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Resumo

Biomarcadores de funcéo renal — o exemplo da dimetilarginina simétrica

A avaliacdo da funcdo renal é idealmente feita atraves da medicdo da taxa de filtragdo
glomerular (TFG), embora na pratica clinica a sua execucdo seja dispendiosa e bastante
morosa dificultando a sua aplicacdo. Como alternativa a maior parte dos clinicos opta pelo
uso da creatinina e da ureia como biomarcadores da funcédo renal. Mas nenhum destes contém
a especificidade e sensibilidade necessarias para detecdo precoce de alteracBes na funcgéo
renal.

A frequéncia de doencas como a doenca renal cronica (DRC), especialmente na populagédo
felina, tem impulsionado a investigacdo na area dos biomarcadores de funcgéo renal. Existem
varios em estudo, embora a maioria apresente debilidades que os impede de vir a substituir a
creatinina e a ureia.

A dimetilarginina simétrica (“symmetrical dimethylarginine”, SDMA) € no entanto o
biomarcador de funcdo renal atual que suscita maior interesse e poderad ser bastante Gtil na
detecdo precoce de DRC. Apresenta maior sensibilidade e especificidade comparativamente a
creatinina e ndo sofre influéncia de fatores extra-renais como a condic¢do corporal ou o teor
proteico da dieta.

O estudo desenvolvido teve como objetivo avaliar as vantagens do uso da SDMA enquanto
biomarcador de funcdo renal, para o diagndstico precoce de DRC em gatos. Foi comparado o
estadiamento feito a partir do doseamento da creatinina plasmatica com o obtido ap6s dosear
a SDMA, procurando beneficios da sua utilizagdo. A amostra foi constituida por 16 animais,
dos quais 5 apresentaram concentraces de SDMA acima do intervalo de referéncia. Os
resultados obtidos permitiram detetar alteracdo da funcdo renal em 2 animais, nos quais a
creatinina plasmatica ndo surgiu acima do intervalo de referéncia, e alterar o estadiamento de

1 animal.

Palavras-chave: Biomarcadores de funcdo renal, Dimetilarginina simétrica, Gatos






Abstract

Renal function biomarkers - the example of symmetrical dimethylarginine

The evaluation of renal function is ideally made by measuring the glomerular filtration rate
(GFR), although in clinical practice its execution is expensive and time consuming, making it
difficult to apply. Alternatively, most clinicians choose creatinine and urea as biomarkers of
renal function. But none of these contains the specificity and sensitivity necessary for early
detection of changes in renal function.

The frequency of diseases such as chronic kidney disease (CKD), especially in the feline
population, has boosted research in the area of renal function biomarkers. There are several
under study, although the majority presents debilitys that prevent them from replacing
creatinine and urea.

The symmetrical dimethylarginine (SDMA) is, however, the current biomarker of renal
function that raises greater interest and can be quite useful in the early detection of CKD.
Offers greater sensitivity and specificity compared to creatinine and don’t experience
influence of extra-renal factors such as body condition or the protein contente of the diet.

The aim of the study was to evaluate the advantages of using SDMA as a biomarker of renal
function for the early diagnosis of CKD in cats. The staging done from the plasma creatinine
assay was compared with that obtained after dosing the SDMA, looking for benefits of its use.
The sample consisted of 16 animals, of which 5 had SDMA concentrations above the
reference range. The results obtained made it possible to detect changes in renal function of 2
animals, in which the plasma creatinine did not emerged above the reference range, and to

change the staging of 1 animal.

Keywords: Renal function biomarkers, Symmetrical Dimethylarginine, Cats
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Breve descricdo das atividades desenvolvidas no estagio curricular

O estégio curricular enquadra-se no Plano de Estudos do Mestrado Integrado em Medicina
Veterinaria da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade de Lisboa (FMV-
ULisboa) e ocupa 0 11° semestre. O estagio permite consolidar os conhecimentos adquiridos
até esta etapa, colocando-os em prética e possibilitando que continuemos a nossa formagcé&o.

O estégio decorreu no Hospital Veterinario de Portimao (HVP) sob a orientacdo da Professora
Dr2 Josefina Coucelo e co-orientacdo da Professora Doutora Maria Constanca Pomba. O
estagio teve inicio no dia 11 de Setembro de 2017 e terminou no dia 11 de Marco de 2018.

As atividades decorreram em horérios rotativos que incluiam diferentes periodos (diurno,
noturno, feriados e fins de semana) e eram atribuidos semanalmente. Cada turno decorreu por
um periodo de 8 horas contemplando um total de 40 horas semanais e um total de cerca de
1040 horas. O tempo foi despendido entre as varias areas existentes no HVP.

Foi possivel assistir a consultas, acompanhar a obtencdo da anamnese e execucdo do exame
fisico, e posteriormente discutir o caso e o tratamento adequado com o Médico Veterinario
responsavel.

No internamento a autora teve possibilidade de auxiliar o Médico Veterindrio e 0s
enfermeiros de servico na realizacdo da monitorizacdo dos parametros clinicos dos animais
hospitalizados. Foi possivel preparar e administrar medicacdes, administrar refeicbes e
realizar passeios. Existiu ainda oportunidade para realizar diferentes procedimentos, tais como
a colocacdo de cateteres endovenosos, administracdo de fluidoterapia, colheita de amostras de
sangue, colocagdo de sondas de algaliacéo, realizacdo de cistocentese, limpeza e tratamento
de feridas, realizacédo de pensos e talas, entre outros.

A autora teve a possibilidade de executar analises sanguineas, realizar esfregacos, executar
testes rapidos para despiste e diagnostico de varias doengas, realizar tiras de urina, entre
outros.

No servico de imagiologia foi possivel auxiliar e realizar radiografias, assistir e auxiliar na
execucdo de ecografias, endoscopias e Tomografias Axiais Computorizadas (TAC). Neste
servico foi possivel preparar, monitorizar e posicionar os animais, e posteriormente avaliar o
exame obtido juntamente com o Médico Veterinario.

No servico de cirurgia a autora teve oportunidade de executar a sedacdo e anestesia de
diferentes animais sujeitos a procedimentos cirargicos. Foi responsavel pela preparacdo
cirirgica e monitorizacdo anestésica dos mesmos, assim como a sua monitorizagdo e

acompanhamento no pés-operatorio. A autora teve a possibilidade de atuar como ajudante de



cirurgido em diversas cirurgias e ainda de executar destartarizacGes, castracdes e
ovariohisterectomias em felinos.
Durante o estadgio foi ainda possivel assistir a formacdes de empresas farmacéuticas e
laboratorios lecionadas no HVP.



I — Reviséo Bibliografica

1. Anatomofisiologia renal — breve reviso

Os rins sdo responsaveis por manter a composi¢do dos fluidos corporais, dentro dos limites
fisioldgicos, e remover residuos do metabolismo presentes no sangue. A filtracdo do plasma
permite obter o ultrafiltrado, de grandes volumes, cuja composi¢do é muito semelhante ao
plasma, mas sem proteinas de elevado peso molecular. Deste ultrafiltrado vérias substancias
Uteis vao ser seletivamente reabsorvidas, enquanto as prejudiciais sdo concentradas e
eliminadas (Konig, Maierl & Liebich, 2005). Para além de regularem o meio interno
produzem hormonas importantes na regulacdo da pressdo sanguinea, producdo de eritrocitos,
e contribuem para ativagéo da vitamina D3 (Junqueira & Carneiro, 2013).

Os rins sdo 6rgdos pares localizados na regido lombar, dentro do espacgo retroperitoneal
cranial e pressionados contra a parede abdominal dorsal. O rim direito localiza-se mais
cranialmente que o rim esquerdo e a sua extremidade cranial em contacto com o figado
(Konig, 2005). As superficies ventrais encontram-se cobertas pelo peritoneu e todo o rim esta
revestido por uma capsula fibrosa que contém uma pequena quantidade de fibras elasticas
(Ellenport, 1986).

No bordo medial do rim surge o hilo, reentrancia por onde penetram 0S nervos e vasos
sanguineos. O parénquima renal divide-se em duas porcdes visivelmente distintas, o cortex e a
medula. Na maioria das espécies a medula é dividida em lobos de formato piramidal, mas tal
ndo acontece nos carnivoros, em que a fusdo dos mesmos origina uma massa unica que
termina num vértice, a papila renal. Esta é projetada na pélvis renal que esta alojada no seio
renal e constitui a porgdo proximal dilatada do ureter (Konig et al, 2005).

Cerca de 25% do sangue arterial ejetado pelo coracdo atravessa o0s rins cuja vascularizacao é
feita através da artéria renal, uma ramificacdo da artéria aorta abdominal. A vascularizacédo
venosa conflui para a veia cava caudal (Konig et al, 2005; Verlander, 2013).

E no cortex que se encontra a unidade funcional do rim onde ocorre o processo de filtragdo e
producdo da urina — o nefrénio. O rim canino e felino pode conter até 400.000 e 500.000
destas unidades, respetivamente (Konig et al, 2005). O nefronio inclui o corpusculo renal
(composto pelo glomérulo renal e a capsula de Bowman), o tubo contornado proximal, porcao
espessa e fina da ansa de Henle e o tubo contornado distal. Cada corpusculo renal apresenta
dois pélos: o vascular ou proximal que permite a entrada da arteriola aferente e a saida da
arteriola eferente, e o urinario ou distal por onde surge o tubo contornado distal (Junqueira &
Carneiro, 2013).



O primeiro passo para a producdo de urina € a filtracdo do sangue no glomérulo renal, que é
feita numa rede de capilares do tipo fenestrado envolvido pela capsula de Bowman
(Verlander, 2013). Esta é constituida por um folheto visceral, que cobre os capilares, e um
folheto parietal. Entre estes dois folhetos forma-se o espaco capsular que recebe o filtrado
continuamente produzido. O folheto parietal € constituido por um epitélio simples
pavimentoso; o folheto visceral possui células diferenciadas — os poddécitos (Junqueira &
Carneiro, 2013).

A estrutura dos capilares glomerulares que comp6e o glomérulo renal é importante na
determinacdo da taxa de producéo e seletividade do filtrado glomerular (Verlander, 2013).

A parede capilar é constituida por trés camadas: o endotélio capilar, a membrana basal
glomerular e o epitélio visceral (Junqueira & Carneiro, 2013; Verlander, 2013). A morfologia

normal do glomérulo renal pode ser observada na Figura 1.

Figura 1. Representacdo esquematica da morfologia normal do glomérulo renal (Adaptado de Chew,
DiBartola & Schenck, 2011)
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O endotélio capilar ¢ uma Unica camada fina de células em contacto com o sangue no limen
capilar, é denominado fenestrado devido & presenca de poros que permitem a passagem de
agua e compostos ndo celulares. A membrana basal glomerular é uma membrana espessa que
resulta da fusdo das membranas basais do endotélio e dos poddcitos. Nela podem ser
diferenciadas 3 camadas distintas: a lamina rara interna, a lamina densa e a lamina rara
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externa. A lamina densa é uma matriz de proteoglicanos (que lhe confere carga elétrica
negativa), colagénio tipo IV e laminina (atuam como barreira fisica). A terceira camada que
compde a parede capilar é o epitélio visceral, uma camada de poddcitos. Estes sdo cruciais no
processo de filtracdo ao determinar a permeabilidade seletiva de filtragdo e ao efetuarem a
limpeza continua da barreira de filtracdo glomerular, gracas as suas fendas de filtracdo. Estas
nascem entre os prolongamentos emitidos pelos poddcitos que envolvem os capilares
(Junqueira & Carneiro, 2013; Verlander, 2013).

A parede glomerular é uma barreira as forcas que promovem ou se opdem a filtracdo do
sangue. As forcas que promovem a filtracdo sdo a pressdo hidrostatica exercida pelo sangue
dentro dos capilares e a pressdo oncotica do ultrafiltrado dentro capsula de Bowman.
Normalmente a pressdo oncética do ultrafiltrado é improdutiva, visto que as moléculas de
médio ou elevado peso molecular ndo séo filtradas. Assim a principal forca atuante é a
pressdo hidrostatica nos glomérulos capilares. Forgas que contrariam o processo de filtracdo
sd0 a pressdo oncética plasmatica nos capilares glomerulares e a pressdo hidrostatica no
espaco de Bowman. A pressdo de filtracdo resultante resulta da diferenca entre a pressédo
hidrostatica capilar (que favorece a filtracdo) e a soma da pressdo oncotica capilar com a
pressdo hidrostatica do ultrafiltrado (que contrariam o processo de filtracdo) (Verlander,
2013).

A taxa de filtracdo glomerular (TFG) é um produto da pressdo de filtragdo resultante, a
permeabilidade da barreira de filtracdo e a &rea capilar disponivel para filtracdo. A
permeabilidade da barreira de filtracdo é determinada pelas suas caracteristicas estruturais e
quimicas (Verlander, 2013).

A permeabilidade da barreira de filtracdo é responsavel pelas diferentes taxas de filtracdo dos
varios componentes sanguineos. Normalmente todos os componentes celulares e proteinas
plasmaticas do tamanho da albumina (ou maiores) sdo retidas no sangue. A agua e os solutos
séo livremente filtrados (Verlander, 2013).

Para aléem do tamanho a carga elétrica da molécula é também importante. Moléculas com
carga positiva (catides) sdo filtradas mais facilmente que a mesma molécula numa forma com
carga negativa (anido). Estas diferencas devem-se a carga negativa da barreira glomerular
gerada por glicoproteinas na sua constituicdo, que repelem proteinas plasmaticas de carga
negativa, impedindo a sua passagem através da barreira glomerular (Verlander, 2013).

O glomérulo da origem no polo urinario ao tubulo contornado proximal, nele é reabsorvida
toda a glucose e aminoacidos presentes no filtrado. Também sdo reabsorvidos ides
(bicarbonato, cloreto de sodio, céalcio e fosfato) e cerca de 70% da agua. Na ansa de Henle

ocorre retencdo de agua, na sua porcdo descendente, e é gerado um gradiente hiperténico no
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intersticio medular que influencia a concentracdo da urina a medida que esta atravessa 0S
ductos coletores. A ansa de Henle gera o tubo contornado distal, que no seu trajeto se encosta
ao corpusculo renal do mesmo nefréonio e forma a macula densa. Este segmento modificado
do tubo contornado distal é sensivel a alteracfes do volume e concentracdo ionica do filtrado
tubular. Dos tubulos coletores o filtrado atinge os tabulos e ductos coletores, onde ocorrem
mecanismos de concentracdo da urina (Junqueira & Carneiro, 2013).

Junto ao corpusculo renal a artéria aferente apresenta celulas modificadas, as células
justagolmerulares, que se situam junto a méacula densa e com esta formam o aparelho
justaglomerular. A méacula densa é sensivel a alteracGes de volume e concentracdo ionica do
filtrado, j& as células justaglomerulares segregam a enzima renina que indiretamente regula a
pressdo arterial e a produgdo de aldosterona na glandula adrenal (Junqueira & Carneiro,
2013).

2. Avaliacgéo laboratorial da fungéo renal

A interpretacdo de testes individuais pode ser prejudicada pela falta de sensibilidade, a
existéncia de grande variabilidade bioldgica, os precos elevados e a dificuldade de execucéo
de alguns testes. Saber as vantagens e desvantagens de cada ferramenta permite uma escolha
acertada por parte do clinico, seja com o objetivo de detetar DRC numa fase inicial ou para
distingui-la de insuficiéncia renal aguda (IRA). A avaliagdo da funcdo renal é ainda
importante na monitorizacao clinica ou para ajuste de farmacos com potencial nefrotdxico.

E necessario ter em consideracdo alguns principios basicos para melhor interpretar os
resultados. De notar que ndo é possivel avaliar diferentes parametros da fungdo renal com
recurso a um unico teste, embora seja consensual que a taxa de filtracdo glomerular é a
melhor forma de avaliar a funcdo renal global. O facto de a funcédo renal se encontrar normal
ndo permite descartar a existéncia de lesdo renal, o rim pode funcionar aparentemente de
forma normal sem que sejam detetadas alteragdes. A composicdo da urina sofre grandes
flutuacdes, nomeadamente a densidade urinaria especifica (DUE) que pode variar a cada hora,
0 que pode afetar a interpretacdo da urianalise. Devem ser feitas mdltiplas medicdes,
principalmente nas fases iniciais ou subclinicas da DRC. Devem ainda ser utilizados testes
para diferenciar a doenca aguda da cronica, visto que o tratamento e prognostico podem ser
bastante diferentes (Heiene & Lefebvre, 2007).



2.1. Funcéo glomerular

A avaliagdo da funcdo glomerular é essencial na avaliagdo de animais com suspeita de doenca
renal, j& que a TFG esta diretamente relacionada com a massa renal funcional (DiBartola &
Westropp, 2014). A determinacéo da TFG é considerada o metodo gold standard para avaliar
a funcdo renal, embora ndo seja realizada de forma rotineira e no seu lugar sejam utilizados
marcadores substitutos (Chew, DiBartola & Schenck, 2011a).

A funcdo glomerular pode ser avaliada de forma indireta com a medi¢do de marcadores
plasmaticos como a ureia, a creatinina, a cistatina C e a medicdo da proteinaria. (Heiene &

Lefebvre, 2007). Estes serdo descritos no capitulo 3.

2.1.1. Taxa de filtracéo glomerular

A TFG global corresponde a taxa de filtracao total de ambos os rins, sendo a soma da taxa de
filtracdo de cada nefronio (Von Hendy-Willson & Pressler, 2011). Permite detetar a
diminuicdo da funcdo renal bastante mais cedo que os marcadores de fungdo renal
amplamente utilizados. Apesar da sua superioridade em detetar precocemente doenca renal, a
medicdo da TFG continua a ser uma ferramenta pouco utilizada em medicina veterinaria. A
medicdo da creatinina plasmatica tem substituido a medicdo da TFG na prética clinica, face a
facilidade de acesso. No entanto a creatinina apresenta sensibilidade e especificidade
inferiores a medicdo da TFG (Von Hendy-Willson & Pressler, 2011).

Os métodos atuais sdo caros e complicados, requerem multiplas colheitas de sangue e urina
em tempos precisos, € normalmente exige a cateterizacdo da bexiga para que o volume
urinario seja medido de forma precisa. E necessario o desenvolvimento de um método
acessivel e de facil execugdo em ambiente clinico (Von Hendy-Willson & Pressler, 2011,
Sasaki et al., 2015).

A medicdo da TFG é util nos pacientes que apresentam concentracGes plasmaticas de
creatinina no limite superior do intervalo de referéncia ou ligeiramente aumentadas. Em
animais polidricos sem azotémia, para despiste de nefropatias hereditarias em caes de racgas
predispostas e ainda na dete¢do precoce de nefrotoxicidade associada a farmacos (Von
Hendy-Willson & Pressler, 2011).



2.1.1.1. Determinacéo da taxa de filtragio glomerular

Embora a fungdo glomerular ndo possa ser medida diretamente, pode ser estimada com base
no principio de clearance ou depuracdo. Definido como o volume de fluido ao qual é
removida uma determinada substancia durante um periodo de tempo definido (Linnetz &
Graves, 2010).

Podem ser utilizados métodos de clearance, ou taxa de depuracédo, urinérios ou plasmaticos.
A determinacdo da taxa de depuracdo urinaria implica que a quantidade do marcador
excretado na urina e a sua concentracdao plasmatica sejam ambas mensuraveis. Toda a urina
produzida deve ser colhida durante o periodo de teste, 0 que implica a cateterizacdo da bexiga,
0 que pode aumentar o risco de infecao.

Como a colheita de urina durante 24 horas é pouca préatica, a taxa de depuracdo plasmética
acaba por ser uma opc¢do mais facil de executar, pois ndo exige colheita de urina, mas apenas
a colheita de amostras de plasma. O numero de amostras de plasma necessarias pode ser
reduzido desde que sejam utilizadas formulas de correcao.

A taxa de depuracdo plasmatica refere-se a quantidade de uma substancia injetada removida
do plasma durante um determinado periodo de tempo. A TFG é avaliada através da medicdo
da concentracdo plasméatica de um marcador ao longo do tempo. E expressa como volume de
plasma livre da substancia em mililitros (ml) por minuto (min), por exemplo. Se 0 marcador é
unicamente eliminado pelos rins sem secrecdo ou excrecdo pelos tdbulos, a clearance renal é
igual a clearance plasmatica, e é uma avaliacdo precisa da TFG (Heiene & Lefebvre, 2007;
Von Hendy-Willson & Pressler, 2011).

2.1.1.2. Padronizacdo e variacao

O método de padronizacdo da TFG mais utilizado é o peso corporal em quilogramas (Kg). O
que assume que a clearance renal estd linearmente associada ao peso corporal, embora tal
possa ndo ocorrer em cdes bastante pequenos (<10 Kg) ou muito grandes (>50 Kg). Em
humanos é preferida a padronizacdo com base na area de superficie corporal, também
utilizada em alguns ensaios veterinarios. Também o volume de fluido extracelular tem sido
utilizado para padronizar os resultados, visto a sua regulagdo estar intimamente relacionada
com a TFG. No entanto os resultados sdo varidveis e é necessaria mais investigacao.

Enquanto em cdes sdo obtidos resultados varidveis consoante o método de padronizacdo
escolhido, em gatos os resultados obtidos com qualquer um dos trés métodos mencionado

reproduz resultados aceitaveis. O que podera ser explicavel pela menor variagdo de tamanho



corporal desta espécie. O método ideal para padronizacdo é ainda desconhecido (Von Hendy-
Willson & Pressler, 2011).

A TFG normal, segundo a literatura, é considerada de 3,5 a 4,5 mL/min/kg e 2,5 a 3,5
mL/min/kg no cdo e no gato, respetivamente (Syme & Jepson, 2017). Estes intervalos séo
fruto de estudos com recurso a diferentes técnicas, assim alguns autores sugerem que um
intervalo normal para a TFG esta ainda por definir com recurso a protocolos padronizados.
Além disso, o estabelecimento de um Unico intervalo de referéncia para a TFG para todos 0s
cdes e gatos podera ndo ser o ideal. Visto que a TFG é provavelmente influenciada por varios
fatores extra-renais como o0 sexo, idade, raca, teor proteico da dieta, estado de hidratacéo,

balanco eletrolitico de sddio e o ritmo circadiano (Von Hendy-Willson & Pressler, 2011).

2.1.1.3. Técnicas e marcadores utilizados

Tém sido utilizados varios marcadores enddgenos e exdgenos, que devem reunir um conjunto
de caracteristicas: ser livremente filtradas pelo glomérulo, sem ligacdo a proteinas plasmaticas
(o que levaria a um atraso no processo de filtracdo e falsa diminuicdo do valor de TFG
mensurado), ndo sofrer absorcdo, secrecdo ou metabolizacdo tubular, ndo afetar a TFG, nédo
apresentarem outras rotas de eliminacdo extra-renais e ndo serem nefrotoxicos (Linnetz &
Graves, 2010).

No que diz respeito a taxa de depuracdo urinaria é a inulina o marcador considerado gold
standard e é a técnica com a qual os restantes métodos sdo normalmente comparados. A
inulina, um polimero da frutose, chega muito perto de satisfazer todos estes requisitos, no
entanto a sua utilizacdo é tecnicamente dificil (Heiene & Lefebvre, 2007; Von Hendy-Willson
& Pressler, 2011). E eliminada do plasma unicamente por filtragdo glomerular, sem
reabsorcdo ou metabolizacdo pelos tdbulos renais. Este teste exige a infusdo continua de
inulina para atingir concentracdes plasmaticas estaveis e cateterizagcdo vesical para total
colheita da urina produzida no periodo de teste. A taxa de depuracdo € calculada a partir da
concentracdo plasmatica e urinaria de inulina e o débito urinario (Linnetz & Graves, 2010).
Alternativamente a inulina pode ser utilizada a creatinina exogena ou endogena (Heiene &
Lefebvre, 2007).

Para calcular a taxa de depuragdo plasmatica sdo normalmente utilizados o iohexol, a
creatinina exdgena e radionuclideos.

O iohexol é um meio de contraste radioldgico acessivel, extremamente estavel e pode ser
avaliado mesmo em pequenos volumes de amostra (Linnetz & Graves, 2010). Encontra-se

comercialmente disponivel através do Royal Veterinary College, sediado em Inglaterra, que
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disponibiliza o protocolo para execucdo do teste e posterior envio das amostras para
avaliagdo. Sendo o iohexol uma substancia bastante estavel no plasma a interpretacdo do teste
ndo é afetada pelo tempo de armazenamento e podem ser enviadas amostras a partir de outros
paises (Royal Veterinary College, 2018).

A creatinina é livremente filtrada pelo glomérulo, ndo sofre ligacdo a proteinas, é afetada
minimamente pelo teor proteico da dieta. Embora a creatinina ndo seja reabsorvida pelos
tbulos renais ela é secretada em pequenas quantidades pelos tubulos renais dos caes machos,
0 gque pode conduzir a uma sobre avaliacdo da TFG. Existem no plasma e soro moléculas que
podem ser erroneamente medidas como creatinina: cromogéenios que ndo a creatinina. Para
ultrapassar estas limitacGes foi desenvolvido um método com recurso a creatinina exdgena.
Com esta técnica é administrada creatinina em infusdo continua até a um ponto onde a
presenca de cromogénios que nao a creatinina torna-se insignificante (Von Hendy-Willson &
Pressler, 2011)

Os radionuclideos s&o livremente filtrados pelo glomérulo renal e ndo sdo reabsorvidos ou
secretados pelos tubulos renais. A principal limitacdo dos radionuclideos é a disponibilidade
de laboratdrios com equipamento de medicina nuclear adequado para avaliar a radioatividade
das amostras (Von Hendy-Willson & Pressler, 2011).

2.2. Funcéo tubular

O rim tem a capacidade de produzir urina mais concentrada ou mais diluida de acordo com as
necessidades de conservacdo de dgua do organismo. A capacidade de concentracdo da urina
estd dependente dos osmorecetores presentes no hipotalamo, a libertacdo da hormona anti-
diurética (“antidiuretic hormone”, ADH) pela neurohipéfise e a resposta da porcéo distal do
nefrénio a esta hormona. (DiBartola & Westropp, 2014). A funcédo tubular pode ser avaliada
através da DUE, de testes de privacdo de agua e testes de excrecdo fraccional de eletrolitos.

A DUE sofre grande variabilidade em animais saudaveis, tanto entre diferentes individuos
como no mesmo. Deve ser avaliada com recurso ao refractdmetro, visto as tiras urinaria ndo
serem um método totalmente fidvel. A DUE pode variar entre 1.001-1.080 em cdes e gatos
saudaveis, tende a ser mais elevada em gatos. Face a sua grande variabilidade deve ser
avaliada em amostras consecutivas e interpretada face ao estado de hidratacdo do animal. Na
pratica uma urina minimamente concentrada devera variar entre 1.013-1.029 e 1.013-1.034 no
cdo e no gato respetivamente (Heiene & Lefebvre, 2007). Mas estes valores devem ser
avaliados paralelamente a outros dados clinicos, a presenca concomitante de azotémia ou

desidratacéo indica que a capacidade de concentragdo de urina esta afetada. Valores inferiores
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aos limites acima referidos ndo podem ser interpretados de forma isolada para avaliar a
funcdo renal. Animais saudaveis podem produzir urinas pouco concentradas de acordo com 0
equilibrio hidrico do organismo (Lees, 2004).

A polidria e a polidipsia normalmente precedem a urémia em semanas ou até mesmo meses
em cdes com DRC. Ja metade dos gatos com DRC né&o apresenta politria nem polidipsia, pois
conseguem manter alguma capacidade de concentrar a urina (Heiene & Lefebvre, 2007).

O teste de privacdo de agua modificado é um teste Gtil na avaliagdo da funcdo tubular
indicado para diagndstico de casos de polidria/polidipsia confirmados, embora as vantagens
nem sempre superem 0S riscos associados a execucdo do teste. Esta contraindicado em
animais azotémicos e deve ser feito com precaucdo em animais com poliuria acentuada, pois
caso exista incapacidade em concentrar a urina, rapidamente sofrem desidratacdo. Este teste é
indicado nos casos em que seja necessario diferenciar entre diabetes insipida nefrogénica,
diabetes insipida central e polidipsia psicogénica (Heiene & Lefebvre, 2007; DiBartola &
Westropp, 2014).

Os testes de excrecdo fraccional de eletrolitos medem a fracdo de eletrélitos filtrados que
escapam a reabsorcdo e sdo excretados na urina. Na pratica clinica a sua utilidade é muito
limitada (Heiene & Lefebvre, 2007).

3. Biomarcadores de funcéo renal

A avaliacdo da funcdo renal é idealmente feita pela medicdo da TFG, mas a realizacdo de
testes de clearance pode ser dispendiosa e bastante morosa para serem aplicados na pratica
clinica, tornando a detecdo precoce de disfuncdo renal um desafio para os clinicos
(Kovarikova, 2015).

A creatinina plasmatica sempre foi a ferramenta mais utilizada no diagndstico de doenca
renal, apesar da sua reduzida sensibilidade (Polzin, 2011). O limite superior de referéncia é
ultrapassado quando existe apenas uma perda funcional de cerca de 75% dos nefrénios
(DiBartola, 2010).

As limitacOes dos biomarcadores mais utilizados, a creatinina e a ureia, para detetar doenca
renal impulsionaram a investigacdo de novos, e mais vantajosos, biomarcadores. O objetivo é
detetar a doenca renal o mais cedo possivel, num estadio em que as opcdes terapéuticas
possam ser eficazes no desenrolar da doenga (Hokamp & Nabity, 2016).

A descoberta de um biomarcador renal € um processo complexo e desafiante. Existem
dezenas de milhares de proteinas, peptideos e metabolitos em quantidades muito variadas,

com o potencial de tornarem-se num biomarcador (Yerramilli, Farace, Quinn & Yerramilli,
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2016). Em medicina veterindria, existem varios obstaculos a implementacdo de novos
biomarcadores renais: € necessario validar as técnicas e reagentes ja utilizados em medicina
humana, € preciso identificar a influéncia de fatores extra-renais, e o uso de técnicas
laboratoriais caras e de dificil execucdo pode ser um entrave (De Loor, Daminet, Smets,
Maddens & Meyer, 2013).

A avaliagdo de algumas proteinas urinarias revelou-se promissora na localizacdo da leséo
renal, e na avaliacdo da gravidade da disfungéo renal em humanos. Estudos semelhantes tém
sido feitos em cdes e gatos, revelando biomarcadores mais precoces no diagnostico,
comparativamente com os métodos convencionais. Biomarcadores renais, plasmaticos ou
urinarios, estdo atualmente em investigacdo para que possam futuramente ser utilizados na
prética clinica (Cobrin, Blois, Kruth, Abrams-Ogg & Dewey, 2013).

Ainda assim, nenhum biomarcador terd até a data capacidade para ser utilizado de forma
isolada. Mesmo para identificar um sO tipo de lesdo, serd provavelmente necessario

desenvolver um painel composto por vérios testes (Hokamp & Nabity, 2016).

3.1. Conceito de biomarcador e caracteristicas

Um biomarcador, ou marcador biol6gico, € uma molécula cuja medicdo é indicadora de
processos biolégicos normais, doengas ou uma resposta farmacoldgica a uma intervencdo
terapéutica. Um biomarcador ideal devera reunir as seguintes caracteristicas: ser ndao invasivo,
especifico, detetar doenca aguda e cronica, sensivel o suficiente que permita detecédo precoce,
relacionar-se com a gravidade da doencga possibilitando o seu estadiamento, permitir a
monitorizacdo e progressao da doenca, apto a localizar a lesdo, ser indicador de progndstico,
ter baixo custo e acesso facil e rapido (Biomarkers Definitions Working Group, 2001; Cobrin
etal., 2013).

3.2. Biomarcadores plasmaticos

Qualquer fluido biologico, provindo de uma populacéo clinicamente caracterizada, pode ser
utilizado no processo de descoberta de novos biomarcadores. No entanto, o soro é o fluido de
eleicdo, por ser considerado o fluido circulante mais abrangente, e que mais informacdo pode
fornecer acerca dos processos patologicos e fisiologicos do organismo. Além de que, a
existéncia de infra-estrutura e material laboratorial, nas clinicas e hospitais veterinarios, para
processar amostras de soro, tornam-no a amostra bioldgica mais adequada (Yerramilli et al.,
2016).
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A maior desvantagem da utilizacdo de biomarcadores plasmaticos € a influéncia que fatores
extra renais possam exercer. SituacGes de diminuicdo da perfusdo renal, como estados de
hipovolémia, ou de aumento da pressao hidraulica no espago de Bowman que ocorre em caso
de obstrucdo urinaria, levam a uma diminuicdo da TFG e consequente aumento dos
biomarcadores séricos sem que haja doenca renal. Os biomarcadores plasmaticos séo Uteis
apos a TFG atingir o equilibrio steady-state, o que dificilmente ocorreré na insuficiéncia renal
aguda, por exemplo, em que a TFG muda rapidamente (De Loor et al., 2013).

A dimetilarginina simétrica (“symmetric dimethylarginine”, SDMA) apesar de incluida neste

capitulo sera descrita a parte, no capitulo 4.

3.2.1. Creatinina
A creatinina € um produto da degradacdo da fosfocreatina muscular e a sua producdo diaria é
determinada, em grande parte, pela massa muscular do individuo. Nao sofre metabolizacao e
é excretada pelos rins, quase exclusivamente por filtracdo glomerular. A taxa de excrecéo é
relativamente constante e possui uma relagdo inversa com a TFG (DiBartola, 2010).
Infelizmente esta relacdo nédo € linear, mas sim do tipo hipérbole, o que limita a sensibilidade
na fase precoce da doenca renal. Grandes variacbes da TFG no inicio da doenca renal
refletem-se em pequenas elevacbes plasmaticos de creatinina, e dificilmente sdo detetadas
porque continuam dentro dos valores de referéncia. Ja na fase avancada da doenca, pequenas
diminuicdes da TFG refletem grandes elevacGes na creatinina plasmatica (Figura 2)
(DiBartola, 2010; Grauer, 2016).
A falta de sensibilidade € notéria ao Figura 2. Relacdo exponencial entre a perda
. . - funcional de nefronios e o nivel de creatinina
analisarmos  os intervalos plasmaticos de .o (Adaptado de Chew et al, 2011a),
creatinina  sugeridos  pela  Sociedade
Internacional de Interesse Renal
(“International renal interest society”, IRIS)
para o estadiamento da DRC, onde o limite
inferior para um felino no estadio 2 encontra-

se ainda dentro dos intervalos de referéncia

Creatinina (mg/dL)

da maioria dos laboratorios (Grauer, 2017).

A técnica de medicdo da creatinina, reagdo

de Jaffe, ndo € especifica e pode influenciar a 0 25%  BO%  76%  100%

interpretagdo dos resultados. Até 50% da

Nefronios funcionais (%)

medicdo da creatinina plasmética, pode ser
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constituida por substancias plasmaticas, denominadas de cromogénios além da creatinina.
Estas substdncias ndo surgem na urina. A creatinina plasmatica aumenta a medida que a
doenca renal progride, mas como a quantidade de cromogénios que ndo a creatinina é
constante, com o evoluir da doenca vdo contribuir cada vez menos para a concentragdo
plasmatica de creatinina (DiBartola, 2010). Para comparacdo de resultados deve ser utlizada
sempre a mesma técnica e laboratorio para evitar variabilidade decorrente da técnica e
intervalos de referéncia utilizados (Grauer, 2016).

A dieta influencia a concentracdo plasmatica de creatinina, que aumenta durante as 12 horas
apos a refeicdo (Ghys et al., 2014). Animais mais jovens tém concentracdes mais baixas, por
outro lado os machos e animais bastante musculados tém concentragdes mais elevadas. Cées
de racas bastante pequenas tém concentra¢fes mais baixas e ragas gigantes podem apresentar
niveis um pouco mais elevados. Os intervalos de referéncia normais podem variar entre racas,
especialmente na raca canina Greyhound (Chew et al., 2011a). Animais desta raca apresentam
naturalmente concentragcbes plasméticas de creatinina ligeiramente mais elevadas néo
associadas a decréscimos da TFG, mas relacionado com a elevada massa muscular da raga
(DiBartola, 2010). Apesar da variacdo racial ser mais evidente nos cdes também ocorre em
gatos (Hokmap & Nabity, 2016). Varios estudos reportaram concentracdes fisioldgicas de
creatinina superiores na raga felina Sagrado da Birmania e Siberiano, e em menor extensao
nas racas felinas Siamesa e Somali. (Reynolds et al., 2010; Paltrinieri, Ibba & Rossi, 2014).
No caso da raca felina Sagrado da Birmania, por exemplo, os niveis superiores de creatinina
ndo sdo justificados por uma maior percentagem de massa muscular desta raca. A avaliacao
da funcéo renal deve ser feita com especial atencdo nestsa ragas, especialmente os Sagrado da
Birmania, ja que animais saudaveis podem apresentar valores acima do intervalo de referéncia
e ser classificados em estadios avancados do estadiamento da IRIS (Paltrinieri, Ibba & Rossi,
2014). Estes dados sugerem a necessidade de desenvolver intervalos de referéncia especificos
para estas racas felinas (Reynolds et al, 2010).

Animais caquéticos podem apresentar valores baixos de creatinina plasmatica que ndo
ocorreriam na presenca de massa muscular normal, sobrestimando a funcdo renal existente
(Chew et al, 2011a; Grauer, 2016).

Apds excluir fatores extra-renais, elevacfes acima do limite de referéncia traduzem uma perda
funcional de pelo menos 75% dos nefronios (DiBartola, 2010).

A magnitude do aumento ndo permite determinar a causa, diferenciar doenca aguda de
cronica, identificar o tipo de azotémia ou se é um processo progressivo ou ndo (DiBartola,
2010).
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Em medicina humana tém vindo a ser desenvolvidas equagdes que englobam diferentes
variaveis, como a idade e género, para diminuir a sua influéncia na avaliacdo da TFG através
da creatinina. Em medicina veterinaria ainda ndo foram desenvolvidas este tipo de equacbes
(Langston, 2010).

As desvantagens do uso da creatinina podem ser atenuadas recorrendo a uma avaliacéo
longitudinal, j& que a variagcdo da creatinina sérica € minima ao longo das semanas e mesmo
anos. Avaliar diferentes medicOes obtidas em diferentes momentos permite detetar pequenas
variacdes que nao devem ser ignoradas, mesmo que dentro do intervalo de referéncia. N&o
devem ocorrer elevacdes iguais ou superiores a 0,3 mg/dL em cées saudaveis, utilizando a
mesma técnica laboratorial (Chew et al., 2011a; Hokamp & Nabity, 2016; Grauer, 2016). Em
gatos assume-se que elevacOes de 17% nos valores de creatinina sérica traduzem diminuicao
da funcéo renal (Hokamp & Nabity, 2016).

Este conceito de detetar pequenas, mas significativas, elevacfes da creatinina sérica também
pode ser utilizado em casos de IRA, ja incluido pela IRIS para estadiamento da IRA. Neste
caso elevagBes de 0,3 mg/dL da creatinina sérica num periodo de 48 horas é critério para
classificar o animal nos graus | e 11 de IRA (Hokamp & Nabity, 2016).

Os valores de referéncia para a creatinina plasmatica sdo de 0,3 a 1,3 mg/dL e 0,8 a 1,8 mg/dL

no céo e gato respetivamente (Chew et al., 2011a).

3.2.2. Ureia

A ureia é sintetizada pelo figado a partir da amonia oriunda do catabolismo dos aminoéacidos,
procedentes do catabolismo proteico exdgeno (dieta) e enddgeno. A excrecdo da ureia é feita
primariamente através de filtracdo glomerular, e dai a sua excrecdo surgir afetada pela
reducdo da TFG que decorre na doencga renal (DiBartola, 2010).

Ocorre reabsorcao de ureia nos tubulos renais, principalmente em situacdes de desidratacéo
que levam a libertacdo da ADH com efeito estimulante na reabsorcéo da ureia. Faz com que a
ureia aumente sem que haja diminuicdo da TFG presente, apenas por existir diminuicdo do
volume plasmatico (DiBartola, 2010; Verlander, 2013). Além disso, a producao e excre¢do da
ureia ndo ocorre a uma taxa constante. Aumenta apds a ingestdo de refei¢cGes ricas em
proteina, em caso de hemorragia gastrointestinal, e em situacGes que aumentem o catabolismo
proteico, como infecBes ou estados febris. A administracdo de alguns farmacos pode aumentar
a concentracdo de ureia, como por exemplo os glucocorticoides, a azatioprina e as
tetraciclinas. No sentido contrario, pode surgir diminuida devido a dietas pouco ricas em

proteina, insuficiéncia hepatica grave ou shunts porto-sistémicos. A existéncia de todas estas
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influéncias extra-renais tornam a ureia pouco fiavel para estimar indiretamente a TFG
(DiBartola, 2010).

A interpretacdo da concentragdo serica de ureia deve ser feita paralelamente a medicdo da
creatinina plasmatica, mais fiavel para estimar a TFG, e tendo em consideracdo a presenca de
fatores extra-renais (Polzin, 2010). A influéncia da dieta pode ser evitada ao realizar um jejum
de 8 a 12 horas antes da colheita de sangue. Os valores de referéncia situam-se entre 0s 8 e 25
mg/dL no cdo e 15 e 35 mg/dL no gato (DiBartola, 2010).

3.2.3. Cistatina C

A cistatina C é um pequeno polipéptido inibidor de protease produzido a uma taxa constante
por todas as células nucleadas do organismo e libertada para o sangue durante a fagocitose e
processos inflamatorios. Circula livremente e 0 seu baixo peso molécular, 13 kDa, permite
que seja livremente filtrada pelo glomérulo. N&o existe secrecdo tubular, mas é reabsorvida e
catabolizada pelas células dos tubulos proximais quase na sua totalidade, o que faz com que a
sua concentracdo urinaria seja normalmente muito baixa. E eliminada exclusivamente pelos
rins. Estas caracteristicas tornam-na um biomarcador apetecivel, a sua concentracdo
plasmatica pode servir como marcador da TFG, e apesar de ainda ndo utilizado de forma
rotineira é bastante atrativa (Wehner, Hartmann & Hirschberger, 2008; De Loor et al., 2013;
Hokamp & Nabity, 2016; Syme & Jepson, 2017).

Em medicina humana estdo identificados diferentes fatores que influenciam a concentracéo
sérica da cistatina C, nomeadamente a funcédo tiroideia (hipertiroidismo e hipotiroidismo),
neoplasias, asma e processos inflamatérios (Syme & Jepson, 2017).

Em medicina veterinaria os estudos sdo mais escassos e necessitam de continua investigacdo
(Syme & Jepson, 2017). Ao contréario da creatinina, a cistatina C ndo é influenciada pela
massa muscular esquelética (Monti, Benchekroun, Berlato & Archer, 2012).

Um estudo que envolveu uma populacdo canina mostrou que a idade, sexo, peso corporal e a
presenca de inflamacéo e neoplasia, ndo influenciam a concentracdo plasmatica da cistatina C
(Wehner, Hartmann & Hirschberger, 2008). Embora um estudo posterior, ndo corroborado
por outros, tenha mostrado concentragdes séricas de cistatina C aumentadas em cdes muito
jovens, geriatricos saudaveis e em animais com mais de 15 kg (Cobrin et al., 2013; Syme &
Jepson, 2017). As concentragdes plasmaticas de cistatina C diminuem significativamente na
primeira hora apds a refeicdo, em cées. Esta diminuicdo perdura pelo menos 9 horas até
retomar os valores normais, o que ocorre 12 horas apos a refei¢do. Assim, as amostras devem

ser obtidas ap6s jejum de pelo menos 12 horas, em cées (Ghys et al., 2014).
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Em gatos, a idade, sexo, raca e a presenca de diabetes mellitus (DM), ndo mostraram alterar a
concentragdo sérica de cistatina C (Syme & Jepson, 2017).

As suas concentracOes surgem significativamente aumentadas em cdes com doenca renal, de
varias causas, comparativamente a cées sem doenca renal, e 0 mesmo acontece em gatos
(Cobrin et al, 2013; Syme & Jepson, 2017). Embora em gatos os dados sejam contraditorios.
O estudo conduzido por Poswiatowska-Kaszczyszyn (2012) numa populagdo de 70 gatos
obteve concentragOes séricas elevadas de cistatina C em animais com doenca renal, face aos
animais saudaveis. Mostrou inclusive um desempenho superior face a creatinina, sugerindo a
cistatina C sérica como um parametro mais adequado para avaliacdo da funcéo renal felina. Ja
0 estudo conduzido por Ghys et al. (2016), com uma populacdo de 90 gatos, a cistatina C
sérica foi incapaz de diferenciar entre gatos saudaveis, e os afetados por DRC. Levando 0s
autores deste estudo a contraindicar seu uso para avaliacdo da fungdo renal em gatos.

Cées com doenca renal mostraram concentracdes séricas de cistatina C mais altas em
comparagdo com outras doencas nao renais: doencas imuno-imediadas, neoplasia, enddcrina,
dermatoldgica e cardiaca (Ghys et al., 2014). A cistatina C sérica ja foi indicada como
marcador precoce de insuficiéncia renal em cdes com Leishmaniose, nefrite cronica e DM (De
Loor et al., 2013). A cistatina C mostrou maior sensibilidade e valor preditivo negativo que a
creatinina sérica, tornando-a um melhor teste para doenca renal canina precoce (Wehner et al.,
2008).

A auséncia de influéncia por parte da massa muscular, traria vantagem face a creatinina no
diagnostico de azotémia mascarada, nos gatos com hipertiroidismo. Sabe-se que animais
hipertiroideus possuem TFG aumentadas e massa muscular reduzida, que contribuem para
uma diminuicdo da concentracdo de creatinina sérica. Esta diminuicdo, pode dificultar a
detecdo dos gatos que, para além do hipertiroidismo, possuam doenca renal. No entanto, um
estudo veio mostrar que, em gatos com hipertiroidismo, a concentracdo sérica de cistatina C
surge aumentada independentemente da presenca ou ndo de azotémia oculta (Williams,
Dillon, Elliott, Syme & Archer, 2016).

Varios estudos tém investigado a utilidade da cistatina C em cées e gatos, mas até a data,
nenhum deles mostrou superioridade consistente sobre a creatinina e existem alguns fatores
que podem limitar a sua utilidade enquanto marcador (Syme & Jepson, 2017). Os dados
existentes mostram sobreposicdo entre as concentracdes séricas de cistatina C entre cées
saudaveis e caes com doenga renal, o que indica que até a data, a cistatina C ndo sera um bom
biomarcador renal. Em gatos o0s estudos sdo mais escassos, mas 0S poucos existentes sao
contraditérios (Ghys et al., 2014).
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As técnicas de imunoensaio utilizadas para quantificar a cistatina C sérica sao: imunoensaio
turbidimétrico melhorado de particulas (“particle enhanced turbidimetric assay”, PETIA) e
imunoensaio nefelométrico melhorado de particulas (“particle enhanced immunonephelometric
assay”, PENIA) (Syme & Jepson, 2017).

Ja existe um imunoensaio disponivel no mercado para caes comercializado pelo BioVendor
®, mas apenas esta disponivel para uso em investigacdo (BioVendor, 2018). Sabe-se que 0s
resultados obtidos ndo refletem a real concentragdo de cistatina C, pois as moléculas de
cistatina C caninas e felinas ndo sao totalmente homologas a humana. No entanto alguns
autores tém validado o uso dos testes disponiveis para pacientes humanos com sucesso.
Wehner et al. (2008) usaram o ensaio PETIA de humanos para medir a cistatina C sérica em
caes e o mesmo foi validado para o uso em soro felino, também o ensaio PENIA foi validado
para utilizacdo em felinos (Williams et al, 2016; Ghys et al., 2016).

Ghys et al. (2014) sugerem que ambos 0s testes necessitam de validacdo e correlagdo com a
medicdo da TFG para determinar qual deles sera o mais indicado para uso veterinario.

Os valores normais da cistatina C plasmatica sdo inferiores a 2,28 mg/L no céo, e inferiores a
1,95 mg/L nos gatos. Estes valores de referéncia foram obtidos através das técnicas PETIA e

PENIA, no céo e gato, respetivamente. (Hokamp & Nabity, 2016).

3.2.4. Fator de crescimento-23 de fibroblastos

O fator de crescimento-23 de fibroblastos (“fibroblast growth factor-23”, FGF-23) foi
identificado pela primeira vez em humanos com alteracGes na homeostasia do fésforo. Desde
ai que mostrou ter um papel fisioldgico importante na sua regulacdo e no metabolismo da
vitamina D (Finch, Geddes, Syme & Elliott, 2013).

O FGF-23 é uma fosfatonina sintetizada e excretada pelos osteoblastos e ostedcitos para o
sangue, em resposta ao aumento do fésforo plasmatico. O FGF-23 inibe a reabsorcédo renal de
fésforo, aumentando a sua excrecdo urinaria, e suprime a ac¢do do calcitriol, o que diminui a
reabsorcdo intestinal do fosforo. E ainda capaz de suprimir a atividade da enzima alfa-1-
hidroxilase no rim, essencial na producédo do calcitriol pelo rim. O calcitriol e o fosfato da
dieta levam ao aumento da producdo do FGF-23 em humanos saudaveis (Hokamp & Nabity,
2016; Finch et al., 2013).

A concentragdo plasmatica de FGF-23 surge aumentada em diferentes estudos realizados com
pacientes humanos, afetados por DRC. Este aumento pode surgir como um mecanismo
compensatorio, secundariamente a alteracbes dos niveis séricos de fosforo, ou podera ser

simplesmente um marcador da TFG reduzida nos pacientes com DRC (Finch et al., 2013).

18



Fragmentos terminais do FGF-23, biologicamente inativos, podem acumular-se em pacientes
com DRC. No entanto os testes existentes medem a proteina FGF-23 intacta e ativa,
considerada mais precisa. Os estudos tém tido como foco principal gatos com DRC. O teste
desenvolvido para humanos esta validado para detetar o FGF-23 plasmatico em gatos, 0
intervalo de referéncia para gatos varia entre 56-700 pg/mL (Finch et al., 2013; Hokamp &
Nabity, 2016). Em gatos geriatricos sabe-se que o FGF-23 plasmético aumenta antes do
aparecimento da azotémia, e progressivamente com o avancar da DRC. Existe uma correlagéo
positiva entre o FGF-23 e a paratormona, 0 que sugere uma relacdo deste com o
hiperparatireoidismo renal secundario (Finch et al., 2013; Geddes, Finch, Elliott & Syme,
2013). Gatos que apresentam hiperfosfatémia, possuem concentrag@es plasmaticas de FGF-23
superiores quando comparados a gatos normofosfatémicos, do mesmo estadio de DRC da
IRIS (Hokamp & Nabity, 2016).

3.3. Biomarcadores urinarios

A proximidade ao rim, e a facilidade de obtencdo, fazem da urina um meio promissor para
identificar biomarcadores precoces de lesdo renal. Consoante a fase da doenca renal, sera
benéfico avaliar diferentes biomarcadores urinarios, cujo desempenho seja melhor para cada
situacdo. A detecdo precoce de doenca renal permite ndo s6 ajudar a perceber a fisiopatologia
das doencas, como possibilita que o seu tratamento seja iniciado o mais cedo possivel (De
Loor et al., 2013).

O desenvolvimento de novos biomarcadores urinarios é suportado pela fisiopatologia da
doenca renal e na utilizacdo de técnicas genomicas que permitem identificar as proteinas
presentes na urina (De Loor et al., 2013).

A ocorréncia de proteindria renal persistente pode ser um indicador precoce de DRC e é um
fator de prognostico negativo em cdes com DRC. A medicdo do racio UPC, a técnica
normalmente utilizada, ndo permite diferenciar lesdo glomerular de tubular. Nas doencas
renais proteinuricas existem proteinas de diferentes tamanhos na urina de acordo com as
diferentes regides do nefronio lesadas (Hokamp et al., 2016).

No glomeérulo a filtracdo das moléculas € limitada pelo seu tamanho, proteinas com peso
molecular superior a 70 kDa s&o normalmente retidas e ndo surgem no filtrado glomerular. A
albumina (69 kDa), que consegue atravessar a barreira glomerular, é removida do filtrado nos
tubos contornados proximais, quase na sua totalidade (Elliot & Grauer, 2007). Todas as
proteinas com elevado peso molecular (>100 kDa) sdo normalmente retidas e ndo surgem no

filtrado. As proteinas com baixo peso molecular (<40 kDa) sdo livremente filtradas pelo
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glomérulo e reabsorvidas nas celulas dos tdbulos proximais, assim a proteindria €
normalmente bastante baixa num animal saudavel (Hokamp & Nabity, 2016; Syme & Jepson,
2017). Também a carga da proteina consegue influenciar a sua passagem pela barreira
glomerular, as proteinas com carga positiva atravessam-na muito mais facilmente face as
proteinas com carga negativa (De Loor et al., 2013).

A reabsorgdo das pequenas proteinas que atravessam livremente o glomérulo ocorre através
de um processo de endocitose mediado por recetores, assim existe um ponto de saturacdo que
é atingido quando os tubulos estdo a funcionar na sua capacidade maxima. Quando todos 0s
recetores atingem o seu ponto de saturacdo, as proteinas presentes no filtrado escapam para a
urina. Na presenca de hipertensao glomerular, a pressdo nos capilares glomerulares aumenta,
0 que conduz ao aumento da TFG. Esta contribui para 0 aumento dos poros da barreira de
filtracdo, e consequente ultrafiltracdo de proteinas (Harley & Langston, 2012).

Assume-se que a proteindria renal pode surgir, e ser classificada, de duas formas principais:
por alteracdo na permeabilidade da barreira glomerular ou por incapacidade das células dos
tibulos proximais em reabsorver as proteinas. Caso exista lesdo tubular, a proteinuria
existente € menos marcada, visto existir apenas uma reabsor¢do menos eficiente das proteinas
(Hokamp & Nabity, 2016; Syme & Jepson, 2017). Pelo contrério, a proteindria serd mais
acentuada caso haja alteracdo da permeabilidade da barreira glomerular. Sendo esta o
mecanismo mais importante para a prevencao da proteinuria, quando encontra-se lesada, leva
a presenca de grande quantidade de proteinas de médio a elevado peso molecular na urina
(Harley & Langston, 2012; De Loor et al., 2013).

A presenca de proteinas de elevado peso molecular como as imunoglobulinas na urina é
indicativo de lesdo glomerular. Mas por outro lado as proteinas de baixo peso molecular e
enzimas tubulares sdo um sinal mais especifico de leséo tubular (Hokamp et al., 2016). Tanto
na lesdo tubular priméria como secundéria vao surgir na urina enzimas do citoplasma das
células tubulares (De Loor et al., 2013).

Ao invés de medirmos a proteindria total, medir proteinas especificas na urina pode dar mais
informacdo acerca da patogénese da doenca renal. Todas estas proteinas sdo detetadas em
simultdneo durante urianalises de rotina e medi¢cdo do récio UPC, e com testes mais
sofisticados serd possivel a sua diferenciagdo. Uma avaliacdo protedmica permite ter uma
visdo geral das proteinas e péptidos da urina, existem varias técnicas disponiveis para esta
abordagem, tal como a espectrometria em massa que permite obter um mapa extenso das
proteinas presentes na urina. Embora esta técnica seja mais utilizada em medicina humana e

nédo tao frequentemente em medicina veterinaria. No entanto pode ocorrer lesdo glomerular e
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tubular em simultaneo, o que pode limitar os beneficios em avaliar a quantidade de proteinas
de baixo e alto peso molecular (De Loor et al., 2013).

A utilizacdo de concentragdes absolutas de biomarcadores urinérios pode ser perigosa quando
a funcdo renal esta instavel, uma vez que situac6es de oligaria e poliuria podem diminuir ou
aumentar, respetivamente, a sua concentracdo (Waikar, Sabbisetti & Bonventre, 2010).
Assim, a utilizagdo da creatinina urinaria para calcular racios poderd ndo ser indicada em
situacdes de IRA (Hokamp & Nabity, 2016).

Para evitar estas situacfes os biomarcadores urinarios sdo normalmente expressos sobre a
forma de racios em relacdo a creatinina urinaria (a concentracdo do biomarcador é dividida
pela concentracdo da creatinina urinaria). A utilizagdo da creatinina urinéria para célculo de
racios assume que a sua excre¢do € constante ao longo do dia e, tal como os biomarcadores,
inversamente proporcional ao débito urinario. Assim, permite corrigir a concentracdo dos
biomarcadores face a variacfes da sua excre¢do ou volume urinario produzido. Desta forma é
possivel com uma Unica amostra de urina obter a medi¢do do biomarcador sem a necessidade
de realizar a colheita de toda a urina produzida ao longo de 24 horas (Pressler, 2015;
Kovarikova, 2015; Hokamp & Nabity, 2016). Em alternativa, a urina pode ser diluida numa
DUE padréo de 1,010 antes de medir o biomarcador urinario, em caso de suspeita de IRA (De
Loor et al., 2013).

Um estudo com uma populacdo canina afetada por DRC com proteinGria mostrou que
marcadores convencionais (creatinina e racio UPC) correlacionam-se com lesdo renal de igual
ou até melhor forma comparativamente aos novos biomarcadores urinarios avaliados neste
estudo. No entanto estes novos biomarcadores conseguem, para além de identificar lesdo
glomerular e tubular, fornecer informacdo adicional que pode ajudar a distinguir entre lesao
glomerular e tubular, entre categorias da doenca e até para prever 0 prognostico.
Relativamente as limitacdes da creatinina sérica 0s novos biomarcadores sao Uteis em caes de
racas pequenas ou em situacdo de cagquexia em que podem ajudar a confirmar e interpretar
concentragcBes séricas de creatinina duvidosas e mesmo na detecdo precoce de lesdo renal
(Hokamp et al., 2016).
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3.3.1. Biomarcadores de leséo glomerular

3.3.1.1. Imunoglobulinas

As imunoglobulinas (lg) sdo grandes glicoproteinas produzidas pelos linfocitos B ativados
(plasmacitos) no baco, linfonodos e medula dssea e estdo envolvidas na imunidade humoral.
Estas glicoproteinas tém diferentes pesos moleculares: 150 kDa no caso da imunoglobulina G
(1gG), 160 kDa no caso da imunoglobulina A na sua forma monomérica (IgA) e 900 kDa no
caso da imunoglobulina M (De Loor et al., 2013; Hokamp & Nabity, 2016).

Estas imunoglobulinas sdo consideradas proteinas de elevado peso molecular que néo
conseguem ultrapassar a barreira glomerular num rim saudavel. Na presenca de lesédo
glomerular elas podem atingir o filtrado urinario e ser consideradas marcadores de lesdo
glomerular (Kovarikova, 2015; Hokamp & Nabity, 2016).

Alguns estudos mostram que a 1gG urinaria ndo é significativamente influenciada pela
presenca de hematiria’/nemoglobindria, pidria ou infecdo do trato urinario. No entanto esta
informacdo carece de mais investigacdo, ja que outros autores relatam elevacGes da IgG
urinaria em animais com sedimento urindrio ativo, contrapondo outros estudos (Hokamp &
Nabity, 2016).

Foram detetadas concentracdes elevadas de IgG na urina de cdes com nefropatia hereditaria
ligada ao cromossoma X numa fase inicial da doenca, com uma forte correlagcdo com o racio
UPC (Kovarikova, 2015). Também foram detetadas em casos de DRC, envenenamento de
cobra, piémetra, leishmaniose, leptospirose e hipercotisolismo (De Loor et al., 2013; Hokamp
& Nabity, 2016). Ndo existem até a data estudos que avaliem a IgM e IgA urinarias em
animais de companhia com IRA (Hokamp & Nabity, 2016).

Tal como a IgG, também a IgA foi encontrada em grande quantidade na urina de cées com
leishmaniose, leptospirose e pidmetra quando comparados com a populacdo canina saudavel
(De Loor et al., 2013). A IgA néo foi ainda detetada na urina de cdes saudaveis (Hokamp &
Nabity, 2016).

Na urina, a 1gG pode ser medida através da técnica Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay
(ELISA) (Kovarikova, 2015). O récio IgG/creatinina urinaria médio é geralmente inferior a 3
mg/g, com valores maximos observados inferiores a 10 mg/g. Nao existem ainda estudos que
descrevam as concentragdes urinarias de IgM em animais saudaveis, embora 0s autores
refiram, que na sua experiéncia, a concentracdo é normalmente bastante baixa (Hokamp &
Nabity, 2016).
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3.3.1.2. Albuminuria e Microalbuminuria

A albumina é a proteina mais abundante no plasma. Possui um peso molecular médio de 69
kDa e é produzida pelos hepatdcitos. E responsavel por manter a pressdo oncotica, atua como
transportadora e € considerada uma proteina de fase aguda negativa (De Loor et al., 2013;
Hokamp & Nabity, 2016). O seu tamanho e carga negativa fazem com que a barreira
glomerular consiga limitar a sua passagem quase na totalidade (De Loor et al., 2013). Nao
surge, normalmente, em grande quantidade no filtrado glomerular. O filtrado glomerular de
cdes e gatos saudaveis contém apenas 2-3 mg/dL de albumina, comparativamente com os 4
g/dL presentes no plasma. Esta pequena quantidade de albumina é reabsorvida quase na
totalidade pelas células epiteliais dos tubulos proximais e posteriormente degradada pelos
lisossomas. Apos reabsorcdo a concentracdo de albumina na urina atinge valores normais
inferiores a 1 mg/dL (Kovarikova, 2015).

A presenca de albumindria indica perda de funcdo renal, seja por lesdo glomerular (ocorre
grandes perdas de albumina) ou tubular (diminui a capacidade para reabsorver a degradar a
pequena quantidade de albumina presente no filtrado glomerular). A albumindria de origem
glomerular é normalmente de maior magnitude (Kovarikova, 2015). A albumina é a proteina
predominante na maior parte das situacdes de proteindria e a maior parte dos testes comerciais
detetam albumina. Os dados que comparam a concentracdo de albumina urindria com a
concentracdo total de proteina urindria, mostram que estas sdo similares e ndo existe
vantagem em utilizar uma e ndo outra (Harley & Lagston, 2012).

Existem varios métodos para avaliar a proteindria. As tiras urindrias sao um método
colorimétrico, o mais sensivel para detetar albumina, bastante usadas numa abordagem inicial.
Apesar da sua sensibilidade, os resultados podem ser falseados na presenca de urinas bastante
concentradas, visto que a maioria das tiras é desenvolvida para humanos, cuja urina é por
norma menos concentrada. Sempre que é detetada proteina através das tiras urinarias devem
ser utilizados métodos quantitativos para quantificar a proteinaria. O racio UPC é considerado
o teste gold standard para avaliar a proteindria e deve ser utilizado nos pacientes em que a tira
urinaria foi positiva (Harley & Langston, 2012).

O teste E.R.D. - Health Screen, ou Early Renal Damage, foi desenvolvido para medir
facilmente a microalbumindria. E um ensaio especifico para a espécie e para cada espécie
deve ser usado o teste correspondente, no cdo e no gato. No entanto, este € apenas semi-
quantitativo e ndo permite obter uma medicao precisa da microalbumindria. Estes testes foram
desenvolvidos para usar em todos 0s cédes e gatos, mas os valores de referéncia podem variar

entre racas e diferentes idades (Pressler, 2015).
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Embora as tiras de urina sejam o teste inicial de triagem para diagndstico de proteindria, a
concentragdo urinaria de albumina tem de ser no minimo de 30 mg/dL para que seja detetada.
A concentracdo normal de albumina na urina, aproximadamente 1 mg/dL, é bastante inferior
ao seu limite de detecdo. O intervalo entre estes dois valores, 1 a 30 mg/dL, é definido como
microalbumindria, valores acima dos 30 mg/dL sdo denominados de proteinuria evidente
(overt proteinuria) (Pressler, 2015). A microalbumindria pode permanecer indetetavel atraves
do racio UPC (Paepe, 2015).

Um estudo sugeriu que a albumina urinaria pode aumentar com a idade em gatos saudaveis.
Outros mostram gque nem sempre existe correlagdo entre a microalbumindria e o racio UPC
em gatos, este ultimo pode estar aumentado sem que ocorra aumento da microalbumindria
correspondente (Harley & Langston, 2012).

Em cées o exercicio extenuante ndo causou microalbuminuria transitoria (Pressler, 2015).

O racio albumina/creatinina urinario surge elevado tanto na IRA como na DRC, incluindo
lesdo renal devido a acdo de nefrotdxicos, piometra e hipercortisolismo (Hokamp & Nabity,
2016). Microalbumindria persistente ou proteinuria na presenca de sedimento urinario inativo
séo fortes indicadores de DRC, em cées (De Loor et al., 2013).

Gatos no estadio | de DRC segundo a IRIS tém concentracdes significativamente elevadas de
albumina urinéria e esta mostrou uma maior sensibilidade e especificidade para detetar DRC
comparativamente a creatinina plasmatica (Maeda et al., 2015).

Em gatos, a microalbumindria persistente pode ser indicadora de doenca renal, no entanto a
microalbumindria tem sido detetada em gatos saudaveis e em gatos com uma grande
variedade de doencas ndo renais (infeciosas, inflamatorias, enddcrinas, neoplasicas e doengas
do trato urinario) (Paepe, 2015). Este fator pode colocar em causa a especificidade deste
marcador para o diagnostico de doencas renais (Harley & Langston, 2012; De Loor et al.,
2013). A detecdo de microalbumindria pode ndo permitir localizar a lesdo, pois ocorre em
caso de lesdo glomerular e tubular. Embora, normalmente, albumindrias mais acentuadas
estejam associadas a doencas glomerulares. Assim o papel da microalbumindria no
diagndstico precoce de doenca renal € questionavel. (Kovarikova, 2015).

E necessaria cautela na detecdo precoce de doenca renal em gatos com base na
microalbumindria, ja que os estudos em cdes e humanos focam-se na doenca glomerular, que
nédo é tdo prevalente em gatos, nesta espécie a significancia clinica deste marcador continua
por descobrir (Harley & Langston, 2012; Sparkes et al., 2016).

A detecdo de microalbuminuria pode permitir o diagnostico precoce de aumento da proteina
urindria excretada, que pode ocorrer devido a doenga glomerular priméaria ou doencas

inflamatdrias extra-renais que secundariamente lesam os rins (Pressler, 2015).
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Deve ser considerada uma ferramenta Gtil nos animais com predisposi¢do ou com suspeita de
doenca renal, hipertensdo e/ou outras doengas sistémicas frequentemente complicadas por
proteindria e que testam negativo noutros testes. Pode ainda ser utilizado como teste de
triagem para nefropatias hereditarias (Harley & Langston, 2012).

Continua por clarificar quando devem iniciar tratamento e a necessidade ou ndo de

investigacao 0s animais que sdo positivos para microalbuminuria (Pressler, 2015).

3.3.1.3. Proteina C reativa

A proteina C reativa (“C reactive protein”, CRP) € uma proteina de fase aguda positiva
produzida nos hepatdcitos, de peso molecular elevado (110 e 144 kDa). E um marcador
inflamatério bastante utilizado em medicina humana (Nakamura et al., 2008; Hokamp &
Nabity, 2016). O seu peso molecular elevado ndo permite que atravesse a barreira glomerular
saudavel, a sua presenca na urina é sinal de lesdo glomerular, dai que tenha vindo a ser
proposta como marcador renal de lesdo glomerular em diferentes doencas (Kovarikova,
2015).

Num estudo em cdes, as concentracdes plasméaticas de CRP surgem elevadas em vaérias
doencas inflamatdrias, mas mais frequentemente nas doencas neoplasicas e imuno-mediadas,
também a magnitude do aumento foi superior nestas duas situacdes (Nakamura et al., 2008).

O réacio CRP/creatinina urinario surge aumentado em animais com IRA e DRC, incluindo as
causadas por leishmaniose, babesiose e pidometra. A idade ndo parece afetar o réacio
CRP/creatinina urinario (Hokamp & Nabity, 2016).

Num estudo que mediu a concentracdo urinaria de CRP em 10 cdes com DRC, apenas 3 caes
apresentaram concentracBes aumentadas. Os autores sugerem que esta apenas aumenta
quando a concentracdo plasmatica estd aumentada, e a barreira glomerular esta lesada o
suficiente para permitir a filtracdo de proteinas de elevado peso molecular (Smets, Meyer,
Maddens, Duchateau & Daminet, 2010).

3.3.1.4. Outros biomarcadores

Para alem dos biomarcadores ja referidos, foram detetadas grandes quantidades de proteina de
ligagdo da vitamina D e transferrina, na urina de cdes com nefropatia hereditaria ligada ao
cromossoma X, comparativamente ao grupo saudavel. Embora seja ainda necessario
guantificar e avaliar estas proteinas, assim como o seu possivel desempenho enguanto

biomarcadores urinarios em medicina humana e veterinaria (De Loor et al., 2013).
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A transferrina € uma proteina transportadora de ferro com um peso molecular médio (77 kDa)
semelhante ao da albumina, embora o seu ponto isoelétrico seja diferente. Maeda et al. (2015)
conduziram um estudo em 31 gatos, com doenca renal no estadio | da classificacdo IRIS, que
mostrou que a sensibilidade e especificidade da transferrina urinaria € superior a demonstrada
pela creatinina, nesse estudo. Embora a albumina urinaria possua uma sensibilidade superior a
demonstrada pela transferrina urinaria, pelo contrario a transferrina urinéria apresentou maior
especificidade. Sendo que a perda de transferrina pelo glomérulo para a urina precede a
passagem da albumina é sugerido, por Maeda et al. (2015), a inclusdo da transferrina urinaria
nos testes bioquimicos para o estadiamento e diagndstico precoce de doenca renal em gatos.
Neste mesmo estudo a albumina e a transferrina urinarias foram detetadas na populacdo de
controlo com frequéncias de 94,5% e 5,4% respetivamente. Indicando que a transferrina é rara
em gatos saudaveis e podera ser um indicador de DRC. No entanto ndo existiu correlacdo
significativa entre a creatinina plasmatica e a transferrina urinaria em ambos 0s grupos de

gatos, saudaveis e os incluidos no estadio | da IRIS (Maeda et al., 2015).

3.3.2. Biomarcadores de lesdo tubular

3.3.2.1. Proteina de ligacéo ao Retinol

As proteinas de ligacdo ao retinol (“retinol-binding proteins”, RBP) sdo proteinas de baixo
peso molecular (21 kDa) produzidas no figado responséveis pelo transporte do retinol
(Pressler, 2015; Hokamp & Nabity, 2016). O complexo formado pela RBP e o retinol,
representa cerca de 90% da RBP em circulacdo no plasma, liga-se a transtirretina (55 kDa). O
tamanho deste complexo impossibilita a sua passagem pela barreira glomerular (Kovarikova,
2015). Apds libertacdo do retinol nos tecidos alvo, a afinidade da RBP para a transtirretina
diminui, a RBP livre é filtrada livremente pelo glomérulo e posteriormente reabsorvida e
catabolizada nas células tubulares proximais (De Loor et al., 2013).

A presenca de lesdo tubular e/ou presenca de quantidades elevadas anormais de proteina (o
que acontece em caso de lesdo glomerular, por exemplo) leva a uma menor reabsor¢do da
RBP e consequente perda na urina (Hokamp & Nabity, 2016). Assim a RBP urinaria tem sido
sugerida como marcador de lesdo tubular proximal em cédes. Em cées e gatos saudaveis a RBP
é normalmente indetetavel ou esta em quantidades muito baixas na urina (Hokamp & Nabity,
2016).

Os estudos existentes tém investigado a utilizacdo da RBP urinaria principalmente para

detecdo de leséo tubular em cées e gatos com DRC, e ndo tanto em casos de IRA. Caes com

26



DRC apresentam concentracbes de RBP urinario aumentadas, tal como o racio RBP
urinario/creatinina. Ainda assim, as causas que levam ao seu aumento geram discérdia, podera
ser devido a lesdo tubular primaria ou a existéncia de proteinuria em si (Hokamp & Nabity,
2016). A RBP urinéria surge elevada em gatos com DRC ou hipertiroidismo, nesta Gltima
normaliza apés o tratamento desde que ndo exista DRC oculta. Ainda assim existe uma
grande variacdo interindividual nas concentracbes de RBP em gatos com DRC e
hipertiroidismo (Cobrin et al., 2013).

A excrecdo urindria de RBP aumenta em cdes com DRC, hiperadrenocorticismo ndo tratado,
urolitiase e nefropatia hereditaria ligada ao cromossoma X e em gatos com DRC e
hipertiroidismo néo tratado (De Loor et al., 2013; Pressler, 2015; Kovarikova, 2015).

Os estudos mostram que a RBP podera ser um marcador promissor de lesdo tubular na DRC
canina. Em gatos hipertiroideus é complicado a sua utilizacdo face a grande variabilidade
interindividual e assim a RBP podera ndo ser um bom marcador de lesdo tubular em felinos
(Cobrin et al., 2013).

Existem atualmente testes ELISA validados para identificar a RBP na urina de cées e gatos
(Cobrin et al., 2013).

3.3.2.2. Lipocalina associada a gelatinase neutrofilica

A lipocalina associada a gelatinase neutrofilica (“neutrophil gelatinase associated lipocalin®,
NGAL) é uma proteina intracelular, com baixo peso molecular (25 kDa), presente nos
hepatdcitos, neutrofilos e células epiteliais, incluindo as células epiteliais na ansa de Henle e
tubos coletores. A sua expressdo € baixa nos tecidos saudaveis, mas aumenta em resposta a
inflamacéo, na lesdo epitelial associada a IRA, e em processos neoplasicos (Pressler, 2015;
Kovarikova, 2015; Hokamp & Nabity, 2016). Atravessa livremente o glomérulo e sofre
reabsorcao quase completa nos tubulos proximais. Na presenca de lesdo renal e proteindria
acentuada, a reabsorcdo da NGAL nos tabulos proximais fica comprometida (Hokamp &
Nabity, 2016). A sua funcdo primaria é pouco clara, mas provavelmente estara associada a sua
capacidade de ligar-se ao ferro extracelular. A sua capacidade de ligar-se a sideréforos e
sequestrar o ferro permite que atue como bacteriostatico (Yerramilli et al., 2016).

Em medicina veterindria a NGAL ja mostrou aumentar em cdes com DRC e, face ao seu
aumento precoce e substancial apds lesdo renal, é considerado um biomarcador de IRA
(Kovarikova, 2015). O racio NGAL /creatinina urinario é mais sensivel que a concentragéo
sérica de creatinina para a detegdo de IRA em humanos e aumenta com a progresséo da DRC

(Pressler, 2015). Kovarikova (2015) mostrou associagdo entre o desenvolvimento de IRA,
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apos diferentes tipos de cirurgias, e a NGAL urinaria. Esta Gltima aumentou cerca de 12 horas
apOs a cirurgia, muito antes do aumento da creatinina sérica. A NGAL urinaria foi
recomendada como biomarcador para detecéo de IRA.

A concentracdo urinaria de NGAL, assim como o racio NGAL urinario/creatinina, diminuem
com a massa corporal (Daure, Belanger, Beauchamp & Lapointe, 2013). A presenca de piuria,
infecdo do trato urindrio e outras doencas do trato urinario inferior podem afetar
marcadamente a concentracao urinaria de NGAL e o racio NGAL urinario/creatinina em cées.
Doencas ndo renais como a gastrite, enteropatia por perda de proteina, doenca hepatica,
enterite, shunt portal e fraturas dsseas ndo parecem afetar a NGAL urinaria (Hokamp &
Nabity, 2016).

A NGAL urinéria surge significativamente aumentada em cées ndo azotémicos com infegdo
do trato urinario (UTI) comparativamente a cdes com cultura de urina negativa. Sendo a UTI
frequentemente encontrada nas doencas renais, deverd ser feita cultura de urina antes da
utilizacdo da NGAL urinaria enquanto biomarcador de IRA e DRC (Daure et al., 2013). Em
caes, ja existe um teste ELISA validado para quantificar a NGAL urinaria (Cobrin et al.,
2013).

3.3.2.3. Proteina Tamm-Horsfall

A proteina Tamm-Horsfall (PTH) (100 kDa) esta presente na porcdo espessa ascendente da
ansa de Henle e nos tdbulos contornados distais. E uma das principais proteinas presentes na
urina de cdes saudaveis. A sua funcdo bioldgica ainda ndo estd totalmente clarificada,
sabendo-se que representa a matriz de todos os cilindros urinarios e podera ter alguma
atividade imunomoduladora (De Loor et al., 2013; Hokamp & Nabity, 2016). A PTH ¢
sintetizada unicamente nas células epiteliais da porcdo ascendente da ansa de Henle e nos
tibulos contornados distais. Dai ter sido sugerida como possivel biomarcador de lesao tubular
distal em cées (De Loor et al., 2013; Raila, Schweigert & Kohn, 2014).

Surge em concentragdes bastante elevadas na urina normal, e diminui significativamente em
caes e gatos com doenca renal, como a DRC (Hokamp & Nabity, 2016). Um estudo que
envolveu varios grupos de cdes, mostrou que o racio PTH/ creatinina urinario diminuiu no
grupo de animais azotémicos e proteindricos, 0 que nao aconteceu nos animais n&o
azotémicos ou com proteindria no limite inferior (Raila et al., 2014). Em cées, a DRC esta por
vezes associada a presenca de lesdo tubular, tendo a PTH nesta espécie utilidade para
caracterizar a gravidade da lesdo, em caes gravemente azotémicos e proteinuricos (Raila et al.,

2014). A elevada atividade metabolica das células da porcdo ascendente espessa da ansa de
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Henle torna-as particularmente vulneraveis a lesdo isquémica. Consequentemente, na IRA
causada por eventos isquémicos, a avaliagdo da PTH como marcador precoce de IRA também
podera ser util (De Loor et al., 2013).

3.3.2.4. Cistatina C urinaria

Além de biomarcador plasmatico, discutido anteriormente, a cistatina C pode ser detetada na
urina. O seu baixo peso molecular (13 kDa) permite que seja totalmente filtrada através da
barreira glomerular e posteriormente reabsorvida e catabolizada nos tabulos proximais. Em
condi¢cdes normais apenas pequenas quantidades de cistatina C sdo encontradas na urina. A
sua concentracdo aumenta na presenca de lesdo tubular proximal (Kovarikova, 2015; Hokamp
& Nabity, 2016). A sua avaliacdo deve ser acompanhada da avaliacdo da proteindria total, ja
que proteindrias acentuadas podem inibir a reabsorcdo tubular de cistatina C e aumentar a sua
concentracdo urinaria (Kovarikova, 2015).

O réacio cistatina C/creatinina urinario surge aumentado em cédes e gatos com DRC quando
comparado com animais saudaveis (Ghys et al., 2014; Pressler, 2015; Kovarikova, 2015).
Embora estes dados ndo sejam corroborados por um estudo posterior, onde a cistatina C nao
conseguiu identificar 15 dos 49 gatos com DRC (Ghys et al., 2016).

3.3.2.5. Microglobulinas alfa 1 e beta 2

A microglobulina ol e B2 séo proteinas de baixo peso molecular, com 27 e 11.8 kDa
respetivamente, sendo consideradas biomarcadores de leséo tubular proximal (Cobrin et al.,
2013).

A microglobulina a1l é uma proteina anti-inflamatéria produzida no figado e atravessa
livremente a barreira glomerular, sendo reabsorvida pelos tubulos proximais. Em condicdes
normais a urina contém quantidades muito baixas desta proteina. Em humanos é um marcador
de lesdo tubular proximal (Cobrin et al., 2013; Kovarikova, 2015). Esta proteina mostrou
aumentar progressivamente no tempo em cdes com sindrome de Alport, e com concentraces
superiores as observadas nos cédes saudaveis (Cobrin et al., 2013).

A microglobulina 2 é uma proteina expressa em todas as células nucleadas, ja foi detetada
em grandes quantidades na urina de cdes com nefropatia hereditaria ligada ao cromossoma X,
numa fase inicial da doenca (Kovarikova, 2015). A microglobulina B2 é instavel em urina

acida, o que é uma grande limitacdo na sua utilizacdo (Cobrin et al., 2013).
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3.3.2.6. Enzimdria

As enzimas presentes na urina podem ser provenientes do sangue, das células tubulares renais
ou do trato urogenital. No entanto, a contribuicdo das enzimas séricas é negligenciavel, pois o
seu tamanho (>80 kDa) impede a sua passagem pela barreira glomerular (Kovarikova, 2015).
As enzimas tubulares derivam das células epiteliais tubulares proximais e tém vindo a ser
exploradas como possiveis marcadores de lesdo tubular, constituindo um segmento do
nefrénio metabolicamente ativo e que pode facilmente ser lesado, libertando enzimas na
urina. Um problema na utilizacdo das enzimas urinarias é a sua elevada sensibilidade, pois
podem ocorrer elevacfes na auséncia de qualquer outra alteracdo renal mensuravel, e podem
estar presentes num curto espaco de tempo apds a lesdo renal ocorrer. E recomendavel a
utilizagdo de mais que uma enzima e em diferentes intervalos de tempo (Kovarikova, 2015).
As enzimas mais investigadas em animais domésticos incluem a N-acetil-pB-D-
glucosaminidase (NAG), uma enzima lisossomal, a gama-gluatmil transpeptidase (GGT) e a
fosfatase alcalina (FAS) que s&o enzimas da bordadura em escova (Hokamp & Nabity, 2016).
Animais saudaveis apresentam concentragdes urinarias de NAG, GGT e FAS bastante baixas.
Existem testes validados para a medicdo da NAG urinaria em cdes e gatos, 0 mesmo ainda
ndo foi feito paraa GGT e FAS (Hokamp & Nabity, 2016).

A NAG pode ser detetada em varios tecidos, soro e urina. Existe na forma de vérias
isoenzimas, destacando-se a NAG-A e a NAG-B nas células tubulares proximais
(Kovarikova, 2015). Em humanos saudaveis apenas a NAG-A é detetada na urina, enguanto a
lesdo renal conduz ao aumento da NAG-B. Em gatos saudaveis tanto a NAG-A como a NAG-
B séo detetadas na urina (Hokamp & Nabity, 2016).

Alguns estudos encontraram concentracdes superiores de NAG em cdes machos quando
comparado com as fémeas, embora este dado ndo seja consistente. J& em gatos ndo surgiu
diferenca entre géneros (Cobrin et al, 2013; Hokamp & Nabity, 2016). O ciclo circadiano nédo
influencia a excrecdo da NAG urinaria em cées e gatos (Kovarikova, 2015).

Em humanos a avaliacdo da NAG urinaria, medida na forma de racio em relacéo a creatinina
urinaria, é usada para monitorizar os efeitos nefrotoxicos de aminoglicosideos, metais pesados
ou no diagnostico de nefropatia diabética (Kovarikova, 2015).

Das enzimas tubulares apenas a NAG tem sido avaliada em cdes e gatos com DRC. O racio
NAG/creatinina urinario aparece aumentado na maioria dos cédes e gatos com DRC quando
comparados a animais saudaveis. Em cdes com nefropatia hereditaria ligada ao cromossoma
X um dos primeiros sinais observados foi precisamente o aumento do racio NAG/creatinina

urinario, antes até do racio UPC aumentar. No entanto ndo continuou a aumentar com a
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progressdo da doenca e o racio NAG/creatinina urinario tem vindo a ser inconsistentemente
associado com o estadio IRIS em cdes com DRC proteinurica (Hokamp & Nabity, 2016).

O racio NAG/creatinina urinario aumenta em cdes com pielonefrite, DM ndo controlada,
piometra e hiperadrenocorticismo (Pressler, 2015; Hokamp & Nabity, 2016). Em gatos
hipertiroideus ndo permite detetar azotémia oculta e sozinha nao é suficiente para prever o
desenvolvimento de azotémia em gatos geriatricos (Kovarikova, 2015; Pressler, 2015).
Alguns estudos mostram pouca correlacéo entre a creatinina e a NAG urinarios em gatos. A
existéncia de dados contraditorios faz com que a NAG possa ndo ser um bom marcador de
DRC felina (Cobrin et al, 2013).

A GGT ¢ utilizada no diagnéstico e avaliagdo de doencas hepatobiliares, mas é expressa
também nas células epiteliais tubulares dos tubos contornados proximais, que libertam
pequenas quantidades para a urina (Pressler, 2015). A GGT néo é influenciada pelo ciclo
circadiano ou pelo género, mas € afetada pelo pH da urina (os valores aumentam em urinas
alcalinas). A GGT urinaria é comummente utilizada para detecdo de IRA (Kovarikova, 2015).
A NAG e a GGT estdo em estudo como possiveis marcadores precoces de IRA, em especial
na IRA associada a administracdo de nefrotdxicos, como a gentamicina. S&o mais sensiveis e
seguras na detecdo de lesdo tubular aguda induzida pela gentamicina, quando comparadas
com outros marcadores (creatinina sérica, racio UPC e DUE). Também tém sido avaliadas
outras substancias nefrotoxicas como a polimixina B em cdes e sulfonamidas em gatos.
Ambas conduziram ao aumento do récio NAG/creatinina urindrio. N&o existem muitos
estudos que avaliem as enzimas urinarias em casos de IRA, mas até a data os dados sugerem
que as enzimas tubulares possam ser marcadores sensiveis de lesdo tubular (Hokamp &
Nabity, 2016).

A FAS é uma enzima da bordadura em escova, e 0 seu aumento na urina tem sido associado a
lesdo tubular proximal em cées (Kovarikova, 2015).

A FAS e a GGT podem ser utilizadas para detetar IRA mas ndo DRC em cédes. Ambos os
marcadores, sobre a forma de racio com a creatinina urinéria, conseguem diferenciar cdes com
IRA de cées saudaveis, embora 0 mesmo ndo aconteca no caso de DRC (De Loor et al.,
2013).

A cauxina é uma enzima secretada para a urina pelas células tubulares proximais. Ja foi
detetada na urina e tecidos renais, mas esta ausente de outros tecidos e do sangue. E a
principal proteina urinaria em gatos saudaveis. A sua excre¢do parece ser dependente da
idade, ndo sendo detetada em gatos com menos de trés meses. Surgem concentracoes elevadas
na urina de gatos inteiros, quando comparado com gatos castrados e fémeas. A cauxina regula

a producdo de felinina, um presumivel percursor de feromonas. Assim, pensa-se que a
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cauxina seja importante no comportamento territorial e de marcagédo dos gatos (Jepson et al.,
2010; Kovarikova, 2015).

Num estudo que envolveu uma populacdo felina geriatrica, na qual foi avaliada a creatinina
sérica e a cauxina urindria, 0 racio cauxina/creatinia urinario nao variou com a gravidade da
azotémia. Embora neste estudo valores elevados do racio cauxina/creatinia urinario tenham
sido preditivos do desenvolvimento posterior de azotémia. Os autores ndo acreditam que a sua

utilizacdo possa vir a ser vantajosa face a medicdo do racio UPC (Jepson et al., 2010).

3.3.2.7. Clusterina

A clusterina, também denominada apoliproteina J, é expressa em varios tecidos e é parte de
muitos processos fisiologicos. Embora as concentra¢Ges urinarias da clusterina aumentem na
presenca de lesdo tubular renal, a concentracdo sérica é afetada por varios processos
fisioldgicos e fisiopatoldgicos (Yerramilli et al., 2016).

A clusterina urinaria surge em concentracGes bastante baixas, por vezes indetetaveis, em
animais saudaveis. A sua concentracdo sérica em cées é bastante elevada, cerca de 1000 vezes
superior, face a concentracdo urinaria. A contaminacdo das amostras de urina com sangue,
bastam pequenas quantidades, pode conduzir a falsos positivos (Yerramilli et al., 2016).

Em cées a clusterina tem sido avaliada como potencial marcador de IRA por nefrotoxicos.
Sendo, juntamente com a NGAL, o biomarcador mais sensivel para detecdo de lesdo tubular
proximal induzida pela gentamicina (Kovarikova, 2015).

Yerramilli et al. (2016) administraram gentamacina em cdes durante 5 dias consecutivos.
Durante 15 dias avaliaram as concentracdes séricas de creatinina e a clusterina urinaria, esta
aumentou ao 5° dia de administracdo e continuou a aumentar. Enquanto a creatinina manteve-
se estavel ao longo do estudo, apontando a clusterina como possivel marcador mais sensivel e

precoce que a creatinina no diagnostico de insuficiéncia renal ativa.

3.3.2.8. Novos biomarcadores em investigacao

A interleucina 18 (IL-18) é uma citoquina pro-inflamatoria produzida e armazenada em
ceélulas dos tubos contornados distais, tubos conectores e ductos coletores (Cobrin et al., 2013;
Pressler, 2015). Na presenca de eventos isquémicos, como na IRA, a IL-18 € libertada na
urina (Cobrin et al., 2013).

As suas concentragdes séricas e urinarias aumentam em pessoas com IRA, DRC e doenca

glomerular (Pressler, 2015). A avaliacdo da IL-18 pode ser usada para detetar IRA, sabendo-
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se que o seu papel pro-inflamatdrio ndo é restrito ao rim. E também mediador em doencas
inflamatorias ndo renais, como artrite e doenca inflamatdria intestinal, ndo sendo por isso
especifico de lesdo renal (Cobrin et al., 2013).

A molécula de lesdo renal 1 (“kidney injury molecule 17, KIM-1) é uma glicoproteina da
membrana celular encontrada nas células dos tabulos contornados proximais e excretada para
a urina em pequenas quantidades (Cobrin et al., 2013; Pressler, 2015). Acredita-se que tenha
um papel no processo de regeneracao das estruturas tubulares (De Loor et al., 2013).

A expressdo da KIM-1 aumenta nas 24-48 horas apds uma lesdo isquémica ou toxica e
também na presenca de fibrose e inflamac&o. E considerada especifica para a deteco de les&o
tubular proximal e € usada na detecdo de IRA em humanos (Cobrin et al., 2013; De Loor et
al., 2013). Existe investigagdo em curso para a utilizacdo da KIM-1 em felinos com doenca
renal, sendo considerada um marcador de IRA promissor (Cobrin et al., 2013).

Apesar do seu potencial, estas proteinas necessitam adequada avaliagdo em animais para que
melhores conclusGes possam ser tiradas (De Loor et al., 2013).

A interleucina 2 (IL-2), a proteina quimiotatica de mondcitos (“monocyte chemoattractant
protein 1”7, MCP-1), o fator estimulante de colonias de granulécitos-macréfagos
(“granulocyte-macrophage colony stimulating factor”, GM-CSF) e a quimiocina
derivada de queratindcitos (“keratinocyte chemoattractant”, KC) auemntaram antes da
creatinina sérica num estudo com cées com IRA, apds a administracéo de cisplatina (De Loor
etal., 2013).

3.4. Utilizagao futura de biomarcadores renais

O desenvolvimento de biomarcadores renais com utilidade clinica é uma area em investigacao
ativa. Estudos em medicina humana tém apresentado novos biomarcadores com desempenho
superior ao da creatinina sérica. Nomeadamente na avaliagdo da TFG (cistatina C),
diagnostico de IRA (NGAL, KIM-1, IL-18 e NAG) ou avaliacdo de DRC (cistatina C e RBP).
Ndo s6 permitem avaliar a IRA e DRC, como permitem localizar a origem da lesdo no
nefronio (Cobrin et al., 2013).

A maioria dos estudos existentes usa a creatinina sérica como marcador indireto de TFG, que
é utilizada para comparar o desempenho dos biomarcadores, mas idealmente deviam ser
utilizados métodos de clearance renal (Cobrin et al., 2013). A maioria destes biomarcadores
necessita de mais investigagéo, embora os dados existentes mostrem que muitos deles poderédo
tornar-se marcadores Uteis para o diagndstico, monitorizacdo e determinacdo do prognostico

em doentes renais (Hokamp & Nabity, 2016).
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Se por um lado a utilizagdo de biomarcadores urinarios na detecdo precoce de lesdo tubular na
IRA ¢ bastante promissor, a sua utilizagcdo em doencas proteindricas deve ter em consideracdo
a influéncia das proteinas filtradas, em resultado das lesdes decorrentes da doen¢a (Hokamp
& Nabity, 2016).

A presenca de piuria e hemataria pode ser dificil de ultrapassar, principalmente no caso das
proteinas plasmaticas afetadas pela alteracdo na reabsor¢do tubular (como a RBP e a cistatina
C). Para indicador de lesdo tubular devem ser utilizados biomarcadores exclusivamente
produzidos pelos tubulos renais, ou que possuam formas renais especificas diferenciadas das
formas plasmaticas (Hokamp & Nabity, 2016).

Os biomarcadores apresentam diferentes sensibilidades consoante a doenga em causa, 0 Seu
estadio e conseguem ser especificos quanto a localizacdo da lesdo. Dificilmente sera possivel
apontar um unico biomarcador como substituto ideal da creatinina. Esta, apesar das suas
conhecidas limitacdes, continua a ser um marcador da doenca renal Gtil e préatico. E
expectavel que no futuro se venha a utilizar um painel de biomarcadores, juntamente com a
creatinina, e ndo um Unico teste de forma a obter uma melhor avaliacdo da funcdo renal e
diagnosticar doencas o mais precocemente possivel (Cobrin et al., 2013; Hokamp & Nabity,
2016).

O trajeto de um biomarcador desde a bancada de um laboratério até a clinica é longo e
complicado. Existem varios biomarcadores descobertos e reportados de forma regular, mas
muito poucos chegam a clinica. Sdo muitos os requisitos e critérios para um biomarcador
poder ser adaptado na pratica clinica (Yerramilli et al., 2016).

A figura 3 apresenta um esquema com os biomarcadores atuais, mais relevantes, e abordados

ao longo do capitulo 3.
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Figura 3. Esquema resumo sobre os biomarcadores, plasmaticos e urinarios, abordados no capitulo 3.
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4. Dimetilarginina Simétrica

4.1. Da descoberta ao papel de biomarcador renal

Em 1970 foram isoladas pela primeira vez a SDMA e a dimetilarginina assimétrica
(“asymmetric dimethylarginine”, ADMA) em urina humana, tendo sido descritas como
derivados metilados do aminoacido arginina. O estudo dirigido por Kakimoto e Akazawa
(1970) permitiu identificar diferentes aminoacidos e seus derivados na urina humana, entre 0s
quais as dimetilargininas. Foi colocada a hipotese de estas novas moléculas poderem
desempenhar um papel funcional na sintese proteica e ainda a possibilidade de poderem vir a
funcionar como marcadores do catabolismo das proteinas tecidulares, o que faria com que
pudessem ser utilizadas para detetar pessoas doentes (Kakimoto & Akazawa, 1970).

Nos anos seguintes surgiram novos dados sobre a localizagdo das dimetilargininas. As
maiores concentragdes surgiram no cérebro bovino e no cérebro de ratos, e relativamente altas
no figado, pulméo, rim, baco e intestino delgado (Nakajima, Matsuoka & Kakimoto, 1971). O
seu catabolismo foi pela primeira vez investigado através da injecdo intravenosa dos
derivados metilados de arginina em modelo de coelho. Enquanto a ADMA e a
monometilarginina (MMA) sofreram metabolismo a SDMA foi excretada quase sem alteracéo
na urina. Foi possivel perceber o papel do rim como principal via de excrecdo para a SDMA,
com uma taxa de excre¢do 30 vezes superior a ADMA (McDermott, 1976).

Mais tarde, em 1992, é estudada a possibilidade das dimetilargininas, inibindo a producédo de
6xido nitrico, poderem desempenhar um papel na progressdo da DRC em humanos, a qual
estd normalmente associada a hipertensdo, disfuncdo imunitaria e doenca cardiovascular. O
Oxido nitrico é importante na regulacdo da pressdo arterial ao regular o tonus vascular, e
também como neurotransmissor. Recorrendo a um grupo de doentes em fase final de DRC e
em hemodidlise confirma-se que a ADMA, mas ndo a SDMA, é um potente inibidor da
sintese de oxido nitrico tanto no homem como em animais. No entanto, ambas as moléculas
estavam aumentadas nos pacientes em hemodialise (Vallance, Leone, Calver, Collier &
Moncada, 1992).

A partir dai a ADMA tornou-se o principal foco de investigacdo, na tentativa de desvendar o
seu papel na fisiopatologia da doenca renal, e principalmente no desenvolvimento de
hipertensdo e doenca cardiovascular associadas. Pelo contrario, a SDMA ndo obteve tanta
atencdo. Foi durante muito tempo vista como um isémero inerte da ADMA sem papel na
sintese de oOxido nitrico ou como marcador de fungdo renal (Schwedhelm & Bdger, 2011,
Schepers, Speer, Bode-Bdger, Fliser & Kielstein, 2014; Relford, Robertson & Clements,

2016). A investigacdo feita durante os anos seguintes raramente viria a incluir valores da
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SDMA ou estes surgiam em segundo plano (Kielstein, Salpeter, Bode-Boeger, Cooke &
Fliser, 2006).

A primeira vez que a SDMA ¢ vista como potencial biomarcador de insuficiéncia renal ocorre
ja em 1997, com base numa amostra bastante significativa de doentes renais cronicos
humanos ndo sujeitos a hemodialise, ao contrario da maioria dos estudos publicados até ai. O
objetivo deste estudo era identificar diferentes compostos da guanidina, entre os quais
estavam as dimetilargininas, que atuassem como toxinas urémicas na urina e plasma destes
doentes e pudessem ser usados como parametros de diagnostico. Verificou-se que a
concentracdo plasmatica de SDMA estava 10 vezes aumentada nestes doentes, e a ADMA
apenas duplicou a sua concentracdo plasmatica e numa fase final de insuficiéncia renal. A
SDMA foi uma das moléculas pesquisadas que mostrou melhor correlagdo com a clearance
da creatinina (r=-0,916; P<0,0001). Estes resultados permitiam entdo sugerir o SDMA como
parametro complementar de diagndstico de insuficiéncia renal pela primeira vez (Marescau et
al., 1997).

Bode-Boger et al. comprovaram a capacidade da SDMA em estimar a TFG e reforgca o seu
papel enquanto biomarcador renal. No mesmo estudo, pela primeira vez, ¢ demonstrado na
pratica o efeito inibitério da SDMA na producdo de déxido nitrico in vitro, ja descrito em
teoria nove anos atras (Closs, Basha, Habermeier & Forstermann, 1997; Bode-Bdger et al.,
2006).

O interesse continuou a crescer, N0 Mesmo ano uma importante meta-analise que envolveu 18
estudos com 2136 pacientes humanos mostrou uma grande correlacdo entre a SDMA e a TFG,
quer através da clearance de inulina (r=0,85; IC 0,76-0,91; P<0,0001), como com a creatinina
plasmética (r=0,75; IC 0,46-0,89; P<0,0001). Estes resultados permitiram confirmar a
possibilidade da SDMA se tornar num marcador renal seguro (Kielstein et al., 2006).

Dois anos mais é publicado o primeiro estudo com pacientes veterinarios, baseado em 69
gatos com doenca renal cronica e hipertensdo, que consegue demonstrar uma boa correlacdo
entre a SDMA e a creatinina plasmatica (r=0,741; P<0.001). Neste estudo, com a medicdo da
ADMA plasmatica nédo foi detetada relagdo com os animais hipertensos, contrastando com 0s
dados da literatura humana em que a ADMA mostrou ter um papel importante como inibidora
da sintese de oxido nitrico (Jepson, Syme, Vallance & Elliott, 2008). Até esta data os animais
surgiam apenas como modelo de estudo do papel da ADMA na sintese do 6xido nitrico e na
disfuncdo endotelial associada a doenca cardiaca. O foco dos investigadores era avaliar o
papel da ADMA no desenvolvimento de sinais cardiovasculares consequentes da doenca
renal, de forma a desenvolver terapéuticas preventivas (Ohnishi et al., 2002; Pedersen et al.,

2003; Tatematsu et al., 2007).
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4.2. Metabolismo

S&o conhecidos trés tipos de derivados da metilagdo da arginina presentes nas células de
mamiferos, a ADMA, SDMA e a MMA. Esta ultima surge em niveis plasméticos bastante
baixos, em comparacdo com a ADMA e SDMA (Tain & Hsu, 2017).

A SDMA, tal como a ADMA e MMA, ¢ fruto da metilacdo intracelular do aminoacido L-
arginina e é originada no ndcleo de todas as células. Esta reagdo é feita através de um
processo obrigatorio de metilacdo e modifica¢do pos-translacional dos residuos de arginina de
varias proteinas intracelulares que é conduzido pelas enzimas proteina-arginina-
metiltransferases (PRMT) (Kielstein et al., 2006). Quando ocorre protedlise, as
dimetilargininas séo libertadas na circulagdo sanguinea e depois excretadas na urina. Ainda
que sejam analogos da L-arginina, o facto de ndo serem influenciados pela concentracdo de
arginina e da sua administracdo oral, € a prova de que sdo produtos enddgenos que nao
derivam da metilacdo direta do aminoacido. Este é incorporado na forma de proteina e sé
depois ocorre o processo de metilacdo (Kakimoto & Akazawa, 1970).

A ADMA sofre metabolizagdo por acdo de trés enzimas: dimetilarginina
dimetilaminohidrolase-1 (DDAH-1), dimetilarginina dimetilaminohidrolase-2 (DDAH-2) e a
alanina-glioxilato aminotransferase 2 (AGXT2) (Tain & Hsu, 2017). Aproximadamente 80%
da ADMA ¢ eliminada através de metabolizacdo enzimatica, tornando-a um mau marcador de
fungéo renal (Yerramilli, Farace, Quinn & Yerramilli, 2016). Assim apenas 20% da ADMA
plasmatica é excretada pelo rim (Relford et al., 2016). Sabe-se que o rim € rico na enzima
DDAH e que consoante o grau de lesdo renal a sua atividade podera estar reduzida. Sendo
este o principal fator para o aumento de ADMA na doenca renal, mais importante que a
reducdo da TFG em si (Kielstein et al., 2006; Schwedhelm & Boger, 2011).

A producdo de SDMA ¢é considerada relativamente constante, embora alteracdes no
catabolismo proteico ou metilacdo da arginina possam, em teoria, alterar as concentracdes
plasméaticas de SDMA (Hokamp & Nabity, 2016). Gracas ao seu pequeno peso molecular e
carga positiva, a SDMA é uma molécula livremente filtrada pelo glomérulo, e ao contrério da
ADMA, é amplamente excretada na urina. A SDMA ndo sofre uma extensa metabolizacdo
como a ADMA, o que a torna um bom candidato a biomarcador renal (Relford et al., 2016;
Kielstein et al, 2006). E possivel que uma pequena parte da SDMA sofra metabolizagio por
acdo da AGTX2 que esta presente em grande quantidade no figado e rim (Hokamp & Nabity,
2016).

A eliminacdo da SDMA ndo é exclusiva do rim, sabe-se que a SDMA chega em grandes
quantidades ao figado humano atraves da circulacdo portal e sistémica (Siroen et al., 2005). A

excrecdo renal de SDMA pode atingir valores superiores a 90%, o que justifica que alteracdes
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na TFG alterem a concentracdo sérica de SDMA (Schwedhelm & Bdger, 2011; Hall,
Yerramilli, Obare, Yerramilli & Jewell, 2014a).

A ADMA, ao contrario da SDMA, ndo depende unicamente do rim para a sua excre¢do. Em
ratos sujeitos a nefrotomia bilateral aguda as concentracdes séricas de SDMA aumentaram
paralelamente com a ureia a e a creatinina enquanto a concentracdo sérica de ADMA
manteve-se estavel (Carello, Whitesall, Lloyd, Billecke & D’Alecy, 2005)

Schepers et al. (2011) mostraram que a SDMA se relaciona com marcadores inflamatdrios e
pode estar implicada no processo inflamatério da DRC. Mas estes dados nao foram
suportados por um estudo posterior, onde a administracdo de SDMA em infusdo ndo alterou a
funcgdo renal e cardiaca dos animais. Histologicamente também néo foi detetada leséo renal
(Veldink et al., 2013). Apesar deste Gltimo estudo ndo implicar a SDMA no desenvolvimento
de insuficiéncia renal, esta € uma questdo ainda por esclarecer (Nabity et al., 2015).

A vasodilatacdo é regulada maioritariamente pelo 6xido nitrico produzido pelo endotélio em
situacgdes fisioldgicas, estimulado pela a¢do da acetilcolina, e em caso de aumento da pressao
sanguinea. A disfuncdo endotelial esta implicada na fisiopatologia da insuficiéncia cardiaca,
surgindo numa fase inicial e sem relacdo a causa subjacente em humanos. Em cdes a
disfuncdo endotelial apenas surgiu em casos de insuficiéncia cardiaca induzida e ndo em casos
de ocorréncia natural. O papel da das dimetilargininas na sintese de 6xido nitrico atrai a
atencdo dos investigadores, que procuram formas de corrigir a disfuncdo endotelial, alvo
importante na fisiopatologia da insuficiéncia cardiaca (Pedersen et al., 2003).

A ADMA inibe de forma direta e competitiva a ligacdo da L-arginina ao substrato necessario
para a sintese de 6xido nitrico (Tain & Hsu, 2017). A SDMA ndo inibe diretamente a sintese
de éxido nitrico, mas parece competir para o transporte da L-arginina, tornando-a indisponivel
e indiretamente interferindo na sintese de 6xido nitrico (Closs et al., 1997; Bode-Boger et al.,
2006). Mas s6 concentracdes plasmaticas de SDMA muito acima do intervalo fisioldgico
conseguem este efeito, o que lhe retira alguma importéncia bioldgica, ainda que seja uma
questdo controversa (Schwedhelm & Bdger, 2011).

A concentragdo plasmatica de ADMA é em média quase quatro vezes superior & concentracao
plasmética de SDMA em cdes. Em comparagdo com as concentracdes vistas no plasma
humano a ADMA parece surgir trés a quatro vezes mais elevada em cées, 0 mesmo nao
acontece com a SDMA (Teerlink, Nijveldt, de Jong & van Leeuwen, 2002; Pedersen, Tarnow,
Olsen, Teerlink & Pedersen, 2006) (Tabela 1).
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Tabela 1. Concentragdes plasméaticas de ADMA e SDMA em humanos e cdes (segundo Teerlink et
al., 2002; Pedersen et al., 2006).

Populacéo
Humanos (n=53) Cées de racas variadas (n=32)
ADMA plasmatica (uM) 0,42 + 0,06 1,75+0,33
SDMA plasmética (uM) 0,47+ 0,08 0,45+0,11

4.3. Técnica e intervalos de referéncia

Os intervalos de referéncia foram estabelecidos de acordo com as diretivas disponiveis no
website do Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI, 2018). O intervalo de referéncia
estabelecido para a SDMA é 0 a 14 ug/dL, para cdes e gatos adultos. Este intervalo foi
calculado a partir das concentragfes séricas de 122 cdes saudaveis com mais de 1 ano de
idade e 86 gatos saudaveis com idades compreendidas entre os 6 e 15 anos (Relford et al.,
2016). Para cachorros, o intervalo pode variar entre 0 a 16 ug/dL. Para obter este intervalo
foram utilizados animais com idades entre os 3 e 0s 12 meses de idade. 90% dos cachorros
apresentam valores dentro do intervalo de 0 a 14 pg/dL, igual ao de referéncia para animais
adultos. No entanto, em 6% dos animais esta um pouco acima deste intervalo, dai o intervalo
de referéncia para cachorros atingir os 16 pg/dL. Ndo ha até a data justificacdo para esta
variacao, possivelmente relacionada com diferencas no metabolismo, clearance, homeostasia
e mudancas fisiologicas associadas a fase de crescimento rapido. Em gatinhos o intervalo de
referéncia € o mesmo utilizado para animais adultos. Foi usada uma populacdo de animais
com 1 a 12 meses de idade para o célculo do intervalo (IDEXX Laboratories, 2017b).

A técnica considerada gold standard para a quantificacdo de SDMA € a cromatografia liquida
associada a espectrometria de massa (“liquid chromatography mass spectrometry”, LC-MS)
(Relford et al., 2016). Sdo necessarias técnicas de alta precisdo analitica que permitam detetar
pequenas elevagdes, pois o intervalo normal da SDMA é bastante estreito (Tain & Hsu, 2017).
No entanto é uma técnica demorada e bastante dispendiosa (Relford et al., 2016).

Existe atualmente disponivel o IDEXX SDMA ®, um imunoensaio homogéneo de
competicdo que utiliza um conjugado de glucose-6-fosfato desidrogenase e anticorpos
monoclonais anti-SDMA. Este teste € de alto rendimento e permite quantificar a SDMA no
soro e plasma. O soro € o tipo de amostra ideal embora o plasma também possa ser utilizado.

O teste ndo é afetado por lipémia, icterica e graus ligeiros a moderados de hemdlise. A
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validacdao foi obtida ap6s comparacao dos valores obtidos pelo teste com os obtidos através de
LC-MS (Relford et al., 2016).

Hall et al. avaliaram 21 animais com DRC e a SDMA aumentou em todos 0s casos,
mostrando uma sensibilidade de 100%, especificidade de 91%, valor preditivo positivo de
86% e valor preditivo negativo de 100%. A SDMA é assim uma boa opcéo para teste de
rastreio, permitindo identificar todos os casos de doenca, devido a sua alta sensibilidade. No
entanto, como teste de confirmacdo a medicédo isolada da SDMA néo é tdo eficaz e ndo devera
ser utilizada como pardmetro Unico. Em comparacdo, a creatinina € um teste melhor de

confirmacéo para a DRC (Hall et al., 2014a).

4.4. SDMA como biomarcador renal

O potencial da SDMA enquanto biomarcador renal tem vindo a ser estudado desde que
Marescau et al. (1997) provaram a sua correlacdo em pacientes humanos com doenca renal.
Em medicina veterinaria o reconhecimento deu-se a partir do estudo de Jepson et al. (2008)
no qual se debrucaram pela primeira vez na possivel associacdo entre a SDMA e a DRC

felina.

4.4.1. Relagdo com a creatinina e comparacao do tempo de detecio

Um estudo retrospetivo permitiu comparar a sensibilidade da SDMA com a creatinina na
detecdo precoce da DRC felina. De uma col6nia conhecida foram selecionados 21 animais
com DRC diagnosticada e com uma média de 14,3 anos de idade. A estes animais foram
medidas as concentracdes séricas de creatinina e SDMA em amostras de soro congeladas,
com a finalidade de detetar o0 momento em que cada uma delas aumentou pela primeira vez
acima dos limites de referéncia. Em todos os casos em que a creatinina aumentou acima dos
valores de referéncia a SDMA também o fez. Em média a SDMA aumentou 17,1 meses antes
da creatinina (num intervalo de 1,5 a 48 meses) em 17 dos 21 gatos avaliados. A correlagéo
com a creatinina foi positiva (r=0.72) (Hall et al., 2014a) e semelhante ao valor obtido
anteriormente (r=0.74) (Jepson et al., 2008).

Gatos com valores séricos de SDMA acima de 14 pg/dL ndo azotémicos provavelmente irdo
progredir para doenca renal azotémica, o que torna a SDMA (til na detecdo precoce da
disfuncgéo renal (Hall et al., 2014a).

Hall et al. (2016¢) conduzem um novo estudo retrospetivo, desta vez em cées, semelhante ao

feito em 2014 em gatos, que permitiu avaliar o desempenho da SDMA na detecédo precoce de
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doenca renal e a sua capacidade relativamente a creatinina. Desta vez, com recurso a 19 cées
diagnosticados com doenca renal cronica foi possivel, recorrendo a amostras de soro
conservadas, detetar que a SDMA aumentou em média 9,8 meses antes da creatinina (num
intervalo de 2,2 a 27 meses) em 17 dos 19 cdes. A correlacdo com a creatinina foi positiva
(r=0.84) (Hall et al., 2016c).

A correlacdo da SDMA com a creatinina é mais forte nos grupos de animais doentes quando
comparada com animais saudaveis (Hokamp & Nabity, 2016; Martinez et al., 2017).

4.4.2. Relacdo com taxa de filtracdo glomerular

Existe uma forte correlacdo entre TFG e a SDMA que aumenta a medida que a TFG declina,
corroborando assim a sua importancia como biomarcador renal (Relford et al., 2016) (Tabela
2). Esta correlacéo é superior e mais forte que a vista entre a creatinina e a TFG (Tatematsu et
al., 2007; Hall et al., 2014a). Noutros estudos, a diferenca existe, embora de forma menos
acentuada (Braff, Obare, Yerramilli, Elliott & Yerramilli, 2014; Hall et al., 2014a). No
entanto na avaliacdo feita em cdes por Hall et al. em 2016 surgiu o contrario. A correlacdo
entre a SDMA e a TFG foi menos forte que entre a creatininae a TFG,

Hall et al. (2014a) detetou niveis séricos de SDMA, em gatos, acima do intervalo de
referéncia quando em media cerca de 40% da TFG diminuiu, mas em 2 animais 0 aumento
ocorreu com a perda de apenas 25% da TFG.

O limite superior do intervalo normal de referéncia usado em cées e gatos, 14 ug/dL,
corresponde respetivamente a uma diminuicdo de 49% e 40% na TFG. Especula-se que esta
diferenca possa dever-se a um maior niumero de gatos clinicamente saudaveis com diminuicéo
da TFG utilizados para calcular os valores de referéncia, em comparagdo com os cdes. Esta
diferenca pode explicar o porqué de o tempo de detecdo da doenga antes da creatinina
aumentar ser superior no gato, pois pequenas alteracdes na TFG refletem elevacdes acima de
14 pg/dL nos valores séricos de SDMA (Hall et al., 2014a; Hall et al., 2016c¢).
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Tabela 2. Correlagdo da TFG com a SDMA e creatinina sérica em diferentes populacGes animais
(segundo Tatematsu et al., 2007; Braff et al., 2014; Hall et al., 2014a; Nabity et al., 2015; Hall et al.,
2016c).

Correlagdo entrea Correlacéo entre a

Estudo Populagdo Condicao clinica
SDMAea TFG sCreaTFG
Tatematsu et _ : (r=-0,85) (r=-0,749)
Cées (n=18)  Nefrectomia parcial
al., 2007 (P<0.0001) (P<0.0013)
Braff et al., 4 azotémicos e 6 ndo (r’=0,82)
Gatos (n=10) o (r’>=0,81) (P<0.001)
2014 azotémicos (P<0.001)
Hall et al., : (r=-0,79) (r=-0,77)
Gatos (n=17) Doenca renal crénica
2014a (P<0.0001) (P<0.0001)
_ Nefropatia
Nabity et al., o
2015 Cées (n=8)  hereditéaria ligada ao (r=-0,95) (r=-0,98)
cromossoma X
Hall et al., ) . (r=-0.80) (r=-0,89)
Cées (n=19) Doenga renal crénica
2016¢ (P<0.001) (P<0.001)

4.4.3. Influéncia extra-renal

Os fatores extra renais com influéncia na concentracdo sérica de SDMA em humanos ainda
ndo foram caracterizados de forma consistente, embora a partida se saiba que a sua influéncia
é inferior a que ocorre no caso da ADMA (Nabity et al., 2015).

Os valores de SDMA devem sempre ser interpretados em simultaneo com o exame fisico e a
DUE, de forma a excluir causas pré e pés-renais de azotémia. Idealmente deve ser feita uma
avaliacdo longitudinal com recurso a varias medic¢des ao invés de uma medicdo Unica (Grauer,
2016).

4.4.3.1. Fatores enddgenos

Ja e conhecida a influéncia da obesidade em humanos, pessoas com mais tém valores séricos
de SDMA superiores a pessoas magras. O que pode ser justificado por um aumento do
metabolismo proteico derivado de uma menor sensibilidade a insulina (Marliss et al., 2006;
Nabity et al., 2015). Em humanos, o sexo masculino apresenta valores plasmaticos de SDMA
marcadamente superiores ao sexo feminino, cerca de 15% mais elevados (Teerlink et al.,

2002). Estudos em cées mostram que a idade, sexo, peso, raga condi¢cdo corporal ndo
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influenciam a concentracdo plasmatica de SDMA (Pedersen et al., 2006; Moesgaard et al.,
2007; Nabity et al., 2015).

Moesgaard et al. (2007) incidiram o seu estudo sobre uma populagdo constituida pelas racas
Pointer, Cavalier King Charles Spaniel e Cairn Terrier. O estudo ndo incluiu a raca canina
Greyhound, raca que é conhecida por ter niveis séricos de creatinina naturalmente acima dos
niveis de referéncia, quando comparada com outras ragas, e 0 mesmo acontece com a SDMA.
Um estudo com 20 cées da raca Greyhound obteve elevacdes acima do limite superior da
SDMA em 68% dos animais. O que numa populacdo de racas que ndo a Greyhound, apenas
aconteceu em 5% dos animais. E necessaria maior investigacdo que permita relacionar a
SDMA com a TFG nesta raca e se necessario desenvolver intervalos de referéncia adequados
a esta raca (Martinez et al., 2017).

A raca felina Sagrado de Birmania apresenta naturalmente valores séricos de creatinina acima
do valor de referéncia. Num estudo com 50 gatos saudaveis da raca Sagrado da Birmania,
42% dos animais tinha valores de creatinina elevados e apenas 20% mostrou valores séricos
de SDMA elevados. No grupo de controlo com outras ragas felinas, a SDMA apenas
aumentou acima do limite de referéncia em 8,7% dos animais. Apesar da SDMA também
apresentar valores fora do intervalo de referéncia, em animais saudaveis, esta parece ser um
melhor marcador renal, e devera ser utilizada de forma concomitante com a creatinina para
diminuir erros no estadiamento da DRC nesta raca (Paltrinieri et al., 2017).

Uma grande vantagem da SDMA, face a utilizacdo da creatinina, é a auséncia de correlacdo
com a massa muscular em gatos geriatricos e cdes adultos (Hokamp & Nabity, 2016).

A SDMA é superior a creatinina na avaliacdo da funcdo renal em gatos geriatricos com perda
de massa muscular. Comparando animais de idade inferior a 12 anos com animais de idade
superior a 15 anos, os ultimos apresentaram menor massa muscular, TFG e valores de
creatinina sérica. Em contraste, a SDMA surgiu aumentada no grupo de animais com idade
superior a 15 anos. Ao contrério da creatinina que decresce com o avancar da idade, fruto da
perda muscular associada, e sobrestima a TFG remanescente, a SDMA aumenta a medida que
a TFG decresce no gato geriatrico (Hall et al., 2014b; Relford et al., 2016).

Uma populacdo de 41 cdes saudaveis alimentados com dieta com menor teor proteico e menor
concentracdo de fosforo, foi avaliada para perceber a influéncia da massa muscular nas
biomarcadores plasmaticos renais. Observou-se uma correlagdo com a creatinina, mas nédo
com a SDMA. Curiosamente os valores plasméaticos de SDMA reduziram significativamente
ao longo dos 6 meses do ensaio, o que podera ser justificado pela melhoria da funcéo renal em
resultado da dieta introduzida (Hall et al., 2015).
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4.4.3.1.1. Presenca de doencas concomitantes

Em humanos verificou-se que a concentracdo sérica de SDMA ndo sofreu alteragdes em
presenca de resposta inflamatoria aguda, doenca hepética, doenca cardiovascular e diabetes,
exceto em casos em que existia doenca renal concomitante (Relford et al., 2016).

A presenca de regurgitacdo da valvula mitral em cées da raca Cavalier King Charles Spaniel
assintomaticos, ndo mostrou alterar os valores de SDMA (Pedersen et al., 2006). Ao contrério
do observado em medicina humana a SDMA né&o tem correlagdo com a gravidade da doenga
cardiaca em gatos, embora seja necessario avaliar um maior nimero de animais (Langhorn,
Kieler, Koch, Christiansen & Jessen, 2018).

Sendo a DRC uma das principais afe¢0es para o uso da SDMA na populacéo felina, tornou-se
importante perceber o impacto que outras doencas teriam nos valores plasmaticos de SDMA.
Para além da doenca renal cronica, a populagdo felina geriatrica ¢ comummente afetada por
DM e cardiomiopatia hipertrofica (CMH) (Langhorn et al., 2018).

A SDMA néo foi influenciada na presenca de CMH, como visto num estudo com 4 grupos de
gatos com diferentes doencas (CMH, DRC, DM e o grupo saudavel de controlo) e apenas no
grupo de doentes renais a SDMA surgiu aumentada. Embora mais estudos sejam necessarios,
é sugerido que a SDMA possa nao ser uma boa op¢do da DRC inicial em animais com DM
concomitante, que possuem valores plasméaticos de SDMA significativamente mais baixos em
comparagdo com o grupo de controlo. Os autores sugerem que a diurese osmotica e a

hiperfiltracdo sejam a possivel causa (Langhorn et al., 2018).

4.4.3.2. Fatores exdgenos

Um grupo de cées de trend avaliado em repouso e em situacdo de exercicio vigoroso, sem
alteracdo concomitante dos valores plasmaticos de ureia, ndo mostrou alteragdes significativas
nos valores plasméaticos de SDMA (Moesgaard et al., 2007).

A administracdo oral de arginina ndo parece alterar as concentracfes das formas metiladas de
arginina na urina, embora a arginina em si aumente a sua concentracdo (Kakimoto &
Akazawa, 1970).

Uma alimentacdo com baixo teor de proteina e suplementada com L-carnitinina, 6leo de peixe
e triglicéridos de cadeia média ndo alterou a concentragdo sérica de SDMA em 32 gatos
saudaveis (Hall et al., 2014b)

Mulheres gravidas em pré-eclampsia com administracdo oral de L-arginina ndo mostraram
alteracdo nos valores de SDMA (Relford et al., 2016)
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Em cées a variacdo diurna da colheita, o efeito bata branca e a administracdo por um curto
periodo de tempo de inibidores da enzima de conversdo da angiotensina ndao mostrou
influenciar a concentracdo plasméatica de SDMA (Moesgaard, Pedersen, Teerlink, Haggstrom
& Pedersen, 2005; Moesgaard et al, 2007).

4.5. Aplicacdo em Medicina Veterinaria

4.5.1. Doenca Renal Crdénica

A detecdo precoce de doenga renal é uma grande vantagem da utilizacdo da SDMA, que
aumenta em média 17,1 e 9,8 meses antes da creatinina no gato e cdo, respetivamente (Hall et
al., 2014a; Hall et al., 2016c).

A DRC ¢ caracterizada por uma perda de fungdo renal irreversivel e ainda que possa
estabilizar por determinados periodos de tempo a sua progressao € inevitavel (Bartges, 2017).
A prevaléncia da doenca estara entre 1,6 a 20% e 0,5 a 7% em gatos e cdes, respetivamente
(Lund, Armstrong, Kirk, Kolar & Klausner, 1999). Outros autores apontam para uma
prevaléncia entre 1 a 3% e 0,5 a 1,5% para gatos e caes, respetivamente (Brown, 2007).

A detecdo precoce da doenca renal permite iniciar o tratamento na presenca de uma maior
percentagem de fungdo renal residual, podendo aumentar o tempo de sobrevivéncia do
animal. Ainda gue o tratamento tenha 0 mesmo efeito na progressao da doenca 0 momento em
que € iniciado é crucial (Figura 3) (Lees, 2004). A introducédo de tratamentos que promovam a
protecdo renal vdo ajudar a retardar a progressdo da doenca, como a introducdo de uma dieta
renal ou terapéuticas anti-proteindricas (Hall et al., 2014a; Grauer, 2016). O tratamento reno
protetor, introducdo de uma dieta renal especifica, € mais importantes nos estadios 2 e 3, ja a
identificacdo e correcdo de causas primarias € mais Util nos estadios 1 e 2 (Grauer, 2017).
Uma detecdo precoce da DRC aumenta a probabilidade de detetar causas subjacentes que
possam ser tratadas: infecBes do trato urindrio superior, doenca de Lyme, erlichiose,
leishmaniose, urolitiase obstrutiva e toxicidades crénicas. Permite tratar hipertensdo e
proteindria que podem surgir e ser responsaveis pela progressdo da doenga (Relford et al.,
2016).

Infelizmente na maioria dos animais a doenca é detetada em estadio avancados, isto €, 3 e 4
na classificacdo da IRIS, o que limita a intervencdo medica possivel. Diagnosticar animais no
estadio 1 é bastante desafiante face as limitagdes inerentes aos métodos de diagnostico
disponiveis. Inclusive alguns animais podem ndo mostrar sintomatologia clinica no estadio
inicial, ou mesmo que exista &€ facilmente ignorada pelo proprietario menos atento ou que

julgue fazer parte do processo fisioldgico de envelhecimento (Paepe, 2015).
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A utilidade da SDMA vai para além da detecdo da DRC nos seus estadios iniciais, & também
indicada para a monitorizacdo da doenca & medida que esta progride e a condicdo corporal
sofre deterioragéo (Relford et al., 2016).

Figura 4. Efeitos hipotéticos da alteracdo da progressdo da DRC no caso de detecdo precoce (ponto A)
face a uma detecdo tardia (ponto B). Ainda que em ambos 0s casos sejam introduzidos os tratamentos
médicos adequados para diminuir a progressao da doenca, o tempo de sobrevivéncia serd superior
quando a doenca é detetada de forma precoce (de T1até Ts, ao inves de apenas até T,) (Adaptado de
Lees, 2004).

Funciio Renal

Tempo

4.5.1.1. Diagnostico e estadiamento da DRC

A IRIS é composta por um painel de veterinarios especialistas, na area da nefrologia, cuja
missao é ajudar os clinicos a melhorar o diagndstico e tratamento das doencas renais do céo e
do gato (IRIS, 2016a).

Com esse fim, tem vindo a desenvolver guidelines internacionalmente reconhecidas para o
diagnostico e tratamento da doenca renal em animais de companhia. A data estio disponiveis
guidelines para classificacdo da IRA e para o estadiamento e tratamento da DRC. Estes sdo
considerados trabalhos em progresso, e como tal sdo regularmente atualizados na sua pagina
de internet (IRI1S, 2016b).

No caso da DRC o sistema de estadiamento baseia-se na concentracdo plasmatica de
creatinina, nivel de proteindria segundo o racio UPC e medicédo da presséo arterial (Hall et al.,
2014a; IRIS, 2016c¢).

Em 2015 a SDMA foi incluida de forma provisoria, com base nos dados disponibilizados pela
IDEXX Laboratories Ltd., nas guidelines para o diagnostico e estadiamento da doenca renal
cronica da IRIS. Neste momento, para além da creatinina sérica surge a SDMA como
ferramenta para o estadiamento da DRC (Relford et al., 2016; IDEXX Laboratories, 2015).
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Em animais com valores séricos de SDMA acima do limite superior de referéncia, o algoritmo
disponibilizado pela IDEXX (anexo 1) devera ser utilizado para decidir o plano de
diagndstico mais adequado (IDEXX Laboratories, 2017a). Também a IRIS disponibilizou
guidelines para o diagnostico, estadiamento e tratamento da DRC atualizados, com a inclusao
da SDMA (anexo 2.1, 2.2. e 2.3).

Elevagdes persistentes da SDMA acima dos 14 pg/dL s&o sugestivos de fungdo renal
diminuida e permitem incluir o animal no estadio 1 de DRC pelo estadiamento da IRIS, ainda
que apresentem valores de creatinina <1,4 ou <1,6 mg/dL no cdo e gato respetivamente.
Animais incluidos no estadio 2 que apresentem uma baixa condicdo corporal e apresentem
valores de SDMA >25 pg/dL concomitantes, podem ter a sua funcdo renal subestimada, o
tratamento adequado é o descrito para o estaddio 3. De igual forma os animais incluidos no
estadio 3 com valores de SDMA >45 ng/dL e baixa condi¢do corporal deverdo seguir o
tratamento descrito para o estadio 4 (IRIS, 2016c).

Estas novas indicagdes baseadas na SDMA deveréo ser atualizadas com base na experiéncia
que surja do seu uso, concomitante com a creatinina, pelos profissionais veterinarios de forma
a aperfeicoar e melhorar o seu desempenho (IRIS, 2016c).

Os resultados da medicdo da SDMA devem sempre ser avaliados conjuntamente com o exame
fisico de forma a excluir causas pré a pds-renais de azotémia. A interpretacdo sera melhor
quando utilizadas varias medigdes ao longo do tempo ao invés de uma medicdo Unica, tal

como indicado para a creatinina (Grauer, 2016).

4.5.1.2. Efeito da modificacéo dietética precoce no maneio da DRC

A introducdo de uma dieta renal pode diminuir a progressao da doenca renal, prolongar o
tempo de sobrevivéncia, melhorar a qualidade de vida e atrasar o inicio da urémia (Bartges,
2017; Hall et al., 2014a). E de todos os tratamentos médicos disponiveis para cies e gatos
com DRC o que comprovadamente mostra maiores beneficios, embora ndo exista consenso
acerca dos beneficios e da necessidade da ingestdo de dieta renal em animais com DRC
clinicamente estaveis, nem estudos que mostrem vantagens em introduzir tratamentos
renoprotetores no estadio 1 (Ross et al., 2006; Polzin, 2013; Grauer, 2016).

Sabe-se a eficacia da dieta, em gatos, quando introduzida a partir do estadio 2 da classificacdo
da IRIS, mas ainda esta por demonstrar a eficacia do seu uso no estadio 1 (Polzin, 2017).
Atualmente, as guidelines disponibilizadas pela IRIS incluem a dieta renal a partir do estadio
2 no cao e gato, mas pode ser introduzida no estadio 1 em animais que apresentem proteinuria
persistente. No caso do cdo, esta ainda recomendado a sua utilizagdo no estadio 1, se

necessario controlar niveis plasmaticos de fésforo aumentados (IRI1S, 2016d; IRIS 2016e).
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Hall et al., avaliaram o efeito de uma dieta formulada em gatos ndo azotémicos com valores
séricos de SDMA aumentados em fase inicial de insuficiéncia renal, em comparagdo com uma
dieta escolhida pelo proprietario. A dieta formulada para um envelhecimento saudavel
permitiu estabilizar os valores séricos de SDMA, ao contrario da dieta escolhida pelo dono
que levou a progressao da doenca renal (Hall et al., 2016a).

Os cdes beneficiam igualmente da detecdo e intervencdo precoce de DRC, uma vez que
permite reduzir a progressdo da doenca (Hall et al., 2016b). Os cées ndo azotémicos e com
valores séricos de SDMA aumentados beneficiam de dieta formulada, que aumenta a
possibilidade de reverter o aumento da SDMA quando comparada com outro tipo de dietas
escolhidas pelo proprietario (Hall et al., 2016b). Os 20 cées com DRC classificada no estadio
1 da IRIS foram avaliados durante 12 meses. A administracdo de uma dieta renal durante este
periodo diminuiu a concentracdo sérica dos biomarcadores renais e da proteindria, 0 que
indica uma estabilizacdo da funcdo renal. A administracdo de uma dieta renal em cdes com
DRC no estadio 1 da IRIS pode ajudar a estabilizar e diminuir a progressao da doenca (Hall et
al., 2017a).

Uma vez que a utilizacdo de uma dieta renal é considerada relativamente segura, poder-se-a
afirmar gue a sua introducdo baseada apenas na medicéo plasmatica da SDMA ¢é preferivel a
possibilidade de deixar de detetar animais doentes utilizando unicamente a creatinina. Pode
ser benéfico introduzir a dieta renal no estadio 1 para diminuir a progressdo da DRC mas para
que isso ocorra é necessario a utilizacdo de melhores marcadores, como a SDMA, que

permitam identificar estes animais (Hall et al., 2014a; Hall et al., 2014b).

4.5.1.3. Detecdo de DRC Felina na presenca de Hipertiroidismo

O hipertiroidismo é uma doenga relativamente comum nos gatos de meia-idade e geriatricos.
Surge em média entre os 12 e 13 anos de idade, sendo a sua prevaléncia variavél
geograficamente (Rijnberk & Kooistra, 2010; Mooney & Peterson, 2012). Martins (2012)
determinou uma prevaléncia de 7,69% numa populacdo felina constituida por 78 animais
pertencentes a zona de Aveiro, enquanto que Ferreira (2014) estudou uma populacédo de 80
gatos pertencentes a area da Grande Lisboa em que a prevaléncia foi de 12,5%.

O hipertiroidismo é caracterizado por um aumento da TFG, fruto do aumento do débito
cardiaco e da diminuicdo da resisténcia vascular periférica, e também por atrofia da massa
muscular corporal. Este quadro clinico que conduz a valores séricos de creatinina mais baixos

pode mascarar a presenca de DRC concomitante. Animais hipertiroideus devem ter a sua

49



funcéo renal avaliada antes e depois de normalizar os valores das hormonas tiroideias (Paepe,
2015).

Em virtude da massa muscular ndo ter influéncia nos niveis séricos de SDMA, esta seria
especialmente vantajosa no diagndstico nestas situacdes. Peterson et al. identificaram uma
elevada especificidade (97.7%) da SDMA a prever doenca renal crénica pds tratamento em
gatos hipertiroideus, alertando contudo para a sensibilidade que se mostrou reduzida (33.3%).
Apenas 14 dos 42 gato que desenvolveram azotémia ap0s o tratamento com iodo radioativo,
foram identificados pela SDMA no seu inicio. Ao diminuir o limite inferior de detecdo da
SDMA para 12 pg/dL a sensibilidade quase duplica (64,4%). Este estudo mostrou que o
desempenho €é superior a creatinina, que tem menor sensibilidade, mas inferior a medicdo da
densidade urinaria que foi o marcador renal com maior sensibilidade (92%). Em resumo, 0s
autores sugerem gque a SDMA e a densidade urinaria sdo as melhores ferramentas para prever
a azotémia pds tratamento do hipertiroidismo, embora o seu desempenho seja imperfeito
(Peterson, Varela, Rishniw & Polzin, 2018).

4.5.2. Distin¢do entre IRA e DRC em cées

Para além da sua utilizacdo no diagndstico de DRC, a SDMA consegue identificar os animais
afetados por IRA, embora seja incapaz de diferenciar DRC e IRA. Dahlem et al. (2017)
avaliaram a concentracao sérica de SDMA numa populacdo de cées, composta por 48 animais
afetados por IRA e 29 animais com DRC, onde o racio SDMA/creatinina sérico foi
significativamente superior nos animais com DRC. Assim, falhou em distinguir as duas

doencas, e foi incapaz de fornecer um prognoéstico (Dahlem et al., 2017).

4.5.3. Detecdo precoce de nefrolitiase

A nefrolitiase pode levar a obstrucdo da pélvis renal ou do ureter predispondo a pielonefrite
ou conduzir a lesdo compressiva do parénquima renal originando DRC. Tradicionalmente os
nefrolitos apenas sdo tratados quando causam obstrucgéo, visto existir a ideia de que estes ndo
estdo envolvidos na progressdo da DRC. Porém, os valores séricos de SDMA aumentados
indicam que a nefrolitiase ndo obstrutiva esta associada & DRC e a redugdo da TFG (Hall et
al., 2017b).

Num estudo retrospetivo que envolveu 43 gatos diagnosticados com calculos renais, apenas
12 foram diagnosticados em vida. Onde 92% dos animais apresentaram valores séricos de

SDMA aumentados e estando apenas 17% azotémicos na altura do diagnostico. Assim,
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animais de meia idade a geriatricos em que a SDMA se encontre aumentada e a DUE>1.035,
devem ser feitos exames imagioldgicos que permitam descartar a presenca de nefrolitiase
antes que a func&o renal decline e surja azotémia (Hall et al., 2017b).

Os calculos de oxalato de calcio tém aumentado a sua frequéncia ao longo dos ultimos 25
anos em cdes e gatos (Chew et al., 2011a). Do estudo anterior, 90% dos nefrélitos analisados
eram compostos por oxalato de célcio. Estes calculos ndo podem ser dissolvidos atraves do
maneio dietético, mas a sua dete¢do precoce permite ao clinico uma monitorizacdo periddica e
tratamento de acordo com as guidelines da IRIS para o estadio 1 da DRC, quando a SDMA

surge acima do limite de referéncia na auséncia de azotémia (Hall et al., 2017b).

4.5.4. Caquexia e Sarcopeénia

A caquexia caracterizada pela perda de massa muscular esquelética, ocorre em animais
afetados por doengas crénicas como a doenca renal, tumores, doencas cardiacas entre outras.
Contudo, a perda de condicdo corporal pode ocorrer na auséncia de doenca apenas associada
ao envelhecimento e é denominada de sarcopénia (Freeman, 2017).

Seja qual for a causa da deterioracdo da condigcdo corporal, ocorre uma diminuicdo na
producdo de creatinina, o que pode erradamente sobrevalorizar a funcdo renal existente. A
SDMA ¢ independente da massa muscular, sendo uma ferramenta Util e superior a creatinina

sérica na avaliacdo da funcéo renal destes pacientes (Polzin, 2017).

4.6. Perspetivas de futuro: sera 0 SDMA a resposta necessaria?

Apesar das suas limitagdes a creatinina continua a ser um parametro acessivel e de confianca,
e como tal, ndo deveremos substitui-la totalmente pela SDMA. A descoberta de novos
marcadores é sempre empolgante, permitem desvendar a fisiopatologia das doencas e
melhoram as técnicas de diagnostico, mas devem ser avaliados com precaucdo. Antes de 0s
aplicarmos em pratica clinica é necessario avaliar o comportamento do marcador em
diferentes situacdes. O custo da técnica laboratorial para detecdo da SDMA é ainda um fator

proibitivo e no qual a creatinina é vantajosa (Kielstein et al., 2006).
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I1. Estudo: Avaliacdo da SDMA em felinos com recurso a IDEXX Catalyst One ® para

diagndstico precoce de doenca renal cronica

1. Objetivos

O presente estudo teve como finalidade avaliar a utilidade da SDMA para o diagnostico
precoce de DRC felina com recurso a IDEXX Catalyst One ®. Pretendeu-se com este estudo
comparar o desempenho da SDMA com o da creatinina plasmética e assim tentar detetar
vantagens da sua utilizacdo conjunta na pratica clinica. Incluida recentemente nas guidelines
disponibilizadas pela IRIS para o diagnostico e tratamento da DRC, este estudo visa comparar

0 estadiamento feito apenas com recurso a creatinina ao realizado juntamente com a SDMA.

2. Materiais e Métodos

O estudo decorreu durante o estagio curricular realizado no Hospital Veterinério de Portimao.
A populacdo do estudo foi composta por gatos com idade igual ou superior a 7 anos de idade
sem doenga renal previamente diagnosticada. A amostra foi composta por 16 felinos, cuja
anamnese foi recolhida através do questionario adaptado (anexo 3), com especial atencdo a
sinais associados a doenca renal. Foi feito o doseamento plasmatico da creatinina e SDMA.
As analises laboratoriais foram realizadas no laboratorio interno do préprio hospital com
recurso ao equipamento Catalyst One Chemistry Analyzer, comercializado pela IDEXX ®. As
amostras de sangue foram colhidas através de venopuncdo periférica (veia cefalica ou
femoral) ou central (jugular) e armazenadas em tubos de heparina para posterior
processamento.

A tabela 3 compara os intervalos de referéncia utilizados no laboratério do HVP com os
utilizados no estudo, os indicados pela IRIS, para a creatinina plasmatica. Os valores de
referéncia utilizados sdo os propostos pela IRIS para a espécie felina, creatinina e SDMA

inferiores a 1,6 mg/dL e 14 pg/dL respetivamente.

Tabela 3. Comparag&o entre os intervalos de referéncia da creatinina plasmatica sugeridos pela IRIS
e pela Catalyst One Chemistry Analyzer para o céo e gato.

Creatinina plasmatica (mg/dL)

Céo Gato
IRIS <14 <1,6
Catalyst One
05-18 08-24

Chemistry Analyzer
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3. Resultados

Os animais incluidos no estudo apresentaram-se no HVP para consulta, vacinacao, realizacao
de exames imagioldgicos ou para procedimentos cirurgicos eletivos (castracdo e
ovariohisterectomia).

A amosta foi composta por 16 felinos, incluiu 7 individuos do sexo masculino e 9 do sexo
feminino. Em relagdo ao estado reprodutivo, 0s animais castrados predominam (12/16).
Foram incluidos animais de diferentes racas, nomeadamente Sagrado da Birmania (1/16),
Persa (5/16), Europeu Comum (8/16), e também de raca indeterminada (2/16). A idade dos
animais variou entre os 7 anos e os 18 anos de idade, sendo que a maioria (10/16) apresentava
idade compreendida entre 0s 7 e 8 anos.

A condicdo corporal foi avaliada com recurso a uma escala de peso padrdo anexada ao
questionario (anexo 3). A maioria apresentou uma condi¢do corporal na categoria “ideal”
(8/16).

Durante a anamnese, para além dos dados do exame fisico geral, os donos foram questionados
quanto a presenca de sinais inespecificos que pudessem estar relacionados com a presenca de
doenca renal cronica. A presenca de alguns destes sinais foi importante para, nos casos em
que as andlises laboratoriais foram sugestivas de DRC, caracterizar melhor o quadro clinico.
Mesmo na auséncia de uma avaliacdo completa do aparelho urinario, como a urianélise e
medic&o do racio UPC.

Com os dados recolhidos na anamnese foi possivel identificar 2 animais com historial de
doenca do trato urinario, nomeadamente infecdo urinaria, cristaldria e urolitos.

Apenas 1 animal do estudo possuia doencas concomitantes, DM insulino-resistente,
hidronefrose, hidro-ureter e neoplasia pulmonar primaria ou metastica.

Os dados recolhidos permitiram detetar sintomatologia em 9 dos 16 animais. Destes 9,
identificamos 8 com perda de peso, 3 com polidria e polidipsia, 3 com perda de apetite e 2
com vomito.

A creatinina plasmaética encontrou-se aumentada em 7 dos 16 animais em estudo, enquanto
gue a SDMA apenas surgiu aumentada em 5. Em 4 gatos a creatinina plasmatica encontrou-se
elevada sem o aumento concomitante da SDMA. Em 2 individuos a SDMA aumentou sem 0
aumento conjunto da creatinina plasmatica. Apenas 3 animais possuiam ambos os parametros
aumentados.

A caracterizagdo da amostra populacional, assim como os resultados laboratoriais da

creatinina plasmatica e da SDMA, sdo descritos na tabela 4.
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SDMA

Tabela 4. Caracterizagdo da amostra e resultados dos parametros laboratoriais, creatinina plasmatica e
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Com os resultados obtidos procedeu-se ao estadiamento segundo as guidelines propostas pela
IRIS (IRIS, 2016c). O estadiamento foi elaborado de duas formas: apenas com recurso as
concentragOes plasmaéticas de creatinina e com a adicdo do doseamento da SDMA. O objetivo
seria comparar o estadiamento obtido e observar a existéncia ou ndo de vantagem na
utilizacdo da SDMA para detecdo precoce da DRC. O estadiamento foi feito em todos os
casos em que um dos parametros laboratoriais surgiu aumentado e quando ambos
aumentaram, o que sucedeu num total de 9 casos. Nesta Ultima situacdo, em que ambos 0s
parametros estavam acima do valor de referéncia, ndo foi avaliada a capacidade de detetar a
doenca, mas sim a possibilidade de com a avaliacdo da SDMA o animal poder ser colocado

num estadio superior. Na tabela 5 estdo descritos os estadiamentos obtidos para cada caso.

Tabela 5. Estadiamento segundo o doseamento da creatinina e SDMA plasmatica

. . Estadiamento Estadiamento
Creatinina plasmatica

Caso n° SDMA (ug/dL) segundoasCr  segundo asCr
(mg/dL)

+ SDMA
2 1,9 18 Estadio 2 Estadio 2
3 11 21 - Estadio 1
5 0,7 15 - Estadio 1
6 1,8 13 Estadio 2 Estadio 2
7 3,8 46 Estadio 3 Estadio 4
8 29 18 Estadio 3 Estadio 3
14 2 10 Estédio 2 Estédio 2
15 2,2 12 Estadio 2 Estadio 2
16 18 10 Estadio 2 Estadio 2

4. Discussao

Para avaliacdo dos parametros creatinina e SDMA foram utilizados os intervalos de referéncia
indicados pela IRIS. E interessante notar a diferenca existente para os intervalos de referéncia
utilizados no equipamento do HVP. A Catalyst One Chemistry Analyzer, produto
comercializado pela IDEXX ®, tem o intervalo de referéncia fixado entre 0,8 a 2,4 mg/dL
para a creatinina plasmatica em felinos. Uma diferenca significativa, ja que o estadio 2 de
DRC na IRIS corresponde a valores de creatinina plasmatica de 1,6 a 2,8 mg/dL.
Consequentemente, animais com valores de creatinina plasmatica normais na Catalyst One

Chemistry Analyzer, podem nas guidelines da IRIS corresponder ao estadio 2 da DRC.
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Inclusive, as guidelines da IRIS para o estadiamento da DRC preveem esta variacdo, ao
afirmar que o limite inferior do intervalo do estadio 2 pode coincidir com o intervalo de
referéncia de vérios laboratdrios. Esta situacdo pode ser justificada pela falta de sensibilidade
da creatinina como teste de detecdo, visto que animais com concentracGes de creatinina
proximas do limite superior do intervalo de referéncia, muitas vezes possuem doenca renal
(IRIS, 2016c).

Esta discordancia, entre a interpretagdo feita a luz do intervalo de referéncia do laboratorio e a
sugerida pela IRIS, leva a autora a considerar que nem sempre a creatinina plasmatica é
corretamente interpretada na préatica clinica. Ainda mais tendo em consideracdo a pouca
utilizacdo do sistema de estadiamento da IRIS na pratica clinica, o que faz com que os
clinicos ndo estejam familiarizados com os intervalos para a concentracdo de creatinina que
caracterizam cada estadio. E possivel que animais com afecdo renal possam passar
despercebidos na fase inicial da doenca, caracterizada por pequenas elevacdes da
concentracdo da creatinina plasmatica (DiBartola, 2010; Grauer, 2016).

Durante a realizacdo e concluséo deste trabalho algumas lacunas e limitaces tornaram-se
evidentes, sendo mencionadas em seguida.

A populacao utilizada néo é considerada a ideal, ndo so pelo seu reduzido nimero, como pela
sua heterogeneidade. Foram utilizados apenas 16 individuos para este estudo, e seriam
necessarios mais de forma a corroborar as conclusfes obtidas. A razdo pela qual a amostra
populacional é de pequena dimensdo prende-se principalmente pelo custo associado a
execucdo do teste. A maioria dos tutores acaba por aceitar apenas o doseamento da creatinina
plasmatica, cujo custo é mais acessivel. Além do tamanho reduzido a amostra utilizada é
composta por um animal que apresentava outras doengas concomitantes, dois individuos com
historial de doenca urinaria e animais de diferentes racas. O que é, em parte, consequéncia da
pequena amostra disponivel, idealmente composta ndo s6 por um maior numero de
individuos, mas também dividida por grupos, consoante as suas caracteristicas.

No diagnostico e estadiamento de DRC faltaram alguns testes. O diagnostico de DRC é
normalmente feito pela presenca de azotémia renal e baixa DUE (<1.035), associados a
anamnese e exame fisico compativeis (Paepe, 2015). Apds o diagnostico de DRC € dtil
realizar o seu estadiamento de forma a escolher o tratamento mais adequado e facilitar a
monitorizacao da doenca.

De facto, ambos 0s processos de diagndstico e estadiamento da DRC na populacdo em estudo
foram executados de forma incompleta. As concentragdes plasmaticas de creatinina e SDMA,
bem como a anamnese, foram a base para o diagnostico e estadiamento. Idealmente seriam

necessarias duas medicdes da creatinina plasmatica em diferentes ocasifes para proceder ao
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estadiamento, o0 que ndo aconteceu. O estadiamento deve ser realizado apenas em animais
hidratados, o que também nao foi possivel neste estudo. Infelizmente nédo foi possivel realizar
0 sub-estadiamento, pela questdo financeira dos tutores e também pela dificuldade inerente a
medicdo da pressdo sanguinea. Principalmente em animais com comportamento agressivo e
nervoso em ambiente hospitalar.

A interpretacdo estrita da concentracdo plasméatica da SDMA, como feito pela autora, ndo é o
indicado. O algoritmo elaborado pela IDEXX Laboratories ® (anexo 1) mostra que todos os
valores obtidos devem ser suportados pela realizacdo de uma urianalise completa, sejam as
elevagoes ligeiras (15 a 19 pg/dL) ou elevadas (= 20 pg/dL). Dados como a DUE, racio UPC
e avaliacdo do sedimento urinario seriam importantes para uma melhor compreensdo da
funcdo renal. Na prética ndo foi possivel proceder a esta extensa avaliacdo, pela questdo
financeira impeditiva e também pelo facto de a populacdo analisada consistir principalmente
de animais saudaveis. H4 uma grande relutancia por parte dos tutores em submeter 0s seus
animais a procedimentos médicos, que os consideram desnecessarios, como por exemplo uma
cistocentese. Mesmo nos casos em que 0s parametros avaliados sugeriam a existéncia de
DRC, os tutores veem estes métodos de diagnoéstico como um desconforto desnecessario.
Assim sendo é dificil validar os resultados e as consequentes conclusdes obtidas. Na
discussdo dos varios casos, seja na auséncia ou presenca de valores anormais nos parametros
avaliados, a avaliacdo completa da funcéo renal permitiria concluir sobre eficacia ou ndo da
SDMA como biomarcador precoce de DRC.

Os casos n°3 e 5 e foram os Unicos em que a SDMA plasmaética aumentou na presenca de uma
concentracdo plasmatica de creatinina normal. Apenas a gata do caso n°5 apresentou
sintomatologia associada: perda de peso e anorexia. Serdo 0S casos em que a SDMA
possivelmente conseguiu detetar animais com perda de funcdo renal ndo detetados pela
avaliacdo da creatinina. No caso n°5 € de notar que a baixa concentracdo de creatinina
plasmatica (0,7 mg/dL) podera estar associada a ma condicao corporal do animal, o que afeta
a avaliacdo da funcdo renal sobreavaliada pela creatinina plasmatica. Estes sdo casos que
poderdo especialmente beneficiar do uso da SDMA, néo influenciado pela massa muscular do
animal. Embora, neste caso especifico a auséncia de uma urianalise completa que confirme a
presenca de DRC ndo permita afirmar a sua eficécia.

No caso n° o aumento da concentracdo plasmatica da SDMA ¢ ligeiro, 15 pg/dL. Todos os
valores no intervalo 15-19 pg/dL devem ser confirmados. Nestes casos 0 passo seguinte seria
realizar uma urianélise completa e caso nédo surja alterac6es voltar a dosear a SDMA passadas
2 a 4 semanas. Se a urianalise apresentar resultados sugestivos ou 0 aumento da concentracéo

plasmética da SDMA continuar no novo doseamento, a doenca renal torna-se provavel. Nesta
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altura deve ser adotado o protocolo de investigagdo, maneio e monitorizacdo tal como
indicado no algoritmo produzido pelo fabricante do teste (anexo 1) (IDEXX Laboratories,
2017a). Os mesmos passos deveriam ser adotados nos casos n°2 e 8, em que a concentragdo
plasmatica da SDMA também mostrou um ligeiro aumento (18 pg/dL).

Nos casos n°, 14, 15 e 16 a concentracdo da creatinina plasmatica estava aumentada, mas o
doseamento da SDMA encontrava-se dentro do intervalo de referéncia. Infelizmente para
podermos afirmar que nenhum destes individuos é afetado por doenca renal, ao contréario do
que a interpretacdo isolada da concentracdo da creatinina plasmatica levaria a crer, seria
necessaria uma avaliagdo mais completa da funcdo renal. Com os dados disponiveis néao
podemos comprovar a eficacia da SDMA. A elevacdo da creatinina plasmaética nestes casos
poderia eventualmente ser explicada pela auséncia de jejum, ja que a dieta pode aumentar a
sua concentracdo nas 12 horas ap06s a refeicdo (Ghys et al., 2014).

Ambos 0s parametros renais surgiram aumentados nos casos n°2, 7 e 8. Todos estes animais
apresentavam sintomatologia que aumenta a suspeita de DRC: vomitos, poliUria, polidipsia e
perda de peso. No caso n°7 existe historial de doenca urinaria (infe¢do urinaria e cristaluria) e
foi ainda detetada a presenca de anemia normocitica e normocrémica. Tal como referido
anteriormente, as elevacGes ligeiras da SDMA plasmatica devem ser interpretadas
conjuntamente com uma urianalise completa. Esta seria importante no caso n°2, em que 0
aumento de ambos parametros foram ligeiros, mas também no caso n°8 em que o doseamento
da SDMA surgiu ligeiramente aumentado.

O caso n°1 foi marcado pela presenca de varias doencas concomitantes: DM insulino-
resistente, hidronefrose, hidroureter e uma massa pulmonar. Como mencionado anteriormente
a SDMA poderé ndo ser uma opg¢do na DRC inicial em animais com DM, j& que num estudo
realizado por Langhorn et al. (2018) os individuos afetados por DM apresentavam valores
plasmaticos de SDMA significativamente mais baixos em comparacdo com o grupo de
controlo. Os autores apontam a diurese osmotica e a hiperfiltragdo como possiveis
justificagdes. O doseamento da SDMA neste caso teve como objetivo principal avaliar o
impacto da doenga urinéria na fungdo renal, sendo que a creatinina plasmatica manteve-se
normal. Também a SDMA estava dentro do intervalo de referéncia, descartando a partida a
existéncia de insuficiéncia renal.

O presente estudo pretendia, para além de avaliar a eficacia da SDMA na detecao precoce de
DRC, comparar o estadiamento obtido tradicionalmente pela creatinina plasmatica com o
feito tendo em consideragdo o doseamento da SDMA. Em dois casos discutidos
anteriormente, n°3 e 5, a utilizagdo da SDMA foi essencial para o diagnostico de DRC. Em

ambos 0s casos a creatinina plasmatica surge dentro do intervalo de referéncia, e apenas a
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SDMA nos permitiu classificar ambos os individuos no estddio 1 de DRC. No caso n°7 a
creatinina plasmaética corresponde no estadiamento IRIS a um estadio 3. Mas tendo em
consideracao a sua baixa condicéo corporal assim como a concentracdo plasmatica de SDMA

>45 ng/dL foi possivel alterar essa classificagdo para o estadio 4.

5. Concluséao

A DRC felina é uma doencga bastante comum na pratica clinica, embora o seu diagnostico seja
muitas vezes feito numa fase avancada da doenca o que faz com que o tempo de
sobrevivéncia destes animais ap0s o diagnostico seja por vezes muito reduzido. Apesar de ndo
existir um tratamento especifico sabe-se que quanto mais cedo a doenca for diagnosticada,
mais facil sera instituir um tratamento reno protetor, a dieta renal, que possa retardar o
declinio da funcdo renal. Mas é exatamente no diagndstico precoce que a creatinina
plasmaética, o parametro de avaliacdo da funcdo renal mais utilizado pelos clinicos, apresenta
pouca sensibilidade. Além disso pode ser afetada por fatores como a dieta ou condigdo
corporal.

Por estas razdes decorre a busca por um biomarcador renal ideal, que seja pouco afetado por
fatores enddgenos ou exdgenos e principalmente que permita diagnosticar DRC o mais cedo
possivel. A verdade, e como foi possivel perceber na realizacdo deste trabalho, € que varios
biomarcadores renais tém vindo a ser avaliados, mas todos possuem vantagens e
desvantagens. Da vasta amostra de biomarcadores discutidos a SDMA é a que tem mostrado
maior interesse pela comunidade cientifica.

Na amostra avaliada tivemos dois individuos cujo diagnéstico de DRC foi feito através da
SDMA e um animal cujo estadiamento foi retificado pelo doseamento da SDMA. Quatro
individuos em que a SDMA dentro do intervalo de referéncia contraria 0 aumento da
creatinina plasmatica. Evidentemente, e como discutido anteriormente, o estudo desenvolvido
pela autora apresenta lacunas que impossibilitam a validacdo da SDMA com recurso a
IDEXX Catalyst One ®. De notar a potencial vantagem do uso da SDMA em detetar DRC em
animais cujo doseamento da creatinina plasmatica esta dentro do intervalo de referéncia do
laboratdrio, mas elevado tendo em consideracdo os limites sugeridos pela IRIS. No estudo
desenvolvido foram incluidos 5 animais nesta situacdo, dos quais a interpretacdo do
doseamento da SDMA plasmatica leva a concluir que destes, apenas 1 individuo teria
insuficiéncia renal. O que corrobora a informacéo transmitida nas guidelines da IRIS, em que
animais cuja creatinina plasmatica esta proxima do limite superior de referéncia do

laboratério podem apresentar insuficiéncia renal. E importante que a interpretacdo dos
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resultados da creatinina plasmatica seja feita de forma critica e tendo em consideracdo a
diferenca face as concentragfes sugeridas na IRIS de forma a aumentar a sensibilidade de
detecdo quando é utilizada a creatinina. A SDMA podera ser uma ferramenta importante para
diagnosticar estes casos.

Embora ndo possa ser recomendada como parametro unico de diagnostico para a DRC, a
SDMA pode ajudar no diagndstico e estadiamento, principalmente no animal geriatrico com
perda muscular (Sparkes et al., 2016).

A autora acredita que com a difuséo do teste e a sua utilizacdo mais frequente serd mais facil
reunir uma amostra relevante de casos. Por ser um teste de diagnéstico recente os estudos
existentes sdo escassos € na sua maioria liderados por autores ligados a producao e validacao
do teste realizado pelo IDEXX Catalyst One ®. Sera importante ter resultados e dados dos
clinicos que possam corroborar a eficacia do teste e o proprio intervalo de referéncia definido.
A inclusdo da SDMA nas guidelines da IRIS é proviséria e podera alterar-se face aos

resultados que venham a surgir na pratica clinica.
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Anexos

1 — Algoritmo para interpertagdo de valores séricos de SDMA aumentados e etapas
sugeridas para chegar ao diagnostico (IDEXX Laboratories, 2017a).

IDEXX SDMA™ Test Algorithm
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2 — Algoritmos sugeridos pela IRIS, com inclusdo da SDMA, para a DRC canina e felina

(IDEXX, 2018)

2.1 Diagndstico de DRC

Step 1: Diagnose CKD

Clinical signs and physical Clinical presentation Physical examination findings
examination ﬂndingﬂ worsen Conzider age, sex, bread predispositions, and relevant Can be normal in eary CKD. Findings may include

hi=tonical information, including medication history, fomn palpable kidney sbnomnalities, evidence of weaght

with Inr.:reasing EE"'F-‘“W of exposre, and dist. lozz, detrydration, pale mucous membranes,

kKidney disease [ian be asymptomatic in eerly KO, Signs may indude

uramic ulcars, evidance of hyperansion, Le.,

pobyuris, Bpein, weight lozz, s, retingl hremaorhages/datachment.

lethargy, detydration, vomiting, 2nd bad bresth.

T o )

One or more of these diagnostic findings Both of these diagnostic findings
1 TE=_EI Increased creatinine and SDMA concentrations &
£ / Creatinine | | 1 |
Creasinine
E increasing within the SDMA | [ I | I
1 reference imarval
; i i Results of Doth (ests should be IMerpreted
il a2 J 13 In light of patient's Mydration stalus.,
" Persistent increased £ SDMA >14 ug/dL l I
Urine Urine 2]
specific gravity specific gravity
=1.030 =1.035
' Persistent renal proteinuria
UPC =0.5indogs; UPC =0.4in cats
06 0.7 10 o
Sapt "1 oat'1s Mov ‘15
Urine protein 1 creadning (UPC) rabo 1.008
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2.2. Estadiamento da DRC

Step 2: Stage CKD

3 SOMA = IDEXX SDMA™ Teat




2.3. Tratamento da DRC

Step 3: Treat CKD

recommendations

Consider treaiment of

next e2zge. Creatinine may
underestimate degres of
kichey dysfunction in patients
with poior muscle mass.

International € SOMA = IDEXX SOMA™ Teat
fenal Interest Soclety Seairis-kdney.com for more detailed staging, therapeatic, and management guidelines.
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3- Exemplo do questionario utilizado na recolha de dados durante a anamnese e exame
de estado geral
QUESTIONARIO CLINICO

Dados referentes ao felino:

Nome: Sexo: M/F Raca: Idade:
Esterilizado: Sim/Né&o Condicao corporal (1 a 9):
Estimulo

iatrotropico:

Existe algum episdédio anterior de doenca do trato urinario? Sim __ Ndo __

Se sim,
qual?

Questionario:

1. O dono refere prostracdo do animal? Sim __ Ndo

N

. A pelagem estd em bom estado? Sim __ Ndo

3. O dono notou perda de peso progressiva? Sim __ Ndo

o~

. Ha diminuicdo do apetite? Sim __ Ndo
5. Existe vomito esporadico? Sim __ Ndo

6. Existem Ulceras na cavidade oral? Sim __ Ndo

\‘

. O hélito da cavidade oral tem um odor urémico? Sim __ N&do
8. Episodios de diarreia recentes? Sim __ Ndo

9. Ha sinais de desidratagdo? Sim __ Ndo __

10. Ao exame fisico, ha dor a palpacédo dos rins? Sim __ Ndo
11. Presenca de polidipsia: Sim __ Ndo

12. Presenga de polidria: Sim __ N&o __

13. Aspeto da urina: Normal __ Com sangue Turva
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3.1. Escala utilizada para avaliacdo da condic¢do corporal (Royal Canin, 2018)

& ... @
ey e M‘AENT BODY CONDITION SCORE ROYAL CkNlN
PROGRAMME CAT INCREDIBLE IN EVERY DETAIL

—000 1 L. —GEES 9 Linic | —~GEES 7 S
1pe(wxhoneseasdyv|sﬂe 2 shorthaired cats 3 shorthasred cats

on shorthaired cats « Very narrow waist + Obvious waist
* Very narrow waist * Loss of muscle mass + Very small ameunt
« Small amount of muscle * No palpable fat on of abdominal tat
* No palpable fat on ; the rib cage b s
the rib cage y * Very pronounced y
* Severe abdominal tuck abdominal tuck
IDEAL ABOVE IDEAL
T A |~ gz
MHMPINH! * Ribs not visible 6 but palpable
"“'"““""“"““‘ « Waist not clearty defined
abdominal fat « Small amount of
: abdominal fat *+ Very slight abdominal tuck
« Slight abdominal tuck
OVERWEIGHT OBESE

Rlbsdlﬁ!ulllopdpae * Ribs not palpable + Ribs not palpable under
under the fat a theck layer of fat
oWambuﬂymue + Warst not visible + Wasst absent

* No abdominal tuck
andmohhdummm ‘S“V"w ) * Otwous sbdominat
* Extensive abdominal
fat deposits



