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RESUMO

A injuria renal aguda (IRA) consiste no decréscimo da fungcdo renal, com rapida
evolucdo do quadro. O diagndstico precoce é fundamental para o estabelecimento
do tratamento adequado, objetivando reestabelecer a funcdo renal antes que a leséo
se perpetue ou leve a morte do animal. A creatinina sérica tem sido utilizada para o
estabelecimento da funcdo renal, entretanto este marcador mostra-se ineficiente
para a deteccdo precoce do dano renal agudo. A alta demanda por testes e
marcadores capazes de detectar estagios iniciais da injaria renal vem impulsionando
o estudo de novas ferramentas diagndsticas. Na medicina, a aplicacdo experimental
de diversos biomarcadores ja é realidade, no entanto na medicina veterinaria o alto
custo dos ensaios, a caréncia de reagentes espécie especificos representam
grandes entraves. Alguns marcadores como N-acetil-beta-d-glicosaminidase (NAG),
y- glutamil-transpeptidase (GGT), Fosfatase alcalina (ALP) e Cistatina C ja vem
sendo estudados na medicina veterinaria. Destes, a cistatina C ocupa posicao de
destaque, devido ao fato de que a técnica ja foi validada na experimentacdo em
animais e é menos custosa. Serdo apresentados, neste trabalho, novas ferramentas
diagnosticas de IRA, apontando biomarcadores em estudo na medicina e na
medicina veterinaria.

PALAVRAS-CHAVE: avaliacdo da funcdo renal, ferramentas diagndsticas, insulto

renal agudo.

ACUTE KIDNEY INJURY BIOMARKERS

ABSTRACT
Acute kidney injury (AKI) is an insult which reduces renal function. This disease
process needs to be recognize as soon as possible since it requires immediate and
aggressive intervention to completely remission and to avoid animal death. Serum
creatinine has been used for a long time as a renal function marker however its not
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adequate detecting AKI. New biomarkers that are capable of detect AKI has been
testing in medicine and veterinary medicine to find new biomarkers adequate to
detect AKI. Some biomarkes such as N-acetyl-B-D-glucosaminidase (NAG), Gamma-
glutamyl transferase (GGT), Alkaline phosphatase (ALP) and cystatin C has been
tested in veterinary medicine. Among these biomarkers mentioned, cystatin C plays a
importante role in veterinary medicine since had positive results in clinical trials and it
is less costly. This review article will be presenting new biomarkers to detect AKI in
veterinary medicine since possessing this early detection will allow a more accurate
prognosis and afford the best chance of a favorable outcome to pets.

KEYWORDS: acute renal insult, new diagnostic markers, renal function evaluation.

INTRODUCAO

A injuria renal aguda (IRA) consiste no decréscimo da funcdo renal, com
rapida evolucdo, podendo progredir em poucas horas ou em alguns dias,
culminando no acumulo de metabdlitos nitrogenados na circulacdo, que resulta em
azotemia (SIROTA et al., 2011). O maior desafio para a maioria dos clinicos, em
relacdo a esta sindrome, é a deteccdo nos estagios iniciais. Apesar dos estudos
recentes para 0 estabelecimento da patogenia e estabelecimento de novas
estratégias terapéuticas, a mortalidade envolvendo a IRA ainda continua elevada.
(MEDIC et al., 2016). Nesse sentido, o diagndstico laboratorial precoce é
fundamental para o estabelecimento do tratamento adequado, capaz de
reestabelecer a funcéo renal antes que a leséo se perpetue (BELCHER et al., 2011;
BELLOMO et al., 2012).

Ha 95 anos, o diagndstico da injuria renal, € confirmado laboratorialmente
pela quantificacdo sérica de creatinina. Apesar de amplamente utilizada na rotina
clinica, esse marcador tem limitagbes na deteccdo precoce do dano renal
(BELCHER et al., 2011; BELLOMO et al., 2012; VIJAYAN et al., 2016), uma vez que
0 aumento é detectavel somente quando 75% dos néfrons encontram-se afuncionais
(WARE, 2015; HSU, et al., 2014), carecendo em sensibilidade e especificidade para
a IRA (SIEW et al.,, 2011). Além disso, a concentracdo sérica de creatinina &
influenciada pelo peso corpéreo, idade, sexo, raca, massa muscular e ingestao
proteica. Portanto, trata-se de um marcador pouco sensivel na detec¢do precoce da
IRA (BRAUN et al., 2003).

A demanda por um teste capaz de detectar 0os estagios iniciais da injaria
renal fez surgir novas ferramentas diagnosticas. A medicina tem estudado
amplamente o tema e vem desenvolvendo marcadores precoces da IRA. Na Ultima
década, a Sociedade Americana de Nefrologia estabeleceu o estudo de novos
biomarcadores como a prioridade dentre as pesquisas a serem desenvolvidas
(KOVALINKA, 2014). Entende-se por biomarcadores medidas experimentais que
indicam a ocorréncia de uma determinada funcdo normal ou patolégica de um
organismo ou uma resposta a um agente farmacolégico.

Com a presente revisdo serdo descritas novas ferramentas diagnosticas
de IRA na medicina e na medicina veterinaria, considerando a funcéo,
caracterizacdo e possibilidade de aplicacdo na rotina clinica de biomarcadores
renais em potencial.
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DESENVOLVIMENTO

Caracterizacdo da injuria renal aguda
Nomenclatura
Injuria renal aguda (IRA) € o novo termo consensual para substituir a
antiga nomenclatura "Insuficiéncia renal aguda". Esta modificacdo ocorreu, pois o
termo "insuficiente” transmite uma ideia errbnea de que esse rim ja nao é capaz de
exercer suas fungdes que, no caso da IRA, encontram-se reduzidas entrementes,
nao totalmente afuncionais (BELLOMO et al., 2012; MONAGHAN et al., 2012).

Conceito

O conceito estabelecido de IRA compreende a reducgéo abrupta da funcao
renal que culmina em alteracbes na taxa de filtracdo glomerular (TFG), débito
urinario, producdo de urina e funcdo tubular (KELLUM et al, 2011). Como
consequéncia dessas alteragdes, ocorre 0 acumulo de compostos nitrogenados,
como a ureia e a creatinina, resultando em azotemia (RUFATTO et al., 2011).
Adicionalmente, estdo presentes alteracées no balanco hidrico, eletrolitico e acido-
base (BIRCHARD & SHERDING, 2008).

Epidemiologia

Na medicina, a IRA é diagnosticada anualmente, em 5.000 pessoas a
cada um milhdo sendo uma condi¢cdo que afeta, pelo menos, 40% dos pacientes
criticos que apresentam sepse (BELLOMO et al., 2012). A mortalidade varia entre
45% a 64% nos pacientes humanos (COBRIN et al., 2013).

Na medicina veterinaria, tanto cdes quanto gatos sdo consideravelmente
acometidos pela IRA, e esta ocorréncia ainda ndo esta totalmente esclarecida
(MONAGHAN et al., 2012). Além disso, todas as faixas etérias tém chances iguais
de desenvolver a sindrome clinica (RUFATTO et al, 2011). Diferentemente da
resolucdo em humanos, os pacientes caninos e felinos afetados apresentam alta
mortalidade girando em torno de 50% a 60% (COBRIN et al., 2013).

Nos cdes em situacdo critica, o indice de mortalidade € de 54,2%
(THOEN & KERL, 2011). Em um estudo retrospectivo feito pela North Carolina State
University com 99 cées, 56% foram submetidos a eutanasia, 19% tiveram remissao
completa e 25% tornaram-se DRC (VADEN et al., 1997).

Em outro estudo para a caracterizacdo do paciente com IRA e seu
prognostico, realizado pela universidade dos Estados Unidos, a Garden State
Veterinary Specialists, constatou que em uma amostragem de 32 animais, 53%
sobreviveram, destes, 25% tiveram remissdo completa e 28% cronificaram
(WORWAG & LANGSTON, 2008). Em uma avaliagao retrospectiva realizada na
Escola de Veterinaria da Universidade da Califérnia (Davis) aferindo a evolucédo da
IRA, 28% dos gatos morreram, 30% foram submetidos a eutanasia e 42% tiveram
que ser submetidos a 30 dias de hemodialise até receberem alta (SEGEV et al.,
2013).

Etiologia da injuria renal aguda
A etiologia da IRA varia de acordo com a espécie. Em gatos, a causa
inicial da IRA ainda € indeterminada, no entanto, as toxinas parecem estar
relacionadas em 50% dos pacientes (WORWAG & LANGSTON, 2008). Ja foram
descritas como causas: ingestdo de medicamentos nefrotdxicos, como anti-
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inflamatorios ndo esteroidais (AINES), aminoglicosideos, doxorubicina, vitamina D
ou ingestao acidental de raticidas; contaminantes alimentares como o &cido Urico;
intoxicacdo por lirio; injaria isquémica; infeccdo do trato urinario superior
(pielonefrite); neoplasia, obstrucao ureteral ou uretral e sepse (MONAGHAN et al.,
2012; HSU et al., 2014).

Em cées, os agentes tdxicos também sdo importantes. A anfotericina B,
aminoglicosideo, quimioterapicos e AINES sdo farmacos indutores de IRA. Outras
causas sao agentes infecciosos indutores de pielonefrite aguda, como a Leptospira
sp. € microrganismos do tipo riquétsias que desencadeiam o dano ou por meio da
ativacdo da cascata da inflamagdo ou por vasculite (XAVIER et al., 2008). As
neoplasias renais, hipercalcemia, traumatismo e doencas imunomediadas também
estdo relacionadas a sindrome (WINGFIELD, 2004).

Como causas iatrogénicas estado vasodilatadores (GREENE & GRAUER,
2013), a anestesia prolongada ou ndo, que apresenta como fator desencadeante a
hipotensdo e a hipovolemia que podem produzir vasoconstricdo renal, isquemia
renal e IRA (SLADEN, 1993; HARA et al., 1998). Anestésicos liberadores de
catecolaminas como cetamina, tiletamina e oOxido nitroso podem aumentar ou
diminuir o fluxo sanguineo renal (FSR) (HARA et al., 1998). O FSR e a TFG podem
ser afetados pelos anestésicos inalatorios de maneira dose-dependente como por
exemplo, o halogenado isofluorano que tem pouco efeito sobre FSR porém, pode
diminuir a TFG e débito urinario (HARA et al., 1998).

A anestesia como etiologia da IRA é afetada pelo grau de hidratacéo e
fluidos administrados durante o transoperatério. Injarias renais pré-existentes podem
agravar as consequéncias deletérias dos anestésicos na funcéo renal (GREENE &
GRAUER, 2013).

Em pacientes com funcéo renal normal, o sevofluorano foi capaz de
induzir hipotensdo, acompanhada de alteracdes tubulares renais, detectaveis duas
horas apds o término do procedimento (LUBRANO et al., 2008). Disfuncéo tubular
transitoria decorrente de hipotensdo por propofol e remifentanila em pacientes sem
doenca renal, também foram relatadas e minimizadas com administracdo de a-
tocoferol, seis horas antes do procedimento (CHIEN et al., 1997).

Patogenia da injuria renal aguda
A patogenia da IRA é complexa (MONAGHAN et al.,, 2012) e néo
totalmente compreendida (BELCHER et al., 2011). E dividida em quatro estagios:
iniciacao, extensdo, manutencéao e recuperacdo (MONAGHAN et al., 2012).

Estagio 1: Iniciacao

O insulto ao tecido renal origina a primeira fase da sindrome. A duracdo
desse estagio varia de horas até alguns dias, tempo necessario para que haja o
declinio na TFG, sem a presenca de sinais clinicos. Independente da causa da
injuria inicial ocorre lesédo das células tubulares e inducdo de isquemia. O quadro
hipoxémico instala-se até que haja o completo esgotamento das reservas de ATP
(trifosfato de adenosina). O efeito € mais expressivo nas células no segmento S3
dos tubulos contorcidos proximais e ramo ascendente da Alca de Henle, pela baixa
tensdo de oxigénio quando comparadas ao resto do rim. Baixas concentracdes de
ATP aumentam o célcio intracelular que ativam proteases e fosfolipases. Espécies
reativas de oxigénio e radicais livres sdo entéo produzidos, deflagrando dano celular.
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Em resposta, inicia-se uma reacao inflamatoria renal com producéo de citocinas e
guimiotaticos (MONAGHAN et al., 2012).

A resposta inflamatoria tenta proteger o rim da injuria, porém,
desencadeia efeitos deletérios como a exposicdo do citoesqueleto das células
tubulares. Ha a perda da funcédo de absorcéo por lesdo dos micrévilos apicais da
borda em escova. Além disso, ha a perda de polaridade das bombas de Na'/K* e
migracdo das glicoproteinas da posicdo normal na membrana celular (basolateral)
para o citoplasma e membrana apical devido a perda da capacidade de
ancoramento do citoesqueleto. Como resultado, o s6dio aumenta na macula densa
do tdbulo distal. O feedback tubulo-glomerular é ativado e, consequentemente,
vasoconstricao arteriolar aferente agrava ainda mais a isquemia renal. A mudanca
na posicdo das glicoproteinas nas células tubulares faz com que haja a perda de
conexao intercelular e as células se desprendem para o interior luminal tubular
(MONAGHAN et al., 2012). A descamacao intensa contribui para a obstrugcdo do
limen, consequentemente o filtrado vaza para o intersticio peritubular e aumenta a
pressao glomerular o que diminui a TFG (DEVARAJAN, 2006).

Estagio 2: Extenséo

O segundo estagio da IRA é o de extensao no qual, ha a amplificacdo do
insulto inicial (SUTTON et al., 2002). Acredita-se que esse estagio tem duracdo de
um a dois dias, visto que as células tubulares apresentam em apoptose e necrose,
ocasionando reducéo progressiva da TFG. Os mecanismos que culminam com a
injaria celular continuam, entretanto a disfuncdo endotelial com mudanca de
polaridade e descamacédo celular parece ter o papel principal nesta fase
(MONAGHAN et al., 2012).

A injuria as células do endotélio peritubular exacerbam vasoconstricdo e
reduzem a reatividade aos agentes vasodilatadores, agravando a isquemia e a
hipéxia. Os mediadores P e E-selectinas na superficie celular e a molécula de
adesdo intercelular 1 (ICAM-1), que promovem a interacdo leucocitaria com as
células endoteliais renais, aumentam a expressdao dos mediadores que,
consequentemente, exacerbam a ativacao de mais leucocitos. A cascata inflamatoria
torna-se intensa com congestao vascular e agravamento da isquemia (MONAGHAN
et al., 2012).

O dano tubular torna-se intenso e é nesta fase que se propde intervencao
terapéutica para impedir que o dano celular continue. A duragdo deste estagio €
curta e, devido a falta de ferramentas diagnosticas que sejam capazes de detectar
0s estagios 1 e 2, a injuria progride para o estagio 3 (MONAGHAN et al., 2012).

Estagio 3: Manutencéo
Nesta etapa, a TFG alcanca sua taxa mais baixa e se estabiliza. Estima-
se que esta etapa dure entre uma a duas semanas. A apoptose continua, o fluxo
sanguineo e reparo tecidual retornam a normalidade. Ha o inicio do dltimo estagio
da cascata de inflamacédo, com proliferacdo e migracdo de células tubulares para o
reestabelecimento da polaridade e integridade tubular. Complicacbes urémicas sao
mais evidentes nesta fase (MONAGHAN et al., 2012).

Estagio 4: Recuperacao
A TFG tem aumento superior durante a fase de reparo tecidual que
durante o estagio 3. Esta pode se reestabelecer ou continuar baixa, resultando em
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doenca renal crénica (DRC). A politria pés IRA parece ser um marcador inicial desta
etapa de recuperacdo, podendo durar semanas até meses. Para a completa
remissdo do dano agudo, € essencial garantir que novas injarias renais nao
acometam o parénquima (MONAGHAN et al., 2012).

Sinais clinicos
Os sinais clinicos de IRA sdo inespecificos e podem incluir letargia,
depressao, inapeténcia, vémito e diarreia. Polidpsia, polidria ou anudria sdo os relatos
mais comuns feitos pelo tutor. No exame fisico, os achados podem variar de acordo
com a etiologia. Pode ser constatado também a perda de massa muscular e peso,
associados a falta de ingestéao alimentar e ma absorcéao intestinal (MEAK, 2003).

Tratamento

O tratamento suporte deve ser agressivo e baseado na correcdo do
equilibrio hidroeletrolitico e &cido-base (ROSS, 2011). A fluidoterapia tem papel
significativo no tratamento da IRA por auxiliar na correcdo da perfusdo renal e
aumentar o fluxo sanguineo renal (MEAK, 2003). A terapia especifica somente é
instituida quando a etiologia é conhecida (ROSS, 2011). Deste modo, o tratamento
eficaz da IRA é dependente do diagndstico laboratorial precoce aliada ao
estabelecimento da etiologia para garantir que a estratégia terapéutica seja capaz de
reestabelecer a funcdo antes que a lesdo produza danos renais permanentes
(BELLOMO et al., 2012).

Avaliacao laboratorial do paciente com IRA
As anormalidades clinicas da IRA ndo sdo evidentes nos dois estagios
iniciais e, a forma de diagnostica-la é dependente da confirmacéo laboratorial. Na
fase 3 ou fase de manutencdo, o diagnéstico laboratorial apenas tem funcdo em
guiar o clinico quanto a melhor forma de tratamento, visto que a confirmacéo baseia-
se no quadro de azotemia e/ou uremia apresentados pelo animal (ROSS, 2011).

Exames tradicionais

As ferramentas diagnosticas bioquimicas utilizadas na medicina
veterinaria para a detecgdo da insuficiéncia renal compreende o estabelecimento da
azotemia pela analise conjunta dos valores de ureia e creatinina séricas. A disfuncéo
renal é detectada por este tipo de avaliacdo, mas esses exames ndo avaliam a
integridade renal (MEAK, 2003).

A creatinina sérica € um indicador mais especifico para lesao renal que a
ureia, uma vez que sofre menos influéncia de fatores extrarrenais. Todavia, €
relevante reafirmar que aumentos nos valores séricos de creatinina ocorrem apenas
quando 75% dos néfrons estdo acometidos com o paciente azotémico persistente
(DIBARTOLA, 2011; HSU et al., 2014).

A regulacao de eletrolitos, excrecdo de excesso ou manutencdo mediante
deficiéncias, é feita pelo rim. Os eletrélitos como o fésforo e o potassio sao filtrados
pelo glomérulo e reabsorvidos por mecanismos especificos localizados no tubulo
contorcido proximal, alca de Henle e tubulo contorcido distal. Na avaliacdo da
excrecao fracionada desses eletrélitos é conferida a capacidade da funcéo tubular
renal (RIVERS et al., 1996), por meio do célculo entre o percentual que € excretado
em relacdo a concentracdo eletrolitica sérica do mesmo, e é feita a correcdo
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baseada na taxa de filtracdo e na excrecdo constante de creatinina (REINE &
LANGSTON, 2010).

A melhor forma de avaliar os eletrélitos é por determinacédo na urina ao
longo de 24 horas, mas este teste na veterinaria é considerado inviavel. Nao ha um
valor de referéncia definido para cédes e gatos, mas, como regra geral, a excrecao
fracionada de sddio deve ser menor que 1% (RIVERS et al., 1996) e potassio menor
que 25% (PRESSLER, 2013). A elevacao do fésforo e do potassio esta relacionada
a reducdo da TFG (ROSS, 2011), no entanto estes dois eletrélitos podem estar
dentro dos valores de referéncia em IRA. Apesar da injaria ao néfron, a excrecao e a
reabsorcdo continuam por compensacdo dos néfrons que ainda ndo estdo
lesionados e dos parcialmente afetados (PRESSLER, 2013). A hipercalemia pode
ser observada em animais na fase de andria e oliguria da IRA ou na desidratacédo
severa (ROSS, 2011).

A mensuracdo da concentracdo das proteinas urinarias avalia a funcao
glomerular e tubular e tem sido usada rotineiramente na medicina veterinaria. O
aumento significativo da concentracdo de proteina na urina serve como diagnostico
na deteccao inicial e confirmacdo da doenca renal. A proteindria ainda auxilia na
avaliacdo da eficacia terapéutica e progressdo da doenca (FORTERRE et al., 2004’
PRICE et al., 2005).

Para essa avaliagdo, o ideal também seria ter a quantificagdo ao longo de
24 horas. Uma opcdo a esse meétodo € o calculo da razédo proteina/creatinina
urinérias (PU/CU). A avaliacdo considera que a creatinina é produzida e filtrada em
uma taxa constante em animais higidos e ndo submetidos a atividade fisica. Ao
aplicar-se o indice, estabelece-se a relacdo entre a creatinina e a outra variavel,
neste caso a proteina, de modo que concentra¢cdes elevadas da proteina elevardo o
valor estabelecido para a razao, indicando proteinuria patolégica, cuja origem e peso
molecular devem ser investigados. Entretanto, é importante ressaltar que este
parametro somente pode ser considerado quando o sedimento urinario esta inativo
(REGO et al.,, 2011). Em pacientes higidos, até 150mg de proteina por dia é
considerado um achado normal (SODRE et al., 2007). De acordo com a International
Renal Interest Society (IRIS) considera-se que, para cédes e gatos, a razdo de
proteina na urina seja menor que 0.2 (ndo-proteindricos) e os valores limites para
cao entre 0,2 a 0,5 e para gatos entre 0,2 a 0,4 e valores acima destes citados
confirmam a proteindria (BROWN, 2013).

No exame de urina, alguns achados séo considerados anormais e devem
ser melhor investigados. A deteccdo de glicosuria moderada no exame quimico,
pode estar relacionada com leséo tubular (BELLOMO et al., 2012). O sedimento
urinario deve ser analisado para verificar a presenca de hemaéacias, leucdcitos e
cilindros e quantificad-los (ROSS, 2011). A avaliagdo do sedimento urinario
especialmente com presenca de cilindros, e a determinacdo da gravidade especifica
(densidade) urinaria podem auxiliar no diagnéstico de IRA, apesar destes
parametros carecerem de sensibilidade e especificidade (DE LOOR et al, 2013). O
pH urinario € normalmente 4cido para carnivoros, mas pode se apresentar alcalino
caso haja crescimento bacteriano em infec¢des do trato urinario (ROSS, 2011).

Diagnostico laboratorial precoce da IRA
A definicdo de biomarcador ou marcadores bioldgicos consiste na medida
laboratorial que € capaz de refletir determinada funcdo normal, alteracbes
fisiol6gicas ou uma resposta a um agente farmacoldgico. Os marcadores bioldgicos

ENCICLOPEDIA BIOSFERA, Centro Cientifico Conhecer - Goiania, v.13 n.23; p. 222 2016



podem ser fisiolégicos por avaliar o funcionamento de um 6érgédo, histologicos e
anatdmicos. Células especificas, moléculas, genes, enzimas ou hormoénios podem
ser biomarcadores (KATZ, 2004).

Na clinica, os biomarcadores auxiliam no diagnostico ou na identificagdo
do risco de uma doenca, além de ser capaz de estratificar doentes, avaliar a
gravidade ou progressdo e definir ou auxiliar na monitoria de um determinado
tratamento. Agéncias reguladoras como a Food and Drug Administration (FDA), os
utilizam como ferramentas de aprovacéo de novos farmacos (KATZ, 2004).

Na medicina, os biomarcadores sao classificados como marcadores de
histéria natural de doenca (tipo 0), marcadores de atividade de farmacos (tipo 1), e
0s surrogate makers (tipo 2). Um marcador do tipo "surrogate" é definido como a
medida laboratorial ou sinal fisico usado em ensaios terapéuticos como substituto
para sinais clinicos, funcbes, sobrevivéncia e predicdo do efeito da terapia. A
diferenca entre um biomarcador e um surrogate marker € que o biomarcador € um
candidato a surrogate marker, visto que este Ultimo ja € um teste validado como um
medidor dos efeitos de um tratamento especifico (KATZ, 2004).

Caracterizacao do biomarcador ideal para a deteccdo  da IRA

Nos ultimos dez anos, o desenvolvimento de biomarcadores capazes de
estabelecer o diagndstico precoce de IRA foi estabelecido como pesquisa prioritaria
pela Sociedade Americana de Nefrologia (KOVALINKA, 2014). Um marcador
precoce de IRA precisa ser capaz de identificar o risco de desenvolvimento da
injuria; permitir o diagndstico antes que as alteracdes possam ser detectadas pelos
marcadores tradicionais; estratificar pacientes baseado em seus progndsticos e ser
capaz de identificar a parte do néfron acometida (DE LOOR et al., 2013;
KOVALINKA, 2014).

A mesma preocupacao tem sido apontada pela IRIS, que define os
diferentes estagios da IRA em cées e gatos. O estagio | consiste em animal ndo
azotémico, mas com historico, clinica (diminuicdo de producdo de urina responsiva a
fluidoterapia) ou evidéncia laboratorial (glicosuria, cilindruria, proteinaria, sedimento
inflamatoério ou andria) de IRA apresentando oliguria ou ndo. Neste estagio inicial, o
animal possui aumento nos valores séricos de creatinina maiores que 0.3mg/dL,
dentro da faixa n&o-azotémica, em um intervalo de 48 horas. O estagio Il
compreende animais com IRA, confirmada com azotemia moderada aliada ao
histérico, alteragbes anatdbmicas ou na producdo de urina (menor que 1mL/kg/h
dentro de seis horas) com creatinina sérica maior que 0.3mg/dl durante um intervalo
de 48 horas. Os estagios Il (creatinina sérica entre 2.6 - 5.0mg/dL), IV (creatinina
sérica entre 5,1 - 10,0mg/dL) e V (creatinina sérica maior que 10,0 mg/dL)
compreendem animais com IRA confirmada e lesdo do parénquima, aumento na
severidade da azotemia e falha da funcéo renal. Nestes estagios, quanto a producéo
de urina, o animal pode ser classificado como oligoanurico (produgdo menor que
1mL/kg/h ou sem producé&o urinaria em tempo superior a seis horas) e nao oligurico
(producao maior de 1mL/kg/h) (BROWN, 2013).

Os novos marcadores de IRA precisam ser de custo acessivel, apresentar
acuracia, ser de facil mensuracdo, além de ser suficientemente sensivel para
detectar o inicio e severidade da injuria, iniciando o tratamento seja 0 mais
precocemente possivel. Tais caracteristicas facilitam a intervengdo médica e tornam
viavel avaliar a efetividade do uso dos agentes terapéuticos (BELCHER et al., 2011).
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Adicionalmente, o biomarcador deve ser enddgeno, ndo toxico, filtrado livremente
pelo glomérulo e excretado sem alteracéo pelos rins (LIMA et al., 2014).

Acredita-se que nenhum dos novos biomarcadores sera capaz de
satisfazer todos os critérios de exigéncia, visto que um Unico marcador sozinho teria
que ter acuracia para estimar a TFG e indicar a natureza de injuria renal ao mesmo
tempo (LIMA et al., 2014).

Divisdo proposta para os biomarcadores

As primeiras alteracfes causadas pela IRA séo estruturais. Desta forma,
marcadores que consigam detectar injurias que alterem a composi¢cdo morfolégica
renal estdo sendo estudados pois parecem ser os mais precoces (BELCHER et al.,
2011). Existe uma divisao dos novos biomarcadores em dois grupos (KOVALINKA,
2014). O primeiro grupo de biomarcadores foi separado pela capacidade de detectar
danos morfolégicos ou de indicar se h& o infiltrado de células do sistema
imunologico no tubulo renal, entre estes estdo a lipocalina gelatinase associada ao
neutréfilo e a proteina 7 de fator de crescimento. O segundo grupo refere-se as
proteinas e enzimas possiveis de serem detectadas na urina provenientes de células
tubulares que perderam a integridade morfolégica como y -glutamil-transpeptidase, a
-glutationa-s-transferase, n-acetil-B-glucosaminidase, myo inositol oxigenase,
cistatina C, molécula de injuria renal 1, dentre outros (KOVALINKA, 2014).

Ha uma segunda caracterizacdo proposta na literatura considerando a
melhor funcdo desempenhada pelo biomarcador, no qual estudos indicam que a
cistatina C sérica, a interleucina-18 (IL-18) urinaria e a molécula de injaria renal-1
(RIM-1) urinaria parecem ser os melhores marcadores para o diagnéstico diferencial
de IRA e DRC. Para o diagndstico precoce sugere-se 0 uso de cistatina C sérica,
lipocalina gelatinase associada ao neutréfilo (NGAL), IL-18, glutationa-S-transferase
e glutationa-P-transferase. Para predicdo de mortalidade, a molécula de injaria renal
1 (RIM-1) e a N-acetil-B-D-glicosaminidase urinaria parecem ser eficientes.
Entretanto, ha a necessidade de estudos que validem esses biomarcadores quanto
a separacdo em grupos a fim de que haja a substituicdo dos métodos tradicionais
pelos novos métodos disponiveis (COCA et al., 2008).

Desenvolvimento de novos biomarcadores urinarios na IRA

O desenvolvimento de um novo candidato a biomarcador que avalie
precocemente a IRA esta baseado em duas hip6teses. A primeira fundamenta-se na
fisiopatogenia da doenca. A barreira normal de filtracdo glomerular em condicdes
fisiologicas, ndo permite a passagem de proteinas com tamanho superior ao da
albumina, com 69 kDa. Além disso, a carga da proteina também €& capaz de
influenciar na filtracdo, pois sabe-se que proteinas carregadas positivamente
passam pela barreira glomerular mais facilmente quando comparada as proteinas
contendo carga negativa. Consequentemente, alteragdes na estrutura e composicao
da barreira ou estado hemodinamico do paciente poderiam ser fatores que alteram a
permeabilidade e seletividade do glomérulo, resultando em grande quantidade de
proteina detectavel no ultrafiltrado (DE LOOR et al., 2013).

Fisiologicamente as proteinas, menores que a albumina, séo filtradas
livremente pelo glomérulo e em seguida séo reabsorvidas pelos tabulos proximais. A
proteindria pode ser o resultado tanto da lesédo glomerular, cursando com proteinas
na urina de peso molecular alto, baixo e intermediario, como também de leséo
tubular, que acarreta na urina presenca de proteinas de peso molecular baixo e
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intermediario. Tanto na disfuncéo tubular secundéaria quanto na primaria também
VAo aparecer na urina as enzimas presentes no citoplasma das células tubulares
(DE LOOR et al., 2013).

Disfun¢des primérias do glomérulo e disfun¢des secundarias ou primarias
dos tubulos ocasionam incapacidade dos tubulos em reabsorver a totalidade das
proteinas que passaram pela barreira glomerular lesionada ou n&o, o que culmina
em proteindria. Em casos de sobrecarga tubular, a afinidade dos receptores
tubulares do megalina e cubilina em relacdo as proteinas do ultrafiltrado, se altera,
resultando em extravasamento das mesmas na urina. A proteindria é normalmente
detectavel no exame de urina e sua deteccdo € o inicio da cascata progressiva de
perda da funcéo renal (DE LOOR et al., 2013). Concentracdo urinaria de proteina
acima de 0,5 g em 24 horas, é um marcador de severidade do dano tubular, do risco
de fibrose tubulo-intersticial e consequentemente ainda prediz se a injuria pode
tornar-se cronica (KEPLA et al., 2013).

A segunda hipétese que subsidia a deteccdo de novos marcadores
considera as técnicas para deteccdo gendémica de proteinuria e peptideos na urina.
Estas técnicas permitiram aperfeicoar as pesquisas em humanos, mas na medicina
veterinaria, raramente sdo utilizadas na pesquisa de marcador precoce. Na
veterinaria, as técnicas utilizadas consistem da espectrofotometria, que permite
identificar a proteina ligadora de retinol, a eletroforese que possibilita a
determinacdo do peso molecular das proteinas e o western blot que possibilita a
identificacdo da proteina. Todas estas técnicas sdo aplicadas na urina e possibilitam
a classificacao da lesdo em glomerular ou tubular (DE LOOR et al., 2013).

A aplicacdo na rotina da clinica veterinaria dos novos biomarcadores
renais tem encontrado alguns entraves, como a validacao das técnicas e reagentes
utilizados para seres humanos, para os animais de companhia. Além disso, alguns
marcadores pesquisados podem ter alteracdes nas concentracdes nao ligadas as
causas renais; desse modo o estabelecimento dos valores de normalidade para as
diferentes espécies é fundamental na interpretacdo dos resultados. Adicionalmente,
as técnicas laboratoriais empregadas, na maioria dos casos, sdo caras e de dificil
execucao na rotina da clinica veterinaria (DE LOOR et al., 2013).

Biomarcadores séricos e urinarios para IRA

Os biomarcadores séo capazes de localizar a injaria ou perda da fungéo
de uma regido lesionada. Por exemplo, a proporcdo de proteinas de alto a baixo
peso molecular na urina pode ser usada para distinguir um dano tubular de um dano
glomerular. A microalbumindria é geralmente usada como um indicador de disfuncao
glomerular enquanto que a excrecdo de transferrina indica dano severo. Proteinas
de baixo peso molecular, como a beta-microglobulina, proteina ligadora do retinol e
alfa-microglobulina que refletem o dano tubular. Injarias na regidao proximal tubular
tém como indicadores as enzimas lisossomais N-acetil-B-D-glicosaminidase (NAG) e
enzimas da borda em escova (alanino aminopeptidase). As isoenzimas a glutationa-
s-transferase refletem a injuria ao tubulo proximal enquanto que a glutationa-s-
transferase denota o dano na regiao do tubulo distal. Adicionalmente, as isoenzimas
da NAG podem ser usadas para distinguir dano glomerular da leséo tubular (PRICE,
2002).

N-acetil-beta-d-glicosaminidase (NAG) e y- glutamil-transpeptidase (GGT)
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A NAG (150kDa) (DE LOOR et al.,, 2013) e a GGT séo enzimas dos
tubulos proximais e, em humanos, foram relatadas como excelentes marcadores
para deteccao de IRA. A enzimuria pode refletir disfuncéo tubular aguda (COBRIN et
al., 2013).

A atividade da NAG pode ser subdividida em isoenzimas: NAG A e que
associada a proteina tubular e a atividade lisossomal. A NAG B é mais indicativa de
dano tubular. Fisiologicamente, pequenas quantidades de ambas as enzimas séo
excretadas na urina; quando h& disfuncdo tubular ocorre aumento significativo
desses niveis (COBRIN et al., 2013). Em humanos, GGT tem-se mostrado util como
marcador precoce de nefrotoxicidade. Esta enzima esta presente na borda em
escova dos tubulos contornados proximais renais e 0 aumento na excrecdo da GGT
urindria é diagnéstico de lesdo ou disfuncdo tubular renal (HAYES &
GOLDENBERG, 1963; REMUZZI et al., 1997). Estudos na medicina veterinaria
tiveram 6timos resultados com NAG e GGT e ambos podem ser usados para a
deteccao de injuria tubular (COBRIN et al., 2013).

A atividade da NAG e a GGT é determinada por métodos enzimaticos
colorimétricos com leitura em espectrofotometria (COCA et al., 2008). Quanto a
funcdo, a NAG € usada para avaliagdo de funcao tubular e apresentou-se elevada
em doencas renais secundarias a outras doencas. Para caninos, a NAG teve
aumento significativo antes do aumento de creatinina (ZHOU et al., 2014).

A IRA associada a piometra e a leishmaniose levou a aumentos de NAG.
Elevacdo da atividade sérica de NAG também foi associada a artrite reumatoide em
cées (ZHOU et al., 2014). A NAG urinaria foi capaz de auxiliar no prognostico da IRA
(COCA et al., 2008).

A enzima GGT urinaria em cdes aumentou em casos de IRA quando
comparados a animais saudaveis, porém sem aumento significativo na comparacéo
entre animais com DRC e animais saudaveis (COBRIN et al.,, 2013). Em outro
estudo, que comparou a atividade urinaria de GGT em caes saudaveis e portadores
de DRC foi observado que, nos doentes renais, a atividade da enzima foi
significativamente superior a dos caes saudaveis (SOUSA, 2011). Na
glomerulonefrite induzida em gatos, a NAG aumentou devido a proteindria. A
quantificacdo da NAG néao foi capaz de predizer o desenvolvimento de azotemia em
gatos geriatricos ou com hipertireoidismo e DRC (COCA et al., 2008).

Fosfatase alcalina (ALP), a-glutationa-s-transferase e n-acetil- B-D-
glucosaminidase

Quando ha lesdo da borda em escova do tubulo contorcido proximal
ocorre diminuicdo da reabsorcdo e aumento da excrecdo de varias proteinas de
baixo peso molecular normalmente filtradas, tais como a fosfatase alcalina e a
alanina amino-peptidase. A razdo entre essas enzimas e a creatinina urinaria tem
sido utilizadas para detectar precocemente injdria renal aguda (PRICE, 2002).

A a-glutationa-s-transferase e n-acetil-b-glucosaminidase séo fosfatases
alcalinas armazenadas em organelas intracelulares liberadas na urina sob condi¢des
de injuria. H& uma problematica envolvendo esses dois biomarcadores, que séo
grandes variagdes nos valores em pacientes humanos que apresentavam doencas
concomitantes. Tais variagdes podem estar relacionadas ao fato de que n&do sao
enzimas especificas do rim e, consequentemente, as propriedades analiticas podem
variar de acordo com o tipo de insulto e, desta forma, até o0 momento, demonstram
inviabilidade na utilizacdo em rotina da clinica médica (KOVALINKA, 2014).
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Lipocalina gelatinase associada ao neutréfilo (NGAL )

A lipocalina gelatinase associada ao neutrofilo (NGAL) tem sido o
biomarcador mais estudado na medicina para a deteccao precoce da IRA e tem sido
considerada um marcador promissor para o auxilio no tratamento de pacientes com
IRA (ANGELETTI et al., 2016). A NGAL possui 25kDa (XUE et al., 2014; ALGE &
ARTHUR, 2015) e é sintetizada por células tubulares, neutréfilos e outros tipos
celulares de outros 6rgdos (KOVALINKA, 2014). E também excretada pelas células
do ramo ascendente da Alca de Henle e ductos coletores na urina (KEPLA et al.,
2013). A NGAL esté na circulacdo e é filtrada pelo glomérulo e reabsorvida pelas
células epiteliais tubulares (KOVALINKA, 2014).

Este biomarcador é importante para o transporte de pequenas moléculas
hidrofobicas, as sider6foras (KOVALINKA, 2014). Inicialmente, é liberado por
neutréfilos ativados no sitio da agressdo e funciona como um marcador de fase
aguda indicativo da injaria inflamatéria (BELCHER et al., 2011).

Durante a IRA, a expressao da NGAL nos tubulos é exacerbada, podendo
ser mensurada na urina. Outra caracteristica da NGAL consiste na precocidade
visto que 0 aumento ocorre antes da observacdo dos efeitos clinicos iniciais da IRA
(KOVALINKA, 2014). No rim isquémico ou em intoxicacdes, mensageiros de NGAL
MRNA s&o rapidamente regulados, horas apds o dano tubular (COBRIN et al.,
2013).

Estudos pré-clinicos em humanos concluiram que a NGAL mostrou-se
detectavel em amostras sanguineas e urinarias assim que a injuria foi iniciada (XUE
et al., 2014). Além disso, parece ser facilmente medida no plasma ou soro, pela
técnica de ELISA, com uso de anticorpos monoclonais (COBRIN et al., 2013). A
atividade urinaria da NGAL é também facilmente mensuravel, podendo servir como
biomarcador urinario (BELCHER et al., 2011). ELMAS et al., 2016 relatam que
NGAL urinaria foi sensivel, precoce e né&o invasivo cujo aumento urinario foi
significativo em animais ndo sépticos na identificacdo da IRA em neonatos humanos
em estado critico.

Novos ensaios em humanos tém sido realizados para o desenvolvimento
de um teste rapido utilizando amostras plasmaticas e urinarias (COBRIN et al.,
2013). Tem sido estudada em pacientes humanos submetidos a cirurgias na artéria
coronaria para realizacdo de ponte de safena para predizer o risco de
desenvolvimento de IRA (JAIN et al., 2016). Estima-se que o custo varie entre 5 a 20
libras por teste (em torno de 80 reais) (BELLOMO et al., 2012).

Em cées, o teste de ELISA foi validado para quantificar a NGAL na urina.
Quando utilizado em pacientes com nefropatias congénitas, teve maior precocidade
gue a creatinina sérica (PRESSLER, 2013). A NGAL obteve os mesmos resultados
que outros marcadores como a B-microalbumina e a NAG na avaliacdo da TFG em
pacientes com fibrose renal (COBRIN et al., 2013). Ensaio especifico canino para
dosagem de atividade urinaria de NGAL estdo disponiveis apenas para fins
experimentais (BioPorto Diagnostics, Gentofte, Dinamarca) (PRESSLER, 2013).
Caes azotémicos apresentaram atividade plasmatica e urinaria aumentadas quando
comparados a animais saudaveis. O teste plasmatico pareceu auxiliar na
diferenciacdo entre IRA e DRC em cdes com azotemia. Quanto a sensibilidade da
NGAL, o teste plasmético pareceu ser menos sensivel que o teste urinério
(STEINBACH et al., 2014).
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Em testes com Beagles induzidos a toxicidade tubular proximal pelo uso
de gentamicina, a NGAL urinaria foi mais sensivel quando comparada a NAG. O
estudo concluiu que este biomarcador pode, futuramente, ser aplicado clinicamente
para constatacdo da IRA mediante a nao-invasividade (ZHOU et al., 2014). Um
segundo estudo com inducdo de nefrotoxicidade por gentamicina, também com
Beagles, revelou que a molécula de injaria renal 1 (RIM-1), proteina ligadora de
acido graxo hepatico (L-FABP) e NGAL tem-se apresentado como as melhores
ferramentas no diagndéstico e prognostico de IRA (SASAKI et al., 2014).

Quando comparado a outros biomarcadores, a NGAL teve desempenho
superior a NAG, a -microalbumina e creatinina sérica. Entretanto, essa enzima néo
foi capaz de predizer possibilidade de mortalidade em pacientes humanos com IRA
(COBRIN et al., 2013). Quando associada a molécula RIM-1, foi possivel predizer o
resultado da dialise e mortalidade em pacientes humanos de UTI (Ren Ji
Hospital/Xangai/China). Verificou-se que a combinagéo desses dois marcadores foi
excelente para predizer o desenvolvimento de IRA com 90% de sensibilidade e
100% de especificidade, quando comparado com o uso de apenas um marcador. A
utilizacado associada de NGAL com IL-18 como biomarcadores para o diagnostico e
prognostico de IRA em pacientes humanos criticos também parece ser uma
associacao viavel, visto a complementariedade dos marcadores (XUE et al., 2014).

Aumentos de NGAL urinaria foram detectados em 100% dos pacientes
submetidos a cirurgia cardiaca, 2h apds o término, indicando a eficiéncia para
diagnosticar a IRA. O biomarcador mostrou acuracia moderada para detectar IRA 24
horas apds a cirurgia e foi um excelente marcador em especificidade, mas a
sensibilidade para o diagnéstico precoce foi baixo (COCA et al., 2008). Entretanto,
para outros autores parece ser o melhor marcador diagndstico em estudo das
doencas renais e 0 mais promissor para o diagnéstico de IRA (KEPLA et al., 2013).

Cistatina C

A cistatina C é uma cisteina do tipo inibidora de protease (KEPLA et al.,
2013). Todas as células nucleadas parecem produzir a cistatina C, uma protease
inibidora de 13kDa (DE LOOR et al., 2013) que é filtrada e absorvida pelo receptor
megalina, localizado nas células epiteliais tubulares proximais, local de degradacao
(KOVALINKA, 2014). E removida pelo glomérulo e reabsorvida pelos tibulos renais
e entdo, metabolizada e nado volta para a circulacdo (LIMA et al., 2014). O padréo
normal das concentra¢des urinarias de cistatina C esta entre 0,03 a 0,3mg/L e o
aumento de cistatina sérica é proporcional a queda na TFG (KEPLA et al., 2013).

A deteccao da cistatina C na urina € um achado anormal (DE LOOR et al.,
2013), indicador de deficiéncia na absorcdo e degradacédo pelas células epiteliais
tubulares proximais. A constatacdo positiva desta enzima na urina faz com que a
cistatina C seja um potencial biomarcador para IRA por especificar o local (células
epiteliais tubulares) e, mediante uma lesdo tubular minima, pode levar ao
extravasamento, demonstrando alta sensibilidade (KOVALINKA, 2014).

Outros autores consideram que a menor variabilidade nas determinacdes
sanguineas da cistatina C, a meia-vida mais curta e o menor volume de distribuicédo
a tornam um marcador de funcédo glomerular com maior sensibilidade para detectar
diminuicoes leves da TFG na DRC do que a creatinina e outras moléculas de baixo
peso molecular. E importante salientar que ocorre aumento da cistatina C na
presenca de leve diminuicdo da TFG, na chamada “faixa cega” da creatinina.
Adicionalmente, estudos recentes mostraram que a cistatina C se eleva
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precocemente na IRA, fato que pode ser observado em pacientes internados em
unidades de tratamento intensivo, apOs transplante hepatico, cirurgia cardiaca,
quimioterapia com cisplatina, angiografia cardiaca, apdés uninefrectomia e na
progressao da nefropatia diabética (ABENSUR, 2014). Os valores de cistatina C no
soro podem ser afetados pelo sexo, altura, peso, diabetes, uso de corticosteroides,
funcdo anormal de tiredide e inflamagéo sistémica (LIMA et al., 2014). Constatou-se
uma variacdo de 37% nos valores de referéncia quando a concentracdo alterou-se
em decorréncia de fatores extrarrenais o que pode ter sido um fator complicador na
interpretacdo dos resultados (COBRIN et al., 2013). No entanto, pareceu ter boa
qualidade e acuracia para o diagndéstico precoce de IRA com 24 a 48h, pois foi
capaz de ser detectada laboratorialmente por meio de amostras sanguineas antes
da constatacdo clinica de IRA (COCA et al.,, 2008).Também pode ser considerado
um sensivel marcador no paciente crénico (KOVALINKA, 2014).

A cistatina C urindria em humanos obteve niveis séricos aumentados em
pacientes criticos cuja IRA era pré-renal, evidenciando a lesdo estrutural do
parénquima (NEJAT et al., 2012). Em cées, a cistatina C tem sido determinada com
reagentes comerciais em imunoensaios turbidimétricos (PETIA), imunoensaios
usando nefeldbmetros e ensaios contendo enzima ligadora imunoabsorvente
(COBRIN et al., 2013). Com a técnica de western blot foi possivel validar os estudos
em animais, por meio de reagéo cruzada entre cistatina C anti-humana e cistatina C
canina. As alteracdes nos valores da cistatina C por fatores extrarrenais ainda séo
controversas, pois hipoteticamente fatores como peso e sexo podem afetar as
concentracfes de cistatina C sérica e/ou urinaria. Ha caréncia de estudos que
avaliem a cistatina C em cées e gatos com IRA (COBRIN et al., 2013).

Estudo recém-publicado com inducdo de toxicidade pelo uso da
gentamicina em Beagles, mostrou que a cistatina C urinaria apresentou aumento
diante da reducdo da TFG e precedeu os aumentos da ureia e creatinina seérica,
além dos outros marcadores em teste: NAG, L-FABP e NGAL. Neste estudo ainda,
concluiu-se que a cistatina C urinaria parece ser o melhor marcador do tipo
endogeno para avaliar a TFG que a creatinina plasmatica (SASAKI et al., 2014).

Microglobulinas ( a- microglobulina e B-microglobulina)

As microglobulinas sao proteinas de baixo peso molecular, sendo que a a
- microglobulina possui 27 kDa e a 3-globulina possui 11,8 kDa. A a-microglobulina é
uma proteina inflamatéria que se liga aos linfécitos T e B (KEPLA et al., 2013),
porém ambas sao expressas em todas as células nucleadas (COBRIN et al., 2013).

O aumento da concentracdo da a-microglobulina na urina de pacientes
humanos com necrose tubular aguda indica a necessidade de intervencao
terapéutica e auxilia na definicdo do progndéstico da doenca. Além disso, parece ser
um indicador sensivel para lesdo tubular na regido proximal (KEPLA et al., 2013).

A avaliagdo de ambas as globulinas pode ser feita por meio de ELISA e
radioimunoensaio. A a-microglobulina tem sido associada a severas lesbes
histologicas em nefropatias membranosa e auxiliou na detecgédo da progressdo da
injuria para DRC (COBRIN et al., 2013).

Quanto as limitacdes, em urinas acidas, a B -microglobulina € instavel,
impedindo a quantificacdo na urina. Adicionalmente, a producdo no figado em
pacientes com doenca hepética pareceu estar relacionada com a diminuicdo de
concentracdo e, consequentemente, pode interferir na capacidade em detectar
doenca renal (COBRIN et al.,, 2013). A interpretacdo da B-microglobulina urinaria
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pode ajudar na avaliacdo da rejeicdo de transplantes renais, mas deve ser avaliada
com cuidado devido a pluralidade de fatores influenciando a concentracdo
plasmatica (KEPLA et al., 2013).

Os testes ja validados em cdes sédo western blot e ELISA e ambos
parecem ter resultados mais acurados no monitoramento de DRC. Foram detectados
aumentos das duas microglobulinas em cdes com sindrome de Alport e com
nefropatia ligada ao cromossomo X (COBRIN et al., 2013). A microglobulinas séo
marcadores inespecificos de funcdo renal (DE LOOR et al., 2013), capazes de
detectar injaria tubular e glomerular, mas que ndo servem para separar quadros
agudos de cronicos (KOVALINKA, 2014).

Molécula de injuria renal 1 (RIM-1)

E uma glicoproteina de membrana celular, de 104kDa (KEPLA et al.,
2013), que possui transmembrana, citoplasma e ectodominios. A expressdo génica
e proteica nao € detectada em rins saudaveis, mas séo evidentes nas isquemias, no
uso de drogas que causam injuria nefrotéxica e na funcdo renal diminuida,
decorrente de transplante renal em humanos (BELCHER et al., 2011). A expresséao
ocorre no tdbulo proximal em niveis indetectaveis em rins normais. Apenas em
resposta a injuria, o ectodominio € extravasado para o lumen do tdbulo e,
posteriormente, detectada na urina (BELCHER et al., 2011).

Por ndo ser expresso em um rim normal, considera-se um marcador
extremamente especifico na deteccao de injuria em tdbulos proximais (COBRIN et
al., 2013). O papel exato de RIM-1 no processo fisiopatoldégico da lesdo renal &
ainda obscuro, no entanto, pelo menos na IRA, parece ter efeito benéfico
envolvendo diferenciacdo, reducdo na formacédo de cilindros e obstrucdo tubular,
ativacdo da fagocitose dos debris celulares oriundos da necrose e apoptose
(BELCHER et al., 2011). Estudo com Beagles nefropatas, indicou que o RIM-1 tem
um papel importante no estagio de regeneracao das células tubulares, momento em
que o Orgao tenta reestabelecer a integridade e funcdo (SASAKI et al., 2014).

O RIM-1 é um biomarcador capaz de discriminar necrose tubular aguda
(NTA) de outras causas de IRA, incluindo nefrite intersticial aguda e fibrose (XUE et
al.,, 2014), rejeicdo de transplante, nefropatia obstrutiva e azotemia pré-renal
(BELCHER et al.,, 2011). Adicionalmente, é capaz de indicar a presenca de
nefrotoxicidade em exames pré-clinicos em humanos. Em 13 modelos experimentais
caninos em que houve avaliagdo de RIM-1 urinaria, creatinina sérica, ureia e NAG, o
primeiro mostrou-se o biomarcardor mais sensivel para identificar injaria tubular
renal (XUE et al., 2014).

Na medicina, o European Medicines Agency (EMA), Pharmaceuticals and
Medicals Devices Agency (PDMA) e a Food and Drug Administration (FDA),
instituicdes certificadoras de novos farmacos para a producédo em escala comercial,
aprovaram a utilizacdo da RIM-1 e da cistatina C urinaria para a deteccao da IRA,
frente a novos farmacos em teste, a fim de assegurar baixa ou auséncia de
nefrotoxicidade (KAI et al., 2013). Em 62 humanos transplantados renais, a
expressdo da RIM -1 aumentou em todos os pacientes que apresentaram injuria
tubular renal e em 92% dos pacientes que apresentaram rejeicdo do 6rgdo. Os
aumentos de RIM-1 urinario mostraram-se associados com a reducdo na taxa de
filtracAo glomerular e parece ser um biomarcador confidvel para IRA em pacientes
humanos com nefropatia (XUE et al., 2014).

ENCICLOPEDIA BIOSFERA, Centro Cientifico Conhecer - Goiania, v.13 n.23; p. 230 2016



Aumento de RIM-1 no tecido renal de humanos com necrose tubular
aguda foi mais sensivel que os métodos histopatolégicos de rotina na identificacao
de injaria tubular renal. Aumentos nas concentracdes também foram detectados em
pacientes humanos portadores de DRC, mas com menos acuracia. Em pacientes
internados, 0 aumento na concentragcdo urinaria parece ser capaz de predizer a
necessidade de terapia suporte, podendo ser utilizado como fator de prognéstico
(COBRIN et al., 2013).

Estudos comparativos mostram que RIM-1 urinario produz resultados
modestos em predizer a mortalidade quando comparados aos métodos tradicionais
de avaliacdo de severidade de doenca. Em pacientes humanos e criangas em
emergéncia, a IL-18 urinaria parece ser o melhor marcador para prever mortalidade
(LIMA et al.,, 2014). Em pacientes criticos com IRA pré-renal, cistatina C, IL-18 e
RIM-1, apresentam concentracbes significativamente aumentadas quando
comparadas aos pacientes sem IRA (NEJAT et al., 2012).

RIM-1 foi detectado logo apos a injuria renal, e os valores permaneceram
elevados até a reparacao do tecido tubular epitelial (XUE et al., 2014). Quanto aos
animais de companhia, em gatos, estdo em andamento alguns estudos usando RIM-
1 e parece que a molécula é um promissor marcador a ser utilizado nos animais de
companhia (COBRIN et al., 2013).

Interleucina 18

A interleucina-18 (IL-18) € produzida tanto por células do sistema
imunologico quanto do epitélio tubular. Os tubulos a secretam na urina apoés injaria
isquémica (KOVALINKA, 2014). Em humanos, para a deteccdo na urina, sao
utilizando reagentes comerciais, sendo considerado um teste facil, rapido, eficiente e
nao oneroso (BELCHER et al., 2011).

A ativacdo da IL-18 se inicia por meio da caspase 1 que é uma protease
do tipo cisteina pré-inflamatéria intracelular (KEPLA et al., 2013). As concentracdes
séricas de IL-18 aumentam de quatro a seis horas apos criancas serem submetidas
as cirurgias cardiacas com circulacdo extracorporea. O pico ocorre com 12 horas de
cirurgia e permanece elevado até 48 horas pos-cirurgia. Os valores séricos da
interleucina foram significativamente aumentados em comparacdo ao da creatinina
sérica (BELCHER et al.,, 2011). As concentragbes de IL-18 foram maiores em
pacientes com necrose tubular (COCA et al., 2008).

Ha relatos de que a IL-18 possui baixa sensibilidade e alta especificidade
(COCA et al.,, 2008). No entanto, em humanos, 0s niveis urinarios de IL-18
demonstraram sensibilidade e especificidade maior que 90% no diagnéstico de IRA
ja estabelecida (PARIKH et al., 2005). As eleva¢cdes na urina raramente foram falso
positivas (COCA et al., 2008).

Em estudos pré-clinicos em humanos, a IL-18 urinaria confirmou o
diagnostico de IRA de forma eficiente em pacientes com infec¢des do trato urinario,
injuria renal crénica e sindrome nefrética. A IL-18 mensurada por ELISA mostrou-se
capaz de confirmar a injuria nas primeiras 24 a 48 horas apos lesdo (XUE et al.,
2014). A IL-18 associada a MIR-1 serviu para predizer a IRA com 72,7% de
sensibilidade e 92,8% de especificidade em pacientes humanos com queimaduras
graves (REN et al., 2015). Tanto a IL-18 como a NGAL nao apresentam boa
performance para predizer a severidade nem para classificar a IRA (COCA et al.,
2008).
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A utilidade do IL-18 na deteccédo precoce de IRA tem sido investigada em
varios segmentos médicos e o0s resultados tém sido positivos quando comparados a
creatinina (BELCHER et al., 2011). H4 escassez de estudos em cées e gatos, mas
em humanos e ratos, ja esta estabelecida como marcador de injdria tubular e de
doencas inflamatérias (COBRIN et al., 2013).

Proteina ligadora do retinol (PLR)

E uma proteina de baixo peso molecular (21kDa) da familia das
lipocalinas (KEPLA et al., 2013), sintetizada no figado. E filtrada no glomérulo e
guase que completamente reabsorvida e catabolizada nas células dos tubulos
proximais. Tem como funcéo fisiologica, o transporte de retinol (vitamina A). Tem
facil deteccdo na urina quando o intersticio tubular esta lesado, o que impede a
reabsorcdo (DE LOOR et al., 2013).

Fisiologicamente, o complexo PRL liga-se a transtiretina, sendo
responsavel pelo transporte de tiroxina e retinol no plasma. A ligacdo impede a
filtracdo deste pelo glomérulo, quando reabsorvido direciona-se para os tecidos-
alvos, onde a ligacéo entre PRL e transtiretina cessa. Adicionalmente, esta estrutura
sem ligagdo com outras proteinas é filtrada pelo glomérulo e reabsorvida apés ser
catabolizada pelas células tubulares renais. O aumento na detecc¢éo de PRL urinario
precede o desenvolvimento de microalbuminuria em pacientes humanos (DE LOOR
et al., 2013).

Em humanos é mensurada por ELISA e parece ser um marcador sensivel
de dano tubular. Prediz a progressao de doenca renal e auxilia no estabelecimento
do prognéstico em pacientes com glomerulopatias e criangas com asfixia ao
nascimento (COBRIN et al., 2013). Quando comparada a beta-microglobulina,
parece ser um marcador melhor para dano de tubulo proximal (KEPLA et al., 2013).

Em ovelhas, foi detectada na urina, por meio de eletroforese, duas horas
apos inducao de toxicidade por ketoprofeno, o que refletiu o dano tubular pelo uso
do farmaco. Este achado sugere que a PRL pode ser utilizada como um marcador
precoce, entretanto ha a necessidade de mais estudos nesta espécie que validem a
especificidade e sensibilidade em experimentos com o uso de farmacos nao-
esteroidais que utilizem de superdosagem (PALVIAINEN et al., 2012).

A deteccdo desta proteina pode ser feita por meio de western blot e
ELISA, e em cdes com DRC produziram bons resultados, fato que possibilita a
utilizacdo como marcador urinario na diminuigdo da funcao tubular para esta espécie
animal (DE LOOR et al., 2013). Em estudo comparando caes adultos e jovens com
DRC ocorreram aumentos significativos quando comparado as concentracdes de
ureia e creatinina. O fator idade parece ndo afetar os resultados encontrados para
este marcador. Esteve significativamente aumentado em caes azotémicos, mas néao
apresentou sensibilidade para detectar diminuicdo na TGF em cées ndo azotémicos
(COBRIN et al., 2013; DE LOOR et al., 2013). Mais estudos sédo necessarios para
predizer se € um marcador sensivel de disfuncdo no tdbulo proximal e taxa de
filtracdo glomerular (COBRIN et al.,, 2013), bem como para avaliar resultados
controversos no diagnostico precoce de IRA (DE LOOR et al., 2013).

O aumento da PRL em gatos com hipertireoidismo foi constatado quando
comparado a gatos saudaveis. Entretanto, houve muitas variagcdes individuais entre
0s pacientes estudados. Adicionalmente, um estudo em caes sugere que esta
proteina parece ser eficaz na deteccdo de disfuncéo tubular nos estagios crénicos
da doenca renal (COBRIN et al., 2013).
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Proteina 7 de fator de crescimento e ligacdo de ins  ulina (IGFBP-7) e
metaloproteinase inibidor de tecido 2 (TIMP-2)

As proteinas IGFBP-7 e o TIMP-2, fisiologicamente estdo envolvidas no
término do ciclo celular que, mediante IRA, tem suas funcdes comprometidas
(KOVALINKA, 2014). Estudo com pacientes humanos em estado critico, indicaram
que estes dois marcadores foram os melhores em predizer evolucédo da IRA. Foram
usados em um painel e testados por meio de ELISA e do NephroCheck que consiste
na multiplicacdo dos dois marcadores (TIMP-2 x IGFBP7) (KASHANI et al., 2013).

O TIMP-2 e IGFBP-7 foram capazes de distinguir pacientes em IRA dos
saudaveis e mostrou bom desempenho em pacientes em sepse e pos-cirdrgico.
Também possibilitaram localizar a injaria e a perda funcional do epitélio renal, bem
como foram capazes de detectar a mudanca da IRA no estagio 2 para o estagio 3
dentro de 12 horas. Quando comparados a outros marcadores em estudo: cistatina
C, KIM-1, IL-18 e L-FABP na urina tiveram valores mais elevados que os demais
(KASHANI et al., 2013).

Mioinositol oxigenase (MIOX)

O gene que codifica 0 MIOX mostrou-se ser especifico de rins. A proteina
MIOX pode representar um marcador valioso para injdrias renais em ratos e
humanos in vivo, at¢é o0 momento (KOVALINKA, 2014). Nos estudos da proteina
MIOX, foi desenvolvido um imunoensaio para a quantificacdo de MIOX em ratos e
em humanos. Os ensaios confirmaram que h& especificidade entre os anticorpos por
western blot e houve o mapeamento dos epitopos. Os resultados demonstraram que
a proteina MIOX foi expressa apenas em rins humanos e que a expressao estava
localizada nas células tubulares. Em outro ensaio em modelo murino para injaria
renal isquémica, os valores de MIOX sérica aumentaram dentro das 24h pds-injaria
quando esta foi mais significativa (KOVALINKA, 2014).

Em pacientes criticos humanos, MIOX foi detectada 54h antes do
aumento de creatinina mas nao foi possivel estimar em tempo quando a injuria
aconteceu. Quanto aos testes com MIOX plasmatico, o0 exame permitiu separar
pacientes oliguricos dos néo oliguricos na IRA. Estudos com ratos tiveram expressao
reduzida de mRNA MIOX em rins de ratos com IRA (KOVALINKA, 2014).

A proteina MIOX parece preencher todos os requerimentos para ser um
marcador precoce, visto que tem aumento precoce em relacdo a creatinina sérica,
além de possuir especificidade renal. A expressao sO acontece nas células tubulares
durante uma injuria renal e posteriormente é liberado na urina. Nesse sentido, €
necessario estender os estudos da proteina MIOX em animais de companhia para
constatar se poderd ser um marcador precoce viavel e responder perguntas que
ainda nao foram respondidas sobre a expressdo, concentracdes no plasma e urina
apos injaria e o além do tempo de liberacdo (KOVALINKA, 2014).

Proteina ligadora de acido graxo hepatico (L-FABP)

A proteina ligadora de &acido graxo hepatico (L-FABP) é um lipideo
intracelular localizado no rim, na regido citoplasmatica das células dos tubulos
proximais. O L-FABP liga-se seletivamente a regides livres e insaturadas de acidos
graxos e produtos lipidicos perioxidados, lipideos em estresse perioxidativo e tecido
injuriado por isquemia e reperfusdo (BELCHER et al., 2011).
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O aumento na urina parece estar relacionado a danos hepaticos ou nas
inflamacdes sistémicas. Primeiramente foi relacionado também as injarias tubulares
na regido proximal (BELCHER et al., 2011), bem como ap0s danos por isquemia e
reperfusdo por transplante renal quando houve aumentos urinarios da L-FABP apos
quatro horas em pacientes submetidos as cirurgias cardiacas (NEGISHI et al., 2009).

Com a mensuracdo do L-FABP foi possivel prever injurias teciduais com
maior precisdo que a ureia e NAG, além de ser detectada na urina mais rapidamente
que ureia e mensurar o declinio da TFG, demonstrando sensibilidade e
especificidade para IRA (BRAUN et al., 2003).

CONSIDERACOES FINAIS

A possibilidade de construir um diagndstico preciso para IRA na medicina
veterindria torna-se promissor com a utilizacdo dos novos biomarcadores. A
aplicacao experimental na medicina ja € uma realidade, mas nédo para a veterinaria.
As técnicas empregadas provém de ensaios laboratoriais de alto custo que exigem
equipamento especifico, outro entrave consiste na caréncia por reagentes espécie
especificos, havendo a necessidade de validagdo dos testes humanos disponiveis
para emprego em animais.

Em uma situacgdo ideal, a integridade morfologica, a avaliagdo de funcao
e a localizacao precisa da injuria deveriam ser informacdes fornecidas por um unico
marcador. Dentre os biomarcadores citados, nenhum pareceu ser capaz de atender
tais exigéncias. Desta forma, fica evidente que a associacdo entre marcadores € a
melhor opg¢do para a criagdo de um painel diagnoéstico precoce da IRA, pois a
complementariedade de informacgdes que fornecem, permitirdo a avaliagdo completa
do paciente.

Associacoes entre a NGAL e a RIM-1 parecem ser as melhores
associacfes dentre os marcadores estudados experimentalmente em humanos.
Estudos que comprovem esta eficacia nos animais de companhia, além do
desenvolvimento de kits comerciais que possam viabilizar o seu uso clinico séo
necessarios para sua futura aplicacédo na veterinaria.

Outro marcador que merece ser melhor compreendido € a MIOX que,
devido a sua expressdo ser especifica dos rins e possuir rapida constatacao
diagnoéstica parece atender as caracteristicas de um marcador ideal. A MIOX €& um
marcador promissor, porém poucos trabalhos em humanos ratificam seus resultados
benéficos e, até entdo, ndo ha nenhum trabalho publicado na medicina veterinaria.

Dentre os biomarcadores apresentados, a cistatina C tem sido mais
relatado em estudos na medicina veterinaria devido ao fato de que a técnica ja foi
validade na experimentagdo em animais, ser menos custoso entre os demais e
reagentes comerciais de preco acessivel. E importante salientar que estudos com
este marcador sdo extremamente recentes e, por isso, ainda ndo ha um ndamero
significativo de trabalhos em cées e gatos que apresentem resultados do seu uso no
diagnéstico precoce de IRA.

A avaliacdo da urina como amostra para o diagnéstico da IRA fica
evidente ap0s a presente revisdo. H4 a necessidade de conscientizar o médico
veterinario da precocidade de informacdes presentes no exame de urina quando
comparadas as avaliacbes séricas atualmente empregadas. As alteracdes
morfolégicas urinarias sao rapidamente constatadas, visto que enzimas se
exacerbam na urina no pés-injuria ou sdo achados incomuns na urina. As alteracdes

ENCICLOPEDIA BIOSFERA, Centro Cientifico Conhecer - Goiania, v.13 n.23; p. 234 2016



séricas sdo tardias e podem prejudicar a remissao completa do paciente caso este
seja o0 Unico critério de avaliacdo. Aliar os resultados séricos e urinarios sdo a melhor
forma de se diagnosticar a sindrome por sua complementariedade de informacdes.

A necessidade de trabalhos que comprovem resultados positivos em
emprego clinico dos novos marcadores biolégicos de IRA em cédes e gatos fica
evidente apés esta revisdo. Muito tem sido feito na area humana para se detectar
marcadores precoces da IRA e esta area precisa ser melhor explorada na medicina
veterinéria.
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