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RESUMO

A injuria renal aguda (IRA) é uma sindrome complexa, associada a uma evolugdo desfavoravel,
principalmente em cdes em unidade de terapia intensiva (UTI), onde apresenta elevada
morbidade e mortalidade. Entretanto, seus efeitos podem ser minimizados, se diagnosticada e
tratada precoce e adequadamente. O diagndstico de IRA requer combinacdo de testes
laboratoriais, incluindo novos biomarcadores como cistatina C, considerada superior a
creatinina sérica por apresentar melhor correlacdo com a taxa de filtragcdo glomerular. Contudo,
poucos estudos demonstram a utilidade diagnostica da cistatina C em cdes em unidade de
terapia intensiva. O objetivo primario deste estudo foi validar a técnica imunoturbidimetrico
(PETIA) para mensurar a cistatina C sérica em cdes. O método comercialmente disponivel para
cistatina C humana (PETIA) foi calibrado com cistatina C canina e resultou em uma curva de
calibragdo adequada. As analises em amostras de soro canino apresentaram recuperagdo média
de 97% e coeficiente variacdo entre 3, 7 a 8, 5%. O intervalo de referéncia da cistatina C em
cdes higidos foi de 0, 57 mg /L - 1, 29 mg /L. Nao houve diferencas entre os sexo, idade e peso.
A concentracdo em cdes com lesdo renal aguda foi significativamente maior (2, 82 + 1, 46 mg /
L) do que em 19 cdes controle (0, 93 + 0, 18 mg / L). A analise estatistica dos dados confirmou
forte correlagdo entre cistatina C e creatinina sérica (r = 0,94, p <0,05) em cdes com lesdo renal
aguda. O segundo objetivo foi avaliar desempenho deste biomarcador para o diagnostico de
lesdo renal aguda em cées em unidade de terapia intensiva. A concentracdo da cistatina C foi
determinado em 28 cdes e foi comparado com creatinina sérica, classificagdo IRIS e outros
testes laboratoriais. A cistatina C sérica foi elevada em 78,6% dos cdes e a maioria deles
apresentaram creatinina plasmatica dentro dos limites de referéncia. Os resultados demonstram
que a cistatina C pode ser utilizada para a detecgdo da lesdo renal aguda em cées em UTI devido
a sua sensibilidade.

Palavras-chave: cdo, lesdo renal, biomarcador, diagnostico.
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ABSTRACT

Acute kidney injury (AKI) is a complex syndrome, associated with unfavorable evolution,
especially in dogs in intensive care unit (ICU), which high morbidity and mortality. However,
AKI effects can be minimized if diagnosed and treated early and adequately. AKI diagnosis
requires combination of laboratory tests, which are considered to be non-sensitive and specific
for the early detection of discrete degrees of loss of renal function. The biomarker cystatin C is
considered superior to serum creatinine as it has better correlation with the glomerular filtration
rate. However, there are no studies that demonstrated the use of cystatin C in dogs at ICU. The
primary aim of this study was to validate the immunoturbidimetric technique (PETIA) to
measure serum cystatin C in dogs. Commercially available method for human cystatin C
(PETIA) was calibrated with canine cystatin C and resulted in a suitable calibration curve, with
an average recovery of 97%. The reference range of serum cystatin C in healthy dogs was 0.57
mg /L -1,29 mg/ L. No statistical differences among sex, age and weight were observed. The
concentration of cystatin C in dogs with AKI was significantly higher (2.82 + 1, 46 mg/ L) than
in control dogs (0.93 + 0.18 mg / L). Statistical analysis of the data confirmed a strong
correlation between cystatin C and serum creatinine (r = 0.94, p <0.05) in dogs with AKI. The
second objective was to evaluate the performance of this biomarker in the diagnosis of AKI in
dogs in ICU. Cystatin C concentration was determined in 28 dogs and compared with serum
creatinine, IRIS classification and other laboratory tests. Serum cystatin C presented higher
concentrations in 78.6% of dogs and most of them presented plasmatic creatinine level within
the reference limits. The results demonstrate that cystatin C can be used for the detection of AKI
in dogs in ICU, as it shows greater sensitivity when compared to traditional markers.

Keywords: dog, kidney injury; biomarker; diagnosis;

16



INTRODUCAO

A injuria renal aguda (IRA) é uma sindrome complexa e multifatorial, frequente em caes
hospitalizados, principalmente em unidade de terapia intensiva (UTI), onde esta associada a
elevada taxa de morbidade e mortalidade. Entretanto, pode ter seu curso minimizado se
diagnosticada e tratada adequadamente. Apesar de sua importancia clinica, seu diagndstico
precoce ainda é um desafio devido ao fato da utilizacdo de indicadores bioquimicos pouco
sensiveis e, portanto, tardios para esta finalidade. Dentre os testes disponiveis na rotina, a taxa
de filtracdo glomerular é considerada o “teste ouro” para avaliar a fungdo renal, entretanto ¢
uma técnica trabalhosa e de dificil realizacdo. Atualmente os biomarcadores mais utilizados séo
a ureia e creatinina séricas, contudo, sdo considerados pouco sensiveis e especificos para
deteccdo precoce de graus discretos de perda de fungdo renal. Neste sentido, torna-se necessario
a busca de um biomarcador ndo invasivo que favoreca o diagndéstico precoce, possibilitando
condutas terapéuticas mais eficientes. Com esse objetivo, diversas proteinas de baixo peso
molecular foram analisadas dentre as quais a cistatina C se destacou, por apresentar boa
correlacdo com a taxa de filtracdo glomerular. Os principais atributos deste biomarcador séo seu
pequeno tamanho e alto ponto isoelétrico os quais permitem que seja livremente filtrada através
da membrana glomerular, sendo reabsorvida e catabolizada nos tabulos proximais. Os niveis
séricos da cistatina C ndo sdo afetados pelo sexo, peso e idade, conferindo assim uma maior
sensibilidade e especificidade para diagndstico precoce de alteragdes renais. Portanto, este
biomarcador tem sido proposto como forma alternativa para avaliacdo da funcdo renal. Na
veterinaria existem poucos estudos que avaliam seu desempenho no diagndstico de injuria renal
aguda.

Dessa forma, a hipotese deste estudo é de que a cistatina C pode representar uma boa alternativa
para diagnostico e acompanhamento de injuria renal aguda em cées. O presente trabalho é
motivado pela falta de consenso quanto a definicéo e classificacdo da IRA, escassez de estudos
sobre sua incidéncia em cées hospitalizados, principalmente em unidade de terapia intensiva
(UTI) e pelo fato de se utilizar indicadores bioquimicos pouco sensiveis e especificos para o
diagnostico de injaria renal.

OBJETIVOS

Validar o método imunoturbidimétrico existente para determinar a concentracdo de cistatina C
canina sérica em caes;

Estabelecer valores de referéncia da cistatina C para cées higidos;

Comparar a concentracdo sérica de cistatina C canina em cées higidos e aqueles com injuria
renal aguda;

Avaliar o desempenho da cistatina C, comparando-a com a creatinina sérica para o diagnostico
de IRA;

Avaliar a funcdo renal de cdes em unidade de terapia intensiva através do critério IRIS (2013) e
comparar com a dosagem sérica de cistatina C;

Caracterizar as principais alteracfes ultrassonograficas renais em cées com IRA e correlaciona-
las com os diferentes estagios de disfuncéao renal estabelecidos através do critério IRIS (2013) e
com os niveis séricos de cistatina C.

Avaliar o desempenho de marcadores rotineiramente utilizados como a urianalise, débito
urinario, razdo proteina creatinina urinaria (UPC) e Gama glutamil transferase (GGT) urinaria
no diagndstico de IRA em cdes em unidade de terapia intensiva.
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REVISAO DE LITERATURA

Tradicionalmente, a injuria renal aguda (IRA) é uma sindrome definida como declinio réapido,
abrupto, sustentado e reversivel da funcéo renal, por periodo de dias a semanas (Lameire et al.,
2005). Entretanto, segundo Armitage e Thomson (2007) e Sharma (2012), esta definicdo
apresenta limitagdes com implica¢bes na pratica clinica. Neste sentido, os termos “rapido,
abrupto e sustentado” sdo pouco definidos, ja que a IRA pode envolver periodos superiores a
dias, dependendo da causa e do tipo de paciente acometido. Por este motivo, outras definicbes
foram introduzidas, considerando outros fatores como diminui¢do de 20% da taxa de filtracdo
glomerular (TFG), elevagdes discretas nos valores de creatinina sérica ou aumento de 25%, até a
necessidade de tratamento dialitico. Na pratica clinica a IRA se manifesta como aumento sérico
de ureia e creatinina, alteracbes hidroeletroliticas e do equilibrio acido base, com ou sem
reducdo no débito urinério (Bellomo et al., 2004; Grauer, 2009; Sharma, 2012). Cabe ressaltar
gue existem mais de 35 defini¢des para IRA e que a falta de conceito Unico e universalmente
aceito dificulta o reconhecimento de sua verdadeira incidéncia (Bellomo et al., 2004; Vaidya et
al., 2008). Atualmente, o termo insuficiéncia renal aguda foi substituido por injdria renal aguda
com a finalidade de descrever melhor esta alteracdo e enfatizar a existéncia de lesdo anterior a
perda funcional, bem como a necessidade de se estabelecer um diagnéstico precoce a fim de
promover intervengdes que diminuam danos renais e consequentemente, o0 aparecimento de
insuficiéncia renal. Em veterinaria, a identificacdo precoce destes pacientes é extremamente
importante, pois tratamentos dialiticos nem sempre estdo disponiveis (Segev, 2011; Alves et al.,
2012; Mugford et al., 2013).

Dados sobre incidéncia e prevaléncia da IRA sdo controversos tanto em medicina quanto em
veterinaria, sendo a falta de consenso em sua definicdo um motivo provavel. Apesar disso e dos
avancos significativos nos cuidados intensivos e da nefrologia, tem-se observado aumento de
sua incidéncia nos ultimos anos com consequente elevacdo do tempo de internamento e
consumo de recursos hospitalares. A IRA também esta associada a altas taxas de mortalidade,
especialmente em unidades de terapia intensiva (UTI), onde os pacientes a desenvolvem por
uma combinacdo de eventos, tais como causas infecciosas e iatrogénicas, pds-cirdrgicos
complicados, hipovolemia, alteragbes hemodinamicas, induzidas pela quimioterapia, sepse e
choque séptico (Armitage e Tomson, 2007; Vaidya et al., 2008; Santos e Marinho, 2013,
Mugford et al., 2013). Sendo assim, em pacientes criticos, varias condi¢des como o estado
clinico, aumento da idade, existéncia de outras comorbidades como sepse, sdo considerados
fatores de risco significativo para o desenvolvimento de lesdo renal aguda (Kenney et al., 2010;
Bennet e Devarajan, 2010; Dirkes, 2011; Santos e Mendonga, 2015). Em humanos, a incidéncia
de IRA adquirida em ambiente hospitalar afeta aproximadamente 7% das admissGes
hospitalares, podendo chegar a 30% em UTI, sendo que a taxa de mortalidade pode exceder
50% (Bennet e Devarajan, 2010; Griffiths e Kanagasundaram, 2011). Ao contrario da medicina,
existem poucos estudos na veterinaria que documentam a frequéncia e as etiologias de IRA em
cdes em UTI. Por isso observa-se elevada variabilidade dos dados, sendo que relatos indicam
incidéncia de 12 a 63% com taxa de mortalidade entre 43% a 86%. Possivelmente, esta varia¢do
se deve ao método de classificacdo utilizado, ao contexto clinico e a populacdo avaliada
(Kenney et al., 2010; Lunn, 2011; Thoen e Kerl, 2011; Segev et al., 2015). Segundo Pelander et
al. (2015) sdo necessarios estudos epidemiolégicos a fim de se estimar a verdadeira incidéncia e
mortalidade das afecgdes renais em cées, bem como dos fatores de risco associados, a fim de
auxiliar os clinicos na tomada de decis6es médicas.
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1. Etiopatogenia e classificacdo da IRA

Caracteristicas morfofisiolégicas como o elevado aporte sanguineo renal, tornam o rim
susceptivel aos efeitos de isquemia e agentes toxicos. A regido cortical renal possui elevada taxa
metabdlica, sendo mais sensivel a toxinas, enquanto a regido medular devido ao decréscimo de
perfusdo e aumento da demanda energética € mais vulneravel a isquemia. Quatro estruturas
morfol6gicas constituem o parénguima e o estroma renal: glomérulos renais, tdbulos, vasos peri
tubulares e intersticio. Em relacdo as afeccdes renais em cdes, observa-se maior prevaléncia de
glomerulopatias secundéarias a doencas sistémicas e infecciosas, seguida por leses tubulares
decorrentes de agentes nefrotoxicos e, as alteragfes vasculares incomuns nesta espécie (Lees,
2004; Grauer, 2007; Grauer, 2009; Yaqgoob, 2009; Clarkson e Fletcher, 2011; Lunn, 2011). Com
0 propésito de classificacdo e manejo a IRA classicamente se divide em trés categorias: pré-
renal, renal e pos-renal.

A IRA pré-renal ocorre em 55% dos casos, é caracterizada pela diminuigdo reversivel da fungéo
renal devido a queda na perfusdo decorrente de hipovolemia (hemorragias, queimaduras, perdas
gastrintestinais, perdas para terceiro espaco, febre, desidratacdo, hipoalbuminemia), reducéo de
débito cardiaco (insuficiéncia cardiaca, tamponamento cardiaco), hipotensdo sistémica, sepse,
choque, cirurgias prolongadas ou uso de drogas nefrotoxicas. Inicialmente ndo ocorre lesdo
parenquimatosa renal, sendo rapidamente reversivel ap6s a corregdo da causa, entretanto,
guando malconduzida e sustentada, pode evoluir para o quadro de IRA parenquimatosa. Em
pacientes hipovolémicos ou sépticos ha vasoconstricdo intensa para manutencdo de pressao
sisttmica normal, neste caso, a IRA pré-renal pode ocorrer como resultado da ativacdo do
sistema renina angiotensina-aldosterona associada aos mecanismos regulatérios renais. IRA pré-
renal pode também ser dividida em responsiva e ndo responsiva a volume, sendo que nesta,
ocorre dano parenquimatoso e evolugdo menos favoravel (Bellomo et al., 2004; Grauer, 2009;
Yaqoob, 2009; Nunes et al., 2010; Griffiths e Kanagasundaram, 2011).

Considera-se também que a hipovolemia pode aumentar o risco de danos isquémicos, reduzir a
distribuicdo de drogas nefrotdxicas por reducdo da filtragdo glomerular, do fluxo tubular com
consequente aumento da absorcdo tubular de agentes toxicos. E nesse momento que a
vulnerabilidade do rim a isquemia e a hipdxia se manifesta, podendo determinar a passagem de
IRA pré-renal a IRA renal. Hipotensdo discreta também pode provocar azotemia em pacientes
de risco como idosos e com doencas que afetam a integridade das arteriolas aferentes, bem
como aqueles que utilizam drogas que interferem com a autorregulacdo renal como inibidores
farmacoldgicos da sintese de prostaglandina (anti-inflamatérios ndo esteroides) ou da enzima
conversora de angiotensina (IECA). Neste caso, pode haver azotemia pré ou renal intrinseca
principalmente em pacientes desidratados ou com doenca renal pré-existente (Costa et al., 2003;
Armitage e Tomson 2007; Nunes et al., 2010; Griffiths e Kanagasundaram, 2011; Rahman et
al., 2012).

A IRA renal (intrinseca) é causada por anormalidades originadas no parénquima e que
diminuem a fungdo renal e o débito urinario. Sua incidéncia é cerca de 40%, é usualmente
reversivel com a interrupgdo do insulto causador, e retorno da fungdo em um prazo varidvel de
horas a semanas. Entretanto, em alguns casos dependendo do grau da injuria renal ou de doenga
renal cronica pré-existente, pode ocorrer necessidade de terapia substitutiva renal (Dessen,
2001; Yarlagadda e Perazella, 2006; Rahman et al., 2012). Deve-se a combinacdo de
vasoconstri¢do intrarrenal intensa e persistente, causada pela liberacdo de endotelinas, producéo
de espécies reativas de oxigénio, lesdo das células tubulares com descamacdo, formacgdo de
cristais e diminuicao do fluxo urinario e da perfusdo glomerular (Schrier et al.,2004; Armitage e

Tomson 2007; Griffiths e Kanagasundaram, 2011).
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A IRA renal pode ser dividida em necrose tubular aguda (NTA) isquémica, nefrotoxica ou a
combinacdo de ambas. Considera-se que a NTA isquémica é mais frequente em pacientes
internados, submetidos a grande trauma cirdrgico, hipovolemia intensa, sepse e queimaduras
extensas, especialmente quando associado a utilizacdo de agentes nefrotdxicos (Dessen, 2001;
Mugford et al., 2013). A NTA nefrotoxica ocorre por lesbes decorrentes de exposi¢do a
sustdncias tdxicas como agentes farmacoldgicos usados no ambiente do suporte intensivo
(antibidticos, antifungicos, anti-inflamat6rios ndo hormonais), quimioterapicos e também por
nefrotoxinas enddgenas como proteinas filtradas ap6s hemdlise (hemoglobinuria) e lesdo
muscular (mioglobinuria). Vérias observacGes clinicas e experimentais sugerem que a lesao
nefrotoxica é reversivel, previsivel e passivel de correcdo, se identificada precocemente (Costa
et al., 2003; Yarlagadda e Perazella, 2006).

A patogenia da IRA renal é complexa e multifatorial, incluindo alteracGes hemodinamicas,
disfuncéo endotelial, vasoconstricdo, inflamacéo, disfuncéo tubular e morte celular por apoptose
e necrose. A liberacdo de mediadores inflamatdrios e vasoativos intrarrenais, stress oxidativo e
alteraces da microcirculacdo com hipodxia tecidual contribuem para o desenvolvimento da IRA
apo6s um insulto téxico ou isquémico (Devarajan, 2006; Vadya et al., 2008; Okamoto et al.,
2012; Doi, 2016). A fig. 1 representa 0 mecanismo geral de lesdo renal, em suas diferentes
regides — vasos, espaco intersticial e o néfron propriamente dito. Os eventos fisiopatologicos,
independentemente de sua etiologia, resultam em lesdo endotelial seguida de diapedese e
migracdo leucocitaria, com consequente lesdo das células tubulares renais, caracterizada pelas
perdas da borda em escova e da polaridade das células proximais, que pode resultar em morte
celular por apoptose ou por necrose (Lameire et al., 2005; Barros e Filho, 2013) (Fig.1).
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Figura 1. Mecanismos fisiopatologicos da injdria renal aguda e sua reparacéo. Leséo das células
tubulares renais com perda da borda em escova das células proximais, perda da polaridade.
Legenda: CA, células apoptdticas; CD, células de desdiferenciacdo; CN, células necrdticas.
Fonte: Barros e Filho, 2013.

20



A fisiopatologia da IRA renal aborda quatro fases: iniciacdo, extensdo, manutengdo e
recuperacao, sendo que muitas vezes ndo é possivel distingui-las, especialmente na prética
clinica (Fig. 2). A iniciagdo compreende o periodo de exposi¢do ao agente etiologico e sua
duracéo varia de horas a dias. Nesta fase o paciente ainda ndo apresenta sintomatologia clinica
nem alteracdes laboratoriais detectaveis pelos métodos tradicionais.

A extensdo ¢ a fase caracterizada por isquemia continua e inflamacdo local, as quais produzem
lesdo tubular epitelial e endotelial, levando a apoptose ou necrose. Esta fase pode durar entre um
a dois dias e, normalmente, a correcdo da causa bem como intervencao terapéutica apropriada
pode prevenir a progressdo e alterar o desfecho por melhorar a resposta durante a fase de
recuperacao (Fig. 2).

A terceira fase é a manutencao, caracterizada por lesbes tubulares e reducdo consideravel da
TFG. O curso desta fase é varidvel e pode durar dias a semanas, normalmente neste periodo a
IRA é detectada devido a ocorréncia de azotemia, oligiria ou andria. Embora a intervencao
terapéutica durante este periodo possa salvar a vida do paciente, em geral possui pouco efeito
nas lesdes renais existentes. Muitos pacientes vém a 6bito durante esta fase.
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Figura 2. Fases da IRA. Alteragdo da filtragdo glomerular e leséo renal. Fonte: Barros e Filho,
2013.

A quarta e ultima fase é a recuperacdo, na qual ocorre reparacdo dos tubulos renais cujas
células tém capacidade de se regenerar rapidamente apds dano, o que explica a reversibilidade
da IRA. Contudo, caso a causa seja isquémica glomerular, as lesdes tendem a ser mais intensas
e, consequentemente, o reparo resulta em fibrose. Clinicamente, ocorre polidria devido ao
retorno parcial da funcdo tubular ou por diurese osmdtica devido & lavagem medular. Cabe
ressaltar que, embora novos néfrons nao possam ser produzidos nem os irreversivelmente
danificados reparados, a hipertrofia das unidades funcionais restantes pode compensar
adequadamente a fungdo. Esta Gltima fase pode durar semanas a meses e pode ter recuperagdo
completa ou parcial da funcdo renal e neste caso, resulta em doenca renal crénica (Devarajan,
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2006; Ross, 2006; Vaidya et al., 2008; Langston, 2009; Lunn, 2011; Ross, 2011; Monaghan et
al., 2012 Barros e Filho, 2013; Mugford et al., 2013).

A IRA pobs-renal € o tipo menos frequente (< 5%) de IRA e ocorre por fatores que obstruam a
eliminagdo da urina (Rahman, 2012). A fisiopatologia relaciona-se ao aumento de pressao
dentro do sistema coletor renal com diminuicdo da TFG e da funcdo tubular. Embora seja
reversivel se a causa for corrigida rapidamente, obstrucdo duradoura pode resultar em lesdo
renal intrinseca irreversivel (Yarlagadda e Perazella, 2006; Lunn, 2011).

Segundo Lunn (2011) e Griffiths e Kanagasundaram (2011) é essencial para o clinico considerar
estes diferentes componentes de IRA, uma vez que a correcdo das alteracBes pré e pos-renais
podem diminuir as chances de dano renal intrinseco. E importante entender também, que muitos
pacientes podem ter a combinacdo de mais de um tipo de insulto renal, uma vez que existe um
dano continuo entre a azotemia pré-renal e renal e, pos-renal e renal.

Conforme relatado acima, as etiologias de IRA em cées podem ser categorizadas em isquémica,
nefrotdxica (toxicos, antibidticos), e infecciosas (leptospirose, pielonefrite), dentre outras, sendo
sua identificacdo e corre¢do fundamentais para o prognostico e desfecho (Stocker e Forrester,
2004). Contudo, deve-se considerar que em animais idosos alguns fatores agravam o quadro.
Nesse sentido, mesmo na auséncia de doencas especificas, os rins sofrem alteragdes da
senilidade, com consequente diminuicdo da funcdo renal, as vezes de forma subclinica (Grauer,
2005). Portanto, animais idosos estdo propensos as mesmas causas de IRA que afetam os
jovens, entretanto, as iatrogénicas sdo mais prevalentes como, por exemplo, 0 uso de
antiinflamatorios ndo estroides (AINES), inibidores da enzima conversora de angiotensina
(IECA) e antibidticos nefrotdxicos. Além disso, tanto hipovolemia verdadeira (perdas
gastrointestinais, hemorragias) quanto a funcional (insuficiéncia cardiaca congestiva, sindrome
nefrética) sdo comuns em idosos devido incapacidade de compensar as perdas hidricas através
da ingestdo oral de agua e muitas vezes a dificuldade de locomocéo que limita seu acesso a agua
(Ross, 2011; Mugford et al., 2013; Wang et al., 2014).

Outra consideracdo € o ambiente em que 0 paciente estd inserido. Neste contexto, a IRA
hospitalar é considerada séria complicacdo de alta taxa de mortalidade, pois resulta de
procedimentos potencialmente lesivos ao rim. De acordo com Santos e Marinhos (2013), a
incidéncia de IRA em UTI pode chegar a 40% com mortalidade em torno de 70%. Também
esta associada ao aumento de custos, do tempo de internagdo e do risco de evolugdo para doencga
renal crénica. Em pacientes criticos, a IRA é de origem multifatorial e ocorre principalmente
devido a sepse e choque séptico e faléncia multipla de érgdos (Barbosa et al., 2006; Buvic,
2009; Ross, 2011; Gomes, 2014; Wang et al., 2014). Em medicina considera-se que a IRA
ocorre em aproximadamente 19% dos pacientes com sepse moderada, 23% com sepse severa e
51% com choque séptico e hemocultura positivo. A combinacdo de sepse e IRA eleva a
mortalidade em 25% (Costa et al., 2003; Scherier et al., 2004; Okamoto et al, 2012; Santos e
Mendonca, 2015).

Neste contexto, considera-se a IRA como uma patologia multisistémica, e por isso, cada
paciente deve ser avaliado quanto as possiveis complica¢fes para completa recuperagdo, menor
tempo de internacdo e consequentemente, melhor desfecho. Neste sentido, o tratamento dos
animais acometidos €é intensivo e envolve eliminacdo da causa, correcdo das consequéncias
hemodinamicas e bioquimicas e, se disponivel, a hemodialise (Grauer, 2005; Brown et al.,
2007; Griffiths e Kanagasundaram, 2011). Considera-se que a maioria dos pacientes que
sobrevivem recuperam a fungdo renal a niveis normais, mas em alguns dos casos podem
apresentar déficits funcionais subclinicos definitivos (Alves et al., 2012; Harrison et al., 2012;
Souza, 2012; Santos e Marinho, 2013).
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Vaérios sdo os fatores que determinam o desfecho e o prognostico de cdes com IRA, tais como a
causa e a gravidade da injuria, as comorbidades, as complicacdes existentes e a disponibilidade
de tratamento médico adequado (Ross, 2011; Segev et al., 2016). Mesmo pequenas elevagdes da
creatinina sérica se correlacionam com um aumento na mortalidade. Em geral, a mortalidade em
cdes com quadro clinico grave, varia em torno de 43% a 86%, podendo ser menor naqueles
pacientes que recebem tratamentos intensivos, entretanto, é altamente dependente da causa
inicial, nem sempre conhecida na admissdo deste paciente (Kenney et al., 2010; Thoen e Kerl,
2011; Souza, 2012; Brown et al., 2015).

Portanto, torna-se importante o reconhecimento dos fatores de risco associados ao
desenvolvimento de IRA em cées hospitalizados, pois muitos podem ser prevenidos através do
diagnostico precoce e manejo correto, além de possibilitar a adocdo de medidas que evitem a
progressdao da lesdo que se associa a pior prognostico (Segev et al., 2008; Griffiths e
Kanagasundaram, 2011; Ross, 2011).

2. Critérios de diagndstico e classificagdo da IRA
2.1. Métodos tradicionais

A avaliacdo da funcdo renal em cédes envolve uma combinacdo de métodos diagndsticos
associados ao exame clinico, sendo que a interpretacdo de testes individuais ou de uma Unica
amostra apresenta baixa sensibilidade e grande variabilidade individual (Lees, 2004; Heine e
Lefebvre, 2007; Grauer, 2009). A deteccdo e confirmagdo precoce de disfuncdo renal requer
utilizacdo criteriosa de exames complementares, incluindo testes de funcdo renal, urinalise,
exames de imagem e, se possivel, a utilizagdo de novos biomarcadores (Heine e Lefebvre, 2007;
Griffiths e Kanagasundaram, 2011; Pressler, 2013; Cortellini et al., 2015). O diagndstico
precoce de IRA favorece a implantacdo de estratégias para reduzir a morbidade e mortalidade
dos pacientes acometidos, contudo ainda representa um desafio tanto em medicina quanto em
veterinaria (Coca et al., 2008; Murray et al., 2008; Lunn, 2011).

A TFG é a melhor maneira de mensurar a funcéo renal, pois avalia com alta sensibilidade a
capacidade de filtracdo e habilidade de excrecdo. Apesar de ndo poder ser determinada
diretamente, pode ser calculados através da depuragdo de substancias especificas, denominadas
marcadores de filtracdo (Linnetz e Graves, 2010; Jayasundera e Macnab, 2012; Pressler, 2013).
Sua mensuragdo € necessaria para detectar, classificar o estagio da doenca renal e avaliar a
evolucdo, além de ser decisiva para adocdo imediata de medidas de suporte como dialise
(Bastos et al., 2004; Regeniter et al, 2009; Grauer, 2009; Silva e Brune, 2011). Reducdo da TFG
ocorre antes dos sintomas de faléncia renal e antes do aumento das concentragdes séricas de
ureia e creatinina e da diminuicdo da densidade urinéria (Lees, 2004; Lefebvre, 2011).

Segundo Heine e Lefebvre (2007) e Hendy-Willson e Pressler (2011) a avaliacdo da TFG é util
naqueles animais com ascensdo discreta, e ainda dentro da faixa de normalidade da creatinina
sérica, suspeita de lesdo renal apds eventos especificos como téxicos, choque e cirurgia extensa
e na avaliagdo de drogas eliminadas pelos rins, ou potencialmente nefrotoxicas.

A TFG pode ser determinada por diversos métodos utilizando marcadores enddgenos ou
exogenos. Dentre estes se citam a depuracdo plasmatica de inulina considerada “teste ouro” e a
depuracdo de radioisétopos, dentre outros. As diversas técnicas utilizadas diferem quanto a
sensibilidade, especificidade, disponibilidade, rapidez, custos e modelo farmacocinético usado,
além de que algumas necessitam de licencas e instalagcdes especializadas (Watson et al., 2002;
Linnetz e Graves, 2010; Gabriel et al., 2011). De maneira geral, estes métodos sdo trabalhosos,
requerem equipamentos sofisticados e de acesso limitado, 0 que restringe sua utilizagcdo na
pratica clinica (Fleck, 1999; Sodre et al., 2007; Linnetz e Graves, 2010; Hendy-Willson e
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Pressler, 2011; Pressler, 2013). Devido a estes fatores, a técnica mais usada para avaliagdo da
TFG ¢é a medida de depuragdo urinaria da creatinina enddgena. Este método consiste na coleta
completa de urina no periodo de 24 horas e nas concentracBes plasmatica e urinaria da
creatinina. Contudo, a coleta urinaria inadequada é um limitador da técnica, devido a erros e ao
esvaziamento incompleto da bexiga. Também a utilizacdo da creatinina sérica para o célculo da
TFG possui limitacBes por ser afetado por fatores ndo renais como idade, massa muscular, sexo,
taxa de producdo e volume de distribuicdo (Watson et a.l, 2002; Braun et al., 2003; Grauer,
2005). Portanto, considera-se gue esta metodologia ndo é confiavel e o0 tempo dispensado na sua
estimativa desestimula o profissional a determina-la rotineiramente ficando restrita a escolas e
centros de pesquisa (Bastos et al., 2004; Grauer, 2009; Silva e Brune, 2011; Hendy-Wilson e
Pressler, 2013).

Além disso, a mensuragdo da TFG, apesar de ser mais indicada, possui outras limitacdes tais
como grande intervalo de valores de referéncia em cées higidos e influéncia de fatores extra
renais, incluindo ingestdo proteica, hidratacdo, e ritmo circadiano, os quais diminuem a
sensibilidade e especificidade desta técnica (Kampa et al., 2003; Hendy-Willson e Pressler,
2010; Linnetz e Graves 2010; Miyagawa et al., 2010). De acordo com Linnetz e Graves (2010)
e Lefebvre (2011) a TFG pode variar significativamente entre os animais, e os valores de
referéncia variam devido as diferencas entre os laboratorios, protocolos de realizagéo e técnicas
analiticas o que torna dificil definir alteracbes na TFG e correlaciond-las a doenca renal
subclinica versus doenca renal discreta, moderada ou severa. Portanto, os resultados da
estimativa da TFG ndo devem ser interpretados isoladamente, mas sim dentro do contexto da
historia, sinais clinicos e resultados laboratoriais. Na medicina varias equacGes foram
desenvolvidas para predizer a TFG em pacientes com IRA, levando em conta fatores
relacionados a geracdo de creatinina e o equilibrio fluido e ndo apenas ao seu o valor sérico.
Estudo comparando o desempenho destas equacBes ndo demonstrou diferencas estatisticamente
significativas, sugerindo que estas ferramentas sdo importantes na assisténcia prestada aos
pacientes de risco para doenca renal (Sodre et al., 2007; Silva e Brune, 2011; Brown et al.,
2015). Em cées, a tentativa de validacdo de uma equacdo para determinar a TFG requer estudo
amplo, que utilize animais doentes e saudaveis, de diferentes tamanhos, sexo, idade e ragas, 0
gue ainda ndo foi possivel (Heine e Lefebvre, 2007).

Considerando as variagBes rapidas na funcdo renal no paciente critico, a medida da TFG
representa um desafio ainda maior do que em pacientes em outras condicOes clinicas. Nesse
cenario, a alteragdo na composicdo corporal e no equilibrio fluido e a instabilidade
hemodindmica comprometem a producdo e distribuicdo de creatinina, diminuindo a
sensibilidade da técnica para avaliagdo da funcdo renal. Além disso, a necessidade de coleta de
urina durante 24 horas atrasa o diagnostico e aumenta a chance de erros, de tal forma que sua
aplicabilidade é limitada (Pong et al., 2005; Murray, et al., 2008; Kirwan et al., 2013).

De acordo com alguns estudos, coletas de urina realizadas em tempos menores, como por
exemplo, entre duas, quatro ou 12 horas, para o célculo da TFG, podem apresentar resultados
confiaveis e precoces em pacientes criticos, quando comparados aos valores obtidos de coleta
em 24 horas e também de creatinina sérica, contornando assim as limitagbes da técnica
(Bellomo et al., 2004; Pong et al., 2005).

Neste contexto, quando se considera a utilizacdo de tempos menores de coleta, o problema
encontrado é a existéncia de volume residual de urina na bexiga pos cateterizacdo, o qual
dificulta o calculo correto da depuracdo. Na tentativa de resolver isto, estudos sugerem que o
volume urinério vesical pode ser medido de maneira confidvel, eficiente e ndo invasiva
utilizando aparelhos de ultrassonografia. Esta técnica é considerada uma alternativa rapida,
evita o risco de traumas uretrais, desconforto do paciente e a ocorréncia de infeccBes
iatrogénicas decorrentes de cateterizagGes excessivas além de reduzir o tempo para obtengéo dos
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resultados que no cendrio da terapia intensiva é considerado prioridade (Silva et al, 2013;
Venkatraman et al., 2014). Sendo assim, a validacdo de métodos praticos de medigdo da TFG,
que possam ser aplicados em diferentes cenarios clinicos, esta em curso e representard um
avanco significativo em nefrologia veterinaria, principalmente no que se refere a pacientes
criticos, nos quais a instabilidade clinica dificulta a avaliacdo precisa da TFG (Kirsztajn, 2007;
Hendy-Willson e Pressler, 2011).

Devido aos fatores mencionados acima, na pratica clinica, a funcdo renal é normalmente
avaliada através da dosagem sérica de creatinina, por ser uma técnica simples, de baixo custo e
disponivel. A creatinina é considerada marcador ideal de funcdo renal, por ser produzido em
ritmo constante, ser livremente filtrada nos glomérulos e ndo ser reabsorvida nos tubulos renais
(Braun, et al., 2003; Lees, 2004). Contudo, sofre influéncia de fatores extrarrenais como idade,
sexo, estado nutricional e uso de medicamentos, os quais reduzem sua sensibilidade e
especificidade, podendo em alguns casos superestimar a funcdo renal, principalmente em
pacientes muito jovens, idosos e de racas pequenas. Além disso, os valores de referéncia
utilizados ndo consideram a influéncia do peso corporal e, portanto, sdo considerados
inapropriados. Também, erro analitico decorrente da variabilidade entre os laboratérios diminui
a sensibilidade e especificidade deste analito (Braun et al., 2003; Lees, 2004; Concordet et al.,
2008; Miyagawa et al., 2010; Silva e Brune, 2011; Lefebvre, 2011).

A interpretacdo dos valores séricos de creatinina é um desafio para os clinicos em pacientes que
apresentem valores préximos ao limite maximo de referéncia ou em casos com diminui¢do da
TFG associada ao aumento gradativo dos valores de creatinina, sem exceder o limite de
referéncia. Existe dissociacdo entre os valores sericos deste marcador e a taxa de filtragdo
glomerular, dessa forma é possivel observar pacientes com lesdo renal em fase inicial, na qual a
concentragdo sérica de creatinina permanece dentro dos valores de referéncia, e em estagios
finais de disfuncdo renal, com pequenas alteracbes na TFG acompanhadas por maiores
elevagdes de sua concentragdo sérica e manutencao da azotemia (Braun et al., 2003; Lees, 2004;
Grauer, 2005; Brown, 2007; Silva e Brune, 2011).

Os dados referentes a sensibilidade deste biomarcador variam na literatura. Alguns autores
citam que valores de creatinina sérica superiores ao limite de referéncia s6 ocorrem quando
existe perda de pelo menos 65-75% da massa renal funcional e outros sugerem que o0
acompanhamento longitudinal em um individuo assegura deteccéo de perdas discretas de fungéo
renal (Watson et al., 2002; Dalton, 2011; Edelstein e Faubel, 2011; Lefebvre, 2011). Contudo,
devido a sua pequena variagdo bioldgica intraindividual, considera-se que pequenas elevagdes
podem estar associadas a decréscimo significativo da funcdo renal. Neste contexto avaliagGes
seriadas permitem o reconhecimento de estagios iniciais de disfuncao (Lees, 2004; Bellomo et
al., 2004; Dalton, 2011, IRIS, 2013).

Quanto as interferéncias analiticas, estudos recentes relatam a possibilidade de variagbes nos
valores da creatinina sérica devido a diferentes resultados entre laboratérios ou entre
instrumentos dentro de um mesmo laboratorio. Entretanto, ndo pode ocorrer uma diferenca
maior de 0,2 mg/dl em amostras de animais normais ou levemente azotémicos (creatinina sérica
< 2,0 mg/dl) quando a analise é realizada no mesmo laboratorio e com estrito programa de
qualidade, pois aumentos superiores a 0,2 mg’dl indicam significante aumento deste marcador e
estdo associados a perda de funcéo renal (Heine e Lefebvre, 2007; Andriollo et al., 2013; IRIS,
2013).

A limitacdo da utilizacdo da creatinina sérica é evidente em pacientes criticos, nos quais sua
producdo, volume de distribuicdo e eliminag&o renal ndo se encontram em estado de equilibrio e
sua utilizacdo subestima a gravidade da disfuncdo renal. Nestes pacientes o0 aumento do volume
extracelular devido a expansdo volémica determina atraso na sua elevacdo em relacdo & queda
de filtracdo glomerular (Neguyen e Devarajan, 2008, Bellomo et al., 2004; Shoukath e Patil,
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2014). O balango hidrico positivo é considerado comum na evolugdo de pacientes criticos,
principalmente sépticos e po6s-operados nos quais o volume corporal total de &gua pode
aumentar mais que 10% em 72 horas. Como o volume de distribui¢do da creatinina é igual ao de
agua corporal total, hd& menor aumento detectavel de creatinina na fase de desenvolvimento da
IRA. Também, nestes pacientes, a perda muscular, ma-nutricdo e inflamacdo reduzem a
producdo de creatinina e, superestimam a funcdo renal (Murray et al., 2008; Perianayagam et
al., 2009; Dirkes, 2011; Steinbach et al., 2014). Outro ponto importante é que 0 aumento nos
valores de creatinina s ocorre entre 48 a 72 horas apds insulto inicial, 0 que acarreta um atraso
no diagndstico (Coca et al. 2008; Segev, 2012; Souza, 2012; Bragato, 2015). Portanto, no
cenario da terapia intensiva, a utilizacdo de novos biomarcadores pode auxiliar no diagnostico
precoce da IRA. Confirmando isso, Schneider e Bellomo (2013), Shoukath e Patil (2014) e
Zhou et al. (2014) avaliaram a funcéo renal de pacientes criticos, comparando o desempenho da
creatinina com novos biomarcadores e demonstraram o aumento dos mesmos entre 12 e 24
horas ap6s admissdo em UTI e anteriores a creatinina sérica.

Assim, em pacientes com suspeita de IRA e principalmente em UTI, a creatinina sérica deve ser
interpretada no contexto clinico, e as limitacdes citadas acima, indicam que sua sensibilidade e
especificidade sejam questionaveis, principalmente em pacientes para 0s quais nao ha
disponibilidade da hemodilise. Porém, este analito ainda é o melhor marcador de funcéo renal e
seu aumento, ainda que discreto, se refere a gravidade e estd associado a pior progndstico
(Barbosa et al., 2006; Neguyen e Devarajan, 2008; Myagawa et al., 2010; Dalton, 2011; Brown
et al., 2015).

A ureia sérica é formada como produto final do metabolismo de proteinas, filtrada pelo
glomérulo, reabsorvida pelos tdbulos e excretada principalmente pelos rins. Embora seja
amplamente utilizada como marcador de funcdo renal, possui algumas limitacbes como, por
exemplo, ndo ser produzida de forma constante e ser reabsorvida de forma variavel nos ductos
coletores. Também, fatores extrarrenais podem elevar sua concentragdo sérica como hemorragia
gastrointestinal, terapia com corticosteroide, dieta rica em proteinas, catabolismo tissular,
obstrucdo uretral e ruptura de bexiga. Ao contrario, dieta pobre em proteinas, doencas hepaticas
e ma-nutricdo podem levar a sua reducdo. Dessa forma, sua determinacgdo constitui indicador
grosseiro de funcdo e ndo de injdria renal, uma vez que o aumento ocorre somente apés perda de
66-75% dos néfrons, determinando assim menor sensibilidade e especificidade (Lees, 2004;
Scally et al., 2006; Myagawa et al., 2010; Edelstein e Faubel, 2011; Lefebvre, 2011). Valores
limitrofes sdo dificeis de precisar, pois devem ser avaliados dentro do contexto clinico, e sua
utilidade clinica requer avaliacdo conjunta com a creatinina sérica (Brown, 2007; Grauer, 2010;
Myagawa et al., 2010; Geist e Langston, 2011; Polsin, 2011). A raz&o ureia/creatina pode
indicar estados patolégicos diferente. A proporcdo normal entre estes analitos € em média trinta.
A desproporcao entre os valores com razdo superior a 40 indica etiologia pré-renal, enquanto
valores menores que 10, sugerem lesdo renal, mas também insuficiéncia hepatica ou baixa
ingestdo proteica. Entretanto quando a creatinina se encontra acima do valor normal, denota
processos obstrutivos pds-renais (Dessen, 2001; Sodré et al., 2007).

Portanto, como as propriedades de filtragcdo dos rins sdo capazes de compensar a perda de massa
renal funcional, os marcadores supracitados sdo considerados insensiveis para detec¢do precoce
ou subita de funcédo renal. Dessa forma, diversos parametros urinarios também sdo usados na
rotina os quais possuem precocidade em relacdo a dosagem sérica de ureia e creatinina
(Goldstein, 2005; Wamsley e Alleman, 2007; Braun e Lefebvre, 2008; Mchahon e Waikar,
2013).

A urina é considerada o fluido corporal mais apropriado para fins de diagnostico, pois existe
relacdo direta entre dano renal e alteragBGes urinérias, anteriores aos quadros de insuficiéncia
renal. Além disso, a coleta de urina é um procedimento menos invasivo em relagdo a de sangue
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(Fuchs e Hewitt, 2011; Parrah et al., 2013). O exame de urina avalia capacidade de
concentracdo urinéria, permeabilidade glomerular, presenga de infecgdo, inflamacdo e
hemorragia. Além de ser custo efetiva, é importante na investigacdo etiolégica da IRA, na
avaliacéo da evolucdo e eficacia do tratamento e diagnosticar a lesdo renal anterior as alteracdes
nos valores de creatinina sérica ou débito urinario (Reine e Langston, 2005; Dibartola, 2010;
Fry, 2011; Martin-Moreno, 2011 Parrah et al., 2013; Bragato, 2015).

Neste exame, a analise do sedimento urinario auxilia no diagnéstico de IRA e esta associada a
gravidade do quadro, contudo, sua utilidade é incerta devido a falta de padronizagdo dos
resultados e da variabilidade inter e intra-observador (Mcmahon e Waikar, 2013). A lesdo renal
aguda € evidenciada através da existéncia de sedimento urinario ativo composto pela presenga
de células, hemécias, leucdcitos e cilindros. Na IRA pré-renal e na pos-renal o sedimento é
inativo, ou seja, sem celularidade, entretanto, nesta Ultima, pode ocorrer hematdria ou pidria por
doenca prostéatica. A presenca e diferenciacdo entre os tipos de cilindros podem ajudar a definir
a causa da IRA. Neste sentido, cilindros amarronzados e com células epiteliais indicam necrose
tubular aguda isquémica ou nefrotoxica, os hialinos sugerem lesdo leve, os leucocitarios
indicam infeccdo, os eritrocitarios glomerulonefrite aguda, e os granulosos, degeneracdo
tubular. O aumento de células epiteliais e de transi¢cdo na urina pode estar associado a infeccéo,
inflamagao ou neoplasia do trato urinario. Pilria acentuada, hematuria, bacteriuria ou glicosuria
na auséncia de hiperglicemia também séo indicativos de lesdo renal (Heine e Langston, 2005;
Nunes et al. ,2010; Martin-Moreno, 2011; Osborne et al., 2013; Mchahon e Waikar, 2013;
Mugford et al., 2013).

Ainda no exame de urina, a medida da densidade urinaria especifica é uma das formas de se
avaliar a capacidade de concentracdo e diluicdo do filtrado glomerular, é considerada como
Unico método de avaliacdo de funcdo renal na urinalise e importante para interpretacdo segura
de outros testes. Alteragcdes neste exame ocorrem antes das observadas na bioquimica sérica,
porém, sua interpretacdo pode ser influenciada por fatores como hidratagdo, alimentacéo,
medicagdo prévia, forma de coleta e armazenamento da amostra (Wamsley e Alleman, 2007;
Dibartola, 2010, Geist e Langston, 2011).

A baixa e persistente densidade urinaria associada a azotemia aguda possibilita o diagndéstico de
IRA e ainda auxilia na localizacdo da causa da azotemia, sendo que, em cdes, com quadro de
IRA pré-renal observa-se que a densidade é superior a 1.035. Na azotemia renal, seu valor varia
entre 1008 e 1029 e na pos-renal é variavel, logo, tem pouco valor nesta situagdo (Gaskell,
1988; Wamsley e Alleman, 2007; Ross, 2011; Osborne et al., 2011; Watson, 2015). Contudo,
em pacientes criticamente enfermos, a densidade urinaria possui valor limitado no diagndstico
de IRA, principalmente devido a influéncia de fatores extrarrenais e/ou terapéuticas empregadas
(Murray et al., 2008).

O débito urinario (DU) é uma medida sensivel para avaliar a hemodinamica renal e suas
alteracOes precedem os aumentos séricos de creatinina (Lees, 2004; Martin-Moreno, 2011,
Pressler, 2013). Em pacientes com suspeita de IRA as varia¢fes do volume miccional e anuria
sugerem obstrucdo parcial e total do trato urinario, respectivamente ou ainda, lesdo intrinseca
grave. Oliguria associada a agressao renal é mais comum na IRA nefrotoxica do que na
isquémica (Costa et al., 2003; Segev, 2011; Brown et al., 2015, Segev et al., 2016).
Considerando-se que os rins detém a habilidade de produzir urina variavel nos pacientes com
IRA, torna-se essencial a monitoracdo constante do DU, principalmente em pacientes criticos,
nos quais sua variagdo altera o tratamento dos mesmos. Vale ressaltar que, neste cenério, a
interpretacdo dos valores de DU pode ser pouco confidvel, devido a influéncia de fatores
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extrarrenais como fluidoterapia intensa e utilizagdo de diuréticos, que podem induzir mudanga
répida de oligarico a polidrico. Portanto, nestes pacientes, a ocorréncia de débito urinario
normal, ndo exclui a possibilidade de dano renal, o que torna seu valor preditivo negativo baixo
(Bellomo et al., 2004; Geist e Langston, 2011; Martin-Moreno, 2011; Kaul e Ruhela, 2012).
Mas, reducdo de DU associa-se a um pior prognéstico, consequente ao rapido acimulo de
toxinas urémicas (IRIS, 2013; Brown et al., 2015).

A proteinlria é considerada um dos principais marcadores de lesdo renal e se relaciona a
guantidades excessivas de proteinas na urina. A proteinaria pode ser fisioldgica (transitoria)
decorrente de exercicios, febre e temperaturas extremas, ou patoldgica (permanente), sendo
possivel a diferenciacdo entre ambas através da repeticdo de testes (Lees, 2004). A proteinlria
patoldgica pode ter origem pré-renal, causada por doencas sistémicas, pos-renal, devido a
infecgdes ou hemorragias do trato urinario e proteindria renal. Esta tltima é decorrente de leséo
intrinseca de glomérulos ou tabulos. A lesdo glomerular ocorre por deposi¢do de imuno-
complexos, hipertensdo glomerular ou inflamag&o nos capilares. A proteindria tubular se d& por
lesdo nefrotoxica, que inviabiliza a reabsorcdo das proteinas do ultrafiltradas (Grauer, 20009;
Regeniter et al., 2009; Lefebvre, 2011).

Avaliacédo da proteinuria é utilizada principalmente nos pacientes com doencga renal cronica, na
qual detecta estagios iniciais anteriores ao desenvolvimento de azotemia ou do agravamento da
lesdo renal. Em pacientes com IRA, a proteinuria pode ser indicio inicial de nefrite intersticial.
Neste sentido, € marcador de injuria glomerular ou tubular e de progressdo da lesdo renal
(Grauer, 2007; Regeniter et al., 2009; Grauer, 2011; Segev et al., 2015).

Sua medida pode ser realizada através da imersdo de fitas reagentes, considerado teste de
rastreamento, sendo restrita para avaliar os efeitos das intervencdes terapéuticas e controlar a
progressao das doencas renais. Logo, a deteccdo de proteindria ao exame de fita, preconiza-se
sua dosagem em amostra de urina coletada durante 24 horas, entretanto, esta metodologia é
trabalhosa e demorada quando se necessita de um resultado rapido, principalmente em animais
com lesdo aguda. Por isto, adota-se a avaliagdo da razdo proteina /reatinina (UPC), teste feito
em amostra pontual de urina, cujos resultados correlacionam-se com proteindria de 24 horas e
guantifica a magnitude da perda proteica. Valores normais de UPC em cées saudaveis, sao
menores de 0,2; aqueles entre 0,2 e 0,5 sdo considerados borderline enquanto 0s maiores que
0,5 sdo proteindricos. Lesdes glomerulares usualmente resultam em proteinQria mais grave que
as tubulares, com valores de UPC superior a dois. A mensuracdo da UPC € util na avaliacdo da
gravidade da lesdo renal, em sua evolugdo, resposta ao tratamento e progndstico. A proteindria
associa-se a maior mortalidade no paciente critico. Considera-se que 0 sucesso terapéutico
consiste em diminuir o grau de proteindria, minimizando assim, o dano renal (Xin et al., 2004;
Grauer, 2007; Mendes e Bregman, 2010; Grauer, 2011; Segev et al., 2015).

Microalbumindria refere-se a concentragcdo de albumina acima do normal, porém dentro do
intervalo entre 30 a 300 mg/24h. Este teste deve ser realizado na suspeita de perda de pequenas
quantidades de albumina, ou por resultados duvidosos no teste da fita reagente (Yaqoob, 2009;
Regeniter et al., 2009). Considerando-se a metodologia baseada em imuno-ensaio espécie-
especifica, estes testes sdo caros, o que configura desvantagem que desestimula seu uso na
rotina veterinaria (Grauer, 2011; Kisztajn et al., 2011).

2.2. Ultrassonografia renal na avaliacdo do paciente com IRA

Atualmente, a ultrassonografia € um procedimento de rotina em medicina veterinaria,
especialmente na avaliacdo do paciente com suspeita de disfuncéo renal. Esta técnica é essencial
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para diagnostico e tratamento das doencas renais, bem como para guiar procedimentos invasivos
como drenagem de cistos ou abscessos e realizacdo de biopsia renal, a qual € necessaria para se
estabelecer o diagndstico definitivo através da analise histopatologica (Hetch e Heine, 2011;
O’Neill, 2014; Pennick e D’anjou, 2015). Esta técnica fornece informagdes importantes com 62
A 77% de sensibilidade e 58 a 73% de especificidade, além de valor preditivo positivo de 92%
para deteccdo de alteracBes microscdpicas no parénquima renal (Quaia e Bertolotto, 2002;
Nyland et al., 2005). Mesmo gue o diagndstico especifico ndo seja alcancado pelo método, este
propicia informagGes suficientes para direcionar procedimentos futuros (Silva et al., 2008;
Carvalho et al., 2010; Halasc Vac, 2014; Kristoffer et al., 2016).

Para exploracdo ecografica uroldgica utilizam-se transdutores, cuja frequéncia varia de acordo
com o tamanho do animal e a profundidade do 6rgdo. Para adequada avaliagdo renal devem ser
realizadas imagens em planos longitudinal e transversal, obtendo informagdes sobre o tamanho
renal, ecogenicidade e espessura cortical, diferenciacdo corticomedular, bem como avaliacdo
dos demais segmentos do trato urinario e 6rgaos adjacentes (Nyland et al., 2005).

O exame ultrassonografico renal é usado com a finalidade de se avaliar tamanho, alteracdes
estruturais renais e do sistema coletor (Halasc Vac, 2014). Em pacientes com suspeita de IRA,
auxilia no diagndstico e acompanhamento da evolucdo, sendo muito empregado na suspeita de
nefropatias obstrutivas (Amber e Podol, 2013; Thompson e Bhatt, 2014). Dentre as vantagens
em relacdo a outras modalidades de exame de imagem, citam-se sua rapidez, baixo custo, ndo
utilizacdo de contraste, ndo ser invasivo, possibilidade de repeticdo sem danos e realizacdo a
beira do leito sem necessidade de mover o paciente para outro local. Como desvantagens
destacam-se a dificuldade de visibilizagdo adequada dos rins em pacientes agitados, obesos e
com grande quantidade de gases intestinais, ser operador dependente e ndo avaliar a funcdo
renal (Quaia e Bertolotto, 2002; Halasc Vac, 2014).

A ultrassonografia pode evidenciar alteragBes renais, mesmo na auséncia de suspeita de
disfuncdo renal e nestes casos é considerada importante para estabelecer um diagndstico
precoce, além de possibilitar instaurar medidas necessarias com a finalidade de evitar a
evolucdo do processo. Nos casos em que a disfuncdo renal ja foi diagnosticada através de outros
exames, o ultrassom auxilia na diferenciacdo entre processos agudos e cronicos e na detecgéo de
alteracdes que exigem condutas clinicas diferenciadas como litiase e pionefrose. Também é uma
ferramenta Gtil no acompanhamento de animais nefropatas, a fim de avaliar resposta ao
tratamento e possiveis complica¢bes (Yang et al., 2001; Carvalho et al., 2010; Choi et al.,
2010). Entretanto, algumas altera¢fes estruturais renais evidenciadas neste exame, podem ser
decorrentes do processo de envelhecimento sem presenca de disfungéo renal (Churchil et al.,
1999; Seoane, 2010; Pennick ¢ D’Anjou, 2015).

As alteracOes ultrassonograficas ndo apresentam especificidade alta, e variam dependendo do
estagio de disfuncdo renal e do quadro clinico do paciente. Também diferentes doencas podem
ter mesma aparéncia, enquanto que uma mesma doenca pode ter diferentes apresentacdes
ultrassonogréficas, (Nyland et al., 2005; Amber e Podol, 2013). Este exame ndo é capaz de
definir o tipo histolégico de dano renal e, portanto, ndo pode substituir a biopsia para acessar 0
diagnostico definitivo. Entretanto, é a técnica mais disponivel e segura para avaliar pacientes
com IRA, excluir provavel obstrucdo ou de doenca renal crénica (DRC), além de ser importante
para 0 acompanhamento do paciente e evolugdo do tratamento. Deve-se ressaltar também a
correlagdo significativa entre a presenca de alteracGes ultrassonograficas e perda de funcéo renal
(Page et al., 1994; Quaia e Bertoloto, 2002; Martins et al., 2003; Beland et al., 2010; Siddapa et
al., 2013).

Em pacientes com suspeita de IRA, considera-se que este exame é pouco sensivel e especifico,
pois, o diagnostico definitivo ndo pode ser realizado somente através das alteracGes
ultrassonogréaficas encontradas (Page et al., 1994; Quaia e Bertoloto, 2002; Riccabona, 2006;
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Keyserling et al., 2103). Em estagios iniciais da IRA, muitos pacientes apresentam rins normais
ao exame, entretanto, apos a progressdo da lesdo as alteracdes se manifestardo (Sivit, 2006;
Licurse et al., 2010; Siddappa et al., 2013; Rivera, 2014). Estima-se que alteragdes
ultrassonogréficas renais ocorram em aproximadamente 10% dos pacientes com IRA. Como
exemplo, Amber et al. (2013) observaram avaliacdo normal em 62% dos pacientes com IRA.
Entretanto, apesar da baixa sensibilidade, a utilizagdo da ultrassonografia nestes pacientes pode
ter grande impacto no manejo dos mesmos, além de inferir sobre prognostico, pois aqueles que
apresentam muitas alteraces ultrassonograficas, tém pior prognostico (Yamaguchi et al., 1991;
Keyserling et al., 2002). Sua utilizacdo também ¢é considerada essencial para excluir
possibilidade obstru¢do do trato urinario e diferenciar IRA de DRC (Louis et al., 2005; Choi et
al., 2010; Rivera, 2014; Thonpson e Bhatt, 2014). Como exemplos citam-se a possibilidade de
visibilizacdo de diferentes graus de hidronefrose, presenca de célculos e ocorréncia de
pionefrose, os quais requerem tratamentos diferenciados, além do acompanhamento da evolugéo
atraves da ultrassonografia seriada (Vourganti et al., 2006; Choi et al., 2010; Martins et al.
2013).

Embora em casos de injuria renal aguda de etiologia pré-renal, o exame ultrassonografico néo
apresente sinais especificos, observa-se o desenvolvimento de altera¢fes quando a hipoperfusdo
é persistente (Rivera, 2014) e a sensibilidade da técnica aumenta com a gravidade da lesdo renal
podendo chegar a 93% em graus mais acentuados (Thompson e Bhatt, 2014; Licurse et al.,
2016). IRA renal intrinseca resulta em grave dano funcional e histologico (sepse, drogas,
toxicos), nestes casos, diversas alteracfes ultrassonogréficas podem ser observadas (Quaia e
Bertolotto, 2002; Rivera, 2014). Nos casos de IRA pds-renal, o exame ultrassonogréfico é
essencial, apresentando elevada sensibilidade de 98%, apesar da ocorréncia de falso negativo
em fases iniciais reduzir a mesma para 78% (Faubel et al., 2014; Bochenk, 2007). Entretanto, a
ocorréncia de obstrugdes ndo é comum em pacientes com IRA (Licurse et al., 2010; Rahman,
2012).

Diversas alteragdes estruturais podem ser visibilizadas em pacientes com IRA. O tamanho renal
€ um parametro que deve ser medido cuidadosamente, pois é base para decisdes clinicas
importantes. Entretanto, ainda ndo had um método confiavel para determinar dimensdes renais
em cées, uma vez que existe uma variagdo de tamanho e volume entre animais normais e de
peso corporal semelhante, o que limita sua aplicagdo para detectar alteracdes discretas de
tamanho (Barr et al., 1990; Nyland et al., 2005, Halasc Vac, 2014). Deve-se considerar também,
que a pressao utilizada pelo operador durante a realizagdo do exame pode influenciar este
pardmetro, portanto, para aumentar a precisdo esta medida deve ser realizada diversas vezes
(Schmidt, 2015; Bragato, 2015). Devido a este fato, uma avaliacdo correta de aumento ou
diminuicdo de tamanho muitas vezes é dificil pelo desconhecimento do tamanho normal naquele
individuo particular (Kolber e Borelli, 2005; O’Neill, 2014). A medida longitudinal ¢
considerada mais Gtil do que o volume para evidenciar mudangas de tamanho, pois € mais
simples de se obter e menos afetada pela variabilidade inter observador (Faubel et al., 2014;
Rivera, 2014; Garreballah et al., 2015). Em cées, um novo método foi proposto, no qual se
utiliza a relacdo entre o comprimento renal e didmetro da aorta, medida em sua distenséo
maxima durante o ciclo cardiaco. Consideram-se as relagdes maiores que 9,1 e menores que 5,5
como aumentadas e reduzidas, respectivamente, mas estd ampla variacdo dificulta seu uso na
pratica clinica (Pennick e D’Anjou, 2015). Como ainda ndo existe uma forma confiavel de se
avaliar com precisdo o tamanho renal, pode se considerar a avaliagdo da espessura cortical como
estimativa de alteracdo do tamanho. Em cdes saudaveis observa-se uma relagdo de 1:1 entre a
regido cortical e medular, em pacientes com IRA ocorre um aumento da espessura,
evidenciando a ocorréncia de alteragdes inflamatérias e em casos de DRC observa-se
diminuicdo decorrente de atrofia intersticial e fibrose (Beland et al., 2010; Pennick ¢ D’ Anjou,
2015; Yamashita et al., 2015).
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Em pacientes com IRA, a renomegalia é decorrente de processos infiltrativos ou inflamatérios,
entretanto, em fases iniciais, os rins podem ter tamanho normal, o que indica dano
potencialmente reversivel e um melhor progndstico. Entretanto, a presenca ou ndo de rins
aumentados de tamanho pode ser influenciada pela diurese e estado de hidratagcdo do paciente
(Schmidt, 2015). Na DRC em fase inicial os rins podem ter tamanho normal e na fase final
ocorre diminui¢do do mesmo (O’Neill, 2014; Rivera, 2014). Outro fator ¢ a reducao fisiologica
do tamanho renal com o envelhecimento, em humanos, ndo relacionado a presenca de lesdo
renal, fato este ainda ndo bem elucidado em cées (Churchil et al., 1999; Seoane, 2010; Faubel et
al., 2014; Wang et al., 2014). Yang et al. (2001) avaliando pacientes com infecgdo renal por
leptospirose observaram que o aumento de tamanho renal foi achado caracteristico indicando
edema tubulo intersticial e que a reducdo de tamanho em avaliagdes seriadas indicou resposta
adequada ao tratamento. Em outro estudo, (Carvalho et al., 2010) avaliando as alteracGes
ultrassonogréficas em cées, considerou-se que 27% dos animais apresentaram alteracfes de
tamanho renal.

Outro parametro avaliado é a ecogenicidade cortical renal, que é estabelecida pela comparagédo
entre rins, baco e figado, e somente é valida na auséncia de doenga hepéatica ou esplénica. Em
caes normais, 0 parénquima renal apresenta aspecto homogéneo, a cortex do rim direito é hipo
ou isoecoica ao figado, embora, principalmente quando se utiliza transdutor de alta frequéncia,
se apresentar hiperecoica ao figado. Com relacdo ao rim esquerdo, a cOrtex é hipoecoica ao
baco. Alteraces da ecogenicidade sdo observadas em diversas doengas renais parenquimatosas
e em animais idosos sem evidencia clinica de disfuncdo renal, portanto, € um achado
inespecifico, e requer biopsia para confirmagdo da presenca de lesdo (Nyland et al., 2005
Ivancic e Mai, 2008; Penick e D’ Anjou, 2015).

A hiperecogenicidade cortical € o achado mais comum em cées e humanos com doenca renal
aguda ou croénica (Siddappa et al., 2013; Pennick e D’Anjou, 2015; Bragato, 2015; Garreballah
et al., 2015) e possui elevada especificidade (96%) e valor preditivo positivo (67%) para
presenca de alteracOes estruturais renais, entretanto ndo permite o diagnostico etiologico (Faubel
et al., 2014; Siddapa et al., 2013) pois processos inflamatorios agudos como na necrose tubular
aguda nefrotdxica, pielonefrite, nefrite intersticial e glomerulonefrite e também processos
cronicos, acarretam esta alteragdo (Nyland et al., 2005; Garreballah et al., 2015; Schmidt,
2015). Estudos evidenciaram hiperecogenicidade em 91% de cdes com IRA, além de
correlaciona-la ao aumento sérico de creatinina e anormalidades tabulo intersticiais ao exame
histopatoldgico, demostrando assim a sensibilidade ultrassonografica no diagndéstico da IRA,
bem como a relacdo entre hiperecogenicidade e alteracdo de funcéo renal (Holloway e O Brien,
2007; Carvalho et al., 2010; Araujo et al., 2010; Vinayaka et al., 2016), e também relacdo
significativa com a intensidade e duracdo do processo, conforme observado sua ocorréncia em
84,5 % dos pacientes com IRA, 96,6% com DRC e 100% dos pacientes com DRC em fase final
(Siddapa et al., 2013; Garreballah et al., 2015). Em fases iniciais da IRA a ecogenicidade
cortical pode permanecer normal, como relatado em estudo no qual, 11% de pacientes com
disfuncdo renal evidenciada por exames laboratoriais ndo apresentaram alteragdes renais a
ultrassonografia (Garreballah et al., 2015).

A hipoecogenicidade cortical renal também € observada nos casos de IRA e ocorre devido
aumento de fluido intersticial, processos inflamatorios graves, consequente de isquemia severa,
acometendo principalmente pacientes com sepse (Faubel et al., 2014; Pennick e D Anjou,
2015).

Nitidez da definicdo entre cortex e medula é esperada em rins de animais saudaveis (D Anjou et
al., 2008; Hart et al., 2013; Pennick e D Anjou, 2015). Perda de definicdo corticomedular
ocorre em processos inflamatdrios renais agudos ou cronicos e, dessa forma, avaliacGes seriadas
sdo importantes para diferencid-los. Confirmando isso, autores relatam perda de diferenciagdo
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entre cortex e medular em 85% dos pacientes humanos com IRA e, ainda, que 16% dos
pacientes com DRC em fase inicial, mantiveram a definicdo corticomedular, (Garreballah et al.,
2015). Esta alteracdo também pode ser desencadeada por doencas sistémicas como
hiperparatireoidismo primério e hiperadrenocorticismo, nos quais se observa nefrocalcinose
medular e cortical (O Neill, 2014).

O sinal medular é observado em muitos casos de doenca renal parenguimatosa aguda, sendo
caracterizada por linha hiperecogénica visualizada na juncdo corticomedular e pode estar
relacionada a mineralizacdo, congestdo, hemorragia e necrose. Esta alteracdo é decorrente de
agressao aos tubulos localizados na medula renal a qual por ser metabolicamente mais ativa e
mais susceptivel a isquemia (Pennick e D’Anjou, 2015). Esse achado tem sido descrito em caes
saudaveis de ragas pequenas e naqueles acometidos por nefrocalcinose e leptospirose (Hart et
al., 2013; Halasc Vac, 2014). De acordo com Mantis e Lamb (2000), cdes que ao exame
ultrassonogréafico renal apresentam apenas sinal medular sem evidencia de outras alteracdes
ultrassonogréficas, provavelmente esta alteracdo ndo se relaciona a presenca de lesdo renal.
Portanto, deve-se correlacionar sua presenca aos dados clinicos e laboratoriais para investigar
seu significado (Pennick e D’ Anjou, 2015).

Em pacientes com IRA o exame ultrassonografico pode evidenciar a presenca de dilatacdo
pélvica a qual é denominada pielectasia, entretanto, pacientes em fluidoterapia intravenosa ou
tratamento com diuréticos podem também apresentar esta alteracdo (D Anjou et al., 2011;
Pennick e D Anjou, 2015). Também, cdes com pielonefrite aguda em fases iniciais a pelve renal
pode permanecer normal, porém, com a evolugdo do processo, ocorre obstrucdo tubular parcial
por debris celulares que resulta em pielectasia, a qual pode ocorrer em diferentes graus
(Vourganti et al., 2006; Holloway e O Brien, 2007; Louis et al., 2005). Em casos mais graves
de infecgdo renal, como na pionefrose, além de dilatagdo, observa-se também aumento de
ecogenicidade do contetdo, nestes casos, 0 exame ultrassonografico é essencial para o
diagnostico e avaliagdo do tratamento bem como para evidenciar a necessidade de intervencdo
cirtrgica (Choi et al.,2010; Pennick e D" Anjou, 2015).

Diversas afeccOes renais agudas como pielonefrite podem afetar o espaco peri renal,
provocando acumulo de liquido e a avaliacdo ultrassonogréfica é essencial para evidenciar e
caracterizar a efusdo através da aspiracao guiada (Quaia e Bertolotto, 2002; Pennick e D" Anjou,
2015). Em estudo avaliando cdes com IRA, Holloway e O Brien (2007), observaram quantidade
e aspecto variavel de liquido e relataram correlagdo positiva entre esse volume e a gravidade da
disfuncéo renal.

Em sintese, apesar das alteracdes ultrassonograficas encontradas em pacientes com IRA terem
validade clinica, as mesmas apresentam baixa precisdo, ndo podendo, portanto, serem validadas
como parametros definitivos. Neste caso, informagdes obtidas em exames ultrassonograficos
anteriores, bem como a realizacdo de exames seriados, podem reduzir esta limitacao, e auxiliar
na diferenciacdo de IRA pré-renal e renal, e também entre IRA e DRC (Yamaguchi et al, 1991,
Rivera, 2014). Torna-se, portanto, necessario compreender as vantagens e limitacdes deste
exame, para que seu uso auxilie no diagndstico precoce, prognostico e acompanhamento dos
pacientes, evitando assim o aumento da morbidade e mortalidade associadas a esta sindrome
(Keyserling et al., 2002; Licurse et al., 2010; Vourganti et al., 2010).
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2.3. Novas metodologias de diagndstico de ira em cées
a. Classificacdo da ira segundo o critério IRIS (2013)

A inexisténcia de consenso sobre a definicdo universal da IRA dificulta a avaliacdo sistematica
dos fatores contribuintes desta patologia, uma vez que as defini¢bes utilizadas enfatizem o
carater imediato da perda de funcdo renal e azotemia, independente da sua etiologia (Keeney et
al., 2010; Lee et al., 2011; Thoen e Kerl, 2011; Segev et al., 2016).

Em veterinaria, com objetivo de padronizar a definigdo, facilitar a detecgdo precoce, auxiliar no
tratamento e inicio de terapia substitutiva renal bem como, fornecer prognéstico, a Sociedade
Internacional de Interesse Renal (IRIS) adaptou um esquema para classificar e graduar a
severidade de IRA em cées e gatos, baseados nos critérios de RIFLE (risk, injury, failure and
stage) e AKIN (acute kidney injury), utilizados em medicina humana. O sistema proposto pode
ser utilizado em pacientes instaveis e classifica a injaria em cinco estagios, baseados na
concentracdo serica de creatinina e/ou debito urinario. Nesse critério, pequenos aumentos de
creatinina sérica e ou alteracGes de fluxo urinario, identificam a disfuncéo renal, cabe ressaltar,
que a alteracdo mais evidente é a considerada como forma de diagndstico nestes pacientes
(Segev, 2012; Cowgill, 2013; IRIS, 2013).

O diferencial dessa classificacdo é a inclusdo de pacientes com menor variacdo basal de
creatinina sérica e a introducdo de um periodo de 48 horas para o diagnostico de IRA. Diversos
dados suportam que pequenos aumentos de creatinina sérica ou necessidade de terapia
substitutiva renal definem a IRA em pacientes hospitalizados (Segev et al., 2008; Souza, 2012;
Rodrigo et al., 2016). Contudo, considera-se que qualquer classifica¢cdo depende da capacidade
de distinguir entre funcdo renal normal e diferentes fases da IRA, ter critérios faceis de
determinar e propriedades diagnosticas e progndsticas adequadas (Metha et al., 2007; Murray et
al., 2008, Segev et al, 2016)

O quadro 1 resume os critérios de classificagdo adotado no Sistema IRIS (2013). Neste sistema
de classificagdo os animais séo divididos em cinco estagios de acordo com o grau de disfuncéo
renal

Estagio 1: compreende animais n&o azotémicos (creatinina sérica <1,6 mg/dl) com injaria renal
definida através de histérico, sinais clinicos e laboratoriais (glicosuria, cilindruria, proteindria,
sedimento inflamatorio), alteracbes em exames de imagem e que apresentem aumento
progressivo da concentragdo sérica de creatinina > 0,3 mgdl durante 48 horas ¢ ou oliglria
(<1mVKghora) ou anuria por mais de seis horas.

Estagio 2: caracteriza animais com azotemia discreta (creatinina sérica 1,7- 2,5 mg /dl) e
oliguria fluido responsiva, com aumento na producdo de urina >1ml/Kg em seis horas e inclui
animais com doenca renal crdnica pré-existente com aumento de concentracdo sérica de
creatinina > 0,3 mg/dl durante 48 horas.

Estagios 3, 4 e 5: define animais com azotemia moderada a intensa, com uremia, a creatinina
sérica ficaem 2,6 - 5,0 mg/dl; 5,1-10,0 mg/dl e > 10 mg/dl respectivamente.

Cada estagio é sub graduado com base na produgdo urinaria como oligarico (< 1ml /kg/h) ou
anuarico por mais de 6 horas; ou nao oligurico. Este sub estadiamento é baseado na importancia
da inter-relacdo entre a producdo urinaria e as alteracbes patolégicas ou funcionais que
contribuem para IRA e influenciam as opcOes terapéuticas e os desfechos. Animais em estagios
4 e 5 apresentam maiores chances de ébito e também necessidade de terapia substitutiva renal
por tempo prolongado.
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Alguns estudos em cées ja avaliaram este e outros sistemas de classificagdo com o objetivo de
verificar sua aplicabilidade. Lee et al. (2011) utilizaram 853 cdes com IRA de diferentes
etiologias para avaliar o sistema RIFLE, que permitiu categoriza-los como animais em risco,
injuria e faléncia renal, na ordem de prevaléncia, além de evidenciar elevada mortalidade,
especialmente, entre os animais com azotemia grave. Kenney et al. (2010) e Thoen e Kerl
(2011), analisando o critério IRIS, entretanto considerando elevagdes de 0,5 mg/dl de creatinina
sérica, avaliaram cdes com peritonite séptica observando elevada mortalidade naqueles com
complicacBes e presenca de IRA. O sistema IRIS (2013) foi avaliado por Segev et al. (2015) em
cdes com insolagdo, observaram que 63% tiveram o desenvolvimento de lesdo aguda, com
estadiamento dos pacientes até em estagio 4, ou seja, foi possivel distinguir a auséncia de injaria
renal, bem como o aumento de sua gravidade até estagios de lesdes discreta, moderada e
intensa. Além disso, também relacionaram o grau de lesdo com o desfecho. Estes estudos
consideraram que estes sistemas de classificacdo sdo apropriados e de facil realizacdo, para
utilizacdo em cées, uma vez que se baseiam na concentracdo sérica de creatinina, o marcador
mais utilizado em veterindria. Outro dado obtido refere-se a necessidade de inicio rapido de
terapia adequada, mesmo naqueles animais com valores de creatinina dentro da referéncia.
Contudo, apesar dos beneficios da utilizacdo destes sistemas de classificacdo, os mesmos devem
ser utilizados com cautela e flexibilidade em relagdo ao ponto de corte, ndo podendo substituir a
avaliacdo clinica criteriosa e nem ser usados como ferramentas Unicas para inferir sobre
prognostico. Além disso, mais estudos devem ser realizados a fim de validar e uniformizar sua
utilizagdo (Murray et al., 2008; Segev, 2012).

Apesar do avango no conhecimento epidemioldgico da IRA proporcionado por estes sistemas de
classificacdo, os critérios utilizados ainda séo falhos, uma vez que se baseiam na dosagem sérica
de creatinina e alteracdo de debito urinario, os quais detectam anormalidades funcionais de
ocorréncia tardia a injuria renal e ndo sdo marcadores de lesdo. Portanto podem ndo permitir um
diagnostico precoce, principalmente em pacientes criticos. Neste sentido, considera-se que a
utilizagdo de outros biomarcadores pode aumentar a confiabilidade dos resultados (Bellomo et
al., 2004; Coca et al., 2008; Murray et al., 2008; Steinbach et al., 2014; Segev, 2012; Cortellini
etal., 2015).

Quadro 1. Critérios de classificacdo e estadiamento de cdes com disfungdo renal aguda segundo
a Sociedade Internacional de Interesse Renal (IRIS, 2013).

- Creatinina . N
Estagios | , . Consideragdes
sérica (mg /dl)
<16 Né&o azotémico, historico, clinico, laboratorial ou imagem com evidencia
1 de IRA, ou aumento progressivo de > 0,3 mgdl de creatinina em 48
horas ou oliguria (<1 ml/kg/h) ou anuria acima de 6 horas

2 17-25 IRA moderada

2.6-5,0
3 IRA moderada a intensa

5,1-10,0
4 IRA intensa
5 >10,0 Faléncia renal
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b. Novos biomarcadores de IRA

Nos ultimos anos, pesquisas estdo direcionadas para descoberta e validacdo de novos
biomarcadores que permitam o diagnostico precoce de IRA e anterior & manifestagdo da
sindrome clinica proporcionando aumento das possibilidades de intervengGes terapéuticas (Coca
et al., 2008, Martensson et al., 2012; Segev, 2012). Em medicina, devido ao aumento de
incidéncia de IRA e consequente aumento de gastos hospitalares, considera-se como prioridade
pesquisas para o desenvolvimento e utilizacdo de biomarcadores para detec¢do precoce da IRA
(Parik e Vasan, 2007; Coca et al., 2008; Mcmahon e Waikar, 2013).

Biomarcadores sdo parametros bioldgicos que podem ser quantificados ou avaliados para
determinar processos biolégicos normais, alteracGes patoldgicas ou resposta farmacoldgica a
intervencdo terapéutica. Sdo ferramentas que podem fornecer alguma informacdo necessaria,
especialmente quando usadas em conjunto com dados clinicos e laboratoriais (Bennett e
Devajaran, 2011). Avaliacdo da disfuncdo renal através dos indicadores ureia, creatinina e
debito urinario ndo propicia intervenc@es que diminuam a necessidade de dialise ou reduzam a
mortalidade. Na IRA, como qualquer outra situagdo de exposicdo celular, a lesdo se inicia a
partir de distdrbios moleculares que evoluem para dano celular e expressdo de marcadores
anterior a sindrome clinica (Fig. 3). Desta forma a ineficiéncia para diagnosticar IRA de forma
rapida e acurada acarreta aumento de custos hospitalares. Portanto, o uso de novos
biomarcadores que detectem a leséo renal precocemente pode resultar em avancos diagnosticos
e estadiamento desta sindrome. A indisponibilidade destes biomarcadores, como ja comentado,
contribui para baixa assertividade na indicagdo de terapias. A vantagem de se obter dados mais
precisos e especificos relacionados a real situacdo funcional pode representar uma estratégia
diagndstica consistente para reducdo da mortalidade por afeccBes renais que ndo mostraram
vulnerabilidade mesmo com medidas de resgate e substituigdo renal (Bastos e Kirsztajn, 2011,
Dirkes, 2011; Doi et al. 2011; Palm, 2012; Cortellini et al., 2015).

A ideia fundamental é separar a condigdo de “ter a doenca renal” da de “desenvolver o estagio
final da doenca renal” (Fig. 3). Na auséncia de possibilidade de intervencdes a partir de um
diagndstico antecipado, pode-se meramente observar 0 agravamento da doenca. Enfatizando a
possibilidade de identificar animais nos quais um tratamento individual pode retardar ou parar a
progressdo do dano renal e entdo preservar funcdo renal adequada por longo periodo (Lees,
2004; Edelstein e Faubel, 2011; Palm, 2012). Entretanto, resultados melhores para a
recuperacao dos pacientes dependem do uso e interpretagdo correta dos testes diagnosticos, uma
vez que, erros de diagnostico representam uma fonte importante de danos evitaveis nos cuidados
de salde e, muitas vezes sdo sub-reconhecidos (Berlitz, 2010).

O biomarcador ideal deve ser endbgeno, mensurdvel através de amostras acessiveis e nao
invasivas, técnica de facil realizacdo proximo ao paciente ou no laboratério, medida confiavel,
rapida e padronizada. Com relacdo ao desempenho, é desejavel que auxilie na identificacdo de
pacientes de risco para lesdo, bem como no diagnéstico precoce de injuria e lesGes subclinicas,
no progndstico e na avaliacdo da resposta a tratamentos. Também, é desejavel que possa apontar
o0 local da leséo (tubulo proximal, distal, intersticio e vasos), determinar a duragdo do processo
(agudo, cronico ou agudo no doente crénico), determinar os subtipos fisiopatol6gicos de IRA
(pré-renal, renal ou pds-renal), identificar as diferentes etiologias (isquemia, toxinas, sepse ou
combinacgdo) e diferenciar a IRA de outras formas de doenca renal aguda (infeccdo trato
urinario). Outro fator importante é que um bom biomarcador deve possuir capacidade de
deteccdo da doenca quando ela estd realmente presente (sensibilidade) e de reconhecer
verdadeiramente a auséncia da doenca (especificidade). Ambas devem ser relativamente altas, a
fim de reduzir o nimero de falso-positivo e falso negativo. Porém, devido & complexidade da
IRA certamente um Unico biomarcador ndo atende a todos estes objetivos (Coca et al., 2003;
Bennett e Devajaran, 2011; Eldestein e Faubel, 2011; Martensson et al., 2012). Portanto, a
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utilizacdo e interpretacdo de novos biomarcadores para detectar pequena, mas significante
injuria renal, ndo detectada através da creatinina sérica ainda esta em curso. Apesar de sua baixa
sensibilidade, a creatinina ainda ¢ o Unico marcador validado, qualquer substituto potencial
precisa, portanto, demonstrar habilidade para identificar injuria e guiar intervencGes ou alterar
decisbes (Bagshaw e Gibney, 2008; Molitoris et al., 2008; Neguyen e Devarajan, 2008; Dalton,
2011).
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Figura 3. Modelo conceitual de desenvolvimento e evolugéo da lesdo associado & expressdo de
marcadores precoces e tardios de fungdo renal (Vaidya et al., 2008).

Diversas substancias tém sido identificadas tanto na urina quanto no plasma e séo objetos de
estudos para definir sua utilidade clinica. Os biomarcadores, quando utilizados e interpretados
com devido rigor, poderdo fornecer informagdes valiosas que serdo revertidas para o
seguimento e possivel tratamento dos pacientes com doenca renal. Porém, o processo de
transicdo entre a descoberta e a utilizacdo na rotina é complicado. Apesar dos kits comerciais
para realizacdo destes testes estarem cada vez mais disponiveis para uso, o conhecimento
necessario para aplicagdo e utilizacdo na pratica clinica ainda estd em evolucdo e sua adocao na
rotina diaria depende de investigacdo rigorosa em diferentes contextos clinicos. Cada
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biomarcador possui suas proprias forcas e fraquezas para determinar o inicio e gravidade da
lesdo renal. No entanto, em combinacgdo, um painel de marcadores renais pode servir como
ferramenta poderosa para o diagndstico de leséo renal com alta acuracia (Parik e Vasan, 2007,
Vaidya et al., 2008; Koyner et al., 2010; Bennett e Devajaran, 2011; Palm, 2012; Sharma,
2012).

Os biomarcadores para IRA podem ser classificados em cinco categorias: proteinas com
atividade enzimatica que sdo liberadas na urina apos injuria renal, proteinas urinarias sem
atividade enzimatica as quais sdo reguladas ou especificamente liberadas na urina apés injaria
tubular, proteinas de baixo peso molecular que sdo filtradas, proteinas encontradas nos
€X0Ssomos urinarios e citocinas inflamatoérias. A aplicabilidade destes testes é indiscutivel em
pacientes com risco para lesdo renal, e paciente de terapia intensiva, por representar alternativas
de identificagcdo e intervencdo precoces para o resgate da funcdo renal (Murray et al., 2008;
Vaidya et al., 2008; Bennett e Devajaran, 2011). (Fig. 4)

Os principais biomarcadores e sua localizacdo anatdmica no néfron que estdo sendo testados no
momento estdo resumidos na fig. 4, a seguir.
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Figura 4. Desenho esquematico dos principais biomarcadores de funcdo renal e sua localizacdo
anatébmica no néfrons. Fonte: McMahon e Waikar (2013).

b.1. Enzimas urinarias

A detec¢do da atividade de enzimas urinarias é um indicador precoce de lesdo renal tubular.
Essas enzimas quando no soro sdo muito grandes para serem filtradas pelo glomérulo, por isso,
enzimuria indica vazamento de enzimas presentes nas células tubulares (Grauer, 2005; Segev,
2012).

As células epiteliais do tabulo proximal conttém numerosas micro-vilosidades, formando a
borda em escova que secretam diversas enzimas apos injUria ou necrose, sendo que a magnitude
de elevacdo esta associada com a severidade da lesdo (Edelstein e Faubel, 2011). As técnicas
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para avaliagdo da enzimuria sdo consideradas ndo invasivas, sensiveis, faceis de realizar e de
baixo custo. Talvez o ponto mais importante seja a instabilidade de muitas enzimas urinrias e o
processamento necessario das amostras, e também a necessidade de validacdo de algumas
metodologias, com normalizacdo de seus valores a fim de corrigir fatores relacionados a taxa de
fluxo urindrio destas enzimas, uma vez que sua concentracdo na urina ndo depende
exclusivamente de sua producdo, mas também, do fluxo urinério, estado de hidratacdo do
paciente e uso de diuréticos, sendo, portanto, inGtil na presenca de oligoanuria, quando a andlise
sérica assume particular importancia. Também exames falso-positivos podem ocorrer devido a
dano severo glomerular, o qual permite a filtracdo de enzimas séricas, e falso negativos podem
ser decorrentes a dano severo tubular acarretando deplecdo dos estoques enzimaticos (Grauer,
2005; Koyner et al., 2010; Segev, 2012; Loor et al., 2013; McMahon e Waikar, 2013).
Considera-se que a avaliacdo da razdo entre as enzimas e a creatinina urinria € um método
simples que se correlaciona a atividade enzimatica em urina de 24 horas, entretanto, em
pacientes com IRA a excre¢do da creatinina ndo é estavel, dificultando assim esta normalizacao
bem como a interpretacdo dos resultados (Loor et al., 2013). Outro fator é que a taxa de
excrecdo das enzimas varia dependendo do tipo e gravidade da injuria. Em cdes, as enzimas
urinarias sdo usadas para detectar IRA e sdo consideradas mais sensiveis que a presenca de
sinais clinicos e valores de creatinina sérica (Segev, 2012; Pressler, 2013; Sasaki et al., 2014;
Zhou et al., 2014).

Gama-glutamil transferase (GGT)

A GGT é uma glicoproteina de peso molecular entre 90-120 KDa, localizada nas bordas em
escova dos tubulos contorcidos proximais e alga de Henle, liberadas apds lesdo de células
tubulares com aumentos de duas a trés vezes o valor basal, sendo, portanto, considerada
marcador precoce de dano tubular renal, além de fornecer informag6es sobre a progressdo da
lesdo. Sua metodologia é de baixo custo, rapida e com alta sensibilidade e especificidade para
detectar IRA em pacientes de alto risco (Fig. 4) (Heine et al., 2001; Mello, 2006; Pressler,
2013). Em estudo prospectivo com 26 pacientes humanos admitidos em UTI, a concentracdo
urinaria de GGT estava aumentada, e foi Gtil para predizer o desenvolvimento de IRA
(Edeistein, 2011). Lesdo renal e reversibilidade da mesma foram demonstradas, utilizando GGT
urinaria em cadelas com piometra, nas quais houve reducdo de GGT urinéria apds cirurgia
(Heine et al., 2001). Estudo realizado em cédes avaliou, comparativamente, a atividade da
enzima GGT urinaria com os testes utilizados na rotina clinica, como a urinalise, ureia e
creatinina séricas, durante a inducdo de IRA por agente nefrotdxico, a gentamicina, concluiu-se
que a GGT é mais sensivel e especifica quando comparada aos testes de funcdo renal
convencionais (Hennemann et al., 1997; Oliveira et al., 2004; Menezes et al., 2010; Bragato,
2015).

Entretanto, resultado controverso foi observado por Santin et al. (2006), ao pesquisar a
atividade da GGT urinaria em cées sadios submetidos a terapia com anfotericina B, farmaco
nefrotdxico, relataram que este biomarcador nédo foi eficaz para o diagndstico precoce de leséo
renal, quando comparada a creatinina sérica.

N- acetyl-p-D- glucosaminidase (NAG)

A NAG ¢é uma enzima lisossomal presente nas celulas epiteliais tubulares, relativamente grande
(130 KDa) e, portanto, ndo filtrada pelos glomérulos, indicando que elevagBes urinérias sejam
de origem tubular (fig. 3 e 4), (Segev, 2012; Sharma, 2012). Aumento da concentracdo de NAG
urinaria ocorre ap6s utilizacdo de nefrotdxicos como gentamicina e cisplatina, permitindo
avaliagdo e ajuste na terapia de maneira segura. Este biomarcador apresenta maior sensibilidade
na deteccdo de IRA em pacientes criticos quando comparada a creatinina sérica, e esta
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associado a pior prognostico (Vaidya et al., 2008; Endre e Westhuyzen, 2008). Embora seja
bom candidato para deteccdo precoce de IRA, pode-se observar aumento em condicGes
diferentes como artrite reumatoide e hipertireoidismo, o que resulta em baixa especificidade.
Além disso, pode ser inibida pela ureia enddgena, metais pesados e outros agentes nefrotoxicos
(\Vaidya et al., 2008). Em veterinaria, estudos demonstraram que a NAG possui capacidade de
predicdo de azotemia, na deteccdo de IRA e DRC, boa sensibilidade no diagnostico de leséo
tubular decorrente da utilizacdo de gentamicina, na avaliacdo renal em cadelas com piometra
sugerindo que a mesma deva ser utilizada na rotina clinica (Lapointe et al., 2008; Jepson et al.,
2009; Maddens et al., 2010; Nabity, 2012; Cobrin et al., 2013; Zhou et al., 2014). Contudo, é
necessaria a utilizacdo de kits espécie especificos, o qual ja foi padronizado por Tassini (2015)
em ensaio espectrofotométrico e também determinado valores de referéncia em cées sadios,
contudo ainda sdo necessarios mais ensaios clinicos a fim de verificar seu desempenho.

Neutréfilo gelatinase-associada lipocaina (NGAL)

A NGAL ¢ uma glicoproteina (25 KDa) sintetizada e secretada pelas células epiteliais tubular
(Figs. 3, 4 e 5), que se eleva rapidamente ap6s insulto isquémico ou nefrotoxico (Devarajan,
2006; Segev, 2012). Quando ocorre injaria tubular sua quantidade aumenta tanto no plasma
guanto na urina, mais precocemente que outros biomarcadores urinarios como, NAG e
microglobulina. O NGAL apresenta desempenho proximo do ideal para identificar IRA apds
cirurgia cardiaca, sendo considerado sensivel e especifico, preditor da severidade e duracdo da
IRA, bem como do tempo de permanéncia hospitalar (Sharma, 2012). Elevacdo de NGAL na
auséncia de elevacdo da creatinina é de valor prognostico e sugere que a creatinina deixa de
classificar individuos com doenca renal subclinica (Edelstein e Faubel, 2011; McMahon e
Waikar, 2013). Embora seja o0 biomarcador mais estudado, os resultados ainda sdo controversos.
Estudos em cédes com sepse observaram sua superioridade na IRA nefrotdxica por gentamicina e
sua capacidade de diferenciar IRA de DRC naqueles azotémicos (Pressler, 2013; Steinbach et
al., 2014; Zhoul et al. 2014; Cotellini et al., 2015) ao contrario de Sasaki et al. (2014) que ndo
observaram bons resultados neste contexto clinico, provavelmente devido a grande variabilidade
dos valores obtidos, 0 que indica necessidade de estudos adicionais.

Kidney injury molecule-1 (KIM-1)

Kidney Injury Molecule-1 (KIM-1) é uma glicoproteina (90 KDa) secretada na membrana
apical de tubulos e apresenta expressdo muito elevada ap6s lesdo isquémica, toxica ou séptica
com desempenho superior aos marcadores tradicionalmente utilizados (Figs. 3, 4 e 5). Sua
elevagdo prediz aumento de risco de mortalidade e de necessidade de didlise (Segev, 2012;
Sharma, 2012; McMahon e Waikar, 2013). Em veterinaria, ha a necessidade de validacdo de
kits para uso em cdes e poucos estudos sobre sua utilidade no diagnéstico de IRA (Palm, 2012;
Loor et al., 2013; Pressler, 2013), dentre eles, Sasaki et al. (2014) ndo evidenciaram vantagens
na sua utilizacdo em cdes com IRA nefrotoxica por gentamicina.

Interleucina-18 (IL-18)

A interleucina-18 (IL-18) é uma citocina pré-inflamatdria, com peso molecular de 24 KDa,
considerada como biomarcador precoce de injuria renal aguda isquémica (Figs. 3 e 4). Em
pacientes apos cirurgia cardiaca, sua concentragdo urindria atingiu pico 12 horas apés e
predisseram IRA. Em pacientes com sepse em UTI, apresentou valor preditivo para
complicacBes dois dias antes da elevagdo da creatinina sérica. Além disso, seus valores se
correlacionam com gravidade e mortalidade (Vaidya et al., 2008; Segev, 2012; Sharma, 2012).
Contudo, embora apresente baixa sensibilidade, mas boa especificidade, seu desempenho
depende do tempo da coleta em relacdo a exposicdo ao dano renal. Elevacfes da IL-18 urinaria
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raramente sdo falso-positivos e sua principal limitacdo associa-se ao fato de ser considerada
mais como marcador inflamatério do que de IRA (Coca et al., 2008; McMahon e Waikar,
2013). Em veterinaria ainda ndo existem estudos avaliando seu desempenho, logo, estudos séo
necessarios para confirmar a utilizagdo da IL-18 como biomarcador de lesdo renal na rotina
clinica (Edeilstein e Faubel, 2011; Pressler, 2013).

Cystatin C
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Figura 5. Comportamento de diferentes biomarcadores no diagndstico de IRA em comparagédo
com a creatinina sérica. AKI: Acute kidney injury. Fonte: Bennet e Devarajan (2011).

b.2. Proteinas de baixo peso molecular (Cistatina C)

As cistatinas constituem uma superfamilia de proteinas cujos membros séo inibidores proteicos
de cisteina-proteases do tipo papaina, as quais atuam intra e extracelularmente formando
complexos com suas enzimas alvo na protecdo dos tecidos contra destruicdo proteolitica. S&o
importantes no catabolismo intracelular de peptideos e proteinas, no processamento de pré-
horménios e na degradacéo do colageno além de atuarem na modulagdo de atividade antiviral
do sistema imune. Trés familias sdo conhecidas e englobam 12 proteinas: a primeira constituida
pelas cistatinas intracelulares A e B, a segunda de atuagdo intra e/ou extracelular representada
pelas C, D, E, F, G, S, AS e SN e a terceira, de ciminogénios, proteinas intravasculares
envolvidas no processo de coagulacdo e producdo de peptideos vasoativos. Apesar de
apresentarem acdo modulatoria e inibitoria da atividade das proteinases, cada uma possui agdo
especifica nos diversos tecidos bioldgicos (Martins et al., 2003; Grubb, 2011).

Dentre estas, a cistatina C humana ¢ a mais investigada e foi descoberta em 1961, como trago Y
numa banda eletroforética de fluido cérebro espinhal. Sua sequéncia de aminoacidos foi
determinada em 1981, mas j& havia sido sugerida como marcador de filtracdo glomerular em
1979. Em 1994 foi desenvolvido o método rapido e preciso para sua deteccdo, sendo entdo
observado desempenho diagndstico melhor que a creatinina para avaliacdo de disfuncéo renal.
Trata-se de proteina bésica, ndo glicosilada, peso molecular de 13,4 KDa, ponto isoelétrico de
9,3 e carga positiva em pH fisioldgico. Constituida por 120 aminoacidos dispostos em cadeia
polipeptidica simples, sua estrutura é do tipo housekeeping ou genes constitutivos, que é
compativel com ritmo de producdo estavel pela maioria das células nucleadas e cujos produtos
de transcricdo sdo necessarios a manutencao das células (Fig. 6A e B) (Martins et al., 2003;
Khan et al., 2010; Fuchs e Hewitt, 2011; Grubb, 2011).

Além de ser produzida em ritmo constante em todas as células nucleadas, a cistatina C humana
é excretada quase que exclusivamente pelos rins (Fig. 6B). Pode ser encontrado em todos 0s

40



fluidos fisiologicos principalmente, no liquido seminal, cefalorraquidiano, na saliva, leite,
lagrima e plasma sanguineo. Em cées foi identificada principalmente no soro, liquido
cefalorraquidiano, rins e sistema nervoso central. Esta ampla distribuicéo reforca seu papel de
inibir proteases lisossomais de células doentes ou rompidas protegendo o tecido conjuntivo
(Grubb, 2011).
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Figura 6. Estrutura proteica da Cistatina C humana (A e B). A) Representacdo bidimensional da
molécula. B) Comparagdo entre as dimensdes da estrutura proteica da cistatina C humana,
creatinina e os poros da membrana de filtragdo. Fonte: Grubb (2011).

Poulik et al. (1981) comparando a sequéncia de aminoacidos da molécula de cistatina C humana
com a de outras espécies, observaram alto grau de homologia (68 a 73%) com a de
camundongo, rato e bovinos, mas na comparagdo com a canina, apenas uma pequena sequéncia
terminal de 27 aminoacidos apresentou homologia variando de 46 a 79%.

A cistatina C é livremente filtrada pela membrana glomerular e completamente reabsorvida no
tibulo proximal, onde é catabolizada (fig. 7). Esta proteina possui meia-vida de duas horas, ndo
sofre influéncia de fatores extrarrenais como sexo, peso, idade e massa muscular e possui
melhor correlacdo com a taxa de filtracdo glomerular do que a creatinina sérica. Seus valores
aumentam em pacientes com disfuncéo renal, sendo particularmente Gtil em criancas, idosos e
pacientes com massa muscular reduzida (Acuna et al., 2009; Martins et al., 2003; Martinez e
Simon, 2003; Prates, 2007; Wehner et al., 2008; Myagawa et al., 2009; Grubb, 2011).

Determinagdo laboratorial da cistatina C

Uma vantagem da cistatina C sérica é ser mensurada através de técnicas rapidas, especificas,
pouco invasivas e totalmente automatizadas que permitem maior agilidade na liberacdo dos
resultados e contribuem para tomada rdpida de decisdo na préatica clinica (Martinez e Simon,
2003; Neri, 2007; Berlitz, 2010; Gabriel et al., 2011).

Para sua determinagdo laboratorial utilizam-se métodos imunoldgicos de diagndstico por
apresentarem instrumentacao relativamente simples, alta precisdo, boa amplitude de deteccéo e
baixa acdo de interferentes, porém resultados inconclusivos ainda podem ser evidenciados
(Hermes, 2000; Bochenek, 2000; Silva, 2003).
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Figura 7. Desenho esquematico do processamento renal da cistatina C. Fonte: Martins et al.,
2003.

Técnicas como as espectrofotométricas baseadas na turbidimetria e nefelometria fundamentam-
se na quantificagdo da energia dispersada (Scattering light) por solugdes que contenham o
complexo antigeno-anticorpo, onde a intensidade de dispersdo da luz é proporcional a
concentragdo do analito (fig. 8). Dessa forma, é possivel determinar a concentracéo de cistatina
C na amostra por comparagdo com padrdo de concentracdo conhecida (Fig. 8) (Jensen et al.,
2001; Martins et al., 2003; Neri, 2007; Cobrin et al., 2013).

O principio destes ensaios se baseia na utilizacdo de particulas de latex ligadas a anticorpos
contra cistatina C. No método de nefelométrico, destacando a PENIA (Particle Enhanced
Nephelometric Immunoassay), mede-se a turbidez e o desvio da luz ao passar em uma solucéo
contendo complexos imunoldgicos. No ensaio turbidimétrico, como o PETIA (Particle
Enhanced Turbidimetric Immunossay), ha formacdo de imunopreciptados que turvam o meio e
diminuem a intensidade do feixe de luz incidente ao atravessar a solucdo, assim a dispersao da
luz é usada para quantificar os analitos no soro ou plasma. Esta analise pode ser feita em
qualquer espectrofotdmetro automatizado, ou analisador clinico, enquanto o PENIA sé pode ser
feito em analisadores do mesmo fabricante (Fig. 8) (Newman, 2002; Martins et al., 2003;
Bochenek, 2007).

Método como imunoturbidimetria requerem sistema tampdo que proporciona condigdes 6timas,
anticorpos ou antigenos, ligados ou ndo as particulas de latex, que determinam a sensibilidade e
especificidade, calibradores que estabelecem a relacéo entre a concentracdo real e a medida, e 0s
controles que verificam desvios de calibragdo. As leituras sdo feitas em unidades de
absorbancia, que refletem a relacdo entre luz incidente e transmitida (Avila, 2001). Nesta
técnica, interferentes como lipemia, hemolise e bilirrubina que interferem na turbidez do meio,
podem gerar resultados falsamente aumentados ou diminuidos. Deve-se considerar também a
possibilidade de ocorrer reacdo cruzada com outros componentes, pois nem sempre 0S
anticorpos utilizados nos reagentes tém sensibilidade e especificidade a um tipo especifico de
antigeno, que pode ocasionar erros. Para minimizar isto, alguns métodos usam proteinas em
baixas concentracBes que neutralizam ou bloqueiam estes interferentes sem impactar na
qualidade analitica (Selby, 1999; Ismail e Barth, 2001; Brugts et al., 2009). Outra desvantagem
do ensaio turbidimetrico é o efeito pré-zona, que se refere a auséncia de aglutinacdo, devido a
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formacdo de imunocomplexos sollveis em regiGes de excesso de anticorpo ou de antigeno na
amostra, levando a resultado falsamente diminuido e grande variabilidade entre os resultados
obtidos nos diferentes laboratorios (Fig. 9). Para evitar sua ocorréncia, 0 imunoensaio pode ser
padronizado para funcionar na zona de equivaléncia, na qual anticorpo-antigeno estdo em
concentracdes ideais de reacdo ou diluir previamente as amostras a serem analisadas, permitindo
assim a medida do analito dentro da faixa de sensibilidade fornecida pelo fabricante (Selby,
1999; Hermens, 2000; Steward, 2003; Wendland et al., 2007; Teva et al., 2009).
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Figura 8. Representacdo esquematica do principio de técnicas imunoldgicas utilizadas para
deteccgdo da cistatina C. Fonte: Martins et al., 2003

A cistatina C também pode ser medida utilizando técnicas como a ELISA (Enzyme Linked
Immuno Sorbent Assay), considerada simples e de elevada sensibilidade para deteccdo de
antigenos especificos. O principio basico deste método consiste na identificacdo de antigenos
por anticorpos marcados com uma enzima. Essa enzima reage com o substrato e modifica a cor
do cromégeno. No entanto, os Kits sdo usados para um grupo de amostras, que pode atrasar o
diagnostico laboratorial, e ainda tém elevado custo comercial (Pasa et al. 2009; Miyagawa et al.,
2009; Kavitha et al., 2011).

Métodos especificos para medida da cistatina C, em veterinaria, ndo estdo disponiveis para
utilizacdo na rotina. Resultados obtidos utilizando kits designados para humanos e amostras de
animais podem nao refletir a concentragdo exata de cistatina C, tornando a utilizacdo destas
técnicas questionavel (Braun et al. 2002; Myagawa et al., 2009; Ghys et al., 2014; Rodrigues,
2016). Entretanto, Uchhida et al. (1997) utilizaram a técnica de imunoturbidimetria e
demonstraram a existéncia de reatividade entre anticorpos anti-cistatina C humana e canina em
liquido cérebro espinhal, possibilitando a condugdo de estudos a fim de validar a utilizacdo de
kits humanos para amostra de cées e gatos. Comparagao entre as técnicas imunoturbidimetrica e
nefelometrica, para dosagem de cistatina C canina, considerou que a nefelometria produz
resultados mais confiaveis (Jonkisz et al. 2010)

Como citado anteriormente, existe homologia entre a cistatina C humana e felina e a canina, de
aproximadamente 70% e entre 46 e 79%, respectivamente (Poulik et al., 1981; Nakata et al.,
2010). Como os ensaios utilizados se baseiam na quantificacdo da interagdo antigeno-anticorpo
especifica, a utilizacdo de kits e equipamentos humanos para analise de amostras de espécies
animais aumenta a possibilidade de erro associados a menor especificidade (Krimer, 2011). O
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ideal seria a utilizacdo de kits especificos para cada espécie avaliada, entretanto, nem sempre
estdo comercialmente disponiveis (Miyagawa et al., 2009; Kavita et al., 2011). Segundo Ghys
et al. (2014), a demonstracdo da especificidade de anticorpos entre diferentes espécies como por
exemplo, anticorpos humanos e antigenos de cdes ou gatos tem que ser estabelecida através da
validacdo dos imunodiagndsticos para as diferentes espécies.
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Figura 9. Representacdo esquematica do efeito pro-zona. Fonte: Teva et al., 20009.

Jensen et al. (2001), Almy et al. (2002) e Braun et al. (2002), demonstraram que a cistatina C
sérica pode ser medida de forma confidavel em cdes utilizando método imunoturbimétrico
(PETIA) desenvolvido para determinagdo em humanos. Estes estudos consideraram as medidas
obtidas lineares e o coeficiente de variacdo adequado. Além disso, animais com disfuncéo renal
apresentaram valores superiores aos dos saudaveis. Entretanto, estes autores nao realizaram a
recuperacao analitica da cistatina C através do método utilizado, alegando ndo haver cistatina C
canina purificada disponivel o que segundo os mesmos, pode questionar a especificidade
analitica da técnica para uso em caes.

Braun et al. (2002) demonstraram a imunorreatividade entre o anticorpo anti-cistatina C humana
e 0 antigeno canino devido ao decréscimo correspondente do sinal analitico em amostras
diluidas de plasma de cées e que a concentracdo de cistatina C em plasma canino foi similar a
do humano, sendo que valores maiores foram medidos em cdes com creatinina plasmatica
elevada. A partir destas observacdes, estes autores concluiram que a proteina medida pela
técnica em cdes era de fato a cistatina C e apesar de ndo utilizarem outros métodos para
comprovar isto, consideraram que o Kit humano poderia ser utilizado em caes.

Almy et al. (2002) validaram a turbidimetria para uso em cées, avaliando a concentracdo de
cistatina C em 25 cdes saudaveis e 25 com disfungdo renal e demonstraram reatividade entre
cistatina C humana e canina através da utilizacdo da técnica de Western Blot. Esta técnica
permite a identificacdo de antigenos com peso molecular definido (Hill, 2006). Estes dados
validaram e fundamentaram a utilizagdo desta técnica em cdes por outros autores (Scally et al.,
2006; Pagitz et al., 2007; Wehner et al., 2008; Monti et al., 2012).

Em contrapartida, estudo na espécie felina, Martin et al. (2002) concluiram que a turbidimetria
ndo pode ser usada nesta espécie por nao apresentar distribuicdo normal dos valores de cistatina
C sérica em 99 gatos saudaveis e pela sobreposicao de valores entre doentes e saudaveis. Além
disso, ndo houve correlacdo significativa entre os valores de cistatina C sérica e creatinina sérica
entre 0s animais doentes. Estes dados sugerem baixa especificidade entre os anticorpos anti

44



cistatina C humana e o antigeno felino, inviabilizando assim a utilizagdo desta metodologia
nesta espécie, contrapondo, entretanto, resultados obtidos por Ghys et al. (2014).

Pasa et al. (2009) utilizaram o método imunoenziméatico ELISA Kit humano para dosagem de
cistatina C sérica em cdes com leishmaniose e observaram elevacao de seus valores em relacao
aos animais saudaveis. Miyagawa et al. (2009) e Waki (2013) consideraram a técnica viavel a
aplicavel para cdes, apesar de ndo terem acessado a recuperacao analitica da cistatina C canina
através do método utilizado.

Alguns trabalhos utilizando estas metodologias mensuraram a concentracdo da cistatina C na
urina de cées e relacionaram a ocorréncia de lesdo tubular (Monti et al., 2012; Sasaki et al.,
2014; Garcia-Martinez, 2015) e concluiram que sua utilizacdo juntamente com medida da TFG
melhora o diagnostico de IRA em cées.

Segundo Taylor (1981) a utilizagdo de kits espécie especifica é considerada ideal, uma vez que
fornece maior precisdo e confiabilidade nos resultados. Baseado nisto, Yathiraj e Ramachandra
(2011); Tvarijonaviciute et al. (2013) e Sasaki et al. (2014), utilizaram a técnica ELISA
especifica para cdes, entretanto estes autores consideraram que apesar de fornecerem resultados
mais confidveis, a necessidade de realizagdo do teste em grupos de amostras 0 que atrasa o
diagndstico, bem como o alto custo dos Kits, limitam seu uso na rotina clinica.

Diante de resultados divergentes, acredita-se que para que a metodologia humana seja utilizada
em animais com resultados confiaveis considera-se imprescindivel realizar procedimentos que
verifiquem a preciséo e confiabilidade dos resultados. Neste contexto, o processo de validagéo é
condigdo necessaria antes da aplicagdo dos mesmos na rotina (Kricka e Master, 2008; Schimke,
2009; Maddens et al., 2010).

Estabilidade da amostra

Embora se recomende a utilizacdo de amostras frescas para detec¢do da cistatina C para
classificagdo e diagnostico de IRA e DRC, conhecer a estabilidade das amostras em diferentes
condi¢bes de armazenamento pode ser Util para definir prazo adequado para realizacdo do
exame e 0 maximo para sua repeticdo, impedimento técnico e estudos clinicos retrospectivos
(Neri, 2007, Oliveira e Mendes, 2010)

Cistatina C humana sérica é estavel no sangue, provavelmente devido a presenca de inibidores
de protease e preservativos naturais como a transferrina que evitam sua degradacdo e
possibilitam a estocagem no plasma e soro por sete dias a temperatura ambiente, um a dois
meses refrigerada e congelada (-80 graus) durante seis meses. As amostras resistem a pelo
menos sete ciclos de congelamento e descongelamento e podem ser aliquotadas até 24 horas
apos a coleta, sem alterar sua concentracao sérica (Neri, 2007; Grubb, 2011).

Estudos sobre a estabilidade da cistatina C canina consideraram este analito estavel por trés dias
a temperatura ambiente, um més refrigerada e congelada (-80 graus) durante trés meses
(Wehner et al., 2008; Monti et al., 2012). Outros autores, avaliando diferentes formas de
armazenamento, utilizaram amostras mantidas a -20° C, -55° C e -80° por mais de nove meses e
as consideraram aceitaveis para analise, entretanto, estes autores ndo analisaram a porcentagem
de recuperacdo deste analito nas amostras conservadas (Jensen et al., 2001; Almy et al., 2002;
Antognoni et al., 2005; Pagitz et al., 2007; Miyagawa et al., 2009).

Valores de referéncia

Valores de referéncia sao obtidos a partir de critérios bem definidos, pela mensuragéo do analito
em individuos clinicamente higidos e considerando todos os fatores intra e inter individuais que
possam afetar os resultados (Lunsden, 1998; Andriolo et al., 2013). Estudos comparativos entre
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cistatina C humana e creatinina demonstram que a variacgao bioldgica intraindividual daquela é
maior e a interindividual menor, o que faz com que seja um melhor marcador na identificacdo
de pequenas mudancas da funcéo renal (Grubb, 2011).

Segundo Uzum et al. (2005) a determinacdo dos valores de referéncias para cistatina C depende
da realizacdo de estudos com maior numero de individuos de diferentes regibes e utilizando o
mesmo procedimento analitico. A utilizacdo de diferentes métodos analiticos, calibracéo,
antissoros e distribuicdo de idades dificultam as comparagdes entre os resultados de diferentes
estudos e demonstra a importancia de se padronizar pesquisas tanto em medicina humana
quanto em veterinaria. Neste sentido, considera-se que os valores de referéncia variam conforme
o kit utilizado e cada laboratdrio deve fazer a verificacdo dos mesmos (Prates, 2007; Miyagawa
et al. 2009; Gabriel et al., 2011; Grubb, 2011). Rigalleau et al. (2008) verificaram a necessidade
de normalizacdo dos valores de referéncias para que este biomarcador seja usado na pratica
clinica, e Salgado et al. (2010) observaram que a variacdo destes valores € uma grande
desvantagem para sua utilizacdo na rotina, observacdo que também é valida para veterinaria.
Portanto, ainda ndo existe uma conduta consensual sobre os valores de referéncia de acordo com
os diferentes métodos utilizados.

Em veterinaria, os estudos sobre variagdo bioldgica da cistatina C sdo escassos e Sdo
controversos. Pagitz et al. (2007) em estudo longitudinal, avaliaram a variagdo biolégica em
caes durante 6 meses e concluiram que a variacdo biol6gica entre a cistatina C e creatinina estao
no mesmo intervalo e tém indice de individualidade intermediarios e que devido a isto, ambas
ao apropriadas para 0 monitoramento longitudinal da funcéo renal em cées. Entretanto, Wehner
et al. (2008) consideraram a cistatina C mais vantajosa como marcador apds observar menor
variagdo intra individual com relacdo a creatinina. Frente a isto, h4 necessidade de mais estudos
envolvendo maior nimero de animais, populagdo diversificada com relagéo a peso e idade, além
de maior tempo de acompanhamento a fim de se avaliar melhor a variagdo bioldgica intra e
interindividual deste biomarcador nesta espécie (Braun et al., 2002; Pagitz et al., 2007;
Miyagawa et al., 2009; Ghys et al., 2014).

A concentracgdo sérica de cistatina C é menos dependente da massa muscular corporal do que a
da creatinina. Este fato constitui a principal vantagem daquele analito, pois perda muscular
decorrente de paralisias, imobilidade, anorexia, ma nutricdo e envelhecimento podem afetar a
avaliacdo da funcédo renal quando se utiliza a creatinina sérica. Estudos em humanos indicam
que a concentracdo sérica de cistatina C ndo é afetada pela massa muscular e se altera pouco
com a idade (Grubb, 2011; Martins et al., 2003), entretanto, alguns autores observaram valores
superiores em idosos e sugerem diferenciacdo entre idades, baseados no fato de que ocorre
diminuicdo do volume renal em cerca de 20% a 30% a partir de 40 anos e 40% a partir de 80
anos, reducdo do numero de glomérulos e da filtracdo glomerular justificam esta observacao
(Dunnil e Halley, 1973; Stowe, et al., 2001; Prates et al., 2007). Em veterindria, estudo em
felinos, e em cées, ndo apresentaram diferencas decorrentes de idade, sexo e raga (Braun et al.,
2002; Wehener et al., 2008; Myagawa et al., 2009; Ghys et al., 2015).

Braun et al. (2002) observaram valores menores nos cées adultos jovens e de meia idade, do que
em filhotes e idosos, bem como sobreposicéo de resultados entre as diferentes idades avaliadas.
Apesar disto, considerou-se que a diferenca entre as idades foi moderada, 0 que permite 0 uso
do mesmo valor de referéncia. Esses dados corroboram os de Pagitz et al., (2007); Wehner et al.
(2008); Miyagawa et al. (2009) que ndo observaram varia¢cBes com relacdo a idade. Em
contrapartida, Monti et al (2012) observaram elevacdo dos valores com o aumento da idade dos
animais avaliados. Essa controvérsia indica a necessidade de estudos adicionais com maior
numero de animais saudaveis e associados a avaliacdo da taxa de filtracdo glomerular a fim de
excluir animais com disfuncéo renal incipiente (Ghys et al., 2014).
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Quanto ao sexo e alimentacdo, estudos em humanos ndo demonstraram influéncia destes fatores
na concentracdo da cistatina C sérica (Grubb, 2011; Alcivar et al., 2007; Prates et al., 2007). Em
veterinaria, também ndo observaram diferenca entre machos e fémeas (Braun et al., 2002;
Wehner et al., 2008; Miyagawa et al., 2009). Com relacdo a alimentagdo, observaram que em
animais em jejum, a concentracdo permaneceu estavel, mas apds alimentacdo, houve
decréscimo moderado provavelmente devido ao aumento da TFG apds ingestdo proteica. Por
isto, preconiza-se jejum para determinacdo da mesma em cées (Braun et al., 2002; Miyagawa et
al., 2009).

Braun et al. (2002) observaram menor concentracdo sérica de cistatina C em cdes com peso
inferior a 15 kg, enquanto Miyagawa et al. (2009) observaram valores maiores em cées pesando
mais que 5 kg. Em contrapartida, Pagitz et al. (2007) ndo observaram alteragdes nos valores
relacionadas ao peso, entretanto neste estudo utilizou-se uma populagdo mais homogénea e com
menor namero de animais. Esta correlagdo com peso corporal, ndo ocorre em humanos, e
provavelmente resulta da maior diferenca de tamanho observada em cdes. Apesar destas
variacdes, estes autores consideram as diferencas pouco significativas, permitindo a utilizacao
do mesmo valor de referéncia independente do peso.

Portanto, a diversidade de resultados observada nos estudos para se estabelecer os valores de
referéncia da cistatina C canina podem ser consequéncia da variabilidade de métodos, reagentes,
aparelhos utilizados e caracteristicas da populagéo utilizada. De acordo com estes estudos, 0s
valores de referéncia da cistatina C de cdes saudaveis podem variar entre 0,18 ¢ 1,60 mg/L
através do método imuno turbidimetrico (Jensen et al., 2001; Braun et al., 2002; Almy et al.,
2002; Pagitz et al., 2007; Wehner et al.; 2008; Monti et al., 2012), uma variagéo de 0,11 a 0,39
mg/L ocorre no método nefelométrico (Antagoni et al., 2005) e de 0,28 a 0,99mg/L pelo
imunoenzimatico ELISA (Pasa et al., 2009; Miyagawa et al., 2009; Waki, 2013).

Cistatina C na avalia¢do da funcéo renal

Segundo Prates et al. (2007), a avaliacdo da fungdo renal é um dos pilares das decisdes
diagnosticas e terapéuticas frente as nefropatias agudas ou crbnicas. Para isso, precisa-se de
marcadores que fornecam informacdes precoces e precisas sobre eventuais perdas de funcéo
renal.

Cistatina C sérica apresenta caracteristicas moleculares e metabdlicas que permitem detectar
pequenas alteracdes na funcdo renal, com maior sensibilidade que os pardmetros habituais, sem
necessidade de ajustes em relacdo a idade e composicdo corporal. Comparada com a creatinina,
observa-se menor meia vida e distribui¢do exclusivamente extracelular (Grubb, 2011; Ghys et
al., 2014) (Fig.10)

Em medicina, Magro (2007) observou elevacédo discreta e proporcional a perda da funcéo renal
e mais precoce do que a creatinina, na avaliacdo de pacientes no pds-operatorio de cirurgia
cardiaca. Coca et al. (2008) estudando marcadores para o diagnostico precoce de IRA
constataram bom desempenho deste analito e diagnostico precoce 24 a 48 horas antes de
marcadores utilizados na rotina, além de apresentar valor preditivo para necessidade de terapia
de substituicao renal. A avali¢cdo de pacientes graves em UTI e com sepse demonstrou maior
sensibilidade na deteccdo de alteracbes da fungdo renal na comparacdo com a creatinina e
depuracdo em urina de 24 horas (Martins et al., 2013; Villa et al., 2005; Nejat et al., 2010;
Molitoris et al., 2008). Acufia et al. (2009) e Foster et al. (2013) encontraram correlagéo entre
concentragcdo sérica de cistatina C e aumento do risco de mortalidade cardiovascular em
pacientes com TFG normal. Consideraram que este analito pode apresentar maior capacidade
que outros métodos para estratificar pacientes com alto risco de complicacGes durante a
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hospitalizacdo. Reforgando assim sua utilidade em situagdes nas quais é necessaria melhor
predicdo de risco associada ao decréscimo da TFG.

Entretanto, estudo avaliando indicadores progndsticos, concluiram que a cistatina C nao foi
superior a creatinina para diagnostico de IRA, porém, nos pacientes com IRA detectada através
da creatinina, o subgrupo confirmado pela cistatina C teve desfecho pior (Spahillari et al.,
2012). Contrapondo os resultados descritos, Chantrel et al. (2000) e Hamed et al. (2013)
concluiram que apesar de ndo demonstrar bom desempenho, pode ser utilizado como teste
confirmatorio em pacientes com creatinina elevada. Perianayagam et al. (2009) avaliando sua
utilidade progndstica para necessidade de didlise, concluiram que ela apresenta desempenho
similar a creatinina sérica.
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Figura 10. Sensibilidade e especificidade da cistatina C e creatinina na avaliagdo da funcéo
renal. Fonte. Grubb, 2011

Alguns estudos realizados em cées ndo observaram vantagens na utilizagdo deste biomarcador
(Scally et al., 2006; Hartmann et al., 2007; Waki, 2013; Rodrigues, 2016). Resultados
conflitantes também foram observados em dois estudos avaliando o desempenho da cistatina C
em cdes com babesiose (Sally et al., 2006; Didem et al. 2015). Contudo, outros autores
demonstraram correlacdo significativa entre valores séricos de cistatina C e creatinina nos
animais com disfuncéo renal caracterizando assim sua utilidade para este fim, mostrando ainda
maior sensibilidade no diagndstico naqueles animais com valores de creatinina ainda dentro da
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normalidade, e correlacdo inversa e significativa com TFG (Jensen et al., 2001; Braun et al,
2002; Wehner et al., 2008; Pasa et al., 2009). Outro estudo, demonstrou sua utilizagdo como
teste confirmatdrio da presenca de lesdo em cdes com ureia elevada e creatinina normal (Scally
et al., 2006), e que possui maior valor preditivo negativo quando comparada a creatinina
(Wehner et al., 2008). Contudo, a maior parte destes estudos foi realizada em animais
portadores de doenca renal cronica onde foi realizada uma avalia¢do pontual da cistatina C, e
com foco principal em animais azotémicos ou com azotemia discreta, indicando assim a
necessidade de estudos adicionais que possam confirmar estes achados (Waki, 2013; Ghys et
al., 2014).

Neste sentido, considera-se que existem poucos estudos que analisam a utilidade da cistatina C
no diagnostico da injuria renal aguda os quais também apresentam resultados diferentes (Scally
et al., 2006; Hartmann et al., 2007; Pasa et al., 2008; Choi et al., 2016). Como exemplo, Almy
et al. (2002), ao avaliarem animais desidratados utilizando modelo experimental (aplicacdo de
furosemida) observaram uma fraca correlacdo da cistatina C com TFG, o que pode refletir uma
menor sensibilidade deste analito em cdes com IRA. Porém neste estudo, ndo se pode definir
gue o modelo experimental utilizado realmente refletisse um quadro de IRA. Contrapondo este
estudo, Scally et al. (2006) consideraram que este biomarcador pode ser usado como teste
confirmatorio de lesdo renal em cées com creatinina normal. Contudo, apesar de se observar
uma correlacdo significativa entre a cistatina C e a TFG em animais com suspeita de lesdo renal,
observou-se que ambos possuem mesmo valor diagnostico (Hartmann et al., 2007). Em outro
trabalho, Pasa et al. (2008) avaliando cdes criticamente doentes, observaram vantagem na
utilizagdo deste biomarcador com precocidade de deteccdo da IRA em relagdo a creatinina
sérica nos animais com trauma, choque e alteragcdes urogenitais. Um bom desempenho da
cistatina C também foi observado por Choi et al. (2016) ao avaliarem cdes cardiopatas.

Sendo assim, acredita-se que a mensuracdo da cistatina C é importante em pacientes que
possuem alto risco de desenvolver doenca renal. Considerando-se os resultados controversos
descritos acima, tornam-se necessarios estudos adicionais envolvendo maior nimero de animais
com diferentes situagdes clinicas e o acompanhamento de sua concentracdo em pacientes de
risco a fim de se avaliar sua precocidade (Ghys et al., 2014).

Estudos em medicina apontam outras situagfes clinicas como diabetes, cirrose hepética e
neoplasias, nas quais a utilizacdo da cistatina C se mostrou mais indicada que a creatinina
sérica, sugerindo que seja adicionada aos testes de rotina para avaliacdo da funcéo renal nestes
pacientes (Rigalleau et al., 2008; Barakat e Khalil, 2011).

Pacientes com Diabetes Mellitus (DM) tém risco aumentado de desenvolver doenga renal e
cardiovascular. Nesta afeccdo ha perda da qualidade da filtragdo glomerular devido a
diminuicdo do tamanho dos poros nos glomérulos. Neste cenario clinico, o desempenho da
cistatina C foi superior ao da creatinina sérica e depuragdo plasmatica de EDTA e permitiu
estratificar o risco de desenvolver doenca renal (Perlemoine et al., 2003; Rigalleau et al., Grubb,
2011; Pavkov et al., 2013).

A avaliagdo da funcdo renal em pacientes cirroticos € importante para progndstico, dosagem de
drogas potencialmente nefrotdxicas, decidir em condutas como paracentese ou utilizacdo de
diuréticos. No entanto, a funcdo renal aferida pela creatinina sérica pode ser superestimada
devido a reducdo em sua producdo associada a disfuncdo hepatica, catabolismo proteico, e ao
estado edematoso destes pacientes (Davenport et al., 2011). Segundo Demirtas et al. (2001) e
Barakat e Khalil (2011), a cistatina C forneceu diagndstico precoce e progndstico preditivo para
o desenvolvimento de sindrome hepato renal, sugerindo que a mesma fosse adicionada aos
testes de rotina nestes pacientes.
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O desempenho deste biomarcador também foi avaliado em alguns estudos em cées com
diferentes afecgdes. Antagoni et al. (2007); Pasa et al. (2009) e Choi et al. (2016) avaliaram
caes com disfuncéo renal e azotemia associada a nefrite cronica, leishmaniose visceral, diabetes
e cardiopatia e observaram correlacdo entre cistatina C e creatinina nos cées azotémicos e
melhor desempenho daguela na avaliacdo de cdes ndo azotémicos, demonstrando vantagem
deste biomarcador nestas situac@es clinicas, corroborando estudos realizados em humanos.

Em medicina existem, entretanto, algumas situacdes que afetam a concentracdo da cistatina C
sérica independente de alteracdes na funcdo renal. Como exemplo cita-se pacientes com
hipertireoidismo ou em tratamento com tiroxina, 0s quais apresentaram maiores concentragdes
deste biomarcador. Possivelmente devido a acdo dos hormdnios tireoidianos sobre o
metabolismo geral, influenciando sua producdo. Dessa forma, a fungdo tireoidiana deve ser
documentada quando este analito for usado como indice de func&o renal (Gabriel et al., 2011).
Outras situacBes sdo a utilizacdo de corticoide e a ocorréncia de processos inflamatorios
sistémicos, os quais podem aumentar a sintese de cistatina C e, consequentemente, subestimar a
TFG (Gruev et al., 2009). Alguns estudos também demonstram correlacdo significativa entre 0s
niveis de proteina C reativa e cistatina C, sugerindo que inflamagdo sistémica aumenta sua
concentracdo sérica. Porém, os registros de pacientes individuais acompanhados por maior
periodo de tempo ndo demonstraram esta correlacao (Edelstein e Faubel, 2011; Grubb, 2011).

Estudos veterinarios avaliando a interferéncia de fatores extrarrenais sobre a concentracdo de
cistatina C ainda sdo escassos. Wenher et al., (2208) e Miyagawa et al. (2009) ndo observaram
influéncia de neoplasia, infeccdo, e insuficiéncia cardiaca congestiva na concentracéo sérica de
cistatina C, entretanto, devido a utilizacdo de pequeno nimero de animais, torna-se necessario
estudos adicionais, para melhor acessar o impacto destas afec¢es na concentracdo sérica deste
biomarcador.

Apesar dos diversos estudos supracitados, avaliando o desempenho da cistatina C como
biomarcador de funcdo renal que demonstraram correlagdo com a creatinina, maior
sensibilidade e especificidade (Fig.10), valor preditivo e prognostico da evolucéo da disfungéo
renal e pouca interferéncia de fatores extrarrenais, cabe ressaltar algumas desvantagens de sua
adogdo na rotina clinica, sendo a principal o maior custo do que o da creatinina sérica (Krieser
et al., 2002; Alcivar et al., 2010; Brilha, 2011). No entanto, Grubb (2011) considera que o
desenvolvimento de métodos automatizados pode reduzir os custos de analise. Dessa forma, é
essencial estar atento a sua real contribuicdo no acompanhamento de diferentes doencas renais e
solicitar apenas em situacOes ja testadas e para as quais as pesquisas mostraram sua real
contribuigdo (Gabriel et al., 2011).

Por fim, os dados relacionados a cistatina C no contexto de biomarcador precoce sdo bastante
heterogéneos, especialmente em veterinaria. Variaveis como a populacdo estudada, o tipo de
insulto renal, o tempo de acompanhamento dos pacientes, o0 ponto de corte, 0 tipo de amostra
(sangue ou urina) e a técnica utilizada podem ter contribuido para a grande diversidade dos
resultados observados na literatura e limitam a generalizacdo dos mesmos. Sendo assim, é
importante definir critérios ou padrGes para se avaliar corretamente seu desempenho em
veterinaria (Antagoni et al.,2007; Hendy-Willson e Pressler, 2012; Waki 2013; Ghys et al.,
2014).
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MATERIAL E METODOS

Este projeto foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal de Minas Gerais, sob o protocolo de nimero 56/2015 (Anexo 1 e 3).

Trata-se de um estudo utilizando cdes atendidos no Hospital Veterinario da Escola de
Veterinaria da UFMG.

1. Animais

Grupo Controle

Para compor o grupo controle dezenove cédes foram classificados como clinicamente higidos,
com idade entre dois a 14 anos (5,3 2,96 anos), sendo nove machos e dez fémeas, de diferentes
racas e peso variando entre 1,9 e 33 Kg (14 £9,6Kg). Todos 0s animais eram pertencentes a
proprietarios (domiciliados), em que os dados de anamnese e de exames clinicos e laboratoriais
(hemograma completo, urinalise e perfil bioquimico) excluiram doengas preexistentes.

Grupo com injuria renal aguda (IRA)

Foram selecionados 24 animais com injUria renal aguda com idade entre dois a 17 anos (média
9,8 anos), ambos 0s sexos (16 machos e 8 fémeas), de diferentes racas e peso entre dois a 40Kg
(média de 12Kg). Provenientes do atendimento clinico do Hospital Veterinario’ UFMG, nos
quais os dados de anamnese, exame clinico e alteragBes laboratoriais (bioquimica sérica) e
ultrassonogréficas foram compativeis com a presenca de IRA.

Grupo da unidade de terapia intensiva (UTI)

Foram selecionados 28 animais internados UTI do Hospital Veterinario/ UFMG no periodo de
janeiro a junho de 2016, com idade entre dois a 16 anos (7,9+4,14 anos), sendo 12 machos e 16
fémeas, de diferentes ragas e peso entre dois a 40 Kg (12,57+11,07 kg), os quais apresentavam
concentracdo sérica de creatinina <1,6 mgdl. Nao houve restricdo para idade, sexo e raga.
Foram excluidos pacientes que apresentaram alteracGes clinicas e laboratoriais e de exame de
imagem compativel com doenca renal cronica (DRC). Também, ndo fizeram parte deste estudo
animais que estavam recebendo doses elevadas de corticosteroides ou terapia com horménios
tireoidianos.

Os cdes da UTI apresentavam estado clinico critico, cujas comorbidades, tais como doencas
infecciosas, pos cirurgicos complicados, iatrogénicas e sepse foram consideradas predisponentes
para o desenvolvimento de IRA (Costa et al., 2003; Stocker e Forrester, 2004; Metha et al.,
2011; Ross, 2011; Mugford et al.,2013; Cortellini et al., 2015).

A concentracdo sérica de creatinina foi considerada o “padrao ouro” para caracterizacdo da
funcg&o renal normal (<1,6 mg/dl) ou alterada (> 1,6mg/dl) em cées e para orientar a analise do
comportamento dos outros marcadores. Valores estes estabelecidos de acordo com o critério
IRIS (2013).

Realizou-se a monitoracdo diaria da funcdo renal através dos valores séricos de creatinina e
cistatina C, os quais foram acompanhados durante no minimo 48 horas. O primeiro valor obtido
quando na entrada do UT]I foi considerado valor basal de cada paciente.
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2. Avaliacdo laboratorial

Urinalise

As amostras de urina foram coletadas por cistocentese ou cateterizacdo uretral e processadas em
até quatro horas. Cada amostra de urina foi avaliada fisicamente quanto a cor, aspecto, odor. A
densidade urinaria foi determinada através de um refratdbmetro clinico. O exame quimico foi
realizado pela imersdo rapida em fita reagente (Roche®) com leitura contra padrdo de cores
estabelecido pelo fabricante. A sedimentoscopia foi obtida apds a centrifugacdo da urina por 5-
10 minutos a 5000 rpm. O sobrenadante foi separado em eppendorfs e congelado (-20°) para
determinagdo da GGT, creatinina e proteina urinaria. A analise do sedimento foi realizada sob
microscopia Optica, avaliando-se quantitativa e qualitativamente os elementos organizados
/campo microscopico.

A bioquimica urinéria foi determinada no periodo de até quatro horas apo6s coleta, sendo
mensurado creatinina (método enzimatico), proteina total (método vermelho de pirogalol) e
gama glutamil transferase (GGT) (método cinético). Todas as analises foram realizadas
utilizando-se kits comerciais (Lab Max 560 Labtest®) com leitura em espectrofotdmetro
automatizado (COBAS MIRA PLUS- ROCHE®).

Débito urinario
O débito urinario foi mensurado apenas nos animais do grupo UTI durante 72 horas. Os animais

foram cateterizados em sistema fechado, sendo a urina armazenada em coletor para mensuragdo
diaria do débito urinario.

Hemograma e Bioquimica sérica:

Foram coletadas cinco ml de sangue na veia jugular externa com a utilizacdo de agulhas e
seringas estéreis. Uma aliquota da amostra foi armazenada em frasco com anticoagulante
(EDTA-10%) para realizagdo do hemograma e outra em frasco sem anticoagulante, para
separacdo de soro e determinagdo da bioquimica sérica e da cistatina C, as quais foram
devidamente identificadas e refrigeradas para posterior analise.

No hemograma, as contagens celulares foram realizadas em aparelho automatico (Diagno®) e a
contagem diferencial (100 células) em microscopia Optica, utilizando-se esfregagos sanguineos
corados (Corante rapido Laborclin®) em objetiva de imerséo.

As amostras de soro foram processadas para determinacdo da concentracdo de creatinina
(método enzimatico), ureia (método enzimatico), proteina total (método Biureto), albumina
(método Verde de bromocresol).

Para dosagem de cistatina C (método imunoturbidimétrico) kit Cistatina C turbiquest Plus
Labtest®. O aparelho foi previamente calibrado com cistatina C canina (Cystatin C Canine E.
coli; RD472009100), cuja concentracéo era de 0,1 mg|L (anexo 2). As leituras foram realizadas
no aparelho COBAS MIRA PLUS (Roche®) do Laboratdrio de Patologia Clinica do Hospital
Veterinario/ UFMG.

Taxa de filtracdo glomerular

A taxa de filtragdo glomerular (TFG) foi feita nos animais do grupo UTI. A mensuragédo foi
realizada em periodo de 60 minutos, utilizando a ultrassonografia para calculo do volume
urinario vesical. Primeiramente o animal foi sondado, realizado esvaziamento da bexiga e
calculo do volume residual da urina utilizando o ultrassom, este tempo foi considerado inicial
(TO). Ap6s 60 minutos foi mensurada a quantidade de urina no coletor e novamente a
quantidade de urina na bexiga através do ultrassom (T1). Para o célculo do volume urinério

1 BioVendor Researchs and Diagnostic products.
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total, foi somada a quantidade de urina no coletor a quantidade de urina na bexiga (T1),
subtraindo-se quantidade de urina na bexiga em T0. Foi entdo dosado a concentracdo sérica e
urinaria de creatinina. A TFG foi calculada pela formula:

TFG= Creatinina urina (mg/dl) x Volume de urina (ml) / Creatinina sérica (mg/dl) x 60 min x
peso do animal.

O valor considerado normal para cées foi de 2 a 3ml /min/kg (Grauer, 2009).

3. Exame ultrassonografico

Os exames ultrassonograficos foram realizados pelo mesmo examinador, utilizando-se o
aparelho (ESAOTE MY LAB 40). A técnica adotada para avaliacéo ultrassonogréfica renal foi
descrita por Nyland et al. (2005). Nos rins foram avaliadoss tamanho (normal, aumentado,
diminuido), contorno renal (regular, irregular), ecogenicidade cortical (aumentada, normal) e
definicdo corticomedular (normal, diminuida, ausente).

4. Anélise estatistica

Através do Excel foi realizado um banco com os dados dos animais e resultados de exames
realizados. As variaveis quantitativas foram descritas através dos valores minimos e maximos,
do célculo das médias, desvio-padrdo (s) e mediana. A distribuicdo de normalidade foi
verificada pelo Lilliefors e de homocedasticidade pelo teste de Bartlett. As variaveis qualitativas
foram apresentadas em frequéncias absolutas (quantidade observada) e relativas (em
percentual). Foi utilizado o teste de Kruskal Wallis para comparagdo das médias entre os
grupos, quando os dados se mantiveram nao paramétricos.

Os resultados foram apresentados em tabelas e graficos. A andlise de distribuicdo das
caracteristicas individuais (sexo, raca e idade) foi efetuada com o teste ndo paramétrico de Qui-
quadrado.

A andlise entre as variaveis quantitativas avaliadas no estudo foi realizada através do coeficiente
de correlagdo linear de Spearman e de Pearson. O nivel de significancia considerado para 0s
testes foi de 5%.

A estatistica foi realizada utilizando-se os programas SAS e SISVAR, para as varidveis ndo
paramétricas foi utilizado o Action_R (programado em linguagem R) usando o teste de
Friedman.
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RESULTADOS, DISCUSSAO E CONCLUSAO.

Os resultados, discussdo e conclusdo serdo apresentados na forma de artigos para melhor
compreensao.

ARTIGO I: Validagdo da técnica imunoturbidimetrica da cistatina C para avaliacdo da funcao
renal de cées.

ARTIGO II: Cistatina C na injaria renal aguda: diagndstico em cées criticamente enfermos em
unidade de terapia intensiva

ARTIGO III: Cistatina C e classificacdo IRIS: avancos na avaliacdo da funcdo renal em cdes
criticamente enfermos em unidade de terapia intensiva.

ARTIGO IV: Contribuicdo da ultrassonografia no diagndstico de injaria renal aguda em cées
criticamente enfermos em unidade de terapia intensiva

ARTIGO V: Marcadores urinarios e séricos no diagnostico de IRA de cées criticamente
enfermos em unidade de terapia intensiva
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ARTIGO |

VALIDAGAO DA TECNICA IMUNOTURBIDIMETRICA DA CISTATINA C
PARA AVALIACAO DA FUNGAO RENAL DE CAES

INTRODUCAO

A injuria renal aguda (IRA) uma sindrome complexa associada muitas vezes a evolucdo
desfavoravel. E considerada uma doenca do paciente hospitalizado, principalmente em unidades
de terapia intensiva, com alta mortalidade e morbidade. Ao contrario da medicina humana,
existem poucos estudos em veterinaria que documentam a frequéncia e as etiologias de IRA em
cées em UTI. Por isso observa-se elevada variabilidade dos dados, sendo que relatos indicam
incidéncia de 12 a 63% com taxa de mortalidade entre 54,2 a 86% (Kenney et al., 2010; Lunn,
2011; Thoen e Kerl, 2011, Segev et al., 2015). Apesar de sua importancia, o diagndstico
precoce de IRA ainda é um desafio. Véarios fatores contribuem para esta dificuldade e os
marcadores utilizados atualmente ndo possibilitam a detecg¢do precoce, nem a classificam em
estagios de gravidade, uma vez que 0s pacientes acometidos requerem terapia diferenciada
(Bellomo et al., 2004; Lees, 2004; Grauer, 2005; Lunn, 2011; Martensson et al., 2012; Palm,
2012).

Tendo em vista estas dificuldades para avaliacdo confidvel da funcdo renal, houve nos uGltimos
anos um grande esforco para desenvolver testes mais sensiveis e especificos que possam
detectar pequenos declinios na funcdo renal, eventualmente ndo perceptiveis com os atuais
métodos (Sodre et al., 2007). InvestigacOes neste &mbito procuram indicadores sensiveis que
traduzam alteragBes celulares nas fases de instalagdo da IRA, quando as alteragfes sdo
potencialmente reversiveis. Varios candidatos promissores para biomarcador ideal surgiram, em
sua maioria demonstrando uma capacidade de deteccdo da IRA 48 horas antes da elevagédo de
creatinina sérica. (Eldestein e Faubel, 2011). Estudos com novos biomarcadores sdo ainda
escassos em veterinaria, e também sdo necessarios testes em pacientes de risco antes que a
faléncia renal seja evidente. Neste contexto, alguns estudos tém avaliado a utilizagdo de
proteinas de baixo peso molecular, como a cistatina C, cuja concentracdo depende
exclusivamente da filtracdo glomerular, sendo, portanto, considerada mais sensivel e especifica
que a concentragdo sérica de creatinina (Grubb, 2011; Myagawa et al., 2009; Choi et al., 2016;
Segev, 2012).

Em veterinaria, existem poucos estudos que avaliam o desempenho da cistatina C em cdes com
IRA, observando também, como na medicina, resultados controversos (Jensen et al., 2001;
Almy et al., 2002; Scally et al., 2006; Antagoni et al., 2007; Hartmann et al., 2007; Wehner et
al., 2008; Myagawa et al., 2009; Pasa et al., 2009; Rodrigues, 2016). Entretanto, como a
metodologia utilizada nestes estudos é variavel, bem como o tipo de populacdo avaliada, torna-
se necessario a continuidade destes estudos, a fim de verificar o desempenho deste biomarcador
para diagnostico precoce de IRA em cdes em comparagdo aos métodos tradicionais (Braun et
al., 2002; Antagoni et al., 2005; Miyagawa et al., 2009; Ghys et al., 2014).

Atualmente, a cistatina C pode ser medida através de métodos imunol6gicos como a
nefelometria, imunoturbidimetria e ELISA, que sdo técnicas rapidas, especificas, pouco
invasivas, precisas e totalmente automatizadas, o que é uma vantagem na rotina laboratorial,
permitindo maior agilidade na liberacdo dos resultados e contribuindo para tomada de deciséo
na pratica clinica (Avila, 2001; Martinez e Simon, 2003; Neri, 2007). Entretanto, nenhuma
destas técnicas é especifica para uso em veterinaria, uma vez que utilizam anticorpos policlonais
humanos (Ghys et al., 2014). Sendo assim, para que testes laboratoriais com Kits humanos
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possam ser realizados em espécies animais a fim de serem utilizados na prética clinica, torna-se
necessaria a realizacdo de procedimentos que verifiguem a precisdo e confiabilidade dos
resultados (Berlitz, 2010; Hilstron et al., 2014).

Diante do exposto, se faz necessario ndo sé a padronizacdo de um marcador de funcao renal de
alta sensibilidade, capaz de detectar dano renal precocemente, bem como, sua analise em
diferentes situacdes, nas quais possa ser utilizado com eficécia e confiabilidade. Neste contexto,
a cistatina C poderia ser esse marcador.

Este trabalho teve como objetivos: validar o método imunoturbidimétrico existente para
mensurar a cistatina C canina sérica; estabelecer valores de referéncia para cdes higidos; avaliar
a estabilidade de amostras sob conservagdo e investigar se os niveis séricos de cistatina C canina
sdo mais altos em cdes com injuria renal aguda do que em cées higidos.

MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados 43 cdes divididos em dois grupos, sendo Grupo 1 controle (n=19) com idade
entre dois a 14 anos (5,3 £2,96 anos), sendo nove machos e dez fémeas, de diferentes racas e
peso variando entre 1,9 e 33 Kg (14 #9,6Kg). Todos o0s animais eram pertencentes a
proprietarios (domiciliados), em que os dados de anamnese e de exames clinicos e laboratoriais
(hemograma completo, urinalise e perfil bioquimico) excluiram doengas preexistentes.

Grupo 2 (n=24) animais com IRA com idade entre dois a 17 anos (média 9,8 anos), ambos 0s
sexos (16 machos e 8 fémeas), de diferentes racas e peso entre dois a 40Kg (média de 12Kg).
Provenientes do atendimento clinico do Hospital Veterinario”r UFMG, nos quais os dados de
anamnese, exame clinico e alteracBes laboratoriais (bioquimica sérica) e ultrassonogréficas
foram compativeis com a presenca de IRA.

Nestes animais foram coletados sangue para analise de creatinina sérica (método enzimatico) e
cistatina C (método imunoturbidimétrico e Kit Cistatina C turbiquest Plus Labtest®).

A concentracdo da creatinina sérica foi considerada o “padrao ouro” para caracterizacdo da
funcdo renal normal (<1,6mg /dl) ou alterada (> 1,6mg/dl) em c&es e para orientar a analise do
comportamento da cistatina C sérica. Todas as analises foram realizadas no aparelno COBAS
MIRA locado no Laboratério de Patologia Clinica do HV/UFMG.

Todos os testes para validacdo da técnica foram realizados utilizando duas amostras de soro
canino, bem como o soro padrdo de cistatina C canina (Cystatin C Canine E. coli;
RD472009100)?, cuja concentracéo era de 0,1 mg/L (Anexo 2).

Para validacdo da técnica foram mensurados os valores de cistatina C canina em amostras de
Soro canino, contento valor baixo (1,48 mg/L) e alto (5,69 mg/L) deste analito, as quais foram
utilizadas para determinacgéo da precisao, exatidao, limite de quantificacdo e estabilidade.

Os critérios seguidos como requisitos para o processo de validacdo foram avaliados de acordo
com normas da ANVISA (2003) e INMETRO (2007). Em todos os testes foram calculadas: as
médias, desvio-padrao (s) e coeficiente de variacdo (CV) dos valores obtidos. Foram avaliadas
calibracdo, linearidade, precisdo, limite de quantificacdo, exatiddo, efeito pro-zona e
estabilidade das amostras.

Os valores de referéncia para cistatina C canina foram obtidos a partir de resultados dos animais
do grupo 1 controle (n=19), considerados higidos.

2 BioVendor Researchs and Diagnostic products.
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Para estabelecer a correlacdo entre os valores de cistatina C e creatinina em cdes com injdria
renal aguda foram utilizados 24 caes com injdria renal aguda (IRA) (concentracdo de creatinina
maior que 1,6 mg/dl), os quais foram divididos em trés grupos de acordo com o grau de injuria
renal. Sendo G1- creatinina sérica entre 1,7 a 3,0 mg/dl (n=13); G2- creatinina sérica entre 3,1 a
5,0 mg/dl (n=5) e G3- creatinina sérica > 5,0 mg/dl (n=6).

Todas as variaveis, inicialmente, foram analisadas descritivamente. As variaveis quantitativas
foram descritas através das médias e desvio padrdo, e as varidveis qualitativas foram
apresentadas em frequéncias absolutas e relativas (%). Os resultados foram apresentados em
tabelas e gréficos. Foi aplicado o Teste de KRUSKAL WALLLIS, correlagdo de Spearman, para
variaveis ndo paramétricas e consideradas como significativo os resultados cujo p < 0,05.

RESULTADOS

1. Calibragéo

A curva de calibragdo com antigeno canino (Cystatin C Canine E. coli; RD472009100; 0,1 mg)
variou entre ponto 0 (solucéo salina 0,9%) até 10mg/L, com 6 pontos (0; 0,62mg/L; 1,25 mg/L;
2,5mg/L; 5,0 mg/L e 10,0 mg/L). Os resultados obtidos através da analise destas diferentes
concentracdes de cistatina C, resultou em uma curva de calibracdo que foi considerada adequada
quando os valores medidos foram proporcionais a concentracdao conhecida do calibrador (Tab. 1
e Fig. 11).
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Figura 11. Relacdo entre os valores reais e os valores medidos da cistatina C canina purificada
durante a calibracdo.
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Tabela 1. Valores médios, desvio padréo (s) e coeficiente de variacdo (CV) obtidos para
calibracéo utilizando cistatina C canina purificada.

CISTATINA C CANINA PURIFICADA (mg/L)*

Calibrador | Valor medido | Média+s | CV (%)

0,52
0,62 0,69 0,61+0,085| 12
0,62
1,35
1,25 1,50 146+0,10 | 638
1,54
2,52
2,5 2,69 2,51 40,17 6,9
2,34
4,97
5,0 5,68 4,89 +0,18 3,7
5,02
10,0
10,0 9,45 9,78+0,29 | 29
9,90
*Cystatin C Canine E. coli; RD472009100, concentragdo de 0,1 mgL

2. Precisao

A precisdo intra ensaio (repetibilidade) do método imunoturbidimétrico para dosagem de
cistatina C em cées foi avaliada através do calculo da média, desvio padrdo (s) e coeficiente de
variagdo (CV) dos resultados obtidos em anélises de duas amostras de soro refrigeradas: uma
contendo alta concentracdo de cistatina C (5,69 mg/L) e outra baixa concentra¢do (1,48 mg/L).
Foram realizadas cinco dosagens em triplicata de cada amostra, no mesmo dia, no total de 30
dosagens ndo sendo admitido desvio superior a 15% (ANVISA, 2003 e INMETRO, 2007).

Para a amostra com valor alto de concentracgdo da cistatina C, o coeficiente de variagéo foi de
5,3% e para a amostra com concentracdo baixa o coeficiente de variacdo foi de 8,5%. A tab. 2
sumariza os valores obtidos.

A precisdo inter ensaio (reprodutibilidade) deste método foi avaliada através do calculo da
média, desvio padrdo (s) e coeficiente de variacdo (CV) dos resultados obtidos nas amostras de
soro refrigeradas contendo valores alto (5,69 mg/L) e baixo (1,48mg/L) de cistatina C canina,
fazendo trés dosagens em triplicada de cada amostra, em trés dias diferentes no total de 18
dosagens. Para amostra de valor alto (5,69 mg/L) o coeficiente de variagdo foi de 3,7% e para
amostra de valor baixo (1,48 mg/L) o CV foi de 7% (Tab.2).
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Tabela 2. Valores médios seguidos do desvio padrdo, da cistatina C sérica em amostras de soro
canino com altas e baixas concentragdes, utilizadas para avaliagdo da preciséo intra e inter
ensaios.

CISTATINA C CANINA (mg \L)

Preciséo intra ensaio** Preciséo inter ensaio***
Alta Baixa Alta Baixa
Concentragéo Concentracéo Concentragéo Concentracéo
Amostras 5,69 1,48 5,69 1,48
Médias 5,13+ 0,67 1,65+ 0,25 5,53+ 0,207 1,46 + 0,104
Cv* 53 8,5 3,7 7
N 15 15 9 9

*CV= Coeficiente de variagdo; ** Andlises realizadas em amostras 24 horas apds coleta;

*** Analises realizadas em amostras com intervalos de 24, 72 horas e sete dias.

3. Recuperacéo

Observaram-se elevados niveis de recuperacdo, sendo que todas as dosagens apresentaram
indices de acordo com a recomendacao da ANVISA (2003), que estabelece a recuperagdo média
de 100% + 20% para cada concentragdo. A tab. 3 apresenta as concentra¢fes iniciais e as
obtidas em determinacBGes em triplicata de duas concentragdes diferentes (5,69 mg/L e 1,48
mg/L). Para obtencdo do percentual de recuperacdo, calculou-se a razdo entre a media dos
resultados obtidos e a concentragdo tedrica correspondente.

Tabela 3. VValores médios e porcentagem de cistatina C sérica recuperada, em amostras de soro
canino com alta e baixa concentracdo, utilizadas para avaliacdo da recuperacao.

CISTATINA C CANINA (mg /L)

Concentragdo inicial (mg/L) | Média obtida (mg/L) | Taxa de Recuperacéo (%)
1,48 1,46 98
5,69 5,53 97

4. Limite de quantificacdo

O limite de quantificagdo foi obtido através de dosagens realizadas em amostra de soro padréo
(Cystatin C Canine E. coli) diluida até a menor concentragdo de leitura (0,62 mg/L) de cistatina
C canina. Em dosagens realizadas com dilui¢fes superiores observou-se imprecisdo analitica, ou
seja, coeficiente de variacdo acima dos 15% preconizados.

59



5. Efeito pré-zona

A verificacdo do efeito pr6-zona, foi realizada com o aparelho calibrado para o valor maximo de
leitura (10mg/L). Foram realizadas analises em triplicatas do soro padrao (Cystatin C Canine E.
coli) com valores de cistatina C canina, contendo 10mg/L; 12 mg/L e 25 mg/L. Para as amostras
com 10mg/L a leitura se mostrou exata. Concentragfes superiores resultaram em leitura
proporcional, superior a 10mg/L. N&o houve efeito pr6-zona em amostras contendo até 25mg/L
de cistatina C canina.

6. Estabilidade das amostras

Verificou-se perda da estabilidade da cistatina C em amostras de soro canino, de acordo com a
forma de armazenamento utilizada. Amostras conservadas a temperatura ambiente apresentaram
perda de até 40%, em 12 horas, naquelas congeladas a -20° C, durante sete dias houve perda em
torno 30% e a menor perda ocorreu em amostras refrigeradas durante sete dias, nas quais se
observou redugdo de 15% na concentragao sérica de cistatina C.

7. Intervalo de referéncia

Os intervalos de referéncias adotados neste estudo basearam-se nas mensuracoes de cistatina C
sérica de 19 cées (nove machos e 10 fémeas), de diferentes ragas, com peso variando entre 1,9 a
33 Kg (média de 14 Kg) e idade entre 2 a 14 anos (media de cinco anos), considerado grupo
controle.

Os valores séricos de creatinina variaram entre 0,38 mg /dl a 1,44 mg/dl, com média 0,82 mg/dI
e SD 0,29 no grupo controle (Tab.4, Fig.12)

A distribuicdo da cistatina C no grupo controle esta demonstrada na Tab. 4 e fig. 12. N&o houve
correlacédo entre creatinina e cistatina C sérica no grupo controle (p>0,05).

A concentracdo de cistatina C variou de 0,63 a 1,19 mg/L (média de 0,93 mg/L e desvio padrdo
de 0,18). Para obter valores de referéncia, utilizou-se os quintis 0,025 e 0,0975, determinado
como média £ 2 SD. Portanto, os valores de referéncia obtidos foram de 0,57 mgL a 1,29 mg/L
para cdes higidos (Tab.4).

Tabela 4. Valores médios, desvios padréo e correlacdo entre creatinina e cistatina C de cées do
grupo controle e do grupo IRA.

GRUPOS Creatinina (mg/dl) Cistatina C (mg/L) Correlacéo
Controle (n=19) 0,82+0,29° 0,92+0,18? r=0,14 (p>0,05)
IRA* (n=24) 3,98+2,69" 2,82+ 1,46° r=0,94 (p<0,0001)

* Injaria renal aguda; valores com letra em diferentes apresentam diferenga estaticamente significativa
(p<0,05, Teste Kruskal Wallis. Valores de referéncia: creatinina sérica <1,6 (mg /dl)
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Figura 12. Valores das concentragdes séricas de creatinina e cistatina C nos cdes do grupo

controle

N&o houve correlacdo significativa entre os valores de cistatina C e sexo, idade nem peso,
conforme resume a Tab. 5.

Tabela 5. Correlagédo entre cistatina C canina o peso corporal, idade e sexo dos animais grupo
controle.

Correlacdo de Spearman

Cistatina C p>0,05

Peso r=0,26 0,2538
Idade r=-0,07 0,7719
Sexo r=0,17 0,4484
Creatinina r=0,14 0,5579

8. Correlagdo entre os valores de cistatina C e creatinina séricas no diagndstico de ira

Os valores médios e desvios padrdo de creatinina e de cistatina C foram respectivamente,
3,98+2,69 mg/L e 2,82+ 1,46 mg/L no grupo com IRA (tab. 4). Houve correlacdo forte e
significativa entre a creatinina sérica e a cistatina C (r=0,94) nos animais com IRA.
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Figura 13. Valores séricos de creatinina (mg/dl) e cistatina C (mg/L) de cdes com Injaria Renal
Aguda.

9. Desempenho da cistatina C como biomarcador de injuria renal em animais com diferentes
graus de IRA

Os valores médios de creatinina e de cistatina C entre os diferentes grupos avaliados encontram-
se na tab. 6. No grupo controle (n=19) a média de creatinina foi de 0,82+0,29 mg/dl, no G1,
2,4+0,40 mg/dl, no G2, 3,7+0,45 mg/dl e no G3, 8,1+2,0 mg/dl. Os valores de cistatina C foram
0,92+0,18 mg/L, 1,76+0,42 mg/L, 2,99+0,43 mg/L e 5,02+0,72 mg/L, respectivamente (Tab. 6).

Ambos 0s marcadores apresentaram valores médios superiores aos de referéncia,
independentemente do grau de disfuncéo renal (Tab. 6).

Tabela 6. Valores médios e desvios padrdo de creatinina e cistatina C séricas de cdes saudaveis
e com injuria renal aguda.

GRUPOS (n) Creatinina (mg/dl) Cistatina C (mg/L)

Controle (19) 0,82+0,292P 0,92+0,182P
IRA G1(13) 2,4+0,40 2€ 1,7620,42 2¢
IRA G2 (5) 3,7+0,4528 2,99+0,4328
IRA G3 (6) 8,1+2,02A 5,02+0,722A

Letras mailsculas comparam colunas e letras mindsculas comparam linhas. Valores com letras diferentes
apresentam diferenca estaticamente significativa (p<0,05). G1- creatinina entre 1,7 e 3,0 mg/dl; G 2-
creatinina entre 3,1 e 5,0 mg/dl e G3- creatinina maior que 5,0mg/dl. Valor de referéncia da creatinina
<1,6 mg/dl e cistatina C < 1,29 mg/L
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DISCUSSAO

No presente trabalho avaliou-se a técnica de dosagem de cistatina C através do método
imunoturbidimétrico para utilizagdo em cdes, além de estabelecer valores de normalidade para
animais saudaveis e sua correlacdo com a creatinina sérica em cées com diferentes graus de
injaria renal aguda (IRA). Este trabalho contribui para fundamentar novas propostas a rotina de
diagnostico de animais com suspeita de disfuncéo renal aguda e também para reducédo da lacuna
hoje existente na literatura sobre este assunto no Brasil.

Diversos estudos em humanos tém sugerido que a cistatina C seja um marcador de disfuncéo
renal superior a creatinina sérica (Martinez e Simon, 2003; Magro, 2007; Acuna et al., 2009).
Outros, entretanto, ndo evidenciaram diferencgas significativas entre estes dois biomarcadores
(Kresier, 2002; Medeiros, 2007; Neri, 2007). Também, estudos conduzidos em veterinaria
apresentam resultados diversos e sinalizam a necessidade de trabalhos adicionais para avaliar o
desempenho, limitagdes e situacbes em que esta de fato indicada a aplicacdo da dosagem sérica
de cistatina C (Almy et al., 2002; Braun et al., 2002; Antagoni et al., 2005, Scally et al., 2006;
Hartmann et al., 2007; Wehner et al., 2008; Monti et al. 2011, Waki, 2013; Rodrigues, 2016).

Ensaios imunoturbidimétricos automatizados sdo considerados métodos rapidos, especificos e
precisos, requisitos importantes na rotina laboratorial, uma vez que permitem rapidez na
liberacdo de resultados contribuindo para tomada de deciséo rapida na préatica clinica (Hermes,
2000; Silva, 2003; Bochenek, 2000; Neri, 2007; Krimer, 2011). Neste estudo, realizou-se a
padronizacdo da técnica imunoturbidimétrica para dosagem de cistatina C canina com
resultados satisfatorios. Corroborando assim, estudos veterinarios anteriores que utilizaram esta
e outras técnicas (Jensen et al., 2001; Wehner, et al., 2008; Miyagawa et al., 2009; Monti et al.,
2011). Validar métodos analiticos nas condi¢Bes de cada laboratério antes de implanta-los em
sua rotina, bem como quando ha necessidade de adapta-la as espécies diferentes, garante a
uniformidade dos resultados, sendo, portanto, preconizado pelas normas nacionais e
internacionais de sistemas de qualidade (ANVISA, 2003, Neri, 2007).

Segundo Hillstrom et al. (2014) quando se utiliza kit humano para dosagem em outras espécies,
utilizacdo de um calibrador espécie especifico purificado pode melhorar o desempenho do
método, porém a reacdo cruzada com outros anticorpos permanece imprevisivel. Neste caso, 0
uso de kit espécie especifico € o ideal, entretanto nem sempre estes se encontram disponiveis.
Dessa forma, a utilizagdo de métodos humanos pode ser adaptada, ajustada ou validada para
outras espécies, como foi realizado no presente experimento.

A cistatina C em cdes, utilizando-se kits imunoturbidimétrico com anticorpo humano baseia-se
no grau de homologia entre a sequéncia de aminoacidos da cistatina C humana e canina, a que
varia de 46 a 79% (Poulik et al., 1981). Entretanto pode acarretar em diferentes respostas
dependendo da imunogenicidade e antigenicidade destas proteinas, tornando assim mais
evidente, a necessidade de demonstrar esta especificidade (Monti et al., 2012; Miyagawa et al.,
2009; Ghys et al., 2014). Para assegurar a interagdo entre o anticorpo anti-cistatina C humana e
a cistatina C canina, optou-se pela calibragéo do aparelho com a cistatina C canina purificada
(Cystatin C Canine E. coli; RD472009100; 0,1mg). Este procedimento se justifica também pelo
fato de que o aparelho utiliza diferentes absorbancias de acordo com o antigeno utilizado.
Embora haja interacdo entre o anticorpo humano e antigeno canino, alguns os autores
consideraram como desvantagem a ndo utilizacdo da cistatina C canina para acessar a
recuperacdo analitica, pois pode resultar em resultado falso negativo (Almy et al., 2002;
Myagawa et al., 2009).
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Os valores obtidos neste trabalho geraram uma calibracdo adequada, com coeficiente de
variacdo entre 2,9% a 12%, o que indica baixa dispersao dos dados.

Foi determinada a precisdo intra ensaio (repetibilidade) que é a concordancia dos resultados
dentro de 24 horas, com mesmo analista e mesma instrumentagdo. A precisdo inter ensaio
(reprodutibilidade) que é a concordancia dos resultados do mesmo laboratério realizada em dias
diferentes por no minimo dois dias (ANVISA, 2003; INMETRO, 2007). Os niveis de precisao
intra e interensaio compativeis com dados encontrados na literatura e naqueles descritos pelo
fabricante do conjunto diagnéstico, com coeficiente de variacdo entre 5,3 a 8,5% para precisao
intra ensaio e de 3,7 a 7% para precisdo inter ensaio, ndo sendo observado nenhum valor zero
conforme encontrado por Braun et al. (2002) ao validar a mesma técnica. Tal variacdo foi
variagédo superior as mostradas em trabalhos anteriores (Jensen et al., 2001; Almy et al., 2002;
Whener et al., 2008), contudo, se mantiveram inferiores a 15%, compativel com a preconizada
para validacdo (ANVISA, 2003 e INMETRO, 2007). Esta diferenca pode ser justificada pela
utilizacao de diferentes kits que podem apresentar diferencas na imunogenicidade da proteina
utilizada, bem como variacdes de equipamentos.

Observou-se correspondéncia entre os valores medidos e 0s presentes nas amostras com
concentracdes decrescentes de cistatina C canina. Esses achados estdo em conformidade aos
exigidos para validagdo de métodos e a determinagdo da linearidade, e aos encontrados por
Monti et al., (2011); Jensen et al. (2001) e Wehner et al., (2008) ao avaliarem este método, o
que indica que a técnica imunoturbidimétrica mede a cistatina C canina de maneira
proporcional.

A concordancia entre o valor real da substancia na amostra e o estimado pelo processo analitico,
definida como exatidao, calculada como porcentagem de recuperagdo da quantidade conhecida
do analito foi considerada satisfatoria, apresentando indices de recuperagdo de 97%, valores
considerados acurados segundo a literatura consultada (ANVISA, 2003 e INMETRO, 2007).

Amostras com valores inferiores a 0,62 mg/L apresentam grande coeficiente de variacdo entre
as medidas, ou seja, alta dispersao de valores, ndo apresentando, portanto, resultados confiaveis.
Estudos anteriores, também observaram maior imprecisdo em amostras contendo baixas
concentracdes de cistatina C sérica (Jensen et al., 2001). Dessa forma considera-se que o limite
inferior de deteccéo de cistatina C canina seja 0,62 mg/L.

Para avaliacdo do efeito pr6-zona foram avaliadas amostras com concentragfes superiores a
10mg/L (12,5 e 25 mg/ L) de cistatina C. Leituras foram obtidas em amostras até a concentragéo
25 mg/L, sem reducdo da absorbancia ou resultado falsamente diminuido do analito. Achado
que seria considerado efeito pro6-zona por Hermes (2000). Dessa forma, pode-se dizer que ndo
ha efeito pro-zona nas amostras com concentracao até 25mg/L de cistatina C canina. Apesar de
se considerar improvavel a existéncia de amostras com valores tdo altos, este achado permite
tranquilidade a cerca de avaliagcGes de amostras com provaveis valores elevados.

Conhecer a estabilidade das amostras em diferentes condi¢cGes de armazenamento pode ser Util
em diversas situacGes, como por exemplo, reteste, impedimento técnico e estudos clinicos
retrospectivos (Neri, 2007). Entretanto, estudos sobre a estabilidade das amostras, ndo tém sido
realizados. Tal fato pode ser justificado uma vez que a recomendacdo da utilizacio da cistatina
C é para o diagndstico de IRA e DRC em amostras frescas. Estudos anteriores realizados em
cdes utilizaram amostras em diferentes formas de armazenamento, congeladas a -20° e -
55%praus e até -80° por mais de 9 meses. Todos estes trabalhos consideraram as amostras
aceitaveis para analise, entretanto, estes autores ndo realizaram a comparagdo entre tempos e
temperatura e a porcentagem de recupera¢do das mesmas em relacdo a concentragdo inicial
(Jensen et al., 2001; Almy et al.,2002; Braun et al., 2002; Antognoni et al., 2005; Pagitz et al.,
2007; Miyagawa et al., 2009).
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No presente estudo, para analise da estabilidade, utilizaram-se aliquotas a temperatura ambiente,
refrigeradas e congeladas. Observou-se que a refrigeracdo foi o melhor método de conservacao,
uma vez que houve reducdo de apenas 15% da concentracao inicial. J& para amostras mantidas a
temperatura ambiente por 12 horas e congeladas durante sete dias, a reducdo foi de 40% e 30%,
respectivamente. Portanto, ndo houve perda significativa da imunorreatividade ou degradagéo
importante, durante a estocagem sob-refrigeracdo em periodo de sete dias, corroborando os
dados relatados por Neri (2007). J& amostras congeladas a -20°C ou mantidas a temperatura
ambiente por tempo igual ou superior a 12 horas ndo devem ser utilizadas para dosagem de
cistatina C canina.

A literatura consultada apresenta grande variacdo de valores de referéncia, justificada pelos
diferentes tipos de reagentes e métodos. Nota-se valores médios variando entre 0,18 a 1,60 mg/L
através do ensaio imunoturbidimetrico (Jensen et al., 2001; Braun et al., 2002; Almy et al.,
2002; Pagitz et al., 2007; Wehner et al., 2008; Monti et al., 2012). Os resultados deste estudo
foram semelhantes aos citatdos acima, e valor de referéncia obtido foi de 0,57 mglL a 1,29
mg/L, observou-se também que a distribuicdo da cistatina C seguiu a curva Gaussiana e,
portanto, a probabilidade de a populagdo avaliada apresentar valores dentro deste intervalo € de
95%. Entretanto, de acordo com Uzum et al. (2005) para se determinar os valores de
referéncias para cistatina C devem ser realizados estudos com maior nimero de individuos, em
diferentes regides utilizando o mesmo procedimento analitico. Baseado nisto e, devido aos
diferentes métodos analiticos, calibracdo, antissoros e distribuicdo de idades ficam dificeis fazer
comparagdes entre os resultados de diferentes estudos, o que demonstra a importancia de
padronizar pesquisas recentes tanto em Medicina quanto em Veterinaria (Prates, 2007;
Miyagawa et al., 2009). Rigalleau et al. (2008) verificaram a necessidade de normalizagdo dos
valores de referéncias para que a cistatina C seja usada na pratica clinica, e Salgado et al. (2010)
observaram que a variacdo destes valores é uma grande desvantagem para sua utilizacdo na
rotina, observacao esta tambeém valida para Veterinaria.

Acredita-se que a principal vantagem da cistatina C em relagcdo a creatinina é de ndo ser
dependente da massa muscular corporal e que por isso, a perda muscular decorrente de
paralisias, imobilidade, anorexia, ma-nutricdo e envelhecimento ndo afetam seus valores na
avaliagdo da funcdo renal, além de alterar-se pouco com a idade, sexo ou alimentacdo (Martins
et al., 2003; Grubb, 2011). Os dados obtidos nesse estudo estdo de acordo com a literatura pois,
ndo houve correlacéo significativa entre a cistatina C, idade, sexo e peso dos animais avaliados
(tab. 5). Vale ressaltar que o nimero de animais utilizados neste estudo foi menor do que outros
consultados na literatura. Outra consideracdo é que Braun et al. (2002) ao avaliarem 179 cées
divididos em 89 filhotes (<1 ano), 39 adultos (1-8 anos) e 51 idosos (8-16 anos), apesar de
encontrarem valores de cistatina C menores nos caes adultos jovens e de meia idade, do que em
filhotes e idosos e também uma sobreposicdo de resultados entre as diferentes idades avaliadas,
consideraram que a diferenca foi moderada o que permite o uso do mesmo valor de referéncia
independentemente da idade. Miyagawa et al. (2009) verificaram que animais com menos de
5Kg apresentaram valores menores do que cdes com peso superior a 5Kg e, para Monti et al.
(2011) houve aumento dos valores com o aumento da idade. Dessa forma, Ghys et al. (2014)
apontam a necessidade de estudos adicionais incluindo maior nimero de animais, devido aos
resultados contraditérios encontrados na literatura.

Para avaliar o desempenho da cistatina C em diferentes graus de disfuncéo renal, os animais
com IRA foram divididos em trés grupos: grupo 1 (n=13) e creatinina sérica de 1,7 a 3,0 mg/dl,
grupo 2 (n=5) e creatinina sérica de 3,1 a 5,0 mg/dl e grupo 3 (n=6) ¢ creatinina sérica > 5,0 mg
/dl (Tab. 6). Como era de se esperar, todos apresentaram concentragdo plasmatica de creatinina
acima dos valores de referéncia, devido a diminuigdo da TFG (Lefebvre, 2011). Observaram-se
valores séricos de cistatina C significativamente maiores nos caes com disfuncdo renal (tab. 6).
Além disso, houve correlacdo forte e significativa ambos analitos nesta condi¢do (r=0,94),
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(Fig.13), portanto, confirma-se que em cées, assim como em humanos, a cistatina C é um bom
marcador de TFG em pacientes com injUria renal aguda estabelecida, o que vai de encontro aos
achados de estudos anteriores utilizando cdes com doenca renal cronica (Braun et al., 2002;
Wehner et al., 2008; Miyagawa et al., 2009; Monti et al., 2011). Entretanto, contrapde 0s
resultados encontrados por Almy et al. (2002) que concluiram que este biomarcador nédo
apresenta sensibilidade para o diagnostico de IRA em cées, pois em seu estudo, apenas um cao
com IRA apresentou valor de cistatina C acima da referéncia. Contudo, precisa ser considerado
gue o modelo experimental utilizado por estes autores nao reflete exatamente quadro de IRA.

A divisdo dos animais com injuria renal aguda em grupos demonstrou 0 bom desempenho da
cistatina C em cdes com diferentes graus de lesdo renal (Tab. 6 e Fig. 13). Porém, a analise
individualizada dos animais demonstrou menor sensibilidade deste biomarcador para detectar
lesdo renal em animais com perda leve de fung&o renal, evidenciando que dois animais do grupo
G1 ainda apresentavam valores de cistatina C dentro dos limites de referéncia (< 1,29 mg /L),
apesar de injuria renal, detectada pela creatinina sérica (1,7 a 3,0 mg/dl). Este fato sugere menor
sensibilidade deste biomarcador quando comparada a creatinina sérica para avaliar animais com
IRA em fase inicial, entretanto, apresentando especificidade semelhantes para ambos analitos, o
que vai de encontro ao estudo realizado por Almy et al. (2002) e Antagoni et al. (2005).
Entretanto, como no presente estudo néo realizada comparacdo entre os marcadores utilizados
(Cistatina C e creatinina séricas) com a mensuracdo da taxa de filtracdo glomerular, ndo
podemos afirmar a inferioridade da cistatina C. Os resultados controversos apresentados pela
literatura e a menor sensibilidade da cistatina C em cdes com perda discreta de funcéo renal,
refletem a necessidade da avaliagdo do uso deste biomarcador em cées com IRA, pois a maioria
dos dados da literatura refere-se a animais com doenca renal crénica onde foi realizada uma
analise pontual. Portanto, estudos adicionais para determinar o papel da cistatina C neste cenario
clinico, sdo necessarios.

CONCLUSOES

Nas condi¢Bes em que este experimento foi realizado, pode-se concluir que:

A técnica imunoturbidimétrica utilizando anticorpo humano é eficiente para dosagem de
cistatina C canina, desde que a mesma seja calibrada com a cistatina C canina purificada.

Este procedimento mostrou que este método atende os critérios preconizados para validagdo de
métodos laboratoriais, apresentando precisdo e exatidao/recuperacdo adequadas, portanto, sua
implantac&o na rotina laboratorial é factivel.

A melhor forma para armazenamento das amostras até analise é a refrigeracgéo.

Os resultados também demonstraram que a cistatina C é um marcador confiavel de disfuncao
renal aguda em cdes, sem influéncia de sexo, idade e peso, além de apresentar correlacdo forte e
significativa com a creatinina sérica, podendo ser alternativa confidvel para diagndstico e
acompanhamento destes animais.
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ARTIGO Il

CISTATINA C NA INJURIA RENAL AGUDA: DIAGNOSTICO EM CAES
CRITICAMENTE ENFERMOS EM UTI

INTRODUCAO

A injuria renal aguda (IRA) é uma doenga multifatorial, extremamente frequente em unidades
de terapia intensiva (UTI), que complica vérias condi¢fes clinico-cirargicas, além de estar
associada a elevada taxa de morbimortalidade (Costa et al., 2003; Nunes et al., 2010; Mehta et
al., 2011; Mugford et al., 2013). Entretanto, seus efeitos podem ser minimizados quando
diagnosticada e tratada precoce e adequadamente. A medida da taxa de filtracdo glomerular
(TFG) ¢ considerada “teste ouro” para avaliar a fungdo renal, entretanto, ¢ um método
trabalhoso e de dificil execu¢do nesse cenario clinico (Linnetz e Graves, 2010; Gabriel et al.,
2011; Silva e Brune, 2011). Classicamente, os biomarcadores utilizados para o diagnéstico de
IRA (ureia e creatinina séricas), séo marcadores funcionais e ndo refletem diretamente a leséo
celular. Por isso, sdo considerados pouco sensiveis e inespecificos para deteccdo de perda
discreta da funcdo renal e limitam a intervencdo em tempo habil (Bellomo et al., 2004; Lees,
2004; Grauer, 2005; Lunn, 2011; Martensson et al., 2012; Palm, 2012).

A inabilidade clinica caracterizada pela auséncia de métodos diagnosticos capazes de sinalizar
a instalacdo da IRA tém estimulado esforgos para identificar e implantar o uso de marcadores
mais sensiveis (Bellomo et al., 2004; Coca et al., 2008). Neste contexto, nos Ultimos anos varios
biomarcadores tém sido estudados, dentre estes, destaca-se a cistatina C, uma proteina de baixo
peso molecular que apresenta boa correlacdo com a taxa de filtracdo glomerular (TFG) e com
um desempenho superior a creatinina sérica, por ser menos influenciada por fatores extrarrenais.
Portanto, apresenta-se como candidato promissor para conceituar e definir a lesdo renal aguda
em substituicdo ou adicao aos par@metros atualmente utilizados (Myagawa et al., 2009, Zhou et
al., 2014; Shoukath e Patil, 2014; Cortellini et al., 2015).

O objetivo desse estudo foi avaliar o desempenho da cistatina C sérica comparando-a com a
creatinina sérica para diagnostico da injuria renal aguda em cées criticamente enfermos
internados em Unidade de Terapia Intensiva (UTI).

MATERIAL E METODOS

Utilizaram-se 47 cées de diferentes sexos, idades e racas. Estes foram divididos em dois grupos,
sendo o controle GC (n=19) constituido de animais higidos e grupo UTI (n=28) com cées
criticamente enfermos admitidos na UTI do Hospital Veterinario da UFMG, no periodo de
janeiro a junho de 2016. Neste grupo os animais apresentaram valores séricos de creatinina
inferior a 1,6 mg /dl. Animais azotémicos, creatinina sérica > 1,6mg dl ou portadores de doenga
renal cronica (DRC) na admissdo na UTI foram excluidos deste trabalho.

Nos animais do grupo UTI, foi coletado sangue para analise de creatinina sérica (método
enzimatico) e dosagem de cistatina C sérica. Esta Gltima foi medida utilizando o método
imunoturbidimetrico (Cistatina C turbiquest Plus Labtest®), calibrado com cistatina C canina
purificada (Cystatin C Canine E. coli; RD472009100)°.

Todas as andlises foram realizadas no aparelho COBAS MIRA PLUS (Roche®) locado no
Laboratério de Patologia Clinica do HV/UFMG.

3 BioVendor Researchs and Diagnostic products.

67



Realizou-se a monitoracdo diaria da funcgdo renal nos animais do grupo UT], através dos valores
séricos de creatinina e cistatina C, os quais foram acompanhados durante no minimo 48 horas
totalizando trés coletas. O primeiro valor obtido quando na entrada do UTI foi considerado
valor basal de cada paciente.

A concentra¢do da creatinina sérica foi considerada o “padrdo ouro” para caracterizagdo da
funcdo renal normal (<1,6mg/dl) ou alterada (> 1,6mg/dl) e para orientar a andlise do
comportamento da cistatina C canina, valores estes estabelecidos de acordo com o critério IRIS
(2013)

O valor de referéncia para cistatina C utilizado foi de 0,57 a 1,29 mg/L o qual foi obtido ap6s
analise de sua concentracdo sérica em 19 animais clinicamente higidos (Grupo controle), sem
alteracOes laboratoriais compativeis com disfuncdo renal e com valores séricos de creatinina
dentro da normalidade (0,5 a 1,6 mg/dl), de acordo com a literatura.

RESULTADOS

O grupo controle foi composto por 47,3 % (9/19) machos e 52,7% (10/19) fémeas. No grupo
UTI a composicao foi de 42,9% (12/28) machos e 57,1% (16/28) fémeas. Quanto & idade, a
média foi de 52,96 e 7,9+4,14 anos com variacdo de 2 a 14 e 2 a 16 anos nos grupos controle e
UTI respectivamente. Os cédes grupo controle pesavam em média 14,07 £9,69 (1,9 a 33) Kg e 0s
do UTI pesavam entre 12,57 £11,07 (2 a 40) kg (Tab. 7).

Tabela 7. Frequéncias absolutas e relativas, médias e desvio padrdo das caracteristicas
demogréficas (sexo, peso e idade), dos cdes clinicamente higidos (GC) e admitidos na unidade
de terapia intensiva (UTI) do HV-UFMG entre os meses de janeiro a junho de 2016.

GRUPOS Sexo Idade (anos) Peso (kg)
47,3% (9/19) machos 14.07 +9.69 (1.9 a 33
GC 52,7% (10/19) fémeas 542,96 (2a14) ( )
o)
uTl 12.9% (12/28) machos 79 414 0a16) 12571107 (2a40)

57,1% (16/28) fémeas

As avaliagOes laboratoriais constaram de dosagens de creatinina e de cistatina C séricas, sendo
gue a primeira foi considerada como o padrdo ouro para diagnostico de injdria renal aguda. A
tabela 8 resume os resultados obtidos. Cdes saudaveis apresentaram valores médios de
0,82+0,29mg/dl e 0,93+0,18 mg/L de creatinina e cistatina C, respectivamente. Entre 0s animais
admitidos na UTI, as médias observadas foram de 1,04+0,65mg/dl e 1,28+0,35mg/L para 0s
analitos avaliados respectivamente.

Nos animais do grupo controle, os valores séricos de creatinina e cistatina C ndo apresentaram
diferenca estatistica e nem correlagdo (r=0,14). J& no grupo UTI, observaram-se valores
significativamente maiores de cistatina C e correlagdo moderada (r=0,44) e significativa
(p=0,0001) entre esta e creatinina (Tab.8).

Na comparagdo entre 0s grupos, para os analitos isoladamente, observou-se que ndo houve
diferenca significativa entre os valores séricos de creatinina, mas que os valores de cistatina C
foram significativamente maiores no grupo de animais de UTI (Tab. 8).

Para a creatinina, admitiu-se como valor de corte 1,6mg/dl, de acordo com a literatura (IRIS,
2013). Baseando-se nos valores séricos de cistatina C, obtidos a partir da anélise de amostras de
19 cées do grupo controle, estabeleceu-se o valor de 1,29mg/L para corte, considerando a média
e a variacdo para mais ou menos dois desvios padrdo (Tab. 8).
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Tabela 8. ConcentracGes médias e desvios padrdo da creatinina e cistatina C séricas de cées
saudaveis e admitidos no UTI do HV-UFMG.

Creatinina (mg/dl) Cistatina C (mg/L) Correlacéo
Controle 0,82+0,294 0,930,184 r=0,14 (p>0,56)
UTI 1,04+0,652 1,28+0,35 B2 r= 0,44 (p=0,0001)

* Para letras maiusculas iguais na mesma coluna e letras mindsculas iguais na mesma linha,
ndo ha diferenca estatistica significativa (p>0,05).

Apos estabelecer os valores de referéncia de cistatina C sérica em cées higidos, foram avaliados
28 cdes gravemente enfermos internados na UTI do Hospital Veterinario/UFMG, durante os
meses de janeiro a junho de 2016. Para verificar seu desempenho na deteccéo precoce de injuria
renal aguda avaliaram-se as concentracBes séricas deste analito e da creatinina em diferentes
tempos, conforme demonstram a Tab. 9. Embora tenha havido variagdo discreta dos valores
séricos de ambos os analitos, ndo houve diferenga significativa, quando se comparou a média
dos trés tempos analisados (Tab. 9). Contudo, a analise dos valores individuais comparadas ao
valor de referéncia demonstrou variagdo precoce, indicando alteracdo da fungdo da renal. Esse
comportamento foi diferente entre os dois biomarcadores (Tab.11).

A andlise da creatinina ndo foi eficiente para diagnosticar lesdo renal em nenhum animal no
tempo inicial (admissdo na UTI), enquanto a avaliacdo da cistatina C aponta para injdria renal
em 32,1% (9/28) dos animais. Apds 48 horas, houve azotemia discreta em 25% (7/28) dos cées
evidenciada pela creatinina e em 47,4% (9/19) evidenciada pela cistatina C. Finalmente, no
tempo de 72h, houve reducdo do nimero de animais avaliados, por limitagdo de colheita da
amostra. Contudo, foram avaliados 16 animais. Neste tempo, observou-se que a creatinina
detectou um e a cistatina C quatro novos casos entre 0s onze cdes que ainda permaneciam sem
leséo renal (Tab. 9 e 10).

Tabela 9. Concentracdes médias e desvios padrdo nos tempos 24, 48 e 72h da creatinina e
cistatina C séricas durante a permanéncia dos caes na UTI do HV-UFMG.

Tempo (h) Creatinina (mg/dl) Cistatina C (mg/L) "

24 0,96+0,37 A 1,21+0,21 42 28
48 1,23+0,86 42 1,37+0,49 A 28
72 0,89+0,59 A2 1,25+0,26 2 16

* Para letras mailsculas iguais na mesma coluna e letras mindsculas iguais na mesma linha, ndo ha
diferenca estatistica significativa (p>0,05).

Para comparar o desempenho dos biomarcadores no monitoramento longitudinal da les&o renal,
consideraram-se apenas 0s cées que apresentavam dosagens nos trés tempos avaliados. Pode-se
observar o comportamento diferenciado da cistatina C, com desempenho superior, uma vez que
detectou maior nimero de individuos e mais precocemente, além de permitir acompanhar a
evolucdo do quadro clinico (Tab. 10 e 11).
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Tabela 10. Percentual de deteccéo injuria renal aguda pelos biomarcadores, creatinina e cistatina

C séricas, em cdes durante a permanéncia na UTI do HV-UFMG

Referénci

a CREATININA

Normal*

24 horas
48 horas
72 horas

71,4% (20/28) 21,4%
Aumentada 28,5%  (8/28)

0,0%  (0/28)
250%  (7/28)
47%  (1/21)

CISTATINAC
(6/28)
78,6%  (22/28)
32,1%  (9/28)
474%  (9/19)
40,0%  (4/10)

* Valores normais de creatinina < 1,6mg/dl e de cistatina C < 1,29 mg/L.

Tabela 11. Concentragdo de cistatina C e creatinina séricas individuais dos cdes as 24, 48 e 72
horas ap6s admissdo na UTI do HV — UFMG.

CISTATINA C (mg’L)

CREATININA (mgdl)

ANIMAL Tempo (Horas) Tempo (Horas)

24 48 72 24 48 72
1 1,27 1,32 - 1,08 1,20 -
2 1,23 1,28 1,04 1,11 1,44 0,72
3 0,95 0,99 0,92 0,79 0,71 0,51
4 1,51 0,96 1,03 0,41 0,96 0,6
5 1,11 1,29 1,33 0,54 0,94 1,82
6 1,42 1,28 1,24 1,20 0,75 0,77
7 1,19 1,09 1,20 1,18 0,81 0,90
8 1,42 1,48 - 1,43 1,52 -
9 1,38 1,71 1,46 1,09 2,41 1,60
10 1,60 1,28 - 0,89 0,98 -
11 1,10 3,61 0,71 0,56 0,12 0,25
12 0,84 0,80 1,33 0,94 0,51 0,83
13 1,52 1,69 1,85 1,40 2,06 1,98
14 1,19 1,37 1,42 0,57 0,58 0,94
15 1,16 1,30 - 0,29 1,09 -
16 1.40 1,34 - 1,35 1,70 -
17 1,18 1,28 - 0,55 0,98 -
18 1,33 1,43 - 1,57 3,38 -
19 1,10 1,24 - 1,05 0,71 -
20 1.39 1,42 - 1,44 1,93 -
21 0,98 1,35 1,10 0,55 0,13 0,45
22 1,11 1,27 1,32 0,61 0,25 0,20
23 1,24 1,22 - 1,38 0,94 -
24 1,22 1,31 - 1,28 1,40 -
25 1,28 1,40 - 1,38 1,77 -
26 0,98 1,38 1,45 0,65 0,45 0,35
27 0,75 0,77 1,39 0,89 1,04 0,46
28 0,95 1,55 1,35 0,59 3,60 1,77

- Indica n3o mensuragdo. * Valores de referéncia: creatinina sérica < 1,6mg/l e cistatina C sérica < 1,29

mg/'L
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DISCUSSAO

As condi¢Bes clinicas dos animais criticamente enfermos os quais se apresentam
hemodinamicamente instaveis e com perfil de elevada gravidade, ndo permitiram abordagem
inicial idéntica entre os animais. Enfatizando assim a necessidade de utilizagdo de métodos
auxiliares de diagndstico, uma vez que nestes pacientes existe a necessidade de exames rapidos
gue auxiliem na conduta clinica dos mesmaos, pois fatores citados acima dificultam avaliacdo
clinica adequada (Byrne e Hwang, 2011).

A metodologia permitiu a observacdo de diferencas do desempenho entre os biomarcadores
avaliados. O monitoramento longitudinal da cistatina C comparada a creatinina em cédes
criticamente enfermos ndo foi descrito anteriormente na literatura. Porém, a avaliagdo pontual
da cistatina C em animais com doenca renal cronica (DRC) apresenta relatos (Antagoni et al.,
2007; Whener et al., 2008; Myagawa et al., 2009).

Diversos estudos em medicina tém sugerido que a cistatina C como marcador de disfungéo renal
superior a creatinina sérica (Martinez e Simon, 2003; Magro, 2007; Acuna et al., 2009; Alcivar
et al., 2010; Nejat et al., 2010; Gabriel et al., 2011; Foster et al., 2013; Shoukath et al., 2014).
Outros, entretanto, ndo evidenciaram diferencas significativas entre os dois (Chantrel, 2000;
Kresier, 2002; Medeiros, 2007; Neri, 2007; Perianyagam et al., 2009; Spahillari, 2012; Hamed
et al., 2013). Em veterinaria, os estudos também apresentam resultados diversos e poucos
avaliaram cdes com IRA, fato que sinaliza a necessidade de trabalhos adicionais para avaliar o
desempenho, limitagdes e situacdes nas quais a dosagem da cistatina C realmente é indicada
(Almy et al., 2002; Braun et al., 2002; Antagoni et al., 2005; Scally et al., 2006; Wehner et al.,
2008; Myagawa et al., 2009; Monti et al., 2012; Waki, 2013; Rodrigues, 2016).

Nesse estudo utilizou-se o ensaio imunoturbidimétrico humano, devidamente calibrado com a
cistatina C canina purificada (Cystatin C Canine E. coli; RD472009100; 0,1mg) para aumentar a
acuracia da técnica (Oliveira e Mendes, 2010; Killen et al., 2014). Esse cuidado esta
referendado por Almy et al. (2002) e Miyagawa et al. (2009) que consideraram desvantagem a
ndo utilizacdo da cistatina C canina na recuperacdo analitica do método. Todos o0s
procedimentos de validagdo da técnica seguiram os protocolos da ANVISA (2003) e INMETRO
(2007), atendendo as normas estabelecidas.

De acordo com trabalhos realizados em cées a fim de se estabelecer valores de referéncia,
observa-se uma grande variagdo dos mesmos, atribuida a diferentes tipos de reagentes e
aparelhos utilizados. Contudo, de acordo com os mesmos, cdes higidos podem apresentar
valores de referéncia de cistatina C sérica entre 0,18-1,60mg’ L (Jensen et al., 2001; Braun et
al., 2002; Almy et al., 2002; Pagitz et al., 2007; Wehner et al., 2008; Monti et al., 2012) pelo
método imunoturbidimétrico. Nesse estudo, os valores de referéncia foram semelhantes aos
supracitados, diferencas minimas de valores podem ser justificadas pela utilizacdo de diferentes
kits utilizados entre os estudos. A concentracao de cistatina C em cdes higidos variou de 0,63 a
1,19mgL (média de 0,93 e desvio padrao de + 0,18). O quintil 0,025 e 0,0975 (determinado
como media = 2 SD) foi de 0,57mgL e 1,29mgL, respectivamente, indicando, portanto, este
intervalo como referéncia (Tab. 8).

Uma das principais carateristicas de um biomarcador é que sofra pouca influéncia de fatores
extrarrenais. Nesse sentido, neste estudo, observou-se que ndo houve correlacdo entre sexo,
idade, peso com as concentragdes medidas de cistatina C nos cées do grupo controle (Tab.5,
Artigol). Portanto, pode-se utilizar faixa Unica de referéncia independente destas variaveis.
Esses resultados sdo observados em humanos (Martinez e Simon, 2003; Grubb, 2011), assim
como em cées (Braun et al., 2002; Wehner et al., 2008; Miyagawa et al., 2009). Esses dados
indicam nitida vantagem deste biomarcador quando comparado a creatinina, que é fortemente
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influenciada pelos fatores mencionados (Lees 2004; Grauer, 2005; Heine e Lefebvre, 2007;
Lefebvre, 2011).

As caracteristicas clinicas e demogréficas dos pacientes neste estudo (tab.7), apresentaram
similaridade com as da amostra avaliada por Lee et al., (2011) no cenério de terapia intensiva.
Ambos os estudos demonstram a inexisténcia de relagdo entre as caracteristicas individuais
(sexo, idade, raca) e o desenvolvimento de injdria renal aguda.

A maioria dos cées (67,8%), utilizados nesse estudo, era jovem e adulta (< 10 anos). Entretanto,
de acordo com a literatura, idade avancada é um fator de risco para o desenvolvimento de IRA,
pois agrava doencas pré-existentes e desencadeia novas patologias devido ao emprego de
farmacos com potencial risco para nefro toxicidade (Nunes et al., 2010; Ross, 2011; Wang et
al., 2014). Sendo assim, alteragOes estruturais e funcionais nos rins, associadas a doengas
cronicas, tornam os idosos mais susceptiveis a lesdo renal (Grauer, 2005; Nunes et al., 2010;
Ross, 2011; Mugford et al., 2013). O atual estudo demonstrou que animais jovens também
podem apresentar grande incidéncia de IRA, ao contrario da maioria das citaces da literatura.
Acredita-se que esse achado esteja associado ao perfil dos animais avaliados, que apresentaram
estado clinico critico, cujas comorbidades, tais como doengas infecciosas, pos-cirdrgicos
complicados, causas iatrogénicas e sepse foram consideradas predisponentes para o0
desenvolvimento de IRA (Costa et al., 2003; Stocker e Forrester, 2004; Metha et al., 2011;
Ross, 2011; Mugford et al., 2013; Cortellini et al., 2015).

Portanto, atengdo especial deve ser dada ao desenvolvimento de IRA durante hospitalizacéo,
guando varios procedimentos executados sdo potencialmente lesivos ao rim (Garcia et al., 2005;
Armitage e Tomson, 2007; Santos e Marinho, 2013; Cortelini et al., 2015). Os animais neste
estudo tiveram como diagndstico primario pos-cirargicos complicados (28,6%), piometra
(14,2%), cetoacidose diabética (10,7%), hemoparasitose (10,7%), encefalite (10,7%),
intoxicacdo por anti-inflamatérios ndo esteroides (7,1%), discoespondilite (3,6%), leishmaniose
(3,6%), pancreatite (3,6%), doenca periodontal (3,6%) e insuficiéncia cardiaca congestiva
(3,6%). Outra observagdo foi a ocorréncia de complicacdes clinicas importantes durante sua
permanéncia na UTI, como sepse (53,6%) peritonite (33,3%), hipotensdo (33,3%), e hipoxemia
(7,4%). Dados etioldgicos estes, em conformidade com a literatura consultada, a qual enfatiza
que a IRA na UTI é de origem multifatorial, associada a outras comorbidades e complicagdes
(Costa et al., 2003; Kenney et al., 2010; Thoen e Kerl, 2011; Mugford et al., 2013; Cortellini et
al., 2015).

Né&o houve diferenca significativa entre os valores de creatinina sérica entre cdes saudaveis e do
grupo UTI no momento da admissdo nem entre os diferentes periodos de tempo analisados
(Tab. 9). Este fato provavelmente, se deve as caracteristicas clinicas da populagdo avaliada, na
qual os animais eram pacientes ndo azotémicos na admissdo e apresentaram azotemia moderada
durante a permanéncia na UTI.

Neste estudo, observou-se que 28,6% (8/28) dos animais avaliados desenvolveram IRA,
segundo o critério adotado (creatinina sérica >1,6mgl), durante o periodo avaliado. Esse
pardmetro permitiu identificar o desenvolvimento da IRA somente a partir de 48 horas de
avaliagdo (Tab. 10). Demonstrando que existe uma evolucdo dissociada entre decréscimo de
TFG e valores séricos de creatinina (Lefebvre, 2011). Neste contexto, ao utilizarmos somente
este parametro como forma de diagnostico de IRA observou que, embora os animais avaliados
em estado grave e com risco elevado de lesdo, apresentaram baixa prevaléncia desta afeccdo.
Dados sobre a prevaléncia de IRA em cdes sdo escassos em veterinaria e a incidéncia depende
do critério utilizado. Entretanto espera-se maior prevaléncia em pacientes graves (Griffiths e
Kanagasundaram, 2011; Okamoto et al., 2012; Pinto et al., 2012; Santos e Mendonca, 2015),
como descrito por Segev et al. (2015) que avaliaram cdes com insolacdo e observaram a
ocorréncia de IRA em 63% deles, utilizando o critério IRIS. Outros estudos analisando IRA em
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pacientes graves relatam incidéncia entre 12 e 14% (Kenney et al., 2010; Thoen e Kerl, 2011;
Cortellini et al., 2015), utilizando critérios diferentes para diagnostico.

Essa controvérsia pode ser justificada pela baixa sensibilidade da creatinina sérica para
evidenciar graus leves de lesdo renal (Nguyen e Devarajan, 2008, Bellomo et al., 2004; Cobrin,
2013). Como observado neste estudo e também descrito pela literatura, aumentos nos valores de
creatinina, s6 ocorreram a partir de 48 horas apds a admissdo, portanto, no tempo de deteccdo da
lesdo renal, utilizando este biomarcador, é possivel que ja tenha ocorrido perda significativa da
funcdo renal, o que reduz a eficiéncia da intervencdo terapéutica para corrigi-la. Portanto, a
utilizacdo de biomarcadores mais sensiveis e especificos, que possibilitem diagnéstico precoce
sdo preconizados pela literatura (Coca et al., 2008; Segev, 2012; Souza, 2012; Bragato, 2015;
Cortellini et al., 2015) bem como necessidade de uniformizar o diagndstico através de uma
definicdo e classificacdo padréo conforme proposto por Bellomo et al. (2004) e Segev et al.
(2008).

Tradicionalmente o melhor indicador de avaliacdo de funcgdo renal é a medida da TFG. Esse
biomarcador avalia a capacidade de filtracdo, a habilidade de excrecdo e relaciona-se
diretamente com o parénquima renal funcional. Contudo, sua mensuracdo envolve técnicas
trabalhosas, dispendiosas e morosas e, por isso tem sido pouco utilizada na pratica clinica e,
principalmente, no cenério da terapia intensiva, onde a funcéo renal tende a alterar rapidamente
(Lees, 2004; Sodre et al., 2007; Linnetz e Graves, 2010; Myagawa et al., 2010; Bastos e
Kirsztajn, 2011; Hendy-Willson e Pressler, 2011; Pressler, 2013). Justifica-se, portanto, o
emprego de biomarcadores que apresentem correlacdo com a TFG (Bennet e Devarajan, 2011;
Foster et al., 2013; Cortellini et al., 2015). Neste estudo a TFG nédo pode ser realizada em todos
0s pacientes, devido as suas condicdes instaveis e a sobrecarga hidrica instituida no tratamento,
conforme apresentado e discutido no Artigo V desta tese.

Diferentemente da creatinina, os valores séricos de cistatina C foram significativamente maiores
nos animais de UTI com rela¢do aos animais do grupo controle. Vale ressaltar que na analise
entre os diferentes tempos ndo houve diferenca significativa. Esses dados indicam maior
sensibilidade da cistatina C na identificagdo dos pacientes acometidos com IRA. Nesse sentido,
observou-se que 0 mesmo detectou 78,6% (22/28) de cdes acometidos enquanto a creatinina
apontou apenas 28,5% (8/28) de ocorréncia de IRA (Tab. 9 e 10). Dados estes em conformidade
com estudos anteriores (Pasa et al., 2008; Sasaki et al., 2014; Shoikath e Patil, 2014; Choi et al.,
2016)

O biomarcador avaliado também se revelou superior na precocidade da detec¢do. Foram
detectados nove, nas primeiras 24, nove em 48 horas e quatro animais com leséo renal aguda em
72 horas de observacdo. Em contrapartida, a creatinina detectou menor nimero e mais
tardiamente, sendo sete casos as 48 horas e um apés 72 horas (Tab.10). Sendo assim a cistatina
C apresentou um comportamento diferenciado e confirma maior impacto clinico quando
mensurada precocemente.  Portanto, sua utilizacdo demonstrou maior precocidade e
sensibilidade para detectar diminui¢fes discreta da TFG e melhor poder discriminatorio na
predicdo de IRA, principalmente quando mensurada na admissdo & UTI. Os dados indicam
também maior acurdcia no monitoramento individual, uma vez que, independentemente do
tempo analisado, resultou em maior nimero de casos detectados (Tab.10 e 11).

Esses dados sdo importantes, pois de acordo com a literatura a cistatina C apresenta alta
especificidade e correlacdo com a TFG. Considerando-se isso, discretas alteragdes devem ser
valorizadas, pois podem representar mudancgas significativas no quadro clinico e exercerem
influéncia no prognostico, da mesma forma que Neri (2007) e Grubb (2011) mencionaram em
seus estudos. A precocidade e a correlagdo entre a concentracdo sérica de cistatina C e TFG
foram demonstradas anteriormente em cées com disfuncéo renal (Jensen et al., 2001; Braun et
al., 2002; Wehner et al., 2008; Miyagawa et al., 2009; Pasa et al., 2009; Didem et al., 2015,).
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Kavitha et al. (2011) ao avaliarem cdes com suspeita de lesdo renal observaram aumento da
cistatina C em 35%, e corroboraram sua superioridade comparada a creatinina, dados
semelhantes foram encontrados por Choi et al. (2016) ao avaliarem cées cardiopatas. Entretanto,
estes estudos fizeram uma avaliacdo pontual deste biomarcador, ndo sendo realizado um
monitoramento longitudinal e em pacientes criticos.

Dado interessante obtido nesse estudo foi o aumento da correlacdo positiva entre o0s
biomarcadores utilizados (Tab. 8). Esta correlacdo é fraca e ndo significativa em animais
saudaveis (r=0,14), mas a medida que se detecta a IRA, torna-se moderada e significativa
(r=0,44; p<0,05). Deve-se considerar também, que a avaliacdo individual dos dados sugere essa
tendéncia (Tab.11). Esses dados corroboram os de Braun et al. (2002), Kavitha et al. (2011) e
Choi et al. (2016).

Neste sentido, observa-se a necessidade de mudar valores diagnésticos da creatinina com a
finalidade de aumentar a sensibilidade deste biomarcador na deteccdo de alteracdes discretas de
funcao renal (Bellomo et al., 2004; Dalton, 2011; IRIS, 2013) ou, na auséncia dessas mudancas,
a cistatina C pode ser utilizada devido ao melhor desempenho evidenciado neste estudo, o qual
facilita a utilizacdo de ag¢Oes preventivas e de tratamento, favorecendo evolugdo e progndstico
dos animais acometidos (Segev et al., 2015). Entretanto, a literatura aponta como restricbes
custo e disponibilidade, que dificultariam sua adocdo na pratica clinica (Krieser et al. 2002;
Alcivar et al., 2010). Contudo, este estudo demonstra que um bom custo beneficio em sua
utilizacdo. O presente experimento utilizou kit comercial (Labtest ®) de facil uso, com leitura
em aparelhos disponiveis na maioria dos laboratoérios de rotina, fornecendo resultados rapidos e
confiaveis.

CONCLUSOES

Nas condi¢des em que este estudo foi conduzido, pode-se concluir que:

A cistatina C aumenta precocemente e indica IRA subclinica, ndo evidenciada pela creatinina
sérica.

A cistatina C foi mais sensivel na deteccdo precoce de IRA em cées instaveis e criticamente
enfermos quando comparada com a creatinina sérica.

A cistatina C € mais eficiente e com maior poder discriminatério, sendo uma opg¢ao promissora
para diagnostico e acompanhamento de cdes acometidos com IRA.
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ARTIGO |11

CISTATINA C E CLASSIFICACAO IRIS: AVANCOS NA AVALIACAO DA
FUNCAO RENAL EM CAES EM CRITICAMENTE ENFERMOS EM UT]

INTRODUCAO

Como complicagdo comum em pacientes hospitalizados, principalmente em unidades de terapia
intensiva, a injuria renal aguda (IRA) apresenta altas taxas de morbidade e mortalidade (Costa et
al., 2003; Nunes et al., 2010; Mehta et al., 2011; Mugford et al., 2013). Segundo Lamieire et al.
(2005) cinco a 20% dos pacientes em UTI apresentam pelo menos um episddio de IRA
associado a faléncia de mdltiplos 6rgdos e sistemas. Existe grande divergéncia sobre sua
prevaléncia em cdes criticamente enfermos. A literatura cita incidéncia de 60% em estudo
avaliando cées com insolacdo (Segev et al., 2015), e de 12 a 14% em cédes com sepse (Kenney et
al., 2010; Thoen e Kerl, 2011; Cortellini et al., 2015). Apesar dos avangos no tratamento de
pacientes em UT]I, a taxa de mortalidade ainda é elevada, variando de 20 a 86% (Hoste et al.,
2006; Kenney et al., 2010; Thoen e Kerl, 2011; Cortellini et al., 2015; Segev et al., 2015).

Neste sentido, apesar de sua importancia, o diagnostico precoce de IRA ainda é um desafio e é
influenciado por fatores como a auséncia de defini¢cdo consensual e uniformizacao do sistema de
classificagdo para cdes acometidos e pelo fato de que, os marcadores utilizados atualmente néo
possibilitam a deteccdo precoce nem a classificam em estagios de gravidade os pacientes que
requerem terapia diferenciada (Bellomo et al., 2004; Lees, 2004; Grauer, 2005; Lunn, 2011;
Martensson et al., 2012; Palm, 2012).

Tradicionalmente o melhor indicador de avaliagdo de funcdo renal é a medida da TFG. Esse
biomarcador avalia a capacidade de filtracdo, a habilidade de excrecdo e relaciona-se
diretamente com o parénquima renal funcional. Contudo, sua mensuragdo envolve técnicas
trabalhosas, e dispendiosas e, por isso, tem sido pouco utilizada na pratica clinica e
principalmente, no cenério da terapia intensiva, onde a funcédo renal tende a alterar rapidamente
(Fleck, 1999; Dessen, 2001; Kampa et al., 2003; Pong, 2005; Kirsztajn, 2007; Linnetz e Graves,
2010; Miyagawa et al., 2010; Lefebvre 2011; Hendy-Willson e Pressler, 2011). Dessa forma, 0s
parametros avaliados sdo as concentracdes séricas de ureia e creatinina, que s&o pouco sensiveis
para deteccdo de reducdo discreta de fungdo renal, uma vez que somente se tornam alterados
ap6s comprometimento de 66 a 75% dos néfrons, além de serem afetados por fatores
extrarrenais. Entretanto, embora a dosagem de creatinina sérica ndo seja o0 marcador ideal para
diagndstico de IRA, acredita-se que variaces subitas desse analito apresentam relacdo direta
com a evolucdo desfavoravel da doenca (Watson et al., 2002; Braun et al., 2003; Lees, 2004,
Bagshaw e Gibney, 2008; Dalton, 2011; Polsin, 2011; Pressler, 2013; Segev et al., 2015).

Como citado anteriormente, ndo ha consenso sobre a definicdo de IRA, em veterinaria. Com
objetivo de uniformizar sua caracterizagdo e diagnostico e também facilitar a avaliacdo e
tratamento de animais com IRA, a Sociedade Internacional de Interesse Renal (IRIS, 2013)
adaptou um esquema para classificar e graduar a severidade de IRA em cdes e gatos, baseados
nos critérios de RIFLE (Risk, Injury, Failure, End stage of renal disease) e AKIN (Acute
Kidney Injury), utilizados em medicina. Este sistema, considerado um instrumento para o
diagndstico precoce e facilitador do manejo de cées, baseia-se em alteragdes discretas da
creatinina sérica e/ou na reducdo do débito urinério, em que o pior valor em relagdo a estes
critérios € utilizado para identificar a disfuncdo renal, além de distinguir cinco estagios de
evolugdo (Quadrol). O principal diferencial desta classificacdo € a inclusdo de pacientes com
menor variacdo basal de creatinina sérica e a introducdo de um periodo de 48 horas para o
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diagndstico de IRA. O objetivo desta classificacdo é padronizar os pardmetros dos estudos e
estratificar a disfuncéo renal, permitindo a identificacdo de graus variaveis de comprometimento
(Bellomo et al., 2004; Mehta et al., 2007; Lee et al., 2011; Segev, 2012; Mugford et al., 2013;
Shoukath e Patil, 2014; Segev et al., 2016). Entretanto, apesar dos beneficios da utilizacdo
destes sistemas de classificagdo os mesmos devem ser utilizados com cautela e flexibilidade em
relacdo ao ponto de corte. Portanto, ndo podem substituir a avaliacdo clinica criteriosa e nem ser
usados como ferramentas Unicas para inferir sobre prognostico (Segev, 2011; Rodrigo et al.,
2016).

Entretanto, os critérios utilizados por estas classificacdes ainda sdo considerados falhos, uma
vez que se baseiam essencialmente na dosagem sérica de creatinina e alteragdo de débito
urinario que detectam anormalidades funcionais de ocorréncia tardia a injaria renal e ndo séo
marcadores de lesdo. Portanto, ndo permitem diagnostico precoce, principalmente na avaliacao
de pacientes criticos. Neste sentido, considera-se que a utilizacdo de outros biomarcadores
poderia aumentar a confiabilidade dos resultados (Bellomo et al., 2004; Coca et al., 2008;
Myagawa et al., 2009; Steinbach et al., 2014; Zhou et al., 2014; Cortellini et al., 2015).

Neste sentido, a busca de um biomarcador ndo invasivo que possa auxiliar na estimativa de
fungdo renal em pacientes criticos e que seja correlacionado com a taxa de filtracdo glomerular
é importante, uma vez que se buscam exames laboratoriais preditivos na identificagcdo precoce
de lesdo renal. Diversas proteinas de baixo peso molecular foram analisadas, com esse objetivo,
dentre as quais a cistatina C se destacou, sendo considerada uma substancia promissora por
alguns autores (Almy et al., 2002; Martini et al., 2003; Pagitz et al., 2007; Nejat et al., 2010;
Grubb, 2011; Shoukath e Patil, 2014; Choi et al., 2016).

A cistatina C é uma proteina catidnica, com peso molecular 13 KDa, composta de 120
aminodcidos, sintetizada de forma constante por todas as células nucleadas, livremente filtrada
pelos glomérulos e catabolizada no tabulo proximal. Sua concentragdo sérica independe de
idade, sexo, dieta, massa muscular e peso corporal (Martins et al., 2003; Grubb, 2011). Estudos
em medicina a tem considerado um biomarcador enddgeno de taxa de filtracdo glomerular,
superior a creatinina sérica (Martinez e Simon, 2003; Magro, 2007; Bagshaw et al., 2008;
Acufa et al., 2009; Gabriel et al., 2011; Foster et al., 2013; Shoukath et al., 2014) e em cées
estudos também evidenciam sua superioridade (Jensen et al., 2001; Braun et al., 2002; Wehner
et al., 2008; Miyagawa et al., 2009; Choi et al., 2016). Porém, alguns os estudos ainda
apresentam resultados controversos e alguns ndo evidenciaram um melhor desempenho desta
proteina (Kresier, 2002; Antagoni et al., 2005; Martin, 2005; Scally et al., 2006; Hartmann et
al., 2007; Medeiros, 2007; Neri, 2007; Alcivar et al., 2010; Waki, 2013; Rodrigues, 2016). Por
iss0, € necessario testd-la em diferentes cendrios clinicos e principalmente em cées em UTI,
onde a dosagem sérica de creatinina apresenta muitas limitagdes (Perinayagam et al., 2006; Lee
et al., 2011; Harrisson et al., 2012; Palm e Davis, 2012; Doi, 2016).

Dessa forma, a hip6tese deste estudo é de que a cistatina C pode representar uma alternativa de
identificaco e intervencdo precoce para restabelecimento da fungdo renal. O presente estudo é
motivado pela falta de consenso quanto a definicdo de IRA, escassez de estudos sobre sua
incidéncia em cées hospitalizados, principalmente em UTI e pelo fato de se utilizar indicadores
bioquimicos pouco sensiveis. Assim tém-se como objetivos: realizar a classificacdo e
acompanhamento da funcdo renal pelo método IRIS (2013) e comparar esse critério com
utilizacdo de cistatina C para diagndstico precoce de disfuncdo renal em cées internados em UTI
do Hospital Veterinario da UFMG, no periodo de janeiro a junho de 2016.
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MATERIAL E METODOS

Utilizou-se 28 cdes de diferentes sexo, idade e raca, admitidos na UTI do Hospital Veterinario
da UFMG, no periodo de janeiro a junho de 2016, que apresentavam valores séricos de
creatinina < 1,6mg/dl, mas com fatores de risco para o desenvolvimento de IRA, descritos na
literatura como estado clinico critico, cujas comorbidades, tais como doencas infecciosas, pds
cirargicos complicados, causas iatrogénica, sepse dentre outras, foram consideradas
predisponentes para o desenvolvimento de IRA (Costa et al., 2003; Stocker e Forrester, 2004;
Metha et al., 2011; Ross, 2011; Mugford et al.,2013; Cortellini et al., 2015).

A idade dos cdes variou de dois a 16 anos (7,9 + 4,14), sendo 12 machos e 16 fémeas, de
diferentes racas e peso entre dois a 40 Kg (12,57 +11,07). Animais azotémicos, ou seja,
creatinina sérica > 1,6mg/dl na admissdo na UTI e aqueles portadores de doenga renal cronica
(DRC) foram excluidos deste trabalho. Também, ndo fizeram parte deste estudo animais que
estavam recebendo doses elevadas de corticosteroides ou terapia com horménios tireoidianos.

Nestes animais foram coletados sangue para analise de creatinina sérica (método enzimatico)
Esse biomarcador foi considerado o “padrdo ouro” para caracterizagdo da fungdo renal normal
(<1,6mg /dl) ou alterada (> 1,6mg/dl) em cées e para orientar a analise do comportamento da
cistatina C sérica. Valores estes estabelecidos de acordo com o critério IRIS (2013).

Para classificacdo dos pacientes de acordo com o Sistema IRIS (2013) (Quadro 1), realizou-se a
monitoracdo diéaria da fungdo renal através dos valores séricos de creatinina os quais foram
acompanhados durante no minimo 48 horas. O primeiro valor de creatinina sérica obtido
guando na entrada do UTI foi considerado valor basal de cada paciente. Para aqueles com mais
de duas medidas durante a hospitalizacdo o valor maximo de creatinina foi utilizado para
calcular as alteracOes de valores. O débito urinario foi mensurado através da monitoracéo diéria,
a partir da urina coletada por sistema fechado, sendo a urina armazenada em coletor.

A cistatina C sérica foi medida utilizando o método imunoturbidimetrico (Cistatina C turbiquest
Plus Labtest®), calibrado com cistatina C canina purificada (Cystatin C Canine E. coli;
RD472009100)*. O valor de referéncia para cistatina C foi obtido ap6s analise de sua
concentragdo sérica em 19 animais clinicamente higidos, sem alteragdes laboratoriais
compativeis com disfuncdo renal (valores séricos de creatinina de 0,5 a 1,6 mg/dl). O intervalo
de referéncia obtido para cistatina C foi de 0,57mg/L a 1,29 mg/L.

Amostras de sangue para determinacdo da concentracdo sérica de creatinina e de cistatina C
séricas foram coletadas através de puncdo na veia jugular externa no momento de admissdo na
UTI — 24 horas e durante 48 a 72 horas, no total de trés coletas para cada animal.

Todas as andlises foram realizadas no aparelho COBAS MIRA PLUS (Roche®) locado no
Laboratério de Patologia Clinica da Escola de Veterinaria da UFMG.

4 BioVendor Researchs and Diagnostic products.
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Quadro 1. Critérios de classificacdo e estadiamento de cdes com disfungdo renal aguda segundo
a Sociedade Internacional de Interesse Renal (IRIS, 2013).

Estagios Creatinina sérica (mg/dl) ConsideracGes
N&o azotémico, historico, clinico, laboratorial
<16 ou imagem com evidencia de IRA, ou aumento
1 progressivo de > 0,3 mg/dl de creatinina em
48 horas ou oliguria (<1 ml/kg/h) ou andria
acima de 6 horas
2 1,7-25 IRA discreta
2.6 -5.0 .
3 IRA moderada a intensa
5,11 -10.0
4 IRA intensa
5 >10 Faléncia renal
RESULTADOS

Dentre os cées avaliados havia 42,9% (12/28) machos e 57,1% (16/28) fémeas. Quanto a idade,
a média foi de 7,9+4,14 anos com variagdo de 2 a 16 anos e peso em média 12,57 £11,07 (dois a
40) kg. N&o houve relacdo entre as caracteristicas individuais (sexo, idade, raga) e o
desenvolvimento de injdria renal aguda (Tab.7 do Artigo II).

Entre os animais admitidos no UTI, as médias de creatinina e cistatina C séricas, nos tempos
avaliados, foram de 1,04+0,65mg/dl e 1,28+0,35mg/L para os analitos avaliados, na ordem.
Observaram-se valores significativamente maiores de cistatina C e correlacdo moderada
(r=0,43) entre esta e a creatinina (Tab.8 do Artigo II).

Durante o periodo de permanéncia na UTI (24, 48 e 72h) as medidas avaliadas apresentaram
valores estatisticamente semelhantes (p>0,05), como apresentado na Tab.12.

Tabela 12. Concentracdes médias e desvios padrdo nos tempos 24, 48 e 72h da creatinina e
cistatina C durante a permanéncia dos caes no UTI do HV-UFMG.

Tempo (h) Creatinina (mg/dl) Cistatina C (mg/L) n
24 0,96+0,37 A 1,21+0,21 Aa 28
48 1,23+0,86 4 1,37+0,49 A 28
72 0,89+0,59 A 1,25+0,26 A 16

* Para letras mailsculas iguais nas colunas e mindsculas iguais nas linhas ndo ha diferenca

O parémetro diagnostico de alteragdes do débito urinério é sua reducdo para valores inferiores a
1,0 ml/kg/h (IRIS, 2013). Débito urinério diminuido foi encontrado em 39,3% (11/28) dos cées
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analisados, destes sete apresentaram reducdo nas primeiras 24 horas e quatro animais em 48
horas de avaliagdo (Tab.13).

Tabela 13. Valores absolutos e percentuais de normalidade e alteracdo do débito urinario dos
cées durante a permanéncia na unidade de terapia intensiva do HV-UFMG

Debito urinério ANIMAIS
Normal* 60,7% (17/28)
Diminuido 39,3% (11/28)

*Débito urinario normal > 1ml /Kg/h (IRIS, 2013).

Os valores séricos individuais de creatinina e de cistatina C, nos diferentes tempos demonstrou
variacdo discreta dos valores séricos da ambos os analitos, ndo houve diferenga significativa,
quando se comparou a média dos trés tempos analisados (Tab. 12). Contudo, a analise dos
valores individuais comparadas ao valor de referéncia demonstrou comportamento diferenciado
e variacao precoce da cistatina C, indicando alteragdo da funcgdo renal. Esse comportamento foi
diferente entre os dois biomarcadores, uma vez que a creatinina somente elevou-se acima dos
valores de referéncia, a partir de 48 horas em sete animais (Tab. 11, Artigo I).

A andlise dos dados individuais demonstrou aumentos de 0,3mg/dl de creatinina sérica em 12
caes (42,8%), indicando IRA. Entretanto, isso foi observado a partir de 48 horas de avaliagao.
Constatou-se também, que o fluxo urinario foi varidvel durante a permanéncia dos animais na
UTI, sendo que 11 animais apresentaram déficit, evidenciando boa capacidade discriminatéria
deste parametro (Tab. 13). Contudo, esses parametros sdo utilizados em conjunto como critério
classificatorio pelo sistema IRIS (2013). Nesse estudo os animais foram classificados em trés
estagios (Tab. 14). Dessa forma, observa-se que 32,1% (9/28) dos animais avaliados ndo
apresentaram lesdo renal e que os 19 restantes, os quais foram diagnosticados com IRA, se
distribuiram respectivamente 57,8% (11/19), 31,5%(6/19) e 10,5% (2/19) nos estagios 1, 2 e 3
respectivamente (Tab. 14).

O percentual de animais acometidos por IRA foi estabelecido a partir dos critérios
classificatorios do sistema IRIS — aumentos de 0,3mg/dl de creatinina sérica em 48 horas ¢/ ou
reducdo de débito urinario, e a concentracdo sérica de cistatina C > 1,29mg/L. Eles detectaram
67,9% (19/28) e 78,6% (22/28), respectivamente (Tab. 15).

Aumento dos valores séricos de cistatina C ocorreram nas primeiras 24 horas enquanto a
creatinina ndo se alterou e, entretanto, houve reducdo de débito urinario em sete animais o que
possibilitou a deteccdo de lesdo renal pelo critério IRIS (2013). Contudo, a elevacao da cistatina
C foi progressiva e associada a piora do estagio de gravidade evidenciado pelo critério IRIS, a
partir das 48 horas (Tab.11 do Artigo II).
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Tabela 14. Estadiamento da IRA pelo critério IRIS (2013) em valores percentuais e absolutos
dos cées durante a permanéncia na UTI do HV-UFMG

Estagios IRIS*
1 Creatinina sérica <1,6mg/dl 57,8% (11/19)

2 Creatinina sérica 1,7- 31,5% (6/19)
2,5mg/dI

3 Creatinina sérica 2,6- 5,0mg/dl  10,5% (2/19)

4 Creatinina sérica 5,1-10 mg/dl  zero

5 Creatinina sérica > 10mg/dl zero

*critério IRIS aumentos de 0,3mg/dl de creatinina sérica em
48 horas ¢/ ou redugdo de débito urinario apresentam IRA.

Tabela 15. Percentual de deteccéo de injuria renal aguda segundo a classificagdo IRIS (2013) e
a concentragéo de cistatina C, em cées durante a permanéncia na UTI do HV-UFMG.

Referéncia IRIS** CISTATINAC
Normal *  32,1% (9/28) 21,4%  (6/28)
Aumentada

0, 0,
(Ra)  O79% (19/28) 786%  (22128)

* Valores de Cistatina C < 1,29 mg/L.

**critério IRIS aumentos de 0,3mg/dl de creatinina sérica
em 48 horas ¢ ou redugdo de débito urindrio apresentam
IRA.

O critério IRIS (2013) foi eficiente para diagnosticar lesdo renal 36,8% (7/19) dos animais no
tempo inicial, enquanto a avaliacdo da cistatina C aponta para injdria renal em 40,9% (9/22) dos
animais. Apos 48 horas, houve azotemia discreta em sete animais juntamente com redugdo de
débito urinario, o que permitiu a classificagdo pelo critério IRIS em quatro deles e a cistatina C
aumentou em nove animais. Finalmente, no tempo de 72h, houve reducéo do nimero de animais
avaliados, por limitagdo de colheita da amostra. Contudo, foram avaliados 16 animais. Neste
tempo, observou-se que o IRIS diagnosticou um animal e a cistatina C quatro animais (Tab. 16).
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Tabela 16. Percentual de detec¢do injaria renal aguda pelo critério IRIS e pela cistatina C sérica
em cdes durante a permanéncia na UTI do HV-UFMG

IRIS ** CISTATINAC
Referéncia NUmeros Ndmeros
% %
absolutos absolutos
Normal * 32,2 (9/28) 21,4 (6/28)
Aumentada
67,9 (19/28) 78,6 (22/28)
(IRA)
24 horas 36,8 (7/19) 40,9 (9/22)
48 horas 57,8 (11/12) 40,9 (9/13)
72 horas 5,2 1 18,2 4

* Valores de Cistatina C < 1,29 mg/L.

**critério IRIS aumentos de 0,3 mgdl de creatinina sérica
em 48 horas ¢ ou reducdo de débito urinario apresentam
IRA.

DISCUSSAO

O modelo experimental foi eficiente e permitiu a observagdo de diferengas do desempenho entre
o0s dois biomarcadores avaliados. Embora o critério IRIS de classificacdo ja tenha sido utilizado
(Segev et al., 2008, 2015 e 2016), a comparacao entre o monitoramento longitudinal da cistatina
C e a creatinina em cdes criticamente enfermos em UTI nédo foi descrito na literatura veterinaria.
Neste estudo, o sistema IRIS (2013), que utiliza 0 aumento sérico da creatinina e/ ou reducao do
débito urinario, foi utilizado para classificar e estagiar a lesdo renal, e foi comparado ao
desempenho de cistatina C, como proposta de biomarcador de diagndstico precoce de IRA em
cdesem UTI.

Lesdo renal aguda pode estar presente em diferentes cenarios clinicos, entretanto, atengdo
especial deve ser dada ao seu desenvolvimento durante hospitalizagdo, quando diversos
procedimentos executados sdo potencialmente lesivos ao rim (Garcia et al., 2005; Armitage e
Tomson, 2007; Santos e Marinho, 2013; Cortelini et al., 2015). Os animais neste estudo tiveram
como diagnéstico primario pos-cirdrgicos complicados (28,6%), piometra (14,2%), cetoacidose
diabética (10,7%), hemoparasitose (10,7%), encefalite (10,7%), intoxicacdo por
antiinfamatorios ndo esteroides (7,1%), discoespondilite (3,6%), leishmaniose (3,6%),
pancreatite (3,6%), doenca periodontal (3,6%) e insuficiéncia cardiaca congestiva (3,6%). Outra
observacdo foi a ocorréncia de complicagGes clinicas importantes durante sua permanéncia na
UTI, como sepse (53,6%) peritonite (33,3%), hipotenséo (33,3%), e hipoxemia (7,4%). Dados
etiologicos estes, em conformidade com a literatura consultada, a qual enfatiza que a IRA na
unidade de terapia intensiva (UTI) € de origem multifatorial, associada a outras comorbidades e
complicacBes (Costa et al., 2003; Kenney et al., 2010; Thoen e Kerl, 2011; Mugford et al.,2013;
Cortellini et al., 2015).
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Neste estudo, constatou-se que apesar de se avaliar pacientes graves, a amostra evoluiu
favoravelmente com elevada taxa de alta 66,7% (1928). A literatura cita que a mortalidade na
UTI é muito variavel, e depende do estdgio de evolucdo da doenca, do tratamento clinico, das
condi¢Oes fisicas dos pacientes, idade avancada, existéncia de comorbidades, e de fatores
relacionados a funcdo renal como azotemia grave e oliguria (Hoste et al., 2006; Kenney et al.,
2010; Harrison et al., 2012; Okamoto et al., 2012; Souza, 2012; Schneider e Bellomo, 2013;
Brown et al., 2015). A baixa mortalidade evidenciada nesse estudo pode estar relacionada a
predominancia de cées jovens adultos, na baixa prevaléncia de animais com azotemia acentuada
e oliguria e também na utilizacéo de tratamento intensivo acarretando melhor resposta clinica e
consequentemente, melhor desfecho.

Apesar do avango no tratamento e na compreensdo da patogénese da IRA, muitos aspectos
geram confuséo e falta de consenso. Esse fato demonstra a necessidade da utilizagdo de sistema
Unico de classificagdo (Bellomo et al., 2004; Kenney et al., 2010; Lee et al., 2011; Cogwill,
2012, Rodrigo et al., 2016). Neste sentido, com objetivo de uniformizar sua caracterizacao,
diagnostico e avaliacdo, além de favorecer o tratamento em veterinaria, a Sociedade
Internacional de Interesse Renal (IRIS, 2013) adaptou um esquema que se baseia ho aumento
sérico da creatinina e ou reducdo do débito urinario para determinar cinco estagios de evolugao
da IRA (Bellomo et al., 2004; Cogwil, 2012; Segev et al., 2016). Este classifica os pacientes em
diferentes graus de disfun¢do renal de acordo com os critérios supracitados. O estagio 1 engloba
animais ndo azotémicos; o segundo estagio com azotemia discreta e 0 restante com azotemia
moderada a grave (Quadro 1).

Os resultados do presente estudo indicam que, assim como na medicina, 0 método IRIS de
classificagdo é uma ferramenta promissora, devido a facilidade de execucéo e por se basear nos
valores séricos de creatinina, marcador mais utilizado, tanto em humanos quanto em veterinaria,
por ser um método disponivel e de baixo custo e também considerar alteracdes de débito
urinario, um método factivel em animais de UTI pois 0s mesmos sempre estdo cateterizados
(Braun et al., 2003; Bellomo et al., 2004; Dalton, 2011; Lee et al., 2011; Segev et al. 2015;
Rodrigo et al., 2016). A utilizacdo deste método diagnosticou leséo renal precocemente quando
comparada ao método tradicional, que utiliza o valor de creatinina sérica acima de referéncia
para a espécie. Vale ressaltar que os valores séricos de referéncia da creatinina ndo permitem
diagndstico de lesdo renal, o que dificulta a utilizagdo de ac¢Bes preventivas e de tratamento,
prejudicando a evolugdo e progndstico dos pacientes (Braun et al., 2003; Alves et al., 2012;
Martensson et al., 2012; Shoukath e Patil, 2014; Segev et al., 2016).

A classificagdao IRIS (Tab.16), refletiu o aumento da creatinina sérica em 42,8% (1228) dos
caes. Este critério utiliza também alteragcbes do fluxo urinario. Neste estudo foi possivel
quantificar adequadamente a producdo urindria uma vez que 0s animais estavam cateterizados.
Houve reducdo deste parametro em 39,3% (1128) (Tab. 13). O débito urinario ¢ considerado
uma medida sensivel para avaliacdo da hemodinamica renal, e suas alteracdes precedem aos
aumentos séricos de creatinina (Martin-Moreno, 2011, Kaul e Ruhela, 2012; Pressler, 2013;
Brown et al., 2015). Considera-se que 0 mesmo deve ser sempre monitorado em pacientes de
alto risco de lesdo renal, pois seu decréscimo indica necessidade de intervencdo imediata
(Grauer, 2005). Embora a utilizacdo do fluxo urinario como medida de funcdo renal seja uma
técnica usual em pacientes de UTI, a lesdo renal nem sempre se manifesta com alteracdes de
fluxo urinario (Geist e Langston, 2011; Martin-Moreno, 2011; McMahon e Waikar, 2013).

Ressalta-se que pacientes acometidos pela IRA, principalmente em fase inicial, podem ou néo
apresentar diminuicdo de volume de diurese, entretanto, a oliguria é forte indicativo de que os
rins estdo comecgando a falhar (Neveu et al., 1996; Costa et al., 2003; Grauer, 2005; Brown et
al., 2015). Neste estudo, o critério fluxo urindrio mostrou-se melhor sensibilidade a
identificacdo dos estagios iniciais de IRA do que a creatinina sérica. Esse fato provavelmente se
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deve a baixa sensibilidade deste analito neste cenario clinico, onde seus valores sdo muito
influenciados por fatores extrarrenais, como administragdo de fluidoterapia intensa e drogas
diuréticas, além de fatores relacionados a diminuicdo de sua produgdo como processos
inflamatérios e desnutricdo, comuns em pacientes criticos (Nguyen e Devarajan, 2004;
Perianayagan et al., 2009; Lefebvre, 2011). Contudo, contrapde a literatura que considera que a
estimativa de fluxo urinario é pouco confiavel em pacientes criticamente enfermos, nos quais
seus valores mudam rapidamente de oligdrico a politrico e, portanto, possui valor preditivo
negativo baixo. Contudo, como demonstrado neste estudo, sua especificidade para denotar
comprometimento da funcéo renal, é elevada quando o debito estd reduzido (Grauer, 2005;
Geist e Langston, 2011; Martin-Moreno, 2011). Este estudo também corrobora estudos
anteriores avaliando a fungéo renal de cdes realizados por Lee et al. (2011) e Harrison et al.
(2012) que consideraram como limitacéo o fato de ndo se poder fazer uma estimativa confiavel
de debito urinario para avalicdo de funcéo renal.

Portanto, os dados deste estudo, reiteram a afirmacdo de Bellomo et al. (2004) e Grauer (2005)
em que a sensibilidade do fluxo urinario para mudangas hemodindmicas renais se mostrou
maior quando utilizado juntamente com outros marcadores bioquimicos. Neste sentido,
confirma que a utilizagdo associada do debito urinério e creatinina sérica, constitui-se em um
diferencial para classificagdo de IRA, conforme determina o critério IRIS (2013). Este estudo
evidenciou, portanto, maior percentual, 67,8% dos animais como portadores de IRA, pela
classificacdo proposta e reforga que aumentos discretos de creatinina sérica estdo associados a
perda significativa de funcdo renal em pacientes de UTI, conforme j& evidenciado em estudos
anteriores (Shoukath e Patil, 2014, Segev et al. 2015).

A prevaléncia de IRA em cées criticamente enfermos demonstrados neste estudo foi alta (67,9%
pelo critério IRIS e 78,6% pela cistatina C) quando comparada aos dados mencionados pela
literatura, que foi de 12,3% (Kenney et al., 2010) e de 14,2% (Thoen e Kerl, 2011). Justifica-se
esta alta prevaléncia, pelo critério utilizado para classificacio e também do perfil
epidemioldgico da populacdo, que se constituiu de animais criticamente enfermos com perfil de
elevada gravidade. Dados semelhantes foram obtidos em estudos humanos (Gomes, 2014;
Shoukath e Patil, 2014; Rodrigo et al., 2016) e em veterinaria (Segev et al., 2015).

Kenney et al. (2010) e Thoen e Kerl (2011) consideraram como critério diagnéstico de IRA,
aumentos de 0,5mg/dl de creatinina sérica e ndo avaliaram o débito urinario. O que demonstra
gue a real incidéncia de IRA varia de acordo com a metodologia utilizada no diagnéstico de
cada estudo, dificultando a comparacdo entre resultados. Dessa forma, torna-se essencial a
padronizacdo do diagndstico de IRA em cdes, bem como, a utilizacdo de biomarcadores de lesdo
renal, a fim de compor um painel que possa diagnosticar em tempo habil e prevenir sua
ocorréncia, possibilitando assim o manejo adequado e evitando a evolugéo para doenga renal
cronica ou Obito (Sodré et al., 2007; Perianayagan et al., 2009; Thoen et al., 2011; Martensson
et al., 2012; Mugford et al., 2013; Steinbach et al., 2014).

Analisando o estadiamento proposto, observou-se que a maioria dos cdes encontravam em
estagio 1 ou seja, animais ndo azotémicos (Tab. 14). Este fato reforca a importancia de ndo se
basear em valores de referéncia de creatinina sérica para diagnéstico de IRA em animais de
UTI, uma vez que, nestes pacientes, 0s determinantes de sua concentracdo, ou seja, producao,
volume de distribuicdo e eliminacdo ndo se encontram em equilibrio, devido as condi¢des
instaveis dos mesmos (Dirkes, 2011; Shoukath e Patil, 2014; Steinbach et al., 2014). Neste
cenario verifica-se que o balanco hidrico positivo, considerado comum na evolugdo de pacientes
criticos, principalmente sépticos e pos-operados nos quais o volume corporal de agua pode
aumentar mais que 10% em 72 horas, 0 que determina menor aumento detectavel da creatinina
sérica na fase de desenvolvimento de IRA. Também a perda muscular e ma nutri¢do associadas
aos pacientes de UTI e a ocorréncia de sepse, reduzem a produgdo de creatinina, com
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consequente superestimacdo da fungdo renal, atrasando ainda mais o diagnostico (Murray et al.,
2008; Perianayagan et al., 2009; Martensson et al., 2012; Rodrigo et al., 2016). Neste estagio,
apesar da inobservancia de elevacdo da concentracdo sérica de creatinina além da referéncia,
considera-se que pequenos aumentos sejam significantes e este conceito seja importante para
este sistema de estadiamento, pois correspondem a grandes perdas da taxa de filtracdo
glomerular, como mencionado pela literatura (Vaidya et al., 2008; Nunes et al., 2010; Segev et
al., 2008; Shoukath e Patil, 2014).

De acordo com Biesen et al. (2006), o estagio 1 de classificacdo é 0 mais importante, uma vez
que um teste positivo alerta sobre a presenca de risco de injuria renal e da importancia do
monitoramento do paciente no momento em que a situagdo € ainda reversivel através da
prevencdo ou intervengdo terapéutica. Animais classificados e tratados, nos estagios 1 e 2,
geralmente recuperam adequada fungdo renal entre dois e cinco dias. Entretanto, o inicio de
terapia substitutiva renal que pode ser empregada em qualquer estagio de disfuncdo (Segev et
al., 2008; IRIS, 2013; Segev et al., 2013 e 2016). Portanto, a validade da classificacdo depende
de o fato da mesma ser capaz de distinguir entre funcdo renal normal e diferentes fases da IRA,
ter critérios faceis de determinar e ter propriedades diagnosticas (Belomo et al., 2004; Murray et
al., 2008).

Azotemia discreta a moderada foi observada nos demais animais a partir de 48 horas de
acompanhamento (Tab.11 do artigo Il e Tab.14). Corroborando assim a literatura, que relata
aumentos nos valores séricos de creatinina s6 ocorrem 48 a 72 ap0s o insulto inicial. Em adi¢do
pode existir disfuncdo renal com alteragdes minimas nos seus valores devido a capacidade de
reserva funcional (Coca et al., 2008; Vaidya et al., 2008, Shoukath e Patil, 2014; Bragato,
2015). Nenhum dos animais acompanhados atingiu os estadios quatro e cinco de classificagdo
durante sua permanéncia na UTI (Tab. 14). Demonstrando mais uma vez, as limitagdes do uso
dos valores de referéncia da creatinina sérica no diagndstico da IRA. Reforcando também, que
terapias direcionadas para injuria renal, devem ser iniciadas ainda que os valores séricos de
creatinina ainda estejam normais (Segev et al., 2015). Contudo, vale ressaltar que, embora a
aplicacdo do intervalo de referéncia para creatinina sérica em cdes ndo seja apropriada e as
alteracOes de seus niveis sejam tardias em relagdo ao comprometimento da funcéo renal, ela é
um bom marcador evolutivo de disfuncdo renal e seu monitoramento longitudinal, em um
individuo, assegura a detecgdo precoce do declinio da TFG e de doenca renal incipiente devido
a sua pequena variagdo bioldgica intraindividual (Lunsden, 1998; Heine e Lefebvre, 2007,
Dalton, 2011). Essa caracteristica é considerada pelo sistema IRIS (2013) em conjunto com
diminuicdo do débito urinario, o que justifica sua maior capacidade de deteccdo da IRA,
também observada neste estudo. Sendo assim, este critério mostrou-se promissor na
identificacdo precoce uma vez que, na rotina clinica, observa-se que este diagnostico, é feito
somente quando os animais apresentam valores de creatinina sérica acima da referéncia e,
portanto, as alteragdes sutis da creatinina e diurese parecem ainda ndo serem encaradas com a
devida importancia. Contudo, a relevancia da classificagdo IRIS é frequentemente questionada e
pouco utilizada, mas sua importancia foi demonstrada neste estudo.

Tradicionalmente, o melhor indicador de avaliagéo de funcéo renal é a medida da TFG (Linnetz
e Graves 2010; Miyagawa et al., 2010; Hendy-Willson e Pressler, 2011; Lefebvre, 2011).
Atualmente, a creatinina sérica € o que apresenta melhor correlagdo com a TFG e,
consequentemente, tem sido rotineiramente usado, embora muitos fatores limitem sua precisao
(Lees, 2004; Parik e Vasan, 2007; Silva e Brune, 2011). Portanto, é necessaria a utilizacdo de
marcadores precoces e mais sensiveis, que detectem pequenas reducdes da TFG e ndo seja
afetado pela idade, sexo e massa muscular. Muitas proteinas de baixo peso molecular vém sendo
propostas como marcadores de TFG, entre elas a cistatina C, que tem se mostrado mais
promissora e potencialmente superior a creatinina (Villa et al., 2005; Magro, 2007; Grubb,
2011; Spahillari et al., 2012; Shoukath e Patil, 2014). Em veterinaria existem poucos estudos
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analisando a utilidade da cistatina C no diagndstico da IRA sendo que, nenhum deles aborda o
cenario de terapia intensiva (Palm et al., 2012; Ghys et al., 2014). Assim, este estudo avaliou o
desempenho da cistatina C em predizer o desenvolvimento de IRA em uma populacdo
selecionada de cdes criticamente enfermos, em UTI, comparando-a a metodologia de
classificacdo IRIS para cdes com IRA.

Diferentemente da creatinina, os valores séricos de cistatina C estavam acima da referéncia
entre a maioria dos animais da UTI. Nesse sentido, observou-se que a mesma detectou 78,6%
(22/28) de cées acometidos enquanto o critério IRIS apontou 67,8% (19/28) de ocorréncia de
IRA (Tab. 15). Esses dados indicam um comportamento diferenciado da cistatina C e sua maior
sensibilidade na identificacdo dos pacientes acometidos com IRA, o que também foi
demonstrado por Shoukath e Patil (2014) ao avaliarem pacientes graves.

Vale ressaltar que ndo houve diferenga significativa entre as medias dos valores de cistatina C
na analise entre os diferentes tempos (24, 48 e 72 horas). Contudo, 0 monitoramento individual
mostrou tendéncia ao aumento dos valores, ja nas 24 horas de observacdo inicial, sugerindo
maior impacto clinico quando mensurada na admissdo na UTI. Neste sentido, 40,9% dos
animais apresentaram valores de cistatina C acima da referéncia quando na entrada no UTI e
apos 48 horas e 18,2% apds 72 horas (Tab.16). Ressalta-se que nenhum dos animais apresentou
valores de creatinina acima da referéncia quando na entrada no UTI, entretanto, o critério IRIS
identificou 36,8 % na avaliacdo inicial dos pacientes, 57,8% ap0s 48 horas e 5,2% em 72 horas.
Cabe salientar, portanto, que o inicio da alteragdo da creatinina ocorreu 24 horas ap6s aumento
da cistatina C, evidenciando assim o comportamento diferenciado deste biomarcador,
demonstrado precocidade e sensibilidade para detectar diminuigdes discretas da TFG. Pode-se
dizer que a cistatina C apresenta carater discriminatorio melhor para predizer IRA,
principalmente quando mensurada na admissdo da UTI, além de aumentar a acuracia conforme
aumento do grau de lesdo, conforme apresentado neste estudo onde todos os cées classificados
pelo critério IRIS em estagios dois e 3, também apresentaram aumentos de cistatina C (Tab. 11
do artigo I1). Ressalta-se que considerada a especificidade descrita para este marcador, discretas
alteracbes devem ser valorizadas, pois podem representar mudancas significativas no quadro
clinico e exercerem influéncia no prognostico (Neri, 2007; Grubb, 2011). Correlacéo negativa e
significativa entre a concentragdo sérica de cistatina C e TFG também foi demonstrada em
estudos anteriores em cdes com doenga renal crénica (Hartmann, 2007; Wehner et al., 2008;
Miyagawa et al., 2009), bem como sua precocidade na avaliagdo da funcéo renal (Jensen et al.,
2001; Braun et al., 2002; Miyagawa et al., 2009; Pasa et al., 2009; Didem et al., 2015; Choi et
al., 2016). Kavitha et al. (2011) ao avaliarem 60 cdes com suspeita de lesdo renal observaram
35% com aumento de cistatina C sérica. Portanto, considerando que a medida da TFG é uma
técnica trabalhosa e com baixa acuracia em pacientes criticos, ressalta-se a importancia da
utilizacdo de um marcador mais apropriado e de facil mensuracdo (Dessen, 2001; Pong et al.,
2005; Langston, 2009; Miyagawa et al., 2009; Hendy-Wilson e Pressler, 2011). Embora haja
poucos estudos que avaliaram a incidéncia de IRA em animais em UTI segundo esses critérios,
os dados desse estudo corroboram os da literatura, a qual indica alta incidéncia de lesdo renal
aguda, com taxa variando entre 30 a 60% dos pacientes sob cuidados criticos (Lunn, 2011;
Gomes, 2014; Shoukath e Patil, 2014; Cortelini et al., 2015; Segev et al., 2016).

Neste contexto, observou-se que o tempo minimo necessario para diagnostico de IRA utilizando
o critério IRIS foi de 24 horas, além da necessidade de uma monitoracao continua da creatinina
sérica e debito urinario durante este periodo enquanto a dosagem Unica de cistatina C na
admisséo da UTI é suficiente. Logo, o bom desempenho da cistatina C e sua correspondéncia
com estéadios de disfuncdo renal, evidenciados pelo critério IRIS, reforcam nesse estudo, sua
sensibilidade e especificidade na deteccdo de leséo renal em cées criticamente enfermos.
Entretanto, a despeito do seu bom desempenho numérico, a auséncia de referéncia de
normalidade consensual dificulta a comparacao deste com outros estudos ja divulgados.
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Nesse aspecto, observou-se correlagdo positiva e moderada entre os niveis de cistatina C e
creatinina sérica durante a permanéncia na UTI (r=0,44). Possivelmente devido a baixa
sensibilidade da creatinina sérica na avaliagdo de graus discretos de perda de funcéo renal, pois
a mesma sé se encontra alterada ap6s perda de 60 a 75% da funcéo renal (Brown et al., 2007;
Heine e Lefebvre, 2007). Aumentos precoces, porém, discretos de cistatina C podem indicar
falha renal ndo evidenciada pela creatinina sérica, isso sugere que na auséncia de mudancas
diagnosticas da creatinina, a cistatina C pode detectar provavel IRA subclinica. Neste sentido,
reforca-se a necessidade de mudanga dos valores diagndsticos da creatinina no sentido de se
aumentar sua sensibilidade para deteccdo de alteracOes discretas de funcdo renal, tal como
sugerido por Bellomo et al. (2004) e IRIS (2013). Este estudo confirma que terapias
direcionadas a protecdo renal, devem ser iniciadas imediatamente, mesmo se os valores de
creatinina estiverem dentro do intervalo de referéncia conforme também evidenciado por Segev
et al., 2015.

Deste modo, este estudo contribuiu para salientar a importancia do consenso sobre a definicao
de IRA em cdes, pois esta padronizacdo pode homogeneizar condutas, permitir comparacao
entre os estudos e propiciar intervencgdes terapéuticas mais apropriadas assegurando as chances
de controle desta sindrome, antes de sua manifestacdo e até mesmo evolucdo para estadios mais
avancados onde o prognoéstico € pior. Além disso, a cistatina C demonstrou ser o melhor
biomarcador dentre os aqui avaliados, sendo uma ferramenta diagndstica promissora.

Entretanto, restricdes como custo e disponibilidade dificultam sua adog¢do na prética clinica,
contudo, o desenvolvimento de métodos automatizados pode reduzir os custos de analise. Esses
fatos enfatizam a necessidade de se conhecer suas limitacBGes, para que seja solicitada em
situacBes em que sua utilidade ja tenha sido evidenciada e que apresentem custo beneficio de
sua utilizacdo (Krieser et al. 2002; Alcivar et al., 2010; Gabriel et al., 2010; Grubb, 2011).
Embora seu uso na prética clinica dependa de estudos adicionais, a cistatina C possui
caracteristicas que facilitam sua utilizacdo, como o fato de poder ser realizada pelo método
imunoturbidimétrico, técnica rapida e de fécil execucdo e seu bom desempenho observado neste
estudo confirma o custo-beneficio de sua utilizacéo.

Este trabalho contribuiu para fundamentar novas propostas de diagnéstico de IRA em cédes em
UTI e também para reducéo da lacuna hoje existente na literatura sobre este assunto no Brasil.

CONCLUSOES

Nas condigdes em que este estudo foi realizado, pode-se concluir que:

A incidéncia de IRA ¢ de 67,9 % baseado no critério IRIS e de 78,6% baseada na cistatina C,
nos pacientes criticamente enfermos internados na UTI do Hospital Veterinario da EV-UFMG.

A aplicacdo do intervalo de referéncia para creatinina sérica isoladamente, na avaliacdo de IRA
em cdes criticamente enfermos ndo é apropriada.

O monitoramento longitudinal em um individuo através da mensuragdo da creatinina sérica e do
débito urinario assegura a deteccao precoce do declinio da TFG e de disfungdo renal incipiente.

O critério IRIS mostrou-se eficiente para classificar cdes com diferentes estagios de funcéo
renal internados em UTI.

A dosagem de cistatina C sérica imediatamente na admissdo a UTI, mostrou-se superior na
identificacdo precoce dos pacientes com IRA quando comparada a classificacdo IRIS e a
creatinina sérica em cdes criticamente enfermos.
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ARTIGO IV

CONTRIBUICAO DA ULTRASSONOGRAFIA NO DIAGNOSTICO DE
INJURIA RENAL AGUDA EM CAES EM UTI

INTRODUCAO

Atualmente a ultrassonografia é parte integrante da avaliacdo do paciente com suspeita de
disfuncéo renal e ja se tornou um procedimento de rotina em medicina veterindria, constituindo
um dos primeiros exames de imagem executados para analisar os rins (Nyland et al., 2005,
Halasc Vac, 2014; O’Neill, 2014; Pennick e D’Anjou, 2015). Vérios estudos mostram a
acurécia da ultrassonografia em acessar alteracfes renais com boa sensibilidade apesar de sua
baixa especificidade (Riccabona, 2006, Santos et al., 2012; Bragato, 2015; Vinayaka et al.,
2016). Este exame pode ser utilizado na detec¢éo, caracterizacdo e acompanhamento de diversas
alteracdes renais agudas ou crbnicas, sendo considerada a modalidade de exame de imagem de
escolha na emergéncia como método auxiliar de diagnostico no paciente critico e naqueles com
suspeita de nefropatias obstrutivas (Byrne e Hwang, 2011; Thompson e Bhatt, 2014). Esta
técnica possui vantagens em relagdo a outras modalidades de exame de imagem por fornecer
detalhes sobre o parénquima, acessar possiveis alteracdes extrarrenais, poder ser realizada a
beira do leito sem necessidade de mover o paciente para outro local, ndo ser invasiva, rapida,
baixo custo, ndo necessitar de contraste e poder ser repetida sem acarretar danos ao paciente.
Possui como desvantagens a dificuldade de visibilizagdo adequada dos rins em pacientes
agitados, obesos e com grande quantidade de gases intestinais, ser operador dependente e de ndo
inferir sobre a funcdo renal (Quaia e Bertolotto, 2002; Noble e Brown, 2004; Byrne e Hwang,
2011; Halasc Vac, 2014). Em pacientes criticamente enfermos, o exame ultrassonogréfico
fornece informagdes que podem auxiliar no diagndstico e tratamento uma vez que nestes
pacientes existe a necessidade de exames rapidos que auxiliem na conduta clinica dos mesmos,
uma vez que a instabilidade hemodindmica e a urgéncia por condutas réapidas dificultam uma
avaliagdo clinica adequada (Sivit, 2005; Amber et al., 2013; Faubel et al., 2014; Segev et al.,
2016).

O objetivo deste trabalho é caracterizar as principais alteragdes ultrassonograficas renais e
correlaciona-las com os diferentes estagios de disfungdo renal estabelecido através do critério
IRIS (2013) e do biomarcador cistatina C, em cées criticamente enfermos internados em
Unidade de Terapia Intensiva (UTI) do Hospital Veterinario da UFMG, no periodo de janeiro a
junho de 2016.

MATERIAL E METODOS

Utilizaram-se 28 cées de diferentes ragas, sexo e idade admitidos na UTI do hospital VVeterinario
da UFMG, no periodo de janeiro a junho de 2016, os quais apresentavam valores séricos de
creatinina < 1,6mg/dl e fatores de risco para o desenvolvimento de IRA. Animais azotémicos,
creatinina sérica > 1,6mg/dl ou portadores de doenca renal cronica (DRC) na admissdo na UTI
foram excluidos deste trabalho.

Realizou-se a monitoracédo diaria da fungdo renal através do débito urinério e dos valores séricos
de creatinina e de cistatina C, os quais foram acompanhados por 72 horas. O primeiro valor
obtido quando na entrada do UTI foi considerado valor basal de cada paciente.
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A cistatina C sérica foi medida utilizando o método imunoturbidimetrico (Cistatina C turbiquest
Plus Labtest®), calibrado com cistatina C canina purificada (Cystatin C Canine E. coli;
RD472009100)°.

O valor de referéncia para cistatina C foi obtido ap6s analise de sua concentracdo sérica em 19
animais clinicamente saudaveis, sem alteracdes laboratoriais compativeis com disfuncéo renal
(valores séricos de creatinina de 0,5 a 1,6mg/dl), os valores de referéncia obtidos foram de 0,57
mg/L a 1,29 mg/L de cistatina c sérica.

Amostras sanguineas para determinacdo da concentracdo de creatinina e de cistatina C séricas
foram coletadas no momento de admissdo no CTI — 24 horas e durante 48 a 72 horas.

Todas as analises foram realizadas no aparelho COBAS MIRA PLUS (Roche®) locado no
Laboratério de Patologia Clinica do HV/UFMG.

Os exames ultrassonograficos renais foram realizados, diariamente por um periodo de 72 horas,
pelo mesmo examinador, utilizando-se o aparelno ESAOTE MY LAB 40. A técnica adotada
para avaliacdo ultrassonografica renal foi descrita por Nyland et al., 2005 e Pennick e D’ Anjou,
2015). Nos rins foram avaliados tamanho (normal, aumentado, diminuido), contorno renal
(regular, irregular), ecogenicidade cortical (normal, aumentada, diminuida), espessura cortical
(normal, aumentada, diminuida) e definicdo e relagdo corticomedular (normal, diminuida,
ausente).

As alteracBes ultrassonogréficas renais observadas foram descritas e correlacionadas aos
diferentes estagios de IRA classificados pelo critério IRIS (2013) e pelo biomarcador cistatina C
sérica.

RESULTADOS

Dentre os cées avaliados havia 42,9% (12/28) machos e 57,1% (16/28) fémeas. Quanto a idade,
a média foi de 7,9+4,14 anos com variacdo de 2 a 16 anos e peso em média 12,57 +11,07 (2 e
40) kg. Nao houve relacdo entre as caracteristicas individuais (sexo, idade, raca) e o
desenvolvimento de injdria renal aguda.

Também ndo foram observadas correlacGes significativas entre idade, sexo e peso e presenca de
alteracOes ultrassonograficas (p>0,05). Entretanto, houve uma correlagdo fraca (r=0,25), porém
significativa (p=0,03) entre a presenca de alteragdes ultrassonogréaficas e os valores séricos de
creatinina e de cistatina C.

Os animais avaliados compreenderam cdes nao azotémicos (creatinina sérica <1,6 mg/dl)
quando na entrada do UTI e com injaria renal definida pelo aumento progressivo da
concentracdo sérica de creatinina, superior a 0,3 mg/dl, durante 48 horas de acompanhamento e/
ou reducdo do debito urinario, os quais foram divididos em estadgios de acordo com a
classificagdo IRIS (2013) (Quadro 1 doa artigo 3).

De acordo com o Sistema IRIS 67,8% (1928) dos caes era portador de IRA. Desses, 57,9%
foram classificados em estagio | (ndo azotémicos), azotemia leve foi observada em 31,5% e
classificados em estéagio 2 e 10,5% com azotemia moderada em estagio 3 e nenhum dos animais
acompanhados atingiu os estadios 4 durante a permanéncia na UTI (Tab.17).

A concentracdo média de cistatina C sérica dos cdes durante a permanéncia na UTI foi de
1,28+0,35mg/L. Como critério de detec¢do da IRA, utilizou-se o valor de 1,29 mg/L para corte
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O critério IRIS (2013) detectou leséo renal em 19 animais, dos quais 14 apresentaram alteracfes
ultrassonogréficas. Considerando a esta classificacdo, pode-se observar que dos 11 animais do
primeiro estagio oito apresentaram alteragOes estruturais evidenciadas pelo ultrassom. Entre os
seis animais do estagio dois, cinco apresentaram ultrassom alterado e metade dos animais do
estagio 3 apresentaram alteracfes. Dentre os animais que ndo apresentaram IRA (9/28) seis
apresentaram alteragdes ultrassonogréaficas renais (Tab. 17).

Analisando o desempenho do ultrassom comparado ao da cistatina C, observou-se que dentre os
22 animais com aumento deste analito, 17 apresentaram alteracBes estruturais
ultrassonogréficas. Sendo que essas alteracdes foram evidenciadas em oito animais detectados
nas primeiras 24 horas, em seis animais dos nove com aumento de cistatina C apds 48 e em dois
animais detectados ap6s 72 horas (Tab.18).

Tabela 17. Percentual de deteccdo de injuria renal aguda pelo critério IRIS e pelas alteracBes
ultrassonogréficas em cédes durante a permanéncia na unidade de terapia intensiva do HV-
UFMG

- ALTERACOES
Referéncia ULTRASSONOGRAFICAS
0
% abslt\)lluto Presenca Auséncia
Normal 32,2  (9/28) (6/9) (3/9)

IRA 67,8 (19/28) (14/19) (5/19)
Estagiol 57,8 (11/19) (8/11) (3/11)
Estagio2 31,5 (6/19) (5/6) (1/6)
Estagio3 10,5 (2/19) (1/2) (1/2)

*Critério IRIS: aumento de 0,3mg/ dl de creatinina séricas em
48 horas e/ ou reducdo de débito urinario apresentam IRA.

Neste estudo nove animais apresentaram rins normais ao exame ultrassonografico. Nestas
avaliagBes observou-se eco textura homogénea e cortex renal hipoecoica em relacdo ao bago,
contorno regular e manutengdo da relacéo e definigdo corticomedular. Entre os 19 animais com
alteracOes estruturais, a hiperecogenicidade caracterizou-se pelo aumento da ecogenicidade
cortical renal em relacdo ao bago ou figado. Aumento da espessura cortical refere-se ao aumento
da relacdo entre as duas regiGes, cortical e medular. Alteracdo de tamanho foi determinada a
partir de exames ultrassonograficos seriados, os quais foram realizados a cada 24 horas. Sinal
medular reflete a observacdo de linha hiperecogénica na transicdo cortico medular. A
hipoecogenicidade apesar de ser considerada de dificil detec¢do, pois ndo hd um pardmetro de
comparagdo com outros 6rgdos, como no aumento da ecogenicidade, também foi observada
(Nyland et al., 2005; Pennick ¢ D’ Anjou, 2015) (Tab. 19).
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Tabela 18. Percentual de deteccdo de injuria renal aguda pela cistatina C e alteracdes
ultrassonogréficas em cédes durante a permanéncia na unidade de terapia intensiva do HV-
UFMG

CISTATINA ALTERACOES
C ULTRASSONOGRAFICAS
Referéncia
N P Auséncia
absoluto resenca u
Normal * 21,4 (6\28) (2\6) (4\6)
IRA** 78,6  (22\28) (17\22) (5\22)
24 horas (9\22) (8\17) (1\17)
40,9
48 horas 40,9 (9\13) (6\9) (3\9)
72 horas 18,2  (4/4) (2\3) (1\3)

* Normal: Cistatina C < 1,29 mg/L; ** IRA: cistatina C >1,29

As caracteristicas ultrassonograficas renais observadas variaram entre os animais e foram
hiperecogenicidade, aumento de espessura cortical, alteracdo de tamanho, sinal medular,
reducdo da definicdo corticomedular e hipoecogenicidade cortical. Sendo que os valores
percentuais foram na ordem 89,5%, 23,5%, 17,6%, 17,6%, 11,8% e 10,5% (Tab. 19).

Tabela 19. Percentual de detecgdo de injUria renal aguda pelas alteragdes ultrassonogréficas em
cdes durante a permanéncia na UTI do HV-UFMG.

. 3 Valores percentuais (%) e
ALTERACOES ULTRASSONOGRAFICAS (n=19)

absolutos

Hipoecogenicidade cortical 10,5 (2/19)
Hiperecogenicidade cortical 89,5 (17/19)
Hiperecogenicidade 29,4 (5/17)

Aumento da espessura cortical + Hiperecogenicidade 23,5 (4/17)
Alteracéo de tamanho + Hiperecogenicidade 17,6 (3/17)

Sinal medular + Hiperecogenicidade 17,6 (3/17)

Reducdo da definicdo cortico medular + Hiperecogenicidade 11,8 (2/17)
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DISCUSSAO

Atualmente, a ultrassonografia é um procedimento de rotina em medicina veterinéria,
especialmente na avaliagdo do paciente com suspeita de disfungdo renal (Pennick e D’Anjou,
2015). Em pacientes criticamente enfermos é necessario a utilizacdo de exames rapidos que
auxiliem no diagnostico e conduta clinica dos mesmos, uma vez que a instabilidade
hemodinamica e a urgéncia por condutas rapidas dificultam uma avaliacdo clinica adequada,
sendo a ultrassonografia uma ferramenta promissora para este fim (Sivit, 2005; Byrne e Hwang,
2011; Amber et al., 2013; Faubel et al., 2014; Segev et al., 2016).

As comparac@es entre presenca de alteracdes ultrassonograficas o Sistema IRIS e a cistatina C,
sugerem boa sensibilidade da ultrassonografia, apesar, da baixa especificidade ja citada pela
literatura (Nyland et al., 2005; Riccabona, 2006; Keyserling et al., 2103). Como demonstrado
por Quaia e Bertolotto (2002) que consideraram que a mesma possui 62 a 77% de sensibilidade
e 58 a 73% de especificidade, além de valor preditivo positivo de 92% para deteccdo de
alteracfes microscopicas no parénquima.

Neste estudo, observou-se que dentre os animais classificados pelos critérios supracitados,
alguns apresentaram ultrassonografia normal (Tab. 17 e 18). Essa contradicdo aparente pode ser
justificada uma vez que em estagios iniciais da disfuncdo renal, muitos pacientes apresentam
rins normais ao ultrassom, entretanto, ap6s a progressdo da leséo, alteraces se manifestardo
(Sivit, 2006; Licurse et al.,, 2010; Siddappa et al., 2013). Estima-se que alteracGes
ultrassonogréficas renais ocorram em aproximadamente 10% dos pacientes com IRA (Rivera,
2014). Entretanto Amber, et al., (2013) observaram alteragdes em 38% dos pacientes. Ja
Bragatto (2015) observou que a maioria dos animais tratados com gentamicina apresentaram
alteragdes ultrassonogréficas.

Dentre os 28 pacientes avaliados na UTI apenas um animal apresentou alteracdo somente ao
exame ultrassonogréfico. Este achado ndo pdde ser correlacionado a presenca de leséo renal
dentre os marcadores utilizados, permanecendo assim, a possibilidade de que esta alteracdo
possa estad relacionada aquelas descritas em animais idosos sem doenca renal (Seoane, 2010;
Pennick e D’ Anjou, 2015) indicando neste caso, a necessidade de uma avaliagdo mais criteriosa.

A maioria dos animais deste estudo foi classificada no estagio 1 de IRA pelo o critério IRIS
(2013) durante sua permanéncia na UT]I, ou seja, 0s valores séricos de creatinina estavam abaixo
da referéncia (Tab. 15 do Artigolll). Esses dados corroboram outros relatos da literatura a qual
demonstra que a maioria dos cées criticos, com diagnostico de IRA, encontrava-se nos estagios
iniciais de lesdo renal (Kenney et al., 2010; Thoen e Kerl, 2011; Segev et al, 2015). Nesse
estudo, a cistatina C foi mais eficiente e precoce no diagndstico do que o critério IRIS. Estes
achados enfatizam as dificuldades de diagndstico precoce de IRA em animais criticamente
enfermos, uma vez que estes biomarcadores, cistatina C e critério IRIS, ndo estdo disponiveis na
rotina clinica, o que também sinaliza a necessidade de uso de biomarcadores mais acessiveis
(Coca et al., 2008, Endre e Westhuyzen, 2008; Bennet e Devarajan, 2011). E também
demonstram que terapias direcionadas para disfungdo renal devem ser iniciadas imediatamente,
mesmo se a creatinina sérica estiver dentro do intervalo de referéncia, conforme relatam Segev
et al. (2015).

Neste sentido, a prevaléncia de animais em estadio iniciais de disfuncéo renal evidenciada pelo
critério IRIS, enfatiza a necessidade de utilizacdo de outras modalidades de diagndstico, com a
finalidade de auxiliar o clinico a reconhecer mais precocemente 0s pacientes acometidos. Deve-
se considerar ainda, que o Sistema IRIS (2013) ndo é o critério de rotina para classificacdo de
IRA, uma vez que é utilizado apenas por nefrologistas, reforcando, portanto, a utilizagdo da
ultrassonografia como método complementar em pacientes de risco, por sua maior
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disponibilidade e rapidez. Esse dado ¢ demonstrado nos animais do “estagio 1, nos quais os
valores de creatinina estdo dentro dos limites de referéncia. Neste grupo havia onze animais, dos
quais oito apresentaram alteracfes ultrassonogréficas, reforcando mais uma vez a sensibilidade
deste exame para evidenciar presenca de lesdo renal, conforme também demonstrado por
Bragato (2015). Neste estudo, em relacdo aos animais em estdgios mais avancados de
classificacdo (estagios 2 e 3), nos quais a azotemia ja estava estabelecida e aumentou
proporcionalmente com a gravidade da lesdo, o exame ultrassonografico apresentou correlacéo
significativa com os estagios de IRA, corroborando a literatura a qual considera que a
sensibilidade da técnica aumenta com a gravidade da lesdo renal podendo chegar a 93% em
graus mais acentuados (Thompson e Bhatt, 2014; Licurse et al., 2016). A ultrassonografia
também acrescenta informacBes acerca da provavel etiologia, progndstico e evolucdo do
tratamento através de exames seriados (Yang et al, 2001; Carvalho et al., 2010; Choi et al.,
2010).

Neste estudo, ao comparar a presenca de alteracdo ultrassonogréafica com critério IRIS a
avaliacdo ultrassonogréfica foi apresentou boa sensibilidade, (Tab.17), uma vez que detectou
lesdo renal em seis animais inicialmente classificados como “normais” pelo sistema IRIS
(2013). Entretanto, cinco destes animais apresentaram elevacéo dos niveis séricos de cistatina C,
um biomarcador com maior correlacdo com a TFG (Grubb, 2011), o qual confirma a presenca
de lesdo renal, ndo evidenciada pelo critério IRIS. Portanto, neste estudo, o ultrassom revelou-se
um método eficiente e sensivel na detecgdo precoce de IRA em pacientes criticos.

A ultrassonografia também apresentou boa sensibilidade quando se comparou com biomarcador
cistatina C (Tab. 18). Entretanto, dentre os seis animais classificados como “normais”, dois
apresentaram alteracdes ao ultrassom, sendo que um destes foi classificado em estagiol pelo
critério IRIS, justificando assim a presenca da alteracdo evidenciada pelo ultrassom. Vale
ressaltar, que a cistatina C, foi um marcador precoce que o critério IRIS, detectando IRA em
nove animais nas primeiras 24 horas ap6s admissdao no UTI, sendo que oito apresentaram
alteracBes ultrassonograficas. Segundo a literatura, a ultrassonografia possui valor preditivo
positivo de 67% para deteccdo de lesdo renal, além de estar associada a processos inflamatérios
confirmados pela analise histolégica (Araujo et al., 2010; Carvalho et al., 2010; Garreballah et
al., 2015).

Os dados deste estudo demonstram que alteracOes ultrassonograficas refletem a gravidade das
anormalidades funcionais renais e, portanto, a percep¢do de que a ultrassonografia auxilia na
avaliagdo da funcgdo renal, deve ser considerada (Page et al., 1994; Beland et al., 2010; Carvalho
et al., 2010; Licurse et al., 2010; Vinayaka et al., 2016).

Apesar da elevada sensibilidade da avaliacdo ultrassonografica, evidenciada neste estudo, o
desempenho de um biomarcador deve analisar também sua especificidade, neste sentido, este
método ndo foi capaz de distinguir patologias especificas, tornando necessaria a avaliacdo
histologica para diagnostico definitivo. Logo, esta técnica apresenta baixa especificidade,
embora seja importante para direcionamento da coleta de material histolégico (Nyland et al.,
2005; Keyserling et al., 2103; O’Neill, 2014). Entretanto, este estudo evidenciou que apesar de
pouco especifica, sua importancia ndo deve ser questionada, pois € a técnica mais disponivel e
segura para avaliar pacientes com IRA e principalmente aqueles criticamente enfermos, a qual
pode ser realizada a beira do leito (Araujo et al., 2010; Byrne e Hwang, 2010; Carvalho et al.,
2010; Vinayaka et al., 2016). Portanto, mesmo que o diagnéstico especifico ndo seja alcancado
pelo método, este propicia informagdes suficientes para direcionar procedimentos futuros (Silva
et al., 2008; Carvalho et al., 2010; Halasc Vac, 2014; Kristoffer et al., 2016).

Diferentes alteracOes ultrassonogréficas foram evidenciadas neste estudo (Tab.19 e Fig.14).
Dentre as alteragcGes morfologicas avaliadas, houve prevaléncia da hiperecogenicidade cortical
(Fig.14 A). Esta é descrita como a alteracdo mais frequentemente encontrada em animais e
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humanos com disfuncdo renal aguda ou cronica, contudo n&o é especifica, pois se correlaciona a
diversas patologias como glomerulonefrite, necrose tubular aguda, nefrocalcionose, dentre
outras. A literatura considera que nos casos de IRA, a hiperecogenicidade se deve a presenca de
infiltrado inflamatdrio, proteinas, cilindros e célcio, e esta diretamente relacionada a presenca de
alterac@es intersticiais e perda de funcédo renal (Halloway e O Brien, 2007; Bokhari et al., 2012;
Thompson ¢ Bhatt, 2014; Pennick e D’Anjou, 2015; Garreballah et al., 2015; Schmidt, 2015).
Correlagdo entre a hiperecogenicidade cortical, anormalidades histoldgicas e aumentos de
creatinina sérica foram relatadas em estudos anteriores, sugerindo que pacientes de alto risco
podem ser identificados como portadores de lesdo renal, através da alteragdo (Araujo et al.,
2010; Carvalho et al., 2010; Bragato, 2015; Vinayaka et al., 2016). Portanto, devido a sua alta
prevaléncia a hiperecogenicidade cortical pode representar um sinal sentinela de disfuncéo
renal, naqueles animais com valores séricos de creatinina dentro da normalidade (<1,6mg/dl), se
0Ss mesmos possuirem fatores de risco para o desenvolvimento de disfuncdo renal, como
observado neste estudo com animais do estdgio 1 de classificacdo IRIS e aqueles detectados
precocemente pelo biomarcador cistatina C, ressaltando mais uma vez, que estas metodologias
ndo sdo ainda utilizadas na rotina clinica. Nestes pacientes, a presenca de cortex hiperecoica a
ultrassonografia, confirmou a ocorréncia de alteragdes intersticiais em fase inicial, evidenciada
pelos critérios utilizados e anteriores aos aumentos séricos de creatinina.

Dentre os animais em estagios 2 e 3 de IRA, classificados pelo critério IRIS, a presenca de rins
hiperecoicos se correlacionou as elevagcdes de creatinina sérica ¢ ou de cistatina C.
Corroborando assim estudos anteriores, a qual considera que a hiperecogenicidade possui
elevada especificidade e valor preditivo positivo para presenca de doencas renais (Faubel et al.,
2014) e também que avaliacBes ultrassonogréficas foram capazes de detectar lesdo renal antes
dos exames laboratoriais de rotina se tornarem alterados (Mirjana et al., 2001; Bragato, 2015;
Vinayaka et al., 2016).

Outra alteracdo ultrassonografica renal evidenciada neste estudo foi a hipoecogenicidade
cortical, que ocorreu em dois animais, 0s quais estavam em estagio 1 de classificacdo IRIS e
ambos com cistatina C elevada (Tab.19; Fig.14B)). Esse achado, de acordo com a literatura
reflete a presenca de edema intersticial, processos inflamatérios graves ou de isquemia e
acomete principalmente pacientes com sepse (D Anjou, 2008; Faubel et al., 2014).

Neste estudo, evidenciou-se a dificuldade de caracterizagdo precisa do tamanho renal, uma vez
gue esta variavel esta sujeita a maior imprecisdo técnica devido ao grande intervalo de
referéncia proposto pela literatura veterinaria, além de ser influenciada pelo peso, raga e
conformacéo corporal do animal. Esses fatores limitam sua aplicagdo na pratica clinica (Nyland
et al., 2005; D’Anjou e Pennick, 2015). Deve-se considerar que a avaliagdo do tamanho renal
nos pacientes com IRA tem valor limitado, devido ao desconhecimento do tamanho renal
normal para aquele individuo. Portanto, a avaliacdo renal seriada é essencial para detectar
aumentos discretos de tamanho além de servir como indicador prognodstico (O’Neill, 2014,
Bragato, 2015, Pennink e D’Anjou, 2015). Neste estudo, dentre os animais com renomegalia,
ndo houve aumento de tamanho renal superior aos valores de referéncia propostos pela literatura
(Barr et al., 1990). Além disso, visando aumentar a confiabilidade das medidas renais, obteve-se
a média, a partir de trés mensuracfes longitudinais renais, as quais se tornaram referéncia
individual, da mesma forma que sugerem alguns trabalhos (Santos et al., 2012; Bragato, 2015).
Para o diagnostico de renomegalia, considerou-se a variacdo do tamanho em comparagdo com o
valor inicial obtido, como sugerido pela literatura (Yang et al., 2001; Hechte e Henry, 2011;
Bragato, 2015). A renomegalia foi observada em apenas trés animais deste estudo, frequéncia
estd menor do que a relatada pela literatura, e pode ser justificada pelas limitagBes citadas
anteriormente e pela fase aguda e inicial do processo inflamatério, quando os rins podem ter
tamanho normal (Vourganti et al., 2006; O’Neill,2014; Rivera, 2014). Contudo, os cdes com
renomegalia foram classificados nos estagios 1 ou 2 pelo critério IRIS e também apresentaram
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elevacdo de cistatina C sérica, justificando assim uma associacdo entre esta alteracdo e a
presenca de lesdo renal, fato esse também observado por Bragato (2015) ao avaliar cdes com
injuria nefrotoxica. AlteragBes de tamanho renal, como renomegalia, s&o consideradas comuns
em pacientes com IRA, geralmente decorrente da presenga de edema intersticial, inflamacéo e
congestdo renal (Vourganti et al., 2006; Carvalho et al., 2010; Rivera, 2014, Thompson e Bhatt,
2014; Pennick e D’Anjou, 2015). Entretanto, a ocorréncia da mesma varia de acordo com a
intensidade e duracdo do insulto, bem como o grau de hidratacdo do paciente (Bokhari et al.,
2012; Schmidt, 2015).

Interessante observar que, aumento de espessura cortical ocorreu em quatro animais neste
estudo (Tab.19). A hipertrofia da cortical refere-se a aumento da relacdo entre o cortex e a
medula renal e indica a ocorréncia de edema associada a inflamacdo (Fig. 14-C e D). Portanto,
este parametro evidencia que houve variacdo difusa do tamanho da regido cortical, sem aumento
direto do rim. Essa observacdo sugere que esta alteracdo, pode ser um bom indicador para
avaliacdo de tamanho renal, uma vez que ainda ndo existe uma forma confiavel de se avaliar
com precisdo este parametro em cédes. Além disso, esse achado corrobora a literatura que aponta
a correlagdo entre aumento de espessura cortical e presenca lesdo renal aguda (Pennick e
D’ Anjou, 2015; Yamashita et al., 2015).

A alteracdo ultrassonogréfica denominada de sinal medular foi observada em trés animais (Tab.
19; Fig. 14 B e E), os quais também apresentaram elevacéo de cistatina C e o Sistema IRIS
(2013) classificou dois. Embora sua ocorréncia seja considerada comum em cées saudaveis e de
ragas pequenas, os dados observados neste estudo evidenciam sua correlagdo com a presenga de
leséo renal, justificada por alteragdes nos valores dos marcadores utilizados. Reiterando assim a
necessidade de associar este pardmetro com dados clinicos e laboratoriais para avaliar seu real
significado clinico (Mantis e Lamb, 2000; Hart et al., 2013; Halasc Vac, 2014; Pennick e
D’Anjou, 2015).

Neste estudo, observou-se que dois animais apresentaram diminuicdo da definicdo
corticomedular, e que ambos estavam em estdgio 2 pela classificacdo IRIS, e também
apresentaram elevacgdo sérica de cistatina C sérica (Tab. 19; Fig. 14F). Perda de diferenciagdo
entre o cortex e a medula renal é uma alteracdo ultrassonografica que pode ocorrer tanto em
caes com IRA quanto com DRC, entretanto por mecanismos diferentes (Pennick ¢ D’Anjou,
2015). A analise desta diferenciacdo depende da presenca e da intensidade da lesdo renal em
ambas, cortical e medular.  Gareeballah et al. (2015), em estudo sobre alteraces
ultrassonogréaficas renais em humanos, observou que 85% dos pacientes com IRA apresentaram
reducdo da defini¢do cortico medular. Provavelmente, a menor prevaléncia de animais com esta
alteracdo nesse estudo, reflete menor intensidade do insulto renal, bem como a prevaléncia de
lesbes glomerulares em cdes, as quais afetam predominantemente a regido cortical néo
acarretando perda na diferenciacdo entre cortex e medula (Lees, 2004; Mugford et al., 2013;
Pennick e D’Anjou, 2015). Consequentemente, justifica também o achado, mais comum de
hiperecogenicidade cortical observada nos animais deste estudo (Tab. 19).

Este estudo demonstrou correlacéo positiva entre as alteragdes ultrassonogréficas o critério IRIS
e elevagdes de cistatina C, e, portanto, que as mesmas estdo associadas ao desenvolvimento de
lesdo renal. Também foram mais precoces que elevagGes de creatinina sérica acima da
referéncia, critério usado na rotina clinica como forma de diagnéstico de IRA em cées. Logo, a
ultrassonografia é uma ferramenta Gtil no diagndéstico e acompanhamento de animais com IRA,
a qual pode avaliar também resposta ao tratamento e possiveis complicacdes através de exames
seriados (Yang et al., 2001; Carvalho et al., 2010; Choi et al., 2010).
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Figura 14. Fotografias de ultrassonografias em cortes longitudinais (A - F). A) Animal 4, SRD,
fémea, 08 anos. Intoxicacdo por anti-inflamatoério. Rim direito. Cortex hiperecoica e manutencao da
definicdo cortico medular. CTI, 24 horas. B) Animal 26, SRD, macho, 05 anos. Pos cirtrgico de
ruptura intestinal. Rim esquerdo. Hipoecogenicidade associada a linha hiperecoica entre a regido
cortical e medular (sinal medular; seta vermelha). CTI, 72 horas. C e D) Animal 2, Fox Paulistinha,
macho, 12 anos. Pos-cirurgico de abcesso hepatico. Rim esquerdo. C) Renomegalia (seta vermelha)
com cortex hiperecoica, aumento de espessura da regido cortical e integridade cortico medular. CTI,
24 horas. D) Cortex hiperecoica, aumento de espessura da regido cortical e integridade cortico
medular. CTI, 72 horas. E) Animal 5, Yorkshire, fémea, 10 anos. Pielonefrite. Rim esquerdo.
Aumento de espessura cortical (barra vermelha), cortex hiperecoica, sinal medular, dilatacdo discreta
de pelve renal. F) Animal 13, Poodle, macho, 05 anos. Doenca periodontal. Rim direito.
Hiperecogenicidade das regides cortical e medular resultando em reducdo da sua definicao.
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CONCLUSOES

A comparagdo do desempenho da avaliagdo das alteragfes ultrassonograficas renais com o
sistema IRIS (2013) e a cistatina C sérica, na deteccdo precoce de IRA em caes criticos em UTI,
permite concluir que a ultrassonografia pode ser usada na investigacao inicial do paciente com
suspeita de lesdo renal, por demonstrar evidencia de alteracdo parenquimatosa e por ser um
procedimento seguro, ndo invasivo, disponivel e eficiente em pacientes de UTI. Entretanto, a
mesma ndo deve ser utilizada isoladamente, como forma de diagndstico.

Aumento de ecogenicidade cortical renal é a alteracdo mais prevalente em pacientes
criticamente enfermos e possui correlacdo com aumentos séricos de creatinina e cistatina C e
esta associada a presenca de lesdo estrutural renal.

Aumento de tamanho renal € indicador de lesdo renal aguda, em avalia¢Oes seriadas.

A hipoecogenicidade cortical renal, sinal medular e diminuic&o da definigdo cortico medular séo
elementos importantes no diagnostico de lesdo renal e precisam ser correlacionados com
alteragdes laboratoriais.
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ARTIGO V

MARCADORES URINARIOS E SERICOS NO DIAGNOSTICO DE IRA EM
CAES CRITICAMENTE ENFERMOS INTERNADOS EM UNIDADE DE
TERAPIA INTENSIVA

INTRODUCAO

A injuria renal aguda (IRA) é uma complicacdo comum em cdes internados na unidade de
terapia intensiva (UTI, com uma taxa de mortalidade entre 54% a 86%, a qual esta associada a
causa e severidade da lesdo renal, as comorbidades e complica¢Ges existentes nestes pacientes,
bem como a disponibilidade de tratamento adequado (Kenney et al., 2010; Ross, 2011,
Shoukath e Patil, 2014; Segev et al.,2015). Apesar de sua importancia clinica, seu diagndstico
ainda é um desafio, principalmente devido a utilizacdo de parametros pouco sensiveis e
especificos. O que torna necessario a utilizacdo de metodologias que detectem pequenos
declinios da fungdo renal quando as alteragGes sdo potencialmente reversiveis (Sodré et al.,
2007; Eldestein e Faubel, 2011)

Dentre os testes laboratoriais para avaliacdo da funcdo renal, a taxa de filtracdo glomerular é
considerada “teste ouro”. Porém, o método ¢ trabalhoso ¢ de dificil realizacdo na rotina clinica,
principalmente em unidades de terapia intensiva onde a funcdo renal tende a alterar rapidamente
(Linnetz e Graves, 2010; Myagawa et al., 2010; Hendy-Willson e Pressler, 2011; Kirwan et al.,
2013). Neste sentido, os métodos mais utilizados sdo dosagem de ureia e a creatinina séricas,
consideradas, entretanto, pouco sensiveis e especificas para detec¢do de graus leves de perda de
funcdo renal, limitando a intervencdo adequada com maiores opgOes terapéutica. Esses
marcadores sdo funcionais e ndo reflete diretamente a lesdo celular, o que justifica o atraso na
sua elevacdo. Por este motivo, o estudo e emprego de parametros bioquimicos e urinarios que
detectem estadios iniciais e acompanham a evolucéo da fungéo renal, tem se tornado cada vez
mais frequente (Lefebvre, 2011; Martenson et al.,2012; Steinbach et al., 2014).

Devido as dificuldades de se estabelecer o diagnostico preciso da IRA em pacientes de UTI
baseado apenas na avaliagdo clinica, enfatiza-se a necessidade de utilizacdo conjunta de varios
parametros bioquimicos e urinarios visando a detecgdo precoce uma vez que a IRA pode ter seu
curso minimizado quando reconhecida e tratada adequadamente (IRIS, 2013; Segev et al.,
2016).

O presente estudo foi motivado pela alta incidéncia de IRA em cdes hospitalizados,
principalmente em UTI e pelas elevadas taxas de morbidade e mortalidade, que dificultam o
desenvolvimento de estratégias para prevencdo e tratamento desta condicao clinica. O objetivo
deste trabalho foi avaliar o desempenho de metodologias disponiveis na rotina clinica como
urinalise, débito urinario, relacdo proteina creatinina urinaria (UPC) e gama glutamil tranferase
(GGT) urinaria para diagnostico de injuria renal aguda em cées em unidade de terapia intensiva.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 28 cdes internados na UTI do HV/UFMG com idade entre 2 a 16 anos (média
7,9 +4.4), pesos entre 2 a 40 kg (média 12,57 +11,07), sendo 12 machos e 16 fémeas, de
diferentes ragas. Estes apresentavam fatores de risco para IRA, entretanto, com creatinina sérica
< 1,6 mg/dl. Os animais foram acompanhados por 72 horas, durante este periodo foram
coletados sangue e urina para analise.
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Foram coletadas amostras de urina por cistocentese ou sonda uretral para exame de urinalise e
bioquimica urinaria. Na bioquimica urinaria foi mensurada creatinina (método enzimatico),
proteina total (vermelho de pirogalol) para avaliagdo da razdo proteina e creatinina urinarias
(UPC) e também foi avaliada a concentracdo de gama glutamil tranferase (GGT) (método
cinético), utilizando-se Kits comerciais (Labtest®) com leitura em espectrofotdmetro
automatizado (COBAS MIRA PLUS- ROCHE®).

Foram coletados sangue e armazenados em fracos com anticoagulante (EDTA-10%) para
hemograma e sem anticoagulante para bioguimica sérica. Nesta foram mensuradas creatinina
(método enzimatico), ureia (método enzimatico), proteina total (método biureto), albumina
(método verde de bromocresol).

Para dosagem de cistatina C foi utilizado o Kit Cistatina C turbiquest Plus Labtest®, com
calibrador canino (Cystatin C Canine E. coli; RD472009100), as leituras foram realizadas no
aparelho COBAS MIRA PLUS (Roche®) do Laboratério Patologia Clinica do HV/UFMG.

A taxa de filtracdo glomerular (TFG) foi realizada em periodo de 60 minutos, utilizando a
ultrassonografia para calculo do volume urinario vesical. Primeiramente o animal foi sondado,
realizado esvaziamento da bexiga e calculo do volume residual da urina utilizando o ultrassom,
este tempo foi considerado inicial (T0). Ap6s 60 minutos foi mensurada a quantidade de urina
no coletor e novamente a quantidade de urina na bexiga através do ultrassom (T1). Para o
calculo do volume urinario total, foi somada a quantidade de urina no coletor mais a quantidade
de urina na bexiga (T1), subtraindo-se quantidade de urina na bexiga em T0O. Foi entdo dosado a
concentracgdo serica e urinéria de creatinina. A TFG foi calculada pela formula:

TFG= Creatinina urina (mg/dl) x Volume de urina (ml) / Creatinina sérica (mg/dl) x 60 min x
peso do animal.

O valor considerado normal para cées foi de 2 a 3ml/min/kg (Grauer, 2009).

RESULTADOS

Dentre os cées avaliados haviam 44% (12/28) machos e 56% (16/28) fémeas. Quanto a idade, a
média foi de 7,9+4,14 anos com variagdo de 2 a 16 anos e peso em média 12,57 +11,07 kg (2 a
40 Kg). Nao houve relacdo entre as caracteristicas individuais (sexo, idade, raca) e o
desenvolvimento de injdria renal aguda

Quanto a avaliacdo de parametros hematoldgicos, consideraram-se as médias de hemaécias e
leucdcitos. As amostras apresentavam valores médios de 4.008.000/mm?® de hemadcias e
31.427/mm? de leucdcitos. Houve reducdo significativa dos valores de hemécias, nos diferentes
tempos avaliados. N& houve diferenca significativa entre os tempos analisados, para as
contagens de leucécitos (Tab. 20)

Tabela 20. Médias seguidas de desvio padrdo (s) de hemacias e leucdcitos de cées admitidos no
UTI do HV-UFMG.

Tempo de analise

Analito 2ah ash )
Hemécias (10¢/mm3) 5,05 £1,6° 4,39+1,7° p=0,036
Leucdcitos (103/mm?3) 18,91+15,33% 35,107+31,5712 p=0,17

Para letras minusculas iguais na mesma linha, ndo ha diferenca estatistica significativa (p>0,05). Valores
de referéncia: Hemacias (x 10%uL): 5,5 a 8,5; Leucocitos (x 103uL): 6-17 (Trall, 2007)
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Os valores de referéncia para albumina sérica sdo descritos na literatura entre 2,3 a 3,1 mg/dl.
Neste estudo, hipoalbuminemia foi observada em 60,7% (17/28) dos pacientes (Tab. 24). N&o
houve diferenca significativa entre os valores médios de albumina sérica, nos diferentes
periodos (0, 24 e 48 horas) avaliados (Tab. 25).

Tabela 21. Concentracdes médias e desvios padrdo da creatinina, ureia e albumina séricas de
caes admitidos no UTI do HV-UFMG.

Analito Valores séricos
Creatinina (mg/dl) 1,04+0,65
Ureia (mg/dl) 72,00 £49,26
Albumina (mg/dl) 1,97+0,59

Valores de referéncia: creatinina < 1,6 mg/dl; ureia: 20-56 mg/dl; Albumina 2,3-3,1 mg/dl (Trall, 2007)

Dentre os animais avaliados ocorreu aumento relacdo proteina creatinina urinaria (UPC) em
78,5% (22/26) e aumentos de GGT urinaria em 53,6% (15/28) (Tab.22). Ndo houve diferencga
significativa entre os valores médios destes analitos nos diferentes periodos (0, 24 e 48 horas)
avaliados (Tab. 25)

Tabela 22. Percentual de deteccdo de injdria renal aguda considerando relagcdo proteina
creatinina urinaria (UPC) e gama glutamil tranferase (GGT) urinaria de cées admitidos no UTI
do HV-UFMG.

UPC GGT
URINARIA URINARIA

Normal 154% (4/26) 46,4% (13/28)
Aumentada 785% (22/26) 53,6% (15/28)
* Valores normais de UPC normal <0,5 (Grauer, 2011); de GGT 13-92 UI/L (Deschepper et al., 1989).

Referéncia*

O monitoramento longitudinal da creatinina evidenciou azotemia a partir de 48 horas em 28,6%
(8/28) dos pacientes e aumentos de cistatina C foi observado em 78,6% (22/28) dos animais
(tab.23). N&o houve diferenca significativa entre os valores médios destes analitos nos
diferentes periodos (0, 24 e 48 horas) avaliados (Tab. 25)
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Tabela 23. Percentual de deteccdo de injuria renal aguda considerando creatinina sérica e
cistatina C de cées admitidos no UTI do HV-UFMG.

CREATININA  CISTATINAC
SERICA SERICA

Normal 71,4% (20/28) 21,4%  (6/28)
IRA 28,5% (8/28) 78,6% (22/28)

* Valores normais de creatinina < 1,6 mg/dl (IRIS, 2013); cistatina C <1,29 mg/L

Referéncia*

Tabela 24. Percentual de pacientes com hipoalbuminemia durante a permanéncia na unidade de
terapia intensiva do HV-UFMG.

Referéncia Albumina (sérica)
Normal * 39,3 % (11/28)
Diminuido 60,7 % (17/28)

* Valores normais de albumina: 2,3 — 3,1mg/dL (Trall, 2007)

Tabela 25. Concentragdo de creatinina, cistatina C e albumina séricas; relacdo proteina
creatinina urinarias (UPC) e gama glutamil transferase (GGT) urinaria de cées durante a
permanéncia na unidade de terapia intensiva do HV-UFMG.

Tempo de anélise

Analito oah ssh oh
Creatinina sérica (mg/dl) 0,960,372 1,23+0,862 0,89+0,59?
Cistatina C sérica (mg/L) 1,21+0,2172 1,37+0,49% 1,25+0,262

Albumina sérica (g/dl) 2,28+0,94% 2,030,872 1,74+0,542
UPC urinaria 1,04+0,6% 1,12+1,272 1,20+0,88%
GGT urinéria (UI/L) 125,09+90,422 154,17+189,49% 61,89+37,73%

* Para letras mindsculas iguais na mesma linha, ndo ha diferenca estatistica significativa (p>0,05).
Valores de referéncia: creatinina < 1,6 mg/dl (IRIS, 2013); cistatina C <1,29 mg/L; UPC normal <0,5
(Grauer, 2011); de GGT 13-92 UI/L (Deschepper et al., 1989); albumina: 2,3 — 3,1mg/dl (Trall, 2007).

O sedimento urinario ativo foi observado em 78,6% (22/28) dos animais (Tab.26).

Tabela 26. Percentual de pacientes com sedimento urinario ativo durante a permanéncia na
unidade de terapia intensiva do HV-UFMG

Referéncia Sedimento urinario
Normal* 21,4% (6/28)
Ativo ** 78,6 % (22/28)

*Normal: auséncia de cilindros, hemécias, leucdcitos e células renais ou vesicais; **Ativo: presenca de
cilindros, hemacias, leucocitos e células renais ou vesicais
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A TFG foi realizada em 8 caes e apresentou-se reduzida em 62,5% (Tab. 27). O débito urinario
estava reduzido em 39,3% (11/28) dos pacientes (Tab. 27).

Tabela 27. Percentual de pacientes com alteracbes na TFG e débito urinario, durante a
permanéncia na unidade de terapia intensiva do HV-UFMG

Referéncia TFG Debito urinario
Normal * 37,5% (3/8) 60,7% (17/28)
Diminuida 62,5% (5/8) 39,3% (11/28)

* Valores normais de débito urinario: 1mL/kg/h (IRIS, 2013)
* Valores normais de TFG: 2,8 a 3,71mL/min/Kg (Grauer, 2009)

A taxa de mortalidade observada neste estudo foi 32,1% (9/28). Foram observadas correlacdes
significativas entre desfecho (alta ou 6bito) e o tempo de permanéncia na UTI, valores séricos
de creatinina, albumina, hemécias, leucdcitos. Correlagcdo negativa moderada e significativa
entre a taxa de mortalidade e os valores séricos de creatinina (r= -0,44), bem como com o de
albumina (r=-0,51) e hemécias (r= -0,41). Também houve correlagdo fraca, porém significativa
entre a taxa de mortalidade e a contagem global de leucdécitos (r= 0,35). Observou correlagdo
positiva, moderada e significativa entre a taxa de mortalidade e maior gravidade do diagndstico
(r=0,63). Observou-se correlacdo moderada e significativa entre UPC e sedimento urinario
ativo (r= 0,46), e também correlagdo positiva, forte e significativa entre o débito urinério e a
TFG (r= 0,79). Entre as demais variaveis analisadas ndo houve associagdo de relevancia
estatistica (Tab. 28).

Tabela 28. Correlagdo (r) entre as varidveis analisadas nas amostras de cdes durante a
permanéncia na unidade de terapia intensiva do HV-UFMG

CORRELACAO

VARIAVEL (1) VARIAVEL (2) i o (valor)
CREATININA SERICA Mortalidade -0,44 0,0001
ALBUMINA SERICA Mortalidade -0,51 0,001
HEMACIAS Mortalidade -0,41 0,004
LEUCOCITOS Mortalidade 0,35 0,014
DIAGNOSTICO Mortalidade 0,63 0,001
SEDIMENTO URINARIO UPC 0,46 0,0019
DEBITO URINARIO TFG 0,79 0,011
CREATININA SERICA ALBUMINA 0,42 0,0009
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DISCUSSAO

A lesdo renal aguda (IRA) é uma sindrome complexa que ocorre em situagdes clinicas variadas
e muitas vezes, associada a evolugdo desfavoravel. Existe grande variacdo nos ndmeros
relativos &s incidéncia e prevaléncia da IRA, a qual pode ser explicada pela diversidade de
definicdes utilizadas (Bellomo et al., 2004; Grauer, 2009; Sharma, 2012). Atualmente, tem-se
observado 0 aumento da incidéncia, taxa de mortalidade e custos de tratamento, apesar do
avan¢o no conhecimento sobre sua fisiopatologia, principalmente em veterinaria para a qual a
didlise nem sempre é uma opc¢do terapéutica disponivel. Vale ressaltar que detectar
precocemente e tratar efetivamente permitem intervengdes reno protetoras a fim de evitar sua
progressdo (Sodre et al., 2007; Alves et al., 2012; Segev et al., 2008; Vaidya et al., 2008;
Buvic, 2009; Veado et al., 2010; Mugford et al., 2015).

Neste estudo foram avaliados 28 cées internados na UTI do Hospital Veterindrio da UFMG,
durante o periodo de janeiro a junho de 2016. As caracteristicas clinicas e demograficas dos
pacientes neste estudo apresentam similaridade com as da amostra avaliada por Lee et al. (2011)
no cenario de terapia intensiva. Ambos estudos demonstram a inexisténcia de relacdo entre as
caracteristicas individuais (sexo, idade, raca) e o desenvolvimento de injuria renal aguda.

A IRA hospitalar, em especial em pacientes de UTI, é considerada grave com predominio de
insuficiéncia maltipla de 6rgdos e complicacfes de outras doengas (Bucuvic, 2009; Okamoto et
al., 2012; Rodrigo et al., 2016). O motivo da internacéo foi clinico em 53,6% e cirirgico em
42,8% dos casos. Observou-se uma correlagdo positiva e significativa entre a gravidade
diagnostica e a mortalidade (Tab. 28) sendo que 70% dos animais graves vieram a ébito. A
evolucdo desfavordvel nestes pacientes justifica-se pela gravidade diagnostica dos mesmos
corroborando os dados da literatura (Metha et al., 2011; Thoen e Kerl, 2011; Harrisson et al.,
2012; Souza, 2012; Santos e Marinho, 2013; Gomes, 2014). Portanto, a mortalidade evidenciada
neste estudo ndao pode ser creditada a disfuncdo renal, uma vez que os valores séricos de
creatinina ndo apresentaram aumento significativo na maioria dos pacientes (71,4%; 20/28), o
que também justifica a ocorréncia de lesao renal leve nestes (Tab. 23). Segundo a literatura, o
prognéstico dos animais afetados com IRA estd diretamente relacionado a sua etiologia,
severidade da doenca e as comorbidades apresentadas (Harrisson et al., 2012; Segev et al.,
2016).

Nesse estudo, observou-se uma associagdo negativa (r= -0,44) e significativa entre valores de
creatinina e mortalidade (Tab. 28). Reducdo de creatinina sérica prevaleceu entre 0s animais que
vieram a o6bito. Este fato ja foi descrito anteriormente em medicina e € justificado pela
desnutricdo, sobrecarga volémica e menor producdo associada ao processo inflamatorio; fatores
que influenciam diretamente na diminuicdo da creatinina sérica e na taxa de mortalidade (Souza,
2012). Ressalta-se que esta relacdo ainda néo foi relatada em veterinaria, 0 que torna necessario
outros estudos, com maior nimero de animais a fim de se confirmar esta possibilidade.

N&o ha na literatura, consenso sobre a defini¢do de IRA, o que dificulta a realizacdo de estudos
epidemiol6gicos comparativos, permitindo uma grande variedade dos resultados (Bellomo et
al., 2004; Vadya et al., 200; Segev et al., 2015; Rodrigo et al., 2016). A funcdo renal é
normalmente avaliada através da dosagem sérica de creatinina, por ser uma técnica simples e
barata e amplamente disponivel, entretanto, a medida deste analito apresenta limitagdes, como
interferéncia de fatores extra renais (Lees, 2004; Dalton, 2011; Lefebvre, 2011). A interpretacdo
deste parametro permanece um desafio para os clinicos, especialmente em valores proximos do
limite maximo de referéncia, onde alguns animais podem ter diminuicdo da TFG e ocorrer
aumento dos valores de creatinina, porém, sem exceder o limite de referéncia. Isto significa que
uma doenga renal inicial pode ainda apresentar concentracdo sérica de creatinina dentro do
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intervalo de referéncia para a espécie, dificultando sua utilizacdo na deteccao de estagios iniciais
da doenga renal (Braun et al., 2003; Lees, 2004; Brown, 2007; Silva e Brune, 2011). Em
pacientes criticos, considera-se que a utilizagdo dos valores de creatinina sérica é pouco sensivel
e seu aumento, defasado em relacdo a piora da TFG e subestima a gravidade da disfuncéo renal
(Murray et al., 2008; Perianayagam et al., 2009; Dirkes, 2011; Steinbach et al., 2014; Shoukath
e Patil, 2014). Nestes pacientes, a instabilidade hemodindmica faz com que os determinantes da
concentracdo de creatinina sérica, como producdo, volume de distribuicdo e eliminagdo alterem
devido as condigcOes instdveis dos mesmos e a fatores como expansdo volémica e estado
inflamatdrio, provocando assim, atraso na elevacgao da creatinina em relacéo a queda de filtracdo
glomerular (Bellomo et al., 2004; Coca et al. 2008; Nguyen e Devarajan, 2008). O balanco
hidrico positivo é considerado comum na evolugéo de pacientes criticos, o que determina menor
aumento detectivel de creatinina na fase de desenvolvimento da IRA. Além disso, a perda
muscular e ma-nutricdo associada aos pacientes internados reduz sua producdo com
consequente superestimacdo da funcdo renal (Dirkes, 2011; Santos et al., 2012; Souza, 2012).

Neste estudo, utilizou-se diferentes critérios para deteccdo de IRA, como valores de creatinina
sérica superiores a 1,6mg/dl, sendo que 28,5% (8/28) dos animais foram diagnosticados com
lesdo renal durante a permanéncia na UTI. Outro critério utilizado foi a concentragdo sérica de
cistatina C, a qual segundo a literatura, possui maior sensibilidade e especificidade. Este
biomarcador diagnosticou IRA em 78,6% (22/28) dos animais (Tab.23). Considerando-se que a
populacdo avaliada foi constituida de animais em estado grave e com risco elevado de lesao
renal, a incidéncia de IRA foi elevada, entretanto com prevaléncia variada de acordo com o
critério adotado. Apesar disto, esta incidéncia foi maior do que a descrita em estudos anteriores,
ao avaliarem animais em estado grave nos quais a prevaléncia variou de 12 a 14% (Kenney et
al., 2010; Thoen e Kerl, 2011; Cortellini et al., 2015). Entretanto Segev et al. (2015)
encontraram uma incidéncia de 63%. Essa divergéncia de dados encontra-se descrita na
literatura e é considerada um fator limitante para tratamento adequado dos pacientes (Metha et
al., 2007; Segev et al., 2008).

Entretanto, a menor incidéncia foi observada quando se utilizou como referéncia os niveis
séricos de creatinina >1,6mg/dl. Este fato é justificado pela baixa sensibilidade deste analito
para evidenciar graus leves de lesdo renal, como citado anteriormente, a qual subestima a
gravidade da disfuncdo renal (Nguyen e Devarajan, 2008, Bellomo et al., 2004; Edelstein e
Faubel, 2011; Bragato, 2015). Portanto, no tempo que a lesdo renal é detectada, uma substancial
porcdo da funcdo renal ja pode ter sido perdida sendo que intervencGes podem ndo ser mais
possiveis para corrigi-la. Dessa forma, a utilizacdo, de biomarcadores mais sensiveis e
especificos como a cistatina C sérica, melhora o desempenho diagnostico, além de um tempo
menor para reconhecimento dos pacientes acometidos (Coca et al. 2008; Segev, 2012; Shoukath
e Patil, 2014), e demonstra também, que terapias direcionadas para protecdo renal, devem ser
iniciadas imediatamente, mesmo se a creatinina estiver dentro da faixa de referéncia (Segev et
al., 2015).

Contudo, como mensuracéo da cistatina C sérica ndo é utilizada na rotina clinica, este estudo
avaliou o desempenho de outros marcadores rotineiramente utilizados para o diagndstico de
IRA, os quais serdo discutidos a seguir.

Analise urinaria é exame essencial para evidenciar alteracdes renais e constitui um método nédo
invasivo, disponivel e de baixo custo. Neste, o sedimento urinario ativo é caracterizado pela
presenca de células renais, cilindros, leucocitos ou heméacias na urina, e é fortemente sugestivo
de uma causa intra-renal de IRA, e pode mostrar evidencias de lesdo renal antes de mudangas
significativas nos valores de creatinina sérica ou débito urinario (Wamsley e Alleman, 2007;
Geist e Langston, 2011; Martin -Moreno, 2011; McMahon e Waikar, 2013). Nesse estudo, a
urianalise demonstrou alta prevaléncia de sedimento urinério ativo (Tab. 26), demonstrando
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assim a presenca de lesdo renal intrinseca (Jayasundera e Macnab. 2012; Kaul e Ruhela, 2012).
Dessa forma, este estudo demonstrou que em cées criticamente enfermos na UTI, o sedimento
urindrio indica a presenca de IRA em maior nimero de animais do que a creatinina sérica e sua
sensibilidade foi semelhante a cistatina C (Tab. 23 e 26). Esses dados corroboram os de Nunes
et al. (2010), Geist e Langston (2011) e Lunn (2011) que também descrevem alta sensibilidade
dessa metodologia para evidenciar lesdo renal em relacdo a creatinina sérica, enfatizando assim
sua utilizacdo. Apesar das vantagens evidenciadas neste estudo, pouca literatura consultada
discute os achados da urianalise na veterindria, confirmando sua subutilizacdo na pratica clinica,
talvez pela falta de padronizagéo e subjetividade de resultados, da mesma forma que McMahon
e Waikar (2013) destacaram em seu trabalho.

Outro biomarcador utilizado foi a gama glutamil transferase (GGT), o qual evidencia dano
tubular e fornece informacdes sobre inicio e progressdo de um insulto renal. Esta enzima esta
presente nas células dos tdbulos renais, sendo liberada na urina como resultado de uma leséo
nefrotdxica, acarretando aumento de seus valores (Oliveira et al., 2004; Grauer, 2005; Melo,
2006; Veado et al., 2010). Nesse estudo, observou-se que a GGT urinaria estava aumentada em
53,6% (1528) dos animais, o que demonstra a ocorréncia de nefro toxidade e dano tubular em
animais criticamente enfermos (Tab. 22). Nos pacientes criticos, as drogas nefrotoxicas sdo
fatores contribuintes para o desenvolvimento de IRA em até 25% dos casos. Entretanto, sua
gravidade tende a ser menor, provavelmente devido a seu carater transitorio da agressao
tecidual, por sua vez insuficiente para levar a um dano irreversivel (Vaidya et al., 2008; Pinto et
al., 2009).). Este estudo demonstrou que a GGT foi mais sensivel que a creatinina sérica para
diagnosticar lesdo renal em cées de UT]I, contudo, foi menos sensivel que a cistatina C (Tab. 22
e 23). Esses dados estdo de acordo com outros trabalhos em cées que evidenciaram a
superioridade deste biomarcador (Oliveira et al., 2004; Veado et al., 2010). Contudo, em
pacientes criticos, deve-se considerar que os valores de GGT urinaria podem ser influenciados
pelo estado de hidratacdo e uso de diuréticos (Koyner et al., 2010; McMahon e Waikar, 2013;
Loor et al., 2013; Sasaki et al., 2014) o que pode justificar sua menor sensibilidade em relacéo a
cistatina C sérica.

A média de UPC (relacdo proteina /creatinina urinaria) em cdes na UTI foi de 1,1, sendo o valor
de referéncia <0,5. Neste estudo a analise de UPC ndo foi realizada apenas em dois animais,
devido a limitagdes técnicas, contudo observou-se elevada prevaléncia de proteindria durante
permanéncia dos caes na UTI (tab. 22), o que demonstra que elevacdes de UPC estdo associadas
a presenca de lesdo renal, fato também observado por Segev et al. (2015). Dentre as 26
amostras analisadas, observou-se correlacdo moderada (r=0,46) e significativa com sedimento
urinario ativo (Tab. 28). Essa correlacdo pode ser justificada pela provavel interferéncia do
sedimento urinario nos valores da UPC, o que pode acarretar resultado falso positivo, conforme
relatam dados da literatura. Entretanto, este fato ainda é controverso, pois alguns cdes com
hematuria e pidria podem ndo apresentar proteindria e, além disso, condi¢des inflamatorias
intra-renais como a pielonefrite, podem acarretar sedimento urindrio ativo (Grauer, 2011). Entre
0s animais neste estudo, sete apresentaram UPC >2,0, indicando lesdo glomerular e 15 animais
valores entre 0,5 e 2,0, sugerindo lesdo tubular. Na comparacdo com outros biomarcadores
avaliados, observou-se que a UPC foi mais sensivel que a creatinina sérica e com sensibilidade
semelhante a cistatina C, fato este que evidencia a presenga de lesdo renal nestes pacientes.
Portanto, esses dados corroboram a literatura e enfatizam o uso da UPC como indicador precoce
de alteracdes inflamatérias e ou nefrotoxicas, sendo que o mesmo foi mais sensivel que
aumentos de creatinina sérica, por evidenciar lesdo renal em maior nimero de cdes (Grauer,
2011; Segev et al., 2015).

Tradicionalmente o melhor indicador de avaliacdo de fungdo renal é a medida da TFG, contudo,
envolve técnicas trabalhosas, dispendiosas, exigindo muito tempo para sua realizagdo e dessa
forma, se encontra em desuso na pratica clinica e principalmente no cenario da terapia intensiva,
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onde a funcdo renal tende a alterar rapidamente, além da influéncia de fatores ndo renais,
principalmente associados a sobrecarga hidrica, muito comum em pacientes criticamente
enfermos (Bellomo et al., 2004; Kirsztajn, 2007; Myagawa et al., 2010; Hendy-Wilson e
Pressler, 2011). Neste estudo, a instabilidade hemodindmica significativa inviabilizou 0 uso
desse biomarcador na maioria dos pacientes. Dessa forma, a TFG foi mensurada apenas em oito
cdes, nao sendo possivel realizar andlise estatistica quanto ao nivel de significancia, pois o
numero de cdes foi pequeno, sendo somente possivel fornecer dados descritivos. A mensuracao
da TFG baseou-se na depuracdo de creatinina enddgena, durante 60 minutos. Esta reducdo de
tempo deveu-se ao fato de que em pacientes criticos, a fungdo renal altera-se rapidamente e a
necessidade de um diagnostico mais rapido inviabiliza a avaliagdo por 24 horas (Bellomo et al.,
2004; Dessen, 2001; Pong et al., 2005; Silva et al., 2013). Houve diminui¢do da TFG em
37,5% dos animais (3/8) (Tab. 27) e nesses pacientes a concentragao sérica de creatinina estava
abaixo da referéncia utilizada (< 1,6 mg/dl). Esses dados enfatizam que niveis de creatinina
sérica ndo detectam precocemente variacdes pequenas de funcdo renal da mesma forma que
discutido anteriormente e pela literatura (Myagawa et al., 2010; Hendy-Wilson e Pressler, 2011;
Lefebvre, 2011; Shoukath e Patil, 2014; Segev et al., 2015). Todos animais com redugdo da
TFG apresentaram valores elevados de cistatina C serica (>1,29 mg/L), evidenciando uma
melhor correlagdo entre a TFG e a cistatina C do que a creatinina sérica. Essa correlacao ja foi
evidenciada em outros estudos com cdes com doenca renal crbénica (Wehner et al., 2008;
Miyagawa et al., 2009).

Houve correlacéo positiva, forte (r=0,79) e significativa entre a TFG e o débito urinario (Tab.
28), sendo assim, nenhum animal com débito urinario normal apresentou diminuicdo da TFG,
no entanto, dois animais com débito urinario diminuido apresentavam TFG normal. Isso sugere
maior sensibilidade do débito urinario na avaliagdo da funcéo renal quando comparado a TFG,
neste cenario clinico. Provavelmente, isso se deve a utilizacdo da creatinina sérica endégena no
calculo da TFG. Entretanto, para confirmacao desses achados faz-se necessario mensurar a TFG
utilizando marcadores exdgenos e, em maior numero de cdes com a finalidade de se obter
resultados estaticamente significativos.

A ureia normalmente se eleva em pacientes com IRA, dado também observado nesse estudo,
embora 0 aumento médio tenha sido discreto, com valor médio de 71,5mg/dl (Tab. 21). Esse
fato pode ser justificado pela sua baixa sensibilidade como marcador de IRA em fases iniciais,
bem como pela influéncia de fatores extra renais prevalentes nesse cenario clinico, como
aumento do metabolismo proteico, disfuncdo hepatica, hidratac&o, terapia com diurético, dentre
outros, como ja apontado pela literatura consultada (Cowgill e Langston, 2011; Lefebvre, 2011).
Este achado reforca que a ureia € indicador grosseiro de funcdo renal e ndo de injdria, uma vez
que seu aumento ocorre apds perda de 65 a 75% da funcdo renal, justificando assim sua menor
sensibilidade (Scally et al., 2006; Lefebvre, 2011).

Hipoalbuminemia foi observada na maioria dos cdes na UTI onde o valor médio foi de 2,1
mg/dl (Tab.21 e 24). Este fato é considerado comum em pacientes criticos, e relaciona-se ao
aumento da permeabilidade capilar que altera sua distribui¢do, volemia, nutri¢do, oscilagdes
hormonais e processos inflamatérios (Uhing, 2004; Pacheco et al., 2007). Detectou-se
correlacdo negativa, moderada e significativa com a taxa de mortalidade (Tab. 28). Dessa
forma, quanto menor o nivel de albumina sérica maior foi a ocorréncia de 6bito, o que esta de
acordo com o que descreve a literatura (Pacheco et al. 2007). Este estudo demonstra a
correlacdo entre albumina sérica e desfecho em pacientes criticos. Contrapondo este achado,
Lee et al. (2011) ndo encontraram correlacdo entre os niveis de albumina e mortalidade, ao
avaliarem 853 cdes com IRA, porém hipoalbuminemia ndo foi um achado comum,
provavelmente devido ao perfil de menor gravidade da populagéo por eles avaliada.
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Embora o perfil hematolégico tenha sido analisado, somente os dados de contagem global de
hemécias e leucdécitos foram utilizados. Houve reducéo significativa dos valores das hemécias
durante o tempo de permanéncia dos animais na UTI, com valores menores ap6s 48 horas de
internagdo (Tab. 20). Em geral, a anemia no paciente critico é multifatorial e pode refletir
anormalidades causadas pelas condi¢des primarias ou comorbidades, 0s quais tem relevancia
para diagnostico etioldgico, entretanto sdo raramente especificas para IRA. Contudo, quando
presente nestes pacientes, pode estar associada a reduzida resposta a eritropoietina renal ou
depressdo da hematopoese relacionada a resposta inflamatéria (Cowgill e Langston, 2011).
Outras causas sdo perdas sanguineas, decorrente de multiplas pungdes venosas a que 0S
pacientes sdo submetidos, deplecdo nutricional de fatores hematopoiéticos, hemolise e perdas
pelo trato intestinal (Cheyron et al., 2005). Também se observou uma correlacdo negativa,
moderada e significativa entre valores de hemécias e mortalidade (Tab. 28), a qual se deve,
possivelmente, pela menor capacidade de recupera¢do nos pacientes anémicos associada a maior
demanda metabdlica (Barbosa et al., 2006). Com relacdo aos leucdcitos ndo foram observadas
diferencas significativas entre seus valores durante o tempo de internamento, entretanto, a
leucocitose foi prevalente (Tab. 20). Aumentos de leucécitos sdo indicativos de causa
inflamatdria, comumente infecciosa, principalmente em animais com sepse e, ndo estdo
correlacionados com injuria renal propriamente dita. Houve correlagdo significativa, porém
fraca entre os valores de leucdcitos e a taxa de mortalidade (Tab. 28), a qual pode ser justificada
pelo quadro clinico inicial do animal, ou a comorbidades, o que indicou maior gravidade clinica
e portanto, pior desfecho (Barbosa et al., 2006; Cowgill e Langston, 2011; Segev, 2011
Okamoto et al., 2012).

Evidencias desse estudo corroboram a literatura, a qual enfatiza que apesar de melhorias terem
sido conseguidas e incorporadas a pratica clinica, nenhum marcador atualmente disponivel é
completamente eficaz em analisar funcdo e lesdo de forma precisa, sendo imprescindivel o
conhecimento de todos eles, para uma correta avaliagdo dos pacientes com risco de desenvolver
lesdo renal (Sodre et al., 2007). Dessa forma, é esperado que cada biomarcador tenha
sensibilidade e especificidade diferentes de acordo com o contexto clinico do paciente. Neste
sentido, é provavel que um painel de biomarcadores venha proporcionar maior compreenséo da
natureza e gravidade da lesdo renal a qual permitira implementacéo clinica de terapias para

diminuir a ocorréncia e a severidade da IRA e, portanto, melhorar o desfecho.

CONCLUSOES

Pacientes criticamente enfermos apresentam reducdo do débito urinario, sedimento urinario
ativo, aumento de UPC e de GGT urinaria, anemia, leucocitose e hipoalbuminemia, além de
azotemia discreta a moderada.

Marcadores tradicionais de IRA, a ureia e creatinina sdo menos eficientes na deteccdo da lesdo
renal em fase inicial quando comparados ao débito urinario, UPC, urianalise, GGT urinaria e
cistatina C.

A hipoalbuminemia e a reducdo da creatinina sérica se correlacionam & mortalidade em
pacientes criticamente enfermos.
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CONSIDERACOES FINAIS

As dificuldades de se identificar as diversas situacfes clinicas que podem causar uma injlria
renal aguda em cées, bem como o diagnéstico precoce da mesma, torna-se evidente devido ao
fato de se utilizar indicadores bioquimicos pouco sensiveis e, portanto, tardios para esta
finalidade. Este estudo demonstrou claramente essas limitagdes ao se avaliar cées criticamente
enfermos internados em unidade de terapia intensiva, 0s quais apresentam alteracdes
hemodindmicas graves e, sem diagndstico estabelecido e cuja avaliagdo clinica é dificultada
pela gravidade clinica dos mesmos. Neste cenario é de grande importancia detectar pequenas
alteracdes na funcdo renal a modo de impedir a insuficiéncia renal aguda, pois o diagnéstico
precoce permite estabilizar o paciente e assim obter maiores chances de sucesso no tratamento.
Neste estudo, a utilizagdo conjunta de pardmetros laboratoriais, j& utilizados na rotina clinica, e
também novos biomarcadores como a cistatina C sérica, a classificacdo IRIS e as alteragdes
ultrassonogréficas, demonstraram melhor desempenho, além de proporcionar maior
compreensdo da natureza e gravidade da lesdo renal. Permitindo assim diagnostico precoce,
acompanhamento da evolucdo do paciente além da possibilidade de implementacdo de terapias
para diminuir a ocorréncia e a severidade da IRA e, portanto, melhorar o desfecho.

Conhecer os fatores e os distdrbios clinicos resultantes da IRA é a melhor opgdo para diminuir
suas complicacBes e consequentemente sua mortalidade, reforgando a necessidade de uma
prevencdo efetiva com monitorizardo clinica e laboratorial cuidadosa, sdo medidas profilaticas
para retardar a instalacdo da insuficiéncia renal aguda, aumentando a expectativa de vida desses
pacientes que estdo internos em UTI. Esse estudo enfatiza a importancia da avaliacdo de
biomarcadores imediatamente apds a admissdo na UTI, pois seus valores sdo essenciais para
avaliagdo clinica e planejamento terapéutico. E demonstra que terapias direcionadas & IRA deve
ser iniciada imediatamente, ainda que a creatinina esteja dentro dos valores de referéncia

E necessario considerar as limitacdes deste estudo que poderiam afetar os resultados obtidos e,
portanto, devem ser observadas na sua interpretacdo. Dentre elas, cita-se a utilizacdo de amostra
em uma Unica instituicdo hospitalar, envolvendo nimero reduzido de cées. Ha necessidade de
maior abrangéncia, como a realizagdo em multicentros, envolvimento de maior nimero de
animais e acompanhamento dos valores de cistatina C por periodo maior, para que a
interpretacdo dos resultados seja mais fidedigna. Além disso, a cistatina C no contexto da IRA
foi comparada apenas com a creatinina, mais comumente utilizada na pratica clinica, ndo
havendo mensuracdo direta da TFG, o que possibilitaria a melhor avaliagdo do seu desempenho.

Também, os custos inerentes a avaliagdo laboratorial, tempo de acompanhamento dos animais
em estudo, impediram a realizacdo de um estudo mais detalhado, assim como estatisticamente
mais significativo. Portanto, faz se necessario a realizacdo de pesquisas continuas sobre a
utilizacdo de novos biomarcadores, capazes de detec¢do precoce lesdo renal.
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Comité de Etica em Experimentacdo Animal - CETEA

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

Eu, , carteira de
identidade , CPF proprietario (a) do céo
, daraca , com a idade de , pelagem

tenho o conhecimento de que meu animal serd submetido a

exames laboratoriais e ultrassonografico para diagnostico de doenga renal e autorizo sua
inclusdo em Projeto de Pesquisa “Cistatina C como biomarcador precoce e diagndstico
de lesdo renal em cées, orientado pela prof. Antdnio Ultimo de Carvalho. Que tem
como objetivo estabelecer alternativas para diagnosticar doencas renais em fase precoce
possibilitando a instituicdo de medidas de prevencgdo e tratamento que possam retardar a
progressdo e prevenir o desenvolvimento de complicagbes. Nesta pesquisa serdo
realizadas avaliagOes clinicas e exames laboratoriais com coleta de sangue e urina.
Durante a permanéncia do animal para realizacdo dos procedimentos 0 mesmo serd
acompanhado pela médica veterinaria Eliana Matias de Souza, podendo a mesma ser
contatada pelo telefone (31) 99027824, para quaisquer esclarecimentos. Salienta-se
também que ndo havera custos financeiros para o proprietario, podendo o mesmo retirar
0 seu consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizacdo alguma e sem

prejuizo ao seu cuidado.

Local e data

Assinatura do proprietario
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ANEXO 2

E!g\londor

and Diagnostic Prodcts

Cystatin C Canine E. coli

Product Data Sheet

Type: Recombinant Cat. No.:

Source: E. coli ROD472009100 (0.1 mg)
Species: Canine

Other names: Post G-globulin, Cystatin-3, Neurcendocrine

basic polypeptide, Gamma-trace, Post-gamma-giobulin, CST3

Description
Total 133 AA MW 14,85 kDa (calculated). N-Terminal His-tag. 8 extra AA (highlighted).

Introduction to the Molecule

Cystatin C is 3 non-glycosilated basic single-chain protein consisting of 120 amino acids with a molecular weight of 13.38 kDa
and is characterized by two disulfide bonds in the carboxy-terminal region. It belongs to the cystatins superfamilly which
inactivates lysosomal cysteine proteinases, e.g. cathepsin B, H,.K. L and S. Imbalance between Cystatin C and cysteine
proteinases is assccated with inflammation, renal fadure, cancer, Alzheimer's di-sease, multiple sclerosis and hereditary
Cystatin C amyloid angiopathy. Its increased level has been found in patients with autoimune diseases, with colorectal tumors
and in patents on dyalisis. Serum Cystatin C seems to be better marker of glomerular filtration rate than creatinine. On the
other hand, low concentration of Cystatin C presents a risk factor for secondary cardiovascular events.

Research topic

Renal disease
Amino Acid Sequence

MIQUDDIHNAS PGAGRRGSRF GAVGGAVDAD VGEEGVQQAL DFAVREYNRA SNDAYHSRAL RVLRARFQVV SQOIYTLEVE
IGRTRCTKSQ PNLDNCPFHD QPHIMRHKTLC SFQIYTVFWL GKISLVKSSC QDV

Source
E. coli

Purity
Purity as determined by densitometric image analysis: >85%
SDS-PAGE gel

14% SDS-PAGE separation of Canine Cystatin C
-— 1. M.W. marker - 14, 21, 31, 45, 86, 87 kDa
— 2. reduced and heated sample, Spg / lane

- 3. non-reduced and non-heated sample, 5ug / lane

Endotoxin
< 1.0 EUg

Page 10 2 (VERSION. 2012-08-11)
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Formulation
Filtered (0.4 pm) and lyophilized in 0.5 mg/mL in 20mM TRIS, 50mM NaCl, pH 7.5

Reconstitution
Add deionized water to prepare 3 working stock solution of approximately 0.5 mg/ml and let the lyophilized pellet dissolve
completely. Product s not sterile! Please filter the product by an appropriate sterie filter before using it n the call culture.

Storage, Stability/Shelf Life
Store lyophilized protein at -20°C. Lyophilized protein remains stable unti the expiry date when stored at -20°C. Aliquot
reconstituted protein to avoud repeated freezing/thawing cycles and store at -80°C for long term storage. Reconstituted protein
can be stored at 4°C for a limited penod of tme: it does not show any change after one week at 4°C.

Quality Control Test
BCA to determine quantity of the protein.
SDS PAGE to deterrrine purity of the protein.
LAL to determine quantity of endotaxdn.

Applications
Western blotting

Note
This product is intendad for research use only.
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RIS COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
UFMG
CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n°. 56 / 2015, relativo ao projeto intitulado “Cistatina C como biomarcador precoce
e diagnostico de lesdo renal em cdes”, que tem como responsavel Antonio Ultimo de Carvalho, estd de acordo
com os Principios Eticos da Experimentacdo Animal, adotados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA/UFMG), tendo sido aprovado na reunido de 28/04/2015. Este certificado espira-se em 28/04/2020.

CERTIFICATE
We hereby certify that the Protocol n°, 56 / 2015, related to the Project entilted "Cystatin C as early biomarker

and diagnostic of kidney disease in dogs”, under the supervision of Antonio Ultimo de Carvalho, is in agreement
with the Ethical Principles in Animal Experimentation, adopted by the Ethics Committee in Animal Experimentation
(CEUA/UFMG), and was approved in 28/04/2015. This certificates expires in 28/04/2020.

Cleuza Maria de Faria Rezende
Coordenador(a) da CEUA/UFMG
Belo Horizonte, 28/04/2015.

Atenciosamente.

Sistema CEUA-UFMG

https://www.ufmg.br/bioetica/cetea/ceua/
Universidade Federal de Minas Gerais

Avenida Antdnio Carlos, 6627 - Campus Pampulha
Unidade Administrativa II - 2° Andar, Sala 2005
31270-901 - Belo Horizonte, MG - Brasil
Telefone: (31) 3499-4516 - Fax: (31) 3499-4592

www.ufmg.br/bioetica/cetea - cetea@prpg.ufmg.br
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