, a vitronectina € uma proteina da matriz
extracelular que se acumula no intersticio durante a fibrose renal (EDDY, 2009),
tendo entéo relevancia em pacientes humanos e caninos com DRC. A deposicao
de vitronectina ja foi detectada em processos de fibrose e necrose (SEIFFERT,
1997; PREISSNER e SEIFFERT, 1998), podendo estar ligada com as reducdes
sérica e urinaria verificada nos caes deste estudo, considerando o quadro de
progressado da doenca, bem como a possivel instalacdo de processo fibrético
associado ao tecido renal na DRC. Um estudo demonstrou que a avaliacao
urinaria dessa proteina € uma importante ferramenta para monitorar processos
fibréticos em quadros de transplante renal (CARRERAS-PLANELLA et al.,
2021). Adicionalmente, YOON et al. (2001) apontaram que 0s niveis de
vitronectina reduzem com a idade, condicéo esta esperada em caes DRC, visto
gue, animais acometidos pela doenca tendem em sua maioria apresentar idade
mais avancada. Complementarmente, a reducéo pode estar associada com o
acumulo da proteina no intersticio renal (LOPEZ-GUISA et al., 2011). Logo,
considerando o carater fibrotico da DRC e o avanco dos estadios da doenca,
considera-se a vitronectin como potencial biomarcador ndo s6 em humanos, mas

também, em cées.

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

| sendo expresso no figado, rim, pulmao, coracao e cérebro (BEINROHR et al.,
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2007). Essa proteina pertence a uma familia de proteinas envolvidas em
processos inibitdrios, de armazenamento e transporte, podendo ser encontrada
em diversos tecidos no corpo, tendo sua maior concentragdo, extracelular.
Ainda, o grupo ao qual esté inclusa a serpin familia G membro 1, desempenha
funcdes fisiologicas especificas importantes voltadas para o transporte
hormonal, ligacdo a corticosterdides, coagulacdo e regulacdo da pressao
sanguinea (HEIT et al., 2013), func¢des estas influenciadas em certo grau pela
atividade renal. Conforme NI et al. (2022), a serpin familia G membro 1 possui
importante funcédo da injuria renal aguda (IRA), promovendo a perpetuacao de
macrofagos anti-inflamataorios, prevenindo a IRA séptica, podendo assim, atuar
como biomarcador de predicdo da resposta ao tratamento com altas doses de
ascorbato.

Diferente do foco de muitos estudos, essa proteina ndo parece ter
importancia bioldégica na monitoracdo da DRC em humanos ou em cées pelo
soro, visto que na avaliacdo qualitativa, os niveis séricos mantiveram um nivel
alto para os grupos GC, DRCI e DRCIIl. Sabe-se que € uma glicoproteina de
fase aguda, produzida no figado e secretada na circulagdo (PALVIAINEN et al.,
2012; SIDGEL et al., 2022), tendo importancia para os rins com relacdo a
protecdo anti-apoptética e anti-inflamatoria na injaria por reperfusdo ou isquemia
renal (DAEMEN et al.,, 2000), condicbes estas nao avaliadas no estudo.
Enquanto isso, a avaliagcao urinaria, demonstrou reducédo nos grupos DRC em
comparagao ao grupo controle. Embora certa discrepancia tenha sido observada
entre os grupos DRCI e DRCIII, e se considere a serpin familia G membro 1, um
biomarcador de IRA em humanos (METZGER et al., 2010), sugere-se que essa
proteina possa também ter efeito na monitoragcdo da progressao da DRC,
embora estudos mais detalhados sejam necessarios.

Na avaliacéo isolada qualitativa do soro de cdes DRC deste estudo, duas
proteinas demonstraram comportamento crescente com a progressao da doenga
entaxina (Pentaxin ou Pentraxin - AOA8I3QZHG6) e Transferrina (Transferrin -
AOA8POTHO7), enquanto outras duas demonstraram comportamento
decrescente em estadios mais avangados Glicoproteina rica em histidina
(Histidine rich glycoprotein - AOA8I3PET9) e subunidade labil do &acido da

proteina de ligacdo ao fator de crescimento semelhante a insulina (Insulin like
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growth factor binding protein acid labile subunit - AOASBPONKP4). A Pentaxina
também conhecida como Pentraxina pertence a uma superfamilia de pentraxinas
e familia de pentraxina de ligagdo dependente de Ca2+ (UNIPROT, 2022),
dentre as quais a proteina C-reativa (Pentraxina curta) esta inclusa (CASTELL
et al., 1990; TONG et al.,, 2007). Nos animais do presente estudo, os niveis
séricos de Pentraxina foram aumentando conforme a DRC progrediu, resultando
em maiores niveis séricos de Pentraxina em cdes DRCIV. Na avaliacdo dos
niveis séricos de Pentraxina 3, um estudo demonstrou que em pacientes
humanos com DRC, os niveis plasmaticos mostraram-se elevados, aumentando
significativamente ap0s sessdo de hemodidlise, evidenciando o carater
inflamatério do procedimento (BOEHME et al., 2007), recentemente evidenciado
também pela avaliacdo sérica da proteina C-reativa (AZEVEDO et al., 2022).
Embora os animais deste estudo ndo tenham sido submetidos a hemodialise,
percebeu-se aumento progressivo de Pentraxina com o avanco do estadio da

doenca.

Estudos com culturas celulares, demonstraram que as células mesangiais
e epiteliais tubulares sintetizam pentraxinas em resposta a um estimulo
inflamatério (BUSSOLATI et al., 2003; NAUTA et al., 2005), condi¢cdo que pode
estar presente em pacientes humanos e animais com CKD. Em pacientes
humanos com DRC, a Pentraxina 3 plasmatica aumentou com a reducdo da
TFG, tornando-se mais expressiva nos estadios mais avangados, mantendo
niveis menores nos individuos do grupo controle (TONG et al., 2007). Esse
achado condiz com os cdes DRC do presente estudo, visto que cdes DRCIV
apresentaram os maiores niveis, quando comparados com DRCIII, DRCI e GC,
respectivamente. Isso permite a inferéncia que em cédes, assim como em
humanos, a progressédo da DRC associada a reducéo da TFG, leva ao acumulo
e respectivo aumento sérico de Pentraxina, podendo assim ser utilizado como

potencial biomarcador de progressao e avaliacdo da TFG em caes.

Qualitativamente, a Transferrina demonstrou comportamento nulo nos
grupos GC, DRCI e DRCIII, tendo sido identificada apenas em cées do grupo
DRCIV, levantando a hipotese de estar correlacionada apenas com estagio
terminal da doencga. A transferrina sérica € um indicador bioquimico comumente

acessado para avaliar o status de ferro sérico no organismo, estando a
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transferrina ligada ao transporte do ion ferro (BOHN, 2013). Na DRC, a
concentracdo de transferrina esta associada a perdas pela urina e também ao
estado nutricional do paciente humano ou animal (BHAMARASUTA et al., 2021).
Considerando a gravidade clinica de cdes DRC em estadios terminais, espera-
se que devido ao estado nutricional deficiente desses animais, 0s niveis séricos
de Transferrina possam estar diminuidos. Assim, os cdes DRCI (55%) e DRCIII
(67%) do presente estudo apresentaram algum grau de desnutricdo, entretanto
ndo a ponto de justificar qualitativamente, a auséncia de transferrina sérica como
observado. O mesmo € valido para cdes GC que ndo apresentavam nenhuma
alteracdo clinica ou laboratorial. Por outro lado, a suplementacdo nutricional em
cdes desnutridos ou anoréxicos € elemento importante na viabilizacdo de
aumento no nivel sérico de transferrina (NAKAJIMA et al., 2014), condi¢cdo
averiguada em caes DRCIV deste estudo. Assim, cdes DRC podem apresentar
niveis séricos reduzidos de transferrina por fatores extrarrenais, principalmente
em estadios mais avancados (BHAMARASUTA et al., 2021) e que, portanto, a
transferrina ndo pode ser considerada um biomarcador direto da fungéo renal na
DRC.

A proteina Glicoproteina rica em histidina apresentou comportamento
qualitativo decrescente com a progressdo da doenca. Essa proteina é uma
proteina plasméatica envolvida com processos biolégicos ligados ao sangue
como coagulagdo e sistema imune (STEWART et al, 2009). Estudos
demonstraram que a reducdo nos niveis de Glicoproteina rica em histidina
causaram desregulacdo do sistema coagulacao-fibrinélise, morfologia anormal
de neutrofilos, anormalidades em células endoteliais e trombose imune, levando
a faléncia de o6rgéos (WAKE, 2019; WAKE et al., 2016;). Embora néo tenha sido
foco do presente estudo, alteragcbes na coagulabilidade podem ocorrer no
paciente DRC, principalmente com o avancar da doenga. Nos cées deste estudo,
a progresséao da doenca resultou em niveis reduzidos da proteina sérica quando
comparados com animais GC. Um estudo comparando cées sadios e com DRC
de ocorréncia natural demonstrou que cdes com DRC frequentemente
apresentam disfuncdes plaquetdrias e estado de hipercoagulabilidade,
condicbes que ndo podem ser atribuidas apenas a fungbes plaquetarias

(DUDLEY et al., 2017). Dessa forma, a Glicoproteina rica em histidina pode ser
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uma proteina que contribui para o estado de hipercoagulabilidade em cdes com
DRC, entretanto, ndo utilizada como biomarcador da DRC, vista sua utilizacdo

como biomarcador em diversas outras doencas (OIWA et al., 2022).

A Subunidade I4bil do 4cido da proteina de ligagéo ao fator de crescimento
semelhante a insulina (IGFBP) se demonstrou presente na avaliacdo sérica
apenas de animais do grupo controle, ndo sendo identificada na avaliacao
qualitativa de animais do grupo DRCI, DRCIII e DRCIV. Essa proteina é
conhecida como uma glicoproteina, cuja subunidade Subunidade labil (ALS)
produzida no figado, pode circular no organismo em forma de complexos ou livre
(BAXTER, 1988; BAXTER et al., 1989; KHOSRAVI et al., 1997). Em forma de
complexos, a sua reducdo pode estar associada a deficiéncia de horménio do
crescimento (GH) e insensibilidade ao GH (ROSENFELD et al., 2007; DOMENE
et al., 2009). Em criangas, a DRC provoca mudancgas significativas no GH e no
eixo fator de crescimento semelhante a insulina, resultando em retardo do
crescimento. Nesse caso, as proteinas inibidoras de ligacdo a IGF aumentam,
reduzindo os niveis de IGF-1 circulantes, que sdo a forma bioativa livre que se
liga a Subunidade labil do acido, resultando entdo em menor nivel sérico de
Subunidade labil do &acido da proteina de ligagdo ao fator de crescimento
semelhante a insulina (MAHESH e KASKEL, 2008). Fazendo uma correlacéo
com os céaes do presente estudo, embora ndo tenha sido dosados os niveis de
GH, infere-se que a reducdo sérica dessa proteina tenha correlacdo com
alteracGes do eixo fator de crescimento semelhante a insulina, justificando os
resultados encontrados em cées saudaveis. Por outro lado, a ndo identificacao
na avaliacdo qualitativa nos animais DRC carece de estudos mais detalhados,
visto que, esperava-se uma reducdo, e ndo, auséncia completa. Ainda,
considerando as diversas funcdes associadas a fator de crescimento semelhante
a insulina de ligagdo da proteina (IGFBP) como controle do desenvolvimento
renal pela interacdo com IGF, regulacdo de proliferacdo celular, apoptose e
diferenciacdo independente de IGF, o uso de IGFBP na doenca renal €&
considerado escasso e ndo sistematico (WANG et al., 2021).

Na avaliacdo qualitativa da urina, diversas proteinas ganharam destaque
no estudo com cdes DRC, seja demonstrando aumento ou redugdo com a

progressdo da doenca. Se destacaram as proteinas Uromodulina, Familia da
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secretoglobina 1A membro 1, Fosfoproteina 1 secretada, Caderina, dominio
citoplasmatico, Receptor de imunoglobulina polimérico, Lisosima, Proteina
contendo dominio de cistatina e Adipsina. A Uromodulina (Uromodulin -
AOAB8I3N8E3), também conhecida como Proteina Tamm-Horsfall, é a proteina
mais abundantemente produzida nos rins e excretada na urina sob condicfes
fisiologicas normais (RAMPOLDI et al.,, 2011), coincidindo precisamente com
animais do GC do presente estudo, visto que com 0 avango nos estadios, 0s
niveis urinarios foram reduzindo, chegando ao grupo DRCIV com percentual
qualitativo préximo de zero. Funcionalmente, a Uromodulina esta envolvida no
balanco hidrico e eletrolitico, imunidade inata do rim, protecdo contra infeccées

do trato urinario e protecdo contra a formacao de calculos (UNIPROT, 2022).

A Uromodulina € uma proteina que pode sofrer mutagdes no gene que a
codifica e por isso levar a ocorréncia de doencas renais associadas a
uromodulina causando a retenc¢éo e agregacao da forma mutante da proteina no
reticulo endoplasmatico, levando a uma disfuncédo do ramo ascendente espesso
da alca de Henle. Isso culmina com dificuldade de concentracdo da urina,
hiperuricemia, além da reducdo urinaria da uromodulina, podendo estar
associada com defeitos na capacidade de transporte da proteina através da
membrana tubular (RAMPOLDI et al., 2011). A retencdo dessa proteina pode
culminar em danos e necrose celular, levando a ocorréncia de fibrose e
inflamagé&o, podendo assim, resultar em risco aumentado de ocorréncia da DRC.
O mecanismo envolvido na reducédo da excrecdo de uromodulina pode estar
associado com o observado no presente estudo com cdes DRC, entretanto, ndo
se pode afirmar, visto a incredibilidade em relacdo aos cdes terem ou nédo

mutac&o no gene codificador da uromodulina.

Ainda, ndo menos importante, VYLETAL et al. (2010) pontuou que o0s
depdsitos de uromodulina podem estar associados com infiltrado inflamatorio,
condicao que pode estar presente na DRC. Da mesma forma, a excregao urinéria
de uromodulina esta diretamente correlacionada com a TFG. Assim, infere-se
que os caes DRC deste estudo, por terem reducédo da TFG, expressdo menor
propor¢cao de uromodulina na urina. A utilizagcdo da uromodulina urinaria como
biomarcador da DRC levantou questionamentos em relacdo a sua precisdo em

um estudo realizado por PRAJCZER et al. (2010). Nesse estudo, realizado com
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77 pacientes humanos com DRC, 22% apresentaram niveis normais de
uromodulina na urina, diferente dos achados do presente estudo, em que a
avaliacdo qualitativa demonstrou reducédo apreciavel da uromodulina urinaria em
cdes DRC a medida que a doenca progredia em comparacao aos caes controle.
Esse contraste, com foco no presente estudo, coincide com os achados em um
estudo metabolémico e protedbmico realizado em cées saudaveis e DRC por
FERLIZA et al. (2020), concordando ainda com estudos prévios (RAILA et al.,
2014). Logo, considera-se a uromodulina como possivel biomarcador da DRC.

A Familia da secretoglobina 1A membro 1 (Secretoglobin family 1A
member 1 - AOAOK2SR26), também conhecida como Uteroglobina é uma
proteina semelhante a citocina, imunomoduladora e dependente de esterdide
(MIELE et al., 1994; MUKHERJEE et al., 1999), atuando como agente anti-
inflamatdrio no trato respiratorio e urogenital (DIERYNCK et al., 1995), podendo
ser secretada pela mucosa epitelial de quase todos os 6rgdos de mamiferos, e
assim, detectada no sangue (KIKUKAWA e MUKHERJEE, 1989; AOKI et al.,
1996) e urina (BERNARD et al., 1989). Considerando o foco do presente estudo,
a investigagdo de Uteroglobina na urina dos cdes néo foi até entdo relatada. Um
estudo desenvolvido por LEE et al. (2004) demonstrou a importancia da
Uteroglobina na prevencdo experimental de glomerulonefrite, evitando a
deposicdo de imunoglobulina no glomérulo, reforcando sua capacidade
imunomoduladora, condicdo também discutida por ZHENG et al. (1999). Essa
proteina € demonstrada como importante na prevencdo de doenca renal
causada pela deposicdo anormal de fibronectina e colageno no glomérulo
(MUKHERJEE et al.,, 1999), entretanto, ndo se tem na literatura, uma
investigacdo acerca da correlagdo entre niveis urinarios da proteina e
progressdo da doenca. Pode-se afirmar com base nos achados do presente
estudo, que a Uteroglobina esta presente em caes do GC conforme demonstrado
pela andlise qualitativa. Por outro lado, acredita-se que esta possa ter alguma
relacdo com a perda de massa renal funcional vista a reducao expressiva ou nula

na avaliacdo em céaes DRCIIl e DRCIV.

A Fosfoproteina 1 secretada - (Secreted phosphoprotein 1 -
AOAB8PONMW9), também conhecida como osteopontina é uma proteina

importante na formacdo de célculos urinarios, sendo conhecida como um dos
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componentes organicos de calculos urinarios de calcio conforme KOHRI et al.
(2012). Nos céaes do presente estudo, a proteina demonstrou-se presente em
animais do grupo controle e reduzido em animais CKD1, estando ausente em
CKD3 e CKD4, demonstrando aparente reducao em estadios avancados da CKD
em caes. KOHRI et al. (2012) pontuaram que a osteopontina tem duas acdes
diferentes no processo da formacdo de calculos. A primeira acdo € como um
forte inibidor da nucleagéo, crescimento e agregacao de cristais de oxalato de
calcio em experimentos in vitro e na urina, portanto, quando hé osteopontina livre
no limen tubular, esta atua na inibicdo do desenvolvimento de cristais. A
segunda acéo esta relacionada com a aderéncia dos cristais as células epiteliais
tubulares. Apesar de ser encontrada livre no limen tubular, a osteopontina
geralmente ndo é detectada na forma livre. Isso se deve a forte atividade de
ligacdo ao calcio em vez de acido oxalico e fosfato devido a sua forte acéo ibnica
negativa. Conforme LIU et al. (2015), além de ser considerada um importante
componente da matriz urinaria de célculos de oxalato de célcio e ter efeito
promotor na formacgé&o de calculos, a osteopontina pode também ser expressada
nos rins, tireoide, glandula mamaria, trato gastrointestinal, timo, sistema
imunologico e testiculos. Apesar de ter sido considerada por LIU e colaboradores
(2015) um bom biomarcador de inibicdo na formacéo de célculos renais em cées
suplementados com selénio organico, o uso da osteopontina como biomarcador
de precocidade ou progressao da DRC em cédes ndo é recomendado, vista a

interferéncia de outras causas renais.

A Caderina, dominio citoplasmatico (Cadherin, cytoplasmic domain -
F1PAA9), também conhecida como caderina-1 é uma proteina de adeséo celular
dependente de calcio (UNIPROT, 2022). Esta proteina apresentou 0 mesmo
comportamento da Fosfoproteina 1 secretada, estando ausente na urina de caes
CKD3 e CKD4. Ela promove a adesao entre células e desempenha papel critico
em processos celulares como desenvolvimento e manutencgéo de tecidos, além
de supresséao tumoral (THOMAS e MEIGS, 2002). Estudos com caes nao foram
identificados. Entretanto, um estudo com humanos utilizou a caderina como
auxiliar na identificacdo da progressdo de carcinoma de células renais, para
potencial diminuicdo do risco de metdstase com interacdo do fator KMT5A,

sendo utilizado como marcador da progressao de tumores (LIN et al., 2019).
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Logo, a caderina ndo aparenta demostrar potencial como biomarcador para
DRC, visto que sua utilizacdo esta vinculada a neoplasias, alterando assim, 0s

niveis dessa proteina na presenca da referida comorbidade.

Receptor de imunoglobulina polimérico (Polymeric immunoglobulin
receptor - AOA8POSGIO) é uma proteina responsavel pela mediacdo da
passagem de polimeros de IgA e IgM da superficie basolateral para o lado apical
de células epiteliais e a subsequente secre¢édo nos fluidos da mucosa (WEI e
WANG, 2021). Nos animais deste estudo, cdes CKD3 e CKD4 apresentaram
niveis expressivamente reduzidos quando comparados com cdes CKD1 e CG.
De acordo com HE et al. (2020), a proteina Receptor de imunoglobulina
polimérico esta associada com a disfuncdo renal. Para isso, um estudo
desenvolvido por KRAWCZYK et al. (2019) em humanos, demonstrou que essa
proteina esta expressa no glomérulo e nos tubulos renais proximais, cuja qual,
tem sua expressao tubular aumentada na DRC, culminando com niveis
aumentados de IgA na urina de individuos com injuria renal. No presente estudo,
a correlacao entre IgA e a expressao de Receptor de imunoglobulina polimérico
nao foi avaliada. HE e colaboradores (2020) demonstraram que na urina de
humanos, a proteina em contexto aumentou com a progressao da DRC, diferente
do que foi encontrado no presente estudo. Sendo assim, acredita-se que a
Receptor de imunoglobulina polimérico tenha comportamento contrario a aquele
identificado em humanos. Ainda, questiona-se a influéncia da les&o glomerular
em humanos e cdes CKD em relacdo aos niveis presente da proteina em

discusséao na urina.

A Lisosima (Lysozyme - G1K265) apresentou progressao na analise
qualitativa com o avanco no estadio da DRC nos animais do presente estudo e
auséncia completa em cdes do grupo controle. A Lisosima € uma proteina
degradada principalmente nos rins, filtrada no glomérulo e depois reabsorvida
nos tubulos proximais (HORPACSY et al., 1978), sendo essa capacidade de
reabsorcéo limitada. Dessa forma, na doencga renal, a Lisosima pode aparecer
na urina em detrimento de dois possiveis cenarios, podendo explicar a sua
presenca na urina de caes DRC do presente estudo. Primeiro pela disfuncéo
tubular, impossibilitando a atividade de recaptagdo da proteina de dentro dos

tubulos renais para a circulacdo peritubular, e segundo pela saturacdo da
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capacidade de reabsorcao devido ao limiar maximo ter sido atingido (BEETHAM
e CATTELL, 1993). Um estudo desenvolvido por Biewenga e colaboradores em
1978, comparando cdes saudaveis e caes com doencgas renais, sem
especificidade para DRC apenas, demonstrou que caes com TFG reduzida
apresentaram maiores niveis de Lisosima na urina, enquanto cdes saudaveis
nao apresentaram essa proteina na urina, coincidindo com os achados deste

estudo, visto que caes com DRC tendem a apresentar TFG reduzida.

A presenca dessa proteina na urina foi relatada também em cdo com
leucemia mieloide aguda sem faléncia renal, a partir da utilizacéo da técnica de
eletroforese, identificando proteinuria de origem tubular (TASCA et al., 2010).
Logo, embora tenha importancia no diagndéstico da DRC, é valido associar sua
presenca em quadros extrarrenais. Ainda, em cades com DRC de ocorréncia
natural, um estudo desenvolvido por KRALOVA et al. (2009), demonstrou que a
ureia, creatinina e fésforo séricos possuem correlagdo positiva com o aumento
sérico de Lisosima em cdes com DRC. Dessa forma, altos niveis séricos de
lisozima sdo esperados com a progressao da doenca renal crbnica, visto que
conforme demonstrado pela IRIS (2019), maiores niveis de creatinina séo
esperados em caes com estadios mais avancados da doenca, coincidindo
fortemente com os achados do presente estudo. Essa teoria reforca os
mecanismos envolvidos na patogenia da proteindria renal apresentados por
BEETHAM e CATTELL (1993), justificando a presenca de Lisosima na urina de
caes CKD e auséncia na urina de cées saudaveis, ressaltando sua importancia

como potencial biomarcador de progressdo da DRC em caes.

A Proteina contendo dominio de cistatina (Cystatin domain-containing
protein - AOAB8I3QNP3) possui completa similaridade com Cystatin-C-like
(UNIPROT, 2022) e é considerada uma proteina inibidora das cisteino-
proteases. Em geral as cistatinas formam complexos com suas enzimas alvo na
protecéo dos tecidos do hospedeiro contra a destruicdo proteolitica (SHLIPAK et
al., 2006). Nos animais do estudo, essa proteina demonstrou aumento com a
progressdo da CKD, estando ausente em caes do grupo controle e mais
expressa em cdes CKD4 quando comparados com CKD3 e CKD1,
respectivamente. Fisiologicamente, a cistatina C € filtrada livremente no

glomérulo e totalmente reabsorvida no tubulo contorcido proximal, sendo
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utilizada para avaliar a TFG, bem como tendo importancia no que tange a
capacidade de recaptacao desta proteina a nivel tubular (TENSTAD et al., 1996;
WESTHUYZEN, 2006). Logo, infere-se que nos cées deste estudo, o avanc¢o da
CKD associado a incapacidade de reabsor¢cao tubular, resultou em aumento
progressivo dos niveis de proteina contendo dominio de cistatina na urina. Em
estudo com caes com leishmaniose, a investigacdo da presenca de cistatina C
na urina foi performada e demonstrado que em cdes com estadios mais
avancados, a cistatina C aumentou, especificamente em caes com niveis séricos
de creatinina maior que 1,4 md/dL (GARCIA-MARTINEZ et al., 2015). Esse
achado coincide com o encontrado no presente estudo, vista a progressao na
avaliacao qualitativa dos caes CKD quando comparados com aqueles do grupo
controle. Ainda, os caes CKD dos estadios mais avancados como CKD3 e CKD4,
demonstraram maior expressao qualitativa de Proteina contendo dominio de
cistatina e também valores aumentados de ureia condizentes com o observado
por GARCIA-MARTINEZ et al. (2015), com creatinina de 3,5 mg/dL e 5,6 mg/dL
para cdes CKD3 e CKD4, respectivamente. Dessa forma, a proteina contendo
dominio de cistatina pode ser apontada como potencial biomarcador de
progressdo da DRC e nédo de precocidade, visto seu comportamento similar a
Cistatina C puramente, estando em niveis baixos na urina de individuos
saudaveis conforme apontado por GRUBB (2001), coincidindo com cédes sem
CKD deste estudo.

A Adipsina (Adipsin - AOA8I3RY54), também conhecida como Fator de
complemento D foi expressa apenas em cdes do grupo CKD4, hipotetizando
possivel correlacdo com estadio terminal da DRC. Esta é uma enzima essencial
da rota alternativa do sistema complemento, cuja concentracdo sérica pode
aumentar em cerca de 10 vezes em pacientes com doenca renal em estadio
terminal (PASCUAL et al., 1988). Essa proteina é inicialmente filtrada no
glomérulo e catabolizada apo6s reabsor¢cdo nos tubulos proximais, sendo o
processo de reabsorcdo passivel de saturacdo (SANDERS et al., 1986),
podendo justificar seu aparecimento na urina em céaes com lesdes renais, assim
como supracitado para a lisozima. A concentracdo seérica dessa proteina foi
demonstrada por VOLANAKIS et al. (1985) como tendo correlagéo positiva com

0S niveis seéricos de creatinina. Dessa forma, na avaliacdo dos diferentes
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estadios da DRC, em funcéo dos niveis de creatinina, espera-se que quanto mais
avancado o estadio da doenca, como nos estadios DRCIII e DRCIV em cées,
maiores serdo os niveis séricos do fator D do sistema complemento. Assim,
considerando a saturagao tubular e defeitos de transporte tubular em pacientes
DRC, espera-se identificar seu aparecimento na urina, conforme visto em cées
DRCIV do presente estudo. Em humanos com doenca renal, MIYATA et al.
(1990) demonstraram que a concentracdo do fator D na urina de individuos
normais foi préxima de zero, enquanto em individuos com doenca renal, 0s
achados em urina foram significativos. Esses resultados confluem
consideravelmente com os cédes do estudo quando se considera os caes do
grupo controle e estadios iniciais da DRC, ao passo em que o achado isolado da
proteina em cdes DRCIV apenas, podem ser justificados pelo estudo de
PASCUAL et al. (1988) no que tange aos estadios terminais da doenca. Assim
sendo, a lisozima é cogitada como biomarcador de gravidade na DRC, néo
apresentando evidéncia de sua utilizagcdo como biomarcador em caes com DRC

em estadios iniciais.

7. CONCLUSAO

Mesmo com o numero pequeno de proteinas destacadas, essas
demonstraram relagdo com a fungdo renal e consequentemente com a
progressdo da DRC. Portanto, a protedmica por espectrometria de massas €
uma ferramenta viavel para analisar o proteoma sérico e urinario de caes com
DRC nos estadios I, lll e 1V, identificando as proteinas Ig-like domain-containing
protein, Serpin Family G member 1 e Pentraxin como potenciais biomarcadores
séricos e as proteinas Beta-1 Metal Binding Globulin, angiotensinogen, Gc-
globulin, Vitronectin, Serpin Family G member 1, Secretoblobin Family 1 A
member 1, Polymeric immunoglobulin receptor, Lyzozyme, Cystatin domain
containing protein e Complement Factor D como potenciais biomarcadores
urinarios, tanto do declinio da func&o renal, como da diferenciacéo dos estadios
[, 1l e IV da DRC.
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Resumo

A protebmica do soro e urina representa uma possibilidade diagndstica para a
doenca renal cronica em céaes, pela identificacdo de potenciais biomarcadores
de precocidade, ja que, a morbidade e a mortalidade da doenca renal cronica
estao relacionadas com a prevaléncia subestimada devido ao diagndstico tardio.
O objetivo deste estudo foi identificar e analisar o proteoma sérico e urinario de
cdes com doenca renal crbnica estadio I, Ill e IV, na busca de novos
biomarcadores precoces, da evolugcédo e progressao da doenca renal crbnica.
Para o estudo foram selecionados 26 cées divididos em quatro grupos, grupo
controle, grupos da doenca renal cronica estadio I, Il e IV. Para a protedmica,
as amostras foram preparadas e submetidas a digestéo in gel e espectrometria
de massas. Os dados foram analisados no software online MetaboAnalyst e o
exponentially modified protein abundance index foi usado como parametro
guantitativo da abundéancia proteica. Utilizou-se para a andlise univariada a
ANOVA e multivariada a principal component analysis e a partial least squares-
discriminant analysis, sendo que a Ultima foi usada para indicar o variables in the
projection score. Dentre os resultados tiveram destaque no soro dos cdes com a
doenca nos estadios I, Ill e IV as proteinas Ig-like domain-containing protein,
Vitronectin, Serpin Family G member 1 e Pentraxin. As proteinas Beta-1 metal-
biding globulin, Angiotensinogen, Gc-globulin, Ig-like domain-containing protein,
Vitronectin, Serpin Family G member 1, Uromodulin, Secretoglobin Family 1 A
member 1, Polymeric immunoglobulin receptor, Lyzozime, Cystatin domain
containing protein e Adipsin tiveram destaque na urina dos caes com a doenga
nos estadios I, Ill e IV. Tanto as proteinas destacadas no soro como urina se
mostraram com potencial como biomarcadores da doenca renal crbnica, da
progressao da doenca renal crénica nos estadios estudados e ou do declinio da

funcéo renal.

Palavras-chave: Azotemia, proteinuria, rim, protedbmica

1. Introducéao

A doenca renal cronica (CKD) em cées, € raramente diagnosticada em seus



2250
2251
2252
2253
2254
2255
2256
2257
2258
2259
2260
2261
2262
2263
2264
2265
2266
2267
2268
2269
2270
2271
2272
2273
2274
2275
2276
2277
2278
2279
2280
2281
2282
2283

92

estagios iniciais, devido sua inespecificidade. Portanto, acredita-se que sua
prevaléncia seja subestimada na espécie. Diante disso, acredita-se que este fato
tenha influéncia no indice de mortalidade em cées nos estagios avancados da
doenca, pela tardia instituicdo de um tratamento especifico [1,2]. Apesar da
existéncia de exames como dosagem sérica de creatinina e Dimetilarginina
Simetrica (SDMA), que direcionam o clinico a uma suspeita diagndéstica ou
mesmo a gravidade e estadiamento da doencga, estes exames s&o usualmente
solicitados, somente quando o céo ja apresenta sinais avancados da doencga,
além dos resultados da creatinina apenas se demostrarem fora da normalidade
guando cerca de 65% dos néfrons funcionais ja estéo perdidos e dos resultados
de SDMA apresentarem influencia em pacientes néo estabilizados [3,4]. Dessa
forma, a busca pela identificacdo e validacdo de métodos de diagnostico
precoces, entre estagio e Uteis na rotina clinica de pequenos animais a partir de
amostras de facil obtencédo, tem sido foco de estudos protedmicos na medicina
veterinaria.

Apesar da existéncia de diversos estudos protedmicos, utilizando fluidos
bioldgicos de facil obtencdo como soro e urina, estes ndo sdo comumente
utilizados na rotina clinica para CKD, devido limitacdes, custo ou mesmo
inespecificidade na precocidade da doenca [5]. Um estudo realizado por Nabity
e colaboradores [3], analisou a protebmica da urina na injaria tubulointersticial
em estagios precoces em caes machos com nefropatia hereditaria ligada ao
cromossomo X, identificando a proteina ligante do retinol como potencial
biomarcador de precocidade. Mais tarde, outro estudo [6] comparou a
prote6bmica da urina de caes e humanos por meio da analise de proteinas do
complexo de exossomas e proteinas sollveis da urina, indicando potenciais
biomarcadores de diagndstico para doencas caninas por meio da similaridade
entre proteinas previamente identificadas em urina de humanos com doencas
renais, extrarrenais, hipertensao arterial sistémica e neoplasia. No mesmo ano,
Hormaeche e colaboradores [7] avaliaram a protedbmica da urina de cées
parasitados por Dirofilaria immitis, identificando a perda de proteinas que afetam
0 metabolismo do colesterol e transporte de Oo:.

Recentemente, na Italia, a prote6mica da urina de cées foi performada em
cédes com CKD, na qual as proteinas uromodulina, albumina e arginina esterase

foram identificadas por SDS-PAGE e espectrometria de massas, entretanto sem
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distincdo entre potenciais biomarcadores em diferentes estagios da CKD [8].
Ainda em cées com CKD, um estudo conduzido por Pelander e colaboradores
[9], identificou peptideos representativos de fragmentos de colageno |
excretados na urina de caes CKD, indicando possivel relacdo com processos
fibrindticos na doenca.

A protedmica do soro de caes foi realizada em cées infectados por Ehrlichia
canis possibilitando a identificacdo de alteracbes expressivas em proteinas de
resposta da fase aguda da doenca, proteinas de transporte da vitamina A e
proteinas anti-inflamatdérias [10]. No estudo de Franco-Martinez e colaboradores
[11], a protedmica do soro foi estudada em caes experimentalmente infectados
com Leishmania infantum nas fases subclinica e clinica da doencga, sendo
identificadas mais de 70 proteinas com possivel valor diagnéstico da
precocidade da doenca. Além destes estudos, a aplicabilidade da prote6mica
sérica foi também alvo de estudos em cdes com cardiomiopatia dilatada
idiopatica [12] e em cées pré e pds programa de controle de perda de peso [13].

A andlise protedmica vem apresentando rapida evolucdo como método de
deteccdo de biomarcadores de doencas em cées, sendo o método utilizado na
analise, um fator desafiador na realizacéo desse tipo de estudo [14]. Apesar do
desenvolvimento da protedbmica em doencgas caninas, limitacdes ainda existem
quanto a interpretacdo de dados protedmicos na medicina veterinaria devido ao
limitado banco de dados disponiveis para as diferentes espécies animais [5].
Apesar da existéncia de estudos protedmicos com potenciais biomarcadores da
CKD, nao houve relatos de estudos diferenciando os estagios da doenca. Além
de que, apenas um numero limitado de proteinas parece ter sido estudado, ndo
abrangendo o leque a um banco de dados de proteinas recente, uma vez que 0s
bancos de dados séo rotineiramente atualizados, sendo necessarios estudos
mais novos para que as atualizagdes dos bancos de dados sejam consideradas.
Deste modo, objetivou-se com esse estudo identificar e analisar o proteoma
sérico e urinario de cdes com doenca renal cronica estadio I, 1l e IV, na busca
de novos biomarcadores precoces, da evolugao e da progresséo da doenca renal

cronica.
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2. Material e Métodos
2.1. Aspectos éticos

Os aspectos éticos foram considerados em cada etapa desse estudo, tendo
sido aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) — FMVZ —
UNESP, Botucatu/SP, sob protocolo n°® 0087/2018.

Os tutores dos animais incluidos neste estudo assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido, estando em comum acordo para a utilizacéo

de dados registrados.

2.2. Animais e design experimental

Para o estudo foram selecionados 26 cdes de ambos 0s sexos, sem
distincdo de raca, peso médio de 14,6 + 8,78 kg e idade média de 7,5 + 4,37
anos. Os céaes foram divididos em 4 grupos, sendo o grupo controle CG = 3 caes
(soro: n = 3; urina: n = 3) composto por animais higidos; e outros 3 grupos
compostos por caes com doenca renal crénica (CKD) divididos de acordo com o
estadiamento da doenca, em CKDI = 12 cées (soro: n = 12; urina: n = 9), CKDIII
= 3 cdes (soro: n = 3; urina: n = 3) e CKDIV = 8 cées (soro: n = 6; urina: n =8).
Em todos os grupos do estudo foi realizada a proteémica do soro e urina dos
cées.

Nos grupos CKD os critérios de inclusdo consideraram caes estabilizados,
estadiados e subestadiados de acordo com o grau da CKD descrito pela
International Renal Interest Society - IRIS Staging of CKD [15] no respectivo
grupo de estudo, comprovados por exames de bioquimica sérica (creatinina,
Dimetilarginina simétrica - SDMA) e urinaria (UPC), pressdo arterial sistolica
(SBP) e exame ultrassonogréafico (alteracdes compativeis com o grau da
doenca). Nao foram incluidos no estudo cdes que tivessem alteracdo em
leucograma, presenca de nefrolitiase, diagnostico de doenga congénita ou

presenca de neoplasia.
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2.3. Avaliacéo clinica e exames laboratoriais

No exame clinico aferiu-se a frequéncia cardiaca (HR), frequéncia
respiratéria (RF), temperatura e pressao arterial sistolica (SBP). O exame
ultrassonogréfico foi conduzido para descartar qualquer alteracdo no CG e como
exame complementar para confirmacao da CKD.

Amostras de sangue e urina foram colhidas para exames de hemograma,
bioquimica, urindlise e protedmica, apos jejum de 12 horas.

O sangue foi colhido por venopuncao jugular e fracionado em 3 aliquotas.
Para o hemograma uma aliquota foi depositada em tubo estéril com EDTA 10%.

A segunda e terceira aliqguotas foram acondicionadas em tubo sem
anticoagulante com gel separador e centrifugadas para obtencdo de soro, sendo
uma destinada a analise de SDMA, ureia, creatinina, fosforo, albumina, sédio e
potassio, e a outra armazenado a -80 °C para protedmica.

A amostra de urina (~20 mL) foi obtida por cistocentese e fracionada em
trés aliqguotas. Uma aliquota (~9 mL) foi destinada a urinélise, a segunda (~1 mL)
para a determinacdo da UPC e a ultima (10 mL) para protedbmica. A aliquota
destinada a protebmica foi centrifugada a 1.000g por 10 minutos e o

sobrenadante foi recolhido e armazenado a -80 °C.

2.4. Preparacgdo das amostras para protedmica

As amostras de soro e urina foram descongeladas em banho de gelo. As
amostras de soro foram submetidas a deplecdo de albumina de acordo com
Colantonio et al. [16] com modifica¢gdes. Uma aliquota de soro foi acrescida de
0,1 mol NaCl, homogeneizada e incubada em temperatura ambiente por 60
minutos. Em seguida, acrescentou-se alcool etilico (concentracéo final de 42%),
e as amostras foram novamente homogeneizadas e incubadas por 60 minutos.
A mistura resultante foi centrifugada a 10.000g por 45 minutos a 4 °C e o pellet
(pellet 1) foi recolhido. O pH do sobrenadante foi ajustado para 5,7 com acetato
de sodio (pH 4,0). O sobrenadante com pH corrigido foi incubado por 60 minutos
a 4 °C. Posteriormente, a amostra foi centrifugada a 10.000g por 45 minutos a 4
°C. O sobrenadante resultante foi descartado e o pellet (pellet 2) foi

homogeneizado com o pellet 1 e eluido com 50 mmol TRIS-HCI pH 7,4.
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A urina foi recentrifugada a 10.000g por 30 minutos a 4 °C para separar
qualquer sedimento. O sobrenadante foi recolhido e submetido a concentracéo
por filtracdo (Amicon® Ultra-3 Centrifugal filter, 3kDa, Merck KGaA, Darmstadt,
Germany) a 10.000g por 60 minutos a 4° C.

ApoOs a preparacao inicial das amostras de soro e urina, a mensuracao da
concentracdo de proteina total foi efetuada pelo método de Bradford e a leitura
conduzida no nanoespectrofotdmetro (UV — Vis — NanoDrop™ One/One c,
Delaware, EUA). As concentracdes de proteina total foram determinadas de
acordo com uma curva padréo confeccionada com concentracées conhecidas
de albumina bovina sérica (BSA).

As amostras foram preparadas para corrida de eletroforese SDS-PAGE,
sob condi¢des desnaturantes utilizando uma concentracao de poliacrilamidas de
12% no gel de separacao. A corrida foi conduzida a 15 mA/gel e voltagem
maxima de 300 V e interrompida quando as amostras atingiram o gel de
separacao. O gel foi corado com Coomassie coloidal [17,18] e descorado para
observacéo das bandas Unicas. Entdo, as bandas foram recortadas e digeridas
com tripsina.

A digestao triptica foi realizada de acordo com Shevchenko et al. [19] com
modificacdes por Carvalho et al. [20]. Os fragmentos foram transferidos para
microtubos e descorados (50% v/v acetonitrila [ACN] e 25 mM bicarbonato de
amonio). A seguir os fragmentos foram desidratados com ACN 100% e realizada
a reducdo e a alquilacdo. Uma segunda desidratacdo com 100 % de ACN foi
conduzida. Para a reducéo das pontes dissulfeto e alquilagéo foi usado DTT e
iodoacetamina, respectivamente. A digestao triptica foi realizada com solucao de
20 ng/pL de tripsina (1: 50 de enzima: substrato, V5111, Promega trypsin,
Promega Biotecnologia do Brasil LTDA, Brazil). A acéo da tripsina foi bloqueada,
0s peptideos eluidos e o volume reduzido em concentrador a vacuo (SPD1010
262 Integrated SpeedVac Systems, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA,
USA), a temperatura ambiente. As amostras foram armazenadas a — 80 °C.
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2.5. Analise protebmica

As amostras foram diluidas (0,7 pg/pL) em 0,1% de acido férmico,
centrifugadas e o sobrenadante separado para aplicagdo no espectrometro de
massas (4,5 pL). Para a separacéo foi utilizada uma coluna C18 (100 pum x 100
mm) RP-nano UPLC (Waters® nanoACQUITY UPLC®, Waters Corporation,
Milford, MA, USA) acoplada ao espectrometro de massas (Q-Tof, Micromass®
Q-Tof PREMIER® Mass Spectrometer, Waters Corporation, Milford, MA, USA),
com fonte nanoelectrospray utilizando um fluxo de 0,600 pL/minuto. Um
gradiente (2-90%) de acetonitrila diluida em 0,1% acido férmico foi mantido por
45 minutos em uma voltagem de 3,5 kV, cone de voltagem de 30 V e temperatura
da fonte de 100 °uC. O instrumento foi mantido em top three, e os espectros de
massa (MS) foram adquiridos seguidos por MS/MS dos 3 mais intensos. Apés a
fragmentacdo (MS/MS), o ion foi mantido em uma lista de exclusdo por 60
segundos para a analise dos peptideos endoégenos. Os parametros de procura
incluiram tripsina como protease, com 1 clivagem maxima perdida,
carbamidometilacdo da cisteina como modificacdo fixa e oxidacdo da metionina
como modificacdo variavel. Uma tolerancia de 0,1 Da foi estabelecida para os
ions precursores (MS) e fragmentacdo (MS/MS), e massa molecular

monoisotopica.

Os espectros foram adquiridos pelo MassLynx™ v.4.1 software (Waters
Corporation, Milford, MA, USA) e os dados brutos convertidos em uma lista de
picos (.mgf, mascot generic format) sem adi¢cdo dos scans e obtidos no banco
de dados UniprotSProt [21] (http://www.uniprot.org/) taxonomia Canis lupus
familiaris, usando os softwares Mascot version 2.3.02 e Mascot Distiller MDRO
version 2.4.0.0 (Matrix Science Inc, Boston, MA, USA).

Os resultados foram analisados no Protein Pilot Software 4.0 (AB Sciex,
Framingham, USA) para validar os peptideos MS/MS e identificar as proteinas.
Entdo, os dados foram inseridos no UniprotKB [22] (www.uniprot.org.br) e
Phanter v.14.0 52 [23] (www.pantherdb.org) para obter a ontologia génica
usando as categorias funcdo molecular, processo biolégico e componente
celular.

O exponentially modified protein abundance index (emPAl) obtido do

software Mascot Distiller [24] foi usado para determinar a quantidade de cada



2439
2440

2441

2442
2443
2444
2445
2446
2447
2448
2449
2450
2451
2452
2453
2454
2455
2456
2457
2458
2459
2460

2461

2462

2463
2464
2465
2466
2467
2468

98

proteina nas amostras.

2.6. Anédlise estatistica

As variaveis referentes aos exames clinico e laboratorial foram submetidas
a analise de normalidade pelo teste de Kolmogorov-Smirnov e analisados pelo
ANOVA one-way seguido pelo teste de Tukey.

Os dados da protedmica foram normalizados por contagem Unica total para
a retirada dos ouliers dividindo-se o valor do emPai da proteina de cada animal
pela somatéria da mesma em todas as amostras do grupo. As proteinas foram
mantidas para andlise quando 50% ou mais das amostras continha esta proteina,
caso contrario foram excluidas do grupo ou da andlise. Entdo, os dados
normalizados foram analisados no software MetaboAnalyst versdo
(MetaboAnalyst 3.0) por analise uni e multivariada. A analise univariada foi
ANOVA one-way seguida pelo teste exato de Fisher, considerando-se FDR >
0,05. J& a andlise multivariada foi baseada no principal component analysis
(PCA) para descrever a separacao dos grupos de acordo com as proteinas em
uma matriz de escore. Também foi usado a partial least squares analysis (PLS-
DA) gue indica a relevancia de cada proteina na caracterizacdo dos grupos. O
PSL-DA usado para calcular variables in the projection score (VIP score). As
proteinas foram consideradas importantes no grupo no VIP score quando a >

2,0. Os resultados da ANOVA one-way foram comparados com o VIP score.

3. Resultados
3.1. Avaliagéo laboratorial

Na avaliacdo clinica e laboratorial (hemograma, bioquimica sérica e
urindlise) dos cées néo foram evidenciadas diferencas significativas entre os
grupos (Tabela 1), exceto para SDMA, ureia, creatinina e fésforo. Para estas
avaliacdes, de maneira geral, os grupos CG e CKDI ndo apresentaram diferenca

estatistica, embora observadas diferengas com 0s outros grupos.
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Tabela 1. Média e desvio padrdo dos resultados para a avaliacdo clinica e

laboratorial (hemograma, bioquimicos séricos e urinalise) dos cées dos grupos
CG, CKDI, CKDIIl e CKDIV.

Group

Parameter

CG CKDI CKDIlI 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 (x109) 6.0+2.4 48+1.8 3415 3.6+0.9
Hematocrit (Vg/%) 40.7 +16.3 331129 23.7+9.8 25.8+7.4
Hemoglobin (g/dL) 14.0£55 11.2+4.4 7.8+3.4 9.1+27
Protein (g/dL) 6.5+0.3 7.8+2.0 51%0.2 7.7+13
Platelets (x103/uL) 225 + 67.8 276.1+170.7 262.2 +152.3 319.9+795
Leukocytes 8,766 = 2,064 10,084 * 3,362 9,966 + 5,484 9,887 + 2,457
(x1083/uL)
Biochemical evaluation
SDMA (ug/dL) 8.7+0.62 16.7 £ 1.02 47.3+9.8" 63.9 + 8.8°
Urea (mg/dL) 31.7+13.62 108.8 + 72.12 153.7 + 73.32b 203.4+17.5
Creatinine (mg/dL) 1.0 £0.32 1.2 +0.32 35+0.3° 5.6 + 0.4
Phosphorus (mg/dL) 3.5+0.02 3.7+1.32 8.1+ 3.4% 11.4 +3.8°
Albumin (g/dL) 3403 2011 1.8+04 22+0.3
Sodium (MEg/L) 146.0 £ 1.41 155.0 + 4.42 154.7 £ 0.60 152.0 £4.34
Potassium (mEg/L) 3.7+0.07 3.9+1.11 4.5+0.90 3.8+0.80
Urine analysis

Densidade urinaria 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

(ANOVA, P < 0,05)

3.2. Protedmica

Na analise por espectrometria de massas foi identificado um total de 152

proteinas no soro e 188 proteinas na urina, contudo o ndmero variou nos grupos
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estudados (Figura 1).

S = = =
E Y 3 g
—

Figura 1. Diagrama de Venn da quantidade de proteinas encontradas no soro
(A) e urina (B) de cédes dos grupos CG, CKDI, CKDIIl e CKDIV obtidas a partir

de https://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/.

As proteinas em maior abundancia identificadas na proteémica do soro e
urina de cées dos grupos GC, CKDI, CKDIIl e CKDIV foram submetidas a analise
discriminante por minimos quadrados parciais (PLS-DA). Uma proteina foi
encontrada e destacada em maior abundancia no soro do grupo controle e uma
no grupo CKDI, estando acima da linha de corte, quando considerado VIP score
com a > 2,0 (Figura 2). Duas proteinas foram encontradas e destacadas em
maior abundéancia na urina do grupo CKDIII, uma no grupo controle e uma no
CKDI, estando acima da linha de corte, quando considerado VIP score com a >
2,0 (Figura 3).
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Figura 2. Vip score gerado pela andlise discriminante por minimos quadrados
parciais (PLS-DA), a partir das proteinas encontradas em maior abundéancia no
soro, com destaque nas proteinas em que o a > 2,0 (linha pontilhada). Caixas
coloridas a direita
correspondente no grupo CG, CKDI, CKDIII e CKDIV.
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Figura 3. Vip score gerado pela analise discriminante por minimos quadrados
parciais (PLS-DA), a partir das proteinas encontradas em maior abundéancia na
urina, com destaque nas proteinas em que o a > 2,0 (linha pontilhada). Caixas
coloridas a direita indicam as concentracdes relativas da proteina
correspondente no grupo CG, CKDI, CKDIIl e CKDIV.

As proteinas encontradas na urina e no soro foram ainda comparadas
qualitativamente. Na comparagdo entre soro e urina, duas proteinas tiveram
destaque nos grupos do estudados (Figura 4). Quando comparadas no soro ou
urina independentemente, foidestacada uma proteina no soro (Figura 5) e 9 na

urina (Figura 6).

Vitronectin (AOA8I3N025) Serpin family G member 1 (AOA8I3P8J2)
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Figura 4. Proteinas destacadas qualitativamente pela presenca (%) no soro e
urina dos cées dos grupos CG, CKDI, CKDIII e CKDIV.
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Figura 5. Comportamento das proteinas destacadas qualitativamente pela
presenca (%) no soro dos cdes dos grupos (CG), (CKDI), (CKDIII) e (CKDIV).
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Figura 6. Proteinas destacadas qualitativamente pela presenca (%) na urina dos

cées dos grupos (CG), (CKDI), (CKDIII) e (CKDIV).

4. Discussao

4.1 Proteomica

A proteina Ig-like domain-containing protein (AOA8I3PB96) duplamente

destacada no soro de animais do grupo controle e CKDI (Figura 2), € uma por¢ao

extracelular com trés dominios Ig-like, contida em todas as proteinas [25].

DACKOWSKI e colaboradores [26], investigaram o papel da policistina-1 na

tubulogénese e cistogénese a partir do uso de células epiteliais renais da

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

considerou mutagdes no gene PKD1 que codifica a policistina-1 na doenca renal
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policistica e demonstrou que Ig-like domains formam fortes interacfes
homofilicas e podem mediar a adeséo entre células. Isso confere que dominios
similares a Ig contendo proteinas que podem estar presentes em diferentes
patologias, assim como no glaucoma [27], cinomose [28] e leptospirose [29,30],
estando associados com funcgdes distintas e, portanto, ndo diretamente ligada a
CKD de ocorréncia natural.

Outro estudo demonstrou que o rim em desenvolvimento expressa fatores
de crescimento de fibroblastos (Fgf) tipo 1, 7, 8, 9, 10, 12 e 20, além de
receptores (Fgfr) contendo o dominio lg, sendo o Fgfrl importante na formacao
do mesénquima metanéfrico. O estudo demonstrou que o receptor do tipo 1 do
fator de crescimento de fibroblasto (FgfrL1) € um novo membro da familia Fgfr,
conhecido por interagir principalmente com Fgf8, podendo levar a disgenesia
renal quando nao expressado. Apesar de seu conhecimento associado a origem
de estruturas renais, infere-se que com a progressao da CKD, esses dominios
proteicos similares a Ig possam ser liberados com a perda da massa renal
funcional e, portanto, identificados na analise protedmica [25].

Apesar de destacada no soro, a Ig-like domain-containing protein
(AOA8I3PB96) também foi encontrada em maior abundancia na urina de cées
CKDI, CKDIV e CKDIII nessa ordem (Figura 3) e, em maior abundancia no CKD
[ll, CKDIV e CKDI nessa ordem (Figura 6). Um estudo associou o0 aumento dessa
proteina na urina em cédes com leishmaniose quando comparados com grupo
controle, associando sua presenca na urina com a capacidade de filtracédo
glomerular [31], refletindo dano glomerular como apontado por KOVARIKOVA
[32]. Quando considerados os caes CKD do presente estudo, considera-se néo
justificavel tal correlacdo com quadro infeccioso, visto que na sele¢do, animais
com comorbidades foram desconsiderados, sendo relevantes apenas aqueles
com a CKD de ocorréncia natural. Em seu estudo com cdes CKD de ocorréncia
natural, HOKAMP e colaboradores [33] identificaram fracdes de excre¢ao de IgM
e lgG consideradas proteinas de alto peso molecular, estando correlacionada
com danos glomerulares, enquanto a creatinina sérica correlacionou-se com
danos tubulo intersticiais.

Embora no presente estudo, a causa primaria da CKD néo tenha sido
investigada conforme determinado no estudo de HOKAMP e colaboradores [33],

infere-se que cades CKDI, CKDIV e CKDIIlI possam ter apresentado danos
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glomerulares justificando a presenca de Ig-like domain containing protein. N&o
menos importante, o numero de animais por grupo pode ter influenciado na
ordem de abundancia dessa proteina identificada pelo VIP score para alfa > 2.
Logo, devido a sua inespecificidade, mesmo destacadas multiplas vezes entre
0s resultados obtidos, Ig-like domain containing protein ndo deve ser utilizado
como biomarcador sérico em cédes CKD, porém possibilitando sua utilizacdo em
urina, desde que os animais nao tenham diagnéstico para leishmaniose. Com
tudo, ha necessidade de mais estudos como biomarcador na urina de cdes CKD,
com um maior n amostral, além da inclusédo de um grupo CKDII.

A proteina Beta-1 Metal Binding Globulin (AOA8I3Q3K3) também
conhecida como serotransferrin destacada na urina dos caes do grupo CKDIII
(Figura 3), é uma proteina da familia das transferrina associada ao transporte de
ferro, resposta de fase aguda e estimulacdo da proliferacao celular [34]. Um
estudo com humanos, demonstrou que a serotranferrin na urina combinada a
outras quatro proteinas podem ser utilizadas como biomarcadores de alta
sensibilidade e especificidade para diagnosticar infarto do miorcardio [35], tendo
também importancia em patologias como estenose coronariana [36], diabete
mellitus tipo 2 [37] e no diagndstico do cancer de préstata [34]. Mais
recentemente, a serotransferrin foi desconsiderada na andlise proteémica em
pacientes humanos com céancer de prostata devido a sua abundancia em
amostras biologicas e falta de especificidade para o cancer.

A presenca de serotransferrin na urina foi identificada em um modelo
experimental com ratos intoxicados com uranio, estando relacionada com a
perda de permeabilidade glomerular [38]. Adicionalmente, um estudo com
humanos correlacionou a transferrina urinaria com proteindria glomerular [39] e
em caes, foi demonstrado a presenca de transferrina na urina de cdes com
nefropatia hereditaria ligada ao cromossomo X [40]. Em gatos, um estudo
demonstrou que a perda de transferrina na urina antecede a de albumina e que,
portanto, pode ser utilizada como biomarcador renal de precocidade na CKD
[41], condicdo que pode ser considerada em cdes CKD. Ainda, a concentracao
de transferrina pode sofrer influéncia do estado nutricional, tendo reducéo sérica
em pacientes caninos em anorexia [42], sendo uma possivel justificativa para o
aumento da perda e identificacdo na urina em caes CKDIIl e CKDIV [43],

condizendo parcialmente com o achado no presente estudo. Com tudo, caes
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CKDIIl apresentaram maior abundancia, seguido de CKDI e CKDIV,
demonstrando auséncia de correlacdo direta dessa proteina na urina com a
progressédo da doencga, ou quem sabe havendo influéncia nos resultados do
baixo n amostral.

A proteina angiotensinogen (AOA8I3RR88) foi mais abundante em caes
CKDIIl, depois CKDI e CKDIV, ndo demonstrando correlacdo perfeita com a
progresséo da doenca, tendo seu comportamento semelhante a serotransferrin
(Figura 3). No entanto, sabe-se com base em um estudo em humano com CKD
gue o angiotensinogen urinario € um biomarcador potencial da atividade da
angiotensina Il intrarrenal, componente envolvido com o0 processo de
deterioragédo da fungéo renal em pacientes renais cronicos [44], marcador este
gue possivelmente reflete a deterioracéo renal nos cées avaliados no presente
estudo, porém momentaneamente limitado pelo pequeno nimero de amostras
avaliadas para animais CKDIIl quando comparados a CKDI e CKDIV. Em
complemento, um estudo desenvolvido KOBORI e NAVAR [45] apontou o
angiotensinogen como biomarcador da hipertensdo, vista sua capacidade de
ativar o sistema renina angiotensina aldosterona, condicao verificada ndo sé em
humanos, mas também em animais, a exemplo dos caes do presente estudo,
porém nao especifica da CKD, podendo estar presente em momentos em que a
CKD néo esteja presente.

Ainda em relacdo ao angiotensinogen urinario, um estudo desenvolvido
por KOBORI e colaboradores [46] demonstrou seu potencial como biomarcador
de severidade da CKD, estando positivamente correlacionado com a razéo
albumina/creatinina urinaria, fracdo de excrecdo do sodio, e razédo
proteina/creatinina urinaria, além de correlacdo negativa com a TFG.
Recentemente, um estudo com pacientes humanos demonstrou que maiores
niveis urinarios desta molécula podem estar relacionados com o carater
progressivo da CKD, podendo essa correlagcéo ainda sofrer influéncia do indice
de massa corporal e albuminuaria [47]. Sendo assim, apesar da escasses de
estudos em cées CKD, considera-se que 0 angiotensinogen possa atuar como
biomarcador de funcdo renal, progressao da DRC e ainda, indiretamente,
prognastico.

A Gc-globulin  também conhecida por Vitamin D-binding protein
(AOAB8I3NFJ3) foi mais abundante no grupo controle, depois CKDIII, CKDIV e
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CKDI, ndo demonstrando uma sequéncia légica na progressao da CKD (Figura
3). Essa proteina se liga a megalina no limen dos tdbulos renais e evita a perda
urinaria de 25 hidroxivitamina D [48]. Em humanos, pode ser encontrada na urina
de individuos saudaveis [49], condizente com a maior concentracdo em cées do
grupo controle deste estudo. Por outro lado, CHACAR e colaboradores [50], em
um estudo com cées, ndo encontraram a presenca de Vitamin D-binding protein
na urina de cdes saudaveis. Um estudo desenvolvido com ratos e humanos,
demonstrou essa proteina como um biomarcador de dano tubulointersticial ndo
dependente de albuminudria em ratos e indicador de severidade de lesao renal
em humanos, estando associada com marcadores tubulares e inflamatorios,
apresentando resposta positiva com a implementacdo do tratamento
renoprotetor [51]. Nos animais deste estudo, cdes em estadios mais avancados
da doenca apresentaram maior abundéancia podendo indicar correlacdo com a
progressdo da doenca, entretanto contrapondo o grupo controle que se
destacou, trazendo assim, inconsisténcias.

Na estratificagdo de cdes com CKD em diferentes estadios, cdes CKDI e
CKDII, a presenca de Vitamin D-binding protein foi identificada em animais néo
proteindricos ou proteinuricos borderline, diferente de caes em estadios mais
avancados, como CKDIIl e CKDIV, em que a reducdo na expresséao da proteina
de Tamm-Horsfall foi verificada [50]. Logo, Vitamin D-binding protein foi
associada com a deteccdo de injuria renal precoce, enquanto Tamm-Horsfall
com progressédo da doenca linkada aos estadios mais avancados. Esses dados
conferem com os achados na razdo proteina/creatinina urinaria nos caes do
grupo controle que se apresentaram proteinuricos borderline. Por outro lado,
contrapde os achados em cdes CKDI que se apresentaram proteinaricos,
entretanto ndo houve um grupo CKDII além do baixo n amostral dos outros
grupos, o que poderia direcionar os resultados de forma mais constante.

Na avaliagdo comparativa qualitativa de proteinas no soro e urina de caes
foi observado comportamento relevante com a progressédo da CKD (Figuras 4 e
6) para a proteina Vitronectin (AOA8COT6T8). A vitronectin € uma glicoproteina
de aderéncia multifuncional encontrada na circulacdo e em diferentes tecidos
[52], ja tendo sido descrita como estando presente em tecido conjuntivo frouxo
em tecidos renais a partir de avaliagdo por imunofluorescéncia [53]. A vitronectin

e seu receptor podem apresentar papeis importante em processos fisioldégicos e
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patolégicos dos rins podendo se ligar a proteinas de membrana plasmatica,
regulando processos de adeséo, migracao, diferenciacéo, inflamacao, reacao
imunoldgica e remodelamento tecidual [54]. Na DRC, a vitronectin € uma
proteina da matriz extracelular que se acumula no intersticio durante a fibrose
renal [55], tendo entdo relevancia em pacientes humanos e caninos com CKD.
A deposicao de vitronectin ja foi detectada em processos de fibrose e necrose
[56, 57], podendo estar ligada com as reducgBes sérica e urinaria verificada nos
cées deste estudo, considerando o quadro de progressao da doenca, bem como
a possivel instalacdo de processo fibrotico associado ao tecido renal na CKD.
Um estudo demonstrou que a avaliacdo urinaria dessa proteina € uma
importante ferramenta para monitorar processos fibroticos em quadros de
transplante renal [58]. Adicionalmente, YOON e colaboradores [59] apontaram
gue os niveis de vitronectin reduzem com a idade, condicdo esta esperada em
cées CKD, visto que, animais acometidos pela doenca tendem em sua maioria
apresentar idade mais avancada. Complementarmente, a reducao pode estar
associada com o acumulo da proteina no intersticio renal. Logo, considerando o
carater fibrético da CKD e o avanc¢o dos estadios da doenca, considera-se a
vitronectin como potencial biomarcador ndo s6 em humanos, mas também, em
cées, claramente demonstrado pela reducdo gradativa e pareada tanto no soro

como urina nos grupos estudados.

Na avaliagdo comparativa qualitativa de proteinas no soro e urina de cées
foi observado comportamento relevante com a progressédo da CKD (Figuras 4 e
6) para a proteina Serpin Family G member 1 (AOA8I3P8J2). A Serpin Family G
member 1 é um inibidor da esterase do complemento | sendo expresso no figado,
rim, pulmdo, coracdo e cérebro [60]. Essa proteina pertence a uma familia de
proteinas envolvidas em processos inibitérios, de armazenamento e transporte,
podendo ser encontrada em diversos tecidos no corpo, tendo sua maior
concentracéo, extracelular. Ainda, o grupo ao qual esta inclusa a Serpin Family
G member 1, desempenha funcdes fisioldgicas especificas importantes voltadas
para o transporte hormonal, ligac&o a corticosteroides, coagulacdo e regulacao
da pressdo sanguinea [61], funcbes estas influenciadas em certo grau pela
atividade renal. Conforme NI e colaboradores [62], a Serpin Family G member 1

possui importante funcdo da injaria renal aguda (IRA), promovendo a
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perpetuacdo de macrofagos anti-inflamatérios, prevenindo a IRA séptica,
podendo assim, atuar como biomarcador de predicdo da resposta ao tratamento
com altas doses de ascorbato. Diferente do foco de muitos estudos, essa
proteina ndo parece ter importancia bioldgica na monitoracdo da CKD em
humanos ou em cées pelo soro, visto que na avaliacdo qualitativa, os niveis
séricos mantiveram um nivel alto para os grupos CG, CKDI e CKDIII (Figura 5).
Sabe-se que € uma glicoproteina de fase aguda, produzida no figado e secretada
na circulacédo [63,64], tendo importancia para os rins com relagéo a protecéo anti-
apoptotica e anti-inflamatoéria na injaria por reperfusdo ou isquemia renal [65],
condicBes estas ndo avaliadas no estudo. Enquanto isso, a avaliacdo urinaria,
demonstrou reducdo nos grupos CKD em comparagdo ao grupo controle.
Embora certa discrepéncia tenha sido observada entre os grupos CKDI e CKDIII,
e se considere a Serpin Family G member 1, um biomarcador de IRA em
humanos [66], sugere-se que essa proteina possa também ter efeito na
monitoracdo da progressdao da CKD, principalmente quando um processo
inflamatdrio esta presente, porém podendo sofrer influéncia negativa nos

pacientes estabilizados, portanto estudos mais detalhados sao necessarios.

Na avaliacdo isolada qualitativa do soro de cdes CKD deste estudo, a
proteina Pentaxin ou Pentraxin (AOA8I3QZH6) demonstrou comportamento
crescente de acordo com a progressao da doenca (Figura 5). A Pentaxin também
conhecida como Pentraxin pertence a uma superfamilia de pentraxinas e familia
de pentraxina de ligacdo dependente de Ca2+ [21], dentre as quais a proteina
C-reativa (pentraxin curta) esta inclusa [67, 68]. Nos animais do presente estudo,
0s niveis séricos de Pentaxin foram aumentando conforme a CKD progrediu,
resultando em maiores niveis séricos de Pentaxin em cdes CKDIV. Na avaliagdo
dos niveis séricos de Pentraxin 3, um estudo demonstrou que em pacientes
humanos com CKD, os niveis plasméaticos mostraram-se elevados, aumentando
significativamente ap6s sessdo de hemodidlise, evidenciando o caréter
inflamatorio do procedimento [69], recentemente evidenciado também pela
avaliagéo sérica da proteina C-reativa [70]. Embora os animais deste estudo néo
tenham sido submetidos a hemodialise, além de se apresentarem estaveis sem
indicios de processo inflamatério, percebeu-se aumento progressivo de

Pentraxin com o avanco do estadio da doenca.
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Estudos com culturas celulares, demonstraram que as células mesangiais
e epiteliais tubulares sintetizam pentraxinas em resposta a um estimulo
inflamatorio [71, 72], condi¢cdo que pode estar presente em pacientes humanos
e animais com CKD. Em pacientes humanos com CKD, a pentraxin 3 plasmatica
aumentou com a reducéo da TFG, tornando-se mais expressiva nos estadios
mais avancados, mantendo niveis menores nos individuos do grupo controle
[68]. Esse achado condiz com os cdes CKD do presente estudo, visto que cées
CKDIV apresentaram os maiores niveis, quando comparados com CKDIII, CKDI
e CG, respectivamente. Isso permite a inferéncia que em cées, assim como em
humanos, a progressédo da CKD associada a reducado da TFG, leva ao acumulo
e respectivo aumento sérico de Pentraxin, podendo assim ser utilizado como

potencial biomarcador de progressao e avaliacdo da TFG em caes.

Na avaliagdo qualitativa da urina, a Serpin Family G member 1
(AOAB8I3N8E3) também conhecida como Uromodulin mostrou declinio gradativo
inverso a piora da CKD (Tabela 6). A Uromodulin, também conhecida como
Tamm-Horsfall protein, é a proteina mais abundantemente produzida nos rins e
excretada na urina sob condi¢cdes fisioldgicas normais [73], coincidindo
precisamente com animais do CG do presente estudo, visto que com 0 avango
nos estadios, 0s niveis urinarios foram reduzindo, chegando ao grupo CKDIV
com percentual qualitativo préximo de zero. Funcionalmente, a Uromodulin esta
envolvida no balanco hidrico e eletrolitico, imunidade inata do rim, protecao
contra infec¢Bes do trato urinério e protecao contra a formacéo de calculos [21].

A Uromodulin € uma proteina que pode sofrer muta¢des no gene que a
codifica e por isso levar a ocorréncia de doencas renais associadas a uromodulin
causando a retencdo e agregacao da forma mutante da proteina no reticulo
endoplasmatico, levando a uma disfuncdo do ramo ascendente espesso da alca
de Henle. Isso culmina com dificuldade de concentracéo da urina, hiperuricemia,
além da reducao urinaria da uromodulin, podendo estar associada com defeitos
na capacidade de transporte da proteina através da membrana tubular [73],
2011). A retengéo dessa proteina pode culminar em danos e necrose celular,
levando a ocorréncia de fibrose e inflamacao, podendo assim, resultar em risco
aumentado de ocorréncia da CKD. O mecanismo envolvido na reducdo da

excrecdo de uromodulin pode estar associado com o observado no presente
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estudo com cédes DRC, entretanto, ndo se pode afirmar, visto a incredibilidade

em relacdo aos caes terem ou ndo mutacao no gene codificador da uromodulin.

Ainda, ndo menos importante, VYLETAL e colaboradores [74] pontuou
que os depdsitos de uromodulin podem estar associados com infiltrado
inflamatdrio, condicdo que pode estar presente na CKD. Da mesma forma, a
excrecao urinaria de uromodulin esta diretamente correlacionada com a TFG.
Assim, infere-se que os cdes CKD deste estudo, por terem reducdo da TFG,
expressaram menor propor¢do de uromodulin na urina. A utilizagdo da
uromodulin urindria como biomarcador da DRC levantou questionamentos em
relacdo a sua precisdo em um estudo realizado por PRAJCZER e colaboradores
[75]. Nesse estudo, realizado com 77 pacientes humanos com CKD, 22%
apresentaram niveis normais de uromodulin na urina, diferente dos achados do
presente estudo, em que a avaliacdo qualitativa demonstrou reducédo apreciavel
da uromodulin urinaria em cdes CKD a medida que a doenga progredia em
comparacao aos caes controle. Esse contraste, com foco no presente estudo,
coincide com os achados em um estudo metabolémico e protedbmico realizado
em cées saudaveis e CKD por FERLIZA e colaboradores [76], concordando
ainda com estudos prévios [77]. Logo, considera-se a uromodulin como possivel

biomarcador da DRC.

Ainda na avaliacdo qualitativa da urina a Secretoblobin Family 1 A
member 1 (AOAOK2SR26) esteve presente em parte nos animais saudaveis CKD
I, porém ausente nos estadios avancados da doenca (Figura 6). A Secretoblobin
Family 1 A member 1, também conhecida como Uteroglobin é uma proteina
semelhante a citocina, imunomoduladora e dependente de esteréide [78, 79],
atuando como agente anti-inflamatério no trato respiratorio e urogenital [80],
podendo ser secretada pela mucosa epitelial de quase todos os orgaos dos
mamiferos, e assim, detectada no sangue [81, 82] e urina [83]. Considerando o
foco do presente estudo, a investigagdo de Uteroglobin na urina ndo cées nao
foi até entdo relatada. Um estudo desenvolvido por LEE e colaboradores [84]
demonstrou a importancia da Uteroglobin na prevencdo experimental de
glomerulonefrite, evitando a deposicdo de imunoglobulina no glomeérulo,
reforcando sua capacidade imunomoduladora, condi¢cdo também discutida por

ZHENG e colaboradores [85]. Essa proteina é demonstrada como importante na
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prevencado de doenca renal causada pela deposicdo anormal de fibronectina e
colageno no glomérulo [79], entretanto, ndo se tem na literatura, uma
investigacdo acerca da correlagdo entre niveis urinarios da proteina e
progressédo da doenca. Pode-se afirmar com base nos achados do presente
estudo, que a Uteroglobin esta presente em cédes do GC conforme demonstrado
pela analise qualitativa. Por outro lado, acredita-se que esta possa ter alguma
relacdo com a perda de massa renal funcional vista a redugao expressiva ou nula

na avaliacdo em caes CKDIII e CKDIV.

Polymeric immunoglobulin receptor (AOA8POSGIO) € uma proteina
responsavel pela mediacdo da passagem de polimeros de IgA e IgM da
superficie basolateral para o lado apical de células epiteliais e a subsequente
secrecdo nos fluidos da mucosa [86]. Nos animais deste estudo, cdes CKD3 e
CKD4 apresentaram niveis expressivamente reduzidos quando comparados
com cées CKD1 e CG (Figura 6). De acordo com HE e colaboradores [87], a
proteina Polymeric immunoglobulin receptor esta associada com a disfuncao
renal. Para isso, um estudo desenvolvido por KRAWCZYK e colaboradores [88]
em humanos, demonstrou que essa proteina esta expressa no glomérulo e nos
tubulos renais proximais, cuja qual, tem sua expressao tubular aumentada na
DRC, culminando com niveis aumentados de IgA na urina de individuos com
injuria renal. No presente estudo, a correlacdo entre IgA e a expressdo de
polymeric immunoglobulin receptor ndo foi avaliada. HE e colaboradores [87]
demonstraram que na urina de humanos, a proteina em contexto aumentou com
a progressao da CKD, diferente do que foi encontrado no presente estudo.
Sendo assim, acredita-se que a polymeric immunoglobulin receptor tenha
comportamento contrario a aquele identificado em humanos. Ainda, questiona-
se a influéncia da lesdo glomerular em humanos e cdes CKD em relacdo aos

niveis presente da proteina em discusséo na urina.

A Lyzozyme (G1K265) apresentou progressao na andlise qualitativa com
0 avanco no estadio da CKD nos animais do presente estudo e auséncia
completa em cédes do grupo controle (Figura 6). A Lyzozyme € uma proteina
degradada principalmente nos rins, filtrada no glomérulo e depois reabsorvida
nos tubulos proximais [89], sendo essa capacidade de reabsorcdo limitada.

Dessa forma, na doenca renal, a Lyzozyme pode aparecer na urina em
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detrimento de dois possiveis cenarios, podendo explicar a sua presenca na urina
de cdes DRC do presente estudo. Primeiro pela disfuncdo tubular,
impossibilitando a atividade de recaptacdo da proteina de dentro dos tubulos
renais para a circulacao peritubular, e segundo pela saturacdo da capacidade de
reabsorcdo devido ao limiar maximo ter sido atingido [90]. Um estudo
desenvolvido por Biewenga e colaboradores em 1978, comparando céaes
saudaveis e cdes com doencas renais, sem especificidade para DRC apenas,
demonstrou que cdes com TFG reduzida apresentaram maiores niveis de
Lyzozyme na urina, enquanto caes saudaveis ndo apresentaram essa proteina
na urina, coincidindo com os achados deste estudo, visto que cdes com CKD

tendem a apresentar TFG reduzida.

A presenca dessa proteina na urina foi relatada também em cdo com
leucemia mieloide aguda sem faléncia renal, a partir da utilizacéo da técnica de
eletroforese, identificando proteinuria de origem tubular [91]. Logo, embora tenha
importancia no diagndstico da CKD, € valido associar sua presengca em quadros
extrarrenais. Ainda, em cdes com DRC de ocorréncia natural, um estudo
desenvolvido por KRALOVA e colaboradores [92], demonstrou que a ureia,
creatinina e fosforo séricos possuem correlagdo positiva com 0 aumento sérico
de Lisozima em cdes com CKD. Dessa forma, altos niveis séricos de lisozima
sdo esperados com a progressdo da doenca renal crbnica, visto que conforme
demonstrado pela [15], maiores niveis de creatinina sdo esperados em cdes com
estadios mais avancados da doenca, coincidindo fortemente com os achados do
presente estudo. Essa teoria refor¢ca os mecanismos envolvidos na patogenia da
proteindria renal apresentados por BEETHAM e CATTELL [90], justificando a
presenca de Lisozima na urina de cdes CKD e auséncia na urina de cées
saudaveis, ressaltando sua importancia como potencial biomarcador de

progressao da CKD em cées.

Qualitativamente ainda observou destague na urina a proteina Cystatin
domain containing protein (AOA8I3QNP3) (Figura 6). A Cystatin domain
containing protein possui completa similaridade com Cystatin-C-like [21] e é
considerada uma proteina inibidora das cisteino-proteases. Em geral as
cistatinas formam complexos com suas enzimas alvo na protecéo dos tecidos do

hospedeiro contra a destruicdo proteolitica [93]. Nos animais do estudo, essa
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proteina demonstrou aumento com a progressao da CKD, estando ausente em
cées do grupo controle e mais expressa em cades CKD4 quando comparados
com CKD3 e CKD1, respectivamente. Fisiologicamente, a cistatina C é filtrada
livremente no glomeérulo e totalmente reabsorvida no tubulo contorcido proximal,
sendo utilizada para avaliar a TFG, bem como tendo importancia no que tange a
capacidade de recaptacdo desta proteina a nivel tubular [94,95]. Logo, infere-se
gue nos caes deste estudo, o avanco da CKD associado a incapacidade de
reabsorgcdo tubular, resultou em aumento progressivo dos niveis de Cystatin
domain containing protein na urina. Em estudo com caes com leishmaniose, a
investigacdo da presenca de cistatina C na urina foi performada e demonstrado
que em cdes com estadios mais avancados, a cistatina C aumentou,
especificamente em cdes com niveis séricos de creatinina maior que 1,4 md/dL
[96]. Esse achado coincide com o encontrado no presente estudo, vista a
progressdo na avaliacdo qualitativa dos cdes CKD quando comparados com
aqueles do grupo controle. Ainda, os cdes CKD dos estadios mais avancados
como CKD3 e CKD4, demonstraram maior expressao qualitativa de Cystatin
domain containing protein e também valores aumentados de ureia condizentes
com o observado por GARCIA-MARTINEZ e colaboradores [96], com creatinina
de 3,5 mg/dL e 5,6 mg/dL para cdes CKD3 e CKD4, respectivamente. Dessa
forma, a Cystatin domain containing protein pode ser apontada como potencial
biomarcador de progressdo da DRC e ndo de precocidade, visto seu
comportamento similar a Cistatina C puramente, estando em niveis baixos na
urina de individuos saudéaveis conforme apontado por GRUBB [97], coincidindo
com cées sem CKD deste estudo.

A Ultima, mas ndo menos importante proteina destacada qualitativamente
na urina foi a Complement Factor D (AOA8I3RY54) também conhecida como
Adipsin, expressada apenas em caes do grupo CKDIV (Figura 6), hipotetizando
possivel correlacdo com estadio terminal da CKD. Esta é uma enzima essencial
da rota alternativa do sistema complemento, cuja concentracdo sérica pode
aumentar em cerca de 10 vezes em pacientes com doenca renal em estadio
terminal [98]. Essa proteina € inicialmente filtrada no glomérulo e catabolizada
apos reabsorcdo nos tubulos proximais, sendo o processo de reabsorcdo

passivel de saturacdo [99], podendo justificar seu aparecimento na urina em
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cdes com lesbes renais, assim como supracitado para a lisozima. A
concentracdo sérica dessa proteina foi demonstrada por VOLANAKIS e
colaboradores [100] como tendo correlagdo positiva com 0s niveis séricos de
creatinina. Dessa forma, na avaliagdo dos diferentes estaddios da CKD, em
funcado dos niveis de creatinina, espera-se que quanto mais avancado o estadio
da doenca, como nos estadios CKDIIl e CKDIV em caes, maiores serao os niveis
séricos do fator D do sistema complemento. Assim, considerando a saturagao
tubular e defeitos de transporte tubular em pacientes CKD, espera-se identificar
seu aparecimento na urina, conforme visto em caes CKDIV do presente estudo.
Em humanos com doenca renal, MIYATA e colaboradores [101] demonstraram
que a concentracdo do fator D na urina de individuos normais foi préxima de
zero, enquanto em individuos com doenca renal, os achados em urina foram
significativos. Esses resultados confluem consideravelmente com os cédes do
estudo quando se considera os cdes do grupo controle e estadios iniciais da
CKD, ao passo em gue o achado isolado da proteina em caes CKDIV apenas,
podem ser justificados pelo estudo de PASCUAL e colaboradores [98] no que
tange aos estadios terminais da doenca. Assim sendo, a lisozima é cogitada
como biomarcador de gravidade na CKD, ndo apresentando evidéncia de sua

utilizacdo como biomarcador em cdes com CKD em estadios iniciais.
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6. Conclusao

Na proteémica do soro e urina de cdes foram destacadas 12 proteinas,
demonstrando relagcdo com a fungdo renal e consequentemente com a
progressdo da DRC. Portanto, a protebmica por espectrometria de massas €
uma ferramenta viavel para analisar o proteoma sérico e urinario de cdes com
DRC nos estadios I, lll e 1V, identificando as proteinas Ig-like domain-containing
protein, Serpin Family G member 1 e Pentraxin como potenciais biomarcadores
séricos e as proteinas Beta-1 Metal Binding Globulin, angiotensinogen, Gc-
globulin, Vitronectin, Serpin Family G member 1, Secretoblobin Family 1 A
member 1, Polymeric immunoglobulin receptor, Lyzozyme, Cystatin domain
containing protein e Complement Factor D como potenciais biomarcadores
urinérios, tanto do declinio da fun¢éo renal, como da diferenciacao dos estadios
[, Il e IV da DRC.
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6. Palestras ministradas

6.1 “Técnicas dialiticas: hemodialise e didlise peritoneal” no Curso de
Especializacdo em Nefrologia e Urologia em Caes e Gatos, promovido pela
ANCLIVEPA-SP (Sao Paulo/SP). 2019. Carga horaria de 16 horas.

6.1 “Técnicas dialiticas: hemodiadlise e didlise peritoneal” no Curso de
Especializacdo em Nefrologia e Urologia em Caes e Gatos, promovido pela
ANCLIVEPA-SP (Sao Paulo/SP). 2018. Carga horéaria de 16 horas.

6.1 “Técnicas dialiticas: hemodialise e diadlise peritoneal” no Curso de
Especializacdo em Nefrologia e Urologia em Caes e Gatos, promovido pela
ANCLIVEPA-SP (Sao Paulo/SP). 2017. Carga horéria de 16 horas.

7. Colaboracédo em aulas

7.1 Aulas tedrico-praticas "Hemodialise Intermitente em Pequenos Animais”,
entre os periodos de (maio de 2014 a marco de 2021), totalizando 40 aulas junto
a disciplina "Clinica Il e Pratica Hospitalar e de Fazendas", aos alunos do 4 ano
da Graduacdo em Medicina Veterinaria, FMVZ-Unesp-Botucatu. Cargas horaria

60 horas aula.

7.2 Aulas tedrico-praticas “Principios da Biofisica”. |, entre os periodos de (marc¢o
de 2014 a maio de 2019), totalizando 12 aulas, junto a Disciplina de Biofisica,
aos alunos do 1° ano de graduacdo em Medicina Veterinaria, FMVZ-UNESP

Botucatu. Carga horaria 24 horas aula.

7.3 Aulas préticas “Semiologia do trato urinario”, entre os periodos de marc¢o de
2014 a dezembro de 2021, totalizando 16 aulas, junto a Disciplina de Semiologia
Veterinaria, aos alunos do 3° ano de graduacdo em Medicina Veterinaria, FMVZ-
UNESP Botucatu. Carga horaria 32 horas aula.
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8. Treinamentos, cursos e estagios

8.1 Curso Prético de Dermatologia Veterinaria, junto ao DEPARTAMENTO DE
CLINICA VETERINARIA da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho”, realizado no periodo de 01 de outubro de 2018 a 31 de janeiro de 2019.

Carga horaria de 640 horas.

8.2 Curso Teodrico “Is6topos Estaveis” junto ao Centro de Is6topos Estaveis.
Instituto de Biociéncias de Botucatu - IBB - Universidade Estadual Paulista -

Unesp, Brasil. 2016.Carga horaria de 4 horas.

8.3 Curso Pratico de Nefrologia em pequenos animais junto ao
DEPARTAMENTO DE CLINICA VETERINARIA da Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho”, realizado no periodo de margo de 2015 a

agosto de 2016. Carga horaria de 2880 horas.

8.4 Curso Prético de Clinica Médica de Pequenos Animais, junto ao
DEPARTAMENTO DE CLINICA VETERINARIA da Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho”, realizado no periodo de 06 de janeiro de 2014

a 06 de marco de 2014. Carga horaria de 344 horas.

8.5 Estagio de Treinamento em Hemodidlise, junto a Unidade de Dialise do
Hospital das Clinicas de Botucatu, realizado no periodo de 01 de fevereiro de
2014 a 31 de maio de 2014.

8.6 Treinamento em Painéis de Reprocessamento de Dialisadores e Linhas,
junto ao Centro de Dialise de Pequenos Animais — FMVZ-Unesp-Botucatu/SP,
realizado no dia 03 de junho de 2014.

8.7 Treinamento Maquinas Novo Usuario Fresenius, junto ao Centro de Dialise
de Pequenos Animais — FMVZ-Unesp-Botucatu/SP, realizado no dia 19 de maio
de 2014. Carga horaria de 8horas.
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9. Iniciacao cientifica e bolsas

9.1 Bolsista Capes em andamento (Referente ao Doutorado) - Departamento de
Clinica Veterinaria da FMVZ — Unesp — Campus de Botucatu — SP, 2016.
(Botucatu/SP). Concedida de 2020 a 2022.

9.2 Treinamento Técnico Fapesp TT3 (Bolsista) — Referente projeto Efeitos da
hemodialise intermitente em fase precoce da doenca renal crénica sobre o perfil
clinico e laboratorial de cées atendidos no servico de clinica médica de pequenos
animais da FMVZ-Unesp-Botucatu - Departamento de Clinica Veterinaria da
FMVZ — Unesp — Campus de Botucatu — SP, 2013 a 2015 (Botucatu/SP).

9.3 Bolsista de iniciacdo cientifica — Nucleo de pesquisas (NUPES) Faculdade
de Ciéncias Sociais e Agrarias de Itapeva — SP - FAIT, 2008 a 2012 (Itapeva/SP).



