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LIPOCALINA ASSOCIADA A GELATINASE DE [\IEUTR()FILOS cOomMO
BIOMARCADOR DE LESAO TUBULAR ATIVA EM CAES COM DOENCA RENAL
CRONICA NATURALMENTE ADQUIRIDA

RESUMO - A doenca renal crénica (DRC) apresenta carater progressivo e
irreversivel e muitos dos fatores envolvidos na sua progressdo, comprometem
primariamente os tubulos renais. Com finalidade de detectar precocemente as
lesbes tubulares, novos biomarcadores tém sido pesquisados. Dentre estes,
destaca-se a Lipocalina Associada a Gelatinase de Neutrofilos (NGAL). Este estudo
teve por objetivo avaliar a excregéo urinaria de NGAL com o propdsito de identificar
a ocorréncia de lesao tubular ativa (LTA) em caes com DRC naturalmente adquirida.
Foram estudados 87 caes adultos, sem distingdo de género ou de raga (15 sadios,
18 em risco de desenvolver DRC e 54 com DRC nos estadios 1, 2, 3 e 4 — IRIS
staging of CKD - 2015), atendidos no Hospital Veterinario - Unesp — campus de
Jaboticabal. Foram avaliados biomarcadores tradicionais e as concentragdes de
NGAL urinaria (UNGAL) e sérica (SNGAL). Os resultados de uNGAL foram ajustados
pelos respectivos fatores de concentragdao urinaria (UNGAL.FCU). Os resultados
foram inicialmente analisados considerando os seis grupos e posteriormente para
comparagao entre os 15 sadios, os 41 DRC e os 13 DRC com uNGAL.FCU
sugestivo de LTA (LTAprc). Os resultados indicaram que a uNGAL ajustada
(UNGAL.FCU), pode servir como indicador de agravamento das lesbes renais
precocemente em relacdo a concentracdo sérica de creatinina, que é o mais
utilizado dentre os biomarcadores tradicionais. Quanto a sNGAL, houve aumento
gradativo relacionado a progressdo da DRC em oposigdo a uNGAL.FCU, que
diminuiu. Assim, a sNGAL parece ser mais relevante como um indicador do
agravamento das complicagdes extrarrenais associadas a uremia crénica grave.
Pacientes com uNGAL.FCU muito aumentada (grupo LTAprc), €m comparagdo aos
DRC (uNGAL.FCU com variacdo nao significativa), se destacam pela maior
ocorréncia de proteinuria intensa e de hipertensdo, sem aumentos relevantes de
outros indicadores ou biomarcadores de DRC. Estes achados reforcam a
importancia da proteinuria e da hipertensdo no agravamento das lesdes renais, sem
descartar outras causas de LTA na DRC.

Palavras chave: NGAL urinaria, NGAL sérica, doenca renal, nefropatia cronica, cao.
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NEUTROPHIL GELATINASE-ASSOCIATED LIPOCALIN AS A BIOMARKER OF
TUBULAR ACTIVE INJURY IN DOGS WITH NATURALLY ACQUAIRED CHRONIC
KIDNEY DISEASE

ABSTRACT - Chronic kidney disease (CKD) is a progressive and irreversible
condition, and many of the factors involved in its progression, primarily compromise
the renal tubules. To detect tubular injury, new early biomarkers have been
investigated. Among them, Neutrophil Gelatinase-associated Lipocalin (NGAL)
stands out. The aim of this study was to evaluate the urinary excretion of NGAL, to
identify the occurrence of active tubular injury (ATI) in dogs with naturally acquired
CKD. A total of 87 adult dogs, regardless of gender or breed (15 healthy, 18 at risk of
developing CKD and 54 with CKD stages 1, 2, 3 or 4 — IRIS staging of CKD - 2015),
were studied at the Veterinary Hospital - Unesp - Jaboticabal campus. Traditional
biomarkers and NGAL concentrations in urine (UNGAL) and serum (sNGAL) were
evaluated. The results of uNGAL were adjusted by the respective urinary
concentration factors (UNGAL.UCF). The results were initially analyzed considering
the six groups, and later for comparison between the 15 healthy, 41 DRC and 13
DRC with uNGAL.UCF suggestive of ATI (ATlckp). The results indicated that
adjusted uNGAL (UNGAL.UCF) may serve as an indicator of aggravation of renal
damage early in relation to serum creatinine concentration, which is the most used
among the traditional biomarkers. Regarding sNGAL, there was a gradual increase
related to the progression of CKD, in opposition to uNGAL.UCF, which decreased.
Thus, sNGAL appears to be more relevant as an indicator of the extrarenal
complications associated with severe chronic uremia. Patients with increased
UNGAL.UCF (ATlckp group), compared to CKD group (non-significant changes in
uUNGAL.UCF), are notable for the higher occurrence of severe proteinuria and
hypertension, without significant increases in other indicators or biomarkers of CKD.
These findings reinforce the importance of proteinuria and hypertension in
aggravating renal lesions, without ruling out other causes of ATl on CKD.

Keywords: urinary NGAL, serum NGAL, kidney disease, chronic nephropathy, dog.
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1. INTRODUGCAO

A doenca renal crénica (DRC) é a afeccéo renal mais diagnosticada em cées
e gatos, principalmente os de idade mais avangcada (GRAUER, 2005; POLZIN,
2011a). O termo DRC descreve alteragdes heterogéneas que afetam a estrutura e
funcionalidade dos rins. A expressado da condigao é variavel dependendo do tipo e
da gravidade da doenga de base que originou o processo, assim como, da taxa de
progressao (LEVEY et al., 2003, LEVEY et al., 2005).

Pelo menos inicialmente, a redugao da fungdo renal € uma consequéncia da
doenga primaria do paciente (POLZIN, 2011a). Entretanto, se um numero
significativo de lesdes ja tiver ocorrido, a DRC pode se tornar autoperpetuante
(LEES, 2004), ou seja, a progressao das lesdes nao dependera da causa inicial
(BRENNER; MEYER; HOSTETTER, 1982; HOSTETTER et al., 2001). Como
descrito por Polzin (2011b), este processo pode ser denominado “progresséo
espontanea da DRC”.

A perda progressiva da funcao renal dos pacientes com DRC pode resultar de
diminuic¢ao linear ou da alternancia de periodos de estabilidade e quedas ingremes,
até que a doenga evolua para fase terminal (LEES, 2004; POLZIN, 2011a).

Muitos fatores podem estar envolvidos na progressdo da DRC. Dentre eles
destacam-se a doenga renal aguda sobre a crénica e as lesdes secundarias a
proteinuria glomerular. Em ambos os casos, as lesées comprometem primariamente
os tubulos renais (LIEBERTHAL; LEVINSKY, 1992; POLZIN; OSBORNE, 1995;
COWGILL; FRANCEY, 2005; GRAUER, 2007; CARVALHO, 2015).

Com finalidade de detectar precocemente as lesées tubulares, a busca por
biomarcadores tem sido objetivo de muitas pesquisas. Diversos novos
biomarcadores para diagndstico de lesao renal aguda (LRA) estdo sendo avaliados
em humanos (PRICE, 2002; BONOMINI et al., 2010; GARG et al., 2015) e em cées
(SEGEV et al.,, 2013; STEINBACH et al., 2014; ZHOU et al., 2014; PRESSLER,
2015; NENTWIG et al., 2016). Embora a aplicabilidade dos marcadores de lesao
tubular tenha sido voltada, inicialmente, para o diagnostico precoce de LRA, a
possibilidade de diagnosticar lesédo tubular ativa (LTA) na DRC também vem sendo
estudada em humanos (BONOMINI et al., 2010; SHRESTHA et al., 2012) e em caes
(NABITY et al., 2012; AHN; HYUN, 2013; SEGEV et al., 2013; STEINBACH et al.,



2014; CARVALHO; ALVES; VASCONCELLOS, 2016; HOKAMP et al., 2016;
NENTWIG et al., 2016).

Os primeiros biomarcadores descritos foram KIM-1 (Kidney Injury Molecule-1),
NGAL (Neutrophil Gelatinase-associated Lipocalin), L-FABP (Liver-type Fatty Acid
Binding Protein) e IL-18 (Interleucina-18) (BONOMINI et al., 2010; DEVARAJAN,
2011; DEDE et al.,, 2015). Citam-se, ainda, IL-I B (Interleucinal- B), IL-I a
(Interleucina1- a), IL-8 (Interleucina 8), IL-10 (Interleucina-10), TNF- a (Fator de
Necrose Tumoral-a), TGF- B (Fator de Necrose Tumoral- $), (NENTWIG et al.,
2016), NAG (N-acetil B Glicosaminidase), microglobulinas a1 e By, GGT (Gama
Glutamil Transpeptidase), Vanina-1, bem como fatores inflamatérios excretados na
urina, tais como IgG urinaria, Proteina C e Tromboxano B, (DEVARAJAN, 2011;
DEDE et al., 2015). Dentre todos, a Lipocalina Associada a Gelatinase de Neutrdfilos
(NGAL) tem sido reconhecida como biomarcador precoce util, acurado, sensivel e
promissor para o diagndéstico da LRA em humanos e caes em fase inicial da doenga
e também na LTA descrita na DRC (SHEMIN; DWORKIN, 2011; LEE et al., 2012;
NABITY et al., 2012; AHN; HYUN, 2013; DAURE et al., 2013; SEGEV et al., 2013;
HSU et al., 2014a; STEINBACH et al., 2014; WATANABE et al., 2014; ROCHA et al.,
2015; CARVALHO; ALVES; VASCONCELLOS, 2016; PALM et al., 2016).

Ainda assim, os estudos para avaliar o papel dos novos biomarcadores na
DRC sao escassos. Embora ja existam pesquisas assertivas, muitas outras serao
necessarias tanto na medicina quanto na medicina veterinaria. Os estudos que
envolvem o biomarcador de lesao tubular, NGAL, vem sendo considerados como um
dos mais especificos e promissores na medicina. Na nefrologia veterinaria, os
primeiros resultados, divulgados na literatura cientifica — incluindo apresentagao de
resultados  preliminares do presente estudos (CARVALHO; ALVES;
VASCONCELLOS, 2016) — indicam a mesma performance para avaliagdo de caes
com LRA ou com LTA na DRC. Entretanto, apesar dos estudos ja realizados, ainda
nao ha valores de referéncia para o biomarcador. Assim, justifica-se o presente
estudo.

Nosso grupo de pesquisa coordenado pela professora Marileda Bonafim
Carvalho vem, durante anos, desenvolvendo diversas pesquisas em nefrologia

veterinaria com enfoque na DRC na espécie canina. Voltados para o foco de



explorar areas atuais do conhecimento, e obter novas informagdes uteis na medicina
veterinaria, atualmente, estamos alinhados a avaliagdo do biomarcador precoce de
lesdo tubular, NGAL, em pacientes com DRC em suas diversas fases de evolugao.
Por fim, temos por hipétese, que o biomarcador de lesdo tubular, NGAL,
possa de forma antecipada, em relacdo aos biomarcadores tradicionais, detectar
periodos de LTA que cursam com piora do quadro clinico de pacientes com DRC em

suas diversas fases.

Objetivos

Geral
Avaliar a excrecado urinaria de NGAL em cdes com DRC naturalmente

adquirida, com o propésito de identificar a ocorréncia de lesao tubular ativa

Especificos

1. Avaliar a relagao existente entre os valores de urinaria e de NGAL e a
progressao da DRC de acordo com o estadiamento proposto pela
International Renal Interest Society (IRIS staging of CKD - 2015)".

2. Avaliar a relacao existente entre a concentracdo sérica de NGAL e a
progressdo da DRC de acordo com o estadiamento proposto pela
International Renal Interest Society (IRIS staging of CKD - 2015).

3. Avaliar a possibilidade de que a excregao urinaria de NGAL possa sinalizar a
existéncia de lesao tubular ativa precocemente em relacdo ao biomarcador
tradicional em caes com DRC.

4. Avaliar as possiveis relagdes entre os resultados de NGAL e os dos demais

parametros rotineiramente avaliados em caes com DRC.

' http://www.iris-kidney.com/pdf/staging-of-ckd.pdf



2. REVISAO DE LITERATURA

A DRC, a enfermidade renal mais diagnosticada em cées e gatos (LEES,
2004, HALL et al., 2016), é caracterizada por anormalidades estruturais e funcionais,
presentes por no minimo trés meses, que culminam na redugao continua do numero
de néfrons funcionantes (POLZIN, 2011a). A doenga, irreversivel e progressiva, tem
como desfecho a insuficiéncia renal cronica (IRC) e, finalmente, faléncia renal
(POLZIN; OSBORNE; ROSS, 2005).

Pelo menos inicialmente, a redugao da fungdo renal € uma consequéncia da
doenga renal primaria (POLZIN, 2011a), que se origina em um dos quatro
componentes principais dos rins — glomérulos, tubulos, intersticio ou vasculatura
renal (LEES, 2004; GRAUER, 2005). Dentre as causas primarias de leséo renal,
envolvendo especificamente os glomérulos, sdo citadas glomerulopatia familial e,
mais frequentemente, as doencas infecciosas, parasitarias, inflamatorias,
metabdlicas e enddcrinas, além de neoplasias. Ja as lesbdes tubulo-intersticiais
podem ser parte das manifestagbes de algumas enfermidades infecciosas,
principalmente a leptospirose, doenga imunomediada ou, ainda, decorrer de reagdes
de hipersensibilidade a medicamentos (VADEN, 2005; VADEN; GRAUER, 2011;
CARVALHO, 2015).

Estudos indicam que a perda critica de massa funcional renal resulta,
invariavelmente, em lesdes e disfungdes dos néfrons remanescentes. Este processo
€ sugestivo de que a DRC pode progredir por meios que ja ndo dependem da causa
inicial (BRENNER; MEYER; HOSTETTER, 1982; HOSTETTER et al.,, 2001). E,
independentemente do alvo inicial das lesdes, os rins irdo destruir-se gradualmente,
por mecanismos que envolvem glomeruloesclerose, lesdes tubulo-intersticiais e
fibrose (BRENNER, 2002; HARRIS; NIELSON, 2006).

Atualmente, diversas pesquisas e revisoes de literatura tém sido realizadas
visando ao entendimento dos meios pelos quais a progressdo da DRC acontece
(EDDY; NEILSON, 2006; HARRIS; NIELSON, 2006; ASADA et al., 2011; SOUMA et
al., 2013; DUFFIELD, 2014; KRAMANN; TANAKA; HUMPHREYS, 2014). E grande
relevancia tem sido dada as lesdes do tubulo contornado proximal (DOI et al., 2013;
KUSABA et al.,, 2014; ENDO et al.,, 2015; KRAMANN et al., 2015; TAKAORI,
YANAGITA, 2016)



Os mecanismos patogénicos da DRC, que causam a destruicdo renal
progressiva, convergem para uma via tubulo-intersticial com expansao implacavel do
quadro de fibrose. A fibrose intersticial € um produto da interagcédo de varios fatores —
hiperfiltragcdo glomerular, proteinuria persistente, lesdo dos capilares peritubulares,
inflamacao e liberacdo local de substancias que perturbam as relagdes estrutura-
funcado entre os néfrons (EDDY; NEILSON, 2006).

Na DRC, assim como na LRA, sdo observados miofibroblastos de cicatrizacéo
responsaveis pelo quadro de fibrose apresentado. Entretanto, sua origem nao esta
totalmente elucidada (TAKAORI et al., 2015). Recentemente, Kramann et al. (2015)
demonstraram que pequena fracdo da populacdo de células que participam da
expressao do fator de crescimento beta derivado de plaquetas (PDGFRB+), prolifera
apos lesdes nos rins e outros 6rgaos e tem por fungdo gerar novos miofibroblastos.
Diversos estudos demonstraram que os fibroblastos residentes e pericitos
respondem ao microambiente formado, diferenciando-se em miofibroblastos (ASADA
etal., 2011; SOUMA et al., 2013; DUFFIELD, 2014; TAKAORI et al., 2015).

Embora a fibrose do parénquima renal se apresente como evento
caracteristico da DRC e, portanto, seja um sinalizador importante para o diagnostico
clinico, o processo causal permanece como o evento fisiopatolégico mais relevante.
O conhecimento ja existente revela parte dos diversos mecanismos que,
provavelmente, determinem o processo.

Primeiramente, o tipo de doenca renal que originou o estado de DRC pode
ser muito relevante para os mecanismos determinantes da progressédo das lesdes,
como pode ser o caso das glomerulopatias. Diversas pesquisas tém sido realizadas
para melhor entendimento de como a proteinuria glomerular pode estar relacionada
com a progressao da DRC (ISEKI et al., 2003; JACOB et al., 2005; ABBATE; ZOJA,;
REMUZZI, 2006).

As doengas glomerulares sdo uma das principais causas de DRC e
insuficiéncia renal em caes (McDOUGALL et al., 1986). Sua incidéncia, com ou sem
sinais clinicos é alta, tendo sido observada variacédo de 43% a 90% (ROUSE;
LEWIS, 1975; MULLER-PEDDINGHAUS; TRAUTWEIN, 1977). Caracteriza-se por
quadro severo de proteinuria que culmina com a progressdo da DRC para sua fase

terminal (HARRIS; NIELSON, 2006), tanto em humanos quanto em outros animais



(ISEKI et al., 2003; JACOB et al., 2005; SYME et al., 2006). Mas ainda ndo esta
claro se a proteinuria contribui para a piora do quadro ou se funciona unicamente
como um marcador de progressdo da lesao renal (POLZIN, 2011a). Em estudo
avaliando a relagdo entre proteinuria e progressao da doenga renal, Jacob et al.
(2005) observaram que animais com a razao proteina/creatinina urinaria (UP/C) 2
1,0, apresentavam maior risco de desenvolvimento de crises urémicas, progressao
da IRC e morte, reforgando a importancia da UP/C como ferramenta na avaliagao
prognostica de caes com IRC.

Evidéncias indicam que a proteinuria esta envolvida em lesdes nas células
mesangiais glomerulares e do TCP (FINCO et al.,, 1999). Para que isto ocorra,
diversos mecanismos sao propostos incluindo a toxicidade mesangial, sobrecarga
tubular, indugdo de moléculas pro-inflamatérias e toxicidade por proteinas
especificas, como a transferrina (BURTON; HARRIS, 1996; MEYER, 2003).

As lesdes das células mesangiais sao atribibuidas aos componentes de
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) ou aos seus produtos de oxidacdo, que
podem causar aumento da produgcdo de matriz mesangial, liberagdo de agentes
quimioatrativos para os mondcitos e aumento da geragao de fatores de crescimento
que levam a esclerose (FINCO et al., 1999; D"AMICO; BAZZI, 2003).

O excesso de proteina no filtrado glomerular, causa lesao tubulointersticial por
meio de uma cascata de eventos intracelulares (MEYER, 2003; JACOB et al., 2005).
Dentre os mecanismos desencadeantes, sdo propostos efeito téxico, mediado por
receptores, e sobrecarga lisossomal resultante da degradagéo de proteinas (FINCO
et al., 1999; POLZIN, 2011a).

As lesbes sao mediadas pela ativagao da transcricdo do Fator nuclear kappa
B (NF-kB) e da regulacdo de varios genes proé-inflamatérios e pro-fibrinédticos
(ABBATE; ZOJA; REMUZZI, 2006). Outro processo importante € mediado pelo Fator
de necrose tumoral- B (TGF-B), que na proteinuria esta diretamente ligado a
diferenciacao de células epiteliais tubulares em miofibroblastos (YANG; LIU, 2001) e
a sintese de matriz extracelular, um dos pontos chave no desenvolvimento da
fibrose renal (OKUDA et al., 1990). Outros mediadores das lesbes renais relatados
em resposta a proteinuria incluem o peptideo vasoconstritor endotelina-1 (ET-1), que

tem sua sintese induzida pelo excesso de proteinas como albumina, IgG e



transferrina (ZOJA et al.,, 1995; FINCO et al.,, 1999) e moléculas atrativas para
mondcitos/macrofagos, tais como a proteina quimioatrativa de mondcitos-1 (MCP-1)
e quimiocinas reguladas por ativagao e expressadas por células T normais (WANG
etal., 1997; ZOJA et al., 1998; SYME; ELLIOTT, 2011).

Além dos fatores de progressao inerentes ao tipo de lesdo renal que deu
origem a DRC, outras condigdes ou doengas renais podem se sobrepor. Por
conseguinte, deve ser enfatizado que durante a progressao da DRC, os pacientes
nao estardo isentos de sofrer lesdes novas em adigdo as que ja fazem parte do
processo. As causas mais frequentes de lesbes adicionais incluem alteragdes
imunomediadas, infecgbes sistémicas, infeccbes do trato urinario, nefrolitiases,
obstrugdes do trato urinario, reagdes a farmacos ou outras nefrotoxinas, hipertensao
sistémica e glomerular, hipoperfusdo renal cronica e amiloidose (POLZIN, 2011a).
Destaca-se nesse cenario, a ocorréncia de doenga renal aguda sobre a crdénica
(LIEBERTHAL; LEVINSKY, 1992; POLZIN; OSBORNE, 1995; COWGILL;
FRANCEY, 2005; GRAUER, 2007; CARVALHO, 2015).

Assim, o processo de evolugdo da DRC pode ser acelerado pela
sobreposicao de condigdes prejudiciais eventuais (MEYER, 2003; EDDY; NEILSON,
2006; ISHANI et al., 2011; DOI et al., 2013; TAKAORI; YANAGITA, 2016). Dentre
estas, grande atencao tem sido dada a LRA, que vem se apresentando como um
problema clinico impactante e cada vez mais comum em seres humanos e animais,
tanto como causa primaria de DRC, quanto como fator de agravamento da condi¢cao
cronica (ISHANI et al., 2011; THAKAR et al., 2011; GrGIC et al., 2012; DOI et al.,
2013; TAKAORI; YANAGITA, 2016). As consequéncias da LRA, para os pacientes
com DRC, dependem da gravidade das lesbes e da frequéncia dos episodios
(TAKAORI et al., 2015). Todavia, os mecanismos envolvidos ainda sdo pouco
definidos (ISHANI et al., 2011; TAKAORI; YANAGITA., 2016).

As células do tubulo contornado proximal (TCP), alvos mais frequentes da
LRA (GrGIC et al., 2012; DOI et al., 2013), podem se proliferar rapidamente para
reparacao tubular (KUSABA et al., 2014). Entretanto, a capacidade de regeneragao
pode ser insuficiente, o que resulta em encurtamento tubular, capacidade funcional

inferior a dos TPC sadios ou fibrose intersticial. A limitagdo da regeneragéao tubular



explica-se, em parte, pela associacdo de atividade apoptética intensa com
proliferagdo celular insuficiente (ENDO et al., 2015).

A perda de capilares peritubulares é outro achado comum apds a LRA.
Kramann, Tanaka e Humphreys (2014), em estudo experimental, compararam o
numero e tamanho dos capilares peritubulares apds quadro moderado ou grave de
LRA, revelaram que o numero de capilares diminui proporcionalmente ao grau da
lesdo. A perda dos capilares causa hipdxia, lesdo tubular, ativagdo de células
inflamatorias e fibroblastos, resultando em fibrose intersticial (TANAKA; TANAKA;
NANGAKU, 2014).

Apos estabelecimento de LRA, diversos tipos de células inflamatérias,
incluindo monécitos/macrofagos, invadem os rins e contribuem para a reparagao
tecidual (BONVENTRE; YANG, 2011; MENG; PATERSON; HY, 2014). Os
macrofagos sao células que tém papel central na leséo renal e reparagdo. Em
modelos animais, foram observados dois tipos de macrofagos que surgem em
diferentes periodos pés-lesdo. Macréfagos M1 que migram imediatamente e
produzem moléculas pré-inflamatérias e macrofagos M2, que surgem na fase de
recuperacdo da LRA e secretam citocinas proé-fibrindticas, que auxiliam na
proliferagdo celular e reparagdo do TCP na fase de resolugdo da LRA (LEE et al.,
2011). Entretanto, se houver quadro inflamatério persistente, ocorre fibrose tecidual
progressiva, o que caracteriza a DRC (MENG; PATERSON; HY, 2014).

As mudancas glomerulares apés LRA também ja foram foco de estudo.
Takaori et al. (2015) observaram que um episodio severo, mas unico de LRA, ndo
cursa com alteragdes estruturais nos glomérulos, mas quando persistentes, levam
ao desenvolvimento de esclerose glomerular.

Para a compreensdao dos possiveis efeitos dos eventos adicionais
(especificamente a proteinuria glomerular e a LRA) que podem promover ou agravar
0 processo de progressdo da DRC, a detecgéo de tal condigao é imperativa. Ambos
os eventos adicionais destacados comprometem primariamente os tubulos renais
(LIEBERTHAL; LEVINSKY, 1992; POLZIN; OSBORNE, 1995; COWGILL;
FRANCEY, 2005; GRAUER, 2007; CARVALHO, 2015). Portanto, os biomarcadores

de lesdo tubular podem constituir ferramentas essenciais para o diagnéstico.



Na pratica atual, os principais testes disponiveis para o diagnostico de DRC
em caes envolvem diversos achados clinicos e de exames complementares, dentre
0s quais destaca-se a concentragdo sérica de creatinina que € um biomarcador
tradicional. Embora a creatinina sérica seja empregada como biomarcador para o
estadiamento da DRC, segundo a classificacdo proposta pela IRIS, 2015, suas
concentragcdes s6 aumentam quando a perda de massa renal funcional renal soma
65% a 75% do parénquima (LEFEBVRE, 2011). Consequentemente, ha atraso
substancial na identificagdto da DRC e na adogdo de medidas precoces de
tratamento (GRAUER, 2005).

Os biomarcadores sdo moléculas fisioldégicas cuja concentracdo aumenta ou
diminui em determinados processos teciduais/organicos (ATKINSONS et al., 2001).
Com o propdsito de detectar lesédo renal, sua localizagdo e gravidade, estudos tém
sido elaborados para avalicdo de biomarcadores precoces de lesdo em humanos e
animais (PRICE, 2002; NABITY et al., 2012; ZHOU et al., 2014; GARG et al., 2015).

Os biomarcadores urinarios, dependendo da sua origem no rim, podem ser
especificos de um sitio ou refletir uma fungédo regional. Dentre esses podem ser
citadas proteinas circulantes de alto e baixo pesos moleculares, proteinas
lisossomais, enzimas da borda em escova do tubulo proximal, proteinas do tubulo
distal, proteinas estruturais glomerulares e prostandides (PRICE, 2002).

Enzimas urinarias e proteinas de baixo peso molecular podem ser utilizadas
como biomarcadores de lesao renal, pois sua excrecdo urinaria € precoce,
possibilitando a deteccdo de pequenas alteragdes que comprometam a funcao das
células tubulares. A presenca dessas substancias na urina pode decorrer de
extravasamento de enzimas/microproteinas contidas nas células epiteliais tubulares,
em quantidade proporcional a intensidade da lesdo, ou a incapacidade tubular de
reabsorcdo de substancias normalmente filtradas pelos glomerulares (VIANNA,
2006).

Dentre os diversos biomarcadores estudados, dentre eles, a NGAL tem
mostrado grande potencial para a avaliacdo precoce e sensivel de lesdes renais
(KUWABARA et al., 2009; SEGEV et al., 2013). Ha algum tempo essa glicoproteina
vem sendo utilizada em pesquisas na medicina (COWLAND; BORREGAARD, 1997;
MISHRA et al., 2004; OTTO et al., 2015; HELANOVA; SPNAR; PARENICA, 2014;
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GOLDSTEIN, 2015) e, mais recentemente, na medicina veterinaria (LEE et al., 2012;
AHN; HYUN, 2013; SEGEV et al.,, 2013; STEINBACH et al., 2014; ZHOU et al.,
2014; HSU et al., 2014b; CARVALHO; ALVES; VASCONCELLOQOS, 2016).

A NGAL, também conhecida como lipocalina-2, € uma glicoproteina de 25 kD,
da superfamilia das lipocalinas, composta de 178 aminoacidos, covalentemente
ligada a gelatinase em neutrofilos. A expressdo de NGAL ocorre em neutrofilos,
mondcitos, adipécitos e diversas células epiteliais (KJELDSEN et al., 1993;
FLOWER, 1996; DAURE et al., 2013; SEGEV et al.,, 2013; HSU et al., 2014b;
WATANABE et al.,, 2014; LIU et al., 2015). Em condi¢des fisioldgicas, baixa
expressao desta proteina € observada nas células do célon, pulmdes, traqueia,
utero, prostata, glandulas salivares, medula 6ssea, estbmago, figado e rins
(COWLAND; BORREGAARD, 1997; BONOMINI et al., 2010).

Nos rins, a NGAL é uma proteina intracelular presente nos epitélios dos
tubulos contornados proximal e distal, na alca de Henle e no duto coletor
(BONOMINI et al., 2010; SHEMIN; DWORKIN, 2011; PRESSLER, 2015). A NGAL ¢é
liberada pelos tubulos renais lesados (KUWABARA et al., 2009; VALLE et al., 2011;
NABITY et al., 2012) e, sua concentragdo urinaria, aumenta substancialmente, logo
nas fases inicias da lesdo (HSU et al., 2014a). Em quadros de LRA, esta enzima, ao
que tudo indica, age como um importante atenuador de apoptose e intensificador da
resposta proliferativa celular (MISHRA et al., 2004).

A molécula foi inicialmente purificada a partir de granulos de neutrofilos — dai
seu nome — durante quadros inflamatérios (KJELDSEN et al., 1993) e infecciosos,
nos quais parece atuar como componente importante da imunidade inata contra
infeccdes bacterianas (DAURE et al., 2013). Por ser um quelante sideroforo, a NGAL
tem acao bacteriostatica, uma vez que, tornando o ferro indisponivel, inviabiliza a
multiplicagdo dos microrganismos (DAURE et al., 2013; SEGEV et al., 2013).

A NGAL pode ser liberada no sangue e na urina em varias circunstancias
potencialmente prejudiciais aos rins (BONOMINI et al., 2010). Entretanto, os rins nao
sdo considerados fonte significativa de NGAL plasmatico. Em um estudo
experimental de isquemia renal unilateral, a NGAL ndo foi imediatamente
identificada na circulacdo ou na veia renal, mas estava presente no ureter do rim
isquémico (SCHMIDT et al., 2007).
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A NGAL plasmatica tem como origem diversos orgédos (COWLAND;
BORREGAARD, 1997). Por ser menor que a albumina, & facilmente filtrada pelos
glomérulos e reabsorvida pelos tubulos proximais (KUWABARA et al., 2009;
SHEMIN; DWORKIN, 2011). Consequentemente, sua concentragao € inversamente
proporcional a taxa de filtragdo glomerular (TFG); (BOLIGNANO et al., 2009;
NABITY et al.,2012). Assim, o aumento da sua concentragédo plasmatica € um bom
indicador de reducédo da filtracdo glomerular, desde que nao haja lesdo em outros
tecidos que possam lhe dar origem (SHEMIN; DWORKIN, 2011; AHN; HYUN, 2013).

A NGAL ¢ facilmente detectada na urina, pois ndo € degradada ou
metabolizada apds sua sintese e secregdo no lumen tubular (BONOMINI et al.,
2010; SHEMIN; DWORKIN, 2011). Fato este, que pode ser justificado, por sua
resisténcia as proteases (MISHRA et al.,, 2003). Fisiologicamente, a excregao
urinaria de NGAL, que se deve a uma infima secregao no ramo ascendente da alca
de Henle, € muito baixa (SHEMIN; DWORKIN, 2011). Entretanto, em condi¢des
patolégicas como sindrome nefrética, nefropatia diabética, nefropatia obstrutiva e
nefrite intersticial, a concentragdo urinaria do biomarcador pode aumentar
rapidamente em decorréncia de lesdo dos tubulos contornados proximal e distal, por
aumento da secreg¢ao tubular e diminuicdo da reabsorcdo da sNGAL filtrada
(KUWABARA et al., 2009).

Em caes, a NGAL ja foi alvo de experimentos envolvendo a avaliagao de
lesdes renais agudas e cronicas (AHN; HYUN, 2013; SEGEV et al., 2013; ZHOU et
al., 2014; HSU et al., 2014a), bem como para indicar a existéncia de LTA na DRC
(SHRESTHA et al., 2012; CARVALHO; ALVES; VASCONCELLOS, 2016).

Na atualidade, ainda sdo escassos os estudos que investigam a NGAL em
cdes com DRC naturalmente adquirida (NABITY et al., 2012; AHN; HYUN 2013;
HSU et al., 2014a; STEINBACH et al., 2014), e durante seu processo de progressao
(NABITY et al.,, 2012; HSU et al., 2014a), bem como sua relagdo com os quatro
estadios da classificagdo proposta pela International Renal Interest Society. Em um
dos poucos estudos, Ahn e Hyun (2013) observaram valores da NGAL sérica
(sNGAL) mais altos em pacientes nos ultimos estadios da DRC (3 e 4) comparados

aos valores de animais sadios.
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Estudos também ja avaliaram a relagdo entre o quadro proteinurico e a
producdo da uNGAL. Uma abundante eliminagao ja foi observada em pacientes com
sindrome nefrética e, por este motivo, sugere-se a possibilidade de que ocorra leséo
e mau funcionamento do TCP devido a sobrecarga de proteina (KUWABARA et al.,
2009). Em estudo recente, avaliando ratos pré-diabéticos, foram encontradas
concentragdes urinarias de NGAL significativamente maiores nos animais que se
tornaram albuminuricos (GARG et al., 2015).

Os resultados dos estudos ja realizados em caes com doenga renal compdem
um conjunto de dados ainda incipiente, mas apropriado para indicar qualidades do

NGAL com biomarcador precoce e sensivel para detecg¢ao de lesao tubular.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Laboratérios

O estudo foi realizado nas dependéncias do Laboratério de Nefrologia e
Urologia do Grupo de Pesquisa em Nefrologia e Urologia Veterinaria (GPNUV) do
Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias da Unesp — campus de Jaboticabal-SP; e do Laboratério de Patologia
Clinica Veterinaria, ambos localizados no Hospital Veterinario da Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias da Unesp — campus de Jaboticabal-SP. As
dosagens de NGAL foram realizadas nas dependéncias do Laboratério de Nutricdo e
Metabolismo, da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de SP,
sob responsabilidade do Prof. Dr. Alceu Afonso Jordao Junior.

3.2. Pacientes

Foram avaliados cdes adultos, sem restricdo quanto a raga ou ao género,
atendidos pelo Servico de Nefrologia e Urologia Veterinaria (SNUV) do
Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria - Hospital Veterinario “Governador
Laudo Natel”, da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da Universidade
Estadual Paulista, campus Jaboticabal (FCAV UNESP - Jaboticabal).

A utilizacdo dos animais para o presente estudo foi aprovada pela CEUA —
Comissao de Etica no Uso de Animais da mesma instituicdo, protocolo n° 11.144/16.
A inclusdo dos pacientes foi feita sob consentimento livre e esclarecido, de cada
proprietario.

3.2.1. Elegibilidade dos pacientes (critérios para inclusao).

Foram considerados elegiveis para o estudo, os pacientes aparentemente
sadios encaminhados para check-up ou avaliacdo antes de procedimentos eletivos
(ex. vacinagéao, castragao, plastica corretiva ou reparadora) que nao apresentassem
qualquer tipo de alteracdo aos exames de rotina (laboratoriais e de imagem).
Também foram considerados os pacientes em condicdo ou potencial para o
desenvolvimento de DRC. Esta categoria de pacientes em risco incluiu os que
apresentavam qualquer uma das doencgas ou condicées que sabidamente estio
relacionadas ao desenvolvimento de leséo renal crénica e progressiva (doenca renal

aguda, doenga extrarrenal que pode resultar em lesao nos rins ou idade avangada).



14

E os que apresentavam alteragdes clinicas e laboratoriais ou sinais sugestivos de
DRC, tais como densidade urinaria baixa sem causa extrarrenal identificavel,
alteracao renal detectada ao exame de imagem ou azotemia. Assim, nao havendo
indicios imediatos para exclusao, os pacientes foram considerados para inclusao no
estudo, a medida que deram entrada no SNUV.

3.2.2. Critérios de exclusao

Os critérios de exclusao dos pacientes foram (1) ocorréncias de complicagcbes
clinicas, (2) diagnéstico de cistite, (3) diagndstico clinico inconclusivo, (4) amostras
de sangue ou urina improprias para avaliacdo laboratorial sem a possibilidade de
nova coleta e (4) desisténcia do proprietario.

3.3. Avaliagao preliminar e constituicao dos grupos

De acordo com a abordagem semiolégica descrita por Carvalho (2014), as
avaliagdes clinicas e laboratoriais especificas para o estudo compreenderam (1)
resenha, historico e exame fisico geral e (2) avaliagéo clinica e laboratorial do trato
urinario, exame ultrassonografico e outros que foram indicados como
complementares ou para fins de diagndéstico diferencial. Resultados documentados
de exames ja realizados por outras areas de especialidades, como parte de check-
up, foram utilizados para a conclusao diagnostica de comorbidades.

No total, foram avaliados 235 pacientes, dos quais 26 eram sadios e 209 que
ja tinham ou estavam em risco de desenvolver DRC. Embora, na primeira
abordagem, todos tivessem sido considerados elegiveis para o estudo, houve
exclusodes.

Assim, foram incluidos neste estudo, 15 sadios (Sadio), 18 sob risco de
desenvolver DRC (Risco) e 54 com DRC 1, DRC 2; DRC 3 ou DRC-4, perfazendo
um total de 87 caes (Tab. 1).
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Tabela 1. Sumario da composigdo dos grupos de caes sadios (Sadio), sob risco de
desenvolver DRC (Risco) ou com doenga renal crénica (DRC) nos
diferentes estadios (/RIS staging of CKD - 2015).

Grupo n Caracteristicas

Sadio 15 Caes sadios

Risco 18 Pacientes em risco de desenvolver DRC (doenga renal aguda ou
recente, doenca extrarrenal que pode resultar em lesdo dos rins, e
idade avancgada).

DRC-1 6 Estadio 1 — n&do azotémico; creatinina sérica <1,4mg/dL; diminuigdo da
capacidade de concentrar a urina e existéncia de lesdes renais
cronicas.

DRC-2 11 Estadio 2 - azotemia renal leve; creatinina sérica 1,4 a 2,0mg/dL;
diminuicdo da capacidade de concentrar a urina e existéncia de lesdes
renais cronicas.

DRC-3 26 Estadio 3 - azotemia renal moderada; creatinina sérica 2,1 a 5,0mg/dL;
diminuicdo da capacidade de concentrar a urina e existéncia de lesdes
renais crénicas.

DRC-4 11 Estadio 4 - azotemia renal severa; creatinina sérica >5,0mg/dL;
diminuicdo da capacidade de concentrar a urina e existéncia de lesbes
renais cronicas.

3.4. Protocolo experimental

Sendo elegiveis para compor os grupos, os pacientes foram submetidos a
avaliacdo do trato urinario, incluindo aspectos anatdomicos e funcionais, direta ou
indiretamente relacionados. O rol de exames compreendeu: (1) anamnese, exame
fisico, afericdo da pressao arterial sistélica (PAS) e ultrassonografia do trato urinario;
(2) hemograma, urindlise, concentragdes séricas de ureia (sUr), creatinina (sCr),
sédio (sNa), potassio (sK), fosfato (sP) proteina total (sPt) e albumina (sAlb); (3)
excrecao fracionada de sodio (EFNa); (4) razado proteina/creatinina da urina (UP/C);
(5) determinacdes das concentragcbes de NGAL séricas (sNGAL) e urinarias
(UNGAL).

Inicialmente, os pacientes foram avaliados por meio de exames de rotina de
nefrologia e urologia como hemograma, urinalise, bioquimica sérica e urinaria,
pressao arterial sistélica e ultrassonografia do trato urinario.

Em fungdo de ndo estarem se alimentado, os caes considerados em crise
urémica passaram por todas as coletas de amostra no primeiro dia de avaliagao.
Esta conduta permitiu inicio imediato do tratamento de urgéncia. Quando indicado,

nos dias que se seguiram, foram feitos outros exames necessarios para completar,
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refinar ou confirmar o diagndstico, tanto da condi¢gdo renal, quanto de possivel
comorbidade.

No caso dos pacientes que estavam sendo alimentados regularmente,
procederam-se as coletas de sangue e urina apos jejum de 12 horas (sem restrigao
de agua). Assim, foi evitada a influéncia da alimentacdo sobre os parametros

analisados.

3.5. Metodologia das avaliagoes
3.5.1. Consideragoes sobre a obtencao e o preparo de amostras

Foram necessarios 6mL de sangue, obtidos por meio da puncdo de veia
jugular ou cefdlica, distribuidos em diferentes recipientes, para a realizacdo de
hemograma e analises bioquimicas, para a avaliagao inicial. Outros 3-5mL foram
coletados, para as analises pos jejum de 12 horas, quando necessario.

Para o hemograma foi utilizada uma aliquota de 2mL de sangue em tubo
contendo anticoagulante (acido etilenodiamino tetra-acético a 10% - EDTA). Os 4mL
restantes (em tubo sem anticoagulante) foram destinados as analises bioquimicas
(sUr, sCr, sNa, sK, sP, sPt e sAlb) e dosagem de sNGAL (para pacientes ja em
jejum), realizadas a partir de soro obtido por centrifugacao da amostra a 1800g por 5
minutos.

As amostras de urina (10-15mL) obtidas por cistocentese ou cateterizagao
transuretral, foram encaminhadas para realizagao imediata de urinalise. O excedente
de material (sobrenadante obtido por centrifugacao a 1800g por 5 min.) foi destinado
as dosagens bioquimicas (uCr, uPt, uNa) e dosagem de uNGAL (para pacientes ja
em jejum).

Amostras de soro e de sobrenadante de urina foram separadas em aliquotas
e estocadas a ~ 20°C, para eventual repeticado de exame bioquimico e a ~ 80°C para

as dosagens de NGAL.
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3.5.2. Analises laboratoriais
3.5.21. Hemograma
Os hemogramas foram realizados por método automatizado (contador
automatico COULTER® modelo ABC T8). Esfregacos sanguineos corados com
mistura de Metanol, May-Gruwald e Giemsa foram submetidos a microscopia Optica
comum para recontagem de plaquetas, contagem diferencial de leucécitos e
avaliagao de morfologia celular. As amostras foram processadas no periodo maximo
de uma hora apods a coleta.
3.5.2.2. Analises bioquimicas séricas e urinarias
Nas amostras de soro foram dosadas ureia (Método da Urease), creatinina
(Método Jaffé modificado), albumina (Método verde de Bromocresol), proteina total
(método do biureto) e fésforo (Método fosfomolibidato). Nas amostras de urina foram
dosadas creatinina (Método Jaffé modificado) e proteina (Método do vermelho de
pirogalol). As analises bioquimicas foram feitas com os conjuntos de reagentes do
sistema Labtest’* para diagndstico e para as leituras empregou-se
espectrofotdmetro® semi-automatico. As dosagens das concentragdes séricas e
urinarias de sodio foram feitas em aparelho automatico pelo método eletrodo ion-
seletivo?.
3.5.2.3. Avaliacao da proteinuria
A proteinuria foi estimada pela razao proteina/creatinina urinaria (UP/C), a
partir dos valores de concentracdo de creatinina e de proteina obtidos na mesma

amostra de urina, por meio da formula que se segue.

UPC = uProt/uCr

Onde:

UPC = razao proteina/creatinina urinaria
uProt = concentragao urinaria de proteina
uCr = concentracao urinaria de creatinina

2 LABTEST - Labtest Diagnéstica S.A., Lagoa Santa — MG.
* LABQUEST-Labtest Diagnostica S.A. — Lagoa Santa — MG.
* Roche - método de eletrodos fon- seletivo — AVL 9180. Campinas- SP.



18

3.5.2.4. Excregao Fracionada de Sédio (EFNa)
Os calculos da excregao fracionada de sodio foram obtidos a partir dos
valores das concentragcdes séricas e urinarias de creatinina e sodio, por meio da

férmula que se segue.

EFNa (%) = [(uNa x sCr)/(uCr x sNa)] x 100

Onde:

EFNa = excrecéao fracionada de sodio

uNa = concentracao urinaria de sodio (mEq/L)
sCr = concentragao sérica de creatinina (mg/dL)
uCr = concentragdo urinaria de creatinina (mg/dL)
3.52.5. E sNa= concentracdo sérica de sodio (mEg/L)

nsaio para dosagem da NGAL em amostras de soro e de urina
A NGAL foi mensurada usando kit especifico para cdes DOG NGAL ELISA®,
(ensaio tipo sanduiche; com duplicatas de amostras) de acordo com as
especificagcdes do fabricante. Ao final do processo, as placas de ELISA foram lidas
em leitor de microplaca SpectraMax M3° utilizando comprimento de onda de 450nm.

Os resultados obtidos foram expressados em pg/mL.

3.5.2.5.1. Ajuste da uNGAL de acordo com a concentragao urinaria

Para a avaliagdo dos resultados de uNGAL (pg/mL) e comparagao entre
individuos e entre os subgrupos, os dados originais foram ajustados em funcgéo da
concentracdo urinaria de cada paciente. Para tanto, foi calculado o fator de
concentracdo urinaria (FCU) de cada paciente, que indica quantas vezes o
ultrafiltrado foi concentrado até a formacdo da urina final, com base nas
concentragdes, inicial e final, de creatinina. Obteve-se, entdo, o valor ajustado pela
multiplicagdo de cada valor de uNGAL pelo respectivo FCU. Os calculos foram feitos
por meio da férmula que se segue (CARVALHO; ALVES; LEAL, 2016).

uNGAL.FCU (pg/mL) = uNGAL x (uCr / sCr)

Onde:
UNGAL.FCU = uNGAL ajustada pelo fator de concentragéo urinaria (FCU)

® BioPorto Diagnostics A/S-Grusbakken 8 DK-2820 Gentofte Denmark
6 SpectraMax M3 - Molecular Devices
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UNGAL = concentracao urinaria de NGAL (pg/mL)
uCr = concentragdo urinaria de creatinina (mg/mL)
sCr = concentragao sérica de creatinina (mg/mL)

3.6. Analise estatistica dos resultados

O estudo seguiu delineamento em blocos casualizados. Os resultados foram
avaliados por estatistica descritiva e por analise de variancia (One-way ANOVA)
para dados nao paramétricos (Kruskal-Wallis para a ANOVA e Dunn para a
comparagao multipla de médias). Para avaliar a distribuicido de género nos
diferentes grupos empregou-se anadlise de variancia (Two-way ANOVA) e
comparagao multipla de SidaK, assumindo auséncia de interagcdo entre os fatores
grupo e género. Para comparacgdes, eventuais, das médias de dois grupos, foi
utilizado o teste t ndo pareado e o teste F para comparacdo de variancias. Foi
adotado a=0,05, para todas as analises.

A analise dos resultados compreendeu duas etapas distintas. Primeiramente
foram analisados os dados do total de pacientes incluidos (87 caes), distribuidos em
seis grupos, de acordo com o diagndstico (15 sadios; 18 sob risco de desenvolver
DRC; 6 com DRC-1; 11 com DRC-2; 26 com DRC-3 e 11 com DRC-4). Na
sequéncia, foram discriminados os pacientes que apresentaram valores de
uNGAL.FCU >20000 pg/dL, com a finalidade de estudar o comportamento da
excrecao urinaria de NGAL na DRC. Para tanto, foram excluidos da segunda etapa
de andlises, os dados dos 18 pacientes em risco de desenvolver DRC. Apéds
redistribuicdo dos 69 pacientes restantes, constituiram-se trés grupos: 15 cées
sadios, 41 com DRC com uNGAL.FCU <20000 pg/dL e 13 com uNGAL.FCU >20000
pg/dL.

As anadlises estatisticas e graficos foram feitos por meio do GraphPad Prism
version 7.01 for Windows, GraphPad Software, La Jolla, California USA.
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4. RESULTADOS

Dentre os 87 pacientes incluidos no estudo, havia 47 machos e 40 fémeas
distribuidos, de acordo com o diagndstico, em seis grupos: 15 sadios; 18 em risco de
desenvolver DRC; 6 com DRC-1; 11 com DRC2; 26 com DRC-3; 11 com DRC-4
(Tabela 2). Nao houve efeito do fator grupo (P=0,2275) sobre a proporgao entre
machos e fémeas e nem efeito do fator género (P=0,5832) sobre os grupos.

Dos 87 céaes avaliados, 19 (21,8%) nao tinham raca definida (SRD) e 68 eram
de racas puras (25 ragas distintas). As variedades e distribuicdo de ragas, nos
diferentes grupos, estdo apresentadas na Tab. 2.

As anadlises dos dados de massa corporal ndo evidenciaram diferencgas
significativas entre os grupos, embora no conjunto tenham variado entre 2,7kg e
60kg (Tabela 3 e Figura 1).

As idades variaram de 1 ano a 16 anos e as médias dos grupos DRC 2 e
DRC 3 foram maiores (P= 0,0221; P= 0,0086, respectivamente) que a média dos
sadios (Tabela 3 e Figura 1).

Considerando os parametros que constituem o foco principal do estudo, os
resultados da primeira etapa de analises evidenciaram os perfis de distribuicido de
dados dentro de cada grupo (sadios, em risco de DRC ou com DRC 1, 2, 3 ou 4). Os
dados da estatistica estdo dispostos na Tab. 4 (sCr e sUreia), Tab. 5 (sP e UP/C),
Tab. 6 (DU e EFNa), Tab. 7 (UNGAL e uNGAL.FCU), Tab. 8 (sPt e sAlb), Tab. 9
(PAS e sNGAL), Tab. 10 (He e Ht) e Tab. 11 (Le e Ns).

As concentracdes de sCr e sUreia apresentaram o mesmo perfil de variagao;
as médias dos grupos DRC 3 e 4 foram significativamente maiores do que as dos
grupos Sadio, Risco e DRC 1, enquanto o grupo DRC 2 nao diferiu
significativamente dos demais (Figura 2 A e 2 B). A média de sFosfato do DRC4 néao
diferiu da média do DRC3, mas foi significativamente maior que as dos demais
grupos (Figura 2 C). Quanto a UP/C, as médias dos grupos DRC né&o diferiram
significativamente entre si, e foram todas significativamente maiores que a média do
grupo Sadio (Figura 2 D).

A densidade urinaria dos grupos DRC 3 e 4 tiveram médias significativamente

menores que as dos pacientes Sadios e em Risco, enquanto a média de EFNa do
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DRC 4 foi maior do que as dos pacientes sadios, em risco ou com DRC 1 e 2 (Figura
3Ae3B).

No ensaio para dosagem de NGAL, obteve-se curva padrao perfeitamente
ajustada (r’=1,000; EC50=896,1) e os coeficientes de variagdo intraensaio foram
apropriados (<10%) — NGAL sérico: CV=9,39%; NGAL urinario: CV=7,34%. O
biomarcador NGAL urinario, apresentado como valor original (UNGAL), teve as
médias dos grupos Risco e DRC 2, 3 e 4 significativamente maiores que as dos
pacientes sadios. Entretanto, quando ajustado pelo fator de concentragédo urinaria
(UNGAL.FCU), somente as médias dos grupos Risco e DRC 2 foram
significativamente maiores que a do grupo Sadio (Figura 3 C e 3 D). Os parametros
sPt, sAlb, PAS (Figura 4), leucécitos e neutréfilos segmentados (Figura 5), néo
apresentaram diferengas significativas entre as médias dos trés grupos. Mas, as
médias de sNGAL dos grupos DRC 3 e 4 foram significativamente maiores que as
dos pacientes sadios (Figura 4 A), assim como foi observado com as médias

relativas aos numeros de hemacias e aos valores de hematécrito (Figura 5 A e 5 B).

Tabela. 2. Caracteristicas fisicas dos 87 caes avaliados, distribuidos em seis grupos — sadios (S),
risco de doenga renal cronica (Risco) e doenga renal cronica nos quatro estadios (DRC 1,
DRC 2, DRC 3 e DRC 4 — IRIS staging of CKD - 2015).

Grupo S Risco DRC1 DRC2 DRC3 DRC4
(n) (15) (18) (6) (11) (26) (11)

Géneo M F M F M F M F F M F
(M (10) 5 (13 G M) G @ @®O (12 (14 @) &)

=

Racas

Cocker Spaniel 2 2 1
Bulldog Inglés 2 1
Schnauzer

Poodle 1 1 1
Lhasa Apso 1 2 1
Shih tzu 1

York Shire Terrier 1 2
Blue Hiller 1 2

Maltés

Boxer

American Pit Bull
Bull Terrier
Teckel

Dalmata

Beagle
Rottweiler
Bernese 1 1

Labrador 1 1
Bulldog francés 2
Golden Retriever 1

Sharpei 1

Dog Aleméao 1

Fox terrier brasileiro 1

American Bully 1

7

SRD 1 2 1 2 1 3 3 1 3
1
1

3

e Sl SN <

=S NN -
N
N
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M - macho; F — fémea; SRD — sem raga definida



Tabela. 3. Dados das analises (estatistica descritiva) da massa corporal e idade de 87 caes, distribuidos nos grupos: sadio
(S), risco de doenca renal cronica (Risco) e doenga renal crénica nos quatro estadios (DRC 1, DRC 2, DRC 3 e
DRC 4 — |RIS staging of CKD - 2015).

Massa corporal (kg)

Idade (anos)

Estatistica S  Risco DRC1 DRC2 DRC3 DRC4 S Risco DRC1 DRC2 DRC3 DRC4
Descritiva
n_ 15 18 6 11 26 11 5 18 6 11 26 11

Minimo 3,50 4,50 4,40 5,00 2,70 5,00 1 1 2 4 1 1
Percentil 25% 1100 775 965 630 613 555 2 3 5 8 6.5 2
Mediana 1930 2315 1900 960 1045 1250 4 8,5 8,5 10 125 7
Percentil 75% 25,00 30,93 32,90 19,50 19,88 20,46 6 9,3 12,3 14 13,3 13
Maximo 60,00 50,00 53,00 26,80 30,50 24,70 8 13 16 14 15 15
IC (95%) Inferior 13,05 15,12 4,48 8,10 9,59 7,54 3,09 5,07 3,72 7,81 7,71 3,78

Superior 3015 2813 399 1870 1648 1853 544 882 1362 1273 1183 1168
CV (%) 71,5 60,5 76,0 58,8 65,5 58,9 49,7 54 4 545 35,7 52,1 76,1
Média 21,60 21,63 22,17 13,40 13,04 13,04 4,27 6,94 8,67 10,27 9,77 7,73
Eropadriodamédia 399 308 688 238 167 243 055 089 193 110 100 177

IC: intervalo de confianga da mediana. CV: coeficiente de variagéo.
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Figura 1. Representagdo grafica dos resultados das andlises (Kruskal-Wallis com
teste de comparacdo multipla de Dunn e distribuicdo dos dados em
quartis, com mediana, maximo e minimo) dos parametros idade e massa
corporal de 87 caes sadios (Sadio), com doenca renal crénica (DRC*) ou
em risco de desenvolver DRC (Risco): 15 sadios;18 em Risco, 6 com
DRC1, 11 com DRC2, 26 com DRC3 e 11 com DRCA4. * IRIS staging of
CKD, 2015.
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Tabela 4. Dados referentes as analises das concentragbes séricas de creatinina (sCr) e de ureia (sUreia) de 87 céaes,
distribuidos nos grupos: sadio (S), risco de doenga renal cronica (Risco) e doenga renal crénica nos quatro

estadios (DRC 1, DRC 2, DRC 3 e DRC 4 — |RIS staging of CKD - 2015).

sCr (mg/dL) sUreia (mg/dL)
Estatistica . .
Descritiva S Risco DRC1 DRC2 DRC3 DRC4 S Risco DRC1 DRC2 DRC3 DRC4
n 15 18 6 11 26 11 15 18 6 11 26 11

Minimo 0,9 0,6 0,7 1,4 21 5,1 22,0 10,0 15,0 39,0 33,0 186,0
Percentil 25% 1,0 0,9 0,8 1,5 2,6 53 26,0 27,3 24,8 59,8 102,8 233,0
Mediana 1,2 1,4 1,1 1,7 2,8 7,0 38,0 40,5 31,0 77,5 148,0 297,0
Percentil 75% 1,3 1,6 1,2 1,7 3,9 7,8 42,0 50,8 61,5 90,5 192,8 336,0
Maximo 1,4 3,6 1,3 2,0 4,8 14,4 64,0 106,0 87,0 147,0 348,0 488,0
IC (95%) Inferior 1,0 1,1 0,8 1,5 2,8 5,6 29,8 32,0 13,8 59,3 124,5 2477

Superior 1, 1,7 1,3 1,8 3,5 9,2 42,8 59,6 67,9 103,5 182,3 362,6
CV (%) 16,8 48,0 23,4 11,2 24,9 36,6 32,4 60,7 63,1 38,0 46,6 28,0

IC: intervalo de confianga da mediana; CV: coeficiente de variagao.



Tabela 5. Dados referentes as analises das concentragdes sericas de fosfato (sP) e da razdo proteina/creatinina urinaria
(UP/C) de 87 caes distribuidos nos grupos: sadio (S), risco de doenga renal crénica (Risco) e doenga renal crénica
nos quatro estadios (DRC 1, DRC 2, DRC 3 e DRC 4 — |RIS staging of CKD - 2015).

sP (mg/dL) UP/C
EStat'?t.'ca S Risco DRC1 DRC2 DRC3 DRC 4 S Risco DRC1 DRC2 DRC3 DRC4
escritiva
n_ 15 18 6 11 26 11 15 18 6 11 26 11
Minimo 200 270 320 390 370 550 004 004 009 006 005 031
Percentil 25% 325 315 330 408 470  7.50 005 009 016 011 022 041
Mediana 430 395 390 435 530  9.00 007 024 056 048 074 070
Percentil 75% 495 440 480 585 680 1250 013 109 592 143 187 231
Maximo 570 830 520 670 1110 17.30 016 533 746 476 742 513
IC Inferior 320 320 320 400 500 _ 640 007 017 000 007 070 049
(95%) Superior 500 440 520 600 660 16.90 011 152 564 193 218 274
CV (%) 225 338 201 204 336 367 462 1611 1341 1385 1274 1035

IC: intervalo de confianga da mediana. CV: coeficiente de variagéo.
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Figura 2. Representagdo grafica dos resultados das andlises (Kruskal-Wallis com teste de
comparacao multipla de Dunn e distribuicdo dos dados em quartis, com mediana,
maximo e minimo) de parametros relativos as fungdes glomerulares de caes
sadios (Sadio), com doencga renal crénica (DRC*) ou em risco de desenvolver
DRC (Risco): 15 sadios;18 em Risco, 6 com DRC1, 11 com DRC2, 26 com DRC3
e 11 com DRC4. A. Concentragdo sérica de creatinina (sCr mg/dL). B.
Concentragao sérica de ureia (sUreia mg/dL). C. Concentracao sérica de fosfato
(sFosfato mg/dL). D. Razao proteina/creatinina urinaria (UP/C). * IRIS staging of
CKD, 2015.




Tabela 6. Dados referentes as analises da densidade urinaria (DU) e excrecéo fracionada de sodio (EFNa) de 87 cées
distribuidos nos grupos: sadio (S), risco de doencga renal crénica (Risco) e doenca renal crénica nos quatro

estadios (DRC 1, DRC 2, DRC 3 e DRC 4 — |RIS staging of CKD - 2015).

DU EFNa (%)

Estatistica Descritiva s Risco DRC DRC DRC DRC s Rsco DRC1 DRC DRC DRC
1 2 3 4 2 3 4

n_ 15 18 6 11 26 11 15 18 6 11 26 11

Minimo 1010 1,010 1.010 1010 1,005 1,005 002 004 020 003 024 079
Percentil 25% 1030 1019 1,010 1015 1.010 1,010 006 022 031 019 042 235
Mediana 1035 1033 1015 1020 1.010 1.010 011 051 057 037 139 305
Percentil 75% 1.045 1040 1026 1025 1015 1,010 028 0091 124 053 348 1094
Méximo 1.050 1045 1030 1030 1.030 1015 086 203 141 317 842 1338
C (95%) Inferior 1,028 1,024 1,009 1016 1,011 1,008 006 031 028 000 125 248
Superior 1,042 1036 1.026 1025 1015 1012 0.31 0.91 133 153 342 931

Coeficiente de variagao 12 12 08 06 05 02 1181 886 675 1507 1047 810

(%)

IC: intervalo de confianga da mediana.
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Tabela 7. Dados referentes as analises das concentragbes de NGAL* urinario (UNGAL) e NGAL urinario ajustado pelos
respectivos fatores de concentragao urinaria (UNGAL.FCU), de 87 céaes distribuidos nos grupos: sadio (S), risco de
doenca renal cronica (Risco) e doencga renal crénica nos quatro estadios ((DRC 1, DRC 2, DRC 3 e DRC 4 - IRIS

staging of CKD - 2015).

uNGAL (pg/mL)

uNGAL.FCU (pg/mL)

Estatistica

D ies S Risco DRC1 DRC2 DRC3 DRCH4 S Risco DRC 1 DRC2 DRC3 DRCH4
escritiva
n 15 18 6 11 26 11 15 18 6 11 26 11

Minimo 2,42 8,08 1,54 75,63 18,26 84,80 247 527 192 3545 515 516
Percentil 25% 4,17 30,50 8,00 129,00 148,30 418,60 922 3954 1139 7047 2929 2004
Mediana 11,7 82,34 281,40 323,20 363,20 541,70 2669 13830 19043 18828 6243 4147
Percentil 75% 2226 627,20 713,60 502,80 727,20 723,40 5651 61231 65320 34265 13127 7435
Maximo 69,39 871,00 965,20 614,20 940,80 951,40 13086 156910 111343 71948 73552 18489
IC Inferior 6,48 111,80 0,00 211,90 303,70 355,20 1846 13184 0,00 9019 6587 1844
(95%) Superior 26,08 43530 77550 456,80 548,10 700,90 6716 69616 74411 38796 22898 8665
CV (%) 108,7 118,9 109,1 54,5 71,1 48,7 102,7 137,1 123,6 87,1 137,0 96,0

* Lipocalina associada a gelatinase de neutrdfilos; IC: intervalo de confianga da mediana; CV: Coeficiente de variacao.
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Figura 3. Representagao grafica dos resultados das analises (Kruskal-Wallis com teste de
comparacao multipla de Dunn e distribuigdo dos dados em quartis, com mediana,
maximo e minimo) de paréametros relativos as fungdes tubulo-intersticiais de caes
sadios (Sadio), com doenga renal crénica (DRC*) ou em risco de desenvolver
DRC (Risco): 15 sadios;18 em Risco, 6 com DRC1, 11 com DRC2, 26 com DRC3
e 11 com DRCA4. A. Densidade urinaria. B. Excregao fracionada de sédio (EFNa).
C. Concentragao urinaria de NGAL** (uNGAL). D. Concentragéo urinaria de
NGAL ajustado pelo fator de concentragao urinaria (UNGAL.FCU). * IRIS staging of
CKD, 2015. ** Lipocalina associada a gelatinase de neutrdfilos.



Tabela 8. Dados referentes as analises das concentragbes séricas de proteina total (sPt) e albumina (sAlb), de 87 céaes,
distribuidos nos grupos: sadio (S), risco de doenga renal cronica (Risco) e doenga renal crénica nos quatro
estadios (DRC 1, DRC 2, DRC 3 e DRC 4 — |RIS staging of CKD - 2015).

sPt (mg/dL) sAlb (mg/dL)
Estatistica S Risco DRC1 DRC2 DRC3 DRC4 S Risco DRC1 DRC2 DRC3 DRC 4
Descritiva
n 15 18 6 11 26 11 15 18 6 11 26 11

Minimo 620 490 560 460 530 5860 268 211 264 251 154 131
Percentil 25% 640 700 598 648 610 580 277 256 270 252 249 179
Mediana 680 745 650 735 670 630 303 317 281 365 282  3.73
Percentil 75% 760 813 853 808 770 728 368 353 340 398 309 318
Maximo 940 940 890 950 1180 810 431 377 366 410 369 344
C (95%) Inferior  6.60 670 558 622 648 503 204 278 257 287 258 200

Superior 7.64 793 842 822 757 747 352 333 341 385 299 302
oV (%) 132 170 193 194 188 132 162 180 135 205 17.8 301

IC: intervalo de confianga da mediana. CV: Coeficiente de variagao
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Tabela 9. Dados referentes as analises da pressao arterial sistolica (PAS) e da concentragédo sérica de NGAL* (sNGAL) de
87 cées, distribuidos nos grupos: sadio (S), risco de doenga renal crénica (Risco) e doenga renal crénica nos

quatro estadios (DRC 1, DRC 2, DRC 3 e DRC 4 — |RIS staging of CKD - 2015).

PAS (mmHg) sSNGAL (pg/mL)

Estatistica s Risco DRC1 DRC2 DRC3 DRC4 Risco DRC1 DRC2 DRC3  DRC4
Descritiva

n 15 18 6 11 26 11 15 18 6 11 26 11
Minimo 110 100 140 120 100 100 36,71 37,47 2496 6487 66,34 179,60
Percentil 25% 125 120 140 140 135 120 80,83 64,03 48,37 87,65 141,70 260,10
Mediana 130 140 140 150 150 180 118,80 11890 111,80 17210 222,80 411,00
Percentil 75% 140 143 210 193 158 160 17920 216,20 190,70 211,20 307,50 586,20
Maximo 150 280 240 200 180 160 254,60 665,00 209,70 317,20 581,00 666,50
IC Inferior 126 122 114 139 135 122 93,12 82,63 3830 115550 19520 314,90
(95%) Superior 139 161 222 182 153 153 158,00 24300 194,60 22520 292,70 528,80
CV (%) 83 277 261 177 150 17,0 47,2 92,4 64,0 47,9 49,5 37.8

* Lipocalina associada a gelatinase de neutrdfilos; IC: intervalo de confianga da mediana; CV: Coeficiente de variagéo.
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Figura 4. Representagdo grafica dos resultados das andlises (Kruskal-Wallis com teste
de comparacao multipla de Dunn e distribuicdo dos dados em quartis, com
mediana, maximo e minimo) de parémetros relativos a aspectos sistémicos
implicados na doenga renal crénica (DRC*) de caes sadios (Sadio), com DRC
ou em risco de desenvolver DRC (Risco): 15 sadios;18 em Risco, 6 com
DRC1, 11 com DRC2, 26 com DRC3 e 11 com DRC4. A. Concentracao sérica
de proteinas totais (sPt). B. Concentragbes séricas de albumina (sAlb). C.
Pressao arterial sistolica (PAS). D. Concentragao sérica de NGAL** (sNGAL). *
* IRIS staging of CKD, 2015. ** Lipocalina associada a gelatinase de neutrofilos.



Tabela 10. Dados referentes as analises do numero de hemacias (He) e do valor de hematdcrito (Ht), de 87 céaes, distribuidos
nos grupos: sadio (S), risco de doenga renal cronica (Risco) e doenga renal crénica nos quatro estadios (DRC 1,
DRC 2, DRC 3 e DRC 4 — |IRIS staging of CKD - 2015).

He (cel/uL x 10°) Ht (%)
Estatistica S Risco DRC1 DRC2 DRC3 DRC4 S Risco DRC1 DRC2 DRC3 DRC4
Descritiva
n 15 18 6 11 26 11 15 18 6 11 26 11

Minimo 552 247 558 265 269 156 380 163 398 225 208 112
Percentil 25% 670 447 572 481 367 210 467 306 399 337 254 156
Mediana 697 621 631 520 449 333 491 438 419 384 311 221
Percentil 75% 756 701 756 727 593 6413 519 476 537 531 416 382
Maximo 888 789 774 852 801 665 604 557 553 565 540 428
C (95%) Inferior  6.64 495 558 463 436 273 462 340 379 334 304 191

Superior 7.62 657 749 692 549 526 523 454 527 485  37.8 347
oV (%) 123 283 140 295 286 472 113 289 156 274 271 431

IC: intervalo de confianga da mediana; CV Coeficiente de variagao.
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Tabela 11. Dados referentes as analises dos numeros de leucocitos (Le) e de neutréfilos segmentados (Ns), de 87 céaes
distribuidos nos grupos: sadio (S), risco de doenga renal crbnica (Risco) e doenga renal crénica nos quatro

estadios (DRC 1, DRC 2, DRC 3 e DRC 4 — |RIS staging of CKD - 2015).

Le (cel/uL x 10)

Ns (cel/uL x 10)

Estatistica S Risco DRC1 DRC2 DRC3 DRC4 S Risco DRC1 DRC2 DRC3 DRC4
Descritiva
n_ 15 18 6 11 26 11 15 18 6 11 26 11

Minimo 470 580 670 520 400  3.60 338 336 523 333 304 244
Percentil 25% 700 795 678 660 550 520 390 561 544 421 393 442
Mediana 845 915 890 890 760 670 650 709 666 741 514 495
Percentil 75% 1058 1190 1055 1210 1065  9.80 866 989 951 980 749 608
Maximo 1250 4040 1100 1910 2800 1920 2576 3434 1045 1662 2419 17.66
IC Inferior  7.27 740 678  6.94 709 526 454 559 504 515 522 351
(95%) Superior 1011 1501 1079 1224 1295 1118 1059 1231 953 1041 1043 931
CV (%) 283 684 218 412 724 536 723 756 294 503 823 674

IC: intervalo de confianga da mediana; CV: Coeficiente de variagao
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Figura 5. Representacdo grafica dos resultados das andlises (Kruskal-Wallis com teste de
comparagao multipla de Dunn e distribuicdo dos dados em quartis, com mediana,
maximo e minimo) de parametros hematoldégicos implicados na doenga renal
crbnica (DRC*) de céaes sadios (Sadio), com DRC ou em risco de desenvolver
DRC (Risco): 15 sadios;18 em Risco, 6 com DRC1, 11 com DRC2, 26 com
DRC3 e 11 com DRC4. A. Concentragdao de hemacias. B. Hematdcrito. C.
Concentracao total de leucécitos. D. Concentracdo de neutréfilos segmentados. *
* IRIS staging of CKD, 2015.
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Para a segunda etapa de analise dos dados, foram identificados os pacientes
com uNGAL.FCU >20.000 pg/mL. Para ilustrar o destaque destes casos, o grafico
com dados individuais de sCr, em ordem crescente dentro de cada grupo, e os
dados de uNGAL.FCU pareados, esta apresentado na Fig. 6. Foram encontrados
valores altos em sete (39%) dos 18 pacientes do grupo Risco, trés (50%) dos seis
pacientes com DRC 1, cinco (46%) dos 11 pacientes com DRC 2 e cinco (19%) dos
26 pacientes do DRC 3. Tendo em vista o objetivo de avaliar os possiveis casos de
lesao tubular ativa (LTA) manifestada em paciente com DRC (LTAprc), excluiram-se
os dados dos 18 pacientes do grupo Risco.

Foram mantidos os 15 pacientes do grupo de cées sadios e os 54 pacientes
com DRC, que foram separados em um grupo de 41 pacientes com uNGAL.FCU
<20.000 pg/mL (grupo DRC) e outro com os 13 pacientes com uNGAL.FCU >20.000
pg/mL (grupo LTAprc). O diagnéstico presuntivo de LTA foi baseado exclusivamente
nos valores de uNGAL.FCU dos pacientes com DRC.

Os resultados de estatistica descritiva e de ANOVA, considerando os trés
grupos (Sadio, DRC e LTAprc), estdo apresentados na Tab. 12 (UNGAL.FCU e
sNGAL), Tab. 13 (sCr e sUreia), Tab. 14 (DU e EFNa), Tab. 15 (PAS e UP/C), Tab.
16 (UNGAL e sP), Tab. 17 (sPt e sAlb), Tab. 18 (He e Ht) e Tab. 19 (Le e Ns).

Como pode ser observado na Fig. 7 A, que representa os parametros
principais para caracterizacdo dos diagndsticos (sadios e DRC), a média de
UNGAL.FCU do grupo LTAprc foi significativamente maior do que as dos outros dois
grupos; consequéncia obvia do fator determinante para a constituicdo dos grupos.
Mas, a comparagado das médias dos grupos S e DRC, entre si, revelou ndo haver
diferencga significativa entre elas, mesmo quando aplicado o teste t (P=0,289) e teste
F (P=0,704).

Quando considerada a sNGAL, as medias do DRC e LTAprc nao
apresentaram diferenga significativa entre si, mas ambas diferiram da média dos
sadios (Figura 7 A). As médias das concentragbes séricas de creatinina e ureia,
maiores no grupo DRC, apresentaram diferenca significativa em relagdo aos grupos
S e LTAprc (Figura 7 B).

A média de densidade urinaria, menor no grupo DRC, apresentou diferenca

significativa em relacao aos grupos S e LTAprc, que por sua vez nao diferiram entre
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si, de forma significativa. Do mesmo modo, se destacou a média de EFNa do grupo
DRC, que foi maior as dos outros dois grupos (Figura 7 C). Tanto a UP/C quanto a
PAS apresentaram médias significativamente maiores no grupo LTAprc, em relagao
ao grupo de pacientes sadios, mas nao diferiram de forma significativa em relagao
ao grupo DRC (Figura 7 D).

As concentragbes seéricas de fosfato foram maiores no grupo DRC, com
diferencga significativa entre sua média e as dos grupos S e LTAprc (Figura 8 A). Nao
houve diferenca significativa entre as médias de sPt e sAlb dos trés grupos (Figura 8
B). Tanto as médias de numero de hemacias quanto as de hematdcrito foram
significativamente maiores que as dos grupos DRC e LTAprc, que nao diferiram
entre si (Figura 8 C).

Embora nao tenha havido diferenga significativa entre as médias de numero
de leucdcito, a média de neutrofilos segmentados do grupo LTApgrc foi

significativamente maior que a média do grupo DRC (Figura 8 D).
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Figura 6. Representagao grafica da distribuigdo dos resultados de concentragéo sérica de
creatinina, dispostos em ordem crescente dentro de cada grupo (sCr - linha com
pontos laranja), e pareados com os respectivos valores de excregao urinaria de
NGAL* ajustado pelo fator de concentragéo urinaria (UNGAL.FCU - pontos verdes
e tridngulos), de caes sadios (Sadio), em risco de desenvolver DRC** (Risco) ou
com DRC. Os valores de uNGAL.FCU >20.000 pg/mL estdao destacados por
tridangulos (roxo para pacientes em risco e vermelho para os com DRC). *
Lipocalina associada a gelatinase de neutréfilos. ** DRC 1, 2, 3 e 4 - IRIS staging of
CKD, 2015.
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Tabela 12. Dados referentes as analises das concentracbes de NGAL* urinario
(UNGAL) ajustadas pelos respectivos fatores de concentragc&do urinaria
(UNGAL.FCU), e do NGAL sérico (sNGAL), de 69 caes, referentes aos
grupos: sadio (S), doenca renal cronica (DRC) e lesédo tubular ativa
sobreposta & DRC (LTAprc).

uNGAL.FCU (pg/mL) sNGAL (pg/mL)
Estatistica Descritiva S DRC LTApgrc S DRC LTAprc
n 15 41 13 15 41 13
Minimo 247 192 20738 37 25 65
Percentil 25% 922 2024 31863 81 138 159
Mediana 2669 4478 44071 119 205 211
Percentil 75% 5651 8041 65334 179 375 304
Maximo 13086 18489 101343 255 667 434
. o Min. 1846 4465 35429 93 205 172
ICdamediana (95%)  \io. 716 7380 63291 159 309 295
ANOVA (0=5%) Signif. Valor de P Signif. Valor de P
Kruskal-Wallis rk <0,0001 o 0,0043
Comparacgao multipla de Dunn
S vs DRC ns >0,9999 ** 0,0053
S vs LTApkre hk <0,0001 * 0,0211
DRC vs LTAprc il <0,0001 ns >0,9999

* Lipocalina associada a gelatinase de neutréfilos; IC intervalo de confianga.

Tabela 13. Dados referentes as analises das concentragdes séricas de creatinina
(sCr) e de ureia (sUreia), de 69 cées, referentes aos grupos: sadio (S),
doenca renal crénica (DRC) e lesao tubular ativa sobreposta a DRC

(LTApRrc).
sCr (mg/dL) sUreia
Estatistica Descritiva S DRC LTApgre S DRC LTAprc
n 15 41 13 15 41 13
Minimo 0,9 0,7 0,8 22 15 28
Percentil 25% 1,0 2,4 1,4 26 120 37
Mediana 1,2 3,5 1,7 38 164 59
Percentil 75% 1,3 5,1 2,2 42 246 77
Maximo 1,4 14,4 2,6 64 488 111
, o Min. 1,0 3,2 1,4 30 158 45
IC damediana (95%)  \;ay 13 49 21 43 224 74
ANOVA (0=5%) Signif. Valor de P Signif. Valor de P
Kruskal-Wallis ok <0,0001 il <0,0001
Comparacao multipla de Dunn
S vs DRC rEE <0,0001 E <0,0001
S vs LTApre ns 0,2367 ns 0,5513
DRC vs LTAprc ** 0,0029 b 0,0003

IC: intervalo de confianga; Signif.: variagdo das medianas.
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Tabela 14. Dados referentes as analises de densidade urinaria (DU) e excrecao
fracionadas de sodio (EFNa), de 69 caes, referentes aos grupos: sadio
(S), doenga renal crbénica (DRC) e lesao tubular ativa sobreposta a DRC

(LTApRre).
DU EFNa (%)
Estatistica Descritiva S DRC LTApgre S DRC LTAprc
n 15 41 13 15 41 13
Minimo 1,010 1,005 1,010 0,02 0,24 0,03
Percentil 25% 1,030 1,010 1,015 0,06 0,79 0,20
Mediana 1,035 1,010 1,020 0,11 2,23 0,31
Percentil 75% 1,045 1,015 1,025 0,28 4,51 0,40
Maximo 1,050 1,030 1,030 0,86 13,38 1,38
. 0 Min. 1,028 1,011 1,016 0,06 2,15 0,14
ICdamediana (95%)  \iax 1042 1014 1024 032 464 062
ANOVA (0=5%) Signif. Valor de P Signif. Valor de P
Kruskal-Wallis rEE <0,0001 FrEE <0,0001
Comparacgao multipla de Dunn
S vs DRC e <0,0001 ok <0,0001
S vs LTApre ns 0,1241 ns 0,8699
DRC vs LTAprc * 0,0117 FHE 0,0003

IC: intervalo de confianga; Signif.: variagdo das medianas.

Tabela 15. Dados referentes as analises dos valores de pressao arterial sistélica
(PAS) e das razdes proteina/creatinina urinaria (UP/C), de 69 caes,
referentes aos grupos: sadio (S), doenga renal crénica (DRC) e lesao
tubular ativa sobreposta & DRC (LTAprc).

PAS (mmHg) UP/C
Estatistica Descritiva S DRC LTApre S DRC LTApre
n 15 41 13 15 41 13
Minimo 110 100 100 0,04 0,05 0,06
Percentil 25% 125 130 140 0,05 0,23 0,35
Mediana 130 140 160 0,07 0,66 1,29
Percentil 75% 140 155 185 0,13 1,54 6,01
Maximo 150 200 240 0,16 5,13 7,15
. o Min. 126 136 140 0,07 0,70 0,96
IC da mediana (95%) 1, 139 150 191 011 151 4,41
ANOVA (a=5%) Signif. Valor de P Signif. Valor de P
Kruskal-Wallis ** 0,0075 ok <0,0001
Comparagao multipla de Dunn
S vs DRC ns 0,0986 rk <0,0001
S vs LTApkre * 0,0057 rEE <0,0001
DRC vs LTAprc ns 0,2547 ns 0,6559

IC: intervalo de confianga; Signif.: variagdo das medianas.
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Figura 7. Representagdo gréfica dos resultados das analises (Kruskal-Wallis com teste de

comparacao multipla de Dunn e distribuicido dos dados em quartis, com mediana,
maximo e minimo) de parametros, direta ou indiretamente, implicados na doenca
renal crénica (DRC) de caes sadios ou com DRC: 15 sadios (S), 41 com DRC e
outros 13 com DRC e sinal de lesao tubular ativa (LTAprc) presumida em fungao
da intensidade da excrecdo urinaria de NGAL* (UNGAL.FCU >20000 pg/mL). A.
Concentragbes de NGAL wurinaria e sérica (UNGAL.FCU e sNGAL,
respetivamente). B. Concentragdes séricas de creatinina (sCr) e ureia (sUreia).
C. Densidade urinaria (DU) e excregao fracionada de sédio (EFNa). D. Razao
proteina/creatinina urinaria (UP/C) e pressao arterial sistdlica (PAS). * Lipocalina
associada a gelatinase de neutrofilos.
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Tabela 16. Dados referentes as analises das concentragdes urinarias de NGAL e
concentragéo sérica de fosfato (sP), de 69 céaes, referentes aos grupos:
sadio (S), doenca renal cronica (DRC) e lesao tubular ativa sobreposta

a DRC (LTAorc).

uNGAL (pg/mL) sP
Estatistica Descritiva S DRC LTApgre S DRC LTApgre
15 41 13 15 41 13
Minimo 2,42 1,54 129,00 2,9 3,7 3,2
Percentil 25% 4,17 100,80 446,20 3,3 4.9 4.1
Mediana 11,70 317,10 614,20 4,3 6,0 4,6
Percentil 75% 22,26 542,70 838,40 5,0 8,9 52
Maximo 69,39 951,40 965,20 5,7 17,3 6,7
. o Min. 6,48 272,90 470,60 3,6 6,1 4.1
IC da mediana (95%) . 26,08 440,90 774,90 4,7 8,3 5,2
ANOVA (0=5%) Signif. Valor de P Signif. Valor de P
Kruskal-Wallis il <0,0001 il <0,0001
Comparacgao multipla de Dunn
Svs DRC rHE <0,0001 FHE 0,0003
S vs LTApre rHE <0,0001 ns >0,9999
DRC vs LTAprc ns 0,0543 * 0,0149

IC: intervalo de confianga; Signif.: variagdo das medianas.

Tabela 17. Dados referentes as analises das concentragdes séricas de proteina
total (sPt) e albumina (sAlb), de 69 caes, referentes aos grupos: sadio
(S), doenga renal cronica (DRC) e lesdo tubular ativa sobreposta a

DRC (LTAprc).

sPt (g/L) sAlb (g/L)
Estatistica Descritiva S DRC LTApre S DRC LTAprc
15 41 13 15 41 13
Minimo 6,2 5,3 4,6 2,7 1,3 1,5
Percentil 25% 6,4 6,1 6,0 2,8 2,5 2,4
Mediana 6,8 6,7 7,0 3,0 2,9 2,8
Percentil 75% 7,6 7,8 7,8 3,7 3,2 3,8
Maximo 9,4 11,8 8,4 4,3 4,0 4,1
o Min. 6,6 6,6 6,1 29 2,7 2,4
IC (95%) Max. 76 15 15 35 30 34
ANOVA (a=5%) Signif. Valor de P Signif. Valor de P
Kruskal-Wallis ns 0,7054 ns 0,1493
Comparagao multipla de Dunn
Svs DRC ns >0,9999 ns 0,1689
S vs LTAprc ns >0,9999 ns 0,4715
DRC vs LTAprc ns >0,9999 ns >0,9999

IC: intervalo de confianga.
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Tabela 18. Dados referentes as analises dos numeros de hemacias (He) e do
hematocrito (Ht), de 69 céaes, referentes aos grupos: sadio (S), doenga
renal cronica (DRC) e lesao tubular ativa sobreposta a DRC (LTAprc).

He (cel/uL x 10°) Ht (%)
Estatistica Descritiva S DRC LTApgre S DRC LTApre
n 15 41 13 15 41 13
Minimo 5,52 1,53 3,35 38 11 25
Percentil 25% 6,70 3,54 4,33 47 25 31
Mediana 6,97 5,36 5,10 49 36 38
Percentil 75% 7,56 6,53 6,23 52 43 41
Maximo 8,88 8,01 8,52 60 57 56
. o Min. 6,64 4,44 4,52 46 31 32
IC da mediana (95%) s,y 762 557 6,18 52 39 42
ANOVA (0=5%) Signif. Valor de P Signif. Valor de P
Kruskal-Wallis Frx 0,0001 o 0,0002
Comparacgao multipla de Dunn
Svs DRC wrE 0,0001 o 0,0001
S vs LTApre b 0,0061 > 0,0093
DRC vs LTAprc ns >(0,9999 ns >0,9999

IC: intervalo de confianga; Signif.: variagdo das medianas.

Tabela 19. Dados referentes as analises dos numeros de leucdcitos (Le) e
neutrofilos segmentados (Ns), de 69 caes, referentes aos grupos: sadio
(S), doenca renal cronica (DRC) e lesao tubular ativa sobreposta a DRC

(LTApRrc).
Le (cel/uL x 107) Ns (cel/uL x 107)
Estatistica Descritiva S DRC LTAprc S DRC LTAprc
n 15 41 13 15 41 13
Minimo 4,7 3,6 4,7 3,4 24 3,9
Percentil 25% 7,0 5,6 7,3 3,9 43 57
Mediana 8,5 7,5 9,5 6,1 5,1 7.7
Percentil 75% 10,6 9,6 16,0 8,4 6,8 14,2
Maximo 12,5 27,8 28,0 10,6 24,2 241
. o Min. 7,3 7,0 7,7 5,0 5,2 6,4
IC damediana (95%) ;. 101 100 17,0 76 80 144
ANOVA (0=5%) Signif. Valor de P Signif. Valor de P
Kruskal-Wallis ns 0,1006 * 0,0351
Comparacao multipla de Dunn
S vs DRC ns 0,9506 ns >0,9999
S vs LTApre ns >0,9999 ns 0,3366
DRC vs LTAprc ns 0,1115 * 0,0290

IC: intervalo de confianga; Signif.: variagdo das medianas.
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Figura 8. Representagao grafica dos resultados das andlises (Kruskal-Wallis com teste de
comparacao multipla de Dunn e distribuicdo dos dados em quartis, com mediana,
maximo e minimo) de parametros, direta ou indiretamente, implicados na doenca
renal crénica (DRC) de caes sadios ou com DRC: 15 sadios (S), 41 com DRC e
outros 13 com DRC e sinal de lesao tubular ativa (LTAprc) presumida em funcéo
da intensidade da excregao urinaria de NGAL* (uUNGAL.FCU >20000 pg/mL). A.
Concentragcbes de NGAL urinaria (UNGAL) e de fosfato sérico (sP).
Concentragbes séricas de proteina total (sPt) e albumina (sAlb). C. Numero de

hemacias e valor de hematocrito. D. Numeros de

segmentado. * Lipocalina associada a gelatinase de neutrofilos.

B.

leucocito e neutrdfilo
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5. DISCUSSAO

As caracteristicas dos animais incluidos neste estudo n&o foram controladas,
uma vez que se seguiu delineamento em blocos casualizados. Houve semelhancga
entre 0 numero total de machos (47) e o de fémeas (40), além de nao ter sido
detectado efeito da condig¢ao clinica (fator grupo) sobre a distribuicado de género nos
seis grupos. A preponderancia relativa de caes SRD (21,8%) sobre as ragas puras,
que somaram 25, refletem a subpopulacédo canina atendida no local onde o estudo
foi desenvolvido. Como consta da literatura, a DRC acomete os caes
independentemente do género ou da raga (POLZIN; OSBORNE; ROSS, 2005).

No conjunto, a variagdo de massa corporal foi marcante (2,7 kg a 60 kg), mas
nao houve diferenga significativa entre os grupos. A grande variagcdo de massa
corporal observada deveu-se as caracteristicas proprias das ragas, que incluiram
desde caes miniatura até caes de racas gigantes. Embora a avaliagdo da condigao
corporal n&do tenha sido objeto de analise estatistica no presente estudo, foram
diagnosticadas perdas de massa corporal em pacientes com DRC mais avangada.
Esses pacientes, além da perda por desidratagao crénica, perdem massa muscular
em decorréncia de hipercatabolismo (POLZIN, 2011b). Acredita-se que possivel
interacao entre fatores raciais e perda de massa corporal decorrente da DRC tenha
contribuido para a distribuicdo semelhante, deste parametro, dentre os grupos de
pacientes em risco e doentes renais cronicos.

Quanto a idade, os pacientes tinham entre 1 a 16. Entretanto, a idade maxima
observada no grupo de cdes sadios foi 8 anos, enquanto a dos cdes em Risco ou
com DRC, atingiu o dobro (16 anos). Embora as médias de idade dos grupos DRC 3
e 4 tenham sido significativamente maiores que a média dos sadios, foi registrado
paciente com 1 ano de idade nos trés grupos. Os perfis etarios observados sao
condizentes com a afirmacédo de que a DRC é uma doenca de animais idosos, mas
ocorre com frequéncia varidvel em caes de todas as idades (BROWN, 2007;
POLZIN, 2011b).

No presente estudo todos os dados coletados foram obtidos por meio de
avaliacdo clinica e exames complementares minimamente invasivos. Assim, 0s

diagnosticos foram baseados no histérico, exame fisico, resultados de patologia
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clinica e diagnostico por imagem, além de monitoramento clinico dos doentes, como
ocorre na rotina clinica veterinaria e na medicina. A inclusdo de um grupo de
pacientes em risco de desenvolver DRC, que exigiram monitoramento prolongado,
favoreceu nao so6 a obtencao de dados peculiares a esta categoria, como também a
possibilidade de detectar pacientes DRC 1 e tracar o diferencial entre doenca renal
aguda e DRC em estadios azotémicos. O conjunto de dados apresentados, que
incluiram os 87 pacientes (primeira etapa de avaliagcdo) mostra resultados que
testemunham a adequacdo dos diagndsticos clinicos em conformidade com o
descrito na literatura (FINCO et al., 1995; POLZIN; OSBORNE, 1995; FINCO et al.,
1999; POLZIN; OSBORNE; ROSS, 2005; EDDY; NEILSON, 2006; BURANAKARL et
al., 2007; MCGROTTY, 2008; CORTADELLAS et al., 2010; POLZIN, 2011a; POLZIN,
2011b; PRESSLER, 2015). Em adicdo, o conjunto de dados possibilitou a
distribuicdo dos pacientes nos grupos denominados Risco, DRC 1, DRC 2, DRC 3 e
DRC 4, de acordo com os preceitos estabelecidos pela IRIS staging of CKD (2015).
Os resultados das analises dos parametros basicos para os diagnosticos
clinicos e estadiamento da DRC (sCr, sUreia, DU, EFNa) e os que evidenciam a
progressao, as complicagdes e os agravamentos da DRC (UP/C, sP, PAS, He, Ht,
Le, Ns, sPt, sAlb) apresentaram os perfis esperados. Considerando as condigdes
clinicas, no sentido que parte dos pacientes sadios em direcdo a condicao de maior
gravidade (DRC 4), as concentracbes séricas de creatinina, ureia, fosfato, assim
como a EFNa resultaram em valores crescentes, enquanto os parametros DU, He e
Ht decresceram gradativamente. Contudo, os valores de UP/C, sPt, sAlb e PAS nao
apresentaram variagbes significativas ou variaram de forma, aparentemente,
aleatdria, ou seja, independente do sequenciamento dos grupos (dos pacientes
sadios em diregdo a condicdo de maior gravidade). Estes achados refletem a
inclusao tanto de pacientes com doenca renal predominantemente tubulointersticial,
quanto pacientes com doencas glomerulares. A proteinuria constatada da doenga
tabulointersticial €, comumente de baixa intensidade, enquanto as glomerulopatias
crbnicas sao caracterizadas por proteinuria moderada ou grave (McDOUGALL et al.
1986; FINCO; BROWN, 1995; VADEN, 2005; VADEN; GRAUER, 2011). Nos casos
de perda intensa e persistente de proteinas por via urinaria (UP/C >2), pode haver

diminuicdo acentuada das concentragdes séricas de albumina, acompanhada ou
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nao por diminuicdo da concentragdao sérica de proteina total e, frequentemente,
ocorre hipertensao arterial sistémica (BARTGES; WILLIS; POLZIN, 1996; D'AMICO;
BAZZI, 2003; SYME; ELLIOTT, 2011; VADEN; GRAUER, 2011).

As médias de excrecao urinaria de NGAL foram maiores nos grupos Risco e
DRC 2, 3 e 4 em comparagdo com a meédia dos pacientes sadios, como ja
observado em estudos anteriores (NABITY et al., 2012; AHN; HYUN, 2013; HSU et
al.,, 2014a; STEINBACH et al, 2014). Quando consideradas as médias de
UNGAL.FCU (valores ajustados pelo fator de concentragéo urinaria), observou-se o
mesmo comportamento da uNGAL (ndo ajustada) com relacdo a diferencga
significativa entre o grupo de caes sadios e o em risco. Entretanto, houve declinio
gradativo das médias dos grupos DRC (Figura 3 C e 3 D). Mas as médias de sNGAL
dos pacientes em risco ou com DRC aumentaram gradativamente culminando com
meédias significativamente maiores do que a dos pacientes sadios (Figura 4 D). Estes
achados relativos as concentracdes de sNGAL e ao uNGAL.FCU, sem precedentes
na literatura, impulsionaram a decisao de realizar nova analise estatistica dos dados,
apo6s a separacao dos pacientes com DRC em dois grupos com base nos valores de
uNGAL.FCU, como ja descrito.

Nos ultimos anos foram realizados diversos estudos, de interesse médico e
veterinario, sobre a ocorréncia e detec¢ao de lesdo renal aguda em pacientes com
DRC (DOI et al. 2013; STEINBACH et al., 2014; TANAKA; TANAKA; NANGAKU,
2014; TAKAORI; YANAGITA, 2016) tema ja conhecido na nefrologia e abordado em
diversos textos.

A doenca renal aguda sobre a cronica e as lesdes decorrentes da proteinuria
glomerular podem contribuir para a progressdo da DRC (LIEBERTHAL; LEVINSKY,
1992; POLZIN; OSBORNE, 1995; COWGILL; FRANCEY, 2005; GRAUER, 2007;
CARVALHO, 2015). Em ambos os casos, os tubulos sdo alvo das lesbes, e a
renovacao do interesse pelos biomarcadores, tem destacado a aplicabilidade do
NGAL como molécula espécie-especifica para sinalizacdo de lesado tubular aguda
(ATKINSONS et al.,, 2001; MISHRA et al. 2003; BOLIGNANO et al.,, 2009;
BONOMINI et al., 2010; DEVARAJAN, 2011; LEE et al., 2012; SEGEV et al., 2013;
HELANOVA; SPINAR; PARENICA, 2014; HSU et al. 2014b; WATANABE et al.,
2014; ZHOU et al., 2014; DEDE et al. 2015; GARG et al., 2015; PALM et al., 2016).
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O estudo conduzido por Nabity et al. (2012) teve como ponto alto a avaliagao
dos biomarcadores convencionais em associacdo com novos biomarcadores e
bidépsia renal seriada. Como destaque, os autores observaram correspondéncia
entre os achados histopatolégicos e os testes de fungdo renal, incluindo os
biomarcadores novos, dentre estes a UNGAL que refletiu, de forma nao invasiva, as
lesbes observadas.

Com base neste conjunto de informacdes ja fundamentadas, admitiu-se no
presente estudo que os 13 pacientes DRC com concentragbes de uNGAL.FCU,
destacadamente elevadas, apresentavam processo de lesao tubular ativa. Nesta
acepcao, admitiu-se o diagnostico presuntivo de les&o tubular ativa, pois n&o foram
realizadas bidpsias renais. Assim, foi constituido o grupo LTAprc, como um tipo
diferenciado de doentes renais crénicos.

Até o presente momento, ndo foram estabelecidos valores referenciais para o
UNGAL ou mesmo qualquer tipo de padronizacdo para orientar minimamente os
pesquisadores. Os poucos estudos publicados sao divergentes quanto a unidade de
concentracao utilizada e o tipo de ajuste matematico de a ser feito, quando julgado
pertinente. Consequentemente, ndo ha numero de observacdes suficientes para
elaboracao de ponto de corte para tragar um possivel intervalo de variagao normal.

A analise dos dados de NGAL urinario do grupo de caes sadios, obtidos neste
estudo (Tabela 7), revelou CV = 108,7% para o uNGAL e CV = 102,7% para o
UNGAL.FCU. As variagdes amplas sdo esperadas para varios marcadores de fungao
tubular (ex. EFNa dos caes sadios teve CV = 118,1% - Tabela 6). Portanto, optou-se
pela identificacdo dos valores destacados do conjunto, por meio de observagéo do
comportamento do conjunto de dados e por analise estatistica para identificacdo de
outliers.

Os resultados das analises trouxeram informacdes adicionais relevantes para
corroborar hipéteses ja existentes sobre a fisiopatologia envolvida na progresséo da
DRC. Com a separacao dos pacientes LTAprc, houve destaque para a proteinuria e
PAS, elevadas neste grupo, apesar de nao ter havido diferenca significativa em
relacdo as médias do grupo DRC (Figura 7 D). Nabity et al. (2012) observaram
correlagdo significativa entre achados histopatolégicos e a UP/C em estudo

longitudinal prospectivo de caes com glomerulopatia hereditaria. Como esperado, as
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lesbes glomerulares ocorreram antes das lesdes tubulo intersticiais nos caes
estudados, indicando que lesbes glomerulares moderadas a graves foram
associadas com lesdes tubulointersticiais irreversiveis. Os achados também
confirmaram forte relacédo entre as lesdes marcantes de DRC progressiva, incluindo
degeneragao tubular/regeneragcédo, fibrose intersticial e inflamagdo crénica
intersticial.

Para as avaliagdes séricas de ureia, creatinina e fosfato pode-se observar um
comportamento semelhante entre os trés grupos (S, DRC e LTAbrc). Os pacientes
do grupo DRC, composto em sua maioria por cdes em estagio mais avangado,
apresentaram valores significativamente maiores para os trés biomarcadores
comparado aos demais. Segundo Polzin, 2011a, ureia, creatinina e outros
compostos nitrogenados nao proteicos no sangue, sdo amplamente excretados pela
filtracdo glomerular. Portanto, declinio da filtracdo leva ao acumulo de uma ampla
variedade destes compostos e o quadro azotémico agrava-se com 0 avango da
doenca. O que corrobora os dados do presente estudo.

Para o fosfato sérico, os rins desempenham papel central para seu
metabolismo, devido a excregcdo primariamente renal, onde é livremente filtrado
pelos glomérulos e absorvido pelos tubulos. O declinio na taxa de filtragdo
glomerular levara a retencéo deste ion e, finalmente, a hiperfosfatemia. Entretanto,
durante os estagios iniciais da DRC, as concentracbes séricas de fosfato
permanecem bem reguladas devido a diminuicdo compensatoria na reabsorcao
tubular de fésforo (FINCO et al., 1992; BLOCK et al., 1998; KING et al., 2007; BOYD
et al.,, 2008). Fato que justifica os valores significativamente mais altos no grupo
DRC comparado aos animais do grupo LTAbrc, composto em sua maioria por
pacientes em fases iniciais da doenca.

Para o biomarcador NGAL, ja foi observado que caes azotémicos (sCr >1,5
mg/dL) com DRC ou LRA apresentam valores séricos e urinarios da NGAL,
significativamente maiores se comparados aos de caes nao azotémicos. Assim,
existe correlagao entre aumento das concentragoes de NGAL e de creatinina sérica
(HSU et al.,, 2014a; STEINCACH et al., 2014). Nos presentes resultados, houve
alguma semelhanga ao relatado anteriormente, uma vez que os caes sadios n&o

apresentaram os valores altos verificados nos pacientes doentes. Contudo, valores
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semelhantes aos dos caes sadios foram observados, também, nos doentes. Por
conseguinte, n&do foi possivel constatar correlagao significativa entre sCr e uNGAL
(P= 0,0063; r = 0,2926, Pearson) ou entre sCr e sNGAL (P<0.0001; r = 0,5606,
Pearson). Cabe ressaltar que embora em ambos os casos foram obtidos valores de
P significativos, os resultados de r ndo alcangaram valores relevantes (no caso da
sSNGAL o r ficou em posig&o intermediaria).

Para o biomarcador sNGAL, os grupos DRC 3 e 4 apresentaram valores
significativamente mais altos que os do grupo sadio. Ahn e Hyun (2013) encontraram
diferenca significativa dos valores de sNGAL, quatro a dez vezes maiores em
pacientes DRC 3 e 4, comparados aos do grupo sadio, com correlagéo direta com os
valores de creatinina. Por este motivo, consideraram que a sNGAL &€ um bom
indicador da severidade da DRC em céaes, apesar da variagdo ampla.
Comportamento semelhante da sNGAL foi observado no presente estudo, no qual o
grupo DRC apresentou valores mais altos de sSNGAL e creatinina, e ampla variagéo
nos valores de sNGAL.

Hsu et al. (2014a) observaram que valores mais altos de sSNGAL e creatinina
estavam relacionados a maior risco de morte. A sNGAL tem como origem diversos
orgaos (COWLAND; BORREGAARD, 1997), ndo estando limitada aos rins. Supfs-
se que os valores mais altos de sNGAL no grupo DRC ocorreram por dois motivos.
As repercussoes sistémicas relacionadas ao quadro urémico, mais proeminente em
fase final da DRC, e a diminuicdo da taxa de filtracdo glomerular. Pois em condigdes
normais, a SNGAL é rapidamente filtrada pelos glomérulos (KUWABARA et al., 2009;
SHEMIN; DWORKIN, 2011), sendo sua concentragdo seérica inversamente
proporcional & TFG (NABITY et al., 2012). E fato que os pacientes do grupo DRC
apresentavam a TFG mais baixa comparada ao grupo LTAbrc, composto em sua
maioria por pacientes em fase inicial da doenga. Portanto era de se esperar valores
mais altos de sNGAL neste grupo, pois a diminuicdo da TFG resultante de
insuficiéncia renal, leva a diminuicao da depuracao renal da sNGAL e a subsequente
acumulacao sistémica (HELANOVA; SPNAR; PARENICA, 2014). Entretanto,
Bolignano et al. (2009) chegaram a conclusado que a sNGAL pode indicar alto risco

de progressao da DRC independentemente da TFG.
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Além da creatinina sérica e da sNGAL, foram encontrados valores
significativamente mais altos no grupo DRC para o biomarcador EFNa comparado
aos demais. Buranakarl et al. (2007) ja relataram correlagédo positiva entre os niveis
de azotemia de cdes com DRC e a excregao fraciona dos eletrdlitos, dentre estes o
sédio, sugerindo que a excregao fracionada pode ser um bom indicador do grau de
reducdo da TFG.

No presente experimento, os pacientes do grupo sadio apresentavam valores
de EFNa dentro da normalidade (até 1%), o que é esperado em animais em jejum
com funcdo tubular normal (LEFEBVRE et al.,, 2008; LEFEBVRE, 2011). Fato
também observado na grande maioria dos pacientes do grupo LTAbrc, composto por
animais em estadios iniciais da doenca. Segundo Martinez e Carvalho (2010), os
mecanismos compensatérios renais observados na doenga renal cronica sao
suficientes para manter a homeostase de sodio e outros ions pelo menos durante os
estadios iniciais da DRC, o que justifica a capacidade dos pacientes do grupo
LTAbrc em manter a EFNa dentro, ou proximo, dos valores de normalidade. Por
outro lado, o grupo DRC, constituido em sua maioria por pacientes em fases
avancadas da doenca, apresentou valores mais altos de EFNa, refletindo o
mecanismo de compensagdo para a diminuicdo acentuada da carga filtrada de
sodio.

Apesar dos valores mais altos encontrados para creatinina sérica, SNGAL e
EFNa, os valores significativamente mais baixos de densidade urinaria foram
observados no grupo DRC comparados aos demais. Os grupos Sadio e LTAbrc nédo
diferiram entre si, entretanto, pode-se observar uma tendéncia a valores mais altos
no grupo sadio comparado a ambos os grupos de animas doentes. Segundo Lees
(2004), a finalidade fisiolégica principal dos rins € regular o volume e a composi¢cao
do compartimento do liquido extracelular para manutengdo da homeostase.
Entretanto, esta pode ser quebrada na DRC em consequéncia da reducéo gradual
do numero de néfrons. O primeiro indicio do comprometimento da fungéo renal, no
cao, € a perda da capacidade renal em concentrar a urina quando aproximadamente
2/3 do numero de néfrons funcionantes é perdida, e tem como consequéncia a
diminuicdo da densidade urinaria com poliuria e polidipsia compensatéria, sendo

proporcional a magnitude do comprometimento das estruturas renais (LEES, 2004;
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McGROTTY, 2008; CORTADELLAS, 2012). A diferenca observada entre os
subgrupos de pacientes com doencga renal deve-se ao fato do grupo LTADRc ser
composto por pacientes em estadios iniciais da doenga, que ainda apresentam certa
capacidade de manutencao da densidade urinaria e, consequentemente, da volemia,
capacidade esta, pouco observada em pacientes em fases avangadas, como a
grande parte dos animais encontrados no grupo DRC.

Para pressao arterial sistolica pdde-se observar que o grupo LTADRC
apresentou valor significativamente maior que o grupo sadio. Apesar de nao haver
diferencga significativa entre os subgrupos de pacientes com DRC, pode-se observar
valores mais altos no grupo LTAbrc. Na doenca renal, muitos fatores estédo
envolvidos na patogénese da hipertensdo, incluindo diminuicdo da excregcéo de
sodio e agua, estimulo do sistema renina-angiotensina-aldosterona e supressao de
substancias vasodilatadoras como as prostaglandinas (BARTGES; WILLIS; POLZIN,
1996; BURANAKARL et al., 2007). E possivel especular que no grupo LTAbrc, a
manutencdo melhor da volemia e a ativagdo do sistema renina-angiotensina-
aldosterona associada, culminaram, de forma sinérgica, em valores mais altos de
pressédo observados nos pacientes do grupo LTADRc.

A sNGAL é considerada como um bom indicador da gravidade da DRC
naturalmente adquirida em cées, devido ao seu aumento ser diretamente
proporcional as concentragdes séricas de creatinina e ureia. Entretanto, em
pacientes com lesdes ativas, as concentracbes de sNGAL podem ser mais baixas
(AHN; HYUN, 2013). Fato que corrobora os dados encontrados no presente estudo,
onde pacientes do grupo DRC apresentaram valores maiores de creatinina e
sNGAL. Entretanto, os pacientes do grupo LTAbrc, considerados com lesdes ativa,
apresentavam valores de sSNGAL mais baixos e de uNGAL mais altos.

Segundo Lee et al. (2012) a uNGAL tem sido avaliada como um biomarcador
precoce e especifico para as lesdes renais na LRA comparada a sNGAL. Os
pacientes do presente estudo considerados com lesdes tubulares ativas (LTAprc)
apresentavam picos de uNGAL.FCU pareados aos valores mais baixos de sNGAL. A
uNGAL tem sido considerada, em caes, como um importante marcador precoce de

lesdes renais em andamento na LRA (ZHOW et al., 2014) e da LRA sobreposta a
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DRC em humanos e animais (ISHANI et al.,, 2011; DOI et al., 2013; TAKAORI,
YANAGITA, 2016).

Em estudo avaliando pacientes com ITUI, DRC estavel e quadros de LRA
azotémicos e nao azotémicos, foram observados valores significativamente mais
altos da uNGAL/Cr no grupo de pacientes com LRA. Dentro deste grupo, poéde-se
observar tendéncia a valores mais altos entre animais ndo azotémicos. Foi concluido
no estudo que a uNGAL é um biomarcador sensivel e especifico para formas
azotémicas e nao zotemicas da LRA, antecipadamente aos métodos de diagnostico
convencionais como aumento da concentragdo sérica de creatinina, glicosuria e
cilindraria (SEGEV et al., 2013).

Apesar de diversos autores utilizarem a razdo uNGAL/uCr, relatando bons
resultados para avaliagdo precoce das lesdes tubulares na LRA (SEGEV, et al.,,
2013; PALM et al., 2016), no presente estudo foi considerado o uNGAL.FCU como a
melhor forma de avaliacdo da uNGAL. Onde pacientes com LTAbrc (UNGAL
>20.000), apresentaram grande margem de diferenca de valores com os pacientes
que apresentaram (UNGAL.FCU<20.000).

Os valores mais baixos de uNGAL observados no grupo DRC podem ter
ocorrido devido ao grande numero de pacientes nos estadios 3 e 4 da doenga, com
maior perda de néfrons, portanto, menor niumero de tubulos para a excrecao da
UNGAL (KUWABARA et al., 2009; VALLE et al., 2011; NABITY et al.,2012).

O fato de ter sido observado antecipadamente valores de uNGAL/Cr mais
altos em pacientes ndo azotémicos com LRA (SEGEV et al., 2013), da suporte a
hipétese de que valores de uUNGAL.FCU >20.000 consigam antecipar o quadro lesao
tubular antes do desenvolvimento do quadro classico da LRA. Pois no presente
estudo, 50% dos pacientes em estadio 1 (ndo azotémicos) e 60% do estadio 2
(azotemia renal leve), apresentavam valores de uNGAL.FCU >20.000, antes que
sinais comuns da LRA, tais como o aumento da creatinina sérica e glicosuria,
fossem observados.

Valores mais altos da uNGAL antecipadamente ao aumento dos valores de
creatinina também ja foram observados na LRA isquémica induzida em ratos

(MISHRA et al., 2003), em pacientes humanos com LRA em unidade de terapia
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intensiva (WATANABE et al., 2014) e em cées ap0s procedimentos cirurgicos de
longa duragéo (LEE et al., 2012)

Segundo Hsu et al.,, 2014a, aumento severo da NGAL pode ser observado
nos estadios iniciais das lesbes renais, assim que ocorrem, diminuindo
gradualmente com o tempo. Isto pode indicar que os valores significativamente
maiores de uUNGAL.FCU observados nos pacientes do grupo LTAbrc, a possibilidade
de que tenham sido detectados no momento exato em que a lesbes aconteceram.
Corroborando a possibilidade da LTA em pacientes com uNGAL.FCU >20.000.
Entretanto, novos estudos com maior tempo de avaliagdo serdo necessarios para
avaliar a taxa de diminuicdo do biomarcador.

A uNGAL também tem demonstrado potencial de fornecer informagdes sobre
o reparo ativo dos rins. Palm et al., 2016 observaram que ap6s a LRA o biomarcador
apresentou diminuicdo antecipadamente aos valores de creatinina, que se
mantinham estaticos. No presente estudo avaliou-se a uUNGAL de forma pontual, o
que impediu a observagao de possivel diminuigdo nos pacientes do grupo LTAbDRc.

Quanto a UP/C, foi observada diferenga significativa entre o grupo sadio e os
grupos de doentes (DRC e LTADRrRc) que apresentaram valores significativamente
maiores, mas nao diferiram entre sim. Segundo Syme e Elliot (2011), cdes e gatos
com proteinuria provavelmente tém doenga glomerular. Os pacientes DRC do
presente estudo, em grande parte, foram considerados glomerulopatas, com base
na gravidade da proteinuria, sem identificacdo de causas de proteinuria de pré-
carga, e caracterizagdo da condicdo de cronicidade, embora ndo tenha havido
analise histopatolégica. Apesar de ndo haver diferenga significativa entre os grupos
de doentes, foi observada tendéncia a valores mais altos de UP/C no grupo LTADRc.
Segundo D'amico e Bazzi (2003) a proteinuria de causa renal é consequéncia de
dois mecanismos, passagem transglomerular anormal devido ao aumento da
permeabilidade dos capilares glomerulares e posteriormente sua reabsorgao
prejudicada pelas lesdes de células epiteliais do tubulo contornado proximal. Sup0s-
se, no presente estudo, que os pacientes do grupo LTAbrc apresentaram valores
mais altos de UP/C por trés motivos, a glomerulopatia causadora de aumento de
excesso de proteinas no filtrado glomerular, lesdes de células tubulares causadas

pelo excesso de oferta de proteina (FINCO et al.,1999) e incremento da dificuldade
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pré-existente de reabsorcao tubular decorrente de superposi¢cao de causas que que
determinam nova onda de lesado tubular. Entdo, pode ter ocorrido incremento das
causas tubulares de proteinuria. Entretanto, ndo se sabe até que ponto o quadro
severo de proteinuria influenciou a ocorréncia de lesao tubular.

A associagao entre os valores de UP/C e da uNGAL/Cr ja foi estudada em
cdes com DRC causada por glomerulopatia hereditaria, tendo sido observado
aumento proporcional de varios biomarcadores urinarios, antecipadamente ao
aumento da creatinina sérica. Entretanto, o aumento da uNGAL s6 ocorreu apds o
desenvolvimento do quadro proteinurico (NABITY et al., 2012).

O aumento da uNGAL também ja foi associado a quadros proteinuricos
observados na gromerulopatia causada por HIV (VALLE et al., 2011) e na avaliagao
experimental de ratos albuminuricos na nefropatia pré-diabética (GARG et al., 2015).

Por hipétese, o aumento da concentragdo de proteina no filtrado glomerular
pode ter sido um fator importante na lesdo dos tubulos proximais, que resultou em
aumento acentuado da producao de uNGAL. Também pode ser considerado o fato
de que a NGAL plasmatica, uma proteina de baixo peso molecular, pode estar
presente na urina devido ao aumento da competicdo pela reabsor¢cado tubular
secundaria a oferta excessiva de proteina de origem glomerular (BOLIGNANO et al.,
2009). Também é possivel que ocorra déficit de reabsor¢do da sNGAL filtrada
causado pelas lesdes tubulares ativas, incrementando o aumento final da uNGAL,
como ja observado em pacientes humanos com sindrome nefrotica (KUWABARA et
al., 2009).

Outro ponto importante que conecta o quadro proteinurico a valores mais
altos de uNGAL, reside nos efeitos pro-inflamatérios das proteinas que contribuem
diretamente para as lesdes tubulointersticiais. A proteinuria pode mediar a lesao
renal por meio de ativacado da transcricao de fatores pro-inflamatérios como o NF-kB
(ABBATE; ZOJA; REMUZZI, 2006). Que em avaliacdo experimental, tem a
capacidade de induzir apoptose das células tubulares renais apos lesao renal
isquémica (MELDRUM, 2002) e induzir secundariamente o aumento da uNGAL.

Outra observacao interessante ocorreu com a os numeros de leucdcitos totais
e neutréfilos segmentados. Quanto aos numeros de leucdcitos totais, ndo foi

encontrada diferenga significativa entre os trés grupos. Hsu et al., 2014a relatam que
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apesar da NGAL ser liberada por neutrdfilos, as concentracdes de sNGAL nos caes
avaliados nao apresentaram correlagao significativa com o numero de leucdcitos.
Contudo, no presente estudo, também foram avaliados os valores absolutos de
neutréfilos segmentados, que foram significativamente mais altos no grupo LTApre,
quando comparados aos do grupo DRC. Considera-se a hipétese de que o aumento
de neutrofilos segmentados esteja relacionado aos valores de sNGAL observados

do grupo LTAprc.

Conclusoes

A UuNGAL ajustada (uUNGAL.FCU), pode servir como indicador de
agravamento das lesdes renais precocemente em relagdo a concentragcdo sérica de
creatinina, que € o mais utilizado dentre os biomarcadores tradicionais;

A sNGAL aumenta gradativamente na DRC em oposi¢cdo a uNGAL.FCU, que
tende a diminuir, e, portanto, pode ser um indicador do agravamento das
complicagbes extrarrenais associadas a uremia crénica grave;

Pacientes com uNGAL.FCU muito aumentada (grupo LTAprc), em
comparagao aos DRC (UNGAL.FCU com variagdo nao significativa), se destacam
pela maior ocorréncia de proteinuria intensa e de hipertensdo, sem aumentos
relevantes de outros indicadores ou biomarcadores de DRC. Estes achados
reforcam a importancia da proteinuria e da hipertensdo no agravamento das lesdes

renais, sem descartar outras causas de LTA na DRC.

Perspectiva futura

O presente trabalho foi concebido como estudo transversal, que permitiu a
elaboracao de algumas hipéteses que poderao ser confirmadas por outros estudos
com desenho longitudinal prospectivo.

Em fungdo dos resultados ja disponiveis e com os achados do presente
estudo, no qual foi empregado calculo para ajuste do NGAL urinario, para
contemplar a diminuicdo da concentracao urinaria na DRC, é plausivel acreditar que
o biomarcador NGAL esta entre os melhores recursos para estudar a fisiopatologia
da DRC.
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Outrossim, € possivel que a disponibilizagdo da dosagem de uNGAL para
aplicacado clinica venha a viabilizar novas abordagens terapéuticas e maior precisao

prognostica.
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