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RESUMO

A determinacdo de injaria renal, especialmente pela avaliacdo da atividade de enzimas urinérias,
é uma importante ferramenta para o médico veterinario, especialmente, por sua precocidade em
relacdo aos métodos de avaliagdo da funcdo renal, que sdo considerados tardios, visto que a
instalacdo da injuria precede a alteracdo da funcdo. Neste estudo foi realizada a padronizacédo de
reagentes, determinacdo de valor de referéncia (com e sem correcdo para densidade urinéria) e
avaliacdo de estabilidade — em diferentes faixas de temperatura — da enzima NAG (N-Acetyl-f3-
D-Glucosaminidase) para cdes (machos e fémeas), higidos de diferentes faixas etarias. Para a
padronizacdo de reagentes para avaliacdo de atividade urinaria de NAG em cdes, a enzima
apresentou pH 6timo e concentracdo de substrato similares aos utilizados em Kits comerciais
para avaliagdo da atividade desta enzima em humanos. A automatizacéo da técnica de avaliagdo
da atividade urinaria de NAG em humanos, para cdes higidos de diferentes faixas etérias,
mostrou-se eficaz. Por meio de analise estatistica, observou-se que a NAG apresenta correlagdo
positiva com a idade do animal e com a densidade urinaria. Quando aplicada a formula de
correcdo para densidade urinaria de 1,025, o intervalo de confianca médio de atividade urinaria
da NAG foi menor do que quando ndo se realizou a correcéo e estatisticamente concluiu-se que
a atividade urinéaria de NAG, com correcdo de densidade urinaria é mais precisa. Para avaliagdo
da estabilidade urinéria da enzima, foram analisados trés métodos de conservagdo de urina em
temperaturas de -20° C, 2-8° C e 20-30° C, com tempos de armazenamento de 24, 48, 72 horas, 7 e
15 dias. Concluiu-se que 0 método de armazenamento das amostras de urina em temperatura de 2-8°
C é um método confiavel de armazenamento por até 7 dias, sem que haja alteracOes estatisticas nos
valores encontrados nas analises das amostras. Os métodos de conservagdo em temperaturas de -20°
C e em temperaturas de 20-30° C demonstraram-se inadequados para conservacdo de amostras de
urina para posterior avaliacdo da atividade de NAG urinaria devido as diferengas estatisticas nas
médias ao longo do tempo.

Palavras chave: marcador, injuria renal, renoprote¢ao

ABSTRACT

The determination of renal injury, especially through the assessment of the activity of urinary
enzymes, is an important tool for the veterinary doctor, especially by its precocity in relation to
methods of evaluation of renal function, which are considered to happen late, since the
installation of injury precedes the change in the function. In this study was performed the
standardization of reagents, determination of a reference value (with and without correction for
urine density) and assessment of stability - in different temperature ranges - the enzyme NAG
(N-acetyl-beta-D-glucosaminidase) for dogs (male and female), healthy individuals of different
age groups. For the standardization of reagents for evaluation of urinary activity of NAG in
dogs, the enzyme showed optimal pH and concentration of substrate similar to those used in
commercial kits for evaluation of the activity of this enzyme in humans. The automation of the
technique for the assessment of urinary NAG activity in humans, for healthy dogs in different
age groups, has proved to be effective. By means of statistical analysis, it was observed that
NAG presents a positive correlation with the age and urine density of the animal. Once applied
the correction formula for urinary specific density of 1.025, the average confidence interval of



urinary activity of NAG was shorter than when there was no correction and statistically it was
concluded that the activity of urinary NAG, with correction of urinary density is more
accurate. In order To evaluate the stability of urinary enzyme, were analyzed three methods of
conservation of urine in temperatures of -20 C, 2-8C and 20-30C, with retention times of 24, 48,
72 hours and 7 and 15 days. It was concluded that the storage method of urine samples at a
temperature of 2-8C is a reliable method of storage for up to 7 days, without any statistical
changes in the values found in the analyzes of the samples. The methods of conservation in
temperatures of -20 C and at temperatures of 20-30C proved to be unsuitable for conservation
of urine samples for later evaluation of urinary activity of NAG due to statistical differences in
average values over time.

Key words: renal injury, marker, stability
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1. INTRODUCAO

Por muito tempo as abordagens dos pacientes nefropatas estiveram relacionadas as
investigagcbes de alteragbes de fungdes renais, utilizando exames que identificam
comprometimento da excrecdo, reabsorcao ou secre¢do de células renais. Tais exames tém como
caracteristica comum, acusarem alteragbes somente guando cerca de 66 a 75% dos néfrons de
ambos os rins, se mostram comprometidos. Este fato revela um carater tardio de identificacéo
podendo, muitas vezes, ser impossivel reverter um quadro instalado, e comprometer desta
forma, fungGes renais de modo permanente. Pacientes nessas condi¢bes passam a ter uma vida
limitada, monitorada, sob risco de desencadear momentos de desequilibrio da homeostase, com
menor expectativa e qualidade de vida. Para muitos destes pacientes restam os tratamentos
dialiticos e o transplante renal.

O primeiro exame solicitado na rotina, para esclarecer se ha comprometimento renal, é a
avaliacdo da funcdo excretora, em geral a primeira funcdo alterada. Para tanto, mede-se as
concentracdes séricas de ureia e creatinina, que, quando acima dos valores de normalidade,
indicam deficiéncia de excrecdo. Este, normalmente, € um indicativo de insuficiéncia renal. A
partir dai € necessario que o médico veterinario identifigue se 0 aumento de ureia e creatinina
tem origem pré-renal, renal ou pos-renal e qual tipo de insuficiéncia renal pode estar presente —
aguda ou cronica — visto que estes sinais podem ocorrer tanto nos casos de injuria renal aguda
quanto nos de doenca renal cronica (dos Santos et al., 2014; Veado, 2014).

Sabe-se que a injuria renal pode levar a alteragdes de funcdo. ConcentracBes séricas de ureia e
creatinina sdo marcadores de funcdo excretora e, mesmo que apresentem valores dentro de um
intervalo de normalidade, é possivel que haja uma injuria renal. Esta caracteristica justifica a
necessidade de métodos de avaliagdo que sinalizem injaria renal (Chew et al., 2011; dos Santos
et al., 2014). Tanto a identificacdo da injuria como o acompanhamento para impedir seu avango
sdo consideradas préticas de renoprotecdo (Praga, 2002; Levey, 2005).

Diferentemente da ureia e creatinina que podem ser consideradas marcadores de avaliacdo
tardios, existem marcadores com a qualidade de evidenciar dano renal celular, como é o caso
dos marcadores enzimaticos urinarios. Devido as diferentes por¢cBes do néfron conterem
enzimas caracteristicas, as enzimas urinarias podem ser utilizadas para localizar a lesdo renal.
As enzimas urinarias também podem ser utilizadas para avaliar o grau de leséo renal através do
aumento de sua atividade urinaria (Clemo, 1998). Em cées, as enzimas urinarias tém sido
primariamente utilizadas na avaliacdo de nefrotoxicidade aguda por serem testes sensiveis e ndao
invasivos para o diagnostico de lesdo tubular renal (Rocha e Veado, 2005; Van Der Harst et al.,
2005; Veado et al., 2010). E observada uma baixa atividade de enzimas urinarias em animais
sadios e, a constatagdo de aumento de sua atividade, sinaliza que h& injuria renal. Assim, o
clinico pode atuar de forma precoce, tendo a possibilidade de reverter o quadro e evitar que se
torne uma insuficiéncia renal (Jung e Mattenheimer, 1992).

Devido a limitada sensibilidade dos métodos disponiveis para a avaliacdo e monitoramento de
injaria renal, enzimas urinarias, como N-Acetyl-B-D-glucosaminidase, Gama-glutamil-
transferase, fosfatase alcalina e antigenos epiteliais dos tubulos renais vém sendo estudados e
avaliados como marcadores de injurias renais. Estas enzimas podem dar informagdes sobre o
inicio da lesdo e sua progressdo, devido & variacdo de sua atividade no curso da injdria renal
(Clemo, 1998; Melchert, 2007).



A N-Acetyl-B-D-Glucosaminidase é uma enzima lisossomal presente em altas concentracdes
nas células dos tubulos proximais renais. Seu peso molecular de 140 kDa ndo permite filtragao
glomerular, sendo que o0 aumento de sua atividade na urina € um dos indicadores mais sensiveis
de injuria tubular. Ela reflete predominantemente lesbes tubulointersticiais, incluindo as
causadas por aminoglicosideos e outras drogas nefrotoxicas (Ring et al., 1998). Caso seja
observado valor da atividade da enzima acima de sua referéncia de normalidade, pode-se
considerar que ha lesdo de parénguima renal. Tal constatacdo pode alterar, ou mesmo, guiar a
conduta do clinico, de forma a evitar a progressao da injuria e possivel quadro de insuficiéncia
renal (Nelson e Couto, 2001; Heiene et al., 2001; Veado et. al., 2003). Atualmente, ndo existem
no mercado Kits comerciais para analise de atividade urinaria de N-Acetyl-B-D-glucosaminidase
em cédes, ou mesmo, intervalo de referéncia da enzima para esta espécie. Os trabalhos
publicados em medicina veterinaria fazem uso de kits comerciais para analise de humanos,
como o Shionogi, Osaka/Japao (Noto et al., 1983).

As formas de armazenamento e conservacdo de amostras para analise laboratorial vém sendo
estudadas em diversas pesquisas (Magnusson e Holst, 1998). De acordo com alguns autores, 0s
mesmos analitos podem ter diferentes estabilidades, caso comparados entre espécies e diferentes
métodos de armazenamento (Lehninger, 1995). Mesmo que o ideal seja submeter amostras ao
laboratério de andlises dentro do prazo méaximo de 12 horas, isto nem sempre é possivel
(Wittwer et al., 1986). Assim, é importante que o médico veterinario detenha informacGes sobre
a melhor forma de conservagdo da amostra, bem como o tempo até o seu processamento, sem
que haja interferéncia nos resultados das analises (Paes Leme et al., 2011).

A determinacdo de valores de normalidade ou intervalo de referéncia em amostras organicas
permite a identificacdo de alteragdes bioguimicas no paciente avaliado, propiciando ao clinico
uma conduta mais adequada de tratamento e predi¢cdo de prognéstico (Wallach et al., 2000). A
possibilidade de ter como recurso um marcador enzimatico precoce, que atua identificando
injaria renal é uma ferramenta importante para o clinico. Além disso, ter conhecimento da
melhor forma de conservacdo e armazenamento, proporciona um uso adequado e eficaz do
método de analise.

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Determinar valores de referéncia para a atividade urindria da enzima N-acetyl-B-D-
glucosaminidase (NAG) para cées higidos de diferentes faixas etérias, testar a estabilidade da
enzima em amostras de urina, além de correlacionar os resultados de cada individuo com sexo,
idade e densidade.

2.2 Objetivos especificos

+ Validar metodologia de determinacéo da concentragdo de NAG para cées: testar
pH 6timo e validar uma curva de calibragdo;

/7

«» Determinar a atividade da NAG nos dois sexos e em cinco faixas de idade



+» Testar a estabilidade da NAG de amostras de urina em trés diferentes
temperaturas e em diferentes tempos de armazenamento de 24, 48, 72 horas, 7 e
15 dias.

3. REVISAO DE LITERATURA
3.1 Injuria Renal Aguda

Por muito tempo, “insuficiéncia renal” foi a expressao utilizada para representar situagdes em
que afeccBes, que atingem os rins, somente podiam ser identificadas quando observadas
alterac@es clinicas ou laboratoriais das funcdes renais. Como “suficiéncia renal” subentende-se
“funcional”, sendo entdo, a expressdo insuficiéncia utilizada para definir uma condigdo onde
observa-se alteracdo de uma ou mais fungdes renais. Hoje, com o uso de exames considerados
precoces a insuficiéncia, também conhecidos como identificadores de injaria, é possivel
identificar agresséo antes da instalagdo do quadro de insuficiéncia funcional. Assim, a expressao
“insuficiéncia” vem sendo substituida por “injuria”. Esta substitui¢do, ainda reforca a
importancia da causa (injuria, agressdo) nesta afec¢do (Veado, 2014). A Sociedade Internacional
de Interesse Renal (IRIS) propds uma nova definicdo e classificagdo de injuria renal aguda
(IRA), a fim de uniformizar este conceito (Quadros 1 e 2), para efeitos de estudos clinicos e,
principalmente, para prevenir e facilitar o diagnostico desta sindrome, na tentativa de diminuir
sua alta morbidade e mortalidade. Esta classificagdo representa um momento no curso da injuria
e pode se alterar a medida que apresente piora, melhora ou mesmo, progrida para doenca renal
cronica (IRIS, 2013).

A expressao injaria renal aguda tenta atingir um grupo de pacientes portadores de alteracdes
renais graves ou ndo, sem, contudo, que estejam com sinais de insuficiéncia renal, como é o
caso de animais com glomerulonefrites ou injurias tubulares isquémicas ou toxicas. Nestes
animais a injlria esta presente porém, a insuficiéncia, muitas vezes, ainda ndo est4 instalada
(Veado, 2014).

A IRA ¢ o estado no qual os rins perdem de modo subito a capacidade de exercicio de uma ou
mais funcdes devido a um fator primario, levando a um aumento brusco da concentragdo sérica
de ureia e creatinina (azotemia) (Veado, 2013). E causada por alteracdes hemodinamicas,
intrinsecas glomerulares ou tubulares, ou por uma eliminacdo de urina deficiente. Em muitos
casos o0 dano tubular, que pode levar a insuficiéncia renal, desenvolve-se em ambiente
hospitalar, muitas vezes, de forma inadvertida quase sempre associada a procedimentos
terapéuticos, como por exemplo, uso de drogas potencialmente nefrotoxicas (Brown et al.,
1985). Pode também estar associada a regulacdo anormal do equilibrio eletrolitico, &cido basico
e hidrico. A IRA trata-se, portanto, de uma condicdo na qual uma ou mais funcGes renais estao
alteradas. A funcdo renal pode ser comprometida de forma agressiva, causando riscos a
sobrevivéncia do paciente, se a resolugdo ndo ocorrer dentro de um curto periodo de tempo. A
IRA é consequéncia de alguma alteracdo, ou seja, sempre ha uma causa (dos Santos, 2014).

Quadro 1. Estadiamento de pacientes nefropatas segundo a Sociedade Internacional de Interesse
Renal (IRIS), baseado na concentragdo sérica de creatinina.

Estégio de IRA Creatinina sérica Descricdo clinica
IRA néo azotémica:
Estégio | <1,6 (mg/dL) a. IRA documentada
(Historico, clinica,
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laboratdrio ou
evidéncia de IRA em
imagem)

b. Aumento progressivo
nédo azotémico na
creatinina sérica;
>0,3mg/dL dentro de
48 horas

c. Oliguria
(<ImL/Kg/Hr) ou
anuria por mais de 6
horas

Estégio Il

1,7 - 2,5 mg/dL

IRA média

a. IRA documentada e
estatica ou azotemia
progressiva

b. Aumento progressivo
e azotémico na
creatinina sérica;
>0,3 mg/dL dentro de
48 horas

c. Oliguria (<1
mL/Kg/Hr) ou anuria
por mais de 6 horas

Estagio Il

2,6 — 5,0 mg/dL

Estagio IV

5,1 — 10,0 mg/dL

IRA moderada a grave:

a. IRA documentada e
aumento grave de
azotemia e prejuizo
de funcéo renal

Estagio V

>10,0 mg/dL

Adaptado de IRIS (2013)

Quadro 2. Sub-estadiamento de pacientes segundo a Sociedade Internacional de Interesse Renal
(IR1S),baseado na concentragdo serica de creatinina.

Estagio de IRA

Creatinina sérica

Subestagio

Estagio | <1,6 mg/dL
Estagio Il 1,7 - 2,5 mg/dL
Estagio 111 2,6 —5,0 mg/dL
Estégio IV 5,1 —-10,0 mg/dL
Estagio V >10,0 mg/dL

Cada estagio de IRA é
subestadiado como:
1. Nao oligurico ou
oligoanurico
2. Requer terapia de
transplante

Adaptado de IRIS (2013)

A identificacdo da injuria € um ato fundamental, pois a IRA pode ser reversivel se tratada
rapidamente, impedindo-se a instalacdo da insuficiéncia. Se a agressdo ndo for suficiente para
provocar a perda definitiva do parénquima renal, ha o reestabelecimento anatdémico e funcional
dos néfrons. A persisténcia da injuria pode acarretar na instalacdo de um quadro irreversivel,
gerando doenca renal cronica, ou mesmo, em muitos pacientes pode ser grave o suficiente para
causar o Gbito (Chew et al., 2011). Em estudo realizado em pacientes, cdes e gatos, com IRA
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adquirida em hospital, a taxa de sobrevivéncia foi de 40% (Behrend et al., 1996). Em outro
estudo retrospectivo com 99 cées, com diferentes tipos de IRA, 22% dos animais morreram,
34% foram eutanasiados, 24% sobreviveram, mas evoluiram para doenca renal cronica (DRC),
e apenas 19% recuperaram a funcdo renal normal ou adequada. Esses estudos ressaltam a
importancia da deteccdo precoce da lesdo tubular aguda e da prevencdo da instalacdo de quadros
de IRA (Vaden et al., 1997). Fazendo-se uso da sinalizacdo precoce, o clinico tem condic¢des de
instituir monitoramento e manejo adequado e, principalmente, preventivo, da injaria renal,
aumentando a sobrevida do paciente (Stevens et al., 2006).

Tamanha a importancia da causa, a IRA é classificada de acordo com sua origem. A IRA pode

ser classificada em pré-renal, renal (ou intrinseca) ou pos-renal (Figura 1) (Conforme Sociedade
Brasileira de Nefrologia e Urologia Veterinaria).

Pré-renal

Reducéo de volume
extracelular

Insuficiéncia
cardiaca

Glomerulonefrite
Nefrite <
Pielonefrite

Isquemia
Nefrose <
Nefrotoxicidade

Renal

Ruptura de
bexiga
Obstrucéo

Figura 1. Injuria Renal Aguda — Adaptado de Chew et al. (2011)

3.1.1 Tiposde injuria renal
Injaria renal

Qualquer condi¢do que cause uma agressao glomerular, tubular ou do intersticio renal é
considerada uma injuria renal. As injarias podem ser discretas e ndo causar qualquer dano ao
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parénquima renal. Entretanto, muitas delas sdo a causa da instalacdo dos quadros de
insuficiéncia funcional. Quando detectado e avaliado o grau da agressdo, pode-se determinar a
continuagcdo de uma acdo ou sua interrupcdo. ldentificar injurias de forma precoce é uma
medida preventiva de alto valor clinico, sendo considerada uma atitude de renoprotecdo,
procedimento muito desejado na nefrologia moderna (Freitas, 2014).

Injuria renal aguda pré-renal

A injuria pré-renal ocorre devido a uma interferéncia hemodindmica, com diminuicdo da
perfusdo renal, iniciando muitas vezes, sem a ocorréncia de dano estrutural renal. Os rins
recebem cerca de 20 a 25% do sangue proveniente do débito cardiaco; assim, qualquer afeccéo
que cause alteracdo hemodindmica, como desidratacdo, anemia, sedacdo (anestesia),
hipovolemia (hipotensdo) e/ou hemorragia pode comprometer a irrigacao sanguinea renal. Estas
injarias comprometem inicialmente, e principalmente, a fungdo excretora renal, visto que essas
fungdes dependem do fluxo sanguineo. Ocorrera acimulo de catabdlitos, havendo azotemia e o
animal podera, ainda, manifestar sinais clinicos variados (Chew et al., 2011; dos Santos, 2014).

Com o comprometimento da perfusdo renal haverd hipoxia e pouca nutricdo as células dos
tubulos renais, ocasionando desprendimento de celular, apoptose e liberagdo de integrinas.
Ocorrera formagdo de lacunas nos tubulos, de cistos, edema intersticial, formacao de cilindros e,
em quadro mais grave, nefrose isquémica ou necrose tubular aguda (Schrier, 2008; Chew et al.,
2011; dos Santos, 2014).

Injaria renal aguda intrinseca (IRA renal)

As injdrias renais agudas intrinsecas podem ser glomerulares, tubulares e/ou intersticiais.
Refere-se a uma condi¢do que afeta diretamente o parénquima renal, suficiente para causar
significativa diminuicdo da taxa de filtracdo glomerular, com consequente aumento dos residuos
nitrogenados no sangue, caracterizando sinais de uma insuficiéncia renal funcional (Senior,
2005; Scott e Stockham, 2012).

Qualquer afecgdo que cause um dano glomerular pode ser classificada como uma injuria renal
glomerular. Afec¢des que provocam estimulo a producdo de anticorpos, resultando em
formagdo de imunocomplexos, sdo grandes causadoras de IRA glomerular, a qual é uma das
maiores causadoras de Obito em pacientes portadores de IRA. As glomerulopatias séo
consideradas as injurias renais agudas mais graves, mais dificeis de serem tratadas e que
apresentam maior indice de insucesso terapéutico, sendo, normalmente, associadas a uma
doenca grave (Ross, 2011).

Os tubulos, que representam a composic¢do celular dos rins, podem, assim como os glomérulos,
receber agressbes e perder sua integridade, comprometendo uma ou mais de suas funcdes.
Hipodxia e falta de nutrientes causam degeneracdo e consequente morte celular. Pelo fato dos
tubulos renais serem constituidos de uma camada Unica de células, a perda de uma célula, pode
representar um dano grave ao parénquima renal. As causas mais comuns das injurias tubulares
sdo necrose tubular aguda, como causa isquémica, glomerulonefrite, lesdo arteriolar, nefrite
intersticial aguda induzida por medicamentos, deposicéo intra renal de sedimentos, embolizacédo
pelo colesterol, hemoglobindria, mioglobindria; substancias diversas como venenos, metais
pesados, pesticidas, que apresentem potencial nefrotdxico, podendo acarretar em apoptose e
destruicdo dos tubulos (Motta, 2009; dos Santos, 2014).
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Injaria renal aguda po6s-renal

Na insuficiéncia renal aguda pés-renal a causa inicial esta distal aos néfrons. Todo fator que
interrompa a passagem da urina formada pelas vias urinarias, como processos obstrutivos do
trato urinario, tais como urolitiase, cistite idiopétia e intersticial felina, neoplasia, hiperplasia
prostatica benigna e ruptura da bexiga, podem levar ao aumento da pressdo do liquido no
interior dos tUbulos renais. A pressdo aumentada interfere com a filtracdo glomerular e leva ao
actimulo de catabdlitos no organismo do animal (Scott e Stockham, 2012).

3.1.2. Classificagdo da injaria renal aguda em fases
Fase de instalacéo

A IRA pode ser classificada em fases (Figura 2), sendo a fase de instalacéo a primeira. Esta fase
representa o tempo apds o inicio da glomerulonefropatia, da exposicdo a nefrotoxina ou da
isquemia renal, mas antes do inicio da azotemia. Ela estd associada com aumento crescente do
naimero e da gravidade das lesfes glomerulares ou tubulares no decorrer do tempo se a agressao
renal ndo for interrompida. Esta fase ocorre devido a uma lesdo glomerular e tubular renal e,
geralmente ndo é detectada, pois os sinais clinicos sdo ausentes ou minimos. Caso haja remocao
da causa incitante da injudria, logo no inicio, resultard em rapido retorno a funcéo renal normal
(Chew etal., 2011).

Fase de manutencao

A fase de manutengdo (Figura 2) é caracterizada por um aumento persistente da concentragdo
sérica de creatinina, mesmo apds correcdo de todos os fatores pré-renais (restauragdo do volume
extracelular e débito cardiaco). A entrada nessa fase significa que uma quantidade significativa
de injurias ocorreu nos tubulos renais, que levam a uma reducdo no fluxo sanguineo renal e na
taxa de filtracdo glomerular (TFG). Mesmo se a causa desencadeante da injlria seja identificada
e removida, ndo ha retorno imediato da funcdo renal em sua forma normal. Ainda, de acordo
com a severidade da lesdo, o paciente pode se manter nessa fase (Chew et al., 2011).

Fase de resolucéo

Para os animais que sobrevivem a fase de manutencdo, a fase seguinte é a de resolucdo (Figura
2). Nela a concentragdo de creatinina sérica pode retornar ao normal, porém isso pode ndo ser
possivel em pacientes que passaram por lesdo renal irreversivel, com perda de néfrons e
subsequente fibrose renal, resultando em doenca renal cronica. A hipertrofia e hiperplasia renal
permitem ao rim restaurar parte do fluxo sanguineo renal e da TFG, o que auxilia a restabelecer
0 processo de diurese em pacientes previamente andricos ou oligaricos (Chew et al., 2011)
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Injaria
«Sinais clinicos ausentes ou
minimos

«Agravamento da injaria
Aumento crescrente da

creatinina - Azotemia
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normal

*Doenca Renal Cronica

Figura 2. Fases da injuria renal aguda (IRA) — Adaptado de Chew et al. (2011)

3.2 Biomarcadores convencionais para deteccdo de insuficiéncia e de injaria renal
aguda

3.2.1 Concentracdo sérica de creatinina

A creatinina é um marcador de funcdo renal que identifica alteracio de funcdo excretora. E o
produto da degradacdo de creatina fosfato e creatina que estdo presentes nos masculos e
alimentos. O volume de distribuicdo de creatinina corresponde ao volume total de 4gua no corpo
(cerca de 600 mL / kg de peso corporal). A creatinina é eliminada pelos rins, por filtracdo
glomerular, com secregéo renal e metabolismo extra renal insignificantes, sendo que o valor de
sua depuracdo fornece boa estimativa da TFG. Ela ndo é afetada diretamente pela desidratacéo,
a menos que seja grave o suficiente para reduzir a TFG. A creatinina produzida é filtrada pelos
glomérulos e excretada na urina, sem ser reabsorvida ou excretada novamente pelos tdbulos
renais (Elliot, 2014). Tem como caracteristica identificar alteracdo quando a quantidade de
néfrons funcionais € inferior a uma faixa de 33 a 25% e que haja uma reducéo de pelo menos
30% da TFG. Sendo assim, apresenta alteracfes nos seus valores quando a insuficiéncia ja esta
instalada ou seja, pode ser considerada um marcador tardio. As elevacdes das concentracdes
séricas e diminuigdo das concentragdes urinérias demoram cerca de quatro dias ap0s 0 processo
inicial da injaria. Além disto, ndo permite a diferenciacdo de injuria glomerular ou injdria
tubular (Barrak e Pressler, 2013).

Para utilizar a creatinina sérica como marcador de referéncia para avaliar a funcéo renal, deve-

se levar alguns pontos em consideracdo. O aumento da concentracdo de creatinina deve-se a
doenca renal, obstrucdo de uretra e ruptura de bexiga. Porém, é importante considerar outros
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fatores. As principais variaces interindividuais em cées sdo a idade e a relacdo entre massa
muscular e peso do corpo. A creatinina plasmética é menor em filhotes que em cées adultos e
aumenta progressivamente até alcancar o nivel basal de adultos com cerca de um ano de idade.
Isso poderia ser potencialmente explicado pelo valor da TFG ser maior em filhotes (Laroute et
al., 2005) e, posteriormente, pelo aumento da massa muscular, até o tamanho do adulto ser
alcangado. A creatinina é geralmente estavel em cées adultos saudaveis com 8 a 10 anos, e
depois diminui. A creatinina plasmética aumenta com o peso corporal, relacionando-se também
com o estado nutricional do animal, é mais baixa em cdes caquéticos e € maior em cdes com
grande massa muscular (Elliot, 2014). Além disto, a concentracdo de creatinina sérica também
pode ser afetada tanto pelo uso de medicamentos capazes de interferir no transporte da
creatinina tubular, como a cimetidina e trimetoprim, bem como se o animal se encontra em
estado de catabolismo ou caquexia (Sirota et al., 2011; Urbschat et al., 2011; dos Santos, 2014).

Por ser um marcador de funcédo renal, principalmente, excretora, pode-se considerar que a lesao
renal ja estava presente ou ocorreu, antes gque a creatinina sérica estivesse elevada, ja que a
injuria precede a reducdo de funcdo (Finco et al., 1995; Dibartola, 2000). A creatinina tem sido
utilizada como marcador padrdo para detectar IRA e insuficiéncia renal. Trata-se de uma analise
de baixo custo e a molécula mostra boa estabilidade quimica para analise (Peres et al., 2013).

3.2.2 Concentracdo sérica de ureia

A ureia é sintetizada no figado, pela transformacdo do nitrogénio em amdnia e, posteriormente,
em ureia e distribuida pelos fluidos corporais. E eliminada, principalmente, pelos rins, sendo
filtrada livremente pelos glomérulos e, grande parte, reabsorvida pelos tubulos. A taxa de
reabsorcdo depende da taxa de fluxo de urina tubular e aumenta a medida que o fluxo urinario
diminui (como na desidratagdo). A reabsorcdo da ureia, portanto, aumenta em animais
desidratados. A concentracdo sérica de ureia também pode aumentar, quando o catabolismo da
proteina é induzido por condi¢Bes néo fisioldgicas, ou quando a ingestdo de proteina alimentar
aumenta. Por isso, as andlises de concentracBes séricas de ureia s6 devem ser realizadas em
animais em jejum de 10 a 12 horas e hidratados. O aumento na concentracdo de ureia sérica
também pode ser observado em situacdes de catabolismo protéico, como febre, infec¢do ou
sangramento gastrintestinal (Kerr, 2003; Elliot, 2014).

Valores de concentracdes séricas de ureia, abaixo da faixa de normalidade, podem ser
observados em cdes com dieta hipoprotéica, com insuficiéncia hepética grave ou quando
tratados com esteroides anabolizantes. O aumento, causado por fatores ndo renais, pode ocorrer
devido ao uso de medicamentos como glicocorticodides, agentes antineoplasicos ou
tetraciclinas, por exemplo. Valores de concentracBes séricas de ureia acima da faixa de
normalidade, devido a causas pré-renais, renais ou pés-renais, ocorre quando cerca de 66 a 75%
dos néfrons de ambos rins apresentam suas fun¢Ges comprometidas. Assim, pode-se considerar
esse marcador tardio, pois € um marcador de fungdo e ndo de injaria (Finco et al., 1995;
Dibartola, 2000; Elliot, 2014).

3.3 Renoprotecdo
Baseado nas observagGes dos estudos das nefropatias progressivas estabeleceu-se a correlacéo
entre a magnitude da pressao arterial e a velocidade de declinio da funcéo renal (Brenner et al.,

1986). O tratamento da hipertensao arterial sistémica foi a primeira intervencdo que demonstrou
reduzir, significativamente, a taxa de progressdo da doenca renal crénica (DRC). Isso foi bem
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observado em estudos em pacientes humanos, diabéticos tipo um e dois, e em ndo diabéticos
com DRC (Parving et al., 1983).

A proteinria, mais especificamente, a albuminudria decorrente de uma falha da barreira
glomerular, € um importante indicador de prognostico renal visto que, ao reduzi-la, observa-se
uma menor velocidade de declinio da funcdo renal (Veado et al., 2011). A demonstracdo
experimental de que o bloqueio da angiotensina Il com farmacos inibidores da enzima
conversora de angiotensina (IECA) retardou a perda progressiva da funcdo renal em ratos com
doenca renal crbénica permitiu conceber a possibilidade de ndo se limitar a acompanhar,
passivamente, 0s pacientes ao seu destino de dialise ou obito por faléncia renal. Em vez disso,
foi proposta uma estratégia de tratamento cujo objetivo era preservar a fungdo renal 0 maximo
possivel. Surgia o conceito de renoprotecdo ou nefroprotecdo, baseado em principios de controle
da presséo arterial e reducéo da proteindria (Brenner e Tall, 2000).

Renoprotecéo, frequentemente, nos remete a um pensamento importante: a terapia com os IECA
para retardar a progressao da doenga renal. Esses farmacos, certamente, merecem essa reputagdo
(Brenner e Taal, 2000). Partindo desse principio, entende-se por renoprotecdo medidas
compostas por um conjunto de agdes, que atuam de forma associada com o objetivo de prevenir,
retardar e controlar a progressdo da DRC. O emprego de terapias conservadoras através da
utilizacdo de IECA, de antagonistas de angiotensina Il, do consumo de proteinas de alto valor
bioldgico, da reducéo de fosforo e sddio na dieta e da suplementagdo com &cidos graxos do tipo
Omega 3 (Tassini et al., 2011) tem mostrado ser eficazes. O diagnéstico, baseado na
identificacdo de lesdo, prescinde essas condutas, pois permite identificar uma injdria antes que
haja perda de funcéo renal.

Biomarcadores para deteccdo de injuria renal
Enzimas urinérias

As células que comp6em o arcabouco dos tabulos renais contém diversas enzimas em diferentes
partes de sua estrutura. Por serem originadas de organelas celulares especificas, 0 aumento na
atividade urindria destas enzimas indica a ocorréncia de lesdo em sua célula de origem, o que
garante sua especificidade como marcador (Grauer, 2001). Assim como grande parte das
enzimas séricas, possuem peso molecular que ndo permite que sejam filtradas pelos glomérulos.
Em situagdo normal estas enzimas estdo presentes em baixa concentracdo na urina. Assim, o
aumento em sua atividade urinaria acima do valor de referéncia considerado permite a
identificacdo de uma injuria ou mesmo, avaliar o grau de lesdo renal indicando, por exemplo,
extravasamento ou necrose tubular renal (Grauer e Lane, 1997; Clemo, 1998).

As andlises que indicam injdria as células renais, como a dosagem de atividade urinaria da
Gama-glutamil-transferase (GGT) e da N-acetyl-B-D-glucosaminidase (NAG), permitem a
deteccdo de injarias de forma precoce, em relacdo aqueles que avaliam funcdes renais, como a
dosagem sérica de ureia e creatinina (Figura 3). O aumento na atividade de enzimas urinarias foi
observado em nefropatias induzidas pela gentamicina, em situagfes nas quais as analises de
funcdo renal, indicavam concentragdes séricas de ureia e creatinina dentro da faixa de
normalidade, o que reforca a capacidade de identificacdo de injaria pela determinacdo da
atividade urinaria dessas enzimas (Morita et al., 1998; Rocha, 2005; Veado, 2005; Van Der
Harst et al., 2005; Veado et al., 2010).
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Figura 3. Marcadores de injdria e de funcdo (Adaptado de Vaidya et al., 2008)

Para analises de atividade de enzimas urinarias em seres humanos ja existem valores de
normalidade para essas enzimas bem definidos. Em medicina veterinaria as enzimas urinarias
vém sendo estudadas, porém em alguns casos, seus valores de normalidade ainda nao foram
bem determinados, como o da N-acetyl-B-D-glucosaminidase, ou entdo os ensaios foram
realizados utilizando técnicas e parametros para humanos. Além disso, pouco se sabe sobre a
relacdo dessas enzimas com outros marcadores urinarios e sanguineos, ou se sofrem
interferéncia em suas concentragdes, por fatores como sexo ou idade (Grauer et al., 1995;
Grauer e Lane, 1997; Elliot, 2014; Freitas, 2014).

Gama-Glutamil-Transferase

A Gama-glutamil-transferase (GGT) foi isolada e caracterizada em células renais de homens e
animais. E uma glicoproteina de peso molecular entre 90 a 120kDa, dependendo da técnica de
isolamento utilizada. A molécula é isolada de varios tecidos do organismo e possui a mesma
massa e atividade catalisadora, diferenciando-se apenas pelos pontos isoelétricos. Nos rins é
onde ocorre com maior atividade e esta localizada nas microvilosidades do tubulo proximal e
alca de Henle onde é liberada na urina pela desintegracdo fisiol6gica ou nédo, das células
tubulares (Jung e Burchardt, 1992; Melo et al., 2006).

Devido ao seu peso molecular, a GGT ndo ¢ filtrada através do glomérulo, portanto sua
presenca na urina reflete perdas a partir das microvilosidades das células tubulares do tubulo
proximal (Waldrop, 2008). Em estudos conduzidos com cdes expostos a varias drogas
potencialmente nefrotdxicas, foi possivel realizar a correlagdo entre atividade de GGT na urina e
manifestacbes morfoldgicas de injdria renal. Imagens de microscopia eletronica de bidpsias
renais dos cdes estudados revelaram perda das microvilosidades na célula do tubulo proximal
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(Jung e Burchardt, 1992). VariacGes na atividade urinaria da GGT fornecem informacoes
importantes sobre a progressdo da lesdo tubular, sendo que o aumento de sua concentracdo
acima do valor de normalidade, também pode estar relacionado a lesdo glomerular severa, o que
permite o aumento da filtracdo das enzimas séricas. Apesar disso, alguns fatores extrarrenais
podem influenciar nesta enzimdria, sdo eles: febre, septicemia, hepatopatias, diabetes,
aminoglicosideos, nefrotoxinas, intoxicacdo por metais pesados, uso de antiinflamatérios ndo
esteroidais e anestésicos (Freitas, 2014).

Em cdes a GGT urinaria é considerada ndo s6 um marcador precoce de lesdo renal, mas também
um marcador persistente da mesma (Greco et al., 1985; Rivers et al., 1996). Em cées com
nefrotoxicidade induzida por gentamicina, a elevacdo da atividade da GGT urinaria antecedeu o
aparecimento de proteindria e glicosiria (Henneman et al., 1997) e elevagdes de ureia e
creatinina sérica (Veado et al., 2010). J& em cdes com lesdo renal induzida por anfotericina B, a
GGT urinédria ndo teve eficiéncia como marcador precoce, ndo apresentando significativa
precocidade em relacdo a ureia e creatinina (Santin et al., 2006).

Melo et al. (2006) avaliaram a capacidade das enzimas urinérias GGT, fosfatase alcalina (FA),
lactato desidrogenase (LDH), aspartato (AST) e alanina aminotransferase (ALT) em indicar,
durante o periodo de 24 horas, IRA devido a uma intoxicagdo por paracetamol. A GGT, FA e
LDH apresentaram concentracdes significativamente acima do valor de normalidade ao fim das
24 horas, se comparadas ao momento inicial da avaliacdo, sendo que o quadro de IRA se
instalou em um intervalo de quatro dias apés a intoxicacdo. A avaliagdo da atividade da GGT,
FA e LDH se mostrou como um método eficaz, simples e de baixo custo para determinar IRA.

N-Acetyl-f-D-Glucosaminidase

A N-acetyl-B-D-glucosaminidase é uma enzima lisossomal presente em altas concentracfes nas
células epiteliais dos tubulos contorcidos proximais e é estdvel em urina acida (Price, 1992).
Quando ha maior excre¢do de proteinas nos tabulos renais, ha aumento da atividade lisossomal
e consequente liberacdo de NAG (Greco et al., 1985; Rivers et al., 1996; Waldrop, 2008). Seu
peso molecular de 140 kDa ndo permite filtracdo glomerular; assim sua atividade urinaria
aumentada é um dos indicadores mais sensiveis de injaria renal (Greco et al., 1985; Grauer,
2001).

A elevada atividade urinaria da enzima foi relatada em humanos na injdria renal aguda de
etiologia diversa. A atividade de NAG foi comparada a de outros dois marcadores: KIM-1
(glicoproteina transmembrana do tipo um) e a NGAL (Lipocaina associada a gelatinase
neutrofilica), sendo avaliada antes e ap0s a realizacdo de cirurgia cardiaca em 77 pacientes, dos
quais 28 desenvolveram injdria renal aguda pos-cirurgica. A NAG apresentou aumento de
atividade urinaria imediatamente apés a cirurgia, seguida pela NGAL e pelo KIM-1, que teve
aumento de atividade trés horas ap6s o procedimento. A NAG apresentou aumento de atividade
precoce e indicou injuria de forma sensivel e especifica (Katagiri et al., 2012). O aumento da
atividade urinaria de NAG é observado em individuos expostos a drogas potencialmente
nefrotoxicas, sendo que isso se deve, provavelmente, a disfuncdo das células tubulares epiteliais,
causada pelo aumento do fluxo proteico no Iimen tubular.

Bazzi et al. (2002), avaliaram a correlagdo do aumento da atividade de NAG urinaria com o

valor de proteinuria avaliado em 136 pacientes humanos portadores de glomerulonefrite. Nesse
estudo a NAG foi considerada um marcador confidvel de toxicidade tubular causada pela
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proteindria no estagio inicial de nefropatia idiopética, glomeruloesclerose e em individuos com
injaria renal, porém sem alteragdo de funcdo renal. Nos individuos que apresentaram funcéao
renal normal, a atividade urinaria da enzima estava acima de seu intervalo de normalidade.

Em trabalho realizado por Gongales et al. (2008), atividade urindria de NAG foi avaliada em
situacBes de intoxicacdo por chumbo em humanos, sendo comparada ao ALA-U (Acido
aminolevulinico), indicador bioldgico de escolha para esses casos. Foram avaliados individuos
gue apresentavam concentracdo de chumbo no sangue menor que 40mg / dL, intervalo no qual o
ALA-U ainda ndo apresenta aumento de atividade significativo. Ao realizar a andlise da urina
desse grupo e do grupo controle, a NAG apresentou atividade urinaria aumentada nos
individuos expostos ao chumbo, enquanto o ALA-U mantinha-se dentro de seu intervalor de
referéncia. Ja na avaliacdo do grupo controle, ambos marcadores apresentaram concentragdes
dentro de seu intervalo de normalidade. Concluiu-se que o aumento da atividade urinaria de
NAG e o possivel efeito subclinico da exposi¢do a baixas concentrac@es de chumbo podem ser
evidenciados antes da alteracéo da atividade do ALA-U. Assim, o aumento da atividade urinaria
de NAG indica injaria renal na exposicao plumbica (Gongales et al., 2008).

A injaria renal observada na diabetes é caracterizada estruturalmente tanto por lesbes
glomerulares e nos tdbulos intersticiais, como mudancas funcionais, elevando a severidade da
microalbumindria e alterando a TFG (Panchapakesan, et al., 2005; Mogenson et al., 1993). A
presenca de DRC em diabéticos esta aumentando e cerca de 40% dos pacientes necessitam de
dialise ou transplante (Friedman e Friedman, 2007). A hiperglicemia é o principal fator
metabolico associado ao dano renal irreversivel na diabetes mellitus, pois a passagem de
concentracdes aumentadas de glicose nos tdbulos renais leva a injaria renal. Embora a
microalbuminuria tenha sido considerada por muito tempo como um marcador importante para
a nefropatia diabética, por refletir a perda da seletividade glomerular, a estimativa da fungdo
renal tubular e sua integridade podem prover uma sinalizacdo precoce de agressao renal e
identificar individuos em risco de desenvolver disfuncdo renal (Whiting e Price, 2001).
Kalansooriya et al., (2007) avaliaram a atividade urindria da NAG, em comparacdo a
microalbumindria e creatinina sérica, em humanos portadores de diabetes mellitus. Nesse
estudo, em 90% dos pacientes, a NAG apresentou atividade urinaria aumentada, enquanto a
proteindria ndo apresentava concentracdo significativa e a creatinina se manteve dentro de seu
intervalo de normalidade. O resultado é consistente com o papel da NAG como sinalizador
precoce de injaria renal.

A atividade urindria aumentada NAG também foi observada em lesbes tubulointersticiais
causadas por aminoglicosideos e outras drogas nefrotoxicas (Ring et al., 1998); exposi¢do a
cadmio (Bernard e Lauwerys, 1989); uso de meio para contraste (Semerci et al., 2014).

Em 2007, Liangos et al. avaliaram a acdo da NAG no monitoramento de pacientes com IRA. O
trabalho teve como objetivo comparar a atividade da NAG nesses individuos com as
concentragdes de ureia e creatinina sérica durante seu periodo de internacdo e assim avaliar se 0
paciente estava compensado, se a injuria estava regredindo ou progredindo. Foi determinada a
atividade urinaria de NAG, ureia e creatinina sérica em 201 pacientes. Os valores obtidos foram
correlacionados ao risco de necessidade de procedimento de dialise ou morte desses pacientes.
Observou-se que apesar de alguns individuos apresentarem concentracGes de ureia e creatinina
estaveis e ndo estarem em uremia, a atividade de NAG estava acima de seu valor de
normalidade, indicando que a injuria tubular persistia. De 201 pacientes avaliados, 39%
necessitaram de diélise e 24% morreram. Dentre os 37% que sobreviveram, 13% receberam alta
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hospitalar, porém com a necessidade de manter procedimento de dialise. Os 24% que receberam
alta sem necessidade de didlise, apresentaram reducdo progressiva da atividade urinaria de NAG
e da concentracdo de ureia e creatinina. O monitoramento da atividade urinaria da NAG
mostrou-se como uma ferramenta auxiliar para determinar prognostico dos pacientes, assim
como monitorar a progresséo da injuria renal (Liangos et al., 2007).

Em medicina veterinaria, a NAG ja foi avaliada como biomarcador no desenvolvimento de
azotemia em gatos com hipertireoidismo, tratados com metimazol, submetidos a grande risco de
apresentarem injuria renal e chegarem ao estagio de doentes renais crénicos. Foram avaliados
24 animais, recém-diagnosticados com hipertireoidismo e ndo azotémicos e 10 animais sadios.
No fim do estudo, os animais foram divididos em trés grupos: gatos sadios, gatos ndo
azotémicos e gatos azotémicos. Os valores de referéncia de NAG foram determinados para cada
grupo, para assim ser possivel realizar uma comparagédo para predizer injuria renal e azotemia.
Os valores basais de cada grupo foram diferentes, o grupo azotémico apresentou maior média
quando comparado aos outros dois. A NAG apresentou uma capacidade de predigdo de
azotemia de 88,9% nos gatos. A determinacdo da atividade urinaria da NAG demonstrou-se
COMO um recurso para monitorar a injaria renal existente ou mesmo a fungdo renal, permitindo
ao clinico ajustar a dosagem do medicamento da melhor e mais segura forma possivel (Lapointe
etal., 2008).

Em estudo realizado por Jepson et al. (2009), foram monitorados 118 gatos, com mais de nove
anos de idade, a cada seis meses ou até que desenvolvessem quadro de azotemia. Avaliou-se a
capacidade da creatinina sérica, densidade urinaria, NAG, relacdo proteina:creatinina urinaria
em predizer azotemia nesses animais. Desses animais, 30,5% desenvolveram azotemia. No
estudo a NAG foi significativamente maior em gatos que desenvolveram azotemia do que
naqueles que ndo desenvolveram. A enzima também apresentou correlagdo positiva com 0s
outros parametros avaliados, considerando-se a predicdo de azotemia.

No estudo de Sato et al. (2002) foram avaliados 48 cdes. Destes, 28 (18 machos e 10 fémeas)
eram sadios e 20 (10 machos e 10 fémeas) apresentavam injaria renal ou DRC. Dentre os 20
animais doentes, sete eram doentes renais crénicos, dois apresentavam cistite e pielonefrite,
quatro cistite, trés diabetes e quatro cadelas, piometra. Foram realizadas avaliaces da atividade
urinaria de NAG, urinalise e creatinina sérica desses animais. Os cdes com DRC apresentaram
aumento da atividade urinaria de NAG antes de haver aumento da concentragdo de creatinina
sérica e ndo houve correlagdo significativa entre os dois marcadores. Tais observacfes em céaes
com DRC estdo de acordo com o encontrado entre seres humanos (Powell et al., 1983). Em
cdes que apresentavam exclusivamente cistite, a concentragdo de NAG se manteve dentro do
intervalo de normalidade, havendo aumento apenas nos casos em que 0s animais apresentavam
cistite e pielonefrite. Concentracdo de NAG acima do valor de referéncia também foi observada
em seres humanos com pielonefrite (Sherman et al., 1983). Cdes com diabetes mellitus
apresentaram concentracdo de NAG acima da normalidade quando havia hiperglicemia e
presenca de glicose e corpos cetdnicos na urina, responsaveis por causar injdria em células
tubulares, o que esté de acordo com o observado em humanos (Patrick et al. 1990; Kalansooriya
et al., 2007). Cadelas com piometra apresentaram concentracdo de NAG maior que o valor de
normalidade antes da ovariohisterectomia e apds o procedimento entraram em quadro de
insuficiéncia renal. Cadelas que apresentaram atividade urindria de NAG dentro do valor de
referéncia antes da cirurgia mantiveram a funcdo renal normal apds o procedimento. O
monitoramento da atividade urinaria de NAG mostrou-se eficaz como sinalizador eficaz em
quadro de IRA induzida por endotoxemia em piometra. Os autores, entdo concluiram que a
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avaliacdo da atividade urinaria de NAG foi importante para 0 monitoramento de injuria tubular
em estagio inicial em cées.

3.3.1 Outros biomarcadores precoces de injaria renal
Cistatina C

A cistatina C é uma proteina de baixo peso molecular (13 kDa), com 122 aminoéacidos néo
glicosilada, sintetizada por um gene expresso em todas as células nucleadas em ritmo constante
de producdo. Portanto, mesmo em processos infecciosos, a sua concentracdao sérica depende
fundamentalmente da TFG e ndo da massa muscular, estado nutricional, sexo ou febre. Em cées,
ela foi identificada principalmente no soro, liquido cefalorraquidiano, glandulas parétidas, rins e
sistema nervoso central (Prates et al., 2007). Devido a sua estabilidade, a cistatina C é um
marcador para a estimativa da fungdo glomerular em pacientes caquéticos ou com IRA, em que
a creatinina sérica poderia subestimar a verdadeira fungdo renal. No entanto, a cistatina C ndo e
considerada um biomarcador de IRA priméario (Herget-Rosenthal et al., 2004; Urbschat et al.,
2011).

Devido a sua pequena massa molecular e a sua carga positiva, em pH fisiolégico, a cistatina C é
livremente filtrada pelos glomérulos, sendo quase totalmente removida da circulagdo, e
metabolizada nos tdbulos contorcidos distais, onde ocorre reabsor¢do quase completa (99%)
pelas células tubulares, e posterior degradacdo enzimatica dentro dos lisossomos. A cistatina C,
entdo ndo é excretada na urina nem retorna a corrente circulatéria (Royakkers et al., 2011).
Sendo assim, esse marcador endégeno poderia estimar a TFG sem a necessidade de dosagem
urindria, dispensando a coleta repetida de urina e solucionando um dos principais problemas dos
outros marcadores enddgenos da TFG (Schwartz e Furth, 2007). A cistatina C, quando
comparada com a creatinina sérica, tem melhor acuracia e é considerada um melhor marcador
para estimar a TFG em individuos com pequenas perdas de funcgdo renal (Camargo, 2011).

Em um estudo em cées, o sexo ndo influenciou na concentracdo de cistatina C plasmatica. Em
relacdo ao peso, os maiores valores de cistatina C foram observados nos cdes acima de 15 Kg
(Braun et al., 2002). Estudos sugerem que o volume renal diminui em pacientes idosos,
acarretando diminuicdo na TFG e na perfusdo renal. Dessa forma, a cistatina C é considerada
como melhor marcador de funcdo renal do que a creatinina sérica em idosos (a qual tem sua
concentragdo reduzida devido & menor massa muscular) (Prates et al., 2007).

Braun et al. (2002) mensuraram a cistatina C sérica em 179 cées clinicamente saudaveis
utilizando método de avaliacdo para a cistatina C humana. Os autores também observaram
aumento nas concentragdes de cistatina C em alguns cdes que apresentaram sinais clinicos de
insuficiéncia renal e que tinham concentragbes de creatinina nos niveis normais ou
discretamente aumentadas e concluiram que a cistatina C pode auxiliar a discriminar elevacdes
limitrofes de creatinina plasmatica quando a insuficiéncia renal é suspeita.

Segundo Braun et al. (2002) os tumores devem ser investigados quanto aos efeitos sobre a
concentracdo de cistatina C em cdes. O uso de doses elevadas de corticoides tem sido associado
ao aumento da producdo de cistatina C e elevagdo de seus niveis séricos, 0 que resulta em uma
subestimativa da TFG devido a elevagdo da cistatina C (Camargo, 2011). Entretanto, Okay
(2002) afirma que somente a metilprednisolona aumenta os niveis de cistatina C, enquanto que a
ciclosporina causa a sua diminuicdo. A cistatina C também ¢é influenciada pela acdo dos
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horménios tireoidianos. Possivelmente essa interferéncia ocorre por influéncia direta do
horménio tireoidiano na taxa de produgdo desta proteina. Assim, ao contrario do que acontece
com a creatinina, os niveis de cistatina sdo mais baixos no hipotireoidismo e mais elevados no
hipertireoidismo (Novo, 2009). Possiveis explicacBes para esses achados baseiam-se nos efeitos
dos horménios tireoideanos sobre a hemodinamica renal, a homeostase renal de sal e 4gua e o
transporte tubular ativo de sodio, potassio e ions hidrogénio (Gabriel et al., 2011).

Apesar de ser reconhecidamente um avan¢o da medicina laboratorial, a dosagem de cistatina C
ainda é muito pouco utilizada. Na medicina veterinaria a cistatina C tem sido utilizada somente
na pesquisa e existem poucos estudos a respeito de sua eficiéncia como marcador precoce de
funcg&o renal, especialmente no contexto da doenca renal crénica (Braun et al. 2002). A maioria
dos estudos avalia o desempenho da cistatina C comparando-a com a creatinina e ndo com
marcadores diretos da taxa de filtracdo glomerular. A mensuracdo direta da taxa de filtracdo
glomerular, independente de creatinina, € importante para a correta avaliagdo do desempenho da
cistatina C. Sabe-se que a creatinina possui varias limitages como a producdo de creatinina
pelas células tubulares e o consequente erro de estimativa da TFG (Lofberg e Grubb, 1979).
Além disso, os valores de referéncia da cistatina C para cées citados pela literatura possuem alta
discrepancia. Sdo necessarios novos estudos com maior nimero de animais, que avaliem a
cistatina C em diferentes populacdes de cées, assim como em diferentes nefropatias. Os custos
para a analise ainda sdo considerados elevados, o que limita o seu uso na pratica clinica, e
alguns fatores como disfungdes tireoidianas, obesidade, uso de corticosterdides e inflamagéo,
podem interferir nos seus niveis séricos (Peres et al., 2013).

Kim-1

A KIM-1 (Molécula de injaria renal) é uma glicoproteina transmembrana do tipo um, com um
dominio de imunoglobulina e mucina que nao é detectavel em tecido renal normal ou urina, mas
é expresso em niveis muito elevados em células diferenciadas do epitélio tubular proximal renal
apos lesdo isquémica ou toxica. O KIM-1 foi encontrado marcadamente aumentado ap6s 24 a
48 horas no tdbulo proximal do rim pés-isquémico do rato. Uma forma soltvel de KIM-1
humana pode ser detectada na urina de pacientes com necrose tubular aguda e pode servir como
um biomarcador Util na lesdo tubular proximal renal, facilitando o diagnostico precoce da
doenca e servindo como um diferencial do local de injuria renal (Ichimura et al., 2008).

Além disso, alta expressdo urinaria de KIM-1 foi avaliada prospectivamente em uma coorte de
201 pacientes humanos hospitalizados com IRA e também foi associada com o resultado clinico
adverso (morte e necessidade de dialise) em pacientes com esse quadro. Embora o gene KIM-1
ou a expressdo da proteina seja indetectdvel no rim normal, apds lesdo o &cido ribonucléico
mensageiro KIM-1 é rapidamente sintetizado e a proteina gerada é localizada em altos niveis na
membrana apical do tbulo proximal (Sirota et al., 2011; Urbschat et al., 2011). Em humanos
com IRA isquémica e toxica, a proteina KIM-1 € encontrada em todos os trés segmentos do
tibulo proximal. H& um numero de caracteristicas que poderiam torna-lo um atraente
biomarcador de lesdo renal, tais como: auséncia de expressdo KIM-1 no rim normal, a sua
marcada expressdo aumentada e a insercdo na membrana apical do tdbulo proximal e a sua
persisténcia na célula epitelial até que a célula se recupere completamente (Sirota et al., 2011,
Urbschat et al., 2011).
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Interleucina-18

A interleucina-18 (IL-18) é uma citocina pré-inflamatéria que é constitutivamente expressa nas
células intercaladas do tubulo contorcido distal e do tlbulo coletor. Além disso, essas células
contém trés componentes principais necessarios para a liberacdo desta citocina ativa e proé-
inflamatdria, a chamada pro-I1L-18, o P2X7, e a cisteina protease intracelular caspase-1, a qual
converte a pro-forma da IL-18 na sua forma ativa, o que, em seguida, sai da célula tubular para
o limen e aumenta seus niveis urinarios na IRA (Uchino et al., 2005).

Em um estudo em humanos com varias doencas renais, 0s niveis urinarios de IL-18 foram
significativamente maiores e tinham uma sensibilidade e especificidade elevadas para o
diagndstico de necrose tubular aguda, em comparagdo com infec¢do urinéria, doenga renal
cronica e fungdo renal normal entre individuos saudaveis e individuos controle. A IL-18 pode
servir como um marcador para lesdo tubular proximal em necrose tubular aguda. Além disso,
estava significativamente elevada antes do aumento da creatinina sérica em pacientes com
insuficiéncia respiratéria aguda/sindrome da angustia respiratoria que desenvolveram IRA,
prevendo mortalidade no periodo de ventilacdo mecanica (Ichimura et al., 2008).

O aumento da atividade da IL-18 na urina correlaciona-se com a gravidade da injuria renal, bem
como com a mortalidade. No entanto, em andlise prospectiva, a IL-18 ndo demonstrou
capacidade de prever o posterior desenvolvimento da IRA. Considerando-se a IL-18 ser uma
citocina pré-inflamatéria que desempenha um papel importante na sepse, concentrac@es de IL-
18 podem também ser influenciadas por um numero de varidveis coexistentes, tais como
endotoxemia, doengas inflamatorias, l0pus eritematoso sistémico, psoriase, hepatite e esclerose
maltipla, Assim, suas propriedades pré-inflamatérias e seus niveis elevados na doenca
inflamatéria podem limitar a sua aplicacdo em termos de sensibilidade e especificidade
(Urbschat et al., 2011).

Lipocaina Associada a Gelatinase Neutrofilica (NGAL)

A Lipocaina Associada a Gelatinase Neutrofilica é uma glicoproteina da familia lipocalina, de
25 kDa. E expressa em baixos niveis em varios tecidos humanos, incluindo pulmao, estdmago,
colon e células epiteliais localizadas no tubulo proximal. Foi identificada como uma das mais
rapidas proteinas formadas por expressdao aumentada de genes na fase precoce do rim pos-
isquémico em modelo animal utilizando ratos, sendo detectada na primeira amostra de urina
dentro de duas horas apds isquemia, exibindo niveis aumentados correlacionados com a duragéo
da isquemia. Além disso, foi amplamente detectavel na urina de ratos com nefrotoxicidade
induzida pela cisplatina. Uma meta-analise de dados de 19 estudos, incluindo 2500 pacientes de
estudos observacionais, foi realizada para estimar o diagndstico e prognostico preciso da NGAL
e seu valor na IRA. A populacéo, que incluia adultos e criancas foi estudada em uma variedade
de condi¢des. A IRA mais frequentemente investigada foi apés cirurgia cardiaca, seguida por
IRA em pacientes criticamente doentes e depois expostos aos meios de contraste para
angiografia coronariana (Haase et al., 2009).

A NGAL foi encontrada como um preditor Gtil na fase precoce da IRA, que funcionou bem com
amostras de urina ou plasma. Além disso, o nivel de NGAL teve valor prognéstico para
desfechos clinicos, como a necessidade de didlise e na mortalidade. Infelizmente, a grande
producdo extrarrenal em resposta ao estresse sistémico pode aumentar a sua excrecdo urinaria
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na auséncia de IRA, bem como, pode aumentar na doenca renal crénica e ndo apenas na aguda,
0 que pode confundir sua interpretacdo (Urbschat et al., 2011).

NGAL ¢ agora reconhecido como um biomarcador Util e preciso de lesdo renal aguda em
humanos (Sirota et al., 2011 e Urbschat et al., 2011). Também tem se mostrado altamente
preciso para detectar a IRA e inflamacdo em modelos animais (Ichino et al., 2009).
Recentemente, NGAL demonstrou ser um biomarcador sensivel na detecgdo da IRA em cées
submetidos a diferentes tipos de cirurgias e experimentalmente num modelo canino submetido a
nefrotoxicidade com gentamicina (Lee et al., 2012; Kai et al., 2013).

O desempenho de biomarcadores para IRA é modificado pelos métodos de determinacédo
utilizados e pelas caracteristicas da populagdo de pacientes estudados. A maioria dos resultados
da NGAL descrita na literatura tém sido obtidos por meio de pesquisas baseadas em ensaios
com o método de ELISA, o qual ndo é pratico no ambiente clinico. A implantagdo global da
padronizacdo de valores laboratoriais é altamente promissora para uma interpretacdo mais
uniforme dos resultados. De fato, diferentes niveis de corte para NGAL urinaria foram descritos
(mais de 10pg, mais de 60ug, e mais de 100ug) para identificar pacientes que irdo
potencialmente desenvolver IRA (Schiffl et al., 2012).

Existem algumas limitagfes para o valor da NGAL como um preditor de doenca renal aguda e
sua gravidade. Os niveis de NGAL parecem ser mais sensiveis e especificos na previsdo de IRA
em estudos de pacientes homogéneos, com uma Unica injuria aguda, facilmente identificavel e
com previsiveis insultos nefrotoxicos, tais como a circulagdo extracorporea ou contraste
intravenoso. A NGAL parece ser menos sensivel e especifica em estudos com causas
multifatoriais para IRA. Também ndo esta claro se niveis da NGAL podem diferenciar causas
potencialmente reversiveis de IRA, por exemplo, diferenciar uma azotemia pré-renal de uma
lesdo mais grave nos rins. Os niveis da NGAL parecem prever IRA em criangcas com melhor
precisdo do que em adultos, que compdem a grande maioria dos pacientes com IRA. Os niveis
plasmaticos de NGAL também sdo maiores em pacientes com DRC subjacente e, na maioria das
pesquisas clinicas, a NGAL exclui os pacientes com DRC da analise. Esta exclusdo é uma
guestdo de confusdo, porque DRC é um importante fator de risco para IRA, particularmente no
ambiente de cuidados intensivos. Em estudo prospectivo de mais de 25.000 pacientes com lesdo
renal aguda, mais de 30% tinham DRC subjacente (Uchino et al., 2005; Shemin et al., 2011).

4.  MATERIAL E METODOS

O experimento foi constituido de trés etapas. A 12 etapa foi dedicada a padronizacdo da técnica
de avaliacdo da atividade urinaria de NAG para caes higidos de diferentes racas, sexo e faixas
etarias. A 22 etapa compreendeu a selecdo de 60 cdes higidos que tiveram amostras de urina
coletadas para determinacdo da atividade de NAG e, com estes valores, determinar, por analise
estatistica, um intervalo de confianca médio para a atividade desta enzima. Por fim, na 32 etapa
foi avaliada a estabilidade urinéria da NAG, em diferentes temperaturas (Figuras 4 e 5).
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26



4.1. Padronizacdo da técnica de avaliacdo da atividade urinaria de NAG

4.1.1.

Local de execucéo

A padronizacdo da técnica de avaliacdo da atividade urinaria de NAG em cées higidos de
diferentes ragas, sexo e faixas etarias, assim como sua estabilidade em diferentes temperaturas,
foi realizada nas dependéncias do Laboratorio de Patologia Clinica da Escola de Veterinaria, da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), em Belo Horizonte, Minas Gerais.

4.1.2. Preparo de solucdes reagentes

As especificacbes dos reagentes utilizados para o preparo das solugdes de trabalho estdo

descritas no quadro 3.

Quadro 3. Reagentes utilizados para a padroniza¢do da técnica de mensuragdo da atividade da

NAG em cées.
Reagente Especificacdes Concentracgéo Solvente Tempg;atura
conservagao
Acido Citrico PA - Sign(:)a Aldrich - 0,2 mol/litro Agua destilada 4°C
Monohidratado Vetec - Lote
DCBB4909
Citrato de sédio PA — Sign(:)a Aldrich - 0,2 mol/litro Agua destilada 4°C
Anidro Vetec® - Lote
DCBB4266
Pureza > 99 %; 10 mmol/litro Tampéo -20°C
N-Acetyl-B-D- impurezas totais < citrato de
glucosaminidase 0,05 % - Sigma sodio pH 4,4
(NAG) Aldrich® - Lote
SLBB4917V
Hidroxido de Sédio PA —Teor 97 % - 4 mol/litro Agua destilada 4°C
(NaOH) Synth® - Lote 180311
Acido Cloridrico PA - Vetec® - Lote 10,5 mol/litro Agua destilada 4°C
(HCI) DCBC3237
9-ami Teor 93-97 % - Sigma 0,75 mol/litro Agua destilada 4°C
-amino-2-methyl-1- e
oropanol (AMP) Aldrich® - Lote
MFCDO00008051
0,0696 gramas Agua destilada 4°C
. e 0,1392 gramas e solucéo
p-Nitrophenol Slgﬂ:\j}?é?gscgﬁ—vmte 0,2088 gramas tampdo citrato
0,6960 gramas de s6dio pH
4,4
Solugéo tamp&o pH 4,0 | Synth® - Lote 180464 - - 4°C
Solugédo tampéo pH 7,0 | Synth® - Lote 170456 ; ) 4°C
- - 4°C

Solugdo tampédo pH 9,0

Synth® - Lote 17059
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4.1.3. Preparo da amostra de urina

No momento da analise, as amostras de urina eram retiradas da temperatura de refrigeracéo e
centrifugadas em centrifuga de macrotubos durante 5 minutos a 2000 RPM, em tubos c6nicos a
37°C, para entdo, se utilizar o sobrenadante.

4.1.4. Técnica automatizada para determinacéo da atividade de NAG urinaria

A determinacdo da NAG urinaria foi baseada no método descrito por Maruhn (1976) e Horak et
al. (1981) por espectrofotometria, porém, adaptada para automacao (Figura 6) em aparelho de
bioguimica (Cobas Mira Plus- Roche) (Figura 7). A amostra de urina foi pré-aquecida até
atingir 37°C e, entéo, adicionada a uma solugéo contendo o substrato p-nitrofenil-N-acetil-B-D-
glicosaminidase dissolvido em solugdo tampdo de citrato de sodio 0,2 mol/L (pH 4,4). A
mistura resultante foi incubada a 37°C por 15 minutos para que ocorresse a hidrolise enzimatica
do substrato com liberacdo do ion p-nitrofenilato. Este método executado representa a técnica
com monoreagente. Para avaliagdo da técnica com bireagente a agdo enzimética foi
interrompida com a adicdo de solucdo tampd@o AMP (2-amino-2-metil-propano-1-ol), 0,75
mol/L (pH 10,25), levando a liberac&o do ion p-nitrofenilato.

Pré-aniiecida (37°C)

Incubagdo por 157 a 37°C =
TAMPAO AMP

Figura 6. Tratamento de amostras de urina para realizacdo da técnica automatizada para anélise
da atividade de NAG urinéria em cées
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Figura 7. Aparelho de bioquimica Cobas Mira Plus®

Quadro 4. Programagcao utilizada do aparelho de bioquimica Cobas Mira Plus®antes da
determinag&o do fator de correcéo especifico por espectofotdmetro

GENERAL
MEASUREMENT MODE ABSORB
REACTION MODE R-S-SR1
CALIBRATION MODE FACTOR
REAGENT BLANK REAG/DIL
CLEANER NO
WAVELENGTH 405 nm
DECIMAL POSITION 2
UNIT ull
ANALYSIS
POST DIL. FACTOR | 2.00
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CONC. FACTOR NO
SAMPLE CYCLE 1
VOLUME 25.0 pl
DILUENT NAME H20
VOLUME 10.0 pl
REAGENT CYCLE 1
VOLUME 100 pl
START R1CYCLE 8
VOLUME 50.0 pl
DILUENT NAME H20
VOLUME 10.0 pl
CALCULATION
SAMPLE LIMIT NO
REAC. DIRECTION INCREASE
CHECK ON
CONVERS. FACTOR 1.00000
OFFSET 0.0000
TEST RANGE LOW 0.00 U/l
HIGH 200.00 U/l
NORM. RANGE LOW 0.00 U/l
HIGH 3.20 U/l
NUMBER OF STEPS 1
CALC. STEP A ENDPOINT
READINGS FIRST 7
LAST 15
CALIBRATION
CALIB. INTERVAL | ON REQUEST
BLANK
REAG. RANGE LOW NO
HIGH NO
BLANK RANGE LOW NO
HIGH NO
FACTOR 1000.00
CONTROL
CS1POS NO
CS2 POS NO
CS3 POS NO

4.1.5. Determinagdo do coeficiente de

absortividade

(absorbéncia)

espectrofotobmetro Thermo Plate ® TP Analyzer

Para a leitura em espectrofotémetro, utilizou-se um aparelho Thermo Plate ® TP Analyzer, para
leitura semiautomatica (Figura 8), assim como solugdes de estoque de p-Nitrofenol, ja com a
adicdo de 9,9 mL de tampéo citrato de sddio, pH 4,4. Foram realizadas leituras em triplicata,
para cada solucdo, a 405 nm, com o aparelho zerado com o pH do tampdo AMP, de 10,25. A
absorbancia determinada permite o calculo do fator de correcgdo real, em pH adequado.
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Figura 8. Aparelho para espectrofotometria semiautomatica Thermo Plate ® TP Analyzer

4.1.6. Determinacao do fator de correcgdo, a partir do coeficiente de absortividade

O fator de corre¢do foi determinado a partir da leitura realizada pelo espectrofotémetro da
absorbéancia do ion p-Nitrofenilato, a 405nm. Calculou-se uma média entre os resultados de
absorbancia obtidos para as triplicatas. Este valor foi colocado na formula para determinacgdo de
fator de correcéo:

_ Vtx1000
T Vax€X1

Onde:

e “F”é o fator de correcdo
“Vt” é o volume total, representado pela soma do volume da amostra, com o
volume de reagente e o volume de diluente

e “Va” é o volume da amostra
“&” é coeficiente de absortividade

e /7 ¢é 0 caminho 6ptico

4.2. Determinacao do intervalo de confianga médio de atividade urinaria de NAG
em cdes higidos

4.2.1. Local de execucao

A selegdo dos cées, exames de triagem e anamnese foram realizados nas dependéncias da
Clinica Veterinaria Vetmaster, situada em Belo Horizonte, Minas Gerais.

4.2.2. Selecéo dos animais
Foram selecionados 60 cées higidos (Canis familiaris) com idade entre trés meses e 15 anos de
idade, clinicamente saudaveis, de diferentes racas, ambos o0s sexos, castrados ou inteiros,

provenientes de tutores particulares e de grupos de apoio a cdes abandonados da regido
metropolitana de Belo Horizonte. Os 60 cées incluidos no estudo preencheram todos os pré-

31



requisitos estabelecidos, a partir de um questionario de anamnese (Anexo 2) e realizacdo de
exames clinicos, laboratoriais e ultrassonografia; e aqueles que seus proprietérios, depois de
devida orientacdo, assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 1). Os
proprietarios dos animais tiveram o direito de retirad-los do experimento a qualquer instante.

Os critérios para inclusdo dos animais foram:

. Residir na regido metropolitana de Belo Horizonte.

. Nao estar gestante ou lactante.

. Estar clinicamente higido no momento do exame clinico e coleta de amostras de sangue
e urina.

. N&o ter sido submetido ao uso de medicagOes potencialmente nefrotoxicas nos ultimos
4 meses.

. Ter concentracOes séricas de ureia, creatinina, GGT, fosforo, proteinas totais e fragdes e
potassio dentro dos intervalos de referéncia para a espécie.

. N&o apresentar alteragdes hematoldgicas classificadas como patologicas.

. Nao apresentar alteracdes no exame de urina de rotina classificadas como patoldgicas.

. Apresentar relacéo proteina/creatinina urindria menor ou igual a 0,25.

Os animais que ndo atenderam a todos os requisitos necessarios foram excluidos do projeto.
4.2.3. Divisao dos grupos

Os animais foram divididos em trés grupos (Quadro 5).

Quadro 5. Divisdo de grupos entre 0s animais participantes do experimento

Tamanho a amostra segundo
Grupo n Total* Sexo Idade (anos)
Machos Fémeas
[ 20 cdes 10 10 1-2
1 20 cdes 10 10 3-7
11 20 cdes 10 10 >7

Neste experimento foram avaliados animais de diferentes racas, pesos, sexo e faixa etaria. Os
cdes apresentam grande diferenga em termos de desenvolvimento, provavelmente devido a
diferenca entre racas, ou mesmo cdes sem racga definida. Assim, animais com mesma idade
cronoldgica podem ndo se encontrar no mesmo estidgio de desenvolvimento 6sseo ou de
maturidade sexual (Merck, 1992). Os grupos foram classificados com parametros mais
especificos e individuais para cada animal, ja que é inviavel generalizar a estimativa de idade
entre os caes. A classifica¢do do grupo | foi realizada com base no periodo medio estimado para
fechamento de placas epifisarias (Pereira, 2010). A divisao dos grupos Il e 11 foi realizada com
base em avaliacdo do desgaste de arcada dentaria dos animais (Merck, 1992; Cameriere et al.,
2007).

O céo adulto possui 42 dentes (20 na mandibula superior e 22 na inferior). A férmula dentaria
da denticdo definitiva do cdo é: 6 incisivos, 2 caninos, 8 pré-molares e 4 molares (mandibula
superior); 6 incisivos, 2 caninos, 8 pré-molares e 6 molares (mandibula inferior) (Figura 9). Os
dentes deciduos, ou “dentes de leite”, surgem a partir do 20° dia, até a 5% semana. Em seguida,
todos os dentes de leite serdo substituidos pelos definitivos, entre 0 4° e 0 7° més (Quadro 6)
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(Gioso, 2007). Estes parametros foram seguidos para classificar os caes até sete meses de idade.
Os periodos de erupcdo e muda dentaria podem variar de acordo com a raga do animal.

5 ‘V
‘)‘N% Dentes Superiores
, 00 G

Incisivos

Canino

Pré molares

Molares

Dentes Inferiores
Molares

Pré molares

Canino

Incisivos

Figura 9. Figura esquemaética da denti¢do dos cdes utilizada para classificar os animais do
experimento entre grupos etéarios (Adaptado de: Emily, 1994)

Quadro 6. Idade de erupg¢do dos dentes deciduos e muda para dentigdo definitiva

Dentes Deciduos — Erupcao Definitivos — Muda
Incisivos 3 — 5 semanas 4 — 5 meses
Caninos 3 — 4 semanas 4 — 6 meses

Pré-molares 3 — 12 semanas 5 — 6 meses

Molares 5 — 7 (primeiro os inferiores)

Fonte: Gioso (2007)

A classificacdo de cdes com idade superior a sete meses de idade foi realizada levando em
consideracdo a anamnese com o proprietario, exame clinico e a seguinte classificacdo quanto a
avaliagdo do desgaste natural de arcada dentéria (Quadro 7).

Quadro 7. Desgaste natural de arcada dentéria, a partir de 8 meses de idade.

Faixa etéria

Desgaste de arcada dentaria

Apds 7 meses e até 1 ano e meio de idade

Dentes brancos e limpos

De 1 ano e meio até 2 anos de idade

Molares amarelados

De 3 a5 anos de idade

Todos os dentes podem mostrar sinais de desgaste,
amarelados e alguma evidéncia de placa ou doenca
periodontal

De 5 a 10 anos de idade

Dentes desgastados e amarelados. Doencas
periodontais podem estar presente

De 10 a 15 anos de idade

Dentes bastante desgastados e amarelados.
Presenca intensa de tartaro; alguns dentes ausentes

Fonte: Gioso (2007)
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4.2.4. Realizacdo de exames, coleta de material e envio para andlise

Apos a selecdo por meio da anamnese, 0s caes foram submetidos a exame fisico completo, para
verificar a existéncia de alteragéo clinica (Anexo 1). Para avaliagdo dos parametros vitais dos
animais, foram aferidas as frequéncias respiratoria, cardiaca e de pulso, além da temperatura
corporal, tempo de preenchimento capilar, bem como avaliacdo de coloragdo de mucosas
aparentes, grau de hidratacdo e verificacdo de linfonodos palpaveis.

O exame fisico incluiu também exame toracico, por meio de inspe¢do, palpagdo, auscultacao;
exame abdominal por palpacéo e percussdo; aléem de exame otoscopico e inspecdo geral da pele
para pesquisa de ectoparasitas e/ou lesbes dermatolégicas (Stephen e Sherding, 1998).

Apbs exame fisico completo, todos os animais foram pesados (Figura 10), submetidos a
avaliacdo (duplo-cego) de escore de condigéo corporal (ECC) e classificados em uma escala de
um a cinco pontos (Quadro 8). A avaliacdo duplo-cego foi realizada com o auxilio de outro
médico veterinario, que avaliava o animal no momento do exame fisico inicial.

Figura 10. Pesagem dos animais
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Quadro 8. Classificacdo de escore de condigéo corporal.
ESCORE DE CONDICAO CORPORAL
1 2 3 4 5

Muito magro Magro Ideal Sobrepeso Obeso
Fonte: Castro et al. (2010)
Para a coleta de material para andlises sanguineas (Quadro 9) os animais foram manualmente

contidos e a focinheira foi utilizada (Figura 11) para evitar estresse ou acidentes durante a
manipulagdo do animal.

Figura 11. Coleta de sangue por acesso venoso central

As amostras de sangue foram coletadas utilizando-se seringa de 5ml com agulha de 25 x 0,7
mm, realizado a flebotomia na veia jugular, ap6s a antissepsia prévia com &lcool 70%. Os
animais estavam com jejum alimentar de 8 horas e as amostras foram acondicionadas em tubos
contendo EDTA e em tubo sem anticoagulante.

Os frascos foram identificados logo apés a obtencdo do material. As amostras com EDTA foram
refrigeradas (entre 2 e 8°C) em conjunto com as amostras sem anticoagulante (ap6s sofrerem
retracdo completa do coagulo), até serem levadas ao laborat6rio, no prazo maximo de 12 horas.
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Quadro 9. Andlises de Sangue e Urina realizados em todos os cdes participantes do estudo.

Analito Metodologia e Equipamento / Kit de diagnoéstico
Hemograma Impedancia - Abacus \{et Jr®/ Diatron, com c_ontagem difejrencial em esfregacgo
sanguineo corado por panético (LaborClin®)
Proteina total e fracoes Colorimetria- Cobas Mira Plus® - Roche/ Synermed®
Ureia Colorimetria- Cobas Mira Plus® - Roche / Synermed®
Creatinina Colorimetria- Cobas Mira Plus® - Roche / Synermed®
Fdésforo Colorimetria- Cobas Mira Plus® - Roche / Synermed®
Potéssio Quimica Seca / Analyst I1- Rotor Vet 16 - Hemagen®
Leishmaniose ELISA e RIFI / Biogene®
Babesiose / Erliquiose ELISA / Biogene®
Urinlise Fita de urinalise/ Uroteste®, microscopia dptica (sedimentoscopia)
foa . Proteina - Sensiprot Colorimétrico (Vermelho de piragolol) - Doles Creatinina -
Protelﬂ:;li.gre}ztmma C(?Iorimétrico (Picratg_ alcalino - Jafrlzé) /g Syn()armed®
Cobas Mira Plus® - Roche

As amostras de sangue em tubo contendo EDTA foram homogeneizadas durante 15 minutos.
Amostras dos tubos sem anticoagulante foram submetidas a centrifugagdo a 3800 RPM durante
10 minutos e logo ap6s separado o soro que foi acondicionado individualmente em eppendorf
de 3 ml devidamente identificados.

Para o hemograma, foi realizada contagem celular total (RBC e WBC) e determinagdo do
Volume globular (VG%) e dos indices hematimétricos (VCM e CHCM). A contagem
diferencial de leucdcitos foi feita em esfregaco sanguineo corado por panético (LaborClin®).
Foram avaliadas 100 células sob imersdo em microscopio optico Nikon, sob aumento de 1000
vezes.

As amostras de urina foram homogeneizadas e logo em seguida mensurada a densidade urinaria
em refratometria e realizado o teste com fitas reagentes para uroanalise (Quadro 9). Os volumes
restantes das amostras foram centrifugados em centrifuga de macrotubos durante 5 minutos a
2000 RPM, em tubos conicos, onde separou-se 0 sobrenadante ficando o sedimento com
quantidade aproximada de 0,3 mL. Para o exame microscopico foram utilizadas aliquotas de
10uL do sedimento, entre lamina microscépica e laminula de 20 x 20 mm, com contagem média
de cinco campos aleatorios, sem o emprego de corantes especificos para identificacdo dos
elementos figurados da urina. O sobrenadante foi utilizado para as determinac6es bioquimicas
no equipamento de semiautomacgdo Cobas Mira Plus® — Roche.

Para as andlises de urina (rotina e relagdo proteina:creatinina urinaria), a coleta foi realizada por
cistocentese (Figura 12), com frasco coletor de urina acoplado em agulha, guiada por
ultrassonografia abdominal, ap6s prévia antissepsia com &lcool 70%. As amostras foram
identificadas e refrigeradas imediatamente apos a coleta, até serem enviadas ao laboratério, no
prazo maximo de 4 horas. Para 0 exame de ultrassonografia, utilizou-se um transdutor linear na
freqiiéncia de 9 Mhz acoplado ao equipamento de ultrassonografia Chison 8100 Vet ® que
serviu de ferramenta para orientar a cistocentese.
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Figura 12. Realizac4o de cistocentese guiada por ultrassom

4.3. Determinacdo do intervalo de confianca médio para a atividade urinaria de
NAG

Apobs anamnese, exames de triagem e selecdo dos animais, as amostras de urina foram coletadas
e a andlise da atividade urinaria de NAG foi realizada, utilizando a técnica padronizada para
cdes higidos. Com base na atividade urinaria determinada para cada céo, foi determinado, por
andlise estatistica, o intervalo de confianga médio correspondente a atividade urinaria de NAG
para 60 caes higidos.

4.4. Determinacao da estabilidade da NAG urinéria
4.4.1. Local de execucao

A determinacdo da estabilidade urindria da NAG para cées higidos foi realizada nas
dependéncias do Laboratério de Patologia Clinica, da Escola de Veterinaria da UFMG.

4.4.2. Protocolo utilizado

Para determinagdo da estabilidade da NAG urinaria, foram consideradas trés faixas de
temperatura:

e Temperatura de 20 a 30°C;
e Temperatura de refrigeracdo (2 a 8°C)
e Temperatura de congelamento (-20°C)

Respeitou-se 0 protocolo de armazenar as amostras nas temperaturas determinadas,
acondicionadas em recipientes individualizados, no total de cinco para cada amostra, e
realizacdo das analises bioquimicas nos tempos de 24, 48, 72 horas, sete e quinze dias, sendo
avaliadas, em triplicata, trés amostras quanto a atividade urinaria da enzima.
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4.5. Aprovacao do projeto
O projeto foi aprovado pelos seguintes 6rgaos:

v/ Cémara Departamental do Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinarias (DCCV) da
Escola de Veterinaria (EV) da UFMG.

v Colegiado do Curso de P6s-Graduagao em Ciéncia Animal (EV/UFMG).
v' Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CETEA/UFMG) -. Protocolo de nimero
373/2015.

4.6. Andlise estatistica

A determinacdo do intervalo de referéncia para a N-Acetyl-p-D-glucosaminidase foi realizada
por andlise de intervalo de confianca da média. A correlacdo entre as variaveis analisadas foi
determinada pelo teste de Pearson. A comparagédo entre as médias de atividade da enzima em
diferentes tempos para trés temperaturas foi realizada pelo método ANOVA para medidas
repetidas (amostra pareada). Para as analises foi considerado p<0,05. As analises foram
realizadas com software SPPS® v17.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Padronizacao de reagentes e determinacédo da atividade urinaria da NAG

A padronizagdo da técnica para determinacdo da atividade urinaria da NAG, para caes, realizada
neste experimento, foi executada a partir das técnicas descritas para ensaios humanos por
Maruhn (1976) e Horak et al. (1981), consideradas relativamente simples e de custo baixo. A
avaliagdo desta enzima tem sido introduzida na medicina como teste de rotina para deteccéo e
monitoramento de injdria renal (Kunin et al., 1978; Maruhn, 1979; Liangos et al., 2007,
Goncales et al., 2008).

Horak et al. (1981) optaram por trabalhar com a técnica de Knoll et al. (1980), que provou-se
satisfatoria, mas fizeram modificagbes para melhorar a precisdo analitica, confiabilidade e
praticidade. O volume de amostra foi reduzido e o de rea¢do foi aumentado. As amostras do
branco de urina foram preparadas para conter 0 mesmo que as amostras de teste e o p-Nitrofenol
foi utilizado como padréo espectrofotométrico.

No presente trabalho o cuidado quanto a escolha dos sais para preparo de reagentes foi
essencial; optou-se por produtos de alta pureza, de forma a evitar possiveis interferéncias
durante a padronizacdo da técnica. Na literatura (Knoll et al., 1980; Horak et al., 1981; Noto et
al., 1983), é descrito o0 uso de tampdo citrato de sodio pH 4,4 como pH 6timo para hidrélise
enzimatica, em avaliacdo para humanos. Foi realizada avaliacdo de uma mesma amostra de
urina, com concentragao de substrato idéntica, porém sob acdo de diferentes valores de pH, em
triplicata.

A NAG apresentou atividade urinaria mais estavel quando a solucdo reagente foi preparada com
tampéo citrato de sédio, em valores de pH acidos, de 4,0 a 5,0. Em pH 4,0 a NAG apresentou
maior atividade, porém foi observada atividade mais estavel em pH 4,4 (Gréafico 1). O uso do
tampéo citrato de sédio em pH 4,4 se justifica pela estabilidade da atividade urinaria da enzima
confirmada estatisticamente e por literatura. O pH 4,4 do tampao citrato de sodio é descrito
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como pH étimo para realizacdo de hidrélise enzimatica da NAG (Banerjee e Basu, 1975;
Bermeyer, 1983). A medida que o pH era alcalinizado, a atividade enzimatica diminuiu. Tal
observacédo estd de acordo com a literatura, que descreve instabilidade enziméatica da NAG em
pH alcalino (Shibata e Yagi, 1996; Ac¢imovi¢, et al., 2005), levando a reducéo de sua atividade
urinéria.

4,00

3,50

3,00
2,50

2,00

NAG (U/L)

1,50
1,00

0,50

1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00
pH da amostra

Gréfico 1. Variacdo da atividade de NAG urinaria em relagdo ao pH do tampéo citrato

Além do pH, a temperatura também é um fator que pode interferir na avaliacdo da atividade
urinaria de NAG. A NAG apresenta atividade adequada em temperatura de 37°C, tendo sido
observado que, em valores de temperatura superiores a este, a enzima tem reducdo em sua
atividade (Banerjee e Basu, 1975). Assim, durante a realizacdo das andlises, a temperatura foi
mantida em 37° C, de forma a reduzir a possibilidade de interferéncia na reagdo e na atividade
urinaria da NAG.

A literatura relata que o substrato NAG ¢é utilizado normalmente, em concentracdo de 10 mM
(Horak et al.,, 1981). No trabalho foi avaliada a solubilidade e saturacdo de diferentes
concentragdes de substrato em tampdo citrato de sédio, a 37°C (pH 4,4). Em concentracdes
acima de 10 mM o substrato apresentou baixa capacidade de dissolugdo, mesmo sendo mantido
em homogeneizador e a temperatura ideal de 37°C. A 10 mM, o substrato se dissolveu de
maneira adequada em tampdo citrato de sodio, tendo sido utilizados 80mL de tampédo 0,25
mol/L. Em concentrac¢des de substrato inferiores a 10 mM, foi observada boa dissolugdo. O uso
do substrato em concentracdo superior a 10 mM permitiria trabalhar com um menor volume de
solucéo reagente e seria economicamente mais vidvel, porém houve a limitagdo da solubilidade.
Foram descritas variages do método de Leaback e Walker (1961), a maior parte envolvendo o
uso de menores volumes de reagentes. Normalmente sdo utilizados volumes em um intervalo de
3 UL a 2,0 mL e concentracbes de substrato de 0,2 mM/L a 3,3 mM/L. Mesmo nas
concentragdes de substrato mais altas, a enzima nédo é saturada. O volume de reagente utilizado
foi de 100 pL, o que esté dentro do intervalo descrito.

39



Neste trabalho foi realizada uma adaptacdo e padronizacdo da técnica manual para um ensaio
semiautomatizado, em aparelho bioquimico Cobas Mira Plus®. Em um primeiro momento
tentou-se realizar a técnica utilizando monoreagente, constituido por 4 mL de tampdo citrato de
sodio pH 4,4 e 1 mL de substrato NAG 10 mM. Como ndo havia sido determinado ainda o
coeficiente de absortividade molar (Epsilon) do ion p-Nitrofenilato, trabalhou-se com um fator
de correcdo 1.000 na programacdo. O ensaio com monoreagente ndo se mostrou eficaz. O
aparelho bioquimico ndo realizou leitura de atividade enzimatica de NAG urindria com a
programagdo para monoreagente em Varias tentativas com amostras de urina de c8es higidos de
diferentes racas, sexo e idades.

A vantagem do uso de monoreagente — caso este fosse eficaz — seria praticidade no preparo da
técnica. Porém, foi necessario realizar a técnica bireagente, através da adi¢do do tampdo alcalino
AMP 0,75 mol/L (pH 10,25), conforme descrito em literatura (Knoll et al., 1980; Horak et al.,
1981). O tampéo alcalino AMP interrompe a rea¢do enzimatica, permitindo a converséo do p-
Nitrofenil em sua forma ionica (p-Nitrofenilato). Com o preparo da técnica utilizando
bireagente, a reacdo ocorreu de forma adequada, havendo hidrélise enzimética e liberagdo do
fon p-Nitrofenilato, o que permitiu a leitura de atividade urinaria de NAG pelo aparelho
bioquimico.

Para determinar o valor de referéncia de atividade urinaria da NAG foi preciso, também, avaliar
o0 coeficiente de absortividade da reacdo, para assim, determinar um fator de correcdo, adequado
para cées higidos. Com este fator, é possivel chegar ao intervalo de confianga correto, ja que foi
utilizado em um primeiro momento, um fator 1.000 na programacdo do aparelho Cobas Mira
Plus®. Para obter o coeficiente de absortividade foram avaliadas diferentes concentragdes do ion
p-Nitrofenil em solucdo e, posteriormente, realizada a leitura em espectrofotometro, a 405 nm
(Gréfico 2) — sendo que as analises foram executadas em triplicata.
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Grafico 2. Variacao de absorbancia obtida em espectrofotdbmetro de acordo com a concentragdo
de substrato p-Nitrofenil utilizada.

A concentracdo de p-Nitrofenil de 0,696 g foi a que apresentou maior coeficiente de
absortividade (€ = 1,679) ap0s o calculo da média obtida pelas triplicatas. Isto reduz a margem
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de erro em avaliacdo no aparelho de espectrofotdbmetro e no valor determinado para
absorbancia, o que justificou o uso desta concentracdo de p-nitrofenil. Com este valor de
coeficiente, foi possivel determinar o fator de correcdo para a técnica, segundo a féormula para
célculo de fator de correcdo. Os valores dos componentes para o calculo séo descritos na tabela
1. Através do calculo, obteve-se um fator de correcdo igual a 127,26.

_ Vtx 1000
“ Vax€XI
Tabela 1. Valores dos componentes para calculo de fator de correcdo
Componente Valor
Vit 195 pL
Va 25 pL
£ 1,679
I 0,6

O volume total (Vt) foi determinado pelo somatério de volume de diluente (\Vd), volume de
reagente (\Vr) e volume da amostra (Va). O diluente utilizado foi &gua de injeco.

Apos ser corrigida com o fator de correcdo, a atividade urinaria de NAG também foi dividida
por 3,33, valor referente ao numero de ciclos executados pelo aparelho de bioquimica Cobas
Mira Plus®. As analises da atividade urinaria de NAG foram processadas em até seis horas apés
a coleta e os resultados obtidos, foram corrigidos pelo uso do fator de correcdo obtido. Com
base neste valor foi possivel a determinacdo de um intervalo de confianga médio para a enzima
avaliada de X = 5,55 + 1,39 U/ L (Intervalo de Confianca 95% ).

Um dos pontos importantes para determinagdo de atividade de enzimas urinarias é a influéncia
de fatores enddgenos e exdgenos sobre sua concentracdo. Assim, é importante excluir tais
interferéncias para que seja possivel obter um resultado de atividade urinaria confiavel, por
exemplo, pH adequado, temperatura, concentracdo de substrato, preparo de amostra e corre¢do
da densidade urinaria. Conhecendo estes parametros, deve-se investigar qual é sua caracteristica
6tima para determinada enzima e para a metodologia.

Foi observado em humanos (Kunin et al., 1978) e cdes (Sato et al., 2002) que a atividade
urinaria de NAG ndo é aumentada quando ha infecgdo urinaria, com presenca de bactérias na
urina. Pascale et al. (2010) observaram que a atividade urinaria de NAG ndo sofreu alteracfes
pela presenca de piuria, hematdria e bacteridria. Isto difere do observado com a GGT urinéria
que, segundo Beck e Sammons (1975), a presenca bacteriana na urina pode causar a diminuicao
da atividade do GGT na amostra analisada. Apesar disso, para evitar esse tipo de interferéncia
neste experimento, todas as amostras de urina foram coletadas por cistocentese, com o objetivo
de diminuir a contaminacdo da amostra pela flora bacteriana presente nos 6rgdos genitais e
uretra, 0 que poderia acontecer nas coletas realizadas por mic¢do natural ou por coleta com
sonda uretral.

Além disso, todas as amostras de urina foram centrifugadas e logo em seguida tiveram os seus
respectivos sedimentos analisados em microscopia Optica para excluir a presenca de
contaminacgdo bacteriana, que poderia ser decorrente de uma infec¢do do trato urinario do
animal estudado. Outro fator a se levar em consideracdo € o momento de coleta. A NAG
apresenta pequena variacdo ao longo do dia em sua atividade, porém que ndo chega a ser
estatisticamente significativa (Price, 1979; Sato et al., 1998). Para efeito de padronizacdo e
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facilitar a rotina laboratorial, as amostras de urina do experimento foram coletadas sempre entre
8:00 e 11:00 horas.

Uma das condicBes para que as cadelas participassem desse experimento era ndo estarem
gestantes, pois segundo Semczuk-Sikora et al. (2003), a NAG apresenta aumento de sua
atividade urinéria no terceiro trimestre de gestacdo, em mulheres gestantes. Essa variagdo
fisioldgica pode ocorrer devido a hipertrofia e / ou hiperplasia dos néfrons, que se alteram como
uma forma de adaptagdo a condigdo da gestacdo. Os néfrons voltam a sua normalidade apos a
gestagdo, quando esta ocorre sem complicacGes (hipertensdo e eclampsia) (Semczuk-Sikora et
al., 2003).

Neste trabalho, por meio de andlises estatisticas, observou-se que 0 peso e Sexo nao
influenciaram nos resultados da atividade de NAG urinéria, 0 que pode ser observado na
distribuicdo uniforme dos resultados e que esta de acordo com o observado em humanos (Price,
1992; Liangos et al., 2007). Observou-se porém, correlacdo positiva da atividade de NAG
urinaria (Gréafico 3) com a idade dos animais avaliados (p<0,001). Animais mais velhos, machos
e fémeas, de diferentes racas, apresentaram atividade urindria de NAG maior conforme sua
idade. A presenca desta correlacdo observada em cées higidos esta de acordo com o observado
em humanos por Kono et al. (1990). Em seu experimento foi avaliada a atividade urinaria de
NAG em 1.152 individuos, do sexo masculino e feminino, tendo sido observado um aumento da
atividade urinaria de NAG com o aumento da idade.
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Gréfico 3. Variacdo da atividade de NAG urinéria com relacéo a idade de 60 cées clinicamente
higidos (p<0,001)

A densidade urinaria é um fator que pode levar a alteracBes na atividade da NAG urinaria.
Segundo Scott e Stockham (2012), a densidade urindria é uma estimativa precisa da
concentracdo de solutos na urina, assim sua variagdo é acompanhada de alteracdo na
concentracdo dos solutos diluidos na urina, tendo por consequéncia a influéncia direta nos
valores de atividade de NAG urinario.

O método empregado para correcdo da interferéncia dos valores de densidade urinaria nesse
trabalho foi o uso da férmula proposta por Deschepper et al. (1989). A féormula utilizada define
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a densidade urinaria 1,025 (valor considerado normal para cdes com livre acesso a ingestdo de
agua) como fator de correcdo para o fluxo urinario de uma Gnica amostra. Assim, os resultados
de todas as amostras do experimento foram padronizados para um mesmo valor de densidade
urinaria. Optou-se por este método de correcdo da densidade urinaria, por ser um método de
simples realizagdo e que apresenta um resultado confiavel (Scott e Stockham, 2012).

X=Y.25/Z
Onde:

e “X”¢ o valor da atividade urinaria da enzima apds correcdo pela formula
e “Y” ¢ o valor da atividade urinéria da enzima obtida sem correcdo
o “Z” corresponde aos dois ultimos digitos do valor da densidade urindria da amostra

Foi observado que os valores da atividade de NAG urinario, das amostras obtidas sem o uso da
formula de correcdo pela densidade urinaria, diferem estatisticamente da atividade de NAG
urinaria corrigida por essa mesma férmula, com p<0,01. Os valores da atividade urinaria de
NAG, ja que ndo houve diferenca significativa entre os sexos (tabela 2), ap6s correcao,
apresentaram um intervalo de confianca da média de X = 3,62 U/L + 0,66 U/L, menor que o
obtido sem a correcdo para densidade urinaria (X = 5,55 + 1,39 U/ L).

Tabela 2. Intervalo de confianca da média da atividade de NAG para cdes segundo 0 sexo

Nivel de significancia Intervalo de confianca
estatistica Macho Fémea
95% 343-3091 3,36 -3,81
99% 3,47-3,87 3,41-3,76
99,9% 3,36 — 3,98 3,28 — 3,87

Observa-se que, quando aplicada a férmula de corre¢do da densidade urinaria, 0s desvios padrdo
dos valores de atividade de NAG urinario sdo menores se comparados com o0s valores obtidos
nas mesmas amostras estudadas, porém sem a aplicagdo da formula de correcdo da densidade
urinaria para 1,025, conforme demonstrado nos gréaficos 4 e 5.
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Gréfico 4. Variacdo da atividade de NAG urinaria sem correcdo de densidade urinaria
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Gréfico 5. Variacdo da atividade de NAG urinéria com corre¢éo de densidade urinaria

Com a metodologia padronizada, foi possivel determinar o intervalo de confianga médio para a
NAG. Para isso foi realizada uma triagem com anamnese, exames fisico, de sangue, urina e
imagem, para qualificar os cdes avaliados como higidos. Além disso, € importante que se
trabalhe com um ndmero adequado de animais para poder determinar intervalo de confianga
médio. O método estatistico utilizado para determinacéo do intervalo de confianca da média foi
a analise multivariada por meio da analise de componentes principais (ACP), descrita por Judez
(1989) e Mingotti (2013), para isso se faz necessario um nimero minimo de 50 observagdes.
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A andlise da atividade urinaria de NAG tem sido realizada em seres humanos utilizando Kits
comerciais para espectrofotometria urinaria, normalmente, com o substrato 4-
Methylumbelliferyl N-acetyl-B-D-glucosaminide, como o descrito por Shionogi, Osaka, Japdo
(Noto et al.,, 1983). Em medicina veterindria os ensaios utilizando a NAG vém sendo
conduzidos utilizando kits comerciais para humanos, como o Sanko Junyaku Co. Ltd, Japan,
que utiliza o p-nitrophenyl-N-Acetyl- B-D-glucosaminidase como substrato porém, este varia de
acordo com o Kit. Ainda ndo foi descrito em literatura os valores de normalidade para a
atividade urinéria de NAG determinados para cées higidos.

Em ensaios como o de Sato et al. (2002), foi utilizado o p-nitrophenyl-N-Acetyl-p-D-
glucosaminidase como substrato, em um kit para analise de NAG urinaria em humanos, para
determinar atividade urinéria de NAG em cdes. Foram avaliados um total de 48 cées, porém,
destes, apenas 28 eram higidos, tendo sido determinada uma meédia de confianca de 3,2 = 2,4
U/l para NAG urinaria. Em 2009, Brunker et al. avaliaram a atividade urinaria de NAG em 38
caes higidos, de diferentes sexos e faixas etérias, utilizando kit para analise de NAG urinaria
humana, e obtivera um intervalo de normalidade de 0,02 a 3,63 U/l. Nestes ensaios ndo é
possivel considerar que foi determinado um intervalo de normalidade para a atividade urinaria
da enzima, visto que em uma analise foram avaliadas 28 amostras e na outra 38, um nimero
abaixo do minimo necessario de 50 observagdes (Judez, 1989; Mingotti, 2013).

A avaliagdo de um namero de observacdes reduzido pode ndo permitir determinar um intervalo
de confianca médio para um determinado parametro, mantendo a atividade urinaria média mais
baixa do que a observada neste experimento. Além disso, ndo sdo descritos o pH, temperatura
ou concentracdo de substrato utilizados nestes kits, fatores que afetam a reagdo enzimatica
(Knoll et al., 1980; Horak al., 1981), podendo aumentar ou reduzir a atividade urinaria avaliada.
O pH, por exemplo, varia em alguns ensaios, sendo descrito como 6timo em um intervalo de 4 —
5,0 porém, pode haver variagdes na atividade enzimética neste mesmo intervalo, conforme foi
observado neste experimento.

A determinacdo do fator de correcdo foi importante para a padronizagdo da metodologia e
confiabilidade dos resultados. Ao se realizar a leitura em espectrofotbmetro a 405 nm e
determinar o coeficiente de absortividade, foi possivel calcular o fator de corre¢do. Este fator
permitiu corrigir os resultados de atividade urinaria de NAG obtidos para um valor padronizado
e adequado ao ion p-Nitrofenilato (produto da hidrolise enzimatica da NAG). Pois, no calculo
foram considerados seu coeficiente de absortividade e pardmetros como Va, Vr, Vd e caminho
optico. Sendo estes Gltimos parametros utilizados na programacao do aparelho de bioquimica
Cobas Mira Plus® durante automatizacdo da técnica. Além disso, considerou-se também para o
calculo, o nimero de ciclos executados por minuto no aparelho de bioquimica — no caso, 3,33
ciclos por minutos — 0 que permite uma padronizacdo especifica de acordo com o aparelho
utilizado na andlise. Desta forma, assegura-se um resultado mais fidedigno.

Assim, pode-se considerar que para padronizar a metodologia neste estudo foram respeitadas as
particularidades fisico-quimicas da NAG e os fatores de meio e execucdo de técnica que
poderiam afetar seus resultados. O intervalo de confianga médio determinado foi obtido com um
nimero de cdes adequado, de diferentes racas, sexo, faixa etaria e todos os animais higidos.
Apesar de os valores de pH e concentracdo de substrato encontrados neste experimento para
caes higidos estarem de acordo com o descrito para humanos por Knoll et al. (1980) e Horak et
al. (1981), néo significa que a metodologia descrita por eles seja a adequada para cdes ou que
geraria resultados de atividade urinaria semelhantes aos observados na técnica deste
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experimento. Deve-se levar em consideracdo fatores como a densidade urinaria, pH da urina e
fator de correcéo.

A NAG apresenta caracteristicas importantes que justificam seu uso como método de
diagndstico, observadas principalmente em humanos, espécie na qual encontramos mais
estudos. A NAG tem sido utilizada em humanos e animais como marcador capaz de sinalizar
injaria tubular renal com grande especificidade e precocidade (Bazzi et al. 2002; Katagiri et al.,
2012). Além disso, serve também como recurso para monitoramento de injuria renal persistente,
em situacOes em que somente sua atividade urinaria é avaliada ou associada a outro marcador
precoce em pacientes com DRC (Liangos et al., 2007; Katagiri et al., 2012). Em medicina
veterinaria, a avaliacdo da atividade desta enzima tem se restringido a pesquisa e ainda nédo
existe kit comercial para andlise da atividade urinaria de NAG para cées (Sato et al., 2002).
Neste estudo ndo foi realizada a avaliagdo da atividade urinaria de NAG em cées com injuria
renal e, por este motivo, ndo foi possivel comparar sua eficacia como sinalizador precoce de
injuria renal em relacdo & GGT urinaria e outros marcadores, pois este ndo era um dos objetivos
do experimento.

5.2. Avaliacdo da estabilidade urinaria da NAG

Neste experimento, a atividade urinaria da NAG das amostras foi avaliada em até 6 horas ap6s a
coleta. Porém, na rotina clinica, nem sempre é possivel enviar o material coletado ao laboratério
de anélises dentro de um prazo maximo de 12 horas, como é recomendado por Wittwer et al.
(1986). Portanto, € importante ter conhecimento de qual a melhor forma de conservagdo da
amostra até o seu processamento sem que haja interferéncia dos resultados. Nao foram
encontrados dados em literatura cientifica, quanto a estabilidade da atividade urinaria de NAG
para urina de cées higidos, de diferentes racas e faixas etérias.

Dentre os métodos descritos para conservacdo de amostras, alguns necessitam do uso de
solucbes conservantes e procedimentos de dialise em gel, o que dificulta seu emprego na rotina.
Além disso, € necessaria mao de obra qualificada para processar tais métodos, o que predispdem
a possiveis fatores de interferéncia nos resultados das analises (Stockham e Scott, 2011). Assim,
0 meétodo de conservagdo avaliado neste experimento € caracterizado pela temperatura e sua
diferente capacidade de conservagdo em diferentes intervalos de tempo. N&o foi feito uso de
aditivos e/ou outros procedimentos, de forma a avaliar sua aplicacdo e eficacia para conservagao
de amostras para avaliacdo da atividade urinaria de NAG na rotina clinica.

Para a avaliacdo da estabilidade da atividade urinaria da NAG, as amostras foram
acondicionadas em recipientes individualizados, em um total de cinco para cada amostra e
protegidos de luz solar. As anélises bioquimicas foram realizadas nos tempos de 24, 48, 72
horas, sete e quinze dias, em trés diferentes faixas de temperatura (-20°C, 2 a 8°C e 20 a 30°C)
(Gréfico 6 e Tabela 3).

A anadlise estatistica dos resultados das amostras conservadas na temperatura de -20°C
demonstra que houve uma diminuicdo dos valores da atividade da NAG urinaria, conforme
aumentava o tempo de armazenamento. Esta informacdo difere do observado por Manley et al.
(1994). Em seu experimento, foram avaliadas amostras de urina de humanos, em diferentes
estados de salde (apresentavam a atividade de NAG até 40% acima do valor maximo de
normalidade), mantidas em temperatura de -20°C. A atividade urinéria das amostras manteve-se
constante por duas semanas, havendo reducdo a partir da terceira semana de avaliacdo. No
trabalho ndo é descrito se houve um preparo da amostra antes da analise, pois esse método de
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conservacdo pode ser adequado desde que a amostra seja preparada previamente por meio de
filtracdo em gel com adigdo de albumina, ou etileno-glicol, podendo permanecer estavel por até
um periodo de 12 meses, conforme descrito por Jung et al. (2008).
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Grafico 6. Média da atividade de NAG na urina de 10 cdes higidos em trés temperaturas
segundo tempo de analise

Andlise estatistica mostrou que para a temperatura de refrigeracdo (2 a 8°C) ndo houve
diferenca estatistica entre as médias de atividade até 168 horas (p>0,05). Para a temperatura de
20 a 30°C ndo houve diferenca estatistica entre as médias de atividade até o tempo de 24 horas
(p>0,05). Apds 24 horas de conservacdo a esta temperatura, a amostra apresentou diferenca
estatistica nas médias de atividade. Para a temperatura de congelamento (-20°C) houve
diferenca estatistica entre as médias de atividade em todos os tempos avaliados (p<0,05)
(Tabela 3).
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Tabela 3. Atividade de NAG (U/L) na urina de 10 c&es higidos em trés temperaturas e seis
tempos de anélise diferentes

Temperatura (°C) Tempo (horas) Média Desvio padréo Intervalo de Confianca (95%)

0 3,51 0,72 3,07-3,95

24* 2,63 0,70 2,2-3,06
48* 1,70 1,15 0,99-241
-20 72* 1,28 1,31 0,47 -2,09
168* 1,04 1,12 0,35-1,73

360* 0,65 0,90 01-12
0 3,51 0,72 3,07-3,95
24 3,51 0,72 3,07-3,95
48 3,51 0,72 3,07-3,95
228 72 3,51 0,72 3,07 3,95
168 3,49 0,72 3,06-3,93
360* 3,49 0,72 3,06-3,93
0 3,51 0,72 3,07-3,95
24* 3,23 0,64 2,84 -3,62
48* 2,37 0,96 1,78 - 2,96

20a30

72* 1,45 1,32 0,64 -2,26
168* 1,07 1,10 0,44 -1,76
360* 0,75 1,03 0,12-1,38

*Indica diferenca estatisticamente significante entre resultado da atividade no tempo dado e atividade no
tempo 0 (o= 0,05)

Em situagdes nas quais ndo ha preparacdo prévia da amostra de urina para 0 armazenamento na
temperatura de -20°C é possivel que haja perda da estabilidade da enzima NAG. Isso pode
ocorrer tanto pelo processo de desnaturacgdo a frio, observado em enzimas que séo estaveis em
meio aquoso e que apresentam desnaturacdo em temperaturas de congelamento, como durante o
descongelamento, antes da realizagdo da analise bioquimica (Beck e Sammons, 1975). Isto pode
justificar a reducdo acentuada dos valores de atividade de NAG nas amostras de urina
armazenadas por este método, conforme descrito por Beck e Sammons (1975). Em estudo
avaliando a estabilidade de GGT urinéria, Paes Leme et al. (2011), Heiene (2001) e Jung e
Mattenheimer (1992) foram unanimes ao afirmar em seus experimentos que observaram uma
diminuigdo significativa da atividade do GGT urinario nas amostras armazenadas a -20°C.

Na avaliacdo da atividade urinaria de NAG em temperatura de 4 a 8° C ndo foram encontradas
diferencas estatisticas (p>0,05) entre as médias da atividade da NAG urinaria até o tempo de
168 horas. Esta informacdo estd de acordo com o observado por Manley et al. (1994), em
humanos. Em seu experimento, a atividade urinaria da NAG de 60 individuos, manteve-se
estavel em temperatura de 2 a 8°C, por um periodo de uma semana. Apos 7 dias (168 horas), a
atividade urinéria da NAG ndo se manteve estavel, apresentando diferenca estatistica (p<0,05).
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A estabilidade para enzimas urinarias, nesta faixa de temperatura, ja foi descrita para a GGT.
Esta enzima apresentou estabilidade urinaria por um periodo de 10 dias, em amostras de céaes
(Veado et al., 2003). Paes Leme et al. (2011) também avaliaram a atividade urinaria de GGT em
30 cdes e obtiveram um resultado semelhante. As amostras mantiveram-se estaveis, sob
temperaturas de 2 a 8°C, por um periodo de sete dias, sem alteragdes de suas médias, conforme
andlise estatistica.

A atividade urinaria de NAG, no intervalo de temperatura de 20 a 30°C apresentou, apds
avaliacéo estatistica, instabilidade nos valores minimos e maximos ao logo dos dias, aumento no
desvio padréo e diminuicao dos valores médios encontrados, conforme gréfico 7 e tabela 3.

Essas alteracdes sdo justificadas por Jung et al. (1990) e Jung e Mattenheimer (1992), pois
amostras de urina destinadas a analise da atividade de NAG urinaria ndo devem ficar mais do
que trés horas a temperatura de 20 a 30°C apds a coleta. Isto se deve ao fato de haver perda da
estabilidade enzimatica, levando a reducdo da atividade urinaria, como ocorrido com as
amostras analisadas.

6. CONSIDERACOES FINAIS

Na rotina da clinica veterinaria a busca por seguranga e confiabilidade no diagnostico,
monitoramento, progndstico e, principalmente, prevencdo é fundamental. O diagndstico precoce
em quadros de injaria renal é a melhor forma para prevenir a redugdo de funcao renal e evitar
gue o paciente se torne um doente renal crdnico ou venha a ébito. Tendo em vista a busca por
maior longevidade e qualidade de vida para os animais, a possibilidade de trabalhar com um
método de deteccdo de injdria precoce e monitoramento, preciso e padronizado para a espécie
avaliada, é de grande importancia. Este trabalho foi pioneiro em determinar o valor de
referéncia para a NAG em cées higidos de diferentes faixas etarias tendo utilizado um nimero
de observac6es amostrais significativo e realizando uma padronizacgéo de reagentes e coeficiente
de absortividade para esta espécie. Com a metodologia e nimero de animais adequados, foi
possivel determinar um intervalo de normalidade para a atividade urinaria de NAG, no qual foi
aplicado um fator de corre¢do, determinado para este ensaio. Além disso, a automatizacdo da
técnica para aparelho de analise bioquimica simplifica a realizacdo do ensaio, trazendo maior
praticidade para a execugdo da andlise e maior rapidez na obtencdo do resultado do exame,
possibilitando o desenvolvimento de um kit comercial para anélise de rotina.

Deter o conhecimento sobre a estabilidade da atividade urinaria de NAG é de grande valia, pois
permite ao clinico coletar a amostra e conserva-la da melhor maneira possivel, de forma a
preservar sua amostra e evitar que fatores externos prejudiquem sua analise. Este trabalho
também foi pioneiro em determinar a estabilidade da NAG na urina de cdes higidos. Além
disso, os métodos de conservacao aqui avaliados sdo préaticos e de baixo custo, sendo acessiveis
a qualquer clinica veterinaria. E importante considerar que a analise de amostras patoldgicas, ou
seja, de animais com injuria renal podem apresentar alteracdo da estabilidade da atividade
urinaria da NAG. Isto demonstra também a importancia de se realizar a validagdo desta
metodologia, através de sua aplicacdo pratica, avaliando a atividade urinaria de NAG em
animais com injaria renal. Pela validagdo metodol6gica, serd possivel determinar os valores de
atividade urinaria de NAG em animais com injuria renal, assim como testar a estabilidade desta
enzima na urina destes animais, em diferentes temperaturas e tempos.
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Este trabalho ndo terd cumprido seus objetivos se 0s médicos veterinarios nao se
conscientizarem de que o diagndstico precoce € uma forma de renoprotecdo capaz de evitar que
um paciente com injuria renal aguda progrida para o estagio de doente renal cronico e morte. E
preciso que haja um entendimento de que a dependéncia de exames de diagnostico tardio, ou
seja, de avaliagdo de funcdo e ndo de injdria, como prética de rotina, serd mais um fator a
aumentar a alta prevaléncia de pacientes doentes renais crénicos. Devido a baixa requisicdo por
exames de diagndstico precoce pelos clinicos, existem poucas op¢es no mercado padronizadas
para medicina veterinaria e, por isso, com custo relativamente elevado. Assim, ndo basta apenas
a realizacdo de trabalhos cientificos e validacdo de metodologias de diagndstico precoce, é
preciso que o médico veterinario aprimore seus conhecimentos e difunda o uso dessas técnicas.
Desta forma além de aumentar as chances de prevencdo de doenca renal crbnica e
monitoramento do paciente com injuria renal, o custo do exame laboratorial ficara, também,
mais acessivel as clinicas veterinérias.

7. CONCLUSOES

e Ha correlagdo positiva entre a densidade urinaria e a atividade de NAG urinaria: quanto
maior o valor da densidade menor o valor do resultado da anéalise de atividade urinaria
de NAG.

e Ha correlacdo positiva entre a atividade urinaria de NAG e a idade dos animais
avaliados: quanto maior a idade, maior a atividade urinaria de NAG avaliada.

e O uso da formula de corregdo da densidade urinaria para 1,025 diminui a interferéncia
da variacéo da densidade urinaria da amostra avaliada.

e O método de conservagdo utilizando a temperatura de 2 a 8° C é adequado para
conservacdo da amostra até 7 dias, sem que haja diferencas estatisticas nos valores da
atividade da NAG urinaria, nas amostras conservadas por esse método.
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ANEXO 1
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
Titulo do Projeto:

Padronizacdo de ensaio espectrofotométrico automatico para NAG (N-Acetyl-p-D-

Glucosaminidase) em urina de cées.

Nome do (a) Professor (a) Responsavel:

Profa. Dra. Fabiola Oliveira Paes Leme

Nome dos (as) demais participantes:

Aluno de mestrado Luiz Eduardo de Souza Tassini (CRMV-MG 13.539)
Descricéo do Projeto:

Serdo selecionados 60 cées com peso de 1 a 40 Kg, idade de dois meses a 15 anos, de diferentes
racas, oriundos de canis e atendimento clinico do médico veterinario Luiz Eduardo de Souza
Tassini — CRMV-MG 13.539.

Os proprietarios serdo orientados pessoalmente que serdo apenas coletadas amostras de sangue e
urina nos caes, ndo havendo acompanhamento clinico posterior, vinculado com a autorizacdo da
coleta de amostras para exames.

Que a coleta das amostras ndo causam alteragdes clinicas e ou laboratoriais nos animais, ja que
serdo coletadas com técnicas assépticas e em volume adequado.

As amostras serdo analisadas inicialmente para verificar se existem alteracGes laboratoriais que
impecam que os caes sejam incluidos no experimento.

Aqueles que tiverem a condicao de higidos terdo as amostras de urina avaliadas para a atividade
de NAG urinéria, o que, ap06s andlise estatistica, auxiliar na determinacdo de um intervalo de
valores de normalidade para essa enzima urinaria.

Serdo selecionadas aleatoriamente amostras de 10 cdes, que terdo a atividade de NAG urinaria
avaliada em trés métodos de conservacao diferentes: refrigeracdo de 2 a 8 °C, congelamento a -
20 °C, e temperatura de 20 a 30° C, com mensuracao da atividade de NAG urinaria nos tempos,
24, 48, 72 horas, 7 e 15 dias de armazenamento..
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Apds andlises estatisticas serdo avaliados entre os trés métodos de conservagdo 0 mais adequado
para a amostra estudada, e os valores de normalidade da atividade de NAG urinaria em cées
higidos.

Aquiescéncia/Consentimento livre e esclarecido

Eu, Sr (Sra) , portador(a) do RG: :
CPF: ___, residente e domiciliado(a) na , Bairro:
, Cidade: , MG, CEP: , Neste ato

oferto a participacao de meu (s) animal (is) da espécie canina de nome

raca , SEX0 , idade , para

participar(rem) deste projeto.

De acordo com o que me foi esclarecido, minha participacdo neste projeto é voluntaria, ndo
havendo nenhum custo a mim conferido, portanto, ndo existe remuneracdo ou vinculo
empregaticio, e poderei me recusar a participar e retirar meu animal do estudo sem prejuizo ou

justificativa a qualquer momento.

Fui informado que ndo existe risco associado ao tratamento, sendo que qualquer enfermidade
ocorrida durante a pesquisa ndo é de responsabilidade da equipe, uma vez que 0s
procedimentos adotados ndo estdo associados a qualquer dano a saude. Assim a equipe de
trabalho fica isenta da obrigacdo de tratamento de enfermidade no (s) animal (is) durante o

estudo.

Ao participar deste estudo permitirei que o (a) médico (a) veterinario (a) colete sangue, urina,
realize exame de imagem (ultrassonografia abdominal) e faca avaliacéo clinica, ficando os
resultados dos exames obtidos a minha disposi¢cdo. Também fico ciente que serdo coletados

dados sobre meu animal e a sua criagao.

A participagdo neste projeto ndo traz complicacgdes legais. Os procedimentos adotados neste
projeto obedecem aos Principios Eticos na Experimentacdo Animal segundo o Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e a Lei Federal 11794, de 08 de outubro de
2008.

Todas as informacdes coletadas neste estudo serdo utilizadas apenas para fins académicos.
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Assinatura do (a) Proprietario (a)

Luiz Eduardo de Souza Tassini (Mestrando)

Fabiola Oliveira Paes Leme (Orientador)

Belo Horizonte,

de

de 2014.
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ANEXO 2

Ficha de Identificacdo, Anamnese e Exame Clinico

Data:

Dados do(a) Proprietario(a)

Nome:

Rua/Avenida: Bairro:

Cidade: Estado: CEP:
Telefones:

E-mail:

Dados do Animal

Nome:
Sexo: () Macho ( ) Fémea
Raca: Pelagem:

Data de Nascimento: Peso:

Tipo de moradia: ( ) Casa ( ) Apartamento ( ) Abrigo ( ) Sitio
Tem contactantes: ( ) Ndo ( ) Sim - Quantos?

Apetite: ( ) Normal () Mais do que o normal ( ) Diminuido ( ) N&do Come ( ) Néo Sabe
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Esta comendo por vontade prépria? ( ) Sim ( ) Nao sabe ( ) Néo

Tipo de alimentagéo: ( ) Racdo seca ( ) Ragio Umida ( ) Comida Caseira

Ingestdo de Agua: () Normal ( ) Mais do que o normal ( ) N&o Sabe ( ) N&o ingere
Vomito: ( ) Ndo ( ) Sim ( ) Esporadico ( ) Diariamente ( ) Varias vezes ao dia

Miccdo: ( ) 1a2vezesao dia ( ) 3 ou mais vezes ao dia ( ) Pouca quantidade varias vezes
Urina: () Amarela ( ) Transparente ( ) Vermelha ( ) Marrom ( ) N&o sabe

Coloracédo das fezes: ( ) Normal ( ) N&o Sabe ( ) Escurecida

Consisténcia das fezes: ( ) Normal ( ) Muito Secas ( ) Pastosa ( ) Liquida

Data das ultimas vacinagdes: Octupla 1
Antirabica ]
Contra Leishmaniose 1
Contra Traqueobronquite /[
Data da ultima vermifugacéo: ]

Data do altimo laudo de exame de Leishmaniose _/ /() Positivo ( ) Negativo

Outras informacgdes que julgue importante:

Hidratacdo: ( ) Normal ( ) Desidratagdo <5% ( ) Desidratacdo 5-10% ( ) Desidratagéo >
10%

Mucosas: ( ) Normal ( ) Hipocorada ( ) Ictérica () Cianotica ( ) Hiperémica
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Linfonodos: ( ) Normais ( ) Aumentados Quais:

Frequéncia respiratoria: ( ) Normal () Taquipnéia ( ) Bradipnéia
Ausculta cardiaca: ( ) Normal ( ) Sopro / Grau:

Presséo arterial sistolica: mm/Hg Pressdo arterial diastolica:

Ausculta toraxica: ( ) Normal ( ) Estertor Descrever:
Narinas: ( ) Normais ( ) Secrecdo ( ) Ressecadas
Olhos: () Normais ( ) Secrecdo ocular ( ) Secre¢des ( ) Ulceras () Outros:

Boca: ( ) Normais () Alteragdes Quais:

Ouvidos: ( ) Normais ( ) Alteracbes Quais:

Pele: ( ) Normais ( ) Alteracdes Quais:

Abdbémem: ( ) Normais ( ) Altera¢des Quais:

Genito-urinario: ( ) Normais () Alteragdes Quais:

Mamas: ( ) Normais ( ) Tumor Quais:

Membros: ( ) Normais ( ) Alteragdes Quais:

SNC: () Normal () Alteracdes Quais:
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